UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Laborator ristovych regulitori

Syntéza N9-pyridyl 2,6-disubstituovanych derivata purinu a jejich
biologicka aktivita na neuronalni bunéc¢né linii SH-SYSY

BAKALARSKA PRACE

Autor:

Studijni program:
Studijni obor:
Forma studia:

Vedouci prace:

Termin odevzdani prace:

Eva Hradeéna

B1501 Experimentalni biologie
Experimentalni biologie
Prezencni

RNDr. Miroslav Kvasnica, Ph.D.
2024



Bibliograficka identifikace

Jméno a pfijmeni autora

Nazev prace

Typ prace
Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace
Abstrakt

Kli¢ova slova

Pocet stran
Pocet priloh

Jazyk

Eva Hradec¢na

Syntéza N9-pyridyl 2,6-disubstituovanych derivata purinu a
jejich biologicka aktivita na neuronalni bunééné linii SH-
SY5Y

Bakalarska
Laborator rustovych regulatora
RNDr. Miroslav Kvasnica, Ph.D.

2024

Puriny jsou heterocyklické latky bézné vyskytujici se
v organismu. V této bakalafské praci byl vyuzit jejich
potencial 1¢¢by neurodegenerativnich onemocnéni. Mezi ty se
fadi Alzheimerova choroba, Huntingtonova choroba,
Parkinsonova choroba a dal§i. Patofyziologickymi znaky
onemocnéni jsou amyloidozy a tauopatie.V experimentalni
¢asti byly pfipraveny purinov¢ derivaty a byla testovana jejich
neuroprotektivni aktivita v in vitro modelu Huntingtinovy
choroby. Ke studiu byla pouzita bunééna linie SH-SYS5Y a
model 3-nitropropionovou kyselinou indukované bunééné
smrti.

Huntingtonova choroba, 3-nitropropionova kyselina, bunééna
linie SH-SYS5Y, neuroprotekce, 2,6disubstituované puriny

52
0
Cesky



Bibliographical identification

Author’s first name and surname

Title of thesis

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation

Abstract

Keywords

Number of pages
Number of appendices

Language

Eva Hrade¢na

Synthesis of N9-pyridyl 2,6-disubstituted purine
derivatives and their biological activity in the neuronal
cell line SH-SYSY

Bachelor
Laboratory of Growth Regulators
RNDr. Miroslav Kvasnica, Ph.D.

2024

Purines are heterocyclic substances commonly found in
the body. In this bachelor thesis their potential for the
treatment of neurodegenerative diseases was exploited.
These include Alzheimer's disease, Huntington's disease,
Parkinson's disease and others. The pathophysiological
features of the diseases are amyloidosis and tauopathy.In
the experimental part, purine derivatives were prepared
and their neuroprotective activities were tested in an in
vitro model of Huntingtin's disease. The SH-SYSY cell
line and the 3-nitropropionic acid-induced cell death
model were used for the study.

Huntington's disease, 3-nitropropionic acid, SH-SY5Y
cell line, neuroprotection, 2,6-disubstituted purines

52
0
Czech



Prohlasuji, Ze jsem piedlozenou bakalafskou praci vypracovala samostatné za pouZiti citované
lieratury.

V Olomoucidne ............

Eva Hradec¢na



Podékovani

Na tomto misté bych rada podékovala svému vedoucimu bakalarské prace RNDr. Miroslavu
Kvasnicovi, Ph.D. za Cas, ktery mi vénoval nejen v laboratofi, ale pfedevsim pfi sepisovani
mé bakalarské prace a za trpélivost. Podékovani patfi také mému skoliteli Mgr. Gabrielovi
Gonzalezovi, Ph.D. za rady pii biologickém testovani latek. Velké diky patii také Mgr.
Helené Kordinové a Mgr. Kristyné Somodiové za cenné rady a podporu pii biologickém

testovani.



Obsah

SEZNAM ZKIALEK .....evveeeiiiirieeeeeiee e et e e e et e e e st e e ettt e e e s et e e s e mn e e e e e e e e e s sbas e e s s bbb e e s s sbaeeeeebbaeeeennns 8
1 UVOQ @ CHLE PIACE. ..veveverereeeceeeesetesesetesssssss e sttt sttt bbbt 10
B <o) (o1 1) &2 o 1 PR PR PPPPRPO 11
2.1 Neurodegenerativini ONEMOCHENT ...vvvvvuiiiiiiriiiiiiiiii et 11
2.1.1  Alzheimerova ChOrODa .......ccciviiieiiiiiee et 11
2.1.2  ParkinSonova ChOTODA ........cccuviieiiiiieeeeiiee e 13
2.1.3  Huntingtonova ChoroDa ..........ccceviiiiiiiiiiiiiiii i 14
2.1.4  Amyotroficka lateralni skIeroza............cccecuviiuiiiiiiiiiiniiiiii 15

22 Bunéena linie SH-SY SY ...eiiiiiiiiie ettt 16
2.3 3-nitropropioNOVa KYSEINa .......cccveriuiiiiiiiiiiiiiiicii e 17
24 | BT A IO PP P PP 19
2.4.1  Heterocyklické SIOUCENINY .......ceovuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii et 19
2.4.2  Mechanismus G¢inku n€kterych 1ECIV ......oocvviviiiiiiiiiiiii, 21

3 EXPerimentalng CaSt......cccvveviiriiiiiiiiiiiiiiiti it 23
3.1 (01511110 S T T RO 23
T B B 01153 1§11 1= PRSPPIt 23
3.1.2  Laboratorni pfistroje @ pOmuCKY .........cccevuiiiuiiiiiiiiiiiiciie et 23
314 SYNEEZA .euiiiiieiieeiie ettt 24
3.1.5 Syntéza latky EH2.....ccooiiiiiiiiiiiiiicieecci e 25
3.1.6  Syntéza latky EH4.....c.coiuiiiiiiiiiieei e 26
3.1.7  Syntéza latky EHS....coouoiiiiiiiiiiiiceecci e 27
3.1.8  Syntéza latky EHO.....cc.coviiiiiiiiiiiiiiiccicci e 28
3.1.9  Syntéza latky EHT7.....ooiiiiiiiiiiiiciiieiieesi st 29
3.1.10  Syntéza latky EHS........ooiiiiiiiiiiieiiei e 30
3.1.12  Syntéza latky EHO....coouiiiiiiiiiiiiiicicc e 31
3.1.13  Syntéza latky EHIO......ccciiiiiiiiiiiiieiicieiccic e 32
3.1.14  Syntéza latky EHIL.....cooiiiiiiiiiiieiiiici et 33

32 BiOlOZICKA CASL..vveuvviieieniieeiieeiee ittt 34
3.2.1 Chemikalie a biologicky material ..........ccccceerviiiiiiiiniiiiiii e 34
3.2.2  PouZité PriStroj€ @ ZafiZENI ...cceerueriiiiiiiiiiiiiii ittt 34
3.2.3  Pouzité programy — SOIWATIE .......cceeviiiiiiiiiiiiii i 34
3.2.4  Biologicka aktivita na neuronalni bunééné linii SH-SYSY .....ccoooiiiiiiiiinin, 34
3.2.5  Pfiprava koncentraéni fady syntetizovanych latek...........cocoovveniiiininiiniinin, 34
3.2.6  Testovani latek na 96-jamkové mikrotitracni destiCee .......oovvuiiiiiriiiiiiiiniienienieenenn 35

33 Stanoveni bun&éné smrti pomoci propidium jodidu.........coceevviiiiniiiiiiiiniiiiiii, 36



34 Mgieni oxidativniho stresu pomoci dihydroethidia.........cccooeeniiiiiinniiniin 36

3.5 Test Zivotaschopnosti a morfologie bunck ..o 36
3.6 TEStOVANT CYLOLOXICILY ..nvenvrenririreiisieitiite sttt et et 36
VSledKy @ dISKUZE ...vovveneeiieiiiiciiicc 38
4.1 SYNEEZA TALEK ..ttt 38
4.2 Bi0lOZICKE tESTOVANI .....uviiieiiiciieiieie ittt 40
42.1  Testovani BUNEENE SMITi...c...ervueeriieriiiiriiiie it 40
422  Testovani oxidativiiho SEIESU ....c..eeecuiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 42
423  TeStoOVANT CYLOLOXICILY veevreerrurerrrirerrrieiiiiesitie sttt ear et e et e e ba e e s e e 43
424  Test zivotaschopnosti a morfologie bun€k SH-SYSY ..o 44
£ <) SOOI 47



Seznam zkratek
3-NP

A

AD

ALS

ATRA

CAG

CB1

CB2

DA

DHE
DIPEA
DMEM/F12
DMSO
EOAD

FAD

LOAD
mtDNA
NAC

nAChR

NMDA

3-nitropropionova kyselina

B-amyloidni protein

Alzheimerova choroba

Amyotroficka lateralni skler6za

All-trans retinova kyselina

Sekvence cytosin-adenin-guanin
Kanabinoidni receptor 1

Kanabinoidni receptor 2

Dopamin

Dihydroethidium
N,N-Diisopropylethylamin

Dulbecco's Modified Eagle Medium zivin F12
dimethylsulfoxid

Alzheimerova choroba s ¢asnym nastupem
Dominantné dédi¢na familidrni Alzheimerova choroba
Huntingtonova choroba

Alzheimerova choroba s pozdnim nastupem
Mitochondrialni DNA

N-acetylcystein

Nikotinové acetylcholinové receptory
Neurofibrilarni klubka
N-methyl-D-aspartatové receptory

Nuklearni magneticka rezonance



PBS Fosfatovy pufr

PD Parkinsonova choroba

PI Propidium jodid

ROS Reaktivni formy kysliku

RNS Reaktivni formy dusiku

SDH Enzym sukcinatdehydrogenaza
SFN Sulfopharane

TDP-43 TAR DNA-binding protein

VMAT2 Vezikularni monoaminovy transporteér 2



1 Uvod a cile prace

Uvod

Mezi casté choroby patfi neurodegenerativni onemocnéni, kterd jsou charakterizovana
ubytkem populace neuront. Zaroveri jsou ¢asto provazeny poruchami jako jsou amyloidozy
a tauopatie. Huntingtonova choroba se fadi k pomérné cCastym neurodegenerativnim
onemocnénim. Prevalence v Evropé€ jsou 3 pacienti na 100 000 obyvatel a prumérny vék
nastupu je mezi 55-65 lety. Klinickymi pfiznaky jsou motorické pfiznaky, emocni poruchy
(deprese, podrazdénost) a kognitivni poruchy. NejCastéjSim motorickym priznakem je
chorea, pfi které dochazi k abnormalnim, mimovolnym a nepfetrzitym pohybim. V ¢asnych
fazich onemocnéni je chorea vyraznéjsi, naopak v pozdnich fazich ustava. Huntingtonova
choroba je zplsobena genem huntingtinem nesoucim trinukleotidové repetice CAG.
Normalni alela Auntingtinu obsahuje 6 az 35 CAG tripletovych repetic. Zatimco huntingtin
nemocnych pacienti nese 36 a vice tripletovych repetic. Muze dochazet k shlukovani
mutovaného huntingtinu do proteinovych agregatt, zpusobovat poskozeni proteazomu

a naruSeni mitochondrii.
Cile prace:

1. Reserse literatury na téma neurodegenerativni onemocnéni
2. Syntéza N9-pyridyl 2,6-disubstituovanych derivatt purinu
3. Testovani neuroprotektivni aktivity pripravenych derivati na neuronalnich burikach

SH-SYS5Y
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2 Teoreticka cast

2.1 Neurodegenerativni onemocnéni

Neurodegenerativni onemocnéni patii mezi onemocnéni centralniho nervového systému.
Jsou charakterizovana progresivni ztratou selektivné zranitelnych populaci neuront
a ubytkem neurona v dasledku metabolickych nebo toxickych poruch. Mezi nejcastéjsi
ptiznaky patfi demence, mozkova atrofie a molekularni abnormality. NejCastéjSimi
neurodegenerativnimi poruchami jsou amyloiddzy, synucleinopatie a tauopatie (Dugger
a Dickson, 2017). Mezi neurodegenerativni onemocnéni fadime Alzheimerovu chorobu,
Parkinsonovu chorobu, Huntingtonovu chorobu, amyotrofickou lateralni sklerozu a dalsi
(Chietal.,2018). Vzhledem k prodluzujici se délce zivota dochazi 1 ke zvySeni poctu starych
lidi v populaci, a tim i poCtu pacientt trpicich neurodegenerativnimi onemocnénimi (Si e
al.,2021).

