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(54) Nazev vynalezu:
Adeninové derivity a jejich pouZiti

(57)  Anotace:
Predkladané reseni poskytuje adeninové derivaty
obecného vzorce I substituované v polohach C2, N9 a na
aminoskupiné, které maji antisenescencni a kombinované
fotoprotektivni UVA/UVB ucinky. Tyto latky jsou
vhodné zejména jako antisenescencni a UV-
fotoprotektivni slozky v kosmetickych pripravcich, v
ptipravcich pro ochranu rostlin a v pfipravcich pro
osetieni tkanovych kultur.
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Adeninové derivaty a jejich pouziti

Oblast techniky
Vynalez se tyka adeninovych derivatd majicich kombinované antisenescenéni a UV-

fotoprotektivni G€inky proti zareni UVA i1 UVB. Dale se tykad jejich pouziti a pfipravkl je
obsahujicich.

Dosavadni stav techniky

6—Furfurylaminopurin (kinetin) je latka ze skupiny rostlinnych hormon@ cytokinind, jez jsou N°-
substituovanymi derivaty adeninu. Kinetin byl objeven v padesatych letech minulého stoleti a byl
povazovan za tzv. ristovy faktor, protoZe pozitivn€ ovliviioval déleni bunék tabakového kalusu.
Exogenni aplikace kinetinu indukuje bunécné déleni a morfogenezi bunék rostlinného kalusu,
anebo napiiklad oddaluje senescenci listd. Kromé vlivu na rostlinné bunky vykazuje kinetin také
u¢inky na bunky Zivoc€iSné. Ma antioxidacni vlastnosti a brani oxida¢nimu poSkozeni DNA,
inhibuje oxidacni a glykaéni poSkozeni proteindl, dokaZe ovliviiovat rlst keratinocytli a oddaluje
starnuti lidskych koZnich fibroblastl in vitro, aniZz by latka méla efekt na proliferaci téchto
fibroblastii. Derivat kinetinu 6—furfurylamino—9—-(2—tetrahydropyran—2—yl)purin (obchodni nazev
Pyratine), ktery je v soucCasné dobé komercné vyuzivan v kosmetickych ptipravcich, byl
pfipraven spojenim protektivni tetrahydropyranylové skupiny s molekulou kinetinu. Tato
strukturni modifikace vedla ke zlepSeni antisenescen¢nich a antioxida¢nich u¢inkil na rostlinné i
Zivocisné buiky, a to 1 pfi testech provadénych na lidské kiizi nebo jejich modelech.

V poslednich letech narlistd mnozstvi UV zafeni, zejména jeho stfednich (UVB) a dlouhych
(UVA) vilnovych délek, které dopada na povrch Zemé, a tento novy fenomén prispiva u lidi k
rozvoji fady koZnich onemocnéni a poruch. UVB zafeni predstavuje asi 4 az 5 % celkového
objemu zafeni a pronikd do kozni epidermis, kde zpilisobuje pfimé i nepfimé neZadouci
biologické ucinky. UVA zatfeni tvoii 90 % celkového podilu zéafeni a pronika hloubéji do
papilami dermis a ¢asteéné 1 do hypodermis (10 %), kde zplisobuje vznik tzv. reaktivnich
sloucenin kysliku (ROS) a dusiku (RNS). Chronické vystaveni kiize UVA zareni miize vést k tzv.
pred¢asnému starnuti klize, které je spojeno s poSkozenim struktury dermis a jehoz disledkem je
vznik vrasek, pigmentovych skvrn, aj. Pfirozenou endogennim fotoprotektivni latkou je melanin,
ale v lidské kiizi se ho netvoii dostatek, zejména v souvislosti se zvySujici se intenzitou UV
zafeni dopadajiciho na Zemi, vlivem Ubytku ozonu v atmosféte, a zménou Zivotniho stylu (vice
outdoorovych aktivit, odév zakryvajici mensi ¢ast povrchu téla). Pokud je klize oSetfena latkou,
ktera zamezuje pronikani zejména UV paprskil, miiZe ji chranit pfed pred¢asnym starnutim ale 1
kratkodobym neZadoucim G€inklim UV zareni.

VétSina ptipravki, které dnes vyuZivaji kosmetické pripravky k ochrané pfed slune¢nim zafenim,
tzv. sunscreens (UV filtry), byly vyvinuty, aby chranily pfedev§im pied "Skodlivéjsim" UVB
zafenim, které miize vyvolat vznik zhoubného melanokarcinomu. Sunscreens se déli na fyzikalni
(anorganické mineralni latky, které vytvareji fyzikalni prekazku zafeni na kiizi, jako naptiklad
TiO, nebo ZnO) a chemické (organické latky schopné absorbovat radiaci zménou distribuce
elektrondi — napfiklad benzofenony, cinamaty, salicylaty). U nékterych stavajicich sunscreens
byly popsany nezadouci U€inky, spojené zejména s fotoalergickou nebo fotoiritujici reakci pii
pouzivani téchto piipravki. Castym problémem téchto latek je také fotonestabilita.

Plivodci predkladaného vynalezu nalezli latky, které neoCekdvané jevi kombinované
antisenescencni ucinky a UV-fotoprotektivni U€inky (UVB 1 UVA). Tyto latky jsou velmi
stabilni, a zaroven nejsou foto toxické a ani neirituji oSetfenou tkan.
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Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu je pouziti adeninovych derivatli obecného vzorce I
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a jejich farmaceuticky piijatelnych soli s alkalickymi kovy, amoniakem, aminy, nebo adi¢nich
soli s kyselinami, kde

R2 je vodik nebo halogen;

R6 je vybran ze skupiny zahrnujici
— heteroaryl s 5— azZ 6—¢lennym aromatickym kruhem obsahujicim alespon jeden heteroatom
vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, pfi¢emz heteroaryl je
nesubstituovany nebo substituovany alespon jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl,
halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;
— heteroarylalkyl s 5- aZ 6—Clennym aromatickym kruhem obsahujicim alespon jeden
heteroatom vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, kde alkyl obsahuje 1 az
4 atomy uhliku, pficemz heteroarylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alespon
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl,
merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino,
amino(C1-C4)alkyl;
— heterocyklyl s 5— aZ 6-¢lennym alifatickym kruhem obsahujicim alespon jeden heteroatom
vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, pfi¢emz heterocyklyl je
nesubstituovany nebo substituovany alespon jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl,
halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;
— heterocyklylalkyl s 5- az 6—¢lennym alifatickym kruhem obsahujicim alespont jeden
heteroatom vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, kde alkyl obsahuje 1 az
4 atomy uhliku, pfi¢emz heterocyklylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alespon
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl,
merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino,
amino(C1-C4)alkyl;
—cykloalkyl s kruhem obsahujicim 5 az 6 atomli uhliku, nesubstituovany nebo
substituovany alesponl jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl,
hydroxy(C1-C4)alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino,
di(C1-C4)alkylamino, amino(C1 —C4)alkyl;
— cykloalkylalkyl s kruhem obsahujicim 5 az 6 atomi uhliku, kde alkyl obsahuje 1 az 4
atomy uhliku, pficemZ cykloalkylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alespon
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl,
merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino,
amino(C1-C4)alkyl;
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— isoalkyl obsahujici 3 az 7 atom( uhliku, nesubstituovany nebo substituovany alespon
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrmujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl,
merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino,
amino(C1-C4)alkyl,

jako UV—fotoprotektivnich sloZek v kosmetickych ptipravcich, v pfipravcich pro ochranu rostlin
a/nebo v piipravcich pro oSetfeni tkanovych kultur.

Heteroaryl s vyhodou obsahuje 5—Clenny kruh, vyhodnéji obsahuje v 5-¢lenném kruhu jeden
heteroatom, kterym je O nebo S. Nejvyhodnéji je heteroaryl vybran z furan—-2-ylu a thiofen-2-
ylu.

Heteroarylalkyl s vyhodou obsahuje 5—¢lenny kruh a C1-C2 alkyl, vyhodnéji obsahuje v 5-
¢lenném kruhu jeden heteroatom, kterym je O nebo S. Nejvyhodnéji je heteroarylalkyl vybran z
furan-2-ylmethylu (furfurylu) a thiofen—2—ylmethylu.

Heterocyklyl s vyhodou obsahuje 5—Clenny kruh, vyhodnéji obsahuje v 5—¢lenném kruhu jeden
heteroatom, kterym je O nebo S. Nejvyhodnéji je heterocyklyl vybran ze skupiny zahrnujici
tetrahydrofuran—2-yl a tetrahydrothiofen—2-yl.

Heterocyklylalkyl s vyhodou obsahuje 5—¢lenny kruh a C1-C2 alkyl, vyhodné&ji obsahuje v 5—
¢lenném kruhu jeden heteroatom, kterym je O nebo S. Nejvyhodnéji je heterocyklylalkyl vybran
ze skupiny zahrnujici tetrahydrofuran—-2—-ylmethyl (tetrahydrofurfuryl) a tetrahydrothiofen—2-
ylmethyl.

Cykloalkylem je s vyhodou cyklopentyl. Cykloalkylalkylem je s vyhodou cyklopentylmethyl.
Isoalkylem je s vyhodou isopropyl, isobutyl, isopentyl, isohexyl, isoheptyl.
Halogen je vybran ze skupiny zahrnujici fluor, chlor, brom, jod. S vyhodou je halogenem chlor.

V jednom vyhodném provedeni jsou latky obecného vzorce I vybrany ze skupiny zahrnujici:
6—(tetrahydrofuran—-2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
6—(5—methylfuran—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
6—(5-hydroxymethylfuran—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
6—(5—formylfuran-2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
(1-furan—2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
S—methyltetrahydrofuran—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
1—tetrahydrofuran—2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
cyklopentylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
thiofen—2-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
3—methylthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
S—methylthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
(5—chlorthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
6—(5-bromthiofen—-2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin

6—(1 —thiofen—2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2-yl)purin
2—chlor—6—furfurylamino-9—(tetrahydrofuran—-2-yl)purin
2—chlor—6—(5-methylfuran-2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—-yl)purin
2—chlor—6—(5-hydroxymethylfuran-2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—-yl)purin
2—chlor—6—(5-formylfuran—-2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—6—(1-furan-2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
2—chlor—6—(tetrahydrofuran—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2-yl)purin
2—chlor—6—(5—methyltetrahydrofuran—-2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
2—chlor—6—(1-tetrahydrofuran—-2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—yl)purin
2—chlor—6—(thiofen—2-ylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—yl)purin

AN AN AN AN AN AN
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2—chlor—6—(thiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—-yl)purin
2—chlor—6—(3—methylthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
2—chlor—6—(5—methylthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
2—chlor—6—(5—chlorthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—-yl)purin
2—chlor—6—(5-bromthiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—6—(1-thiofen—2—ylethylamino)-9—(tetrahydro—2—chlor-6—(cyklopentylmethylamino)-9-
(tetrahydrofuran—2—-yl)purin.

