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Uvod a cile prace

Cytokininy jsou malé organické molekuly, strukturné odvozené od adeninu, které
v rostlinach ovliviuji fadu vyznamnych vyvojovych a fyziologickych procesu. Jelikoz se
zde vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich a vykazuji silnou biologickou aktivitu, jsou
klasifikovany jako rostlinné hormony. Hladiny jejich aktivnich forem tudiz musi byt velmi
peclivé regulovany, pficemz nenahraditelnou roli zde hraje glykosylace. Ke glykosylaci
cytokinin muze dochazet na hydroxylové skupiné postranniho fetézce za vzniku
O-glykosidi nebo na dusikovych atomech purinového skeletu, kdy hovofime
o0 N-glykosidech. Pfipojenim cukerné slozky, nejCastéji glukosy, dochazi k inaktivaci
cytokinint, ktera je v pfipadé N7- a N9-glukosidl ireversibilni, zatimco u O- a N3-
glukosidl byla prokazana metabolicka konverze B-glukosidasou zpét na aktivni formy.
Doposud publikovana data o biologické aktivité ukazuji, Ze N7- a N9-glukosidy byly
ve standardnich cytokininovych testech neaktivni oproti N3-glukosidim, jejichz aktivita
byla srovnatelna s aktivitou odpovidajici volné baze. Nebylo vS8ak jednoznacné
prokazano, zda za biologické ucinky N3-glukosidll je zodpovédna volna baze uvolnéna

in vivo B-glukosidasou nebo jsou aktivni per se.

Cilem této diplomové prace bylo:

- vypracovani literarni re3er8e na téma cytokininové cukerné Kkonjugaty
(cytokininovy metabolismus) a chemicka pfiprava cukernych konjugatu
cytokininG/purint

- syntéza a charakterizace novych cukernych konjugata cytokininG

- biologicka aktivita pfipravenych latek
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1 Cytokininy

Prvni poznatky o existenci rostlinnych hormon0 cytokinind pochazi jiz z roku 1913
od rakouského rostlinného fyziologa G. Haberlandta. Haberlandt prokazal,
ze v pritomnosti floémové Sstavy zrlznych druhl rostlin dochazi k indukci déleni
parenchymatickych bunék bramboru (Solanum tuberosum) (Haberlandt, 1913).
V poloviné 20. stoleti pak skupina védcu prof. F. Skooga hledala latku, ktera by byla
schopna podporovat bunééné déleni neboli cytokinezi v tkariové kultufe. Usp&Snym se
jim stal rok 1955, kdy se jim podafilo izolovat z autoklavované DNA slediho spermatu
6-furfurylamino-9H-purin (kinetin), ktery v pfitomnosti auxind podporoval cytokinezi
(Miller a kol., 1955a, Miller a kol., 1955b). Z tohoto divodu byly tyto latky nazvany
cytokininy. Ackoliv vSak kinetin nebyl v té dobé prokazan jesté jako pfirozeny cytokinin,
byly pomoci n&j definovany biologické a fyziologické uc€inky cytokininu.

Prvni nativni cytokinin, trans-zeatin, byl ziskan aZz vroce 1961 z nezralého
endospermu obilek kukufice (Zea mays) (Miller, 1961). V nasledujicich letech se pak
predpokladalo, Ze endogennimi latkami jsou pouze isoprenoidni cytokininy. Tvrzeni
bylo vyvraceno, kdyz byl vyizolovan ze zralych listd topolu (Populus robusta)
derivat aromatickych cytokinint 6-(2-hydroxybenzylamino)-9-p-D-ribofuranosylpurin
(Horgan a kol., 1973).

Cytokininy jsou tedy relativné jednoduché malé organické slouceniny tvofici jednu
bunécné déleni maji cytokininy také vliv na kli¢eni semen, vyvoj chloroplastl, oddaleni
listové senescence, inhibici kofene, apikalni dominanci a odpovéd rostlin na abioticky

a bioticky stres (Werner a Schmdlling, 2009).

1.1 Rozdéleni cytokininu

VSechny pfirozené se vyskytujici cytokininy jsou z chemického pohledu
Né-substituované derivaty adeninu nesouci isoprenoidni & aromaticky postranni
fetézec (Mok a Mok, 2001). Mezi zakladni isoprenoidni cytokininy fadime
Né-isopentenyladenin (iP; 6-[(3-methylbut-2-en-1-yl)amino]-9H-purin) a zeatin (6-[(4-
hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl)amino]-9H-purin), ktery ma vedlejSi Fetézec zakoncen
hydroxyskupinou, a vyskytuje se ve dvou isomerickych formach cis- (cZ) a trans- (t2).
Déale do této skupiny patfi dihydrozeatin (DHZ; 6-[(3-methylbutyl)amino]-9H-purin),

ackoliv ma nasyceny 3-methylbutylovy vedlejsi fetézec (Obr. 1).
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Obr. 1. Chemické struktury vybranych pfirozenych cytokininovych bazi. Zleva prvni tfi latky
reprezentuji isoprenoidni a posledni tfi aromatické cytokininy. iP — N®-isopentenyladenin; tZ — trans-zeatin;
cZ — cis-zeatin; Kin — kinetin; BAP — Né-benzyladenin; oT, mT — ortho- nebo meta-topolin.

Skupinu aromatickych cytokinind zastupuje kinetin s furan-2-ylmethylovym
zbytkem (Kin; 6-(furfurylamino)-9H-purin) a N®-benzyladenin (BAP, 6-(benzylamino)-
9H-purin) spolu s topoliny. Topoliny jsou latky, jez byly izolovany z topolu (Populus
canadensis) a maji benzylovy kruh hydroxylovany v ortho- ¢i meta- pozici, konkrétné se
jedna o ortho-topolin (0T, 6-[(2-hydroxybenzyl)amino]-9H-purin) a meta-topolin (mT,
6-[(3-hydroxybenzyl)amino]-9H-purin).

Taktéz existuji syntetické latky s cytokininovou aktivitou, mezi které patfi
slou¢eniny odvozené od fenylmoc€oviny. Hlavnimi pfedstaviteli jsou thidiazuron (TDZ,
N-fenyl-N'-(1,2,3-thidiazol-5-yl)moc¢ovina) a N,N'-difenylmocdovina (DPU) (Obr. 2)
(Ricci a Bertoletti, 2009).

N
N
N/C\NJ\/ N/C\N
H H H H
TDZ DPU

Obr. 2. Chemické struktury vybranych syntetickych cytokininovych derivatd. TDZ - thidiazuron
a DPU - N,N'-difenylmocovina.

Pfirozené cytokininy s purinovym skeletem se v rostlinné burice vyskytuji ve formé
volnych bazi, nukleosidd a mono-, di- &i trinukleotidd. Dale mohou vznikat v ramci
metabolismu konjugaty se sacharidy, aminokyselinami, kyselinou octovou &i derivaty
s methylsulfanylovou skupinou (Obr. 3). Pfipojenim L-alaninu do N9-pozice zeatinu
¢i DHZ vznika kyselina lupinova, respektive dihydrolupinova (Entsch a kol., 1983).
Na druhou stranu 2-methylsulfanylové derivaty cytokininG byly identifikovany u nékolika
druhu bakterii a rostlin (Tarkowski a kol., 2010). Tyto slou€eniny jsou soucasti tRNA,
kde je pravdépodobné jejich Ukolem stabilizovat pribéh translace a po degradaci tRNA

dochazi k jejich uvolfiovani do bunék.
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Obr. 3. Razné formy cytokininli ukazané na trans-zeatinu. 1 — volna baze; 2 — nukleosid (ribosid);
3 — nukleotid (ribosid-5"-monofosfat); 4 — N9-glukosid; 5 — kyselina lupinova.

2 Cukerné konjugaty

Cukerné konjugaty cytokinin(l rozdélujeme podle pfipojeni cukerné jednotky na O- a N-
glykosidy (Obr. 4). O-glykosidy vznikaji vazbou B-D-glukosy nebo [-D-xylosy
na terminalni hydroxyskupinu isopentenylového postranniho fetézce. Pfipojenim
cukerné slozky dochazi k doCasné inaktivaci cytokinin a vytvofeni transportni
a zasobni formy (Bajguz a Piotrowska, 2009).

Dal$i skupinou jsou N-glykosidy, k jejichz vzniku dochazi konjugaci sacharidové
slozky na dusikové atomy N3, N7 a N9 purinového skeletu. B-D-glukosa se pfevazné
vaze do polohy N7, N9 a také v men$i mife do N3 pozice. V pfipadé vzniku N7- a N9-
glukosidl u cytokininG jako tZ, DHZ &i iP dochazi obvykle k jejich ireversibilni inaktivaci.
Dusikovy atom v poloze 9 mlze byt mimo jiné také modifikovan pomoci B-D-ribosy
nebo B-D-ribosa-5"-mono(di-, tri-)fosfatli, pfi€emz ribosidy i cytokininové nukleotidy
predstavuji nepostradatelnou slozku v de novo biosyntéze isoprenoidnich cytokininu
(Frébort a kol., 2011).

OH
A O-glykosylace

_— N7-glykosylace
N/ N
D
N

N3-glykosylace ™ N9-glykosylace

Obr. 4. Mozné pozice vazby cukerné jednotky na trans-zeatin.
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2.1 Metabolismus

2.1.1 Biosyntéza

De novo biosyntéza isoprenoidnich cytokininl je tvofena mnoha enzymatickymi
reakcemi a vyuziva produkty dvou metabolickych drah, methylerythritol-4-fosfatové
(MEP) ¢&i mevalonatové (MVA). MEP draha se nachazi v plastidech a jeji produkty
dimethylallylpyrofosfat (DMAPP) &i (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyldifosfat (HMBDP)
jsou zde wvyuzivany jako donory prenylového fetézce pfi biosyntéze P, tZ

a pravdépodobné také cZ (Spichal, 2012).

9
DMAPP
MVA draha
1 1
DMAPP/HMBDP
MEP draha !
/3—_\\ |
1 Y
ATP _ ipPRTP LATP O zrTP | ATP _ czZRTP  prenyl-tRNA
2 3 2 | 2I
v ! v
aop_ ' | aoe ' ADP is-prenvI-tRNA
— iPRDP ——> tZRDP Lo » CZRDP cis-preny
J ‘
. AMP
LAVP_ ipRMP LAMP " Z2RMP ——>— » pHzrmp - -MF ~ cZRMP CZRMP
11 74 10 11 74 10 11 7|4 10 11 704 10
iPR tZR 8 DHZR cZR
615 6|5 6 lS 615
. 8
iP tz DHZ cZ
Obr. 5. Schéma biosyntézy isoprenoidnich cytokininii. 1 - adenylatisopentenyltransferasa
(EC 2.5.1.27); 2 — fosfatasa (EC 3.1.3.1), 3 — cytochrom P450 monooxygenasa (CYP731A1 a CYP731A2),
4 — 5’-ribonukleotidfosfohydrolasa (EC 3.1.3.5); 5 - adenosinnukleosidasa (EC 3.2.2.7);

6 — purinnukleosidfosforylasa (EC 2.4.2.1); 7 — adenosinkinasa (EC 2.7.1.20); 8 — zeatinreduktasa
(EC 1.3.1.69); 9 - tRNA-specificka isopentenyltransferasa (EC 2.5.1.8); 10 - nukleosid-5'-
monofosfatfosforibohydrolasa, tzv. lonely guy (LOG, EC 3.2.2.nl1); 11 — adeninfosforibosyltransferasa
(EC 2.4.2.7); MVA - mevalonatova draha; MEP - methylerythritol-4-fosfatova draha; 4DMAPP -
dimethylallylpyrofosfat; HMBDP — (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyldifosfat; iP — NS-isopentenyladenin;
tZ — trans-zeatin; cZ — cis-zeatin; DHZ — dihydrozeatin; -R — ribosid; -RMP/RDP/RTP — ribosid-5"-
mono/di/trifosfat, upraveno podle Spichal, 2012 .

Prvnim krokem biosyntézy cytokininl je navazani isopentenylového fetézce
dopolohy N6 na adeninové nukleotdy (AMP/ADP/ATP) za  vzniku
isopentenyladenosin-5'-fosfatd  (iPRMP/iPRDP/iPRTP). Tato N-prenylacni reakce
probiha za katalyzy adenylatisopentenyltransferasy (IPT, EC 2.5.1.27) a vzniklé

nukleotidy nasledné podléhaji defosforylaci prostfednictvim fosfatas (EC 3.1.3.1). Dale
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nasleduje pfeména monofosfatd 5°-ribonukleotidfosfohydrolasou (EC 3.1.3.5)
na prislusné ribosidy, které jsou vzapéti prevedeny pomoci adenosinnukleosidasy
(EC 3.2.2.7) na aktivni formy cytokinin. Soucasti téchto biosyntetickych drah je také
cytokinin-specificky enzym nukleosid-5"-monofosfatfosforibohydrolasa, tzv. lonely guy
(LOG, EC 3.2.2.n1), ktera je schopena hydrolyzovat ribosid-5'-monofosfat za vzniku
biologicky aktivni volné baze (Kurakawa a kol., 2007, Kuroha a kol., 2009).