Existuji dvé zakladni hypotézy, jak neurodegenerativni onemocnéni vznikaji. Prvni
je hypotéza amyloidni kaskady, druhou je hypotéza mitochondrialni kaskady. Hypotéza
amyloidni kaskady predpoklada, ze prvotné dochazi k tvorbé B-amyloidnich plakd a az
sekundarn€ k poskozeni mitochondrii. Zatimco hypotéza mitochondrialni kaskady
predpoklada prvotni poskozeni mitochondrii a vznik ostatnich patologickych znakd az
sekundarné (Cenini a Voos, 2019). Hypotézu mitochondrialni kaskady podporuje také fakt,
ze dédi¢nost mtDNA (mitochondrialni DNA) je vyhradné matefska a riziko rozvoje AD
v pfipadé rodinné anamnézy onemocnéni z matciny strany je zvySeno. Naopak hypotézu
amyloidni kaskady podporuje fakt, ze podavani amyloidniho proteinu do kultivovanych
bunek ovliviiuje mitochondrialni funkci, a to inhibici respiraniho fetézce, depolarizaci
mitochondriadlni membrany a snizenim spotieby kysliku (Monzio Compagnoni ef al., 2020).

Z hlediska patolofyziologie je zakladnim rysem synapticka dysfunkce a ztrata
synapse z lidskych mozkovych tkani. Na patogenezi onemocnéni se podili nadmérné
mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS). AvSak zaroveri je nizky obsah ROS kriticky pro
udrzeni funkce neurond. ZvySeny oxida¢ni stres prispiva k neurodegeneraci,

mitochondrialni dysfunkci a apoptickym procesim (Chen et al., 2017).

2.1.1 Alzheimerova choroba

Nejcastejsim neurodegenerativnim onemocnénim je Alzheimerova choroba (AD), ktera je
jiz od pocatku zodpoveédna za malé, pro jedince nepostiehnutelné, zmény v mozku. Zhruba
po 20 letech dochazi k projevu prvnich pfiznakli (Alzheimer's diseases facts and figures,

2019). Vétsina nemocnych s AD je diagnostikovana ve véku nad 65 let. V€asna AD se
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vyskytuje u zhruba 10 % z celkového poctu pacientd (Hou a Hong, 2008). Prevalence
onemocnéni je zhruba 10 % u osob nad 65 let a 40 % u jedinci nad 80 let (Deture a Dickson,
2018).

Mezi prvotni znaky onemocnéni se fadi zhorSeni paméti, které vSak nemusi byt
postiehnutelné v kazdodennim zivoté. Poté se mohou projevit Casné poruchy chize,
zachvaty, zmény chovani a motorické pfiznaky (Reith, 2018). Pozd¢ji se ptiznaky zhorsuji
a pacient se stava zavisly na péci. Smrt nastava v priméru 8.5 roku po diagnostice
onemocnéni (Lane et al., 2018).

AD miize byt dominantné dédicna familiarni (FAD), s casnym nastupem (EOAD)
nebo s pozdnim nastupem (LOAD). FAD mize byt zpisobena mutacemi v genech pro
amyloidni prekurzorovy protein, presenilin 1 nebo presenilin 2. Pacienti s EOAD jsou
diagnostikovani pred 65. rokem zivota, u pacientd s LOAD je povazovan nastup za
sporadicky (Deture a Dickson, 2019).

Z hlediska hypotézy amyloidni kaskddy mezi zmény mozku spojené s AD patii
akumulace proteinového fragmentu B-amyloidu mimo neurony a akumulace abnormalni
formy proteinu tau uvnitf neurond. Amyloidy jsou vlaknité nerozpustné proteiny bohaté na
strukturu B-listu, které se obvykle vyskytuji v podobé agregata v cytoplazmé neuront a glii
a v podobé plaki v mozkovém parenchymu nebo ve sténach krevnich cév. Nejcastéjsim
amyloidnim proteinem je f-amyloid, jehoz genovy prekurzor se nachazi na 21.
chromozomu. Ten je oznaCovan také jako AP (Dugger a Dickson, 2017). B-amyloidni plaky
mohou byt zodpovédné za bunécnou smrt tim, ze ovliviiuji komunikaci mezi neurony na
synapsich. Hladina B-amyloidniho proteinu se zvySuje uz 22 let pfed prvotnim projevem
symptoml (Alzheimer’s disease facts and figures, 2019).

Za normalnich podminek je struktura proteinu tau podporovana mikrotubuly. Pfi jeho
patogenni formé se protein od mikrotubuli oddéluje a tim narusuje cytoskelet neuronu. Tau
se mohou akumulovat do neurofibrilarnich klubek (NFT) nebo byt pfitomny v neuritickych
placich. Patogenni tau v cytosolu jsou nachylné k tvorbé proteinovych agregati a dalSimu
vyvoji v NFT, které nemohou byt proteazomovym ani autofagickym systémem degradovany
(Chi et al., 2018). Mnohé experimenty také ukazuji, ze tvorba AP je spoustéCem patologie
tau (Gao ef al, 2018). Tau proteiny u pacienti s AD jsou hyperfosforylované, maji
abnormalni sloZeni a ztraci svou schopnost vazat se a stabilizovat mikrotubuly. Abnormalni

tau maji tedy vétsi sklon k agregaci. Také dochazi k tvorbé parovych helikalnich filament,
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které se skladaji z izoforem se 3 opakovanimi (3R tau) a se 4 opakovanimi (4R tau) ve
vazebné doméné mikrotubultl (Deture a Dickson., 2019).

Prvnim dikazem podporujicim hypotézu mitochondrialni kaskady byl snizeny
metabolismus glukézy a kysliku v mozcich pacientt. Studie také poukazuji na zhorSenou
spotiebu kysliku v mozcich pacientt, coz znaci bioenergetickou dysfunkci a mitochondrialni
poskozeni (Monzio Compagnoni ef al., 2020). Neurony jsou zavislé na pfitomnosti
mitochondrii, kde dochazi k produkci adenosintrifosfatu a regulaci koncentrace vapenatych
iontt, které jsou kliCové pro synaptickou signalizacii U AD dochazi k naruSeni
mitochondridlni morfologie, oxidativni fosforylaci, produkci ROS, oxidaci a mutaci
mitochondridlni DNA, mitochondridlni biogenezi a mitofagii. Pravé mutace
v mitochondrialni DNA mohou vést ke zvySené produkci ROS. Dochazi k snizeni aktivity
enzymu, které se zapojuji do produkce mitochondrialni energie. Mezi enzymy, jejichz
aktivita se snizuje, se fadi cytochrom c oxidaza (komplex IV), pyruvatdehydrogenazovy
komplex, mitochondrialni isocitratdehydrogenaza a komplex ATP syntazy. Naopak aktivita
enzymu sukcinatdehydrogenazy (komplex II) a malatdehydrogenazy se zvysuje, coz muze
vést k dalsim dysfunkénim procesim mitochondrii. Dochazi k vyznamnému snizeni poctu
mitochondrii v lidském hypokampu a ke snizeni hladiny proteinu regulujiciho
mitochondridlni biogenezi (Cenini a Voos, 2019).

U pacientt s AD byla prokazana fragmentace DNA. Amyloidni prekurzorovy protein
se nachazi v neuronech a pfi jeho Stépeni vznika C31, coz je peptid indukujici apoptozu.
B-amyloid zvySuje oxidacni stres a snizuje dostupnost energie, ¢imz se zvysuje nachylnost
bunék k apoptoze (Erekat, 2022). Vliv na apoptdzu u pacienti s AD ma také deregulace
proteinu pS53 a tvorba nitratu (Steffan ez al., 2000). Protein p53 se za normalnich okolnosti
zapojuje do kontrolnich mechanismt proti bunéénému stresu a do obrany proti degeneraci
neuront. Proto jeho deregulace muze pfispét k neuronalni dysfunkci a neurodegeneraci

(Clark et al., 2022).

2.1.2 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD) je druhym nej¢astéjsSim neurodegenerativnim onemocnénim.
Mezi hlavni klinické znaky se tadi svalova tuhost, klidovy tfes, posturalni nestabilita
(schopnost zajistit vzptimené drzeni téla) a dalsi motorické 1 nemotorické priznaky (Monzio
Compagnoni ef al., 2020). Hlavnimi patologickymi rysy jsou zmensena signalni soustava a
snizena hladina dopaminu (DA) v dasledku ztraty nigralnich neuront, které ho produkuji.
Nedostatek DA zptsobuje zvySenou regulaci inhibi¢nich signalt fidicich pohyb téla, coz
vede k symptomim souvisejicich s pohybem téla (Chi ez al., 2018).

13



Riziko PD je dvakrat vyssi u muzského pohlavi, nicméné zenské pohlavi projevuje
vys$si umrtnost a rychlejsi progres onemocnéni. V zéavislosti na pohlavi se li§i symptomy
onemocnéni (Cerri ef al., 2019). PoCet nemocnych na celém svété se odhaduje mezi 7 az 10
miliony, v Americe je to zhruba milion nemocnych a kazdy rok je diagnostikovano témért
60 000 novych pripada (Beitz, 2014). Prevalence onemocnéni je 1-2 % u lidi nad 50 let (Xie
etal., 2010).

Hlavnim patogennim proteinem PD je a-synuklein, jehoz agregaty tvofi jadro
Lewyho télisek. Neni znamo, jak a-synuklein na molekularni urovni vyvolava smrt neuront,
ale bylo zjisténo, ze po kultivaci a-synukleinu s DA neurony jsou buiky nachylné;si
k apoptoze za pritomnosti minimalniho mnozstvi proteazomovych toxint (Chi ez al., 2018).

U PD dochazi k vyznamnému zapojeni mitochondrii. V nékterych studiich byly
zaznamenany delece a bodové mutace mtDNA. Nékteré z gend, jejichz patogenni mutace
zpusobuji autozomalné recesivni formy PD s Casnym nastupem, jsou piimo zapojeny do
mitochondridlni biologie. Mezi tyto geny patii Parkin a PINKI, které se podileji na
mitofagickém aparatu, pfispivaji tedy ke sméfovani poskozenych mitochondrii k degradaci.
PINK1 pti poskozeni mitochondrii ziskava a aktivuje Parkin. Po jeho pfijeti konjuguje
ubikvitin na proteiny vnéj§i mitochondrialni membrany a tim podporuje pohlceni
mitochondrii autofagosomem. Parkin se spolu s PINKI podileji na mitochondridlnim

Stépeni a fuzi (Monzio Compagnoni et al., 2020).