Vyhodnéji jsou latky obecného vzorce I vybrany ze skupiny zahrujici:
6—(tetrahydrofuran—-2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
6—(thiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
2—chlor—6—furfurylamino-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
2—chlor—6—(tetrahydrofuran—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—6—(thiofen—-2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2-yl)purin.

Ve vyhodném provedeni se uvedené latky pouziji jako slozky s kombinovanym antisenescenénim
a UV—fotoprotektivnim t¢inkem.

Latky podle predkladané¢ho vynalezu jevi kombinované antisenescencni a UV—fotoprotektivni
uc¢inek. UV—fotoprotektivni G¢inek byl pozorovan pro zafeni UVA i UVB. Jsou tedy vhodné jako
slozky kosmetickych ptipravkd, ptipravkil na ochranu rostlin a pfipravki pro oSeteni tkanovych
kultur. Kosmetické piipravky s t€mito slozkami jsou zejména vhodné pro aplikaci na pokozku,
srst €i vlasy savcl. Pripravky pro oSetfeni tkanovych kultur jsou vhodné zejména pro oSetfeni
kultur bunék rostlin i savctl, napiiklad keratinocytii a fibroblasti.

Pfedmétem vynalezu jsou dale adeninové derivaty obecného vzorce I per se

(D)

a jejich farmaceuticky pfijatelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem, aminy, nebo adi¢ni soli s
kyselinami, kde

R2 je vodik nebo halogen;

R6 je vybran ze skupiny zahrnujici

— heteroaryl s 5— azZ 6—¢lennym aromatickym kruhem obsahujicim alespon jeden heteroatom
vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, pficemz heteroaryl je
nesubstituovany nebo substituovany alespon jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici C1-C4 alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino,
di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;

— heteroarylalkyl s 6—¢lennym aromatickym kruhem obsahujicim alespon jeden heteroatom
vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, kde alkyl obsahuje 1 az 4 atomy
uhliku, pfi€emZ heteroarylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alespon jednim
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substituentem vybranym ze skupiny zahmujici C1-C4 alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl,
formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;

— heteroarylalkyl s 5-¢lennym aromatickym kruhem obsahujicim alespon jeden heteroatom
S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, kde alkyl obsahuje 1 az 4 atomy uhliku, pfi¢emz
heteroarylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alesponn jednim substituentem
vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl,
halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;

— heterocyklyl s 5— aZ 6-¢lennym alifatickym kruhem obsahujicim alespon jeden heteroatom
vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, pficemZ heterocyklyl je
nesubstituovany nebo substituovany alespon jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici C1-C4 alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino,
di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;

— heterocyklylalkyl s 5— az 6-¢lennym alifatickym kruhem obsahujicim alespon jeden
heteroatom vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, kde alkyl obsahuje 1 az
4 atomy uhliku, pfi¢emZ heterocyklylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alespon
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl,
formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;
—cykloalkyl s kruhem obsahujicim 5 aZz 6 atom uhliku, nesubstituovany nebo
substituovany alesponl jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl,
merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino,
amino(C1-C4)alkyl;

— cykloalkylalkyl s kruhem obsahujicim 5 aZ 6 atoml uhliku, kde alkyl obsahuje 1 az 4
atomy uhliku, pficemZ cykloalkylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alespon
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl,
formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl.

Pfedmétem vynalezu jsou ve vyhodném provedeni adeninové derivaty obecného vzorce I per se,
vybrané z:
6—(tetrahydrofuran—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
6—(5—methyltetrahydrofuran—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
6—(1-tetrahydrofuran—2—-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
6—(cyklopentylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
6—(thiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
6—(3—methylthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2-yl)purin
6—(5—methylthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
6—(5—chlorthiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
6—(5-bromthiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
6—(1-thiofen—2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—6—(tetrahydrofuran—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—6—(5—methyltetrahydrofuran—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
2—chlor—6—(1-tetrahydrofuran—-2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—-6—(thiofen—2-ylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—yl)purin
2—chlor—-6—(thiofen-2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—-yl)purin
2—chlor—6—(3—-methylthiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
2—chlor—6—(5—methylthiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
2—chlor—6—(5—chlorthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—-yl)purin
2—chlor—6—(5-bromthiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
2—chlor—6—(1-thiofen—2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—6—(cyklopentylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin.

Pripravky
Vhodné podani pro kosmetickou aplikaci je lokalni, topické. Pripravky zpravidla obsahuji od 0,1

do 95 hmotn. % aktivni latky, pfi€emz jednorazové davky obsahuji pfednostné od 10 do 90
hmotn. % aktivni latky a pii zplisobech aplikace, které nejsou jednorazové, obsahuji prednostné
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od 1 do 10 hmotn. % aktivni latky. Formy aplikace jsou napf. masti, krémy, pasty, pény, tinktury,
rténky, kapky, spreje, disperze atd. Pfipravky pro ochranu rostlin a pro oSetfeni tkanovych kultur
jsou nejc¢astéji ve formé roztoku, spreje, disperze nebo suspenze. Pfipravky jsou pfipravovany
znamym zplsobem, napt. béZnym michanim, rozpoustécimi nebo lyofiliza¢nimi procesy.

Roztoky aktivnich latek, suspenze nebo disperze, obzvlasté izotonické vodné roztoky, suspenze a
disperze, mohou byt pfipraveny pifed pouZzitim, napf. v piipad¢ lyofilizovanych preparati
obsahujicich aktivni latku samotnou nebo s nosi¢em jako je napiiklad mannitol.

Olejové suspenze obsahuji jako olejovou slozku rostlinné, syntetické nebo semisyntetické oleje.
Oleje, které zde mohou byt zminény, jsou obzvlasté kapalné estery mastnych kyselin, které
obsahuji jako kyselou sloZzku mastnou kyselinu s dlouhym fetézcem majicim 8 az 22, s vyhodou
pak 12 az 22 uhlikovych atoml, napf. kyselinu laurovou, tridekanovou, myristovou,
pentadekanovou, palmitovou, margarovou, stearovou, arachidonovou a behenovou, nebo
odpovidajici nenasycené kyseliny, napt. kyselinu olejovou, alaidikovou, eurikovou, brasidovou a
linoleovou, pfipadné s pfidavkem antioxidantdi, napf. vitaminu E, f—karotenu nebo 3,5-di—tert—
butyl-4-hydroxytoluenu. Alkoholova sloZzka téchto esterli mastnych kyselin nema vice nez 6
uhlikovych atomll a je mono— nebo polyhydricka, napf. mono—, di— nebo trihydrické alkoholy
jako methanol, ethanol, propanol, butanol nebo pentanol a jejich isomery, ale hlavné glykol a
glycerol. Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou napt. ethyl oleat, isopropyl myristat, isopropyl
palmitat, "Labrafil M 2375" (polyoxyethylen glycerol trioleat, Gattefoseé, Paiiz), "Labrafil M
1944 CS" (nenasycené polyglykolované glyceridy pifipravené alkoholyzou oleje z merunkovych
jader a sloZeny z glyceridii a esterii polyethylen glykolu; Gattefoseé, Patiz), "Labrasol" (nasycené
polyglykolované glyceridy pfipravené alkoholyzou TCM a sloZené z glyceridi a esterli
polyethylen glykolu; Gattefoseé, Patiz), "Miglyol 812" (triglycerid nasycenych mastnych kyselin
s délkou fetézce Cs az Ci» od Hiils AG, Némecko) a zvlasté rostlinné oleje jako bavinikovy olej,
mandlovy olej, olivovy olej, ricinovy olej, sezamovy olej, s6jovy olej a olej z podzemnice olejné.

Masti jsou emulze oleje ve vod¢€, které obsahuji ne vice nez 70 %, ale prednostné 20 az 50 %
vody nebo vodné faze. Tukovou fazi tvofi uhlovodiky, napt. vazelina, parafinovy olej nebo tvrdé
parafiny, které prednostné obsahuji vhodné hydroxyslouceniny jako mastné alkoholy a jejich
estery, napf. cetyl alkohol, nebo alkoholy lanolinu, s vyhodou lanolin pro zlepSeni kapacity pro
vazani vody. Emulgatory jsou odpovidajici lipofilni slouc¢eniny jako sorbitanové estery mastnych
kyselin (Spany), s vyhodou sorbitan oleat nebo sorbitan isostearat. Aditiva k vodné fazi jsou
napf. smacedla jako polyalkoholy, napt. glycerol, propylen glykol, sorbitol a polyethylen glykol,
nebo konzervaéni prostiedky ¢i piijemné vonici latky.

Mastné masti jsou nevodné a obsahuji jako bazi hlavné uhlovodiky, napt. parafin, vazelinu nebo
parafinovy olej, a dale pfirodni nebo semisyntetické tuky, napf. hydrogenované kokosové
triglyceridy mastnych kyselin nebo hydrogenované oleje, napt. hydrogenovany ricinovy olej
nebo z podzemnice olejné, a dale ¢astecné glycerolové estery mastnych kyselin, napt. glycerol
mono— a distearat. Dale obsahuji napf. mastné alkoholy, emulgatory a aditiva zminéna v
souvislosti s mastmi, ktera zvySuji piijem vody.