Alternativni cestou k biosyntéze tZ je oxidace vedlejSiho isoprenoidniho fetézce iP
nukleotidi. Tato reakce je katalyzovana cytochrom P450 monooxygenasami
(CYP731A1 a CYP731A2) a vede ke vzniku odpovidajicich tZ nukleotidd. Vznik DHZ
a jeho derivatd je spojen s Cinnosti zeatinreduktasy (EC 1.3.1.69), ktera katalyzuje
redukci ndsobné vazby v postrannim fetézci tZ, tZR a tZRMP.

Tvorba cZ je taktéZz pravdépodobné umoZzZnéna nékolika cestami. Dominantni
drahou pro jeho biosyntézu je degradace prenylované tRNA (Miyawaki a kol., 2006).
Donorem prenyloveho fetézce je DMAPP, ktery je poskytovan MVA drahou v cytosolu,
a reakce stRNA probiha za katalyzy tRNA-IPT (EC 2.5.1.8). Po specifické cis-
hydroxylaci a pfi nasledné degradaci tRNA vznika cis-zeatin-ribosid-5"-monofosfat,
ktery je dale enzymaticky prevadén pres cZ ribosid na volnou bazi. Dalsi moznosti pro
vytvoreni cZ bylo donedavna izomerace zeatinisomerasou, ktera méla prevadét zeatin
z formy trans na cis (Bassil a kol., 1993). OvSem tento zplsob vzniku byl v roce 2017

vyvracen, jelikoz se zjistilo, Zze se jedna o neenzymaticky proces (Hluska a kol., 2017).

2.1.2 O- aN-glykosylace

Hladina volnych bazi cytokininl jakozto aktivnich signalnich latek musi byt v rostlinach
neustale peclivé regulovana. Primarnim regulaénim procesem je tvorba cukernych
konjugatl, pficemz tento proces je obecnym regulaénim mechanismem i pro dalSi
rostlinné hormony a nej¢astéji konjugovanym sacharidem je glukosa (Piotrowska a
Bajguz, 2011).

Glukosylace v rostlinach obvykle zajistuji uridindifosfatglykosyltrasferasy (UGT)
vyuzivajici jako donor glukosy jeji aktivovanou formu v podobé& UDP-glukosy.
V A. thaliana bylo identifikovano celkem pét UGT (UGT76C1, UGT76C2, UGT85A1,
UGT73C1 a UGT73C5) schopnych katalyzovat glykosylaci malych molekul jako jsou
cytokininy (Hou a kol., 2004). Pozdéji vSak bylo zji§téno, Ze pouze tfi z nich jsou
cytokinin-specifické (UGT76C1, UGT76C2 a UGT85A1) (Wang a kol., 2011).
UGT76C1 a UGT76C2 vykazuji N-glukosyltransferasovou aktivitu vUuci béznym
cytokinindm jako tZ, cZ, iP a BAP, pfi¢emz vznikaji oba isomery N7 a N9 (Hou a kol.,

2004). Ve vétsi mife vSak vznikaji N7-glukosidy. Puvod N3-glukosidu nebyl doposud
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objasnén, jelikoz zadna ztestovanych 105 rekombinantnich glykosyltransferas
v A. thaliana nebyla schopna pfipojit glukosu do pozice N3. UGT85A1 je oproti tomu
znama jako trans-zeatin-O-glukosyltransferasa, které je schopna vSak glukosylovat
kromé tZ i cZ a DHZ (Hou a kol., 2004, Jin a kol., 2013).

S cytokininy jako tZ ¢i DHZ je kromé glukosy schopna vytvaret O-konjugaty také
xylosa, ve fazolu obecném (Phaseolus vulgaris) za ucasti zeatin-O-xylosyltransferasy
(EC 2.4.2.40) a ve fazolu mésinim (Phaseolus lunatus) pomoci trans-zeatin-O-
glukosyltransferasy (EC 2.4.1.203) (Dixon a kol., 1989, Martin a kol., 1999).

Jak jiz bylo uvedeno O-glukosylaci dochazi ke vzniku zasobnich forem cytokinind,
které mohou byt opét snadno konvertovany pomoci B-glukosidasy (EC 3.2.1.21)
na biologicky aktivni volné baze (Brzobohaty a kol., 1993). B-glukosidasa je také
schopna hydrolyzovat N3-glukosidy, coz bylo demonstrovano u 3-glukosidu
odvozenych od kinetinu a BAP (Letham a kol., 1975). Na druhou stranu vznikem
N7- a NO9-glukosidli dochazi k nezvratné inaktivaci, jelikoz jsou rezistentni vaci

B-glukosidase.

OH OH

OH
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Obr. 6. Inaktivace trans-zeatinu v rostlinach tvorbou cukernych konjugati s B-D-glukosou.
1 — trans-zeatin; 2 — trans-zeatin-O-glukosid; 3 — trans-zeatin-3-glukosid; 4 — trans-zeatin-9-glukosid;
5 — trans-zeatin-7-glukosid; a — trans-zeatin-O-glukosyltransferasa (UGT85A1); b — B-glukosidasa
(EC 3.2.1.21); ¢ — N-glukosyltransferasa (UGT76C1 a UGT76C2).
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2.1.3 Degradace

Degradace cytokininG je ireversibilni proces, ktery vyuziva specifického enzymu
cytokinindehydrogenasy (CKX, EC 1.5.99.12). Aktivita CKX byla poprvé
popsana u kalusové kultury tabaku (Nicotiana tabacum) a po mnoho let se
predpokladalo, Ze se jedna o oxidasu (Paces a kol., 1971). OvSem tvrzeni bylo
pozdé&jSimi analyzami reakéniho mechanismu vyvraceno a enzym byl pfeklasifikovan
jako dehydrogenasa (Galuszka a kol.,, 2001). Mechanismus degradace je zaloZen
na oxidativnim ods$tépeni NS-isoprenoidniho vedlej$iho fetézce za vzniku derivatu
adeninu a pfisludného aldehydu (Obr. 7). Soucasti CKX je kovalentné vazany FAD
kofaktor, ktery je béhem reakce redukovan na FADH,. Pfirozeny elektronovy akceptor
CKX dosud nebyl jednoznacéné identifikovan, ale enzymatickou aktivitu zvysu;ji latky
chinoidni struktury a volné radialy vytvorené Cinnosti laktasy a peroxidasy z DIMBOA

a koniferonu (Frébortova a kol., 2004)

J F“
HN N/) NH, R
N N +H0 N o+
Y T Iy o
k\N N k\N N k\N N
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Obr. 7. Reakéni schéma degradace cytokininu pomoci cytokinindehydrogenasy (EC 1.5.99.12)
na adenin a prislusny aldehyd (Frébortova a kol., 2004).

V rostlinach se CKX vyskytuje v nékolika isoformach, pfiCemz u A. thaliana bylo
identifikovano celkem sedm funk&nich isoforem AtCKX1-AtCKX7 (Galuszka a kol.,
2007). AtCKX7 se nachazi v cytosolu, zatimco AtCKX6, AtCKX5, AtCKX4 a AtCKX2
v apoplastu a AtCKX3 spolecné s AtCKX1 ve vakuole. VSechny formy AtCKX
uprednostriuji jako substrat isoprenoidni cytokininy pfed aromatickymi, ale jednotlivé
isoenzymy se dale liSi v substratové specifité. Zatimco AtCKX2 a AtCKX4 pfednostné
Stépi volné baze, AtCKX1 a AtCKX7 degraduji N9-glukosidy, tak AtCKX3 preferuji
mononukleotidy. Stejné jako O-glukosidy, tak i N7-glukosidy, DHZ a cZ jsou vléi
AtCKX rezistentni.
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2.1.4 Signalizace a biologicka aktivita

Cytokininovy signal je v rostlinné burnce pfenasen a zpracovavan pomoci modifikované
dvouslozkové His-Asp fosforylacni signalni drahy. Jejimi kliCovymi slozkami
u A. thaliana jsou hybridni kinasové receptory (AHK), histidin fosfotransferové proteiny
(AHP), regulatory odpovédi (ARR) a také faktory cytokininové odpovédi (CRF)
(Keshishian a Rashotte, 2015).

Mechanismus cytokininové signalni kaskady spociva v navazani cytokininu
na vazebnou CHASE (cyclases/histidine kinases associated sensory extracellular)
doménu AHK, ktera je pravdépodobné lokalizovana jak na extracelularni strané
plasmatické membrany, tak i v lumen endoplasmatického retikula (Caesar a kol., 2011,
Kim a kol., 2006). Po navazani ligandu na receptor dochazi ke konformac¢nim zménam
receptoru, jeho dimerizaci a nasledné autofosforylaci. Signal je poté prenesen
na mobilni cytoplasmatické AHP1-AHPS5, které jsou vzapéti translokovany do jadra,

kde fosforyluji ARRs typu A nebo B.

AHK2, AHK3,
CRE1/AHK4

Obr. 8. Modifikovany model signalni kaskady cytokinini u A. thaliana. CK — cytokinin; P — fosfat; His
— histidin; Asp, A — aspartat; AHK — hisdin kinasovy receptor; AHP — histidin fosfotransferové proteiny;
ARRa — regulator odpovédi typu A; ARRs — reguldtor odpovédi typu B; CRF — faktory cytokininové
odpovédi; ER — endoplasmatické retikulum (Keshishian a Rashotte, 2015).
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Aktivované ARR typu B reguluji genovou expresi ARR typu A a mnoha jinych genu
zapojujicich se napfiklad do regulace vyvoje kofene a stonku, listové expanze
Ci senescence. Na druhou stranu fosforylované ARR typu A ovliviluji regulaci
cirkadialnich rytma ¢&i funkci fytochromu, a mimo jiné také funguji jako negativni zpétna
vazba pfi pfenosu cytokininového signalu na receptor (Ishida a kol., 2008). DalSim
negativni regulatorem cytokininové signalni drahy je také AHP6. Nedavno objevené
CRF jsou dopliikovou soucasti cytokininové signalni kaskady. Po aktivaci AHP jsou
translokovany z cytosolu do jadra, kde funguji jako transkripéni faktory a ovliviuji
expresi genl obdobnych jako ARR typu-B (To a Kieber, 2008).

V souCasné dobé jsou zndmy u A. thaliana tfi hybridni kinasové receptory
CRE1/AHK4, AHK2 a AHK3 (Hwang a kol., 2002, Inoue a kol., 2001, Suzuki a kol.,
2001). Schopnost cytokininovych receptord AHK3 a CRE1/AHK4 interagovat
s cytokininy byla ovéfena pomoci kompeti¢niho ligand-vazebného testu s 2-[*HJtZ
avin vivo ARR5::GUS receptorovém testu (Tab. 1). Z analyz vyplyva, Zze nejvétsi
afinitu k receptoru a schopnost aktivovat signalni drahu vykazovaly volné baze (tZ, iP)
a slabéji jejich ribosidy. NejaktivnéjSim aromatickym cytokininem byl mT nasledovany
BAP. Zatimco testované O- a N-cukerné konjugaty byly zcela neaktivni (Romanov a
kol., 2006, Spichal a kol., 2004).

Tab. 1. Substratova specifita cytokininovych receptori AHK3 a CRE1/AHK4. 2Schopnost cytokininu
se vazat na receptor CRE/AHK4 a AHK3 (Romanov a kol., 2006). "Relativni aktivita raznych cytokinin(i
zméfena pomoci in vivo ARR5:GUS receptorového testu (Spichal a kol, 2004).
tZ — trans-zeatin; tZR - trans-zeatinribosid; tZOG - trans-zeatin-O-glukosid; tZ7G — trans-zeatin-7-
glukosid; tZ9G - trans-zeatin-9-glukosid; iP — NS®-isopentenyladenin; iPR — N®-isopentenyladenosin;
Kin — kinetin; KinR — kinetinribosid; BAP — N®-benzyladenin; BAPR — N®-benzyladenosin; mT — meta-
topolin; mTR — meta-topolin-ribosid; nd - nestanoveno.

Zdanliva disocia¢ni konstanta Kp [nM]? ARR5::GUS relativni aktivita [%]°

CRE1/AHK4 AHK3 CRE1/AHKA4 AHK3
tZ 3,9 1,3 100,0 100,0
tZR 50 15 0,0 92,5
tZOG nd nd 0,0 0,0
tZ7G - - 0,0 0,0
tZ9G - - 0,0 0,0
iP 17 150 89,2 72,9
iPR 130 22300 10,0 10,1
Kin - - 2,5 23,8
KinR - - 0,0 5,0
BAP 300 1050 7,7 23,6
BAPR - - 0,0 4,0
mT - - 28,6 79,8
mTR - - 0,0 6,3
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2.2 Lokalizace a transport

Cytokininy jsou v rostlinach syntetizovany v mistech aktivniho déleni — kofenové Spi¢ce
a vrcholovych pupenech, a jelikoz neplsobi pouze lokalné, musi byt do mista pusobeni
premistény (Kudo a kol., 2010). Transport probiha pomoci vodivych pletiv, pfi¢emz tZ
vznikajici v kofenech je do vzrostnych vrchold transportovan xylémem ve formé
ribosidu, tak iP vytvarejici se ve vrcholovych pupenech je distribuovan pomoci floému
(Obr. 9).

floém

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Obr. 9. Transport tZ a iP vrostliné na dlouhé vzdalenosti. iP-nuk. — N&-isopentenyladeninové
nukleotidy; tZ-nuk. — trans-zeatinové nukleotidy (Kudo a kol, 2010).

