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N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin pro modulaci cirkadiannich rytma

Oblast techniky

Vynalez se tyka vyuziti N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu (kinetin, N¢-furfuryladenin, 6-
furfurylaminopurin) pro modulaci cirkadiannich rytmi savci véetné ¢lovéka a jejich bunék, tkani
a organu. Takovd modulace je uziteCnd pro 1écbu jak akutnich, tak chronickych dysfunkci a
nemoci cirkadidnniho rytmu v disledku jak genetickych, tak socio-enviromentalnich faktora.

Dosavadni stav techniky

Cirkadianni hodiny se vyvinuly jako adaptace na 24-hodinovy slune¢ni den, a ackoli se jejich
mechanismus u riznych organismii lisi, patii mezi univerzalni vlastnosti zivota. Umoziuji
predvidat pravidelné se ménici vnéjsi podminky. Funguji vSak také v aperiodickych podminkach
s vlastni geneticky urcenou cirkadianni periodou. Jsou synchronizovatelné vnéj$im prostredim a
fidi metabolické, fyziologické a behavioralni rytmy. U savcl jsou cirkadianni rytmy fizeny
centralnim oscilatorem umisténym v suprachiasmatickych jadrech hypotalamu, tzv. SCN, ktery je
ptimo synchronizovan svétlem a reguluje mistni hodiny v perifernich tkanich, jako je mozkova
kira, hippocampus, sitnice, jatra, ledviny, stfeva nebo slinivka. Hlavni oscilator v SCN, a také
periferni oscilatory, jsou slozeny ze vzajemné propojenych transkripcnich a (post)translacnich
zpétnovazebnich smyc¢ek (TTFL) tvofenych rodinami hodinovych gent, jako jsou Per, Bmal,
Clock, Rev-Erb, Ror a Cry. Hodinové geny pak rytmicky reguluji velkou skupinu pfevazné
tkanovée specifickych hodinami fizenych gent s riznymi funkcemi vcetné regulace metabolismu,
fotosyntézy nebo bunécného déleni.

Je zajimavé, Ze hodinové geny hraji roli v celé fadé dalSich procest. Napiiklad lidsky
ARNTL/BMALI pozitivné reguluje myogenezi a negativné reguluje adipogenezi prostiednictvim
transkripéni kontroly genti signalni drahy Wnt. Rovnéz pfispiva k normalni funkci
pankreatickych beta-bunék a reguluje glukézou stimulovanou sekreci inzulinu. Dale reguluje
signalni drahu mTORCI regulaci exprese MTOR a DEPTOR. Exprese chemokini v Ly6C
monocytech je také regulovana pomoci ARNTL/BMALI (Nguyen et al. 2013). Dale reguluje
expresi gend podilejicich se na rustu vlast (Watabe et al. 2013). Hraje také dulezitou roli v
dospé€lé hipokampalni neurogenezi tim, ze Casuje vstup neuronalnich kmenovych bun€k do
bunécéného cyklu. Lidsky PER?2 hraje roli v metabolismu lipidl (tlumenim proadipogenni aktivity
PPARG) a v metabolismu glukézy (regulace hladin cirkulujiciho inzulinu). PER2 pfispiva k
udrzeni kardiovaskularnich funkci prostfednictvim regulace produkce NO a vazodilata¢nich
prostaglandinii v aorté. Reguluje také absorpci glutamatu v synaptickych vezikulech, absorpci
mastnych kyselin v jatrech a podili se na regulaci zanétlivych procest.

Hodinami regulované geny a proteiny mohou tvofit i vice nez 20 % celkového transkriptomu a
proteomu v zavislosti na tkani. Jejich rytmicka regulace umoziiuje bunkam, tkanim a organtim
koordinované provadét fyziologické procesy, predvidat a pripravovat se na zmény prostiedi.
Synchronizace jednotlivych oscilatorG v perifernich tkédnich pomoci SCN prostfednictvim
hormonalnich a neuronalnich signdli umoziiuje piesnou koordinaci a integraci rtznych
fyziologickych funkei.