Krémy jsou emulze oleje ve vodg, které obsahuji vice nez 50 % vody. Pouzivané olejové baze
jsou mastné alkoholy, napf. isopropyl myristat, lanolin, v€eli vosk, nebo uhlovodiky, s vyhodou
vazelina (petrolatum) a parafinovy olej. Emulgatory jsou povrchové aktivni slou€eniny s
prevazné hydrofilnimi vlastnostmi, jako jsou odpovidajici neiontové emulgatory, napf. estery
mastnych kyselin polyalkoholl nebo jejich ethylenoxy adukty, napt. polyglycerickych mastnych
kyselin nebo polyethylen sorbitanové estery €i kyselé estery polyglycerickych mastnych kyselin
(Tween), dale polyoxyethylenové étery mastnych alkoholli nebo polyoxyethylenové estery
mastnych kyselin, nebo odpovidajici iontové emulgatory, jako alkalické soli sulfatl mastnych
alkoholdi, s vyhodou laurylsulfat sodny, cetylsulfat sodny nebo stearylsulfat sodny, které jsou
obvykle pouzivany v pfitomnosti mastnych alkoholdi, napt. cetyl stearyl alkoholu nebo stearyl
alkoholu. Aditiva k vodné fazi jsou mimo jiné ¢inidla, ktera chrani krémy pted vyschnutim, napf.
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polyalkoholy jako glycerol, sorbitol, propylen glykol a polyethylen glykol, a dale konzervacni
¢inidla a pfijemné vonici latky.

Pasty jsou krémy nebo masti obsahujici praskové slozky absorbujici sekreci jako jsou oxidy
kovii, napt. oxidy titanu nebo oxid zinecnaty, a dale talek ¢i silikaty hliniku, které maji za tikol
vazat pfitomnou vlhkost nebo sekreci.

Pény jsou aplikovany z tlakovych nadob a jsou to kapalné emulze oleje ve vod¢é v aerosolové
formé, pficemz jako hnaci plyny jsou pouzivany halogenované uhlovodiky, jako chlor—fluor
derivaty nizSich alkan@, napf. dichlorfluormethan a dichlortetrafluorethan, nebo prednostné
nehalogenované plynné uhlovodiky, vzduch, N>O ¢€i oxid uhli¢ity. Pouzivané olejové faze jsou
stejné jako pro masti a také jsou pouzivana aditiva tam zminéna.

Tinktury a roztoky obvykle obsahuji vodné—ethanolickou bazi, ke které jsou pfimichany
zvlhéovadla pro sniZeni odparovani, jako jsou polyalkoholy, napt. glycerol, glykoly a
polyethylen glykol, dale promazavadla jako estery mastnych kyselin a niZSich polyethylen
glykolu, tj. lipofilni latky rozpustné ve vodné smési nahrazujici tukové latky odstranéné z kize
ethanolem, a pokud je to nutné i ostatni neutralni latky a aditiva.

Vynalez je dale objasnén s pomoci piikladd, které ale jeho rozsah dale neomezuyji.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1: Pfiprava 6—(tetrahydrofuran—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purinu (1)

6—Chlor-9—(tetrahydrofuran—2—-yl)purin (1 g; 4,46 mmol) byl umistén do varné baiky spolu s n—
propanolem (50 ml). Ke vzniklé suspenzi byl pfidan tetrahydrofurfurylamin (554 pl; 5,36 mmol)
spolu s triethylaminem (Et:N) (3,2 ml; 22,3 mmol). Reakéni smés byla pod zpétnym chladi¢em
zahiivéana na teplotu 100 °C. Doba reakce byla 4 h. Po zahusténi byla reakéni smés extrahovana
pomoci kontinualniho extraktoru (EtOAc:H-O; 24 h). Ethylacetatova (EtOAc) frakce byla
nasledné vysuSena pomoci Na>SOs. Takto predCiSténa reakéni smés byla rozdélena pomoci
sloupcové chromatografie s mobilni fazi (EtOAc:MeOH:NHs; 34:1:1; v:v).Vytézek: 74,6 %. 'H
NMR (500 MHz, DMSO-ds), ppm: 1,53 — 1,64 (m, 1 H); 1,69 — 1,89 (m, 3 H); 1,95 - 2,02 (m, 1
H); 2,11 — 2,23 (m, 1 H); 2,30 — 2,44 (m, 2 H); 3,37 — 3,48 (m, 1 H); 3,48 — 3,53 (m, 1 H); 3,53 -
3,60 (m, 1 H); 3,70 - 3,76 (m, 1 H); 3,81 — 3,90 (m, 1 H); 3,98 (q, /= 7,03 Hz, 1 H); 4,09 (q, J =
7,44 Hz, 1 H); 6,21 (dd, J = 6,88, 3,82 Hz, 1 H); 7,63 (br. s., 1 H); 8,17 (br. s., 1 H); 8,21 (s, 1 H).

Tabulka 1: Latky pripravené zpiisobem podle prikladu 1

& R R Elementdrnf aralgza
i 5 ! vypodteno/nalezenc

ES MS
{(M+HY

} tetralydrofuran-2-yimethyl H | 38,1/58,0 | 6,6/6,6 { 24,2243 290,3

%0 2%6H %N

o

Semethylforan-2ovlmethyl | H | 602/60,1 | 5.7/5,7 | 234235 300,3

T e drosy et e , , o

3 S-hydroxymethylfuran-2 H 571572 | SAis4 | 222205 3163
vimethyl ' '

4 S-formyifuran-2-yimethy! H | §7.5/576 | 48438 1 224222 34,3

5 F-furan-2-yiethy! H oL e0,2060.0 | 5,7/5,8 | 23,4723.5 300,3

S-methy ltetrabivdrofisran-2-
yimethvl

H | §94/593 1 7.0/7,0 ) 23,1232 3044




20

25

30

C7 307722 B6

Elementarni analyza
* vypodieno/palezeno

- ES MS

%C | WH o WN g

£

f-tetrahydrofirans2-yicthyl Ho| 59415892 VL0 25,1282 - 3044

8 cvklopentyimethyl Ho§ 62,7629 | 74475 1 24,4724.8 | 2884

Priklad 2: Pfiprava 6—(thiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purinu (9)

6—Chlor-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin (0,5 g; 2,23 mmol) byl umistén do varné baiky spolu s
n—propanolem (25 ml). Ke vzniklé smési byl pfidan 2—thiofenmethylamin (275 pl; 2,68 mmol)
spolu s EtzN (1,6 ml; 11,15 mmol). Vznikla smés byla pod zpétnym chladi¢em za stal¢ho
michani zahfivana na 100°C. Po 3 hodinach bylo pfiddno (23 pul; 0,23 mmol) 2-
thiofenmethylaminu. Reakce byla nasledné za 1,5 h ukon¢ena. Reakéni smés byla poté odpatena
a pieciSténa extrakci kapalina—kapalina (EtOAc:H»>O). EtOAc frakce byla vysuSena pomoci
Na>SOs a odpatena. Odparek byl pfes noc krystalizovan z diehyletheru pfi 4 °C.

Vytézek: 61 %. 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 ppm 1,92 — 2,00 (m, 1 H); 2,12 — 2,22 (m,
1 H); 2,31 — 2,38 (m, 1 H); 2,38 — 2,43 (m, 1 H); 3,85 (td, J = 7,68, 6,34 Hz, 1 H); 4,08 (td, J =
7,68. 6,50 Hz, 1 H); 4,79 (br. s., 2 H); 6,21 (dd, J = 6,88, 3,82 Hz, 1 H); 6,88 (dd, J = 5,04, 3,44
Hz, 1 H); 6,97 (dd, J = 3,40, 1,03 Hz, 1 H); 7,27 (dd, J = 5,12, 1,22 Hz, 1 H); 8,23 (s, 2 H); 8,36
(br. s., 1 H).

Tabulka 2: Latky pripravené zpiisobem podle prikladu 2

Elementdimi analyza

C. R R vypoét‘ems"nalezeno

el %H YalN 5;\?*\“2
9 thiafen-Z-vimethyl H | 55.8/55,6 | 5,054 1 2324233 3024
101 3-methyithiofen-2-vimethyl | H .S?,l-fS7,_.2vv S4/5,5 ¢ 22,2023 | 3164
i1 5vmcthywﬁ0{b§1*2~yl'methy§ Ho S§70/570 | 54/53 ( 2220223 3164

12 S<chiorothivfen-2vlimethyl H ot 8000501 1 43443 | 20.9/20.8 336,38

13 1 S-bromothiofen-2-ylmethy! WOt 44.2/44,1 1 3,7/4.8 1 1847185 IR13

14 {-thiofen-2-ylethyl H | STUSTO | 5455 | 2220220 | 3164

Ptiklad 3: Pfiprava 2—chloro—6—furfurylamino—-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purinu (15)

2,6-Dichlor-9—(tetrahydrofuran—-2-yl)purin (0,5 g; 1,93 mmol) byl umistén do varné banky spolu
s n—propanolem (25 ml). Ke vzniklé suspenzi byl pfidan furfurylamin (204 pl; 2,31 mmol) spolu
s EtN (1,35 ml; 9,65 mmol). Reakéni smés byla pod zpétnym chladicem za stalého michani
zahiivana na teplotu 100 °C. Po 5 h byla reakce ukoncena. Jestlize latka nevykrystalizovala z
reakéni smési, byla reakéni smés po zahusténi za horka rozpusSténa ve smési (CHCl3:EtOH; 1:8;
v:v), nebo za pokojové teploty v smési (CHCls:Ether; 1:7; viv). Po ochlazeni byla vznikla
suspenze prefiltrovana pres fritu a filtracni kola¢ byl promyt destilovanou vodou. Po vysuseni byl
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filtrat za horka rozpusStén v ethanolu (EtOH), petroletheru, karbofiltrovan a krystalizovan pii
4 °C.

