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CILE PRACE
1. ReserSe dosud zjisténych poznatkll 0 derivatech purinu, zejména o purinovych
derivatech modifikovanych thiofenem.

2. Syntéza derivati 6-(2-thiofen-2-ylmethyl)aminopurinu (thiokinetinu) a nasledna

analyza ptipravenych latek.

3. Senescencni biotest na ustfizenych listech pSenice pro pripravené latky a interpretace
vysledkd.
4. Stanoveni toxicity nové pfipravenych sloucenin na lidskych buikach.
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1 UVOD

Rostlinné hormony jsou pfirozené¢ se vyskytujici organické latky, které jiz ptfi nizkych
koncentracich ovliviuji fyziologické procesy v rostlinach (Davies, 2010). Od Zivo¢isnych
hormont se ty rostlinné 1ii svou nizkou specifitou a komplexnosti pisobeni. Fytohormony
se navzajem ovliviuji, a v zavislosti na vng¢jSich a vnitinich podminkach miize byt docileno
rozdilného vysledného efektu jejich ucinku (Prochazka et al., 1998). Jelikoz jsou
fytohormony v rostlinach obsaZeny jen v nepatrném mnozstvi, pii jakékoliv odchylce jejich
rovnovazného stavu dochazi v rostling k citlivé reakci (Harrison, 2012). Dle své struktury
a funkce se fytohormony déli do nékolika skupin. Mezi tyto skupiny patii naptiklad auxiny,
gibereliny, ethylen, kyselina abscisova, brasinosteroidy a hlavné cytokininy, kterymi
se zabyva tato bakalarska prace.

V roce 1955 byl objeven prvni aromaticky cytokinin, ktery byl pojmenovan kinetin.
Byl to N6-substituovany derivat adeninu s navazanym furfurylem (Miller et al., 1955). Diky
svym anti-senescen¢nim a antioxida¢nim vlastnostem (Barciszewski et al., 1999) se stal
pfedmétem zkoumani pouziti ve tkanovych kulturach a byl zjistén jeho pozitivni vliv
na zivocisné bunky vcetné lidskych (Rattan et Clark, 1994). Kinetin ma vliv na rist
keratinocytll a zabranuje celé fadé projevi starnuti lidské pokozky (Othman et al., 2016).
Jak samotny kinetin, tak jeho N9-substituovany derivat Pyratine, jSou v soucasnosti
pouzivany jako ucinné latky kosmetickych vyrobku, jenz maji zmirfyjici vliv na projevy
starnuti pleti a jeji hydrataci (Szii¢ova et al., 2008).

Vzhledem k vySe uvedenym WuCinkim byl kinetin dale strukturné modifikovan
zauelem vyzkumu novych derivati spodobnymi ¢i lepSimi vlastnostmi. Diky
terapeutickému vlivu thiofenu na zivoc¢isné bunky (Mishra et al., 2011) byly vytvoreny také
latky, ve kterych byl kyslikovy atom furanového kruhu nahrazen sirou (Honig et al., 2018).

Ma bakalatska prace se zabyva syntézou zcela novych, nebo optimalizaci syntézy jiz
piipravenych thiofenovych derivati purinu. Latky byly modifikovany zejména v poloze C6,
pficemz purinova molekula zlstala bez strukturni zmény. Charakterizace danych derivati
byla provadéna pomoci HPLC/MS, NMR spektrometrie a méteni bodu tani, coz je dilezita
identifikacni vlastnost chemickych individui organickych pevnych latek. Nasledné byla
testovana cytokininova aktivita a toxicita novych latek vici lidskym buikam.
Predmétem diskuze bylo zejména porovnavani biologické aktivity derivati nesoucich

v poloze N9 tetrahydropyran-2-yl a derivatd bez této strukturni modifikace.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 CYTOKININY

Cytokininy jsou rostlinné hormony, které maji vliv na déleni bunék a jejich diferenciaci,
ovlivituji apikadlni dominanci, oddaluji senescenci, piisobi pfi reakci rostlin na stresové
faktory a mnoho dalSich. Cytokininy pisobi pfimo nebo za Ucasti jinych rostlinnych
hormont (Davies, 2004). Napftiklad pii vysSim poméru auxint a ethylenu v rostliné dochazi
ke stimulaci rGstu kofenl, zatimco pfi zméné pomeéru auxind k niz§im hodnotdm vici
cytokinintim dochazi ke stimulaci ristu nadzemni &asti rostliny (Davies, 2010). S kyselinou
abscisovou zase cytokininy interaguji pfi odpovédi rostliny na environmentalni stres (Tran
etal., 2010).

Zakladem molekuly piirozené se vyskytujicich cytokininl je purin, heterocyklicka
sloucenina skladajici se ze dvou kondenzovanych heterocykli, pyrimidinu a imidazolu.
Pokud je na purinu v poloze C6 navazana aminoskupina, pak této latce fikame adenin
(Obr. 1). Na aminoskupin¢ v poloze N6 Ize adenin substituovat, coz ma za nasledek déleni
cytokinini na dvé hlavni skupiny: isoprenoidni cytokininy (IsCK) s navazanym
isoprenoidnim fetézcem, jako je napiiklad trans-zeatin, a aromatické cytokininy (ArCK),
nesouci v poloze N6 aromaticky kruh. ArCKs se od IsCK lisi jak chemicky, tak svou

biologickou aktivitou (Strnad, 1997).

NH2

6 7
Ay N>8

N~ 4

3 H

9

Obr. 1: Strukturni vzorec adeninu s ocislovanymi atomy

2.1.1 Vyznamné cytokininy

Prvnim objevenym, pfirozené se vyskytujicim, cytokininem v rostlinném materialu byl
isoprenoidni derivat 6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-enylamino)purin (Obr. 2) izolovany
z kukuftice seté (Zea mays), diky cemuz dostal svij trivialni nazev trans-zeatin (Letham,
1963). Nicméné prvni cytokinin, ackoliv s aromatickym substituentem v N6, byl izolovan

atestovan mnohem dfive. Vroce 1955 Miller a spolupracovnici experimentovali
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s kokosovym mlékem azapomoci UV spektrdlni analyzy v ném prokazali obsah
adeninovych sloucenin (Miller et al., 1955). Po nékolika nasledujicich pokusech izolovali
z DNA autoklavovaného slediho spermatu bilou krystalickou latku. Pomoci
chromatografické analyzy uréili, Ze se jedna o aromaticky N6-furfuryladenin (Obr. 2) a diky
jeho schopnosti délit buniky (cytokinezi) v pletivu tabaku (Nicotiana tabacum) odvodili pro
latku trivialni nazev kinetin (Miller et al., 1955).

DalSim vyznamnym cytokininem s aromatickym postrannim fetézcem je
6-benzylaminopurin (BAP; Obr. 2). Tato latka byla syntetizovana ve stejné laboratofi jako
Kinetin a byly u ni také prokazany ucinky, jako je stimulace buné¢ného déleni (Miller et al.,
1956). Dnes jde o pomérné snadno dostupny, jednoduse piipravitelny aromaticky cytokinin,
ktery se pouziva ve tkdnovych kulturdch rostlin. Pouzivanim se zjistilo, Ze ma bohuzel
I negativni vedlejsi efekty na péstované explantaty. Jde predevsim o nekrozu rustového
vrcholu (Li et al., 2016) nebo o inhibici zakotfenovani (Othman et al., 2016), coz bylo také
jednim z divodl rozvoje syntézy novych cytokininovych derivatl, které by mohly byt bez
téchto vlastnosti.