Pti absenci vnéjSich podnéti (napiiklad ve stalé tme) je endogenni perioda cirkadianniho rytmu u
lidi v priméru o néco delsi nez 24 hodin. U zcela slepych subjektd neschopnych synchronizace
svétlem takovato perioda ¢asto chronicky pretrvava. Vysledkem jsou vzhledem k vnéjSimu ¢asu
volné bézici spankové faze téchto subjektli, coz je u nich casto spojené s negativnimi
metabolickymi, kognitivnimi a emocionalnimi dusledky.
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Nesoulad cirkadiannich hodin s vnéj$im Casem je také typickym rysem moderniho Zivota.
Leteckd doprava umoziiuje rychlé cestovani pfes ¢asova pasma, coz ma za nasledek pdsmovou
nemoc (jet lag). Umelé svétlo umoziuje aktivitu nezavislé na ptirozeném svétle, které u¢inné
synchronizuje centralni oscilator v SCN. Osobni preference specifické spankové faze (tzv.
chronotyp) a socialni faktory ovliviiuji Casovani aktivity a tyto jsou spolu ¢asto v rozporu, coZ ma
za nasledek tzv. socidlni jet lag (tj. chronicky rozdil mezi fazi spanku ve volnych dnech a
pracovnich dnech), ktery ma negativni vliv na zdravi (Roenneberg a Merrow, 2008
[doi:0.1016/j.smrv.2007.07.005]). Obzvlast¢ dulezity faktor zpusobujici cirkadianni
desynchronizaci je prace na smény kvili jeji prevalenci (vice nez 17 % pracovni sily v EU jsou
no¢ni pracovnici). Disledkem jsou casté problémy se spankem, Uinava a sniZzend manualni a
mentalni vykonnost. Jet lag, socidlni jet lag i prace na smény vyrazné ovlivituji fyziologické
funkce a zvySuji vyskyt civiliza¢nich chorob (Roennberg 2012 [doi:10.1016/j.cub.2012.03.038];
Roenneberg a Merrow 2016 [do0i:10.1016/j.cub.2016.04.011]). Jet lag a poruchy spanku spojené
s praci na smény patii mezi spankové poruchy podle mezinarodni klasifikace (G47.25 a G47.26,
Thorpy, 2012 [doi:10.1007/s13311-012-0145-6]). Casti sménovi pracovnici také vykazuji
zvySené  riziko  deprese,  metabolického  syndromu  (Costa et  al 2016
[doi:10.1080/07420520802114193]), rakoviny prsu, prostaty a kone¢niku (Sulli et al. 2019
[doi:./10.1016/j.trecan.2019.07.002]). Z toho ditvodu Mezinarodni agentura WHO pro vyzkum
rakoviny (IARC) zafadila v roce 2007 cirkadianni naruSeni mezi pravdépodobné lidské
karcinogeny (skupina 2A).

Oprava naruSenych cirkadiannich rytmti nebo korekce jejich nesouladu s vnéj$im Casem by
mohla slouzit k terapii nebo zmirnéni symptomu v fad¢ dysfunkci a chorob. Mezi né patii ty, u
kterych je dysfunkce nebo nesoulad cirkadiannich hodin primarni pti¢inou (dédi¢ny syndrom
pokrocilé spankové faze FASPS, ASPD). ZlepSeni spanku by mohlo byt dtlezitym disledkem
takové terapie, protoze délka spanku a jeho kvalita samy o sobé ovliviluji incidenci
metabolickych chorob. Uprava zkracené periody a asné faze rytmi zpasobené samotnym
fyziologickym procesem starnuti by mohla byt velmi Gfinnym zplsobem terapie a prevence
spankovych problémi spojenych se stafim, diky nimz kazdy paty senior uziva léky na spani.
Takova terapie by také mohla pomoci v piipadé subklinickych, ale subjektivné $patn¢€ snasenych
problému spojenych s jet lagem, jako je nedostatek spanku, unava a ztrata soustfedéni a vykonu.
Tato cirkadianni terapie miize byt dokonce prospésna u asymptomatickych pacientti, u nichz jsou
naruseny periferni rytmy napiiklad v disledku nepravidelného stravovani.