Tabulka 3: Latky pripravené zpiisobem podle Prikladu 3

& R | R, Liem?mau} i analyza
_ _ vypoéteno/alezeno
A 8§ FENI : _
..... S TG IR NIV i
15 furfuryd Cl{ 82,6752 | 4443 0 219217 3307
16 | S-methyvifuran-2-vimethyl § Cl{ 534.0/54,1 [ 4,8/4.7 1 2107209 3348
p7 | Srhwdroxymethylfuran-2- © e g gy o Vg oag 2000200 | 3508
yimethyl
18 | S-formyHuran-2ylmethyl | T SELE/ALS 41742 1 20017203 3488
19 1-furan-2-ylethyl CH 340540 14,849 1 21,0213 3348
20 § tetrahydrofuran-2-vhmethyl | CF ¢ 519508 { 5,6/5.7 ¢ 216215 | 2338
Nornietfivite s ‘-'.-'.__..2} . - . il :
gy | Smethyhetrahydrofuran-2- + oy 1 3 3534 | 6,060 | 2077205 | 3388
yvimethyl -
22§ l-tetrahydrofuran-2-ylethyl { C1 | 33.3/534 | 6,0/6,1 | 20,7200 3388
23 thiofen-2-yimethyl Cl i 50.1/80,1 14,243 | 20,9208 | 3368
g ;“' r "'.'",‘:'_2‘. : . R 9 S g &
5g  meyliiclen Ci| 5155516 | 4,6/4.7 | 20,0202 | 350.8
- 7 vimethyl i T ’
25 Sethyltiialen.2- Cli 5156516 | 4.6/4,7 | 20,0/20,1 | 350.8
A vimethivi
20 1 Schlothiofen-2ovimethyl | C | 4544456 | 3.5/3,7 i-S,‘.‘?}fi LR 3713
27 | S-bromthiofen-2-ylmethyl | (i 40,6/40.5 1 32/3,1 16,9/16.8 415,7
28 -thiofen-2eylethyl CH] S1S/516 14,607 | 2000200 | 3508
29 cyklopentylmethyl Cl| 56,0/56,1 | 6.3/64 | 21,8219 | 322.8

Piiklad 4: Cytotoxicita novych derivatil pro kozni bunky stanovena MTT in vitro testem

MTT test je standardni test toxicity zaloZeny na fotometrickém méfeni schopnosti metabolicky
aktivnich bunék redukovat MTT (3—(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid)
na formazan. V testu byl sledovan vliv 72 hodinového pilisobeni né¢kolika koncentraci latek
(Sestinasobna fedici fada, maximalni koncentrace = 50 pM) na viabilitu koZnich fibroblastii BJ a
keratinocyth HaCaT. 5000 bunék bylo vyseto do jednotlivych jamek 96 jamkové mikrotitracni
desti¢ky 24 hodin pted pfidanim testovanych latek. Jako negativni kontrola bylo pouzito DMSO
vehikulum. Po 72 hodinovém plisobeni bylo pfidano nové médium s MTT (Sigma, M2128) do
kone¢né koncentrace 0,5 mg/ml. Po tfech hodinach bylo médium odstranéno a formazan
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obsazeny v buinkach rozpustén v DMSO. Absorbance byla zméfena pii 570 nm (640 nm
referenéni vlnova délka). Hodnoty ICso byly vypo€teny z davkovych kiivek. 6-
Furfurylaminopurin ribosid byl pouzit jako pozitivni kontrola. Byly obdrzeny nasledujici
vysledky:

Tabulka 4: Cytotoxicita stanovena MTT in vitro testem

Litka - ICs0  uM)
dimethylselfoxid >100
6-(tetrahydrofuran-2-ylmethylamino)-9-(tetrahydrofuran-2-yl)purin >100
6-~(thiofen-2-yImethylamino)-9-(tetrahydrofuran-2-vi)aminopurin >100
2-chlor - 6-furfurylamino-9-(tetrahydrofuran-2-yl)purin >100
6-furfurylamino-9-ribosylpurin (srovndvaci latka) <3

Piiklad 5: Zpomaleni starnuti listi pSenice a zpomaleni degradace chlorofylu pfi testovani
novych derivatli v senescencnim biotestu

Nadoby se semeny ozimé pSenice Triticum aestivum cv Hereward vyseté do vermikulitu
nasycené¢ho Knopovym Zivnym roztokem byly umistény do klimatizované riistové komory s 16/8
hodinovou svételnou periodou (svételna intenzita 50 mmol.m=.s™!") a teplotou 15 °C. Po 7 dnech
mély semenacky vyvinuty prvni praporcovy list a druhy list za¢inal prorlstat. Z prvnich listli
vzdy od 10 rostlin byly odebrany vrcholové sekce dlouhé pifiblizn€ 35 mm, které byly zkraceny
tak, aby jejich vaha byla pfesné¢ 100 mg. Bazalni konce téchto 10 listovych segmentl byly
umistény do jamek mikrotitraCnich polystyrénovych desti¢ek obsahujicich 150 ml roztoku
testovaného derivatu. Desticky byly umistény do plastického boxu vystlaného filtracnim papirem,
ktery byl nasycen vodou za ucelem maximalni vzdusné vlhkosti. Po 96 hodinach inkubace ve tm¢
pii 25 °C byly listové sekce vyjmuty a chlorfyl extrahovan v 5 ml 80% ethanolu zahiatim pti
80 °C po dobu 10 min. Objem vzorku byl poté doplnén na 5 ml pfidanim 80% ethanolu.
Absorbance extraktll byla méfena pii 665 nm. Jako kontroly byly méfeny rovnéz chlorofylové
extrakty z listl a listovych vrcholll inkubované v deionizované vodé. Vypoctené hodnoty jsou
primérem z 10 opakovani a cely experiment byl zopakovan minimalné 3krat. Vysledky téchto
experimentdl byly vyneseny ve form¢ grafii zavislosti obsahu chlorfylu v senescenénich listech na
koncentraci aplikované latky. V kazdém experimentu byla pouZita jako pozitivni kontrolni latka
6-benzylaminopurin, ktery je znam velmi vysokou cytokininovou aktivitou. Testované
cytokininy byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO) a zasobni roztok doplnén vodou na
vyslednou koncentraci 10 M. Tento zasobni roztok byl dale fedén testovacim médiem v
koncentraénim rozsahu 10~ az 10 M. Finalni koncentrace DMSO v médiu nepievysila 0,2 % a
v této koncentraci neovliviiovala biologickou aktivitu testu. Ze ziskanych dat byla vypocitana
maximalni 0€¢inna koncentrace testované latky a jeji relativni uc¢innost v této koncentraci (Tab. 5).
10 M koncentrace BAP byla postulovana jako 100 % biologické aktivity. Jako dalsi srovnavaci
latka byl pouzit kinetin. Nové pfipravené latky prevySuji zpravidla G¢innost BAP standardu v
rozmezi o 10 %. Nové vyvinuté latky maji tedy vyrazngjsi antisenescencni U€inky neZ znamé
latky.

Tabulka 5: Ucinek novych cytokinii na retenci chlorofylu v extirpovanych listovych segmentech

pSenice. Hodnoty v tabulce jsou vyjadreny v % vychoziho obsahu chlorofylu v cerstvych listech
pred inkubaci.

-10 -
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Latka maximalni 0¢inna ucinnost (%)
koncentrace [10*mol.I! BAP =

(mol.l') 100%)

BAP (srovnavaci tatka) 10° 1001

kinetin (srovnavaci latka) 107 9844

6-tfurfurylamino-9-(tetrahydrofuran-2-yDpurin 107 11443

6-(tetrahydrofuran-2-ylmethylamino)-9- 10t 12242

(tetrahydrofuran-2-yhpurin

6-(tetrahydroturan-2-ylmethylamino)-9- 10 12549

(tetrahydroturan-2-yl)purin

6-(thiofen-2-ylmethylamino)-9-(tetrahydrofuran-2- 10 11245

yhpurin

2-chior - 6-(tetrah_vdrofuran-?_-y]me-thylaminb)-,‘)- 107 127£5

(tetrahydrofuran-2-v1)purin

Piiklad 6: In vitro cytotoxicka aktivita novych derivat na nadorovych bunéénych liniich

Jednim z parametri pouzivanych jako zaklad pro cytotoxickou analyzuje metabolicka aktivita
Zivotaschopnych buné€k. Naptiklad mikrotitraéni analyza, kde se pouziva Calcein AM, je dnes
roz§ifena jako metoda kvantifikace bunécné proliferace a cytotoxicity. Mnozstvi zredukovaného
Calceinu AM odpovida poctu Zivotaschopnych bunék v kultute.

Bunééné linie prsniho karcinomu MCF-7, lidské erythroleukemie K562, lidské diploidni
fibroblasty BJ a lidské keratinocyty HaCaT byly pouzity pro screening cytotoxicity sloucenin.
Bunky byly udrzovany v Nunc/Corning 80 cm? plastovych lahvich a péstovany v médiu pro
bunééné¢ kultury (DMEM obsahyjici 5 g/l glukézy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml penicilinu,
100 pg/ml streptomycinu, 10% fetalniho teleciho séra a hydrogenuhli¢itan sodny). Bunécné
suspenze byly pfipraveny a nafedény podle typu bun¢k a podle o¢ekavané kone¢né hustoty bunék
(10* bunék na jamku na zakladé charakteristik bunécného riistu), bylo pipetovano 80 pl bunécéné
suspenze na 96—jamkové mikrotitraéni desticky. Inokulaty byly stabilizovany 24 hodinovou
preinkubaci pii 37 °C v atmosféte CO,. Jednotlivé koncentrace testovanych latek byly pfidany v
¢ase nula jako 20 ul alikvotni podil do jamek mikrotitranich desticek. Obvykle byly slouc¢eniny
testovany v Sesti koncentracich v ¢tyinasobné fedici fadé. Pfi rutinnim testovani byla nejvyssi
koncentrace v jamce 166,7 uM, zmény této koncentrace zavisi na dané latce. VSechny
koncentrace byly testovany v dubletu. Inkubace bungk s testovanymi derivaty trvala 72 hodin pii
37 °C, 100% vlhkosti a v atmosféte obohacené CO,. Na konci inkubaéni periody byly bunky
analyzovany po pfidani roztoku Calceinu AM (Molecular Probes) a inkubace probihala dalsi 1
hodinu. Fluorescence (FD) byla méfena pomoci Labsystem FIA readeru Fluorskan Ascent
(Microsystems). Preziti bun¢k (The cell survival-TCS) bylo spocitano podle nasledujiciho
vztahu: Glso=(FDjamka s derivatem /FDkontrolni jamka) X 100 %. Hodnota Glso, kterd odpovida koncentraci
latky, kdy je usmrceno 50 % bunék, byla vypoctena ze ziskanych davkovych kiivek.