Mezi vyznamné ArCK patii také cela fada latek izolovana z rostlin tymem profesora
Strnada. Tito védci vyvinuli analytickou screeningovou metodu HPLC-ELISA, diky které
objevili slouceninu 6-(3-hydroxybenzylamino)purin (meta-topolin; Obr. 2) a dalsi aktivni
aromatické cytokininy, zejména derivaty hydroxybenzyladeninu V topolovych listech
(Strnad et al., 1997).

Nekteré ptipravené trisubstituované cytokininové derivaty, funguji jako nespecifické
inhibitory cyklin-dependentnich kinas (CDK), které ovliviiuji buné¢ny cyklus zZivocisnych
bun¢k (Vesely et al., 1994; Edamatsu et al., 2000). Dale byly stejnym tymem objeveny
slouceniny 2-(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-methylpurin (Obr. 2), trivialné
nazvany  olomoucin, a  6-(benzylamino)-2(R)-[1-(hydroxymethyl)propylamino]-
9-isopropylpurin (Obr. 2) neboli roscovitin (Vesely et al., 1994). Tyto trisubstituované
aromatické cytokininové derivaty jiz VvV mikromolarnich koncentracich inhibuji
cyklin-dependentni kinasy 2 (CDK2) a tim zastavuji bunény cyklus (Vesely et al., 1994).
Diky této skutecnosti jsou v soucasnosti dané latky testovany v klinickych testech jako

mozna protinadorova 1é¢iva (De Azevedo et al., 1997).
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Obr. 2: 1 —trans-zeatin, 2 — kinetin, 3 — BAP, 4 — meta-topolin, 5 — olomoucin, 6 — roscovitin

2.1.2 Kinetin

N6-furfuryladenin, neboli kinetin (Kin), je biologicky aktivni slouéenina, ktera jiz
v nepatrnych koncentracich ovlivituje rostlinné i Zivo¢isné bunky (Barciszewski et al.,
2007). V ptipade¢ rostlinnych bun¢k naptiklad podporuje bunééné déleni a diferenciaci, patii
mezi iniciatory transkripce a do jisté miry ovliviiuje bunécny cyklus. Dilezitou roli vSak
hraje v procesu senescence, kdy s postupnym starnutim rostliny dochéazi k pfirozenému
ubytku cytokininii. Doddnim téchto fytohormonti dochézi k inhibici degradace chlorofylu
a podpote diferenciace chloroplastli, coz senescenci rostliny zna¢n€é zpomali (Gan
et Amasino, 1997).

Kin ma ale kromé rostlinnych bunék také G¢inky na buiiky Zivo¢isné. Mimo to, ze Kin
prodluzuje délku Zivota octomilek (Zaprionus paravittiger, Sharma 1995), uc¢inkuje jako
antioxidant lidskych fibroblasti in vitro, pti koncentracich od 40 uM (Rattan et Clark, 1994).
Reaktivni kyslikové radikaly (ROS), které za normalnich okolnosti vznikaji v buiikach pfi
bunééném dychani, jsou jednou z ptic¢in poskozeni DNA. Pfi vystaveni bunék stresu napf.
poskozenim ¢i vytvorenim extrémnich zivotnich podminek, dochazi ke vzniku ROS ve vétsi

mife a pravdépodobnost poskozeni DNA je vyssi. Kin stimuluje antioxida¢ni enzymy jako
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jsou napiiklad katalasa a glutathionperoxidasa. Tyto enzymy sniZuji stupeni peroxidace
membran fibroblastli vyvolanou v disledku ptisobeni oxidativniho stresu (Jablonska-Trypué
et al., 2016). Jiz velmi nizké koncentrace Kin od 100 nmol/l chrani lidské keratinocyty
bunééné linie HaCat pied smrti zptsobenou kyslikovymi radikaly (Othman et al., 2016).
Antioxidacni G€inky se projevuji také snizenim autofluorescence, jenz je dalSim dikazem
starnuti bunck. Jde o druh oxidativniho poSkozeni buné€k, nebot’ nastavd diky hromadéni
lipofuscinu, Zlutohnédého pigmentu, ktery je produktem oxidace nenasycenych mastnych
kyselin (Rattan et Clark, 1994).

Syntéza kinetinu v laboratofi byla zvefejnéna rok po objeveni vroce 1956
(Miller et al., 1956). Autor popisuje syntézu jako kondenzaci furfurylchloridu s adeninem
v alkalickém prostfedi, za ptitomnosti hydrogenuhli¢itanu sodného, kdy reakcni cas
dosahuje aZ 9 hodin (Miller et al., 1956). Inovovana metoda syntézy dle Whiteheada, ktera
spociva v reakci 6-methylmercaptopurinu s furfurylaminem (Whithead et Traverso, 1960)
se sn¢kolika modifikacemi pouzivd dodnes. V soucasnosti se kinetin a jeho derivaty
nejcastéji pripravuji nukleofilni substituci 6-chlorpurinu furfurylaminem (Schéma 1) nebo

jinym piislusnym aminem v alkalickém prostiedi (Mik et al., 2011), a reak¢éni Cas byl

Cl
N
I\L)I \> + ° | " nEsr’:paTntol N XN
I~ \ N
N %

L~

Schéma 1: Reakce 6-chlorpurinu s furfurylaminem za vzniku kinetinu

zkracen zhruba na 3 hodiny.

N
H

2.1.3 N9-substituované cytokininy

V minulosti  byly pfipraveny = NO-substituované cytokininové derivaty  napf.
6-benzylamino-9-(tetrahydropyran-2-yl)purin (PBA) a bylo zjisténo, ze mohou mit vyssi
anti-senescen¢ni aktivitu nez originalni baze, jak bylo otestovano na sdjovych discich
(Zhang et al., 1987). U latky PBA se také projevily jeji pozitivni u¢inky na diploidni lidské
fibroblasty (Zhang etal., 1987; Sziicova et al., 2008). Jako spojitost lepSich u¢inku
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s N9-modifikaci byla navrzena schopnost téchto sloucenin uvolfiovat volné baze, diky
¢emuz jsou udrzovany potiebné koncentrace latek po delsi dobu (Zhang et Letham, 1989).
V roce 2009 piipravila a popsala Sziicova a spolupracovnici sérii raznych cytokinint
substituovanych tetrahydropyran-2-ylem (THP) a tetrahydrofuran-2-ylem (THF) v poloze
N9. Vysledky experimentu ukazuji na vyssi anti-senescencni aktivitu cytokininti nesoucich
THP oproti t¢ém s THF (Sziicova et al., 2009).

Ackoliv substituce N9 atomu cytokininu ribosou zietelné zvySuje cytotoxicitu proti
lidskym bunikam, také v mnoha piipadech velice zvySuje anti-senescenéni aktivitu volnych
cytokininovych bazi (Holub et al., 1998; Dolezal et al., 2007), pti substituci skupinami THP
¢i THF neni takto cytotoxicita pozorovana (Sziicova et al., 2009). V MTT testu na lidskych
diploidnich fibroblastech bunécné linie BJ, se projevily THP a THF-purinové derivaty
netoxické nebo jen okrajové toxické ve vysokych koncentracich (Sziicova et al., 2009).

V roce 2008 byla latka 6-furfurylamino-N9-(tetrahydropyran-2-yl)purin (Obr. 3)
patentovana pro oSetfeni lidskych koznich bunék, licencovana a zaregistrovana firmou
Senetek PLC pod nazvem Pyratine-6® (Sziicova et al., 2008). V klinické studii zeny ve veéku
30 az 65 let testovaly piipravek suéinnou latkou  6-furfurylamino-N9-
(tetrahydropyran-2-yl)purinem o koncentraci 0,1 % po dobu 12 tydnu. Bylo prokazano,
ze Pyratine zpomaluje starnuti lidské pokozky (McCullough et al., 2008), nebot’ u Zen doslo
k viditelné redukci jemnych vrasek. Po ukonéeni studie bylo pozorovano zlepseni celkového
stavu pokozky. Pozitivnimi vysledky bylo také zmirnéni zarudnuti a mimo jiné redukce
hyperpigmentovych skvrn. OSetfend pokozka byla méné vysuSovéna, jelikoZz dochazelo

k mensim transepidermalnim ztratim vody (SziiCova et al., 2008).