Cytokininovy transport pfes plasmatickou membranu je vramci A. thaliana
umoznén pravdépodobné dvéma rodinami nespecifickych nizkoafinitnich transportnich
proteinl, a to purinovymi permeasami (PUP) a rovnovaznymi nukleosidovymi
transportéry (ENT) (Obr. 10). PUP jsou malé hydrofobni membranové proteiny, které
transportuji cytokininy symportem s protony. Transport tZ a iP je umoznén dvéma
proteiny (AtPUP1 a AtPUP2) z rodiny PUP (Burkle a kol., 2003). Zatimco jejich ribosidy
jsou pfemistovany pomoci rovnovaznych nukleosidovych transportér, konkrétné
ENT®6, ktery preferuje iP-typ ribosidu (Hirose a kol., 2008).

Vroce 2016 byla provedena studie na stanoveni hladin cytokininG v listech,
protoplastech a vakuolach u 45 dni starych rostlin A. thaliana (Jiskrova a kol., 2016).
V ramci tohoto experimentu bylo zjiSténo, Ze z celkového poctu cytokinind se

v extracelularnim prostoru nachazi 90 % z nich, dale 3 % v intracelularnim prostoru
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mimo vakuoly a zbyvajicich 7 % ve vakuolach. Z hlediska jednotlivych forem cytokininG
v extracelularnim prostoru prevazuji N-glykosidy (tZ a iP) a v mensi mife se zde
vyskytuji také O-glykosidy (tZ) a nukleotidy (iP). Uvnitf bunék tvofili majoritu ribosidy
(cZ a iP) a minoritni podil nukleotidy isoprenoidnich cytokininl. Ve vakuolach byly opét

nejvice zastoupeny N-glykosidy (tZ, iP a DHZ) a O-glykosidy (cZ a tZ).

90 % CK
O/N-glukosidy

i degradace ]
idaelggﬁydder' Dl A iPR, ZR H*\[ 74

Apoplast

7% CK
O/N-glukosidy

Mitochondrie

? . adenin. der.
degradace - der.
~ + aldehyd

Chloroplast é”
- , @@
I\ biosyntéza cZ ! 7
1+ CK O/N-GLU === CK O/N-GLU
: ?
UGTBSA i g.aLu
biosyntéza aktivace <
| > Volné
e VOTIOC2 oy gy
+ aldehyd degradace
UGT76C1 ¢k o/N-GLU
- - 3% CK
CK inaktivace baze a ribosidy

Obr. 10. Schéma distibuce cytokininii a jejich metaboliti v listech A. thaliana. CK — cytokininy;
CKX — cytokinindehydrogenasa (EC 1.5.99.12); cZ - cis-zeatin; ER — endoplasmatické retikulum;
iP - N®-isopentenyladenin; iPR - NS-isopentenyladenosin; tZ — trans-zeatin; tZR — trans-zeatinribosid
(Smehilova a kol., 2016).

2.3 Syntéza a biologicka aktivita N-glukosidu

Prvnim objevenym konjugatem cytokinind s cukernou jednotkou pfipojenou do pozice
N3 byl 6-benzylaminopurin-3-B-D-glukopyranosid. Tento N3-glukosid byl vyizolovan
jako minoritni forma spole¢né s N7- a N9-glukosidy ze sazenic fedkve seté (Raphanus
sativus), kterym byly odstranény kofeny, a které byly kultivovany s exogenné dodanym
BAP (Letham a kol., 1975). Izolovany N3-glukosid byl identifikovan na zakladé dat
z hmotnostni a UV-VIS spektrometrie. Jeho struktura byla dale potvrzena porovnanim
dat se synteticky pfipravenym N3-glukosidem. Reakce probihala zahfivanim BAP
s a-D-tetra-O-acetylglukopyranosylbromidem pfi 100 °C v N,N’-dimethylformamidu
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po dobu dvaceti hodin. Chranici skupiny (acetyly) byly nasledné odstranény

vymichanim v methanolickém amoniaku (Obr. 11).
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Obr. 11. Syntéza 6-benzylaminopurin-3-B-D-glukopyranosidu. a — DMF - N,N’-dimethylformamid;
100 °C, 20 h, methanolicky amoniak.

Na rozdil od N7- &i N9-isomer vykazoval N3-glukosid v fedkvickovém biotestu
vétsi schopnost podporovat rlst odstfizeného kotyledonu a nizSi stabilitu vuci
B-glukosidase. Dale byl pfi obdobném experimentu na sazenicich fedkve seté
(Raphanus sativus), které byly kultivovany s radioaktivné zna¢enym (z)-8-[**C]DHZ,
pozorovan kromé& N9- a N7-isomerl i vznik dihydrozeatin-3-D-glukopyranosidu
(Obr. 12) (McGaw a kol., 1984).

OH

Obr. 12. Struktura dihydrozeatin-3-B-D-glukopyranosidu.

N7-glukosidy odvozené od BAP a zeatinu, jenZ je znamy jako rafanatin, byly
poprvé uspésné nasyntetizovany v roce 1978. V ramci dané publikace byly zminény ftfi
metody, pficemz jednou z nich byla cyklizace pyrimidinového kruhu reakci 4-amino-5-
kyano-1-(tetra-O-acetyl-B-D-glukopyranosyl)imidazolu s  diethoxymethylacetatem
za refluxu a naslednou substituci v poloze C6 michanim s pfisluSnym aminem
v nadbytku (Obr. 13) (Cowley a kol., 1978).
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Obr. 13. Prvni metoda pripravy 6-benzylaminopurin-7-B-D-glukopyranosidu a 6-zeatin-7-B-D-
glukopyranosidu. a — diethoxymethylacetat, reflux, 5 h; b1 — MeOH, benzylamin, It; bo — MeOH, (E)-4-
amino-2-methylbut-2-en-1-ol acetat, EtsN, It.

Druhou metodou pfipravy 6-benzylaminopurin-7-B-D-glukopyranosidu byla rovnéz
dvoukrokova syntéza. Prvnim krokem byla reakce 6-chlorpurinu s acetobromglukosou
za pouziti dipolarniho rozpoustédla propylen karbonatu a uhliitanu draselného jako
baze. Vznikly  6-chlorpurin-7-B-D-tetra-O-acetylglukopyranosid byl  nasledné
chromatograficky oddélen od pfitomného N9-isomeru. Reakci s nadbytkem

benzylaminu byl michanim za laboratorni teploty pfipraven vysledny produkt (Obr. 14).

Cl
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Obr. 14. Druha metoda pripravy 6-benzylaminopurin-7-g-D-glukopyranosidu. a — acetobromoglukosa,
uhli¢itan draselny, propylen karbonat, 24 h; b — benzylamin, 48 h, ethanol, 3 h.

Ve stejném roce byl také pfipraven 6-benzylaminopurin-9-3-D-glukopyranosid.
Vychozi  slou€eninou byl  6-chlor-9-chlormerkuripurin, ke  kterému  byla
pfikapana acetobromglukosa v xylenu za vzniku 6-chlorpurin-9-tetra-O-acetyl-B-D-
glukopyranosidu, jenz byl nasledné michan v methanolickém amoniaku pfi 0 °C.
Poslednim krokem pak byla reakce vzniklého produktu s benzylaminem v butan-1-olu
za refluxu (Obr. 15).
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Obr. 15. Prvni metoda pfipravy 6-benzylaminopurin-9-8-D-glukopyranosidu. a — acetobromglukosa,
xylen, reflux, 2 h; b - NHz v MeOH, 0 °C, 3-5 h; ¢ - benzylamin, butan-1-ol, reflux, 1 h.

Dal$i moznou reakci, kterou byl pfipraven BAP glukosylovany v pozici N9, je pfima
konjugace 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-B-D-glukopyranosy s BAP za pouziti bis-(p-
nitrofenyl)hydrogenfosfatu a nasledna deacetylace pomoci methanolického amoniaku
(Obr. 16) (Hashizume a Yoshida, 1976).
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Obr. 16. Druha metoda pfipravy 6-benzylaminopurin-9-B-D-glukopyranosidu. a - bis-(p-
nitrofenyl)hydrogenfosfat, 190 — 200 °C, 45 min; NHz v MeOH, 0 °C.

Biologicka aktivita N3-, N7- a N9- BAP-glukosidu byla zjiStovana v amarantovém
testu, ktery je zalozen na indukci biosyntézy betacyaninu v odstfizenych kotydelonech
laskavce (Amaranthus tricolor) kultivovanych ve tmé (Letham a kol., 1983). N7-glukosid
byl ve v8ech méfenych koncentraci zcela neaktivni, zatimco N9-glukosid vykazoval
mirné zvySeni biologické aktivity az pfi nejvyssi testované koncentraci (cca 70 pmol/l).
Oproti tomu N3-glukosid byl aktivni jiz pfi koncentraci 0,1 ymol/l, pfiCemz v koncentraci
vySSi nez 10 ymol/l byla jeho aktivita vétsi nez u BAP.

Dale byl studovan vliv N-glukosidd na fotosynteticka barviva. V senescencnich
testech u listovych segmentd ovsa setého (Avena sativa) a nezralé fedkve seté

(Raphanus sativus) na zpomaleni degradace chlorofylu, a také na indukci biosyntézy
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chlorofylu v kotyledonech okurky seté (Cucumis sativus) (Gasque, 1982, Letham a kol.,
1983). Aktivita N3-glukosidu byla v senescencnich testech témér srovnatelna s BAP
na rozdil od N7-glukosidu, jenz byl zcela neaktivni. N9-glukosid byl taktéz neaktivni
ve vSech testech, kromé biotestu na listovych segmentech fedkve, kdy vykazoval
podobnou aktivitu jako BAP.
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Experimentalni ¢cast
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3 Materialy a metody

3.1 Chemikalie

Benzylamin, chlorid ciniCity, deuterovany dimethylsulfoxid, B-D-galaktosa, 3-D-glukosa
a MES hydrat byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich. Chloroform, triethylamin,
hydroxid sodny, methanol a pyridin byly dodany z firmy Penta. Ethyl-acetat, petrolether,
propan-1-ol, hydrogenuhli€itan sodny a bezvody siran sodny byly zakoupeny od firmy
Lach:Ner. Odfirmy VWR byly pouzity dichlormethan, deuterovany chloroform,
diethylether a N,N'-dimethylformamid. 7 mol/l amoniak v methanolu a dimethylsulfoxid
byl zakoupen od firmy Acros Organics, furfurylamin od firmy Fluka, 2,6-dichlor-9H-purin
od firmy Olchemim s.r.0, 33% bromovodik v kyseliné octové od firmy Riedel-de-Haén,
Murashige a Skoog zakladni smés soli (MS soli) a rostlinny agar od firmy Duchefa
Biochemistry B.V., acetonitril a sacharosa od firmy Merck. Nékteré vychozi aminy jako
3-(aminomethyl)fenol, 3-methoxybenzylamin hydrochlorid, 3-methylbut-2-en-1-amin
hydrochlorid a standardy cytokininGi NS8-benzyladenin, 2-chlor-N®-benzyladenin,
2-chlorkinetin, 2-chlor-N8-isopentenyladenin, 2-chlor-meta-methoxytopolin, 2-chlor-
meta-topolin byly pfipraveny v oddéleni Chemické biologie a genetiky Centra regionu
Hana.

Sucha rozpoustédla jako acetonitril a dichlormethan byla pfipravena destilaci nad
hydridem vapenatym, zatimco dimethylsulfoxid a N,N-dimethylformamid byl vysu$en
stanim nad aktivovanym 3 A molekulovym sitem (24 hodin, 300 °C) pod chlorkalciovou
zatkou po dobu nejméné 72 hodin (Bradley a kol., 2010).

2 MS médium pro kofenovy test rostlin (500 ml) se skladalo z MS soli (1,075 g);
MES hydratu (0,25 g); sacharosy (5 g) a rostlinného agaru (4 g), pficemz pH roztoku
bylo upraveno pomoci 5 mol/l KOH na hodnotu 5,7.

3.2 Biologicky material

Kofenovy test vybranych slou€enin byl provadén na semenech A. thaliana ekotyp

Columbia 8 dodanych Mgr. Markétou Pernisovou, Ph.D.

3.3 Metody

V8echny provedené reakce byly prubé&zné kontrolovany pomoci tenkovrstevné
chromatografie (TLC) na hlinikovych destickach potazenych silikagelem 60 F254

(Merck, US) a jako mobilni faze byly pouzity smési chloroform/methanol (9:1 nebo 4:1)

27



a petrolether/ethyl-acetat (1:1). Vizualizace byla provedena pomoci UV lampy (Camag,
Svycarsko) pfi vinové délce 254 nm a u nékterych latek byl vyuZit i barvici roztok
vanilinu (3,2 g vanilinu, 200 ml ethanolu, 1 ml konc. kyseliny octové, 2 ml konc.
kyseliny sirové) pro detekci cukernych jednotek.

Purifikace pfipravenych latek byla provadéna pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie ve sklenénych kolonach naplnénych silikagelem Davisil LC60A 40-63
Micron (Grace Davison Discovery Sciences, UK) za pouziti mobilni faze
chloroform/methanol s gradientem methanolu. Dale byly nékteré latky podrobeny
separaci pomoci reverzniho C18 silikagelu Davisil 633NC18E (Grace Vydac, USA)
a mobilni faze voda/methanol s gradientem methanolu.