Pro vyhodnoceni protinadorové aktivity byla testovana toxicita novych derivatli na panelech
obsahuyjicich bunééné linie rozdilného histogenetického a druhového plvodu (Tab. 6, Glso
koncentrace uvadény v uM). Ukazalo se, Ze pro vSechny testované nadorové linie i pro nemaligni
bun&éné linie BJ a HaCaT bylo piisobeni novych sloucenin netoxické. Uginné derivaty zabiji
nadorové bunky pfi koncentracich blizkych 0,1 az 50 pM.
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Tabulka 6. Cytotoxicita latek podle vyndlezu pro riizné bunécné linie

Latka MCF-7 | K562 BJ [HaCaT
6-furfurvliamino-9-(tetrahydrofuran-2-y!purin =100 [ >100 ] >100 | >100
6-(tetrahydrofuran-2-ylmethylamino)-9-(tetrahydrofuran- | >100 | >100{ >100 | >100
2-yi)purin

16-(thiofen-2~ylmethylamino)-9-(tetrahydrofuran-2- >100 | >100{ >100 | >100
pyhpurin S ,
2-chlor - 6-(tetrahydrofuran-2-yimethylamino)-9- >100 | >100{ =100 | >100

(tetrahvdrofuran-2-yhpurin

Priklad 7: In vitro test fotoxickych ucinki na lidské koZni fibroblasty

Mozné fototoxické ucinky latek byly stanoveny podle modifikovan¢ho in vitro testu
validovaného pro stanoveni fototoxicity latek (Spielmann a kol., 1998). Jako in vitro model byly
pouzity normalni lidské kozni fibroblasty (NHDF). Bunky byly izolovany z fragmentt kiize od
zdravych darcq, kteti podstoupili chirurgicky zakrok na Oddé€leni plastické a estetické chirurgie
FN Olomouc. Odbér tkané€ a izolace bunék probéhla podle postupu a podminek schvalenych
Etickou komisi FN Olomouc a Lékaiské fakulty UP Olomouc a po podepsani informovaného
souhlasu s odbérem tkané€ jednotlivymi darci. Pro experimenty byly NHDF pouzity mezi 2. a 4.
pasazi. NHDF byly vysety na 96—jamkové desky v koncentraci 0,8.10° bunék/ml kultivaniho
média (DMEM doplnéné o fetalni teleci sérum (10%), penicilin (100 mg/ml) a streptomycin
(100 U/ml)) v mnozstvi 0,2 ml na jamku.

Testovanou latkou byl 6—(tetrahydrofuran—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin 1.
Latka byla rozpus§téna v DMSO a poté fedéna do média bez séra (DMEM s penicilinem
(100 mg/ml) a streptomycinem (100 U/ml)). Vysledné aplikované koncentrace byly 3,9 az
500 Omol/1. Jako kontrola bylo pouzito médium bez séra s DMSO (0,5 % (v/v)), coz odpovida
jeho vysledné koncentraci pii experimentu s testovanymi latkami. Pro srovnani s tetovanymi
latkami byl pouzit chlorpromazin (CPZ; 0,8 az 50 pmol/l) jako pozitivni fototoxicka latka. Po 24
hodinach od vyseti NHDF bylo rlstové médium vyménéno za médium bez séra obsahujici
testované latky nebo DMSO (rozpoustédlova kontrola). Roztoky testovanych latek byly paralelné
aplikovany na dvé 96—jamkové desky s NHDF. Po 1 hodinové preinkubaci s latkami bylo
médium odstranéno, bunky byly dvakrat oplachnuty roztokem PBS a poté bylo aplikovano PBS s
glukozou (1 mg/ml). Nasledné byla jedna deska ozafena netoxickou davkou (5 J/cm?) UVA
zafeni. Druha deska byla po dobu ozafovani inkubovéana v temnu. K ozafeni byl pouzit solarni
simulator SOL 500 vybaveny HI filtrem (Dr. Hoenle Technology, Némecko), ktery propousti
zafeni v rozsahu vlnovych délek 320 az 400 nm. Intenzita UVA zafeni byla pfi kazdém ozafovani
stanovena pomoci UVA-metru (Dr. Hoenle Technology, Némecko). Po UVA expozici bylo PBS
s glukézou odstranéno a k bunkam bylo aplikovano médium bez séra. Po 24 hodinové inkubaci
(37 °C, 5 % CO») byla sledovana zivotnost bun€k (respektive bunécné poskozeni) stanovenim
inkorporace neutrdlni ervené (NC) do bunék. Po odstranéni média bez séra byl k buiikdm
aplikovan roztok NC (0,03 %; PBS). Po 1 hodinové inkubaci (37 °C, 5 % CO.) byl roztok s NC
odstranén, buiky byly fixovany smési formaldehydu (0,5 %, v/v) a CaClL (1 %, m/v) v poméru
1:1 a barvivo bylo rozpusténo extrakénim roztokem (methanol (50 %, v/v), CH3COOH (1 %,
v/v). Po 5 minutovém intenzivnim tfepani byla zméfena absorbance pti 540 nm. Experimenty
byly provedeny ve 4 nezavislych opakovanich s pouzitim bunék od 4 darct kviili minimalizaci
individualnich rozdill v citlivosti bun¢k. Fototoxicky uc€inek latek byl hodnocen uréenim procent
zivotnosti kontrolnich bun¢k (% Zzivotnosti kontroly) z hodnot piisluSnych absorbanci podle
nasledujiciho vztahu:

,
Zivotnost (% kontroly) = | -5t B8 1100
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Av... absorbance vzorku (bunky pre—inkubované s testovanymi latkami v médiu bez séra a
nasledn¢ ozarené)

Ak ... absorbance kontroly (buiiky inkubované¢ s DMSO v médiu bez séra a ozafené)

Ap ... absorbance pozadi (extrakéni roztok)

Vysledek: Testovana latka nejevila v pouzitém koncentracnim rozmezi, tj. 3,9 az 500 pumol/l,
fototoxické uginky (nedoslo ke sniZeni Zivotnosti bunék ~ schopnosti inkorporovat NC ve
srovnani s kontrolnimi bunikami). Vysledky jsou znazornény v tabulce (Tab. 7). Soucasné byl
jako pozitivni kontrola pouzit CPZ, ktery je doporuc¢ovan validovanym postupem (Spielmann H,
Balls M, Dupuis J, Pape WJ, Pechovitch G, de Silva O, Holzhiitter HG, Clothier R, Desolle P,
Gerberick F, Liebsch M, Lovell WW, Maurer T, Pfannenbecker U, Potthast JM, Csato M,
Sladowski D, Steiling W, Brantom P., Toxicol In Vitro. 1998 Jun 1;12(3):305-27) jako znama
fototoxicka sloucenina, viz Tab. 8. Z vySe uvedenych vysledkd vyplyva, Ze testovana latka je
bezpe€na pii pouziti do kosmetickych a dermatologickych piipravkdl, i ve spojeni s naslednou
expozici ji oSetfené pokozky slune¢nimu zafeni.

Tabulka 7: Ucinky latky 1 na Zivotnost NHDF stimulovanych UVA zarenim (+UVA) ve srovndni s
kontrolou inkubovanou v temnu (-UVA).

i
Koncentrace % kontroly
{umol/l) -UVA +UVA

3.9 96,6+ (7.4) 105,14 (10.3)
78 106,5 % (9,2 110,6 % (10,7)
15,6 90637} 1068 (13.4)
313 1024 % (2.1) 1095 + (10)
62,5 1023« (5.8)  103,3£(8.9)
125 109,5 £ (10,5) 107,5 = (8.9)
250 W91 £ (6,7) 1067+ (7.8)
500 1053+ (11,1) 98,9 & (4,2

Tabulka 8: Pro srovnani: ucinky fototoxického chlorpromazinu na Zivotnost NHDF
stimulovanych UVA zarenim (+UVA) ve srovnani s kontrolou inkubovanou v temnu (-UVA).

CPZ
Koncentrace s koutroly
(pmolil) -UVA FUVA

0.8 12,6 % {5,8) 99,2 + {(7,1)
1.6 HIREXES! 104,6 = (7,7)
3.1 105,65 (6) 873+ (8.6)
6.3 107,44 (4,6) 8284 (15.4)
12,8 104 + (3,8) 49,6 + (17,6}
25 7T+ (7,8) 19.8 & (14,2)
50 4,74+(42 0.8 (78)

-13 -



20

25

30

35

40

45

50

C7 307722 B6

Priklad 8. In vitro test fotoprotektivnich ucinkii na normalni lidské kozni fibroblasty

Jako in vitro model byly pouzZity normalni lidské kozni fibroblasty (NHDF). Bunky byly
izolovany z fragmentl klize od zdravych darcti, kteti podstoupili chirurgicky zakrok na Oddéleni
plastické a estetické chirurgie FN Olomouc. Odbér tkang a izolace bun¢k probéhla podle postupu
a podminek schvalenych Etickou komisi FN Olomouc a Lékaiské fakulty UP Olomouc a po
podepsani informovaného souhlasu s odbérem tkané€ jednotlivymi darci. Pro experimenty byly
NHDF pouzZity mezi 2. a 4. pasazi. NHDF byly vysety na 96—jamkové desky v koncentraci
0,8.10° bunék/ml kultiva¢niho média (DMEM dopInéné o fetdlni teleci sérum (10%), penicilin
(100 mg/ml) a streptomycin (100 U/ml)) v mnozstvi 0,2 ml na jamku.