\O
HN
NT X N\
LAY

Obr. 3: Strukturni vzorec 6-furfurylamino-N9-(tetrahydropyran-2-yl)purinu, neboli Pyratinu
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2.2 THIOFEN

Mezi péticlenné heterocykly s jednim heteroatomem (sirou) v pozici 1 patii thiofen. V roce
1883 byl objeven jako latka kontaminujici benzen (Meyer, 1883). Thiofen je toxicka
a hotlava aromaticka latka, za pokojové teploty bezbarva a kapalna. Diky své struktute
aromatického jadra je thiofen podobny svymi chemickymi vlastnostmi benzenovym
sloucenindm. Je nerozpustny ve vode¢, ale 1ze jej rozpoustét v organickych rozpoustédlech
vcetné€ alkoholu. Jeho bod tani je -38 © C a teplota varu je 84 ° C.

Thiofen je Casto vyuzivan ve farmaceutickém primyslu. Pfi sluovani thiofenu
s dal$imi heterocyklickymi slou¢eninami za vhodnych podminek vznikaji nové, biologicky
aktivni derivaty. Tyto latky hraji vyznamnou roli v medicindlni chemii, jelikoZ mohou mit
antimikrobialni (Tehranchian et al., 2005), protizanétlivé (Pillai et al., 2005)
¢i protinadorové ucinky (Chen et al., 2015).

2.2.1 Derivaty thiofenu a jejich biologické vlastnosti

Hlavni vlastnosti nékterych thiofenovych derivatl je antimikrobidlni u€inek. Tato aktivita je
zamé&fena hlavné proti bakteriim Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis
a Pseudomonas aeruginosa, ale vétsina derivatu ma také fungicidni G¢inky naptiklad proti
Candida Albicans (Shah et Verma, 2018).

V poslednich nékolika letech bylo mnoho sloucenin testovano na protinadorovou
aktivitu. Védci syntetizovali nové thiofenové derivaty, jako je sulfonamid nebo benzothiazol
(Obr. 4; Shah et Verma, 2018).

Q‘ ;O

S, N
- O
HoN 1 S

Obr. 4: 1 — sulfonamid, 2 — benzothiazol

Novou sérii téchto latek vyvinul Ghorab a jeho tym. Latky se in vitro projevily
cytotoxicky proti lidské bunécné linii MCF7 nadoru prsu (Ghorab et al., 2014). Proti této
buné¢né linii a mimo jiné proti liniim NCI-H460 (karcinom plic) a SF-268 (karcinom CNS)
byly vyvinuty ucinné latky ethyl-5-amino-3-(4-chlorostyryl)-4-kyanothiofen-2-karboxylat,
ethyl-5-amino-4-[(4-methoxyfenyl)karbamoyl]-3-methylthiofen-2-karboxylat a ethyl-5-(3-
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ethoxy-3-oxopropanamid)-3-methyl-4(fenylkarbamoyl)thiofene-2-karboxylat, jenz  se
elektronegativnich chloro, OCHs a ethoxy skupin, u niz se nasledn¢ prokazal zesilujici
ucinek cytotoxického efektu (Mohareb et al., 2016).

Thiopyrimidiny jsou dalsi derivaty thiofenu vyjimecné svou protizanétlivou aktivitou.
Jde o slouceniny obsahujici jak pyrimidinovy, tak thiofenovy péticlenny kruh. Jsou
povazovany za potencialni antimetabolity nukleovych kyselin (Jha et al., 2012), latky
strukturné podobné prekurzorim nukleovych kyselin, jenz se vyuzivaji jako cytostatika.
Nova skupina thiopyrimidinii vyvinuta v roce 2013 je typickd vysokou protizanétlivou
aktivitou z divodu pritomnosti elektron-donorovych skupin jako je hydrazin, methyl,

kyanomethyl, tetrazin a amid (Flefel et al., 2013).

2.2.2 Derivaty purinu modifikované thiofenem

Vzhledem k popsanym terapeutickym t¢inkiim thiofenovych derivata (kapitola 2.2.1) byl
furanovy kruh biologicky aktivniho kinetinu nahrazen thiofenem. Pfitomnost kyslikového
atomu se projevila jako strukturni motiv zpomalovani degradace chlorofylu, coz se
prokazalo v senescen¢nim biotestu (Honig et al., 2018). Nahrada kyslikového atomu sirou
¢i uhlikem bylo divodem sniZeni této anti-senescencni aktivity. V piipadé Kin versus
thio-Kin bylo pozorovano snizeni az o 40 %.

Oproti této skutecnosti bylo zjisténo, ze substituci N9 atomu molekuly thio-Kin
(6-(2-thiofenmethyl)aminopurinu) protektivni skupinou THF se anti-senescen¢ni aktivita
zase zvys$i, a to az na uroven standardu BAP (Honig et al., 2018). Skupiny THF a THP
funguji jako ochranné skupiny v kyselém prostiedi (SziiCova et al., 2008).

Latka 6-(2-thiofenmethyl)-9-(tetrahydrofuran-2-yl)aminopurin (Obr. 5) prokazala
nejvyssi fotoprotektivni U€inky na buiikkdch pokozky v ochrané proti UVA a UVB zafeni

(Honig et al., 2019).
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Obr. 5: Vzorec 6-(2-thiofenmethyl)-9-(tetrahydrofuran-2-yl)aminopuriu

2.3 SENESCENCNI BIOTEST NA USTRIZENYCH LISTECH PSENICE

Senescencni biotest na ustfiZzenych listech pSenice patii mezi standardizované cytokininové
biotesty, pomoci kterych se testuji biologické vlastnosti latek (Holub et al., 1998). Principem
senescencniho biotestu je méteni absorbance chlorofylu po 5-7 denni kultivaci ustfizenych
pSeni¢nych listkl s testovanou latkou.

Test se provadi na 7 dni starych pSeni¢nych listcich, u kterych po ustfizeni probiha
senescence. V pribéhu listové senescence dochdzi ke ztraté enzymi podilejicich se
na fotosyntéze jako je ribulosa-1,5-bisfofatkarboxylasa/oxygenasa neboli RUBISCO.
Zaroven s timto jevem dochazi ke ztraté integrity chloroplasti a degradaci chlorofylu.
Cytokininy tyto procesy senescence inhibuji a degradaci chlorofylu zpomaluji. Po kultivaci
se chlorofyl zlistki extrahuje do alkoholu a nasledné se spektrofotometricky méfti
absorbance tohoto zelené¢ho barviva pfi 665 nm vlnové délky. Testovani se opakuje

pro kazdou latku nejméné dvakrat (Holub et al., 1998).