Cistota pripravenych latek byla zji$téna pomoci vysokouginného kapalinového
chromatografu (HPLC Alliance 2690 Separations Module, Waters, Milford, MA, USA)
s kolonou C18 Symmetry (Waters, UK) o délce 150 mm a priméru 2,1 mm
s porovitosti 5 ym. Vzorky byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (1 mg/ml) a nafedény
pocateCni mobilni fazi na koncentraci 10 pg/ml. Na kolonu bylo nastfiknuto 10 pl
roztoku. Separace probihala gradientovou eluci (0 —90 % A; 25— 10 % A; 35 - 10 %
A; 36 — 90 % A; 45 — 10 % A) o prutoku 0,25 ml/min, pfi€éemz mobilni fazi tvofil
15 mmol/l mravenéan amonny o pH 4,0 a mobilni fazi B methanol. Detekce analytu
byla provedena UV-VIS detektorem s diodovym polem (PDA 2996, Waters, UK),
ktery méfil v rozmezi vinovych délek 210-400 nm.

Molekulova hmotnost (MS) pfipravenych latek byla ur€ena na hmotnostnim
spektrometru s hybridni analyzatorem doby letu QqTOF (Waters, UK), ktery se sklada
z kvadrupolu (Q), kolizni cely (q) a pruletového analyzatoru (TOF). Eluent byl veden
z HPLC do iontového zdroje (ESI), jenz byl vyhfivan na 120 °C. Napéti na kapilare bylo
nastaveno na 3 kV a na vstupni §térbiné na 20 V. K desolvataci dochazelo pfi 250 °C,
pficemz jako desolvacni i zmlzovaci plyn byl pouzit dusik. lonizace probihala
v pozitivnim modu (ESIY) a detekce ve FULLSCAN médu v rozmezi m/z 50-1000.

K charakterizaci pfipravenych peracetylovanych &i bromovanych sacharidu byla
vyuzita metoda GC/MS. Vzorky byly rozpustény v methanolu na koncentraci 1 mg/ml
a dale 1000x nafedény do hexanu. Takto pfipraveny roztok byl vobjemu 1 pl
nastfiknut na kolonu TRACE™ GC Ultra TR-1701 o rozmérech
30 mx0,25 mmx0,25 ym na plynovém chromatografu TRACE GC Ultra (Thermo
Scientific, USA). Analyza probihala za téchto podminek: teplota injektoru 200 °C,
splittess méd, teplotni gradient: 40 °C (1 min), gradient 10 °C/min, 260 °C (5 min),
teplota lineru 280 °C, prutok helia 1,2 ml/min. Eluenty byly dale analyzovany
v hmotnostnim spektrometru Finnigan Polaris Q (Thermo Scientific, USA) s iontovou

pasti a iontovym zdrojem v podobé narazu elektronu (El) s koliznim napétim 70 eV.
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Specificka opticka otacCivost byla méfena na polarimetru polAAr 3001 (Optical
Activity, UK). Vzorky byly rozpustény v dimethylsulfoxidu na vyslednou koncentraci
0,5 nebo 0,25 g/dl a méfeny pfi vinové délce 589 nm a teploté 25 °C.

Spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla ziskana na spektrometru
ECA-500 (Jeol, Japonsko) pfi frekvencich 500 MHz (*H) a 125 MHz (*3C). Vzorky byly
rozpustény v deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-ds) nebo v deuterovaném
chloroformu (CDCls) a chemické posuny byly kalibrovany na signal pouzitého
rozpoustédla: pro 'H rezidualni pik rozpoustédla DMSO-ds & = 2,49 ppm, CHCl;
d = 7,26 ppm a pro ¥C pik rozpoustédla DMSO-ds & = 39,5 ppm a CDCls
0 =77,0 ppm.

3.4 Syntéza

3.4.1 Syntéza prekurzort

K suspenzi B-D-glukosy nebo B-D-galaktosy (1 ekv.) v pyridinu (60 ml) byl pfi 0 °C
pod inertni atmosférou pfikapan acetanhydrid (11 ekv.) a reakce byla dale michana
24 hodin za laboratorni teploty (Obr. 17). Nasledné byla reakéni smés nalita do ledové
tFisté (600 ml). V pfipadé vzniku pevné latky nasledovala filtrace pevného podilu,
promyti vodou a poté vysuSeni pfi 50 °C. Pokud v3ak vznikl gel, byla vznikla smés
extrahovana do chloroformu. Spojené organické frakce byly poté promyty nasycenym
roztokem NaCl, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a zahustény na rotaéni vakuové

odparce. Nasledné byla peracetylovana galaktosa (2) precisténa krystalizaci z EtOH.

“OH
' ACzO
OH Pyridin,
0°C,24h

Obr. 17. Syntéza peracerylovanych sacharidii. 1 — penta-O-acetyl-glukosa; 2 — penta-O-acetyl-
galaktosa.
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K roztoku peracetylované [-D-glukosy ¢&i [B-D-galaktosy (12,8 mmol) v suchém
dichlormethanu (37,5 ml) byl za chlazeni pfikapan 33% bromovodik v kyseliné octové
(30 ml) (Obr. 18). Reakéni smés byla poté michana 1 hodinu pfi 0 °C a 3,5 h
za laboratorni teploty. Vysledna smés byla rozdélena mezi DCM a vodu, a poté byla
vodni faze re-extrahovana DCM. Spojené organické faze byly dale promyvany
nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného do dosazeni pH 8. Nasledné byly
promyty nasycenym roztokem NaCl, vysudeny bezvodym siranem sodnym, zahu&tény
za snizené teploty na rotacni vakuové odparce a uchovany pfi -20 °C (Floyd a kol.,
2009).

BrOY

.0

> o)

otk

Ao

0”0 Y

~0 o  33% HBryv kys. octové
O)J\ DCM, 0°C, 1 h, It, 3,5 h

Obr. 18. Bromace peracetylované D-glukosy a D-galaktosy. 3 — acetobromglukosa;
4 — acetobromgalaktosa.

3.4.2 Syntéza N9-glykosidu

Ksuspenzi 1 nebo 2 (2,56 mmol) a 2,6-dichlorpurinu (1,05 ekv.) a v suchém
acetonitrilu (12,4 ml) byl pod inertni atmosférou pfikapan chlorid ciniCity (2,5 ekv.)
(Obr. 19). Reakéni smés byla michana 24 h pfi 50 °C a poté zakoncentrovana
na rotaéni vakuové odparce. Nasledné byl odparek rozdélen mezi saturovany NaHCO3
a EtOAc. Spojené organické frakce byly promyty solankou, vysuSeny bezvodym
siranem sodnym a zahustény za snizeného tlaku na rotacni vakuové odparce. Vznikly
produkt byl precistén pomoci sloupcové kapalinové chromatografie a mobilni faze
chloroform/methanol s gradientem MeOH (100:1 — 80:1).
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Cl

Cl
N 2 N\ 1 nebo 2, SnCI4 . N 2 N\

50 °C, 24 h cl

Obr. 19. Glykosylace 2,6 — dichlorpurinu peracetylovanou glukosou a galaktosou do pozice N9.
5 — 2,6-dichlorpurin-tetra-O-acetylglukosid; 6 — 2,6-dichlorpurin-tetra-O-acetylgalaktosid.

Latka 5 nebo 6 (0,39 mmol) byla zahfivana s nadbytkem pfislusného aminu (1,2 ekv.)
a EtsN (2,5 ekv. pro 7, 8 a 5 ekv. pro 9, 10, 11, 12) v MeOH (3 ml) v tlakové ampuli
18 hodiny pfi 100 °C (Obr. 20). Reakéni smés byla nasledné zahusténa na rotaéni
vakuové odparce. Vznikly odparek byl purifikovan pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie a mobilni faze chloroform/methanol s gradientem MeOH (100:1 — 5:1).
Latka 10 byla také precisténa pomoci reverzniho C18 silikagelu s mobilni fazi
voda/methanol s gradientem MeOH (1:0 — 1:2).

R R
Cl BnNH, 30HBnNH, HN
N nebo FurNH,, Et;N o N
Y LY "
s o MeOH, PN .
c” °NT N \O{ 100 °C, 18 h ¢~ N OH
, 5 _
OH O~

0

0 /Eo "o OH

§< o§<o 9,10
5,6

OH

11, 12

Obr. 20. Nukleofilni substituce v pozici C6 reakci 2,6-dichlorpurin-tetra-O-acetylglykosidu
s pfislusnym aminem. 30HBNNH: - 3-(aminomethyl)fenol, FurNHz — furfurylamin.

Latka 5 nebo 6 (0,39 mmol) byla michana s nadbytkem pfislusného aminu (1,2 ekv.)
a EtsN (3 ekv. pro 15, 16 a 6 ekv. pro 13, 14) v n-PrOH (3 ml) v tlakové ampuli 4 hodiny
pfi 80 °C (Obr. 21). Reakéni smés byla nasledné zahu$téna na rotacni vakuové

odparce a vznikly odparek byl michan v 3,5 mol/l methanolickém amoniaku 18 hodin
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za laboratorni teploty. Po odpafeni byl produkt purifikovan pomoci sloupcové
kapalinové chromatografie a mobilni faze chloroform/methanol s gradientem MeOH
(100:1-5:1)

,R1 R1 ~

Cl 3MeOBNNH,*HCI nebo HN
iPNH*HCL EtN 2 | N\> 13, 14

n-PrOH, 80 °C, 4 h, )\\ N
Cl N OH
3,5 M NH3 v MeOH, 18 h o
OH ~

HO

OH 15,16

Obr. 21. Nukleofilni substituce v pozici C6 reakci 2,6-dichlorpurin-tetra-O-acetylglykosidu
s pfrislusnym aminem. 3MeOBNNH2*HCI - 3-methoxybenzylamin hydrochlorid; iPNH2*HCI — 3-methylbut-
2-en-1-amin hydrochlorid.

3.4.3 Syntéza N3-glykosidu

Smés Ne¢-benzyladeninu (1,66 mmol) a 3 nebo 4 (2,4 ekv.) vsuchém
N,N'-dimethylformamidu (4,2 ml) byla michana za inertni atmosféry pfi 100 °C po dobu
48 hodin (Obr. 22). Vysledna smés byla zahu$téna na rota¢ni vakuové odparce
a nasledné rozdélena mezi EtOAc a vodu. Spojené organické frakce byly poté promyty
nasycenym roztok NaCl, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a zahustény na rotaéni
vakuové odparce. Surovy produkt byl prec€istén pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie a mobilni faze chloroform/methanol s gradientem MeOH (100:1 — 5:1).
Dale byl produkt michan v 3,5 mol/l methanolickém amoniaku. Vzniklé latky 17 a 18
byly precistény pomoci sloupcové kapalinové chromatografie a mobilni faze
chloroform/methanol s gradientem MeOH (100:1 — 5:1) a nasledné i pomoci C18

silikagelu s mobilni fazi voda/methanol s gradientem MeOH (1:0 — 1:2).

HN HN

N7 N\ 3 nebo 4, DMF N N\

NP ) P
NT N 100 °C, 48h N~ N

OH OH 17,18

Obr. 22. Priprava N3-glykosidt reakci BAP s acetobromglukosou a acetobromgalaktosou.
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3.4.4 Syntéza N7-glukosidu

6-Chlorpurin (1,30 mmol) a uhli¢itan draselny (2,5 ekv.) byl michan v suchém
N,N’-dimethylformamidu (3 ml) po dobu 30 minut za laboratorni teploty. Nasledné byla
ke smési pfidana latka 3 (1,2 ekv.) a v3e bylo michano dal3ich 18 hodin (Obr. 23). Poté
byla opét pfidana latka 3 (1,2 ekv.) a reakce probihala 18 hodin. Vysledna smés byla
zahu$téna na rotaéni vakuové odparce a nasledné rozdélena mezi EtOAc a vodu.
Spojené organické frakce byly poté promyty nasycenym roztokem NaCl, vysuSeny
bezvodym siranem sodnym a zahustény na rotaéni vakuové odparce. Surovy produkt
byl pfecistén pomoci sloupcové kapalinové chromatografie a mobilni faze
chloroform/methanol s gradientem MeOH (100:1 — 80:1).

cl
N7 | N\> 3, K,CO;4 Cl
k\N DMF,18 h N7

N
H

Obr. 23. Glukosylace 6-chlorpurinu v pozici N7.