Cirkadianni dysfunkce mize byt hodnocena métenim fyziologickych (jako je télesna teplota,
srdeCni aktivita, aktigrafie) nebo biochemickych parametr (melatonin, metabolity, RNA, hladiny
proteind v télesnych tekutinach). V pripadé¢ dédicného onemocnéni mize byt diagnostikovano
pomoci DNA diagnostiky zalozené na PCR nebo sekvenovani.

Modulatory cirkadianniho rytmu mohou byt také pouzity preventivné k urychleni spravného
nastaveni cirkadianniho systému po cestovani pies Casovd pasma nebo pifi planované zméné
aktivity (napf. pfiprava na sménny provoz nebo jiné spolecenské aktivity).

Soucasnym pfistupim k 1écbé poruch cirkadianniho rytmu dominuji rizné varianty terapie
jasnym svétlem a pouziti melatoninu nebo syntetickych agonistti melatoninovych receptortii. Tyto
metody vSak maji také vyznamné nevyhody. Terapie jasnym svétlem je pro mnoho uzivateli
povaZovana za velmi nepohodlnou, protoze vyZaduje vystaveni se velmi vysokym urovnim svétla
v presnych ¢asovych oknech kazdy den (Zee et al., 2013
[doi:10.1212/01.CON.0000427209.21177.aa.]). U nevidomych pacientt je vyloucena. Melatonin
je ucinny u jen nékterych pacientd s poruchami spanku. Nema pravdépodobné vyznamny efekt
napfiiklad na pacienty trpici FASPS, ASPD nebo jet lagem po cestovani smérem na zapad. Mize
vyvolat nezadouci ospalost. Navic existuje velka individualni variabilita v reakci na melatonin.
Dalsi nevyhoda svétla nebo melatoninu je, Ze jejich ucinek na fazi rytmu je pfimo zavisly na
okamzité fazi centralnich hodin v SCN. Naptiklad svétlo béhem subjektivniho dne nijak neptisobi
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na fazi SCN (neresponzivni zona fazové-responzni kiivky), je proto nutné ho ¢asovat do brzkych
rannich nebo pozdnich ve¢ernich hodin.

Novym u¢innym zpiisobem Upravy cirkadiannich rytmt by proto mohlo byt pfimé piisobeni na
molekularni cirkadianni mechanismus. Napiiklad inhibitor CK18 (PF670462, Pfizer) velmi
ucinné prodluzuje periodu in vitro a in vivo u mysi. Vyuziti zahrnuji poruchy rytmi zptsobené
predbihanim faze (jet lag, poruchy spojené se starnutim nebo praci na smeény) a/nebo zkracenim
periody (FASPS, ASPD). Dilezitym zjisténim je, ze PF670462 je mozné vyuzit i pro obnoveni
fyziologickych rytmt zadsadné narusenych v disledku genetického vytazeni VIP receptort v SCN
(které zkracuje periodu a zplsobuje ztratu rytmu podobné jako nékteré neurodegenerativni
choroby) nebo v disledku plisobeni stadlého svétla (které také nejprve ovlivni periodu a poté
zpisobi snizeni amplitudy vedouci kuplné =ztrat¢ rytmt) u my$i (Meng et al
2010[doi:/10.1073/pnas.1005101107]). Jinym ptikladem latky pisobici piimo na molekularni
mechanismus je nobiletin (He, Nohara a kol. 2016 [doi:10.1016/j.cmet.2016.03.007]), ktery
zvySuje amplitudu rytml na molekuldrni urovni pisobenim na jaderné receptory ROR a byl
nedadvno vyuzit k zamezeni vzniku metabolického syndromu u diabetického modelu mysi a
obnoveni fyziologickych rytml v jatrech mysi krmenych vysoce tu¢nou dietou (He, Nohara a
kol. 2016 [doi:10.1016/j.cmet.2016.03.007]), nebo ke snizeni kognitivnich defektd zptisobenych
stalym svétlem a midazolamem u mySiho modelu deliria (Gile, Scott a kol. 2018
[doi:10.1097/CCM.0000000000003077]). Podobna terapie cilici pfimo na molekularni
mechanismus bude prospé$na u fady poruch spojenych s nejriznéjsimi typy cirkadiannich
dysfunkci vyzadujicich spravnou synchronizaci, Upravu délky periody, jednorazové nastaveni
nové faze, nebo zvyseni celkové integrity rytma (viz vyse). Navic na rozdil od terapii pomoci
svétla nebo melatoninu, terapie za vyuziti latek cilicich pfimo molekularni mechanismus
nevyzaduje SCN, je stejné efektivni ve dne i v noci a jeji ¢asovani pravdépodobné vyznamné
neovlivni jeji ucinek, ktery miize byt snadno modulovan pomoci zmény davky.