2.4 TESTOVANI TOXICITY NA LIDSKYCH BUNKACH

Jako standardni test pfi testovani toxicity latek na lidskych koznich bunkach se pouziva test
resazurinové redukce. Resazurin je tmavé modré redoxni barvivo objevené Weselskym
(Weselsky, 1871), které se od konce dvacatych let 20. stoleti pouziva jako indikator

bakterialni kontaminace mléka. Resazurinovy test je zalozen na intracelularni redukci tmave
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modrého resazurinu, jenz nevykazuje témét zadnou fluorescenci, na rtizovy, fluorescenéni
resorufin (Schéma 2). Redukce probiha v zivotaschopnych, metabolicky aktivnich bunkach

(O'Brien et al., 2000), tudiz mrtvé bunky zadnou fluorescenci nevykazuji.

o)
|{|+
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X X
HO © O HO © O

Schéma 2: Redukce resazurinu na resorufin

Aby bylo mozné studovat cytotoxicitu latek, musi byt bunky s resazurinem
a testovanymi latkami inkubovany 1 — 4 hodiny pfed analyzou (Hamid et al., 2004).
K testovani se obvykle pouzivaji fibroblasty lidské pokozky bunécné linie BJ a keratinocyty

linie HaCat.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL A METODY

3.1.1 Pouzité chemikalie

Pro piipravu latek byly pouzity nasledujici chemikalie: 6-chlorpurin od firmy Honeywell
Fluka, 1-(5-methylthiofen-2-yl)methylamin, 2-thiofenmethylamin, 2-thiofenethylamin,
1-(5-bromthiofen-2-yl)methylamin, 1-(3-methylthiofen-2-yl)methylamin,
diisopropylethylamin a triethylamin od firmy Sigma-Aldrich, ecthylacetat, ethanol,
n-propanol a 2,5% vodny roztok amoniaku od firmy Lachner s.r.o., chloroform a diethylether
od firmy VWR-chemicals, methanol od firmy Penta, 6-chlor-9-(tetrahydropyran-2-yl)purin
pripraven V laboratofi Mgr. Martinem Honigem dle dostupné literatury (Sziicova et al.,

2009).

3.1.2 Metody a pfistrojové vybaveni

Pro organickou syntézu bylo pouzito bézné vybaveni laboratoie pro pfipravu organickych
slouCenin jako je digestof, analytické vahy Radwag AS 220.R2, magnetickd michacka
s ohfevem Heidolph MR Hei-Standard, sonifika¢ni lazen Branson 2510 a rota¢ni vakuové
odparky Buchi Rotavapor R-300 a Buchi Rotavapor R-200.

Pribéh reakei byl detekovan diky tenkovrstvé kapalinové chromatografie, kdy byly
pouzity hlinikové TLC desky Silikagel 60 W F2s4 od firmy Merck. Body tani, byly méfeny
na piistroji Biichi B-540 Melting Point.

Cistota a hmotnostni spektrum pfipravenych slou¢enin byly analyzovany metodou
HPLC-PDA-MS. Slou¢eniny byly rozpustény v 1% methanolu. Byla pouzita kolona
s reverzni fazi znaCky Symmetry C18 od firmy Waters, kterd méla rozméry 5 x 150 x 2,1 mm
s velikosti ¢astic 3,5 um. Jako mobilni fdze A byl pouzit 15 mM mravencan amonny
s hodnotou pH upravenou na 4,0. Jako mobilni faze B byl pouzit methanol (MeOH).
Pti pratoku 200 ml/min mravenc¢anu amonného byla uplatnéna gradientova eluce: 0 min:
10% MeOH; 0-24 min: 90% MeOH; 25-34 min: 90% MeOH; 35-45 min: 10% MeOH
za pouziti modu Waters Alliance 2695 Separations Module. Analyzované latky byly
detekovany pomoci detektoru Waters 2996 PDA od firmy Waters se snimacim rozsahem

210-700 nm a rozliSenim 1,2 nm.
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Nasledné byly dané analyty identifikovany hmotnostnim analyzatorem Q-Tof Micro
Mass Spectrometer od firmy Waters. Ziskavani dat bylo provadéno ve full scan médu
v rozsahu 50-1000 Da s ¢asem skenovani 0,5 s, kapilarnim napétim 3 kV a napétim
ve vstupni Stérbiné fragmentatoru o velikosti 20 V. Teplota iontového zdroje byla 120 °C
ateplota desolvatatniho plynu 300 °C, pficemz jeho pratok Ccinil 500 /h a pratok
zamlzovaciho plynu 50 I/h. V ptipadé desolvata¢niho i zamlZzovaciho plynu byl pouzit dusik.
Analyzy byly provadény v pozitivhim rezimu (ESI), proto byly molekulové ionty
zaznamenany v jejich protonizovanych formach [M+H]".

'H NMR spektra byla méfena na spektrometru Jeol 500 SS pracujicim pfi teploté
300 K a frekvenci 500,13 MHz. Vzorky byly pfipraveny rozpusténim sloucenin
v deuterovaném MeOH (latky 1, 3, 4, 6, 7) nebo v deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO;
latky 2, 5, 8). Jako interni standard byl pouZit tetramethylsilan (TMS).

Latka 2 byla pteciSténa na semipreparativni stanici 1290 Infinity II od firmy Agilent
Technologies. 40 mg latky bylo rozpusténo v 8 ml 25% methanolu. 1 ml vzorku byl
nastiiknut do proudu mobilni faze na kolonu Agilent 5 prep-C18 (50 x 21.2 mm; velikost
¢astic 5 um). Mobilni faze byla sloZena z vody (A) a MeOH (B). Vzorek byl eluovan
za pritoku 20 ml/min v gradientu mobilni faze: 0 min: 10% MeOH; 10-12 min: 60% MeOH;
12,5-13 min: 10% MeOH. Analyty byly detekovany pomoci VWD detektoru (250 nm).
Frakce obsahujici danou latku byla sbirana pomoci automatického sbérace frakci na zakladé

retenéniho ¢asu (9,2-10,2 min).
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3.2. SYNTEZA LATEK

3.2.1. Syntéza 6-[(5-methylthiofen-2-yl)methyl]Jaminopurinu (1)

Vychozi latka 6-chlorpurin (6CIP; 80 mg; 0,66 mmol) byl spolu s (5-methylthiofen-2-
yl)methylaminem (100 mg; 0,85 mmnol) a diisopropylethylaminem (DIPEA; 342 pul;
1,97 mmol) pfidan do n-propanolu (10 ml). Vznikla smés byla v tlakové ampuli za stalého
michani zahfivana v olejové lazni na 120 °C po dobu 6 hodin. Pritbéh reakce byl kontrolovan
dle TLC (mobilni faze: chloroform : MeOH 9:1). Reakéni smés byla ponechana pii RT
na micha¢ce do nasledujiciho dne, kdy zni vykrystalizoval pevny produkt (Schéma 3).
Reakéni smés byla ptes fritu zfiltrovana za snizeného tlaku a promyta vychlazenym
n-propanolem (5 ml) a vychlazenou destilovanou vodou (3 ml). Zbyly produkt po vysuseni
vazil 54,3 mg (vytézek: 33,5 %) a Cistota byla stanovena pomoci HPLC/MS na 99,5 %.
'H NMR (500 MHz, MeOH) § 8.26 (s, 1H), 8.05 (s, 1H), 6.82 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.57
(d,J=2.4 Hz, 1H), 2.38 (s, 3H).
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Schéma 3: Reakce 6-chlorpurinu s (5-methylthiofen-2-yl)methylaminem za vzniku
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6-[(5-methylthiofen-2-yl)methylJaminopurinu
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2.2.2. Syntéza 6-[(3-methylthiofen-2-yl)methyllaminopurinu (2)