2.1.3 Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba (HD) je autozomalné¢ dominantni dédicné neurodegenerativni
onemocnéni. Prevalence onemocnéni v kavkazské populaci je 5-17,2 pripadi na 100 000
obyvatel, v japonské 0,5 ptipadi na 100 000 obyvatel (Sun ef al., 2017). Prumérny vek
nastupu onemocnéni je mezi 55 a 65 lety. Pouze 5-10 % piipadu je diagnostikovano ve véku
méné nez 40 let (Hou a Hong, 2008). Mezi klinické pfiznaky HD patii motorické pfiznaky,
emocni poruchy, jako jsou deprese a podrazdénost, a kognitivni poruchy. Nejvyraznéj§im
motorickym pfiznakem je chorea (McColgan a Tabrizi, 2018), ktera je charakterizovana
abnormalnimi, mimovolnymi, nepfetrzitymi a nahodnymi pohyby (Baizabal-Carvallo a
Cardaso, 2020). Chorea se vétSinou v Casnych fazich onemocnéni zvySuje, ve stfednich
tazich onemocnéni dojde k ustaleni a v kone¢nych fazich obvykle ustava (Reilmann, 2019).
V konecném stadiu onemocnéni je nutna 24hodinova péce o nemocného (McColgan a

Tabrizi, 2018).
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HD je -charakterizovana ztratou GABAergnich stfednich trnitych neuront
a cholinergnich neuronil nejen v corpus stratium, ale v celém mozkovém kortexu (Chi et al.,
2018). Onemocnéni je zplisobeno genem Auntingtinem umisténym na chromozomu 4, ktery
nese zdédéné trinukleotidové repetice sekvence cytosin-adenin-guanin (CAG) (McColgan
a Tabrizi, 2018). Normalni alela Auntingtinu nese mezi 6 a 35 CAG tripletovymi repeticemi.
Alela huntingtinu u nemocnych nese 36 a vice CAG tripletovych repetic (Sun ez al., 2017).
U pacientd nesoucich vice nez 39 opakovani CAG se onemocnéni rozvine, u pacientt
nesoucich mezi 36 a 39 opakovanimi se onemocnéni rozvinout mize, ale nemusi (McColgan
a Tabrizi, 2018). U HD se mize mutantni huntingtinovy protein shlukovat do proteinovych
agregatll a zpusobit poSkozeni proteazomu, snizeni neurotrofické transkripce a naruSeni
mitochondrii (Chi ef al., 2018).

Biochemické testy naznacuji, ze pfi HD dochazi k mitochondrialni dysfunkei.
Dochazi také ke zménam v elektronovém transportnim fetézci, ve kterém jsou ovlivnény
komplexy II a III, to vede k snizeni oxidace sukcinatu a syntézy ATP, v mensi mife je
ovlivnén komplex IV, tedy cytochromoxidaza. Pravé mitochondrialni dysfunkce je hlavnim
zdrojem ROS, které spousti excitotoxicitu. Excitotoxicita poté indukuje vstup vapenatych
iontd z extracelularniho média, coz vyvolava uvolnéni vapenatého iontu z mitochondrii
a endoplazmatického retikula do cytoplazmy. Tim je aktivovana neuronalni syntéza oxidu
dusnatého. Oxid dusnaty se po reakci se superoxidovym aniontem pireméfiuje na
peroxynitrit. Disledkem téchto déji je nerovnovaha mezi oxidacnimi a antioxidacnimi

systémy, diky ¢emuz dochazi ke zvySené produkci ROS (Tunez ez al., 2010).

2.1.4 Amyotroficka lateralni skleroza
Amyotroficka lateralni skler6za (ALS) je charakterizovana degeneraci hornich 1 dolnich
motorickych neurond, disledkem je svalova slabost ¢i paralyza (Chi ef al., 2018). Spolu se
slabosti kosternich svalti, které se zapojuji do pohybu koncetin, patii mezi hlavni priznaky
také porucha polykani, mluveni a poruchy respira¢niho systému. Dal§imi ptiznaky jsou
Spatna pracovni pamét’, podrazdénost, nedbani na hygienu a zména stravovacich navyki.
Nejcastéji se vyskytuje u pacienti mezi 60-79 lety. Incidence v oblasti Evropy a Severni
Ameriky se pohybuje mezi 1,71-1,89 pacientii na 100 000 obyvatel, zatimco v jizni Asii se
incidence pohybuje kolem 0,73 na 100 000 obyvatel (Feldman et al., 2022).

ALS mize byt familiarni nebo sporadicka. Zhruba 10-15 % ptipadi je familiarni
ALS, ktera je dédicna, pricemz asi 70 % piipadt je zpusobeno mutacemi v genech ALS.

85 % piipadu je tvoreno sporadickou ALS (Feldman et al., 2022).
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Mezi patologické znaky pacienti s ALS se fadi cytoplazmaticka inkluze skladajici se
pfevazné z TAR DNA-binding proteinu 43 (TDP-43). Protein TDP-43 patfi mezi
patologické znaky frontalné-temporalni demence, AD a demence s Lewyho télisky. Za
normalnich podminek se TDP-43 nachazi v jadfe, kde mize dojit k jeho navazani na DNA
a tim k ucasti regulace genové exprese. Pii patologickych stavech dochazi k premisténi
TDP-43 do cytosolu a tvorbé agregati (Chi e al., 2018). Mezi dalsi mutace genil fadime
C9orf72, TARDBP, S0D1 ¢i FUS. Nékteré geny, jako naptiklad ANG, ATXN2, DCINI,
nemusi nutné¢ onemocnéni vyvolat, ale mohou zvySovat riziko vyvoje ALS (Feldman ez al.,
2022). Praveé mutace repetice G4C2 v genu C'9orf72 patti mezi nejCastéjsi genetické priciny

ALS (Lee et al., 2019).

2.2 Bunécna linie SH-SYSY

Bunécna linie SH-SYSY je tiikrat klonovand sublinie bunék SK-N-SH, které pochazi
z kostni dfené pacienta s metastatickym neuroblastomem. Linie byla vytvorena pocatkem
70. let 20. stoleti. Buiky SH-SYSY jsou odvozené znezralych neoplastickych bunék
neuronalni liSty, tudiz maji vlastnosti podobné kmenovym buiikim a jsou schopny
proliferovat v kultufe del$i dobu bez kontaminace. Z téchto divodu je tato linie od pocatku
80. let 20. stoleti Casto pouzivana v experimentalnich neurologickych studiich, vcetné
studiich neuroprotekce (Xie ef al., 2010).

Nedostatky tohoto modelu jsou ty, ze pti kontinualné se délici bunécné linii se diky
zvySovani poctu nediferencovanych bunék linie SH-SYSY zvysuje také obtiznost rozliSeni,
zda neuroprotektivni ¢i neurotoxickd c¢inidla ovliviiuji rychlost bunéné smrti nebo
proliferace. Dalsi nevyhodou je, ze buriky linie SH-SYSY nevykazuji vzdy typické markery
zralych neuront, to mize vést k nejistot€ v experimentech. Dal§im problémem je, Ze
nediferencované buriky SH-SY5Y nejsou tak citlivé k neurotoxinim a neuroprotektivnim
¢inidlim jako mezencefalické neurony (Xie et al., 2010).

Na starnuti bunék ma velky vliv poSkozeni DNA, které se zvySuje spolu se
zvySujicim se veékem. Pfi starnuti bunék dochazi ke zménam v bunééné morfologii,
v buné¢ném metabolismu, bunécné sekreci a genové regulaci. Mze dochazet také k tvorbé
heterochromatinovych lozisek, které jsou spojeny se starnutim (Si ef al., 2021).

Predpokladanymi hlavnimi ddavody smrti neuroni u neurodegenerativnich
onemocnéni jsou apoptodza a nekroza. Rozdil mezi apoptdzou a nekrdzou spociva predevsim
v morfologii bunky a v tom, jestli dochazi k aniku bunécného obsahu ¢i nikoli (Chi ez al.,

2018). Apoptdza je programovana bunécna smrt, ktera se bézné vyskytuje béhem vyvoje
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a starnuti. Mezi morfologické znaky apoptozy patii smrstovani bunek a pyknoza, ktera je
zpusobena kondenzaci chromatinu (Elmore, 2007). Apoptéza miize byt vyvolana vnitfnimi
¢i vnéjSimi signaly. Mezi vnéjsi signaly patii vazba extracelularnich ligandt, mezi vnitini
signaly se fadi poSkozeni DNA. Pfi nekréze dochazi k otoku buiiky, ¢imz dochazi k naruseni
bunécné membrany a uniku intracelularniho obsahu. Nekrozu lze dale rozdélit na
kontrolovanou a nekontrolovanou (Chi ez al., 2018).

Apoptodza u pacientt PD je charakterizovana ztratou dopaminergnich neurontl, coz je
dolozeno fragmentaci DNA v substantia nigra. Dopaminergni neurony jsou zranitelné diky
snizené aktivité mitochondrialniho komplexu I. Zaroveni dopaminergni metabolismus vede
ke zvySené tvorbé ROS. Expozice dopaminu vyvolava aktivitu kaspazy 8, kaspazy 9
a kapsazy 3. Neékolik mitochondrialnich toxini, mezi které se fadi napfiklad
6-hydroxydopamin nebo rotenon, brani vzniku mitochondrialniho komplexu I, ¢imz je
naru$ena mitochondrialni funkce. Nasledkem je zvySena tvorba ROS vedouci k apoptdze
(Erekat, 2022).

2.3 3-nitropropionova kyselina

Kyselina 3-nitropropionova (3-NP) je neurotoxin, ktery je diky své schopnosti vyvolat
podobné behavioralni, biochemické a morfogolické zmény, jako jsou pozorovany u pacientd
s HD, Casto vyuzivan pfi laboratornich testech (Chen ez al., 2017). Toxin 3-NP je obsazen
v houbéch (4spergillus flavus, Astralagus, arthrinium) a rostlinach (Indigofera endecapylia)
(Upadhayay et al., 2023). Jelikoz mize zpusobovat prostiednictvim oxidacniho stresu
neurodegeneraci, je Casto pouzivan k pozorovani molekularnich mechanisma bunécné smrti

zpusobené mitochondrialni dysfunkci (Chen et al., 2017).

HO)J\/\NO

Obrazek 1: Kyselina 3-nitropropionova

2

Pokud je 3-NP podavana v malém mnozstvi (10mg/kg/den) po dobu 3-6 tydnd, je indukovan
stav metabolickych zmén a ryst podobny tém, které vykazuji HD pacienti. Model 3-NP je
schopny napodobeni a reprodukce hyperkinetickych a hypokinetickych symptoma HD.
Podle mnozstvi a ¢asu podané davky je umoznéno vyhodnoceni pocatecni a pozdni faze HD.
V ptipadé, Ze je 3-NP podavana v jedné davce, jsou vyvolany ucinky podobné
hypokinetickym symptomtm. Pokud je 3-NP podavana ve dvou davkach, jsou ucinky

podobné hyperkinetickym symptomim (Tunéz et al., 2010). Mezi hyperkinetické pfiznaky
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se fadi myoklonus, chorea a dystonie. Myoklonus je charakterizovan prudkymi zaskuby
svall, naopak dystonie pretrvavajicimi svalovymi stahy. Dusledkem dystonie muaze byt
abnormalni postaveni postizenych €asti téla. Mezi hypokinetické znaky patfi hypokineze
(mensi rozsah pohybt), bradykineze (zpomaleny pohyb), akineze (ztizeny zacatek pohybu),
tfes, nestabilni chiize, kratsi kroky a pomala a monotonni fe¢ (Nevsimalova et al., 2005).