3.5 Biologické testovani

3.5.1 Korenovy test

Kofenovy test byl provadén na semenaccich A. thaliana ekotyp Columbia 8. Testované
latky (7-18) byly rozpustény v DMSO, pfidany do 2 MS média bez vitamin( a nality
za sterilnich podminek ve flowboxu na Petriho misky o rozmérech 12x12 cm.
Finalni koncentrace latek v médiu byly 0,1 pmol/l, 1 ymol/l a 10 pmol/l, pfi€¢emz obsah
DMSO byl v médiu do 0,1 %. Jako pozitivni kontroly byly pouzity odpovidaji volné baze
cytokinin(, a to N8-benzyladenin, 2-chlor-Né-benzyladenin, 2-chlorkinetin, 2-chlor-N°é-
isopentenyladenin, 2-chlor-meta-methoxytopolin a 2-chlor-meta-topolin. Negativni
kontrolou byl DMSO. Po zatuhnuti média byla na kultivacni desky nanesena semena
A. thaliana ve dvou Fadach po deseti a pro kazdou koncentraci byly pfipraveny
nejméné dvé desky. Synchronizace semen na deskach probihala ve tmé pfi 4 °C
po dobu dvou dni a nasledna kultivace ve fytotronu pfi 20 °C, 60% vzdusné vilhkosti
po dobu 6 dni v rezimd dlouhého dne (16 hodin svétlo, 8 hodin tma). Po ubé&hnuti
kultivacni doby byly Petriho misky s rostlinami nafoceny pomoci fotoaparatu (Canon

EOS 600D) a délka kofenu byla zméfena pomoci programu ImageJ verze 1.51j8.
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3.5.2 Kompeti¢ni cytokininovy receptorovy test

Schopnost vybranych slou€enin (7-18) interagovat s cytokininovymi receptory AHK3
a CRE1/AHK4 z A. thaliana byla zjiStovana v kompeti¢nim ligand-vazebném testu,
ktery byl proveden podle modifikovaného protokolu dostupného na severu Aesculab
(Aesculab 1). Latky byly rozpudtény v DMSO a otestovany ve finalni koncentraci

20 pymoll, pfi€emz jako pozitivni kontrola byl pouZit tZ a jako negativni kontrola DMSO.

3.5.3 Cytotoxicita

U sloucenin (7-18) byla zjistovana in vitro toxicita na nenadorovych lidskych bunéénych
liniich HaCat (imortalizované kozni keratinocyty, RRID:CVCL_0038), BJ (kozni
fibroblasty, ATCC: CRL-2522) a APRE-19 (imortalizované buriky sitnicového epitelu
ATCC: CRL-2302). Uginky testovanych sloudenin v 6 koncentracich (maximalni
koncentrace 100 pymol/l) byly hodnoceny po 72 h od pfidani latek do media. DMSO
slouzil jako negativni kontrola. Vyhodnoceni bylo provedeno fluorimetricky pomoci

resazurin redukéniho testu pfi vinovych délkach ex = 570 nm, em = 610 nm.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Syntéza

Syntetickym cilem této diplomové prace bylo nalezeni vhodné metodologie
pro pfipravu cukernych konjugatl cytokinind, jenz budou mit cukernou jednotku
(glukosu nebo galaktosu) pfipojenou na dusikovych atomech v pozici N3, N7 nebo N9
purinového skeletu. Pro syntézu byly vybrany pfevazné aromatické cytokininy,
jelikoz jsou snaze pfipravitelné a vykazuji vysokou biologickou aktivitu,
pfestoze se nevazou na cytokininové receptory v takové mife jako isoprenoidni
cytokininy (Dolezal a kol., 2006).

Modifikace dusikovych atomu purinového heterocyklu ve vétSiné pfipadul
neprobiha selektivné a dochazi ke vzniku smési isomeru, jejichz pomér zavisi
na reakcénich podminkach. Pro zvySeni vytézkd konkrétniho isomeru je nutné zvolit
vhodnou reakéni sekvenci (Mik, osobni sdéleni). K pfipravé N9-glykosida byl vybran
nasledujici postup —  Vorbriggenova reakce mezi  2,6-dichlorpurinem
a peracetylovanym sacharidem katalyzovana Lewisovou kyselinou (chlorid cinigity),

nukleofilni substituce v pozici C6 a deprotekce acetylovych chranicich skupin (Obr. 24).

Br

_R2 \OAc 2 _R?
HN 0 HN/R HN
SN OAc
v pozici C6 NTX N\> OAcOAc > deprotekce A N>
kN/ N H.-J. reakce k k
H . 3
R! R
Br N3-glykosid
\OA .R? _R?
cl ° HN R HN™ g3
1 1
OACOAC v pOZICI Cc6 N N deprotekce N™~ N
)\ > H.-J. reak k / L ? L %
CIH eeree N7 TN N~ N
N7-glykosid
OAc gl
\OA
0 ¢ ¢l R
OAc N
OAcOAc INE | \> v p02|0| C6 > deprotekce
\
Vor. reakce )\\ )\ >
cli” °NT N 1 )\
R R3
N9-glykosid

R’ R2 3
H/OH/OMe
o . \OAc z o ‘\OH
HO
c0 OAc OH
OAc OH

Obr. 24. Reakéni schéma pro pripravu cytokininovych N3-, N7- a N9-glykosidd. Sn — nukleofilni
substituce; H.-J. — Hilbert-Johnsonova reakce; Vor. - Vorbriiggenova reakce.
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Dale pro vznik N7-glykosidi byla zvolena Hilbert-Johnsonova reakce 6-chlorpurinu
s acetobromglukosou v pfitomnosti uhli¢itanu draselného jako baze s naslednou
nukleofilni substituci v pozici C6 a deprotekci chranicich skupin. Hilbert-Johnsonova
metoda byla také vybrana pro pfipravu N3-glykosidl, ovSem v tomto pfipadé reagoval
pfimo BAP s acetobromsacharidem bez pouziti baze.

Prvnim krokem v ramci N-glykosylace byla tedy pfiprava vhodnych prekurzor(,
konkrétné peracetylované glukosy (1) a galaktosy (2). Syntéza spocivala v ochranéni
hydroxylovych skupin pomoci acetanhydridu v pfitomnosti pyridinu, ktery byl pouzit
zaroven jako rozpoustédlo a baze (Zhang a Vasella, 2007). V pfipadé glukosy byl
vytézek 94 %, zatimco u galaktosy byl pouze 51 %, coz zpusobila obtizna krystalizace
(Tab. 2). Pro naslednou Hilbert-Johnsonovu reakci byly potfeba acetobromsacharidy,
které byly pfipraveny reakci 1 a 2 s 33% bromovodikem v kyseliné octoveé podle
publikace Floyd a kol, 2009.

Tab. 2. Pfehled pfipravenych prekurzort pro N-glykosylaci a jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti.
GC — plynova chromatografie; a3’ — specificka opticka otagivost.

Latka Vytézek [%] GC [min] 25 [°]
1 93,8 19,91 108,2
2 51,4 19,83 115,0
3 77,4 20,08 178,6
4 93,6 20,07 169,8

(2S,3R,4S,5R,6R)-6-(acetoxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2,3,4,5-tetrayl
tetraacetat (1)
/g Bila pevna latka.
o hx Sumarni vzorec: Ci6H22011.
. T TO( Vytszek (%): 93,8,

T /?\\O o25 (°): 108,2 (c = 0,5 g/dl).

Y GC reten¢ni ¢as (min): 19,91.

EI*-MS m/z: 73,0; 81,1; 97,0; 98,0; 114,8; 139,7; 168,7; 181,8; 198,7; 199,6; 210,8.
H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,97 (s, 3H); 1,98 (s, 3H); 1,99 (s, 3H); 2,00 (s,
3H); 2,17 (s, 3H); 3,98-4,02 (m, 1H); 4,13-4,18 (m, 2H); 5,00 (dd, J = 10,4; 3,7 Hz, 1H);
5,07 (t, J =9,8 Hz, 1H); 5,32 (t, J = 9,9 Hz, 1H); 6,16 (d, J = 3,7 Hz, 1H).
13C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) d (ppm): 20,29; 2x20,34; 20,51; 20,65; 61,26; 67,36;
68,70; 2x69,17; 88,23; 169,00; 169,15; 169,58; 169,68; 170,04.
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(2S,3R,4S,5S,6R)-6-(acetoxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2,3,4,5-tetrayl
tetraacetat (2)
/R Bila pevna latka.
Q \8 Sumarni vzorec: C16H2,011.
OTO 0 "OWO( Vytézek (%): 51,4.
ad® (°): 115,0 (c = 0,5 g/dI).

OYO /&o GC retencni ¢as (min): 19,83.
El*-MS m/z; 73,0; 81,0; 97,0; 98,0; 114,8; 139,8; 157,9; 168,8; 198,7; 199,8; 330,8.
H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,95 (s, 3H); 1,97 (s, 3H); 1,99 (s, 3H); 2,12 (s,
3H); 2,15 (s, 3H); 3,98-4,05 (m, 2H); 4,43 (t, J = 6,7 Hz, 1H); 5,09 (dd, J = 11,0; 3,7 Hz,
1H); 5,27 (dd, J = 11,0; 3,4 Hz, 1H); 5,41 (dd, J = 3,4; 1,2 Hz, 1H); 6,21 (d, J = 3,7 Hz,
1H).
13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 20;32, 20;36, 20;38, 20;51, 20;61, 61;10,
66,20, 66,75, 67;39, 68;38, 88;71, 169;10, 169;54, 169;83, 169;88, 169;95.

(2S,3R,4S,5R,6R)-2-(acetoxymethyl)-6-bromotetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triyl|
triacetat (3)

BrOY Bila pevna latka.
o0 o Sumarni vzorec: C14H19BrOg.
0 o Vytdzek (%): 77,4,
© O%(é o2 (°): 178,6 (c = 0,5 g/dl).

GC reten¢ni ¢as (min): 20,08.
ElI*-MS m/z: 81,0; 97,0; 109,0; 126,9; 138,8; 167,8; 168,9; 210,8.
'H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 2,03 (s, 3H); 2,05 (s, 3H); 2,09 (s, 3H); 2,10 (s,
3H); 4,12 (dd, J = 12,4; 1,7 Hz, 1H); 4,28-4,34 (m, 2H); 4,83 (dd, J = 9,9; 4,1 Hz, 1H);
5,16 (t, J = 9,8 Hz, 1H); 5,55 (t, J = 9,8 Hz, 1H); 6,61 (d,J = 4,3 Hz, 1H).
13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 20,54; 20,61; 20,63; 20,66; 60,91; 67,13; 70,12;
70,57; 72,10; 86,53; 169,45; 169,79; 169,84, 170,49.

(2S,3S,4S,5R,6R)-2-(acetoxymethyl)-6-bromotetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triyl
triacetat (4)

BrOY

20 4 Sumarni vzorec: C14H19BrOso.

Bila pevna latka.
o}
0 oA VytdZek (%): 98,6.
o OYO ad® (°): 169,8 (c = 0,5 g/dI).
GC retencni ¢as (min): 20,07.
ElI*-MS m/z: 81,0; 97,0; 109,0; 126,9; 138,8; 167,8; 168,9; 210,8.
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'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 2,01 (s, 3H); 2,06 (s, 3H); 2,11 (s, 3H); 2,15 (s,
3H); 4,11 (dd, J = 11,6; 6,7 Hz, 1H); 4,18 (dd, J = 11,6; 6,4 Hz, 1H); 4,48 (t, J = 6,7 Hz,
1H); 5,04 (dd, J = 10,7; 4,0 Hz, 1H); 5,40 (dd, J = 10,7; 3,4 Hz, 1H); 5,51 (g, J = 1,5 Hz,
1H); 5,51 (q, J = 1,5 Hz, 1H); 6,69 (d, J = 4,0 Hz, 1H).
13C NMR (125 MHz, CDCIz) & (ppm): 20,54; 20,57; 20,62; 20,73; 60,80; 66,93; 67,72;
67,95; 71,00; 88,06; 169,77; 169,90; 170,07; 170,33.

DalSim krokem byla N9-glykosylace 2,6-dichlorpurinu s1 nebo 2 katalyzovana
chloridem ciniCitym za vzniku 5 a 6 s vytéZzky 42 %, respektive 36 %. Tato reakce byla
provedena pomoci modifikovaného protokolu Hocek a kol., 2006 a nasledovala ji
nukleofilni substituce pFislusnym aminem v pozici C6. Pfi pouZiti methanolu jako
rozpoustédla byl pfi monitorovani prabéhu reakci pozorovan na TLC vznik polarnéjsich
latek, svédcicich o postupné deprotekci cukerné jednotky. Reakce probihala pfi 100 °C
18 hodin, ¢imz se dosahlo uplného odstranéni chranicich skupin. Na druhou stranu,
pokud byl pouZit n-propanol jako rozpoustédlo a reakce probihaly pfi 80 °C,
po 4 hodinach doSlo k uplnému odreagovani vychozi latky (5 a 6), ale nedochazelo
k odchranéni acetyld. Deprotekce byla uskute¢néna az vymichanim sloucenin

v 3,5 mol/l methanolickém amoniaku (Tab. 3).

Tab. 3. Prehled pripravenych N9-glykosidi a jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti.

Glu — glukosa; Gal - galaktosa; BnNH — benzylamino-; FurNH - furfurylamino-;
30HNH —  3-hydroxybenzylamino-; 3MeONH — 3-metoxybenzylamino-; iPNH -
isopentenylamino-; a® — specificka opticka otacivost.
Latka N9  C2 cé Vy[t(ii]ek [n,'fiEL/f/O] E[,\SA'+H'V]'S "[‘Z"]s

5 Glu -Cl Cl- 42,0 23,10/96,3 540,5* -

6 Gal -Cl 36,4 23,10/97,3 540,5* -

7 Glu -Cl BnNH- 74,1 17,34 /99,9 4221 6,8

8 Gal -Cl 43,8 17,01/99,9 422,3 14,0

9 Glu -Cl FurNH- 62,0 18,50/98,2 412,7 8,4

10 Gal -Cl 13,9 18,15/99,0 412,7 13,6

11 Glu -Cl  30HNH- 58,3 18,60/99,0 438,8 4,8

12 Gal -Cl 76,7 13,44 /99,9 438,3 9,6

13 Glu -Cl 3MeONH- 14,6 21,53/94,9 452,8 2,0

14 Gal -Cl 66,1 21,25/99,9 452,8 19,6

15 Glu -Cl iPNH- 60,8 22,00/97,4 400,7 7,4

16 Gal -Cl 51,0 22,38/99,1 400,7 25,2

e

Z hlediska purifikace finalnich latek se jako vhodnéjsi jevi pouziti n-propanolu a

niz8i reakCni teploty, jelikoZz pfi extrakci intermediatu do EtOAc dochazi k pfechodu
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nezreagovanych vychozich amini a soli do vody, ¢imz dojde k ¢aste¢né purifikaci
latek. Vytézky reakci se pohybuji od 14 - 77 %, pficemz nizké vytézky jsou zplsobeny
obtiznou purifikaci, nikoli neodreagovanim vychozi latky.