Slouceniny 6CIP (51 mg; 0,33 mmol), (3-methylthiofen-2-yl)methylamin (50 mg;
0,39 mmol) a triethylamin (EtsN; 137 ul; 0,98 mmol) byly suspendovany v n-propanolu
(4,5 ml). Suspenze byla pod zpétnym chladi¢em za stalého michani zahtivana na 106 °C
po dobu 5,5 h. Prubéh reakce (Schéma 4) byl kontrolovan pomoci TLC (mobilni faze:
chloroform : MeOH 9:1). Reak¢ni smés byla pii RT ponechana na michacce
do nasledujiciho dne, kdy bylo rozpoustédlo odpaieno a zbyly odparek extrahovan extrakci
kapalina-kapalina (EtOAc : H20). Ethylacetatova faze byla zahusténa na vakuové rotaéni
odparce a kodparku bylo pfidano malé mnozstvi diethyletheru, diky kterému
vykrystalizovala pevna latka. Hmotnost produktu €inila 40 mg pii Cistot¢ 92 %, coz byl
duvod nasledného ¢isténi latky pomoci semipreparativni stanice 1290 Infinity 11 od firmy
Agilent Technologies (kapitola 3.1.2), diky které byl po nasledném odpateni na odparce
a vysuseni ziskan produkt o 100 % Gistoté a hmotnosti 19 mg (vytézek: 23,5 %). 'H NMR
(500 MHz, MeOH) ¢ 8.27 (s, 1H), 8.05 (s, 1H), 7.15 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 5.1 Hz,
1H), 2.27 (s, 1H).
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Schéma 4: Reakce 6-chlorpurinu s (3-methylthiofen-2-yl)methylaminem za vzniku
6-[ (3-methylthiofen-2-yl)methyl]Jaminopurinu

23



2.2.3. Syntéza 6-(2-thiofenmethyl)aminopurinu (3)

Syntéza latky byla provedena dle publikované literatury (Honig et al., 20018). Slouceniny
6CIP (250 mg; 1,62 mmol), 2-thiofenmethylamin (199 ul; 1,94 mmol) a EtsN (676 ul;
4,85 mmol) byly pfeneseny do n-propanolu (16 ml). Vznikla smés byla pod zpétnym
chladi¢em za stalého michéani zahtivana na 106 °C. Prib¢h reakce byl kontrolovan pomoci
TLC (mobilni faze: chloroform: MeOH 9:1). Po 4 hodinach bylo ohfivani reakce vypnuto
a smés byla na michacce ponechéna do nasledujiciho dne, kdy vykrystalizovala pevna latka
(Schéma 5). Heterogenni smés byla za snizeného tlaku zfiltrovana a promyta vychlazenym
n-propanolem (8 ml) a vychlazenou destilovanou vodou (5 ml). Filtra¢ni kola¢ po vysuseni
vazil 128 mg a Cistota Cinila 99 %. Filtrat byl dale zahustén na vakuové rota¢ni odparce
a s odparkem byla provedena extrakce kapalina-kapalina (EtOAc : H20). Po zahusténi
ethylacetatové fdze na odparce byl odparek rekrystalizovan pfiddinim malého mnozstvi
EtOH a sonifikaci v sonifika¢ni ldzni po dobu 60 minut. Druhy podil produktu byl
za snizeného tlaku zfiltrovan a vysusen. Hmotnost druhého podilu pfi Cistoté 99,5 % byla
17 mg. Celkovy vytézek tedy ¢inil 38,7 %. *H NMR (500 MHz, DMSO) & 13.00 (s, 1H),
8.23 (s, 2H), 8.12 (s, 1H), 7.32 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.93 (dd, J = 4.9,

3.6 Hz, 1H), 4.85 (s, 2H).
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Schéma 5: Reakce 6-chlorpurinu s 2-thiofenmethylaminem za vzniku

6-(2-thiofenmethyl)aminopurinu
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2.2.4. Syntéza 6-(2-thiofenmethyl)-9-(tetrahydropyran-2-yl)aminopurinu (4)

Latky 6-chlor-9-(tetrahydropyran-2-yl)purin  (6CIP9THP; 88 mg; 0,37 mmol),
2-thiofenmethylamin (45 pl; 0,44 mmol) a EtsN (154 ul; 1,10 mmol) byly pfeneseny
do n-propanolu (5 ml). Smés byla pod zpétnym chladi¢em za stalého michani zahiivana
na 106 °C po dobu 5 hodin. Pribéh reakce (Schéma 6) byl kontrolovan pomoci TLC (mobilni
faze: EtOAc : MeOH : NHs 34:4:2). Po 5 hodinach byl do reakce ptidan 0,1 ekvivalent
2-thiofenmethylaminu (4 pl; 0,04 mmol) a 1 ekvivalent EtsN (51 ul; 0,37 mmol), aby mohl
zreagovat vSechen 6CIP9THP. Reakce probihala dalsi 1,5 hodiny. Nésledné byla reakéni
smés zahuSténa na vakuové rotaéni odparce a odparek byl extrahovan v systému
kapalina-kapalina extrakci (EtOAc : H20). Ethylacetatova faze byla opét zahusténa
na odparce a byl ziskan odparek knémuz bylo ptidano malé mnozstvi diethyletheru
pro krystalizaci. Vykrystalizovany produkt byl za snizené¢ho tlaku pies fritu zfiltrovan
a poté vysusen. Hmotnost produktu byla 48,8 mg (vytézek: 41,8 %) a cistota 100 %.
'H NMR (500 MHz, MeOH) & 8.29 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 7.24 (dd, J = 5.0, 1.1 Hz, 1H), 7.05
(d, J = 3.4 Hz, 1H), 6.92 (dd, J = 5.1, 3.5 Hz, 1H), 5.67 (dd, J = 10.9, 2.3 Hz, 1H), 4.11 —
4.06 (m, 1H), 3.77 (td, J = 11.7, 2.4 Hz, 1H), 2.20 — 2.10 (m, 1H), 2.07 — 1.99 (m, 2H), 1.83
—1.66 (m, 2H), 1.64 — 1.57 (m, 1H).
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Schéma 6: Reakce 6-chlor-9-(tetrahydropyran-2-yl)purinu s 2-thiofenmethylaminem za vzniku

6-(2-thiofenmethyl)-9-(tetrahydropyran-2-yl)aminopurinu
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2.2.5. Syntéza 6-(2-thiofenethyl)aminopurinu (5)

Latka byla ptipravena modifikaci literatury (Honig et al., 20018). Do n-propanolu (10 ml)
byl pfidan 6CIP (132 mg; 0,85 mmol), 2-thiofenethylamin (120 pl; 1,02 mmol) a EtsN
(356 ul; 2,55 mmol). Suspenze byla pod zpétnym chladi¢em za stalého michani zahtivana
na 106 °C po dobu 5 hodin. Prubéh reakce (Schéma 7) byl kontrolovan dle TLC (mobilni
faze: chloroform : MeOH 9:1). Po zahusténi reakéni smési na odparce a po ptidani EtOAc
(5 ml) vykrystalizovala pevna latka, jenz byla zfiltrovana za snizen¢ho tlaku a promyta
EtOAc (3 ml). Hmotnost po vysuSeni prvniho podilu produktu ¢inila 27,5 mg pii Cistoté
98,5 %. Kfiltratu byla prfidana voda a byla provedena extrakce kapalina-kapalina
(EtOAC : H20). Ethylacetatova faze byla opét zahuSténa na odparce a k odparku bylo
pfidano malé mnozstvi EtOH pro vykrystalizovani produktu. Po nasledné filtraci a vysuSeni
byla hmotnost produktu pii Cistoté 98,2 % 34,4 mg. Vysledny vytéZek tedy Cinil 29,7 %.
'H NMR (500 MHz, MeOH) § 8.25 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.20 (dd, J = 4.9, 1.4 Hz, 1H), 6.95
—6.89 (m, J = 3.6, 2.8 Hz, 2H), 3.87 (s, 2H), 3.22 (t, J = 7.1 Hz, 2H)

[ N

S
Cl HN

N XN NH, N
)I\ + s . N)I\
kN/ H> \ | &N/ H>

Schéma 7: Reakce 6-chlorpurinu s 2-thiofenethylaminem za vzniku 6-(2-thiofenethyl)aminopurinu
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2.2.6. Syntéza 6-(2-thiofenethyl)-9-(tetrahydropyran-2-yl)aminopurinu (6)