Testovanou latkou byl 6—tetrahydrofurfurylamino-9—(tetrahydrofuran-2—yl)purin 1. Latka byla
rozpusténa v DMSO a poté fedéna do média bez séra (DMEM s penicilinem (100 mg/ml) a
streptomycinem (100 U/ml)). Jako kontrola bylo pouzito médium bez séra s DMSO (0,5 %
(v/v)), coz odpovida jeho vysledné koncentraci pii experimentu s testovanymi latkami. Po 24
hodinach od vyseti NHDF bylo rlstové médium vyménéno za médium bez séra obsahujici
testované latky nebo DMSO (rozpoustédlova kontrola). Testovana latka byla paralelné
aplikovana na dvé 96-jamkové desky s NHDF. Po 60 min inkubaci bylo médium s latkami
odstranéno, bunky byly dvakrat oplachnuty roztokem PBS a bylo aplikovano PBS s glukézou
(1 mg/ml). V pfipad€ sledovani ochrany vi¢i UVA zafeni byla nasledné jedna deska ozéarena
cytotoxickou davkou UVA zafeni (7,5 J/em?) s vyuzitim solarniho simulatoru SOL 500 (Dr.
Hoenle Technology, Némecko) vybavenym HI1 filtrem, ktery propousti zafeni v rozsahu
vlnovych délek 320 az 400 nm. Pii sledovani ochrany viici UVB zafeni byly bunky ozareny
cytotoxickou davkou UVB zafeni (400 mJ/cm?). K ozafeni byl pouzit solarni simulator SOL 500
vybaveny H2 filtrem, ktery propousti zafeni v rozsahu vlnovych délek 295 az 320 nm. Intenzita
UVA nebo UVB zareni byla pii kazdém ozafovani stanovena pomoci UVA— nebo UVB-metru
(Dr. Hoenle Technology, Némecko). Kontrolni buiniky byly v obou pfipadech po dobu ozatfovani
inkubovany v temnu. Po UVA/UVB expozici bylo PBS s glukézou odstranéno a k bunkam bylo
aplikovano médium bez séra. Po 24 hodinové inkubaci (37 °C, 5 % COs) bylo sledovano bunécné
poskozeni stanovenim inkorporace neutralni éervené (NC) do bunék. Po odstranéni média bez
séra byl k buiikam aplikovan roztok NC (0,03 %; PBS). Po 1 hodinové inkubaci (37 °C, 5 %
CO») byl roztok s NC odsan, buiiky byly fixovany smési formaldehydu (0,5 %, v/v) a CaCly;
(1%, m/v) v poméru 1:1 a barvivo bylo rozpusténo extrakénim roztokem (methanol (50 %, v/v),
CH3;COOH (1 %, v/v). Po 5 min intenzivniho tfepani byla zméfena absorbance pii 540 nm.
Experimenty byly provedeny ve 4 nezavislych opakovanich s pouzitim bun€k od 4 darct kwviili
minimalizaci individualnich rozdild v citlivosti bungk.

Ochranny u¢inek latky na poskozeni vyvolané UVA nebo UVB zafenim byl vypocitan z
experimentalnich dat (absorbanci) testovanych latek s pozitivni a negativni kontrolou podle
nasleduyjiciho vztahu:

Yo ochrany = 100 - lﬁ‘; w%
Apk — Ank

Avz ... absorbance vzorku (bunky pre—inkubované s testovanymi latkami v médiu bez séra a
nasledn¢ ozarené)

Ank ... absorbance negativni kontroly (buiiky inkubované s DMSO v médiu bez séra a neozafené
= inkubované v temnu)

Apk ... absorbance pozitivni kontroly (buiiky inkubované s DMSO v médiu bez séra a ozafené)

Vysledek: U bun¢k inkubovanych s testovanou latkou pfed UVA nebo UVB ozafenim byla
nalezena vyssi Zivotnost bunék (schopnost inkorporace NC) ve srovnani s buikami
inkubovanymi s DMSO (kontrola) a ozafenymi UVA nebo UVB ozarenim (Tab. 9 a 10). Latka
tedy vykazuje soucasné¢ UVA i1 UVB fotoprotektivni efekt.
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Tabulka 9: Stanoveni ochrannych ucinkii latky 1 vici poskozeni UVA zarenim. Vysledky
reprezentuji prumeér + SD ze 4 experimentii provedenych na NHDF izolovanych od ruznych
pacientii.

UVA fotoprotekee

Koncentrace (nmaol/) !
% ochrany
3.9 27,7 4(6,9)
7.8 742 (14,4)
13.6 432 = (10.8)
313 47,5+ (11,9
625 413 £ (10,3)
125 492 (12.3)
230 45,3+ (11,3)
500 18,5 + (4,68}

Tabulka 10: Stanoveni ochrannych ucinku latky 1 wvici poskozeni UVB zarenim. Vysledky
reprezentuji prumeér + SD ze 4 experimentii provedenych na NHDF izolovanych od ruznych
pacientii.

UVB fotoprotekee
Koncentrace (pumol/1) : '

% ochrany
3.9 4,9 +(1.2)
7,8 44.1+:(1D
15,6 35 2(8,7)
31,3 363 + (9,6)
62,5 444 % (11,1)
125 42,7+ (10,7)
250 46,6+ (11,6)
$00 26,3 £ (6,6)

Piiklad 9. In vitro test fototoxicity na normalni lidské kozni keratinocyty

Jako in vitro model byly pouzity normalni lidské kozni keratinocyty (NHEK). Bunky byly
izolovany z fragmentl kliZze od zdravych darcti, ktefi podstoupili chirurgicky zakrok na Oddéleni
plastické a estetické chirurgie FN Olomouc. Odbér tkang a izolace bun¢k probéhla podle postupu
a podminek schvalenych Etickou komisi FN Olomouc a Lékarské fakulty UP Olomouc. VSichni
darci podepsali informovany souhlas s odbérem tkané. Pro experiment byly bunky pouZity ve
3.az 4. pasazi. NHEK byly vysety na 96—jamkové desky v koncentraci 1.10* bunék/jamku v
riistové médium pro keratinocyty (EpiLife®) doplnéné o komeréni sadu rastovych faktort
(Human Keratinocyte Growth Supplement Kit) a antibiotika (penicilin (100 mg/ml),
streptomycin (100 mg/1) a ampicilin (250 pg/ml).

Testovanou latkou byl 6—(tetrahydrofuran—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin 1.
Latka 1 byla rozpusténa v DMSO a poté nafedéna do média bez séra (EpiLife® s penicilinem
(100 mg/ml) a streptomycinem (100 U/ml) a ampicilinem (250 pg/ml)) na koncentracni rozmezi
(3,9 az 500 pumol/1) tak, aby vysledna koncentrace DMSO v médiu byla 0,5 % (v/v). Kontrolni
médium obsahovalo ptislusny objem DMSO v médiu bez séra. Po 24 hodinové inkubaci NHEK
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bylo rlistové médium vyménéno za médium bez séra obsahujici testované latky a DMSO
(negativni kontrola). Jako pozitivni kontrola byla pouZita znama fototoxicka sloucenina
chlorpromazin (CPZ; 0,8 az 50 umol/l). Roztoky testovanych latek byly paralelné aplikovany na
dvé 96—-jamkové desky s bunkami. Po 1 hodinové preinkubaci bylo médium odstranéno, buiky
byly dvakrat oplachnuty roztokem PBS a poté bylo aplikovano PBS s glukézou (1 mg/ml).
Nasledné byla jedna deska ozafena netoxickou davkou (5 J/cm?) UVA zafeni. Druha deska byla
po dobu ozafovani inkubovana v temnu. K ozafeni byl pouZzit solarni simulator SOL 500
vybaveny HI filtrem (Dr. Hdenle Technology, Némecko), ktery propousti zafeni v rozsahu
vinovych délek 320 az 400 nm. Intenzita UVA zafeni byla pfi kaZdém ozafovani stanovena
pomoci UVA-metru (Dr. Hoenle Technology, Némecko). Po UVA expozici bylo PBS s
glukézou odstranéno a k buinkam bylo aplikovano bezsérové médium. Po 24 hodinové inkubaci
(37 °C, 5 % CO») bylo sledovano bunééné poskozeni stanovenim inkorporace NC do bunék. Po
odstranéni média bez séra byl k buiikam aplikovan roztok NC (0,03 %; PBS). Po 1 h inkubaci
(37 °C, 5 % CO») byl roztok s NC odstranén, buiky byly fixovany smési formaldehydu (0,5 %,
v/v) a CaClz (1 %, m/v) v poméru 1:1a barvivo bylo rozpusténo extrakénim roztokem (methanol
(50 %, v/v), CH;COOH (1 %, v/v). Po 5 minutach intenzivniho tfepani byla zméfena absorbance
pfi 540 nm. Experimenty byly provedeny ve 4 nezavislych opakovanich s pouZitim bunék od
4 darci kviili minimalizaci individudlnich rozdila v citlivosti bunék. Fototoxicky uc€inek latek byl
hodnocen urenim procent Zivotnosti kontrolnich bunék (% Zzivotnosti kontroly) z hodnot
ptisluSnych absorbanci podle nasledujiciho vztahu:

(A
Zivotnost (% kontroly) = ((l—) il

e i-100
(AK ~A_,._.)}'

Av... absorbance vzorku (buiniky pre—inkubované s testovanymi latkami v médiu bez séra a
nasledn¢ ozarené)

Ak ... absorbance kontroly (buniky inkubované s DMSO v médiu bez séra a ozafené)

Ap ... absorbance pozadi (extrak¢éni roztok) namétenych hodnot absorbance byla pro kazdou
koncentraci latky vypoctena viabilita bunék jako % kontroly.

Vysledek: Latka 1 nejevila v pouZitém koncentraénim rozmezi 3,9 az 500 pumol/l fototoxické
G¢inky, (nedoslo ke sniZeni Zivotnosti bunék ~ schopnosti inkorporovat NC ve srovnani s
kontrolnimi buitkkami), viz Tab. 11. Soucasné s latkou 1 byl jako pozitivni kontrola pouzit CPZ,
ktery je doporucovan validovanym postupem (Spielmann H, Balls M, Dupuis J, Pape WIJ,
Pechovitch G, de Silva O, Holzhiitter HG, Clothier R, Desolle P, Gerberick F, Liebsch M, Lovell
WW, Maurer T, Pfannenbecker U, Potthast JM, Csato M, Sladowski D, Steiling W, Brantom P.,
Toxicol In Vitro. 1998 Jun 1;12(3):305-27) jako znama fototoxicka slou¢enina, viz Tab. 12. Z
vyse uvedenych vysledkl vyplyva, Ze testovana latka je bezpecna pii pouziti do kosmetickych a
dermatologickych piipravki, i ve spojeni s naslednou expozici ji oSetiené pokozky slune¢nimu
zafeni.