N3-glykosidy (17 a 18) byly pfipravovany podle postupu uvedeného v publikaci
Letham a kol., 1975. Pfi dodrzeni reakénich podminek bylo po uplynuti 20 hodin
pozorovano na TLC velké mnozstvi vychozi latky, proto bylo zvySeno mnozstvi
alkyla¢niho ¢&inidla a prodlouzena doba reakce na dvojnasobek. Ani po uplynuti této
doby nedo$lo k uplnému odreagovani BAP, pfesto byla reakéni smés zpracovana.
Pfi purifikaci byly vyizolovany dvé frakce, pfiCemz polarnéjsi z nich byla tvofena
N3-isomerem a druhou byl pravdépodobné& N9-isomer. Podle HPLC-MS bylo zjisténo,
Ze pfi reakci nedoslo k odstranéni acetyll, tudiz byly slou¢eniny vymichany v 3,5 mol/l
methanolickém amoniaku. VytéZky reakci jsou velmi nizké (10,5 % a 17,4 %), coz je
zpusobeno predevsim vznikem N9-glykosidu a obtiznou purifikaci (Tab. 4). U produktt
17 a 18 byly po rozpusténi v DMSO-ds zméfeny NMR spektra, pfiéemz v nich byly
pozorovany dvé tautomerni formy v poméru pfiblizné 2,5:1. Chemické posuny obou
tautomer( odpovidaly pfipravenym latkam a pfipojeni cukerné jednotky na N3 atom
purinového heterocyklu bylo potvrzeno pomoci 2D experimentl. Ziskana data byla
porovnana s chemickymi posuny pro BAP3G uvedenymi v publikaci (Vicha a kol.,
2010), které odpovidaji tautomerni formé ve vétSim zastoupeni. Autofi vSak neuvadeéji

pritomnost dvou tautomernich forem.

Tab. 4. Pfehled pFipravenych N3-glykosidu a jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Glu — glukosa,;
Gal — galaktosa; BnNH — benzylamino-; a3® — specificka opticka otagivost.

. Vytézek HPLC ESI*-MS o2’
Latka N3 C2 Cé (o] (min 7 % IM+H]* x
17 Glu ‘H  BnANH- 105 18,66 / 99,9 388,7 5,6
18 Gal -H 17,4 11,38/ 95,6 388,6 7.8

V ramci syntetické ¢asti byla také snaha pfipravit N7-glukosid. Jako prvni krok byla
zvolena reakce 6-chlorpurinu s 3 v pfitomnosti uhliitanu draselného jako baze.
Pfi kontrole reakce pomoci TLC vSak bylo pozorovano velké mnozstvi neodreagované
vychozi latky. Z tohoto divodu byla prodlouzena reakéni doba a byla znovu ve stejném
mnozstvi pfidana acetobromglukosa (3). Po extrakci do EtOAc a nasledné
chromatografické purifikaci byly ziskany dvé frakce, pfi¢emz ani v jedné z nich nebyla
nalezena latka s pozadovanou molekulovou hmotnosti, ani jeji patficné fragmenty
odpovidajici napfiklad ztraté acetyld. Tudiz metoda nebyla dale nijak optimalizovana
a od syntézy N7-isomeru se odstoupilo. Podobnou reakci v8ak publikoval v roce 1978

Cowley a kol., ovSem v ni byl jako rozpoustédlo pouZit propylen karbonat a vytéZzek
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v jejich pfipadé byl 14 %. Z tohoto divodu by bylo vhodné v budoucnu vyzkous$et pro

tuto reakci i jina rozpoustédla.

(2R,3R,4S,5R,6R)-2-(acetoxymethyl)-6-(2,6-dichlor-9H-purin-9-yhtetrahydro-2H-
pyran-3,4,5-triyl triacetat (5)

cl Bila pevna latka.
N7 | N\> Sumarni vzorec: C19H20CI2N4Os.
SN O Vytezek (%): 42,0.

‘\\O{ HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 23,10; 96,3.

/9 ESI*-MS m/z: 540,497 [M+Na]".

el Ya | |

§< o§< 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,71 (s, 3H); 1,97 (s,
3H); 1,98 (s, 3H); 2,03 (s, 3H); 4,10 (d, J = 3,7 Hz, 2H);

4,45-4,42 (m, 1H); 5,23 (t, J = 9,8 Hz, 1H); 5,66 (t, J = 9,5 Hz, 1H); 5,78 (t, J = 9,3 Hz,

1H); 6,35 (d, J = 9,2 Hz, 1H); 9,08 (s, 1H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 19,94; 20,26; 20,44; 20,54; 61,69; 67,44;

70,39; 71,73; 73,21; 79,24; 130,38; 146,42; 150,24; 151,72; 153,03; 169,06; 2x169,48;

170,04.

(2R,3S,4S,5R,6R)-2-(acetoxymethyl)-6-(2,6-dichlor-9H-purin-9-yl)tetrahydro-2H-
pyran-3,4,5-triyl triacetat (6)

cl Bila pevna latka.
N% | N\> Sumarni vzorec: C19H20CI2N4Oo.
SN o Vytézek (%): 36.4.

"\\O% HPLC retencni Cas, Cistota (min; %): 23.10; 97,34.
Q ESI*-MS m/z: 540,475 [M+Na]*.
o=° o) )QO . :
Q{ oﬁ H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,75 (s, 3H): 1,95 (s,
3H); 1,97 (s, 3H); 2,22 (s, 3H); 4,01 (dd, J = 11,0, 7,3 Hz, 1H);
4,13 (dd, J = 11,5, 5,0 Hz, 1H); 4,64 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 5,41 (s, 1H); 5,56 (dd,
J=19,9, 2,6 Hz, 1H); 5,70 (t, J = 9,6 Hz, 1H); 6,25 (d, J = 9,2 Hz, 1H); 9,00 (s, 1H).
13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 19,98; 20,35; 20,41; 20,49; 61,50; 67,08;
67,85; 70,17; 72,86; 80,30; 130,55; 146,38; 150,34; 151,67; 153,08; 169,22; 169,48;
169,93; 170,06.

40



(2R,3R,4S,5S,6R)-2-[6-(benzylamino)-2-chlor-9H-purin-9-yl]-6-
(hydroxymethyhtetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (7)

15 Bila pevna latka.
16 14
Sumarni vzorec: C1gH20CINsOs.
17 13
12 Vytézek (%): 74,1.

ad® (°): 6,8 (c = 0,5 g/dl).

HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 17,34; 99,9.

ESI*-MS m/z: 422,1 [M+H]".

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,23 (s, 1H, -H%);
3,34-3,42 (m, 3H, -H%, -H®, -H®%); 3,70 (t, J = 5,0 Hz, 1H, -H®);
3,91 (d, J = 5,5 Hz, 1H, -H?); 4,58 (s, 1H, -OH®); 4,64 (s, 2H,
-H); 5,15 (d, J = 5,2 Hz, 1H, -OH%); 5,29-5,35 (m, 3H, -HY, -OH?, -OH?®); 7,22 (d,
J =55 Hz, 1H, -H¥); 7,30 (t, J = 6,9 Hz, 4H, -H3, -H -H% -HY); 8,38 (s, 1H, -H®);
8,86 (s, 1H, -H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 43,12 (C'?); 60,90 (C®); 69,73 (C*); 71,39
(C?); 77,01 (C?); 80,04 (C®%); 82,90 (C"); 118,12 (C®); 126,84 (C*®); 127,21 (C, C¥);
128,32 (C*3, C17); 139,24 (C*?); 140,39 (C?®); 150,15 (C*; 153,24 (C?); 154,93 (C°).

(2R,3R,4S,5R,6R)-2-[6-(benzylamino)-2-chlor-9H-purin-9-yl]-6-
(hydroxymethyltetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (8)

15 Bila pevna latka.
16 14
Sumarni vzorec: C1gH20CINsOs.
17 13
12 VytéZzek (%): 43,8.

ad® (°): 14,0 (c = 0,5 g/dI).

HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 17,01; 99,9.

ESI*-MS m/z: 422,3 [M+H]".

'H NMR (500 MHz, DMSO-de) & (ppm): 3,45-3,58 (m, 3H, -H?,
-H%); 3,70 (t, J = 6,0 Hz, 1H, -H%); 3,75 (q, J = 3,0 Hz, 1H,
-H*); 4,08-4,11 (m, 1H, -H?); 4,57 (d, J = 6,1 Hz, 1H, -OH*);
4,63-4,68 (m, 3H, -OH®, -H); 5,02 (d, J = 5,5 Hz, 1H, -OH®); 5,22 (d, J = 5,8 Hz, 1H,
-OH?); 5,31 (d, J = 9,2 Hz, 1H, -H"); 7,20-7,23 (m, 1H, -H*®); 7,28-7,31 (m, 4H, -H*3,
-H4, -H6, -H"); 8,33 (s, 1H, -H?®); 8,88 (t, J = 6,1 Hz, 1H, -H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43,12 (C); 60,47 (C®); 68,61 (C*); 69,11
(C?); 73,74 (C?); 78,47 (C%); 82,91 (C"); 117,90 (C®); 126,83 (C*®); 127,20 (C*, C*);
128,32 (C*3, C'7); 139,25 (C'?); 139,87 (C?®); 150,23 (C*); 153,31 (C?); 154,94 (C°).
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(2R,3R,4S,5S,6R)-2-{2-chlor-6-[(furan-2-yImethyl)amino]-9H-purin-9-yl}-6-
(hydroxymethyhtetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (9)

- Zluta pevna latka.
16 \_o 15 Sumarni vzorec: C16H18CINsOs.
. Vytezek (%): 62,0.

ad® (°): 8,4 (c = 0,5 g/dl).

HPLC retenéni ¢as, Cistota (min; %): 18,50; 98,2.

ESI*-MS m/z: 412,7 [M+H]".

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 3,20-3,25 (m, 1H, -H*);
3,37-3,44 (m, 3H, -H?, -H%, -H'"); 3,69 (dd, J = 10,4, 5,8 Hz, 1H,
-H™); 3,91 (td, J = 9,0; 5,8 Hz, 1H, -H?); 4,58-4,63 (m, 3H, -H?,
-H%); 5,16 (d, J = 5,5 Hz, 1H, -OH*); 5,30-5,36 (m, 3H, -H", -OH?, -OH®); 6,26 (d,
J = 3,1 Hz, 1H, -H%); 6,37 (s, 1H, -H'%); 7,55 (q, J = 0,8 Hz, 1H, -H*®); 8,38 (s, 1H, -H?);
8,77 (s, 1H, -H¥).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 36,71 (C*); 60,90 (C®); 69,74 (C*); 71,40
(C?); 77,02 (C®); 80,07 (C®); 82,91 (C'); 107,10 (C*); 110,55 (C*); 118,23 (C®);
140,53 (C?); 142,06 (C™); 150,28 (C*); 152,05 (C'?); 153,13 (C?); 154,75 (C5).

(2R,3R,4S,5R,6R)-2-{2-chlor-6-[(furan-2-ylmethyl)amino]-9H-purin-9-yl}-6-
(hydroxymethytetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (10)

15 14 Bila pevna latka.
16 R0 13 Sumarni vzorec: C16H18CINsOs.
12 .
10 L1 Vytézek (%): 13,9.

HN
25 (°): 13,6 (c = 0,25 g/dl).

)\N | N\>98 HPLC retenéni ¢as, Cistota (min; %): 18,15; 99,0.

Y OH ESiMS miz: 412,7 [M+H] .
IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,44-3,58 (m, 3H, -H?,
-H®); 3,70 (t, J = 6,3 Hz, 1H, -H®); 3,75 (dd, J = 5,2; 3,4 Hz, 1H,
-H%); 4,11 (td, J = 9,2; 5,6 Hz, 1H, -H?); 4,57-4,64 (m, 3H, -H,
-OH%): 4,67 (t, J = 5,5 Hz, 1H, -H°); 5,03 (d, J = 5,2 Hz, 1H, -OH?®); 5,23 (d, J = 5,2 Hz,
1H, -OH?); 5,31 (d, J = 9,5 Hz, 1H, -H"); 6,26 (s, 1H, -H); 6,37 (s, 1H, -H%); 7,55 (q,
J=0,9 Hz, 1H, -H): 8,33 (s, 1H, -H®); 8,78 (t, J = 5,5 Hz, 1H, -H).
13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 36,71 (C1); 60,48 (C®); 68,62 (C*); 69,11
(C?); 73,75 (C%); 78,50 (C®); 82,94 (C'); 107,07 (C'); 110,54 (C'); 118,01 (C);
140,01 (C8); 142,05 (C*); 150,36 (C*); 152,05 (C'?); 153,19 (C?); 154,75 (C°).
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(2R,3R,4S,5S,6R)-2-{2-chlor-6-[(3-hydroxybenzyl)amino)-9H-purin-9-yl}-6-
(hydroxymethyhtetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (11)

. L OH Bila pevna latka.
Sumarni vzorec: C1gH20CIN5Os.
17 13
12 Vytézek (%): 58,3.

ad® (°): 4,8 (c=0,5 g/dl).

HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 18,60; 99,0.

ESI*-MS m/z: 438,8 [M+H]".

H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 3,20-3,25 (m, 1H, -H%);
3,37-3,45 (m, 3H, -H%, -H%, -H®); 3,70 (dd, J = 10,2; 5,7 Hz, 1H,
-H); 3,92 (td, J = 8,9; 5,9 Hz, 1H, -H?); 4,56-4,60 (m, 3H, -H,
-OH®); 5,15 (d, J = 5,8 Hz, 1H, -OH*); 5,30 (d, J = 4,9 Hz, 1H, -OH?%); 5,33 (d,
J=9,5Hz, 1H, -OH?); 5,36 (d, J = 5,8 Hz, 1H, -H"); 6,59 (dd, J = 7,9; 1,5 Hz, 1H, -H'");
6,69 (s, 1H, -H*®); 6,72 (d, J = 7,6 Hz, 1H, -H); 7,08 (t, J = 7,8 Hz, 1H, -H®); 8,38 (s,
1H, -H?®); 8,81 (t, J = 6,3 Hz, 1H, -H); 9,30 (s, 1H, -OH).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 42,94 (C*); 60,91 (C®); 69,75 (C*); 71,38
(C?); 77,03 (C?); 80,05 (C®); 82,88 (C"); 2x113,74 (C*3, C*"); 117,70 (C™); 118,10 (C®);
129,30 (C*%); 140,36 (C8); 140,70 (C*?); 150,15 (C*); 153,30 (C?); 154,98 (C°); 157,37
(C*).

(2R,3R,4S,5R,6R)-2-{2-chlor-6-[(3-hydroxybenzyl)amino]-9H-purin-9-yl}-6-
(hydroxymethyhtetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (12)

; s OH Svétle zluta pevna latka.
1 . Sumarni vzorec: C1gH20CIN5Os.
7

12 Vytézek (%): 76,7.

ad® (°): 9,6 (c = 0,5 g/dl).

HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 13,44; 99,9.

ESI*-MS m/z: 438,3 [M+H]".

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 3,45-3,52 (m, 2H, -H°);
3,56 (dd, J =9,3; 3,2 Hz, 1H, -H?%); 3,70 (t, J = 6,0 Hz, 1H, -H);
3,75 (s, 1H, -H%); 4,11 (t, J = 9,2 Hz, 1H, -H?); 4,57 {(t,
J =7,2 Hz, 3H, -H*, -OH®); 4,68 (s, 1H, -OH*); 5,06 (s, 1H, -OH%); 5,25 (s, 1H, -OH?);
5,31 (d, J = 9,2 Hz, 1H, -H"); 6,59 (dd, J = 7,9, 1,8 Hz, 1H, -H%); 6,69 (s, 1H, -H3);
6,73 (d, J = 10,1 Hz, 1H, -H'"); 7,08 (t, J = 7,6 Hz, 1H, -H*); 8,34 (s, 1H, -H?®); 8,83 (t,
J =6,3 Hz, 1H, -H); 9,32 (s, 1H, -OH).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 42.94 (C*), 60.50 (C?), 68.64 (C*), 69.10
(C?), 73.76 (C®), 78.49 (C%), 82.91 (C%), 113.74 (C®), 117.68 (C¥), 117.90 (C®),
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129.12 (C'5), 129.29 (C1%), 139.84 (C?), 140.70 (C%2), 150.24 (C%), 153.37 (C?), 154.99
(CP), 157.37 (C™4).

(2R,3R,4S,5S,6R)-2-{2-chlor-6-[(3-methoxybenzyl)amino]-9H-purin-9-yl}-6-
(hydroxymethyhtetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (13)

15 18 Bila pevna latka.

16 14 O\
9 Sumarni vzorec: C19H2>CINsOs.
17 13
; f Vytézek (%): 14,6.

a2’ (°): 2,0 (c = 0,25 g/dl).

HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 21,53; 94,9.

ESI*-MS m/z: 452,8 [M+H]".

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,22-3,23 (m, 1H,
-H*); 3,40-3,44 (m, 3H, -H¥, -H% -H%); 3,71 (s, 4H, -H®,
-H®); 3,90-3,92 (m, 1H, -H?); 4,60 (s, 3H, -H, -OH®); 5,15 (d, J = 4,9 Hz, 1H, -OH*);
5,30-5,35 (m, 3H, -OH", -OH?, -OH®); 6,79 (d, J = 7,3 Hz, 1H, -HY); 6,88 (d,
J =7,0 Hz, 1H, -H¥); 6,91 (s, 1H, -H®); 7,21 (t, J = 7,6 Hz, 1H, -H®); 8,38 (s, 1H, -H?);
8,85 (s, 1H, -H™X).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43,12 (C'); 54,96 (C'); 60,91 (C®); 69,74
(C*); 71,40 (C?); 77,01 (C?); 80,05 (C%); 82,93 (C"); 112,17 (C'"); 113,09 (C™); 118,14
(C%; 119,41 (C'®); 129,42 (C); 140,43 (C?); 140,84 (C%); 150,17 (C%; 153,23 (C?);
154,92 (C®); 159,25 (C4).

(2R,3R,4S,5R,6R)-2-{2-chlor-6-[(3-methoxybenzyl)amino]-9H-purin-9-yl}-6-
(hydroxymethyDtetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (14)

5 18 Bila pevna latka.
16 140 L.
19 Sumarni vzorec: C19H22CINsOg
NG Vytézek (%): 66,1.

adS (°): 19,6 (c = 0,25 g/dI).

HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 21,25; 99,9.

ESI*-MS m/z: 452,8 [M+H]".

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,46-3,58 (m, 3H, -H°,
-H%); 3,69-3,71 (m, 4H,-H*8, -H%); 3,75 (d, J = 2,1 Hz, 1H, -H*);
4,11 (dd, J = 15,0; 9,2 Hz, 1H, -H?); 4,57 (d, J = 6,1 Hz, 1H,
-OH*); 4,61 (t, J = 6,1 Hz, 2H, -H); 4,66 (t, J = 5,5 Hz, 1H, -OH®); 5,02 (d, J = 5,5 Hz,
1H, -OH®%); 5,22 (d, J = 5,5 Hz, 1H, -OH?); 5,31 (d, J = 9,2 Hz, 1H, -H"); 6,79 (dd,
J =8,1; 2,0 Hz, 1H, -H"); 6,88 (d, J = 7,3 Hz, 1H, -H"); 6,92 (s, 1H, -H¥); 7,21 (t,
J=7,9 Hz, 1H, -H*); 8,33 (s, 1H, -H®); 8,86 (t, J = 6,1 Hz, 1H, -H<°).
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13C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 43,11 (C*); 54,95 (C'°); 60,48 (C®); 68,62
(C*); 69,12 (C?); 73,72 (C?); 78,48 (C°); 82,93 (CY); 112,16 (C5); 113,05 (C*3); 117,91
(C%); 119,38 (CY7): 129,40 (C*5); 139,90 (C?); 140,84 (C'?): 150,25 (C%); 153,27 (C?);
154,91 (CP); 159,24 (C14).

(2R,3R,4S,5S,6R)-2-{2-chloro-6-[(3-methylbut-2-en-1-yl)amino]-9H-purin-9-yl}-6-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (15)

15 Bila pevna latka.

. /13 Sumarni vzorec: C16H22CINsOs.
o . " VytéZek (%): 60,8.

a2’ (°): 7,4 (c = 0,5 g/dl).

HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 22,00; 97,4.

ESI*-MS m/z: 400,7 [M+H]".

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 1,66 (s, 3H, -H); 1,71
(s, 3H, -H); 3,20-3,25 (m, 1H, -H*); 3,36-3,45 (m, 3H, -H%, -H°,
-H®); 3,68-3,71 (m, 1H, -H®); 3,89 (td, J = 9,1; 5,9 Hz, 1H, -H?);
3,99 (s, 2H, -HY); 4,59 (t, J = 5,7 Hz, 1H, -OH®); 5,14 (d, J = 5,8 Hz, 1H, -OH*); 5,25 {(t,
J = 6,1 Hz, 1H, -H*¥); 5,28-5,34 (m, 3H, -H", -OH", -OH?®); 8,33 (s, 1H, -H?); 8,38 (t,
J =5,7 Hz, 1H, -H?).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 17,90 (C*®); 25,45 (C*); 37,94 (C); 60,90
(C5); 69,74 (C*); 71,40 (C?); 77,03 (C*); 80,03 (C®); 82,82 (C"); 118,14 (C®); 121,21
(C'2); 134,01 (C®); 140,07 (C?®); 149,93 (C*; 153,26 (C?); 154,68 (C°®).

(2R,3R,4S,5R,6R)-2-{2-chloro-6-[(3-methylbut-2-en-1-yl)amino]-9H-purin-9-yl}-6-
(hydroxymethyhtetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (16)
15 Svétle Zluta pevna latka.

i%{M Sumarni vzorec: C16H22CINsOs.
0 i Vytézek (%): 51,0.
ad® (°): 25,2 (c = 0,5 g/dl).
HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 22,38; 99,1.
ESI*-MS m/z: 400,7 [M+H]".
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,66 (s, 3H, -H¥); 1,71 (s,
3H, -H¥); 3,45-3,56 (m, 3H, -H®, -H%); 3,69 (t, J = 6,1 Hz, 1H,
-H%); 3,75 (s, 1H, -H*); 3,96-4,03 (m, 2H, -H); 4,09 (td, J = 9,1; 3,8 Hz, 1H, -H?); 4,57
(s, 1H, -OH*); 4,67 (s, 1H, -OH®); 5,02 (s, 1H, -OH%); 5,24 (d, J = 7,6 Hz, 2H, -H*?,
-OH?); 5,29 (d, J = 9,2 Hz, 1H, -H"); 8,29 (s, 1H, -H®); 8,40 (t, J = 5,5 Hz, 1H, -H<).
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13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 17,91 (C*); 25,46 (C!4); 37,95 (C'Y): 60,47
(C®); 68,62 (C*); 69,13 (C?); 73,76 (C?); 78,47 (C°); 82,86 (C'); 117,93 (C%); 121,22
(C*2); 134,01 (C3); 139,57 (C¥); 150,03 (C*); 153,34 (C?); 154,69 (CP).

(2R,3R,4S,5S,6R)-2-[6-(benzylamino)-3H-purin-3-yl]-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-
2H-pyran-3,4,5-triol (17)

15 Bila pevna latka.
16 14
Sumarni vzorec: C1gH21N50s.
17 13
12 Vytézek (%): 10,5.

a2’ (°):5,6 (c = 0,5 g/dl).

HPLC retenéni ¢as, Cistota (min; %): 18,66; 99,9.

ESI*-MS m/z: 388,7 [M+H]".

NMR - dvé tautomerni formy v poméru 2,5:1*:

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,37-3,43 (m, -H?, -H*", -H*,
-H*", -H%, -Hf"); 3,64-3,71 (m, -H®, -H®"); 4,07-4,14 (m, -H?, -H?");
4,60 (s, -OH®, -OH®"); 4,73-4,89 (m, -H'); 5,19 (m, -OH%*, -OH%*, -OH*, -OH*);
5,29-5,37 (m, -OH?, -OH?"); 5,41 (d, J = 4,6 Hz, -H'?); 5,66 (d, J = 9,2 Hz, -H", -H™);
7,20-7,23 (m, -H, -H¥%); 7,28-7,31 (m, -H¥, -H¥, -H6, -H®"): 7,33 (d, J = 7,9 Hz, -H*3,
-HY"); 7,37 (d, J = 7,6 Hz, -H¥", -H™); 7,75 (s, -H8, -H®); 8,54 (m, -H?, -H?"); 8,90 (t,
J = 6,7 Hz, -H%); 9,18 (s, 1H, -H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43,39 (C'?); 45,65 (C'*); 60,91 (C®); 61,20
(C%"); 69,55 (C*); 69,74 (C*"); 70,76 (C?, C?7); 76,69 (C*); 77,00 (C?); 80,37 (C%);
80,43 (C%); 87,35 (C'); 87,84 (C"); 119,08 (C%); 120,57 (C®); 126,78 (C¥); 126,84
(C¥); 127,15 (C*3, CY7); 127,34 (C**, C'7); 128,24 (C*4, C¥¥, C¢, C%); 139,35 (C*?);
139,61 (C'?"); 141,78 (C?%); 142,53 (C?); 148,93 (C*; 150,96 (C*); 152,15 (C?); 152,35
(C?®; 152,96 (C°); 153,46 (C%).
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(2R,3R,4S,5R,6R)-2-[6-(benzylamino)-3H-purin-3-yl]-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-
2H-pyran-3,4,5-triol (18)
15 Svétle Zluta pevna latka.
Sumarni vzorec: Ci1gH21N50s.
12 Vytézek (%): 17,4.
ad® (°): 7,8 (c = 0,5 g/dl).
HPLC retencni Cas, Cistota (min; %): 95,6.
ESI*-MS m/z: 388,6 [M+H]".
NMR - dvé tautomerni formy v poméru 2,5:1*:
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,47-3,48 (m, -H®, -H®");
3,562-3,57 (m, -H®, -H¥", -HE, -H®"); 3,69 (t, J = 6,1 Hz, -H%, -H%"); 3,75
(s, -H*, -H*); 4,20-4,27 (m, 1H, -H?, -H?"); 4,71-4,81 (m, -H, -OH*, -OH*", -OH®,
-OH®"); 5,06 (s, -OH?®*, -OH%"); 5,34 (qd, J = 15,0; 7,1 Hz, -HY, -OH?, -OH?"); 5,66 (d,
J = 9,2 Hz, -H"); 5,68 (d, J = 8,9 Hz, -H"); 7,20-7,24 (m, -H*®, -H¥"); 7,30 (td,
J =76, 1,6 Hz, -H%, -H¥ -H -H®); 735 (d, J = 7,3 Hz, -H®, -HY); 7,38 (d,
J =7,6 Hz, -H¥, -H'); 7,75 (s, -H?®); 7,76 (s, -H®); 8,46 (s, -H?); 8,57 (s, -H?); 8,94 (t,
J =7,0 Hz, -H¥®); 9,20 (s, -H9).
13C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 43,47 (C'); 45,68 (C'Y); 60,44 (C®, C®);
68,81 (C?, C?", C*, C*); 73,68 (C*, C®*); 78,71 (C°, C%’); 87,74 (C'™); 88,26 (C");
119,09 (C*); 120,66 (C°®); 126,88 (C!4, C); 126,95 (C*¥, C7); 127,29 (C3, CY);
127,41 (C¥¥, C'7); 128,34 (C*®°, C¥); 139,42 (C*¥?); 139,66 (C'%); 141,51 (C?); 142,22
(C?); 148,87 (C%); 150,90 (C*); 152,15 (C?); 152,30 (C?¥); 153,11 (C®); 153,62 (C*").

4.2 Testovani biologické aktivity

Cytokininy jakozto rostlinné hormony ovliviiuji v rostlinach fadu biologickych
a fyziologickych procest, napfiklad stimuluji bunééné déleni a diferenciaci, oddaluji
listovou senescenci Ci jsou zodpovédné za reakce rostlin na abioticky &i bioticky stres
(Zarcher a Mdller, 2016). Mimo jiné maji vliv i na vyvoj a architekturu kofene.
U semenacku A. thaliana kultivovanych na médiu s BAP byly pozorovany vyrazné
morfologické zmeény, predevSim inhibice rustu primarniho kofene a hypokotylu (Cary a
kol., 1995). Bylo zjisténo, Ze tato inhibice se déje pusobenim ethylenu, jehoz produkci
indukuji cytokininy pfitomné v médiu.

Pro zjisténi biologické aktivity vybranych slou€enin 7-18 byl zvolen kofenovy
biotest. Tento experiment probihal na semenaccich A. thaliana (ekotyp Columbia 8),
které byly kultivovany na %2 MS médiu spole¢né s latkami 7-18 rozpusténymi v DMSO

ve finalni koncentraci 1 a 10 uymol/l, pfi¢emz cilem bylo zjistit, jestli testované latky jsou
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schopny inhibovat rast kofene (Graf 1). U rostlin, které byly kultivovany pouze
v pfitomnosti DMSO, dosahovala délka kofene v priméru 1,2 cm, pfiéemz u pozitivnich
kontrol (odpovidajici volné baze) testovanych v koncentraci 1 pmol/l se pohybovala
pouze vrozmezi od 0,5 do 0,9 cm. Jesté silngjSi efekt na zkraceni kofene byl
pozorovan u pozitivnich kontrol pfi 10 umol/l. Pfipravené N9-glykosidy (7-16) byly
pfi koncentraci 1 umol/l neaktivni nebo témér neaktivni, zatimco pfi vy$Si koncentraci
latky 7, 8, 9, 10, 11, 12 a 16 zpusobily zkraceni primarniho kofene. Nejvice redukci
délky kofene zpusobily 7 a 8, kde v porovnani s negativni kontrolou byly kofeny pouze
polovi¢ni (0,6 a 0,7 cm). NejvyrazngjSi uCinek na zkraceni délky hlavniho kofene
vykazovaly N3-glykosidy (17 a 18). Jejich vliv byl v obou testovanych koncentracich

srovnatelny s uginkem odpovidajici pozitivni kontroly, konkrétné BAP.
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Graf 1. Korenovy biotest na semenaccich A. thaliana kultivovanych 6 dni na 2 MS médiu
s pridavkem testovanych latek (7-18). Pfipravené slouceniny 7-18 byly spole¢né s pozitivnimi kontrolami
(odpovidajici volné baze) testovany v koncentracich 1 a 10 umol/l. Jako negativni kontrola byl pouzit
DMSO. BAP - NS-benzyladenin; 2-CI-BAP — 2-chlor-N8-benzyladenin; 2-CI-3-OHBAP — 2-chlor-6-(3-
hydroxybenzylamino)purin; 2-Cl-3-MeOBAP — 2-chlor-6-(3-methoxybenzylamino)purin; 2-Cl-iP — 2-chlor-
Né-isopentenyladenin; 2-Cl-Kin — 2-chlorkinetin.

DalSi pozorovanou morfologickou zménou byl vétsi vyskyt laterarnich kofenu.
Pfestoze bylo vroce 2007 publikovano, ze cytokininy prostfednictvim exprese
auxinovych transportnich proteind PIN1 inhibuji iniciaci a zpozduji vyvoj laterarni
kofenu, respektive jej zastavuji v urCitych vyvojovych fazich, bylo u rostlin oSetfenych
17, 18 a BAP (1 umol/l) v porovnani s DMSO a ostatnimi latkami pozorovano vétsi
mnozstvi postrannich kofenl (Obr. 25) (Laplaze a kol., 2007). Z tohoto duvodu byly
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tyto semenacky zamrazeny a budou v nich dale stanovovany hladiny jednotlivych

fytohormonu.

Obr. 25. Detail kofenti semenacku A. thaliana z kofenového biotestu kultivovanych 6 dni na %2 MS
médiu s prfidavkem odpovidajicich latek. A — DMSO; B — BAP (1 umol/l); C — 17 (1 pmol/l).

Ziskané vysledky koreluji s dfive publikovanymi daty, které ukazuji, Ze v ramci
cytokininovych glukosidl vykazuji biologickou aktivitu pouze N3-isomery (Gasque,
1982, Letham a kol.,, 1983). Dale bylo publikovano, Ze cytokininové N3-glukosidy
podléhaji na rozdil od N7- a N9-glukosidu hydrolyze B-glukosidasou za poskytnuti
volné baze (Brzobohaty a kol., 1993, Letham a kol., 1975). Z tohoto divodu neni zcela
jasné, jestli vykazuji aktivitu per se nebo se projevuje aktivita volné baze po jejich
metabolické pfeméné uvniti rostlin. Proto byly dale pfipravené slouceniny testovany
v kompeti¢nim ligand-vazebném testu na cytokininovych receptorech AHK3
a CRE1/AHK4 z A. thaliana, ktery je zaloZzen na soupefeni mezi testovanou latkou
aradioaktivné znadenym 2-[PH]tZ o vazebné misto receptoru, pfiemz se méFi
zbytkova radioaktivita. Jeho vyhodou oproti kofenovému testu je, Ze se jedna o in vitro
experiment, kde kultivace buné&né kultury s testovanou latkou probiha pfi 4 °C pouze
po dobu 30 minut, &imz by mély byt potlaceny jeji metabolické konverze (Romanov a
kol., 2005). Ze ziskanych vysledk( vyplyva, Ze vybrané slouceniny 7-18 nevykazovaly
Zzadnou afinitu k cytokininovému receptoru AHK3 (Graf 2).
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Graf 2. Kompeti¢ni ligand-vazebny test na cytokininovém receptoru AHK3 z A. thaliana. Latky 7-18
byly testovany v koncentraci 20 pmol/l a pozitivni kontrola tZ v koncentraci 10 ymol/l.

Na druhou stranu mirnou schopnost kompetovat s 2-[°HJtZ o vazebné misto
receptoru CRE1/AHK4 mély latky 10, 15, 16 a 18 (69 %, 56 %, 70 % a 55 % rezidualni
radioaktivity) (Graf 3). NejlepSim ligandem u N9-glykosidl byla latka 15, coz mohlo byt
zpUsobeno tim, Ze se jedna o derivat odvozeny od NS-isopentenyladeninu, ktery
vykazuje pomérné vysokou afinitu va¢i CRE1/AH4 (Romanov a kol., 2006). Schopnost
vyvazat 2-[*HJtZ mély dale 16 a 10, coz jsou galaktosidy odvozené od iP, respektive
mT. PfiCemz u mT bylo ukazano, ze byl z testovanych aromatickych cytokinint nejlépe

schopen aktivovat signalni drahu u A. thaliana (Spichal a kol., 2004).
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Graf 3. Kompeticni ligand-vazebny test na cytokininovém receptoru AHK4 z A. thaliana. Latky 7-18
byly testovany v koncentraci 20 umol/l a pozitivni kontrola tZ v koncentraci 10 pmol/I.
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Zatimco latka 17 nevykazovala témeéf zadnou afinitu k receptorim, nejlepSim
ligandem ze vSech testovanych latek na CRE1/AHK4 byla sloucenina 18. Jejich
jedinym strukturnim rozdilem je orientace hydroxylové skupiny na cukerné jednotce
v poloze 4’. Z toho duvodu by bylo zajimavé pfipravit dal§i derivaty cytokininovych
N3-galaktosidU a ovéfit jejich interakci s cytokininovymi receptory. Dale by bylo vhodné
latky 10, 15, 16 a 18 otestovat v in vivo ARR5:GUS receptorovém testu, kde by se
ukazalo, jestli jsou kromé interakce s receptory také schopny aktivovat naslednou
signalni kaskadu.

Ackoli nebyla latka 17 testovana na receptoru AHK2, dosazené vysledky ukazuji
na to, Ze s nejvétsi pravdépodobnosti byla biologicka aktivita zplsobena volnou bazi,
ktera vznikla in vivo odstépenim cukerné jednotky.

Dale byla u 7-18 zjiStovana in vitro toxicita na nenadorovych lidskych bunéénych
liniich HaCat, BJ a APRE-19. Hodnoceni biotestu bylo provedeno fluorimetricky
pomoci resazurin redukéniho testu, pficemz zadna z testovanych latek nebyla toxicka
ani pfi koncentraci 100 pymol/l. Vysledek cytotoxicity muze byt zavadéjici vzhledem
k povaze testovanych sloucenin, jelikoz neni jisté, zda doSlo Kk jejich proniknuti

do intracelularniho prostoru, jestli se projevil jejich skuteény cytotoxicky efekt.

51



5 Zaver

Tato diplomova prace se zabyvala syntézou a biologickou aktivitou cukernych
konjugatu cytokininl, konkrétné N3-, N7- a N9-glykosidd. V ramci teoretické &asti byla
vypracovana literarni reSerSe zaméfena na cukerné konjugaty, konkrétné cytokininovy
metabolismus, signalizaci, transport, lokalizaci, chemickou pfipravu cytokininovych
N-glykosidl a jejich biologickou aktivitu.

V experimentalni ¢asti bylo pfipraveno 12 cytokininovych konjugati odvozenych
pfevazné od aromatickych cytokinin 2-chlor-Kin, BAP, 2-chlor-BAP, 2-chlor-mT
a 2-chlor-meta-methoxytopolinu s glukosovou a galaktosovou cukernou jednotkou
pfipojenou na dusikové atomy N3 a N9 purinového skeletu. VSechny pfipravené latky
byly charakterizovany dostupnymi fyzikalné-chemickymi metodami.

Jejich biologicka aktivita byla testovana v kofenovém biotestu na semenaccich
A. thaliana. Zatimco N9-glukosidy inhibovaly délku kofene jen nepatrné, a to pouze
pfi vy8Sich koncentracich, N3-glykosidy vykazovaly obdobnou aktivitu jako BAP. Dale
se ukazalo, Ze rostliny kultivované na médiu s latkami 17, 18 a BAP v koncentraci
1 ymol/l mély vétsi mnozstvi lateralnich kofenl nez rostliny inkubované s jinymi
latkami. Latky byly také testovany v kompeticnim ligand-vazebném testu
na cytokininovych receptorech AHK3 a CRE1/AHK4 z A. thaliana. Na receptor AHKS
se nevazala zadna latka, zatimco na receptor CRE1/AHK4 se v menSi mife vazaly
slou€eniny 10, 15, 16 a 18. Jelikoz latka 17 nebyla schopna interagovat ani s jednim
z cytokininovych receptord, je pravdépodobné jeji biologicka aktivita zpusobena BAP
uvolnénym in vivo ze 17 prostfednictvim B-glukosidasy. Vzhledem ktomu,
Ze N3-glykosidy jsou pomérné dobfe rozpustné, mohly by byt v budoucnu uplatnény

napfiklad jako profarmaka pro aplikaci v rostlinnych biotechnologiich.
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