Je znamo, ze rizné fyziologické procesy ovlivnéné farmakologickymi latkami vykazuji
cirkadianni variabilitu. Patfi mezi n¢€ napiiklad metabolismus a bunécné déleni. Podobné mnoho
proteind interagujicich s farmakologickymi latkami vykazuje variabilni expresi béhem denniho
cyklu.

Utinnost farmakoterapie nebo jeji toxicita mize potom zaviset na ¢asovani. Napiiklad ¢asovani
NSAID u osteoartritickych pacienti pomaha regulovat jejich toxicitu (Levi a Schibler 2007
[doi:10.1146/annurev.pharmtox.47.120505.105208]), v ¢ase se meéni také ti¢innost statind (Muck
a kol. 2000) a raznych chemoterapeutik (Dakup a kol. 2018 [doi:10.18632/oncotarget.24539]).
Znama je také cCasova zavislost UCinku a toxicity radioterapie (Chan et al. 2017
[doi:10.21037/apm.2016.09.07]). Pti tom obdobi vhodné k podani 1éc¢iva z hlediska maximalni
ucinnosti nebo minimalni toxicity mtze Casto kolidovat se spankem pacienta nebo byt mimo
dobu vhodnou pro zdravotnického pracovnika provadéjiciho oSetfeni. Za téchto okolnosti by
1écbu 1épe odpovidal cirkadidnni fazi kompatibilni s maximalnim terapeutickym vysledkem. K
tomuto ucelu lze podat farmakologické ¢inidlo modulyjici cirkadianni rytmus. Pfesné davkovani
takového ¢inidla umozni nejen ovlivnit periodu, ale také presné nacasovat vyslednou fazi rytmi
pacienta. Toto nebo jiné farmakologické ¢inidlo mlze byt také pouzito pro korekci cirkadidnni
faze po skonceni 1écby.

Podstata vynalezu

Vynalez se tyka N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu (kinetin, N°-furfuryladenin) pro pouziti
pro modulaci cirkadidnnich rytmt savci, zejména ¢lovéka.

Cirkadianni rytmus je vnitfni cirkadidnni rytmus organismu nebo jeho bunék, tkani a organt.
Modulace cirkadiannich rytm@ zahruje modulaci amplitudy, periody a/nebo faze cirkadianniho
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cyklu. VSechny tyto parametry jsou dilezité pro udrZzovani homeostazy, véetné spravného
fungovani metabolismu a kvality spanku.

Vynalez je zaloZen na zjisténi, ze N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin

1) moduluje aktivitu a koncentraci molekularnich komponent savéiho bunééného cirkadianniho
oscilatoru, a

2) moduluje periodu a amplitudu cirkadidnniho rytmu. Modulaci periody je navic mozné docilit
posunu faze cirkadianniho rytmu. Toto zjisténi vede k celé fadé terapeutickych aplikaci.

Zésadni vyhodou N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu i oproti fad€ bioaktivnich latek vcetné
jinych NS-substituovanych purini a jejich biosterti je jeho nizka toxicita. Rattan et Clark
(Biochem. Biophys. Res. Comm. 1994, vol. 201(2), 665-672 [doi: 10.1006/bbrc.1994.1752])
prokazali, ze lidské fibroblasty je mozné péstovat v pritomnosti vysokych koncentraci této latky
po dobu jejich replikativniho Zivota bez negativnich disledkti. Latka se pod nazvem Kinerase
pouziva v klinicky testované kosmetice a v oralni form¢ se testuje v terapii onemocnéni
hereditarni senzorické a autonomni neuropatie (Hereditary sensory and autonomic neuropathy,
klinicka zkouska NCT02274051).