Stejné jako HD, tak 3-NP degeneruje GABAergické stiedni ostnaté neurony ve
striatu, jelikoz dochazi ke zméné aktivity mitochondridlniho komplexu, aktivity
N-methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptoru a zvysuje neurozanét
(Upadhayay et al., 2023). 3-NP narusuje tok iontd a dochazi ke zvySeni koncentrace
glutamatu ve striatu. Inhibice zpétného vychytavani glutamatu zpasobuje, Ze se nadmérné
mnozstvi glutamatu vaze na NMDA. Dusledkem je nerovnovaha v hladinach
neurotransmiteri v mozku, coz zpusobuje hyperkineticky motoricky pohyb u pacientq.
Nadmérna aktivace NMDA receptort piispiva k formé ROS a reaktivnich forem dusiku
(RNS). ROS poté podporuji aktivaci zanétlivych kaskad a oxidac¢ni stres v jadie (Brouillet
etal., 2005).

Toxin 3-NP inhibuje komplex II, tedy enzym sukcinatdehydrogenazu (SDH), ktery se
nachazi na vniti'ni strané¢ mitochondrialni membrany. Inhibice SDH vede k neuronalni smrti
v jadrech caudate a putamen (Tnez et al., 2010). 3-NP je strukturné podobna sukcinatu
a navazanim na katalytické misto elektronového transportniho fetézce v mitochondrialni
membrané nevratné inhibuje enzym komplexu II, ktery je odpovédny za katalyzu sukcinatu
na fumarat v Krebsové cyklu. Nevratna inhibice mitochondridlniho komplexu II vede
k deficitu syntézy ATP v mitochondrialni membran€ a zvySeni koncentrace laktatu, coz
zpusobuje neuronalni smrt a spusténi dystonie. 3-NP narusuje také mitochondrialni komplex
a snizuje syntézu ATP, to ovliviiuje nékolik biochemickych drah, disledkem je apoptoza.
Mitochondrialni abnormality zpisobuji zvyseni hladiny reaktivnich druhli dusiku tim, ze je
ovlivnén oxidacni a nitrosativni stres zménou oxida¢niho metabolismu. Snizeni produkce
antioxidaCnich enzymu, jako jsou katalaza a superoxiddismutaza vedou ke zvySené tvorbé
ROS, coz zpusobuje oxidacni stres (Upadhayay ef al., 2023). Dilezitou roli hraji také
vapenaté ionty, jejichz zvySena koncentrace v disledku otevieni membranovych kanalt vede

k excitotoxicité (Tunez ef al., 2010).
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Obrazek 2: Obrazek znazoriujici intracelularni mechanismy 3-NP indukované degenerace neuront
striata. Bilé Sipky znazomiuji zménu (zvySeni ¢i snizeni) zpuisobenou 3-NP. 3-NP inhibuje katalytické
misto SDH. Dochazi ke snizeni mitochondrialniho membranového potencialu indukovaného
blokadou dychaciho fetézce a Krebsova cyklu. Inhibice SDH ma za dusledek relokalizaci proteina
membranového prostoru (napf. cytochrom c). Zaroveri 3-NP indukuje nartst vapenatych iontu
aktivujicich Ca™ depedentni enzymy, mezi které patii NO syntazy. Aktivace NO syntazy vede ke
zvySeni RNS. Vlivem zvysSené produkce ROS dochazi pravdépodobné také k aktivaci c-Jun
N-koncové kinazy, ktera mize vést k aktivaci geni podporujicich bunéénou smrt (Brouillet ef al.,
2005).

2.4 Léciva

2.4.1 Heterocyklické slouceniny

Na progresi HD se podili purinergni signalni systém, jehoz zakladnimi ligandy jsou ATP a
adenosin (Upadhayay ef al., 2023).

Klic¢ovou roli pti objevovani novych 1€kt maji heterocyklické slouceniny obsahujici
dusik. Mezi ty se fadi naptiklad purin, pyridin, pyrazol ¢i kondenzované dusikaté
heterocyklické slouceniny (Kumari ez al., 2022).

Mezi heterocyklické slouceniny se ftadi také kofein, ktery se vyznacuje

antioxidaCnimi, protizanétlivymi a antiapoptickymi vlastnostmi. Proto je vyuzivan pfi 1écbé
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AD, PD a nékolika dalSich neurodegenerativnich poruch (Ruggiero ez al., 2022). Nachazi se
v kave, Caji, energetickych napojich a v kakau. Chronicky pfijem kofeinu je zodpoveédny za
snizeni oxidacniho stresu a zlepSeni mitochondrialni funkce v neurotoxickych situacich.
Kofein je schopny inhibovat naruseni membrany Cervenych krvinek a apoptozu. Studie,
ktera trvala 21 let, a bylo pfi ni pozorovano 875 Zen a 534 muzi ve v€ku 50 let pfi pocatku
experimentu, zjistila, ze konzumace 3-5 salkti denné snizila riziko AD o 62-64 % a demence
0 65-70 % (Kolahdouzan a Hamadeh, 2017). V dalsi studii bylo zjisténo, Ze geneticky urcena
vySssi koncentrace kofeinu v plazmé snizuje riziko AD. Stejné tak byla prokazana souvislost
mezi stfedni konzumaci kofeinu a snizenym rizikem AD v pozdnim véku. Dlouhodobé 1écba
kofeinem snizuje hladinu amyloidniho proteinu (Tapias ez al., 2023). Jina studie ukazala, ze
nejlépe Ucinny je kofein proti PD. V této studii bylo zjisténo, ze mirny pifijem kavy snizuje
riziko rozvoje PD o0 24-30 %. U muzi ma vliv pfedev§im mnozstvi uzitého kofeinu, u zen
ma velky vliv hormonalni stav. Bylo zjisténo, ze u Zen uzivajicich kofein za soucasného
uzivani peroralni antikoncepce nebo jako doplnék pfi menopauze, je metabolismus kofeinu
inhibovan (Camandola et al., 2019).

Vliv na neurodegenerativni onemocnéni ma také nikotin.  Nikotin
(1-methyl-2-[3-pyridyl]pyrrolidin) mize ve své nenabité forme pronikat ptes plazmatickou
membranu a vstupovat tak do mozku. V mozku se pak muze zménit na nabitou formu
a navazat a spustit nikotinové acetylcholinové receptory (nAChR). Receptory jsou schopny
zprostfedkovavat cholinergni protizanétlivou drahu, ktera mize omezit skodlivé fenotypy
mikroglii. U pacienti s AD jsou nAChR vyrazné sniZeny, coz vysvétluje cholinergni deficity
spojené s AD. Zejména pak dochazi ke snizeni hladiny a7 nAChR. Amyloidni peptid je
schopen navazat se na a7 nAChR a vytvaret tak komplex a7 nAChR-AB. Nasledna agregace
A pak podporuje fosforylaci komplexu tau vedouci k tvorbé neurofibrilarnich klubek.
Avsak kvuli vysoké toxicité a nizké ucinnosti zatim nebyl na trh uveden zadny 1€k spojeny
s nAChR (Vallés a Barrantes, 2023).

Nikotin ma vliv i na PD, ktera byva Casto léCena substitucni terapii L-DOPA. Terapie
L-DOPA vsak indukuje dyskinezi. Pravé nAChR muaze zvySit uvolfiovani DA
z dopaminergnich neuront. Aktivace a7 nAChR ve zvifecich modelech se ukazala jako
ucinna pro zmirnéni symptomu spojenych s PD, vyhodou je inhibi¢ni ti¢inek na dyskinetické
vedlejsi ucinky terapie L-DOPA (Vallés a Barrantes, 2023).

Dals$imi dusikatymi heterocyklickymi sloufeninami vyuzivajicimi se pii 1écbé
neurodegenerativnich onemocnéni jsou diltiazem a latrepirdin. Diltiazem pusobi jako

kalciovy blokator. Latrepirdin blokuje aktivitu histaminového receptoru a je reverzibilnim a
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kompetitivnim inhibitorem acetylcholinesterdzy, coz vede k zvySenému mnozstvi
acetylcholinu a soucasnému posileni kognitivni vykonnosti. Dale je latrepirdin schopny
modulace nékolika neurotransmiterovych receptort, mezi které patii DA, serotonin,

glutamat a NMDA (Tapias et al., 2023).

HaC ,CH3
N
@
H3C
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— N
kofein nikotin diltiazem latrepirdin

Obrazek 3: Struktura vybranych heterocyklickych sloucenin.

2.4.2 Mechanismus uc¢inku nékterych léciv

Mezi syntetické léky wvyuzivajici se pfi 1écbé neurodegenerativnich poruch patfi
deutetrabenazin. Deutetrabenazin je 1€k vyuzivajici se k 1écbé chorey, ktera je spojena s HD.
Jedna se o reverzibilni inhibitor vezikularniho monoaminového transportéru 2 (VMAT?2),
ktery transportuje monoaminy, jako je napfiklad dopamin, do nervového zakonceni. Pfi
inhibici VMAT2 je presynapticky dopamin vyCerpan, coz zpusobi snizeni uvolnéného
dopaminu pfi uvolnovani neurond, to vede k mensimu po¢tu mimovolnich pohybu (Tarakad
et al., 2018).

Sulfopharane (SFN) je isothiokyanat, ktery je pfitomen v ne€kterych druzich klicici
brukvovité zeleniny. Bylo prokazano, ze SFN inhibuje agregaci amyloidniho proteinu,
hyperfosforylaci proteinu tau a snizuje oxidacni stres. Navic chrani ptfed tvorbou
amyloidnich plakli, snizuje ztraty cholinergnich neuronii a snizuje kognitivni deficity
(Schepici et al., 2020).

Ptfirodni latky s moznymi ucinky proti neurodegenerativhim onemocnénim jsou
fenylpropanoidy. Mezi fenylpropanoidy se tadi stilbenoidy, flavonoidy, kurkuminoidy,
fenolatové estery a lignany (Cenini a Voos, 2019). Mnoho fenylpropanoidii piisobi jako silné
inhibitory amyloidniho proteinu. Nejlépe proti amyloidnimu proteinu plsobi kurkumin.
Fenylpropanoidy v rostlinach ptisobi jako pfimé antioxidanty, tudiz zachycuji a zhaseji volné
radikaly a tim zabrafiuji oxidacnimu stresu (Kolaj ef al., 2018). Také resveratrol, kvercetin

a wogonin podporuji mitochondrialni biogenezi a brani oxida¢nimu stresu. AvSak zatim
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zadny z fenylpropanoidd neni vyuzivan ke skutec¢né terapii (Cenini a Voos, 2019). Ve studii,

kteratrvala 5 let a pfi které bylo podavano zvysené mnozstvi péti hlavnich zdrojt flavonoidu,

bylo zji§téno snizené riziko rozvoje PD o 40 %. U zen nebyla pozorovana souvislost mezi

mnozstvim zkonzumovanych flavonoidt a snizenim rizika rozvoje PD (Maher, 2019).
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Obrazek 4: Struktura vybranych 1¢¢iv.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemicka cast

3.1.1 Chemikalie

Aceton, 2-brommethylpyridin, 3-brommethylpyridin, 4-brommethylpyridin, cyklohexan
(Penta), chloroform (Lach:Ner), diethylether (Lach:Ner), dichlormethan (Penta),
dimethylformamid (DMF), 2,6-dichlorpurin (Fluorochem), diethylether, ethanol (Penta),
ethylacetat (Lach:Ner), heptan, methanol (Penta), N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA)
(Alfa-Aesar), pyrrolidin, piperidin (Merck), toluen (Lach:ner), siran sodny (Lach:ner),

uhli¢itan draselny (Penta).