V n-propanolu (5,5 ml) byly rozpustény latky: 6CIP9THP (156 mg; 0,66 mmol),
2-thiofenethylamin (92 ul; 0,79 mmol) a EtsN (274 ul; 1,97 mmol). Smés byla pod zpétnym
chladicem za stdlého michéni zahfivana na 106 °C po dobu 5 hodin. Pribéh reakce
(Schéma 8) byl kontrolovan dle TLC (mobilni faze: chloroform : MeOH 18:1). Reakéni smés
byla zahusténa na rotacni vakuové odparce a odparek byl extrahovan kapalina-kapalina
extrakci (EtOAc : H20). Ethylacetatova faze byla zahus$téna na odparce. K odparku bylo
pfidano malé mnozstvi diethyletheru a po nasledné 10 minutové sonifikaci byl
vykrystalizovan produkt, jenz byl za snizeného tlaku pies fritu zfiltrovan a poté vysusSen.
Hmotnost produktu byla 120 mg (vytézek: 55,2 %) a &istota 100 %. *H NMR (500 MHz,
DMSO-d6) 6 8.30 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 7.88 (s, 1H), 7.28 (dd, J = 5.0, 1.2 Hz, 1H), 6.90
(dd, J=5.0, 3.4 Hz, 1H), 6.87 (dd, J = 3.4, 1.2 Hz, 1H), 5.58 (dd, J = 11.0, 2.1 Hz, 1H), 3.96
(ddt, J =11.6,4.2, 2.5 Hz, 1H), 3.69 (bs, 2H), 3.66 — 3.59 (m, 1H), 3.09 (t, J = 7.3 Hz, 2H),
2.28 —2.17 (m, 1H), 1.97 — 1.85 (m, 2H), 1.74 — 1.63 (m, 1H), 1.57 — 1.48 (m, 2H).
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Schéma 8: Reakce 6-chlor-9-(tetrahydropyran-2-yl)purinu s 2-thiofenethylaminem za vzniku

6-(2-thiofenethyl)-9-(tetrahydropyran-2-yl)aminopurinu
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2.2.7. Syntéza 6-[(5-bromthiofen-2-yl)methyl]Jaminopurinu (7)

Do n-propanolu (3,5 ml) byl pfidan 6CIP (33,5 mg; 0,22 mmol), (5-bromthiofen-2-
yl)methylamin (50 mg; 0,26 mmol) a EtsN (91ul; 0,65 mmol). Dana heterogenni smés byla
pod zpétnym chladiCem za stdlého michani zahiivana na 106 °C po dobu 4 hodin.
Pti kontrole pomoci TLC (mobilni faze: chloroform : MeOH 9:1) bylo zjisténo, ze latky jesté
nezreagovaly. Smés tedy byla ponechdna pod argonovou atmosférou, jenz vyrazné
zpomaluje oxidaci danych latek v reakéni smési, do dalSiho pracovniho dne. Nasledné
reakce probihala dal$i 4 hodiny, poté byla vypnuta a michana do nasledujiciho dne,
kdy vykrystalizoval pevny produkt (Schéma 9). Filtraci, promytim propanolem a vodou
a vysusenim bylo ziskano 34,9 mg produktu (vytézek: 51,1 %) o &istot& 97,6 %. 'H NMR
(500 MHz, MeOH) & 12.90 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 8.14 (s, 1H), 8.02 (s, 1H), 6.92

(d, J=3.7 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.65 (s, 2H).
%\ S

Cl HN
NT X N Br S N
)I >+ - N)I N\
KN/ H> \E)/\NHZ MN/ H>

Schéma 9: Reakce 6-chlorpurinu s (5-bromthiofen-2-yl)methylaminem za vzniku

/

6-[ (5-bromthiofen-2-yl)methyl]Jaminopurinu
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2.2.8. Syntéza 6-[(5-bromthiofen-2-yl)methyl]-9-(tetrahydropyran-2-yl)aminopurinu (8)

Do n-propanolu byly pievedeny latky: 6CIP9THP (104 mg; 0,43 mmol), (5-bromthiofen-2-
yl)methylamin (100 mg; 0,52 mmol) a EtsN (181 pl; 1,30 mmol). Suspenze byla
pod zpétnym chladi¢em a za stalého michani zahfivana na 106 °C po dobu 7 hodin.
Dle kontroly reakce pomoci TLC (mobilni faze: chloroform : MeOH 18:1) bylo patrné,
ze dany 6CIP9THP jesté¢ nezreagoval. Tudiz byl k reakéni smési ptidan EtsN (121 pl;
0,87 mmol) a reakce probihala dalSich 6 hodin. Dale byla reakce michana pti RT po dobu
24 h, kdy vykrystalizoval pevny produkt (Schéma 10). Smés s timto produktem byla michana
V ledové lazni pro dobu 20 minut a produkt byl nésledné pies fritu za snizeného tlaku
zfiltrovan, promyt vychlazenym n-propanolem a vodou a vysusen k naslednému vazeni.
Bylo ziskdno 77 mg latky (vytézek: 45,4 %) o Cistoté 99,8 %. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-d6) 6 8.46 (bs, 1H), 8.38 (s, 1H), 8.29 (bs, 1H), 7.02 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 6.86
(d, J =3.8 Hz, 1H), 5.63 (dd, J = 11.0, 2.0 Hz, 1H), 4.75 (bs, 2H), 4.02 — 3.96 (m, 1H), 3.70
—3.64 (m, 1H), 2.32 — 2.22 (m, 1H), 2.00 — 1.90 (m, 2H), 1.77 — 1.68 (m, 1H), 1.63 — 1.52
(m, 2H).

Br
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Cl HN
NT X N\ + Br S . N)\IN\
K)NIN> U\NHZ MN/ N>
O O

Schéma 10: Reakce 6-chlor-9-(tetrahydropyran-2-yl)purinu s (5-bromthiofen-2-yl)methylaminem
za vzniku 6-[ (5-bromthiofen-2-yl)methyl]-9-(tetrahydropyran-2-yl)aminopurinu
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3.3 SENESCENCNI BIOTEST NA USTRIZENYCH LISTECH PSENICE

Senescencni biotest byl provadén za pomoci odborného technika Jarmily Balonové. Byly
pouzity 7 dni staré listky pSenice seté (Triticum aestivum). Z pfipravenych latek byly
vytvofeny 50 mM roztoky v DMSO. Do 96-jamkové desky byly pipetovany roztoky danych
latek o koncentracich 10 az 10°, do nichZ byly umistény vzdy 4 listky psenice o celkové
hmotnosti 99-101 mg. Takto pfipravena deska byla inkubovana 5 dni v temném prostiedi.
Po 5 denni inkubaci byly listky pfemistény do EtOH na dobu 10 minut pii 80 °C ve vodni
lazni, kdy probéhla extrakce zbylého chlorofylu z listkti. Ethanolové vzorky chlorofylu
jednotlivych Ctvetic listkll byly opét pipetovany do 96-jamkové desky, ze které byla métena

absorbance chlorofylu pti vinové délce 665 nm.

3.4 TESTOVANI TOTOXICITY — RESAZURINOVY TEST

Toxicita pfipravenych latek byla testovana v laboratoii Dr. Vollera pod vedenim odborného
technika Katefiny Faksové. Jako testovaci material byly pouzity lidské diploidni fibroblasty
buné¢né linie BJ, lidské retinalni pigmentové epitelialni buriky linie ARPE-19 a keratinocyty
bunécné linie HaCaT. Linie BJ a HaCaT byly kultivovany v 10% DMEM médiu a linie
ARPE-19 byla ve stejném 10% DMEM médiu s ptidavkem glukézy.