Tabulka 11: Ucinky ldatky 1 na Zivotnost NHEK stimulovanych UVA zarenim (+UVA) ve srovnani
s kontrolou inkubovanou po dobu ozarovani v temnu (-UVA).
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Koncentrace

% kontroly

(umal/l) -UVA +UVA
3,9 112,24 (11) 109,1 +(2.3)
7.8 135,5 % (8.2) 120,6 + (1,6)
15,6 116,5 + (2,8) 110 £ (2,9)
31,3 119,1 +(8,7) 15,1 £ (2,8)
62,5 121+ (8,7) 105.9 = (8,7)
125 119 £ (2,8) 111,7 % (6,8)
250 1108 =(12,4) 12,1 =(3,7
500 105,7 + (7,1} 101.2 (3.,3)

Tabulka 12: Pro srovnani:

temnu (-UVA).

ucinky fototoxického chlorpromazinu na Zivotnost NHEK
stimulovanych UVA zarenim (+UVA) ve srovnani s kontrolou inkubovanou po dobu ozarovani v

CPZ
[ ——— % konitroly
(pumolil) <~UVA +UVA
0.8 10384 (44 1217%(13)
1,6 102 +(4,6) 77,64 (0,9)
3,1 976+ (13,1} 704%(5%)
6,3 99,9 + (7) 47,1 £(5.2)
12,5 4544 (24,6) 347154
25 29,1 £ (14.5) 26.3 £ {19}
50 173+(22)  2L,74(19)

Priklad 10. In vitro test fotoprotektivnich U€inkli na normalni lidské koZni keratinocyty (NHEK)

Jako in vitro model byly pouzity normalni lidské kozni keratinocyty (NHEK). Bunky byly
izolovany z fragmentl klize od zdravych darct, kteii podstoupili chirurgicky zakrok na Oddé¢leni
plastické a estetické chirurgie FN Olomouc. Odbér tkan¢ a izolace bun¢k probéhla podle postupu
a podminek schvalenych Etickou komisi FN Olomouc a Lékarské fakulty UP Olomouc. VSichni
darci podepsali informovany souhlas s odbérem tkané. Pro experiment byly bunky pouzity ve 3.
az 4. pasazi. NHEK byly vysety na 96—jamkové desky v koncentraci 1.10* bunék/jamku v riistové
médium pro keratinocyty (EpiLife®) doplnéné o komeréni sadu rdstovych faktorti (Human
Keratinocyte Growth Supplement Kit) a antibiotika (penicilin (100 mg/ml), streptomycin
(100 mg/1) a ampicilin (250 pg/ml).

Testovanou latkou byl 6—(tetrahydrofuran—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin 1.
Latka 1 byla rozpusténa v DMSO a poté nafedéna do média bez séra (EpiLife® s penicilinem
(100 mg/ml) a streptomycinem (100 U/ml) a ampicilinem (250 pg/ml)) na koncentracni rozmezi
(3,9 az 500 pumol/l) tak, aby vysledna koncentrace DMSO v médiu byla 0,5 % (v/v). Po 24
hodinové inkubaci NHEK bylo rlstové médium vyménéno za médium bez séra obsahujici
testované latky a DMSO (negativni kontrola). Kontrolni médium obsahovalo pfislusny objem
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DMSO v médiu bez séra. Jako kontrola bylo pouzito médium bez séra s DMSO (0,5 % (v/v)),
coz odpovida jeho vysledné koncentraci pii experimentu s testovanymi latkami. Testovana latka
byla paraleln¢ aplikovana na dvé 96—jamkové desky s NHEK. Po 60 minutové inkubaci bylo
médium s latkami odstranéno, bunky byly dvakrat oplachnuty roztokem PBS a bylo aplikovano
PBS s glukézou (1 mg/ml). V piipadé sledovani ochrany vii¢ci UVA zéafeni byla nasledné jedna
deska ozatena cytotoxickou davkou UVA zateni (7,5 J/cm) s vyuzitim solarniho simulatoru SOL
500 (Dr. Hoenle Technology, Némecko) vybavenym H1 filtrem, ktery propousti zafeni v rozsahu
vinovych délek 320 az 400 nm. Pfi sledovani ochrany vii¢i UVB zafeni byly buiky ozafeny
cytotoxickou davkou UVB zafeni (400 mJ/cm?). K ozafeni byl pouzit solarni simulator SOL 500
vybaveny H2 filtrem, ktery propousti zafeni v rozsahu vinovych délek 295 az 320 nm. Intenzita
UVA nebo UVB zareni byla pifi kazdém ozafovani stanovena pomoci UVA- nebo UVB-metru
(Dr. Hoenle Technology, Némecko). Kontrolni buiiky byly v obou pfipadech po dobu ozafovani
inkubovany v temnu. Po UVA/UVB expozici bylo PBS s glukézou odstranéno a k buitkdm bylo
aplikovano médium bez séra. Po 24 hodinové inkubaci (37 °C, 5 % COs) bylo sledovano bunééné
poskozeni stanovenim inkorporace neutralni éervené (NC) do bunék. Po odstranéni média bez
séra byl k buiikam aplikovan roztok NC (0,03 %; PBS). Po 1 hodinové inkubaci (37 °C, 5 %
COy) byl roztok s NC odsan, buiiky byly fixovany smési formaldehydu (0,5 %, v/v) a CaCl, (1
%, m/v) v poméru 1:1 a barvivo bylo rozpusténo extrakénim roztokem methanol (50 %, v/v),
CH3COOH (1 %, v/v). Po 5 minutach intenzivniho tfepani byla zméfena absorbance pifi 540 nm.
Experimenty byly provedeny ve 4 nezavislych opakovanich s pouzitim bunék od 4 darct kvili
minimalizaci individualnich rozdill v citlivosti buné¢k.

Ochranny uc¢inek latek na poSkozeni vyvolané UVA nebo UVB zafenim byl vypocitan z
experimentalnich dat (absorbanci) testovanych latek s pozitivni a negativni kontrolou podle
nasleduyjiciho vztahu:

Avz-dnk| o
Apk ~ Ank|

Y ochrany = 100~

Avz ... absorbance vzorku (bunky pre—inkubované s testovanymi latkami v médiu bez séra a
nasledn¢ ozarené)

Ank ... absorbance negativni kontroly (buiiky inkubované s DMSO v médiu bez séra a neozarené
= inkubované v temnu)

Apk ... absorbance pozitivni kontroly (buiiky inkubované s DMSO v médiu bez séra a ozafen¢)

Vysledek: U bunék inkubovanych s latkou 1 pred UVA nebo UVB ozéfenim byla nalezena vyssi
Zivotnost bunék (schopnost inkorporace NC) ve srovnani s buikkami inkubovanymi s DMSO
(kontrola) a ozafenymi UV A nebo UVB ozafenim (Tab 13 a 14). Latka 1 tedy vykazuje soucasne
UVA i UVB fotoprotektivni efekt.

Tabulka 13: Stanoveni ochrannych ucinku latky 1 vici poskozeni UVA zarenim. Vysledky

reprezentuji prumeér + SD ze 4 experimentu provedenych na NHEK izolovanych od riznych
pacientu
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UYA fotoprotekee

Kaoncentpaes (umolily : :
% ochrany
39 397 £(12.9)
1.8 60,2 + (16,1}
156 SHSECI2A)
31.3 46,8+ (11.8)
62.5 479+ (8.9)
1258 57 2(4.8)
250 A8 # {32
300 30+ (13.9)

Tabulka 14: Stanoveni ochrannych ucinku latky 1 vici poskozeni UVB zdrenim. Vysledky
reprezentuji prumeér + SD ze 4 experimentu provedenych na NHEK izolovanych od riznych
pacientu

UVE fotaprotelce
i
¥ ochruny

Kongentracs (pmal/l)

3,9 S35 (7.4
7.8 T2 E(6)
15,6 69,84 (8,6)
313 65.9 = (9)
62,5 65,95 (%)
125 72,9 £ (6.9)
250 65,7 4(1.6)
500 (3

Priklad 11: Vliv testovanych latek na délku Zivota Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans se pouziva jako modelovy organismus pro identifikaci latek schopnych
ptiznivé modulovat nékteré aspekty starnuti savci véetné clovéka. Rada latek prodluzujicich
zivot C. elegans ma ptiznivy efekt na patologické projevy nékterych nemoci spojenych se starim.
Prikladem takovych latek miize byt resveratrol, kurkumin a fada dalSich. Délku zivota C. elegans
prodluzuje i fada latek pouzivanych v kosmetice pro regeneraci pleti a zpomaleni jejiho starnuti,
jako je napiiklad vySe zminény resveratrol, vitamin E, koenzym Q10, extrakty ze zelené¢ho ¢aje
nebo granatového jablka nebo cytokinin kinetin. V tomto experimentu byla pouZita standardni
linie Caenorhabditis elegans fem—1/HC17 nesouci teplotou indukovatelnou mutaci, ktera
zplsobi, ze se vSichni jedinci pii kultivaci ve 25 °C vyvinou v samice, coz zabrani dalsi
reprodukci a potencialnimu smichani piivodni experimentalni populace s potomstvem. Testované
latky rozpusténé v DM SO (100 mM zasobni roztoky) byly pridany do ¢erstvého NGM (nematode
growth medium) do findlni koncentrace 10 a 100 uM. Médium bylo nasledné rozpipetovano do
Petriho misek. Jako negativni kontrola bylo pouzito ¢ist¢t NGM a NGM s DMSO vehikulem. Po
ztuhnuti média bylo na misky rozetieno 100 ul suspenze bakterii Escherichia coli OP50 v LB
médiu (suspenze kultivovana pies noc ve 37 °C a 20krat zkoncentrovana), které slouzi jako zdroj
potravy pro had’atka. Misky byl ponechany pres noc v 37 °C, aby se bakterie mohly rozriist. Na
takto pifipravené misky byla nasledné nasazena populace v€kové synchronizovanych mladych
dospélct C. elegans. Misky byly uchovavany v inkubatoru ve 25 °C a ve vybranych ¢asovych
intervalech (kazdé 1 az 3 dny) skenovany na skeneru (Epson perfection V700 photo). Pocet
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prezivajicich jedincli byl uréen pomoci analyzy obrazu v programu Fiji. Skript vychazejici z
identifikuje pohybujici se objekty srovnanim série fotografii misky pofizenych s malym ¢asovym
odstupem (pfiblizn€ 30 s). Byly srovnavany tii po sob& pofizené fotografic kazdé misky a
napoctené hodnoty byly zprimérovany, aby se sniZila moznost chyby. Vysledky byly nasledné
analyzovany pomoci programli OASIS a ED50v10. Statisticka signifikance byla vyhodnocena
pomoci Log-Rank testu a ziskané p—hodnoty byly korigovany podle Bonferroniho. Vysledky
shrnuje tabulka 15. Latky 1, 15 a 20 statisticky vyznamné prodluZovaly Zivot C. elegans.