3.1.2 Laboratorni pristroje a pomucky

Chromatograficka kolona, analytické vahy (Sartorius), magneticka michacka s ohfevem
(IKA), spektrometr nuklearni magnetické rezonance (NMR) Joel ECA-500 (Joel), vakuova
pumpa (VacuuBRAND), magneticka michacka s ohfevem (IKA), rota¢ni vakuova odparka
(Heidoplh), UV lampa s kolonou (Spectroline), lyofilizator (Gregor instruments), hlinikové
desticky potazené silikagelem (Merck), hmotnostni spektrometr Orbitrap Exactive Plus

(Thermo Fisher Scientifis).
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3.1.4 Syntéza

3.1.4.1 Obecny postup pri syntéze

Ke sledovani prabéhu reakce, Cistoty produktu a ureni mobilni faze pro sloupcovou
chormatografii byla pouzita tenkovrstevna kapalinova chromatogratie na hlinikové desti¢ce
s vizualizaci pod UV lampou. Produkty byly Ccistény sloupcovou chromatografii na
silikagelu. Jako mobilni faze byly pouzity methanol/chloroform, cyklohexan/ethylacetat,
methanol/ethylacetat. VSechny produkty byly lyofilizovany. Identifikace ziskanych latek
byla provedena pomoci NMR a hmotnostni spektrometrie. NMR spektra byla méfena na
spektrometru JOEL JNM-ECAS500 (JOEL, Tokyo, Japonsko; 1H, 500 MHz; 13C, 125 MHz),
vybaveném Smm JOEL Royal sondou. H NMR a 13C NMR chemické posuny (6) byly
kalibrovany za pouziti tetramethylsilanu (TMS, 1H 6=0 ppm) nebo rozpoustédel: CDC13
(1H 6=7.27 ppm, 13C 6=77.00 ppm) nebo DMSO-d6 (1H 6=2.46 ppm, 13C 6=40.00 ppm).
Chemické posuny jsou uvedeny v ppm (J-scale), vazebné konstanty (J) v Hz. VSechny
hodnoty byly ziskany analyzou prvniho fadu. NMR data byla zpracovana pomoci
ACD/NMR Processor Academic Edition (ver. 12.01). Nasledné byly vSechny vzorky méfeny
vysoko-rozli§ujicim hmotnostnim spektrometrem ionizaci elektrosprejem metodou pfimého

nastiiku.
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3.1.5 Syntéza latky EH2

K roztoku 2,6-dichlorpurinu (200 mg; 1,06 mmol) v DMF (5 ml) byl pfidan uhli¢itan
draselny (400 mg; 2,9 mmol) a reak¢éni smés byla michana na magnetické michacce v ledové
lazni pod argonem po dobu 3 hodin. Nésledné byl ptidan 2-brommethylpyridin (350 mg;
2,04 mmol) a smeés byla michana pfes noc pfi laboratorni teploté. Poté bylo DMF odpateno
a surova smeés byla precisténa sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze:

10-20 % cyklohexanu v ethylacetatu). Vytézek Cinil 196 mg (66 %).

9-(pyridin-2-ylmethyl)-2,6-dichloro-9H-purine (EH2): "H NMR (500 MHz, CDCls) §
(ppm): 5,53 (s, 2H); 7,27 (m, 1H); 7,37 (d, 1H, J = 7,9 Hz); 7,72 (td, 1H, J = 7,7; 1,7 Hz),
8,38 (s, 1H); 8,55 (d, 1H, J = 4,9 Hz). *C-NMR (125 MHz, CDCl5) § (ppm); 48,88;
122,47, 123,63; 130,47; 137,37; 146,56; 150,03; 151,63; 152,95 153,15; 153,24. HRMS
vypocteno pro CiiHsCLNs [M+H]": 280,0157; nalezeno 280,0160.

Cl Cl
IS — WS
Cl)\N/ N Cl)\N/ N
\ N

Obrazek 5: Schéma pfipravy latky EH2.
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3.1.6 Syntéza latky EH4

K roztoku latky EH2 (85 mg; 0,32 mmol) v DMF (5 ml) byl pfidan pyrrolidin (500 pl;
5,45 mmol) a DIPEA (260 pl; 1,49 mmol). Reak¢ni smés byla michana 3 hodiny pfi teploté
160 °C v tlakové reakcni nadobé. Poté bylo DMF odpafeno a surova smés byla precisténa

sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze: 3-5 % methanolu v ethylacetatu).

Vytézek Cinil 95 mg (96,6 %).

9-(pyridin-2-ylmethyl)-2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purine (EH4): 'H NMR (500 MHz,
DMSO-dg) 6 (ppm): 1,82-1,92 (m, 8H); 3,35-3,42 (m, 4H); 3,59 (bs, 2H); 3,98 (bs, 2H); 5,30
(s, 2H); 7,14 (d, 1H, J = 7,9 Hz); 7,28 (m, 1H); 7,74 (td, 1H, J = 7,6, 1,8 Hz); 7,78 (s, 1H);
8,50 (d, 1H, J = 4,6 Hz). "C-NMR (125 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 23,73; 25,07 (2xC);
25,89; 46,33 (3xC); 46,54, 47,31; 113,14; 121,62; 122,70, 137,04; 137,12; 149,21, 152,43,
152,57; 156,52; 157,33. HRMS vypocteno pro CioHuN7 [M+H]": 350,2093; nalezeno
350,2099.

Obrazek 6: Schéma pfipravy latky EH4.
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3.1.7 Syntéza latky EHS

K roztoku latky EH2 (85 mg; 0,32 mmol) v DMF (5 ml) byl pfidan piperidin (500 pl;
5,45 mmol) a DIPEA (260 pl latky; 1,49 mmol). Reakéni smés byla michana 3 hodiny pfi
teploté 160 °C v tlakové reak¢ni nadobé. Poté bylo DMF odpafeno a surova smés byla
precisténa sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze:1 % methanolu

v chloroformu). Vysledek ¢inil 65 mg (56,8 %).

9-(pyridin-2-ylmethyl)-2,6-di(piperidin-1-yl)-9H-purine (EH5): 'H NMR (500 MHz,
DMSO-de) & (ppm): 1,41-1,46 (m, 4H); 1,51-1,56 (m, 6H); 1,61-1,65 (m, 2H); 3,60-3,62
(m, 4H); 4,09 (bs, 4H); 5,31 (s, 2H); 7,2 (d, 1H, T = 7,9 Hz); 7,28 (m, 1H); 7,75 (td, 1H, J =
7,6, 1,8 Hz); 7,85 (s, 1H); 8,49 (dd, 1H, J = 4,6, 0,8 Hz). C-NMR (125 MHz, DMSO-ds)
S (ppm): 24,42; 24,52; 25,24 (2xC); 25,67 (2xC); 44,82 (3xC); 45,45; 47,39; 112,78;
121,78; 122,75; 137,02; 137,21; 149,25; 152,98; 153,22; 156,33; 158,07. HRMS
vypocteno pro C21HasN7 [M+H]*: 378,2406; nalezeno 378,2397.
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Obrazek 7: Schéma pfipravy latky EHS.
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3.1.8 Syntéza latky EH6

K roztoku 2,6-dichlorpurinu (500 mg; 2,65 mmol) v DMF (5 ml) byl pfidan pyrrolidin
(1,5 ml; 18,27 mmol) a DIPEA (1,5 ml; 8,61 mmol). Reakcni smés byla michana pti 160 °C
v tlakové reakéni nadobé po dobu 3 hodin. Poté bylo DMF odpafeno a surova smés byla
precisténa extrakci mezi chloroformem a vodou, organicka faze byla odpusténa a byl pridan

siran sodny k vysrazeni. Smés byla odpafena na rota¢ni vakuové odparce. Vytézek Cinil

613 mg (89,9 %).

2,6-di(piperidin-1-yl)-9H-purine (EH6): 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,84-
1,95 (m, 8H); 3,44 (¢, 4H, J = 6,3 Hz); 3,60 (bs, 2H); 3,97 (bs, 2H); 12,23 (bs, 1H, NH). 13C-
NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 23,85; 25,14 (2xC); 25,88: 46,40 (3xC); 46,65;
113,09; 134,70; 152,49; 153,16; 157,40. HRMS vypoéteno pro C13HioNs [M+H]": 259,1671;
nalezeno 259,1671.
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Obrazek 8: Schéma pfipravy latky EH6.
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3.1.9 Syntéza latky EH7

K roztoku 2,6-dichlorpurinu (500 mg; 2,65 mmol) v DMF (5 ml) byl pfidan piperidin
(1,5 ml; 15,16 mmol) a DIPEA (1 ml; 5,74 mmol). Smés byla michana po dobu 3 hodin pfi
160 °C. Poté bylo DMF odpateno a surova smes byla precisténa extrakci mezi chloroformem
a vodou, organicka faze byla odpusténa a byl pfidan siran sodny k vysrazeni. Vytézek Cinil

548 mg (72,5 %).

2,6-di(piperidin-1-yl)-9H-purine (EH7): 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,46-
1,50 (m, 4H); 1,51-1,58 (m, 6H); 1,61-1,66 (m, 2H); 3,62-3,64 (m, 4H); 4,09 (bs, 4H); 12,12
(bs, 1H, NH). *C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 24,44; 24,59; 25,25 (2xC); 25,64
(2xC); 44,99 (3xC); 45,30; 112,79; 134,84, 153,12; 153,77; 158,15. HRMS vypocteno pro
C15H23Ne [M+H]": 287,1984; nalezeno 287,1977.
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Obrazek 9: Schéma pfipravy latky EH7.
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3.1.10 Syntéza latky EH8

K roztoku 2,6-dichlorpurinu (100 mg; 0,26 mmol) v DMF (5 ml) byl pfidan uhli¢itan
draselny (200 mg; 1,45 mmol) a po 30 minutdich michani pfi laboratorni teploté
4-brommethylpyridin (236 mg; 0,93 mmol). Po 16 hodindch michani pfi laboratorni teploté
byl pfidan pyrrolidin (1 ml; 12,18 mmol) a DIPEA (0,5 ml; 2,87 mmol) a smés byla michana
v tlakové reakcni nadobé pti 160 °C po dobu 3 hodin. Poté bylo DMF odpateno a surova
smés byla precisténa sloupcovou chromatografii na silikagenu (mobilni faze: 2-4 %

methanolu v chloroformu). Vytézek ¢inil 144 mg (78 %).