Do 96-jamkovych desek bylo pipetovano vzdy 80 ul nafedénych bunécnych linii tak,
aby jedna jamka desky obsahovala 5 000 bunék linie BJ, popiipadé 7 000 bun¢k linie HaCaT
nebo ARPE-19. Krajni jamky desky obsahovaly 100 pl média pro kontrolu testovani.
Desky s bunikami byly inkubovany pfi 37 °C do nasledujiciho dne.

Po 24 hodinové inkubaci byly pfidavany testované latky. Z pfipravenych latek byly
vytvofeny 100 mM roztoky v DMSO (25 mM roztok v DMSO z latky 7 z duvodu $patného
rozpousténi), které byly 200x zfedény. Postupné byly v fedici 96-jamkové desce vytvoreny
koncentrace latek vzdy 3x mensi nez koncentrace v predchozi jamce. Do pfipravenych desek
S buiitkami bylo v triplikatu pipetovano vzdy 20 pl nafedéné testované latky, diky cemuz
se latky natedily jest¢ 5x. Kone¢né koncentrace latek jsou tedy 100 uM, 33,33 uM,
11,11 uM, 3,70 uM, 1,23 uM a 0,41 uM. Takto otravené buiiky byly inkubovany do dalSiho
dne, kdy bylo ptidano fluorescenéni barvivo resazurin. Modry resazurin se redukuje diky

metabolicky aktivnim bunkdm na Cerveny resofurin, ktery se po 3 hodinach inkubace
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s buikami fluorescenné detekuje na pfistroji Infinite M200 PRO od firmy Tecan,

pfi excitacni vinové délce 544 nm a emisni 590 nm.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 PRIPRAVENE LATKY

V ramci bakalaiské prace bylo pfipraveno 8 latek. VSechny tyto latky maji v poloze N6
adeninu substituovany derivat thiofenu, pfi¢emz latky 4, 6 a 8 nesou navic modifikaci
Vv poloze N9. Latky byly pfipraveny fizenou nukleofilni substituci aminu s 6CIP popiipadé
s 6CIP9THP v alkalickém prostiedi, pficemz syntéza latek 3 a 5 je inspirovana literaturou

(Honig et al., 2018).

Tabulka 1: Shranuti pripravenych latek, reakcni cas, vytézek, Cistota a body tani danych latek
Latka Reak¢ni ¢as (min)  Vytézek (%) Cistota (%)  Bod tani (°C)

1 360 33,5 99,5 238
2 330 23,5 100 233
3 240 38,7 99,3 245
4 390 41,8 100 115
5 300 29,7 98,4 237
6 300 55,2 100 125
7 480 51,1 97,6 277
8 780 45,4 100 129

Reakeni Cas latek se pohyboval od 4 do 13 h. Nejdelsiho reakéniho ¢asu, dosahovaly
latky 7 a 8, latky s bromem navazanym v poloze 2 thiofenu.

Ptipravené latky byly charakterizovany pomoci HPLC-MS, NMR a pomoci méfeni
bodu tani. Diky *H NMR spektrometrické analyzy byla, na zakladé p¥itomnosti daného poétu
vodiku, neptimo potvrzena struktura latek. Pomoci HPLC analyzy byla urcena €istota latek,
pfi¢emz diky MS byly potvrzeny jejich molekulové hmotnosti. Cistota latek ve viech
piipadech ptesahovala 97,5 % (Tabulka 1), pficemz 100% cistota byla zméfena hlavné
u latek nesouci modifikaci THP (latky 4, 6, 8) a u latky 2, ktera byla pfecisténa pomoci
semipreparativni stanice 1290 Infinity 11 (kapitola 3.1.2). MS a NMR spektra jsou uvedena
v ptiloze této prace (Priloha 1, Priloha 2).
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4.2 VYSLEDKY SENESCENCNIHO BIOTESTU

Ptipravené¢ latky byly otestovany na biologickou aktivitu v senescencnim biotestu
na usttizenych listech pSenice. Test byl proveden na pracovisti Centrum regionu Hand —
Oddé¢leni chemické biologie a genetiky dle postupu uvedeného v kapitole 3.3
a publikované literatury (Holub et al., 1998).

Dle Grafu 1 je patrny rozdil biologické aktivity latky 3 (thiokinetin) a latky 1
s podobnou strukturou, nesouci navic metylovou skupinu na thiofenovém kruhu. Latka 3 je
aktivni jiz pti koncentraci 107" mol/l, kdy je jeji biologickd aktivita vy3si nez v piipadé BAP
a Kin. Aktivita latky 1, jenz je opatfena metylovou skupinou, v této koncentraci zacina teprve
mirné stoupat. P¥i koncentraci 10> mol/l jsou anti-senescenéni aktivity latky 1, 3, BAP a Kin
srovnatelné, pficemz aktivita BAP a Kin zafind prudce nartstat. Lze tedy konstatovat,
ze nahrazeni atomu kysliku sirou v Kin snizuje anti-senescenc¢ni aktivitu cytokinint, jak jiz
publikoval Honig a jeho spolupracovnici (Honig et al., 2018), avSak ani methylova skupina
na thiofenovém kruhu tuto aktivitu nezvysuje.

Latky, u nichz se projevila nejvyssi biologicka aktivita z této série latek, jsou
srovnavany v Grafu 2. Jde o latky 3 a 4, ptic¢emz latka 4 nese chranici THP skupinu v poloze
NO. Pravé latka 4 prokazuje jiz od koncentrace 10® mol/l vys§i biologickou aktivitu,
nez maji cytokininy BAP a Kin. P¥i koncentraci 10 mol/l se aktivita latky 4 nepatrné
snizuje pod turoven téchto standardd. Anti-senescenéni aktivita latky 3 je v nizkych
koncentracich az do 10° mol/l srovnatelna s pomé&fovanymi standardy, ale pfi vyssich
koncentracich latky je jiZ biologick4 aktivita nizsi. Skutecnost, ze biologicka aktivita latky
4 je vyssi nez aktivita jeji volné baze (latka 3) je ziejmé€ nasledkem pfipojeni chrénici
skupiny THP (Sziicova et al., 2009).

V Grafu 3 jsou porovnavany slouceniny 5 a 6. Ob¢ tyto slouceniny maji thiofen
navazan na molekulu adeninu ptes ethylenovy miistek. Zatimco latka 5 je volna baze, latka
6 je vpoloze N9 chranéna THP. U obou latek je zfejmé, Ze pii koncentracich nizsich
nez 10° mol/l nevykazuji biologickou aktivitu. Naopak pfi koncentraci nad 10 mol/l, latka
6 zplsobuje mirny narust biologické aktivity oproti latce 5. Tato skutecnost mize byt
nedosahuji aktivity pométovanych cytokininovych standardti Kin a BAP.