Tabulka 15: Viiv testovanych latek na délku Zivota C. elegans (ve dnech)

DMSO T 18 15 20 20 i 1
10pM | 100 M | 10pM | 100 M | T0RM | 100 M

median | 87 54 103 a1 102 05 | 102

primer 10,9 11,3 13,8 12,4 11,2 119 12,6 |

PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti alespon jednoho adeninového derivatu obecného vzorce I

HN/Re

0

N

0O

¢,

(D)

a jejich farmaceuticky ptijatelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem, aminy, nebo adi¢ni soli
s kyselinami, kde

R2 je vodik nebo halogen;

R6 je vybran ze skupiny zahrnujici

— heteroaryl s 5— azZ 6—¢lennym aromatickym kruhem obsahujicim alespon jeden heteroatom
vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, pfi¢emz heteroaryl je
nesubstituovany nebo substituovany alespon jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl,
halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;

— heteroarylalkyl s 5- aZ 6—Clennym aromatickym kruhem obsahujicim alespon jeden
heteroatom vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, kde alkyl obsahuje 1 az
4 atomy uhliku, pficemz heteroarylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alespon
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl,
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merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino,
amino(C1-C4)alkyl;

— heterocyklyl s 5— aZ 6-Clennym alifatickym kruhem obsahujicim alespon jeden heteroatom
vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, pficemZ heterocyklyl je
nesubstituovany nebo substituovany alespon jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl,
halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;

— heterocyklylalkyl s 5- az 6—Clennym alifatickym kruhem obsahujicim alesponn jeden
heteroatom vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, kde alkyl obsahuje 1 az
4 atomy uhliku, pfi¢emZ heterocyklylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alespon
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl,
merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino,
amino(C1-C4)alkyl;

— cykloalkyl s kruhem obsahujicim 5 az 6 atoml uhliku, nesubstituovany nebo
substituovany alesponl jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl,
hydroxy(C1-C4)alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino,
di(C1-C4)alkylamino, amino(C1 —C4)alkyl;

— cykloalkylalkyl s kruhem obsahujicim 5 az 6 atom@ uhliku, kde alkyl obsahuje 1 az 4
atomy uhliku, pficemZ cykloalkylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alespon
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl,
merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino,
amino(C1-C4)alkyl;

— isoalkyl obsahujici 3 az 7 atom( uhliku, nesubstituovany nebo substituovany alespon
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl,
merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino,
amino(C1-C4)alkyl,

jako UV-fotoprotektivnich slozek v kosmetickych pfipravcich, v piipravcich pro ochranu
rostlin a/nebo v pfipravcich pro oSetieni tkanovych kultur.

2. PouzZiti podle naroku 1, kde v substituentu R6 heteroaryl obsahuje 5—€lenny kruh, a v tomto

S—atomovém kruhu jeden heteroatom, kterym je O nebo S, pficemZ heteroaryl je nesubstituovany
nebo substituovany alespon jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl,

hydroxy(C1-C4)alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-
C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl.

3. Pouziti podle naroku 1, kde v substituentu R6 heteroarylalkyl obsahuje 5—¢lenny kruh a C1-
C2 alkyl, a v 5S—atomovém kruhu jeden heteroatom, kterym je O nebo S, pficemz heteroarylalkyl
je nesubstituovany nebo substituovany alespon jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen,
karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl.

4. Pouziti podle naroku 1, kde v substituentu R6 heterocyklyl obsahuje 5—¢lenny kruh, a v 5—
atomovém kruhu jeden heteroatom, kterym je O nebo S, pfi¢emz heterocyklyl je nesubstituovany
nebo substituovany alespon jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl,
hydroxy(C1-C4)alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-
C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl.

5. PouZiti podle naroku 1, kde v substituentu R6 heterocyklylalkyl obsahuje 5—¢lenny kruh a
C1-C2 alkyl, a v 5—atomovém kruhu jeden heteroatom, kterym je O nebo S, pficemz
heterocyklylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alespon jednim substituentem vybranym
ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl,
acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl.

6. PouZiti podle naroku 1, kde substituent R6 je vybran ze skupiny zahrnujici cyklopentyl,
cyklopentylmethyl, isopropyl, isobutyl, isopentyl, isohexyl, isoheptyl, pfi¢emz kazda z
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uvedenych skupin je nesubstituovana nebo substituovana alespon jednim substituentem
vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, hydroxy(C1-C4)alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl,
formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl.

Pouziti podle naroku 1, kde adeninové derivaty jsou vybrané ze skupiny zahrnujici:
tetrahydrofuran—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
S5—-methylfuran—-2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
S5-hydroxymethylfuran-2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
S—formylfuran—2-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
1-furan—-2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
S—methyltetrahydrofuran—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
1—tetrahydrofuran—2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
cyklopentylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
thiofen—2-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
3—methylthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
S5—methylthiofen—-2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—-yl)purin
S—chlorthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
6—(5-bromthiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
6—(1-thiofen—2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—yl)purin
2—chlor—6—furfurylamino-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
2—chlor—6—(5—methylfuran-2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—-yl)purin
2—chlor—6—(5-hydroxymethylmran—-2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—6—(5-formylfuran—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—6—(1-furan-2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
2—chlor—6—(tetrahydrofuran—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
2—chlor—6—(5—methyltetrahydrofuran—-2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—6—(1-tetrahydrofuran—-2—ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—6—(thiofen-2-ylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—yl)purin
2—chlor—6—(thiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—-yl)purin
2—chlor—6—(3—-methylthiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
2—chlor—6—(5-methylthiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
2—chlor—6—(5—hlorthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—-yl)purin
2—chlor—6—(5-bromthiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—6—(1-thiofen—2—-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
2—chlor-6—(cyklopentylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin.

7.

6—
6—
6—
6—
6—
6—
6—
6—
6—
6—
6—
6—

NN AN AN N AN AN AN AN AN AN N

8.  Pouziti podle kteréhokoliv z ptfedchazejicich narokd, kde se alespon jeden adeninovy derivat
obecného vzorce I pouzije jako slozka s kombinovanym antisenescen¢nim a UV—
fotoprotektivnim ucinkem.

9. Adeninové derivaty obecného vzorce I

(D)
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a jejich farmaceuticky pfijatelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem, aminy, nebo adi¢ni soli s
kyselinami, kde

R2 je vodik nebo halogen;

R6 je vybran ze skupiny zahrnujici
— heteroaryl s 5— aZ 6—¢lennym aromatickym kruhem obsahujicim alespon jeden heteroatom
vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, pfi¢emz heteroaryl je
nesubstituovany nebo substituovany alespon jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici C1-C4 alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino,
di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;
— heteroarylalkyl s 6—¢lennym aromatickym kruhem obsahujicim alespon jeden heteroatom
vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, kde alkyl obsahuje 1 az 4 atomy
uhliku, pfi€emZ heteroarylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alespon jednim
substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl,
formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;
— heteroarylalkyl s 5— ¢lennym aromatickym kruhem obsahujicim alesponl jeden heteroatom
S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, kde alkyl obsahuje 1 az 4 atomy uhliku, pfi¢emz
heteroarylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alesponn jednim substituentem
vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl,
halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;
— heterocyklyl s 5— aZ 6-¢lennym alifatickym kruhem obsahujicim alespon jeden heteroatom
vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, pficemZ heterocyklyl je
nesubstituovany nebo substituovany alespon jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici C1-C4 alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino,
di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;
— heterocyklylalkyl s 5- az 6—Clennym alifatickym kruhem obsahujicim alesponn jeden
heteroatom vybrany z O, S a ostatni atomy kruhu jsou atomy uhliku, kde alkyl obsahuje 1 az
4 atomy uhliku, pfi¢emZ heterocyklylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alespon
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl,
formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;
— cykloalkyl s kruhem obsahujicim 5 az 6 atom@ uhliku, nesubstituovany nebo
substituovany alesponl jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl,
merkapto(C1-C4)alkyl, formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino,
amino(C1-C4)alkyl;
— cykloalkylalkyl s kruhem obsahujicim 5 aZ 6 atoml uhliku, kde alkyl obsahuje 1 az 4
atomy uhliku, pficemZ cykloalkylalkyl je nesubstituovany nebo substituovany alespon
jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici C1-C4 alkyl, merkapto(C1-C4)alkyl,
formyl, acetyl, halogen, karboxyl, amino, di(C1-C4)alkylamino, amino(C1-C4)alkyl;

10. Adeninové derivaty podle naroku 9, vybrané ze skupiny zahrnujici:
6—(tetrahydrofuran—-2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
6—(5—methyltetrahydrofuran—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
6—(1—-tetrahydrofuran—2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
6—(cyklopentylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
6—(thiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
6—(3—methylthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
6—(5—methylthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
6—(5—chlorthiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
6—(5-bromthiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
6—(1-thiofen—2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—6—(tetrahydrofuran—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2-yl)purin
2—chlor—6—(5-methyltetrahydrofuran—-2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—-2—yl)purin
2—chlor—6—(1-tetrahydrofuran—-2-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—yl)purin
2—chlor—-6—(thiofen-2-ylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—yl)purin
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2—chlor—6—(thiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—-yl)purin
2—chlor—6—(3—methylthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
2—chlor—6—(5—methylthiofen—2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2-yl)purin
2—chlor—6—(5—hlorthiofen-2—ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran-2—-yl)purin
2—chlor—6—(5-bromthiofen—2—-ylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—6—(1-thiofen—2—-ylethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin
2—chlor—6—(cyklopentylmethylamino)-9—(tetrahydrofuran—2—yl)purin.
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