9-(pyridin-4-ylmethyl)-2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purine (EH8): 'H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6 (ppm): 1,90-2,05 (m, 8H); 3,55 (t, 4H, J = 6,1 Hz); 3,75 (bs, 2H); 4,09 (bs, 2H);
5,23 (s, 2H); 7,15 (d, 2H, ] = 5.2 Hz); 7,42 (s, 1H); 8,54 (d, 2H, J = 5,2 Hz). "C-NMR (125
MHz, CDClL) 6 (ppm): 24,35; 25,58 (2xC); 26,26; 45,18, 46,67 (3xC); 46,87; 113,62,
122,25 (2xC); 135,05; 145,88; 150,12 (2xC); 152,91; 153,13; 158,17. HRMS vypocteno pro
C19H24N7 [M+H]": 350,2093; nalezeno 350,2089.
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Obrazek 10: Schéma pripravy latky EHS.
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3.1.12 Syntéza latky EH9

K roztoku 2,6-dichlorpurinu (100 mg; 0,26 mmol) v DMF (5 ml) byl pfidan uhli¢itan
draselny (200 mg; 1,45 mmol) a po 30 minutdich michani za laboratorni teploty
4-brommethylpyridin (175 mg; 0,69 mmol). Po 16 hodindch michani pfi laboratorni teploté
byl pfidan piperidin (1 ml; 10,12 mmol) a DIPEA (0,5 ml; 2,87 mmol) a smés byla michana
v tlakové reak¢ni nadobé pfi 160 °C po dobu 3 hodin. Poté bylo DMF odpateno a surova
smés byla preciSténa sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze: 2-3 %
methanolu v chloroformu, poté 4-7 % methanolu v ethylacetatu). Vytézek Cinil 98 mg

(64,5 %).

9-(pyridin-4-ylmethyl)-2,6-di(piperidin-1-yl)-9H-purine (EH9): 'H NMR (500 MHz,
CDCl3) & (ppm): 1,55-1,71 (m, 12H); 3,72 (m, 4H); 4,15 (bs, 4H); 5,22 (s, 2H); 7,15 (d, 2H,
J=5,2 Hz); 7,45 (s, 1H); 8,55 (d, 2H, J = 5,2 Hz). "C-NMR (125 MHz, CDCIs) § (ppm):
24,90, 24,99; 25,71 (2xC); 26,02 (2xC); 45,21; 45,37 (3xC); 46,02; 113,30; 122,28 (2xC);
134,87; 145,96; 149,88 (2xC); 153,43; 153,92; 159,03. HRMS vypocteno pro C21Ha2sN7
[M+H]": 378,2406; nalezeno 378,2402.

Obrazek 11: Schéma pfipravy latky EHO.
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3.1.13 Syntéza latky EH10

K roztoku 2,6-dichlorpurinu (100 mg; 0,259 mmol) v DMF (5 ml) byl pfidan uhli¢itan
draselny (200 mg; 1,45 mmol) a 3-brommethylpyridin (175 mg; 0,69 mmol). Reakéni smés
byla michana po dobu 16 hodin pfi laboratorni teploté. Poté byl pfidan pyrrolidin (1 ml;
12,18 mmol) a DIPEA (0,5 ml; 2,87 mmol) a smés byla michana 3 hodiny pii 160 °C
v tlakové reak¢ni nadobé. Poté bylo DMF odpafeno a surova smés byla precisténa
sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze: 4 % methanolu v chloroformu, poté

4-9 % methanolu v ethylacetatu). Vytézek Cinil 101,6 mg (55 %).

9-(pyridin-3-ylmethyl)-2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purine (EH10): 'H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6 (ppm): 1,91-2,02 (m, 8H); 3,58 (t, 4H, J = 6,7 Hz); 3,73 (bs, 2H); 4,05 (bs, 2H);
5,22 (s, 2H); 7,22 (m, 1H); 7,42 (s, 1H); 7,65 (dt, 1H, J =7,9, 1,8 Hz); 8,52 (dd, 1H, J = 4,7,
1,8 Hz); 8,69 (d, 1H, J= 1,8 Hz). 3C-NMR (125 MHz, CDCl5) & (ppm): 24,68; 25,59 (2xC);
26,23; 44,03; 46,67 (3xC); 47,07; 113,70; 123,54; 132,61, 134,89, 135,76, 149,24; 149,36,
152,80; 153,08; 158,12. HRMS vypocteno pro CioHuN7 [M+H]": 350,2093; nalezeno
350,2087.
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Obrazek 12: Schéma piipravy latky EH10.
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3.1.14 Syntéza latky EH11

K roztoku 2,6-dichlorpurinu (100 mg; 0,259 mmol) vDMF (5 ml) byl pfidan
3-brommethylpyridin (175 mg; 0,692 mmol) a uhli¢itan draselny (200 mg; 1,477 mmol).
Reak¢ni smés byla michdna po dobu 16 hodin pfi laboratorni teploté. Poté byl pfidan
piperidin (1 ml, 10,123 mmol) a DIPEA (0,5 ml, 2,87 mmol) a smes byla michana po dobu
2 hodin v tlakové reakéni nadobé pii 160 °C. Poté bylo DMF odpateno a surovy produkt byl
precistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze: 4-7 % methanolu

v ethylacetatu). Vytézek ¢inil 104 mg (73,4 %).

9-(pyridin-3-ylmethyl)-2,6-di(piperidin-1-yl)-9H-purine (EH11): 'H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6 (ppm): 1,56-1,70 (m, 12H); 3,75 (m, 4H); 4,13 (bs, 4H); 5,22 (s, 2H); 7,22 (ddd,
1H, J =8,0; 4,8; 0,8 Hz); 7,45 (s, 1H); 7,63 (dt, 1H, J = 8,0; 1,8 Hz); 8,53 (dd, 1H, J =4,7,
1,8 Hz); 8,66 (d, 1H, J = 1,8 Hz). ?C-NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 24,90; 25,01; 25,72
(2xC); 26,01 (2xC); 44,03; 45,43 (3xC); 45,99; 113,47; 123,60; 132,54; 134,70; 135,75;
149,20; 149,22; 153,35, 153,88; 159.00. HRMS vypocteno pro CziHxgN7 [M+H]":
378,2406; nalezeno 378,2400.
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Obrazek 13: Schéma pfipravy latky EHII.
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3.2 Biologicka c¢ast

3.2.1 Chemikalie a biologicky material
Chemikalie pouzité k biologickému testovani byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich: all-
trans-retinova kyselina (ATRA), dihydroethidium (DHE), dimethylsulfoxid (DMSO),
fosfatovy pufr (PBS), N-acetylcystein (NAC) propidium jodid (PI), 3-nitropropionova
kyselina, Dulbecco's Modified Eagle Medium zivin F12 (DMEM/F12), Calcein-AM, 2%
triton X-100.

Pouzitd neuroblastomova bunécéné linie SH-SYSY (ECACC 94030304) pochazi

z European Collection of Authenticated Cell Cultures.

3.2.2 Pouzité pristroje a zarizeni

Analytické vahy (Sartorius), automatické pipety (Eppendorf), centrifuga (Holm&Halby),
inkubator (Sanyo), konfokalni mikroskop TCS SP2 (Leica), laminarni flowbox s vertikalnim
proudénim vzduchu (MSC ADvantage), lasery Ar-Kr, He a Ne (Leica), lazent Heat master
(Heat), mikroskop ckx41 (Olympus), odsavacka (VWR), pipetor (Swiftpipet Pro),
spektrofotometr Infinite M200 Pro (Tecan), ultrazvukovy homogenizator (Bandelin), vortex

Minishaker MS2 (IKA).
3.2.3 Pouzité programy — Software

GraphPad Prism 9.3.1 (GraphPad Software, La Jolla California USA)

3.2.4 Biologicka aktivita na neuronalni bunéc¢né linii SH-SYSY

Biologicka aktivita N9-pyridyl 2,6-disubstituovanych derivati purinu byla testovana na
neuronalni bunécné linii SH-SYSY. Na buiky byly naneseny testované latky
v koncentracich 0,1, 1 a 10 uM. Buiky byly nasazeny na dno 96-jamkové desti¢ky, kazda
jamka obsahovala 20 000 buné¢k. Jako kultivaéni médium bylo pouzito 10% DMEM/F12,
kazda jamka obsahovala 100 pl. Po 24 hodinach bylo pfidano 100 ul 20 uM ATRA v 1%
DMEM/F12 kultivatnim médiu. Nasledné byly burky inkubovany po dobu 48 hodin pfi
37°Ca5% COa..

3.2.5 Priprava koncentracni rady syntetizovanych latek

Pro kazdé testovani byla vytvorena koncentracni fada syntetizovanych latek. Pripravené
latky byly rozpustény v DMSO v takovém mnozstvi, aby jejich vysledna koncentrace
v mikrozkumavce byla 10 mM (skladovany v -20 °C). Byl pfipraven roztok 1% DMEM/F12
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s 3-NP kyselinou, vyslednd koncentrace 3-NP meédia byla 20 mM. Do 96-jamkové
mikrotitrac¢ni desticky byla v laminarnim boxu pfipravena koncentra¢ni fada. Do zkumavky
typu eppendorf bylo napipetovano 499 ul 20 mM 3-NP média a 0,5 ul testované latky.
Nasledné bylo 360 pl této smési napipetovano do fadku A mikrotitracni desticky. Do fady B
a C v mikrotitracni desti¢ce bylo napipetovano 315 pl 20 mM 3-NP média. Z radku A bylo
preneseno 35 ul latky do fadku B. Z tadku B bylo preneseno 35 ul latky do faku C. Tim
vznikla koncentra¢ni tfada. V fadku A byla tedy koncentrace 10 uM, viadku B 1 uM
av fadku C 0,1 uM. Obdobnym zptisobem vznikala koncentracni fada dalSich latek v fadcich
D az F. Koncentrace zasobniho roztoku N-acetylcysteinu (NAC) ¢inila 1000 mM. Jeho
koncentracni fada byla ptipravena obdobnym zptisobem jako u testovanych latek. V fadku

A byla tedy koncentrace 1000 uM, v fadku B 100 uM a v ftadku C 10 uM.

3.2.6 Testovani latek na 96-jamkové mikrotitra¢ni desticce

Po piipraveni koncentracni fady bylo provadéno samotné testovani. Kazda koncentrace byla
testovana v triplikatu. Nejprve bylo nutné odsat médium (fady B-G, sloupce 1-6). Nasledné
bylo napipetovano 100 ul natedénych roztoku latek pripravenych v podkapitole 3.2.5. Jako
toxin bylo pfipraveno 1,4 ml 20 mM 3-NP média s 1,4 ul DMSO, z n€¢hoz bylo vzdy
preneseno 100 pl do pfislusnych jamek. Kontrola byla pfipravena z 1,4 ml cistého
1% DMEM/F12 média s 1,4 ul DMSO. 100 pl z ptipravené kontroly bylo napipetovano do
ptislusnych jamek. Jako pozitivni kontrola slouzil NAC (Obr. 14).
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Obrazek 14: Schéma 96-jamkov¢ titracni desticky pro testovani latek. Testovany byly vzdy 4 latky
v triplikatu v koncentracich 0,1 uM, 1 uM a 10 pM. Jako toxin slouzilo 20 mM 3-NP médium, jako
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kontrola slouzilo médium DMEM/F12 s DMSO. Jako pozitivni kontrola byl pouzit NAC
v koncentracich 1000 pM, 100 uM a 10 uM.