Graf 4 porovnava aktivitu latek 7 a 8 s Kin a BAP. Latky 7 a 8 nesou na péti¢lenném
kruhu thiofenu v poloze 2 (ortho) prvek brom, pfi¢emz latka 8 je substituovana THP

v poloze N9. Z grafu je ocividné, ze v danych testovanych koncentracich nevykazuji tyto
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latky zaddnou anti-senescencni aktivitu, a to ani pii substituci chranici skupinou. V tomto

pfipad¢ je mozné, Ze pti¢inou nulové aktivity latek je praveé brom.
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Graf 1. Zavislost absorbance chlorofylu na

koncentraci  testované  latky  (absorpcni
maximum: 665 nm  vinové  délky),
latka 1 - zelené, latka 3 - cerné
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Graf 3: Zavislost absorbance chlorofylu na
koncentraci  testované  ldtky  (absorpcni
maximum: 665 mm  vinové  délky),
latka 5 - zelené, latka 6 - Cerné

Graf 2: Zavislost absorbance chlorofylu na

koncentraci  testované  latky  (absorpcni
maximum; 665 nm vinové délky),
latka 3 - zelené, latka 4 - cerné
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Graf 4: Zavislost absorbance chlorofylu na
koncentraci  testované  ldtky  (absorpcni
maximum: 665 nm  vinové  délky),
latka 7 - zelené, latka 8 - cerné
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4.3 VYSLEDKY RESAZURINOVEHO TESTU

U v8ech pfipravenych latek byla pomoci resazurinového testu in vitro testovana cytotoxicita
(kap. 3.4). K testovani byly pouzity lidské diploidni fibroblasty bunééné linie BJ, lidské
retindlni pigmentové epitelidlni buniky linie ARPE-19 a keratinocyty buné¢né linie HaCaT.
Jako netoxické ¢i jako margindlné toxické byly urCeny latky, u nichZ resazurinova
fluorescence v burikach poklesla méné nez o 10 % oproti kontrolnim neovlivnénym bunkam.
Pokles fluorescence vypovida o apoptdoze bunck v disledku toxicity testované latky,
nebot Kk fluorescenci dochdzi jen v metabolicky aktivnich burnikach. Nejvyssi testovana
koncentrace latek Cinila 100 uM. Vysledné grafy resazurinového testu jsou uvedeny

v piiloze (Priloha 3).

Tabulka 2: Cytotoxicita pripravenych latek na lidskych bunécnych liniich ARPE-19, HaCat a BJ,
V tabulce jsou uvedeny maximalni koncentrace, pri které latky vykazovaly marginalni nebo Zadnou
toxicitu (fluorescence resazurinu < 10 %), hodnoty jsou uvedeny v uM a zaokrouhleny na dvé

desetinna mista

Koncentrace latky (uM)

Latka
ARPE-19 HaCat BJ
1 >100 11,11 11,11
2 >100 11,11 11,11
3 >100 33,33 11,11
4 >100 >100 33,33
5 >100 11,11 11,11
6 1,23 33,33 11,11
7 >100 11,11 11,11
8 >100 33,33 11,11

V ptipad¢ retindlnich bun¢k bunécéné linie ARPE-19 je toxicita pozorovdna pouze
u latky 6. Ostatni latky se v koncentracich pod 100 uM jevi pro retindlni epitelidlni bunky
netoxicke.

Resazurinovy test na bunééné linie HaCat prokazal cytotoxicitu vSech latek
az na latku 4, 6-(2-thiofenmethyl)-9-(tetrahydropyran-2-yl)aminopurin. U této slou¢eniny
nebyla pozorovana cytotoxicita ani pii koncentraci 100 uM. Na druhou strany latky 1, 2, 5

a 7 jsou toxické jiz pii koncentraci 11,11 puM, pficemz latky 3, 6 a 8 vykazuji toxicitu
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az pii vy$$i koncentraci 33,33 puM. Nepatrné snizeni toxicity mulze byt disledkem
modifikace latek 6 a 8 THP skupinou v poloze N9, nebot’ THP skupinou je opatiena i latka
4, ktera oproti svému homologu bez THP (latka 3) toxicka neni.

Vsechny pfipravené latky byly toxické na bunétné linii BJ. Pripravené latky
se projevily cytotoxicky jiz pfi koncentraci 11,11 pM. Latka 4 plsobila na fibroblasty
cytotoxicky az v koncentraci 33,33 uM.
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5 ZAVER

V ramci této bakaldiské prace bylo pripraveno 8 latek se substituovanym thiofenovym
kruhem v poloze N6 adeninu. Litky byly charakterizovany pomoci MS a *H NMR spekter.
Tyto piipravené derivaty purinu byly testovany na anti-senescen¢ni aktivitu a na cytotoxicitu
vuci lidskym buiikam. Diskutovaly se zejména zmény souvisejici se strukturnimi rozdily
V postrannim fetézci a vliv THP modifikace na biologickou aktivitu ¢i cytotoxicitu latek.

Vysledky senescencniho testu na ustfizenych listech pSenice prokazaly nejvyssi
biologickou aktivitu slouc¢eniny 6-(2-thiofenmethyl)-9-(tetrahydropyran-2-yl)aminopurinu
(latka 4). Ve vétSiné testovanych koncentracich latka prevySovala biologickou aktivitu
poméiovanych cytokininovych standardi Kin, BAP a latky 3 (thio-Kin), jenz je jeji volna
baze, u které byla taktéz pozorovana vysSi anti-senescencni aktivita. Mirné zvyseni
biologické  aktivity bylo patrné 1 vpfipadé nové  piipravené  latky
6-[(5-methylthiofen-2-yl)methyl]aminopurinu (latka 1), jenz je opatfena methylovou
skupinou na thiofenovém kruhu. Nepatrné vyssi biologicka aktivita byla zmétena u latky 6,
ale jen pfi vyssich koncentracich.

Ptipravené latky se ukazaly byt v resazurinovém testu cytotoxické na bunécnou linii
lidskych diploidnich fibroblasti BJ i na bunécnou linii lidskych keratinocytl HaCat. Latka
6-(2-thiofenmethyl)-9-(tetrahydropyran-2-yl)aminopurin (latka 4) se vsak pfi koncentraci do
100 uM na bunécnou linii HaCat toxicky neprojevila a pfi testovani na bunécné linii BJ
pusobila toxicky az pii 33,33 uM, jako jedina z latek. Naopak netoxicky plsobily latky na
lidskou retinalni pigmentovou epitelidlni buné€nou linii ARPE-19, az na latku 6, u niZ je
cytotoxicita pozorovana jiz pii koncentraci 1,23 uM.

Vzhledem k vysoké anti-senescencni aktivité a zadné nebo marginalni toxicité latky 4,
by se tato slouenina mohla stat pfedmétem dalSiho zkoumani a testovani pro vyuZiti
Vv biotechnologiich, a to jak na rostlinnych, tak Zivoc¢isnych (lidskych) bunkach. Latky,
jez se ukazaly byt toxické, jsou zajimavym ndmétem pro studium jejich vlivu na nadorové

buiiky a studium antitumorovych U¢inkd.
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PRILOHA B: 'H NMR SPEKTRA
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'H NMR spektrum 1: 6-[(5-methylthiofen-2-yl)methylJaminopurin (ldtka 1)
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'H NMR spektrum 2: 6-[(3-methylthiofen-2-yl)methylJaminopurin (ldtka 2)
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'H NMR spektrum 3: 6-(2-thiofenmethyl)aminopurin (ldtka 3)
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'H NMR spektrum 4: 6-(2-thiofenmethyl)-9-(tetrahydropyran-2-yl)aminopurin (litka 4)
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'H NMR spektrum 5: 6-(2-thiofenethyl)aminopurin (litka 5)
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Latka 6
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'H NMR spektrum 6: 6-(2-thiofenethyl)-9-(tetrahydropyran-2-yl)aminopurin (/dtka 6)
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'H NMR spektrum 7: 6-[(5-bromthiofen-2-yl)methylJaminopurin (ldtka 7)
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Latka 8
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'H NMR spektrum 8: 6-[(5-bromthiofen-2-yl)methyl]-9-(tetrahydropyran-2-yl)aminopurin
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PRILOHA C: VYSLEDNE GRAFY RESAZURINOVEHO TESTU

Grafy vypovidaji o procentudlni zméné resazurinové fluorescence oproti buitkam
neovlivnénym (Seda horizontalni ¢ara). Hodnota relative signal strength 1.0 znamené 100%
fluorescenci bunék. Triplikaty jednotlivych boda pfi stejné hodnoté koncentrace uM pak

charakterizuji pokles ¢i vzestup fluorescence pii dané koncentraci.
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Graf 6: Bunécna linie ARPE-19, latky 2,4 a8
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