3.3 Stanoveni bunécné smrti pomoci propidium jodidu

PI funguje jako interkalacni sonda, ktera je kladn€ nabita a vimezetuje se mezi DNA, které
nesou zaporny naboj. Pronikd pouze pres poskozené membrany bunék. Po 48 hodinach
inkubace testovanych latek sbuiikami bylo odsato staré médium. Do jamek bylo
napipetovano 100 ul 1x PBS s PI o koncentraci 1 pg/mL. Po 15 minutach inkubace ve tmé
pti laboratorni teploté byla mérena fluorescence pomoci destickového readeru pfi excitacni

vlnové délce 535 nm a emisni vlnové délce 617 nm.

3.4 Méreni oxidativniho stresu pomoci dihydroethidia

DHE je superoxidovy indikator, ktery je vhodny pro méfeni oxidativniho stresu. Méteni
signalu je umoznéno tvorbou ethidia, ktery je fluorescen¢né kvantifikovan. Po 24 hodinach
inkubace testovanych latek s buiikami byly desky stoceny pfi 25 °C na 1400 rpm po dobu
5 minut a 30 sekund. Po stoCeni bylo odsato z kazdé jamky médium. Ze zadsobniho 10 mM
roztoku DHE byl pfipraveno 10 uM roztok DHE v 1x PBS. Nasledné byly desky inkubovany
po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté¢ ve tmé. Po uplynuti 30 minut byla méfena
fluorescence pomoci destickového readeru pii excitaéni vinové délce 500 nm a emisni

vinové délce 580 nm.

3.5 Test zivotaschopnosti a morfologie bunék

Morfologie a zivotaschopnost bunék byla pozorovana konfokalnim mikroskopem pomoci
barviva Calcein AM. Calcein AM je fluorescen¢ni barvivo, které je po piidani do bunek
hydrolyzovano esterazami na fluorescentni Calcein. Ta se vaze na intracelularni vapenaté
ionty, coz zpusobi emitaci zeleného fluorescencniho svétla. Po 48 hodinach inkubace
s testovanymi latkami byl pfipraven roztok Calceinu AM (koncentrace zasobniho roztoku
1 mg/ml) v 1x PBS (fedéni 1300x). 200 pl pfipraveného roztoku Calcein AM v 1x PBS byl
aplikovan na bunky. Po 50 minutach inkubace v inkubatoru byly buiky pozorovany pod

konfokalnim mikroskopem.

3.6 Testovani cytotoxicity

Cytotoxicka aktivita testovanych latek byla uréena pomoci testu cytotoxicity. Po odsati
média z pfipravené desticky bylo na buriky napipetovano 1% médium DMEM/F12
s testovanymi latkami v koncentraci 10 pM. Po 48 hodinach od aplikace testovanych latek

bylo z kontrolni jamky odsato 50 pl média a pridano 50 pl 2% Tritonu X-100 (findlni
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koncentrace Tritonu X-100 Cinila 1%). Buné¢na smrt byla normalizovana, pfi¢emz aplikace
1% Tritonu X-100 byla povazovana za vyvolani 100% bunécné smrti. Do jamek bylo po
odsati média napipetovano 100 pl 1x PBS s PI o koncentraci 1 pug/mL. Po 15 minutach
inkubace ve tmé byla zméfena fluorescence s excita¢ni vinovou délkou 535 nm a emisni

vlnovou délkou 617 nm.
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4 Vysledky a diskuze
4.1 Syntéza latek

Chemickou syntézou byly pfipraveny latky EH4-EHI11, piicemz vychozi latkou byl

2,6-dichlorpurin. Latky EH4 a EHS byly syntetizovany pfes meziprodukt EH2. Latky

EH6-EH11 byly pfipraveny stejnym zpusobem, s tim rozdilem, ze u nich nebyl meziprodukt

izolovan. Latky byly testovany na neuronalni bunécné linii SH-SYSY, u niz byla navozena
diferenciace na neuronalni fenotyp bunék pomoci ATRA. Latky EH4, EH6, EH8 a EH10
obsahovaly v pozicich C2 a C6 substituovany pyrrolidin. Latky EHS, EH7, EH9 a EH11

obsahovaly v pozicich C2 a C6 substituovany piperidin. Pozice N9 purinu byla

substituovana pyridyl-methylem s dusikem v pozicich ortho, meta ¢i para. Mezi latkami

obsahujici piperidin a pyrrolidin vSak nebyly pozorovany zadné vyznamnéjsi rozdily mezi

neuroprotektivni aktivitou. Latky, které obsahovaly substituent v pozici ortho, tedy EH4

a EHS, se jevily jako nejucinnéjsi.

EH8 EHO9

Obrazek 15: Latky EH4-EHI1.
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Laboratof rustovych regulatorti se zabyva jiz né€kolik let vyzkumem a hledanim
ptirodnich latek a jejich derivatt s neuroprotektivni aktivitou.

Ve své bakalarské a diplomové praci se Kordinova =zabyvala syntézou
2.6,9-trisubstituovanych derivati purini. Vénovala se homosubstituci i heterosubstituci
v pozici C2 a C6 purinu. Derivaty pfipravené homosusbtituci se jevily jako ucinné&jsi. Proto
byla zvolena v mé bakalarské praci pravé homosubstituce. Stejné jako v bakalarské a
diplomové praci Kordinové, také v mé praci syntéza vychazela z2,6-dichlorpurinu
(Kordinova 2020; Kordinova, 2022).

Ve své diplomové praci se Gonzalez zabyva taktéz latkami s neuroprotektivni
aktivitou. Diplomova prace byla zaméfena na syntézu 3,5 7-trisubstituovanych
3H-triazol[4,5-d]pyrimidin{, které byly testovano v in vitro modelu Parkinsonovy choroby.
Na vysledky Gonzaleze navazovala ve své bakalaiské praci také pravé Kordinova, ktera pro
jednoduchost syntézy zvolila jako svou vychozi latku 2,6-dichlorpurin (Gonzalez, 2016).

V roce 2021 byl udélen Univerzité Palackého v Olomouci patent, ktery se zabyval
heterocyklickymi dusikatymi derivaty purinu, farmaceutickymi pfipravky obsahujici tyto
derivaty a jejich pouziti pfi neuroprotekci (Gonzalez et al., 2021). Zminény patent se zabyva
syntézou purini se substituenty obsahujicimi dusik, stejné jako ma bakalarska prace.
Predmétem vynalezu jsou C2,C6-disubstituované-9-benzyl-9H-purinové derivaty. Na C2

a C6 pozici byl v patentu substituovan pyrrolidin a piperidin.

39



4.2 Biologické testovani
Testovani biologické aktivity bylo provadéno na neuronalni buné¢né linii SH-SYSY, u které
byla navozena neuronalni diferenciace pomoci ATRA. Pomoci 3-NP byl indukovan model

Huntingtonovy choroby.

4.2.1 Testovani bunécné smrti

Byl proveden test bunécné smrti s vyuzitim modelu 3-NP a vizualizace pomoci barviva PI.
PI je latka patfici mezi interkalacni sondy, ktera projde pouze membranou poskozenych c¢i
mrtvych bunék a vaze se na fragmenty DNA. Bunécna smrt byla normalizovana, pficemz
aplikace 20 mM 3-NP byla povazovana za vyvolani 100% bunééné smrti. Pfi testovani byl
studovan vliv syntetizovanych latek, které byly testovany v koncentracich 0,1, 1 a 10 uM
spole¢né s toxinem 3-NP na bunéénou smrt (viz graf 1). SniZzeni bunécné smrti bylo
povazovano za neuroprotektivni aktivitu. Vyrazna neuroprotektivni aktivita byla
zaznamenana u latky EHS. Pfi koncentraci 0,1 uM bylo zaznamenano snizeni bunééné smrti
o 11,5 %, pfi koncentraci 1 uM snizeni o 11 % a pfi koncentraci 10 uM snizeni o 42 %.
Latka EH4 vykazovala pfi koncentraci 10 uM snizeni bunéné smrti o 46 %. Latka EH7
vykazovala snizeni bunécéné smrti pfi koncentraci 10 uM o 36 %, latka EH9 v téze
koncentraci o0 49 % a latka EH10 o 28 %. V koncentraci 1 uM byla nejacinngjsi latka EHS
vykazujici snizeni bunécné smrti o 18 %. U latek EH7-EH11 s rostouci koncentraci klesala
bunécna smrt. Da se tedy fici, ze vyraznéjsi uCinky byly zaznamenany u vétSiny latek pouze
pii koncentraci 10 uM. Oproti NAC v koncentraci 1000 uM nebyla ucinnéjsi zadna z latek
v koncentraci 10 pM. AvSak oproti NAC v koncentraci 10 uM byly ucinnéjsi v téze
koncentraci vSechny latky. VétSinu ztestovanych latek tedy lze povazovat za
neuroprotektivni. Zaroven z vysledki vyplyva, ze nelze fici, zda jsou ucinnéjsi derivaty se

substituovanym pyrrolidinem ¢i piperidinem.
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Graf 1: Hodnoty bunééné smrti bunck SH-SYSY po 24 hodinové inkubaci. Latky byly testovany
v koncentracich 0,1, 1 a 10 uM. Data odpovidaji bunécné smrti v % =+ standardni chyba praméru.
Mcteno ve trech rtiznych dnech v triplikatech. Naméfené hodnoty jsou vztazeny k 20 mM 3-NP.
Latky EH4-EH11 byly testovany spole¢n¢ s 20 mM 3-NP.

Ve své diplomové praci publikovala Kordinova vysledky purinovych derivatl, pficemz
nékteré z nich obsahovaly substituovany piperidin a pyrrolidin. Latka obsahujici v pozici C2
piperidin a v pozici C6 3,3-difluoropyrrolidin snizovala v koncentraci 10 pM bunécnou smrt
0 64 %, takového vysledku nedosahovala zadna z mych latek. Derivat purinu liSici se pouze
substituentem na pozici N9 snizoval buné€nou smrt o zhruba 26 %. Tyto odliSné hodnoty
bunécné smrti poukazuji na dilezitost substituentu praveé v pozici N9. Latka obsahujici
v pozici C2 piperidin a v pozici C6 3,3-difluoropyrrolidin snizovala v nejucinnéjsi
koncentraci (1 uM) bunécnou smrt o zhruba 75 %. Lepsi vysledky u téchto latek mohly byt
zpusobeny praveé odlisnymi substituenty v pozici N9 (Kordinova, 2022).

Vroce 2021 byl publikovan clanek zabyvajici se neuroprotektivni aktivitou
cytokininti. Cytokininy obsahuji ve své struktufe pravé puriny, stejné jako latky
syntetizované v mé bakalarské praci. VétSina testovanych derivatt cytokinini snizovala
bunécnou smrt maximalné o 25 %, zatimco dvé mnou testované latky snizovaly bunécnou

smrt o zhruba 45 % (latky EH4 a EHS). MenSi neuroprotektivni aktivita v cytokininech
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muze byt zpusobena odliSnymi substituenty a/nebo absenci substituentu v pozici C2

(Gonzales et al., 2021).

4.2.2 Testovani oxidativniho stresu

Byl proveden test oxidativniho stresu vizualizaci pomoci barviva DHE s vyuzitim 3-NP
modelu. Aplikace 20 mM 3-NP byla povazovana za vyvolani 100% oxidativniho stresu.
Nejvétsi ucinek pii koncentraci 10 uM vykazovala latka EH4 (viz graf 2), procento tvorby
superoxidovych radikali bylo snizeno o 48 %. Latky EHS, EH8 a EH11 vykazovaly pfi
koncentraci 10 uM podobnou uc€innost, a to snizeni oxidativniho stresu zhruba o 35 %. Latka
EH10 pii koncentraci 10 uM vykazovala snizeni oxidatiniho stresu o 43 %. Ostatni latky
v této koncentraci vykazovaly podobny ucinek. VSechny latky krom EH6 byly v koncentraci
10 uM ucinngjsi nez NAC v koncentraci 10 pM. V koncentraci 10 pM vykazovala latka
EH4 lepsi ucinek nez NAC pii koncentraci 100 uM. Z vysledkl nelze soudit, zda jsou
ucinngjsi latky se substituovanym pyrrolidinem ¢i piperidinem. Av§ak ob¢ latky EH4 i EHS,
které l1ze povazovat za nejucinnéjsi, obsahuji v pozici N9 purinu substituovany pyridyl-

methylem s dusikem v pozicich ortho.
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Graf 2: Hodnoty tvorby superoxidovych radikalti bunék SH-SYS5Y po 24 hodinové inkubaci. Latky
byly testovany v koncentracich 0,1, 1 a 10 pM. Data odpovidaji bunécné smrti v % =+ standardni
chyba priméru. Méfeno v péti ruznych dnech v triplikatech. Namérené hodnoty jsou vztazeny k 20

mM 3-NP. Latky EH4-EH11 byly testovany spoleé¢né s 20 mM 3-NP.
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V clanku z roku 2021 byly testovany cytokininy, které obsahuji jako soucast struktury purin,
pficemz nejucinngjsi latky redukovaly mnozstvi superoxidovych radikald o primérné 25 %.
Latka EH4 vykazovala snizeni tvorby superoxidovych radikal o 66 %, ale lepSich vysledka
nez snizeni oxidativniho stresu o 25 % vykazovala vétSina testovanych latek v ramci mé
bakalarské prace. Navic v clanku byl pouzit toxin salsolinol se slabsim efektem nez vykazuje
3-NP. Mensi schopnost cytokininti snizovat oxidativni stres mohla byt zpiisobena absenci

substituentti na pozici C2 (Gonzalez et al., 2021).

4.2.3 Testovani cytotoxicity

K zjisténi cytotoxicity bylo pouzito fluorescencni barvivo propidium jodid. Aplikace 1%
Tritonu X-100 byla povazovana za vyvolani 100% bunécné smrti. Jako nejvice cytotoxicka
latka se jevila EH9 (viz graf 3), ktera v zadném z predchozich testli nevykazovala pfilis
neuroprotektivni u¢inky, proto se dal vysledek oCekavat. Nejméné cytotoxickymi latkami
v porovnani s kontrolou byly EH4, EHS, EH7, EH8 a EH10. Krom¢ EH9 neprevysovala
zadna z latek hodnotu bunécné smrti kontroly, tudiz nejsou cytotoxické, podobné jako tomu
bylo v literatufe (Kordinova 2020). Prave latky EH4, EHS a EH7 byly v pfedchozich testech

povazovany za nejucinngjsi.
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Graf 3: Hodnoty bunécné smrti bun¢k SH-SYS5Y po 24 hodinové inkubaci. Latky byly testovany v
koncentraci 10 uM. Data odpovidaji bunécné smrti v % =+ standardni chyba priméru. Méreno ve 2

ruznych dnech v triplikatech. Namérené hodnoty jsou vztazeny k 1% Tritonu X-100.
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4.2.4 Test zivotaschopnosti a morfologie bunék SH-SYSY

Latky s nejvétsi neuroprotektivni aktivitou byly podrobeny pozorovani konfokalnim
mikroskopem pomoci barveni cytoplasmatického barviva Calcein AM. Na sklicko byly
aplikovany latky EH4, EHS, EH7, EH9 a EH11 v koncentraci 10 uM, kontrola (DMSO v
Cistém médiu DMEM/F12, fedéno 1000x) spole¢né s 20 mM roztokem 3-NP.

Kontrola DMSO 3-NPA 20 mM + EH4 10 uM

Obrazek 16: Fluorescenéni mikroskopické snimky bunck
bunééné linie SH-SYSY. Snimky poftizené 48 hodin po aplikaci
testovanych lateck EH4, EHS, EH7, EH9 a EH11 spolecné s 20
mM roztokem 3-NP. Vizualizace pomoci fluorescenéniho
barviva Calcein AM. Zvétseno 200x.

Na fluorescencnich snimcich (Obr. 16) Ize pozorovat morfologii neuronalnich bunék
SH-SYSY. Na snimku kontroly, tedy bunék ovlivnénych pouze 1% médiem DMEM/F12 s
DMSO, maji témét vSechny buiky zachované neurity. Na snimku s butikami ovlivnénymi

20 mM 3-NP nejsou pozorovany burky s neurity. Butiky ovlivnéné 20 mM 3-NP

44



a s aplikovanou latkou EH4 zachovavaly morfologii a neurity u zhruba poloviny bunék. Na
snimku bunek ovlivnénych 20 mM 3-NP a s aplikovanou latkou EHS byla u vétSiny bunék
zachovana morfologie, vCetné neuritd, stejné tomu bylo u bunék ovlivnénych 20 mM 3-NP
s aplikovanou latkou EH7. Na snimcich sbutikami ovlivnénymi 20 mM 3-NP
a s aplikovanymi latkami EH9 a EH11 morfologie bun¢k nezistala zachovana, z hlediska
neuroprotektivni aktivity tedy nejsou pfili§ u¢inné. Pozorovani morfologie bunék odpovida
dosazenym vysledkim pomoci testi PI a DHE, kdy nejvice ucinné latky zachovaly
morfologii bun€k oproti slabsim derivatim.

V mozcich pacientl trpicich AD dochazi ke zménam kanabinoidniho systému, coz
naznacuje, ze kanabinoidni slou¢eniny by mohly pusobit jako potencionalni farmakologické
nastroje a interagovat s timto systémem. Laboratof rustovych regulatora se jiz delsi dobu
zabyva pfipravou a testovanim afinity latek s neuroprotektivni aktivitou. U latek je navic
silny pfedpoklad, ze by mohly byt agonisty pravé kanabinoidniho receptoru 2 (CB2).

Hollinshead a kolegové se vénovali syntéze fady purini jakoZzto potencionalnich
agonistt kanabinoidniho receptoru 2. Latky se ukazaly jako plné€ ucinni agonisté lidského
receptoru CB2. Nejlépe si vedla latka SN26, kterd vykazovala zvlasté dobré
biofarmaceutické vlastnosti. Ve studii bylo zjisténo, ze vybér substituentu na pozici N9
purinu je klicovy pro selektivitu proti receptoru 1 (CB1). CB1 receptor je zodpoveédny za
nezadouci vedlejsi ucinky, jako jsou euforie ¢i hypotermie. Zaménénim substituentu na této
pozici lze docilit pripravy selektivniho agonisty receptoru CB2 (Hollinshead ef al., 2013).
Aktivitu purini jakozto agonisti CB2 receptoru ve své studii potvrdili také Guidetti a
kolegové. Latky pfipravené a testované v ramci této studie vykazovaly taktéz vysokou
selektivitu proti CB1, a to i v nejvyssich podavanych davkach (Guidetti et al., 2014). Studie
tedy naznacuji, ze latky pfipravené v ramci bakalatské prace by mohly byt potencionalnimi
agonisty CB2.

|
N
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o

Obrazek 17: Latka HS26
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Laboratof rastovych regulatori se dlouhodobé vénuje syntéze a testovani latek, u
kterych se predpoklada, ze inhibuji acetylcholinesterazu ¢i butyrylcholinesterazu, jejichz
aktivita je v mozcich s AD zvySena. Proto by bylo perspektivni v budoucnu také otestovat
latky pfipravené v ramci mé bakalarské prace pravé jako jejich inhibitory. Jena a kolegové
ptipravili fadu 5,6-dihydropyrido[2',1":2,3]imidazo[4,5-c]chinolini a podrobili je testovani
inhibice butyrylcholinesteraz a acetylcholinesteraz. Ve studii byl prokazan jejich inhibicni
ucinek na butyrylcholinesterazu a acetylcholinesterazu pomoci modifikované Ellmanovy
spektrofotometrické metody, pficemz vétsi  efektivita byla pozorovana proti
butyrylcholinesteraze. Tato inhibice je spojena s pozitivnimi U€inky na kognitivni funkce,
zvySenim hladiny acetylcholinu, protizdnétlivou aktivitou a prevenci agregace
3-amyloidniho proteinu. Experimenty rovnéz ukézaly interakci s CB2 receptory. Interakce s
CB2 receptory a soucasnad inhibice butyrylcholinesterdzy by mohla pfispét k ochrané
neurond a zaroven ke zmirnéni symptomua (Jena ef al., 2024). Syntetizované chinoliny ve
své strukture neobsahuji purin, ale mohlo by byt pfinosné se pokusit zaméfit na soucasnou
interakci purini s CB2 receptory a inhibici butyrylcholinesterazy, stejn€ jako tomu bylo u
syntetizované fady chinolini. Zaroveri jsou chinoliny i puriny heterocyklické slouceniny

obsahujici dusik, proto je zde mozna urcita podobnost v biologické aktivite.
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5 Zavér

Teoreticka Cast se zabyvala reSersi na téma neurodegenerativni onemocnéni. Experimentalni
Cast byla zaméfena na syntézu 2,6-disubstituovanych derivati purinu a testovani jejich
biologické aktivity v in vitro modelu Huntingtonovy choroby:.

Organickou syntézou byly pfipraveny latky EH4-EHI11. Vychozi latkou byl
2,6-dichlorpurin, pfi¢emz na pozice C2 a C6 byl substituovan pyrrolidin ¢i piperidin. V N9
pozici byl u latek EH4, EHS a EH8-EHI11 substituovan pyridil-metylem s dusikem
v pozicich ortho, meta a para.

Nasyntetizované latky byly v koncentracich 0,1, 1 a 10 uM testovany na
neuroblastomové bunécné linii SH-SYSY. Pro vyhodnoceni byly pouzity testy bunééné smrti
pomoci propidium jodidu a méfeni oxidativniho stresu pomoci dihydroethidia. Jako toxin
byla pouzita kyselina 3-nitropropionova a jako pozitivni kontrola byl pouzit N-acetylcystein.
Nejvyznamnéjsi neuroprotektivni aktivitu v testu bunécné smrti vykazovala latka EHS. Pti
méfeni oxidativniho stresu se jako nejucinnéjsi latky jevily EH4 a EHS. Latky byly
podrobeny testu cytotoxicity, pfi¢emz zadna z latek se nejevila jako cytotoxicka. Latky EH4,
EHS, EH7, EH9 a EH11 byly pozorovany pomoci fluorescencniho barviva Calcein AM
konfokalnim mikroskopem. Jako latky zachovavajici nejlépe neuronalni butiky byly

vyhodnoceny latky EH4, EHS a EH7, coz odpovida celkové aktivite latek v testech.
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