Manipulace amplitudy, periody, a v pfipad¢ jednorazového ¢i kratkodobého podavani (<5 dni) i
faze, dosazitelna podavanim N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu je schopna korigovat
onemocnéni a dysfunkce cirkadiannich rytmda.

Dysfunkce cirkadianniho rytmu je jakékoliv odchylka od normalniho rytmu centralniho nebo
periferniho  cirkadianniho oscildtoru. Zahrnuje také naruSeni vzajemné fyziologické
synchronizace jednotlivych oscilatord v téle. Tato dysfunkce muze byt disledkem abnormalni
funkce komponent bunécného oscilatoru v disledku genetickych nebo epigenetickych poruch,
stejné tak jako zmén vnitiniho prostfedi napiiklad v dasledkii nemoci nebo starnuti.

Onemocnéni cirkadianniho rytmu a onemocnéni, kde je ptitomna dysfunkce cirkadianniho rytmu,
zahrnuji syndrom predbéhnuté spankové faze (ASPD), vcetné jeho dédicné formy (FASPS),
pasmovou nemoc, socialni jet lag, cirkadianni dysfunkci spojenou s praci na smény. N-(furan-2-
ylmethyl)-7H-purin-6-amin lze podavat preventivné i terapeuticky.

Modulace abnormalnich vzorct cirkadiannich rytmt poddvanim N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-
6-aminu koriguje snizenou kvalitu spanku (zlepSuje kvalitu spanku). Toto sniZzeni mulze byt
vnimano pouze subjektivné a nemusi dosdhnout klinického stadia. Kvalitou spanku je
spokojenost se spankovou zkuSenosti integrujici aspekty iniciace spanku, udrzeni spanku,
mnozstvi spanku a osveézujici efekt spanku. Jejim snizenim je pak subjektivni pocit, ze nektery z
téchto parametrll je nedostatecny, nebo objektivni pozorovani zmén téchto parametri. Kvalita
spanku muize byt posuzovdna pomoci dotaznikli napt. dotazniku Pittsburghské university o
kvalit¢ spanku (Pittsburgh Sleep Quality Index, PSQI) nebo méfenim (aktigrafie,
polysomnografie). Cilova onemocnéni spanku s naruSenymi cirkadiannimi rytmy (kéd G47.2
podle klasifikace ICD-10-CM 2020 Coding Guide™) zahrnuji FASPS a ASPD.

Prodlouzeni periody cirkadianniho cyklu pomoci N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu ma
terapeuticky efekt zejména v piipadé onemocnéni, kde je perioda cirkadianniho cyklu zkracena
a/nebo dochazi k predbihani faze jako je FASPS a ASPD. Zde je vyhodné dlouhodobé podéavani
(vice nez 5 dni). Aplikace N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu koriguje také abnormalni
spankové vzorce spojené se starnutim, kdy dochazi ke zkracovani periody, piedbihani faze
(ASPD spojeny se starnutim), zméné amplitudy a desynchronizaci perifernich rytmi.

Opakované podani latky prodluzujici periodu lze také pouzit k obnoveni nebo stabilizaci
cirkadianniho rytmu naruSené¢ho abnormalnimi svételnymi podminkami, ¢i postizenim ¢asti CNS
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relevantnich pro generovani cirkadidlniho rytmu geneticky (Meng et al. 2010
[doi:10.1073/pnas.1005101107]).

Modulace periody a/nebo faze (posun faze po jednorazovém nebo kratkodobém prodlouzeni
periody) dovoluje pfedchézet nebo 1é¢it onemocnéni a stavy zptisobené nesouladem vlastniho
cirkadianniho rytmu osoby nebo zvifete s vn&jSim prosttedim. Pro preventivni a/nebo
terapeutické tcinky proti pasmové nemoci (jet-lag), socialnimu jet-lagu, a/nebo porucham spanku
zpusobenym praci na smeny (shift-work disorder) je vyhodné poddvat N-(furan-2-ylmethyl)-7H-
purin-6-amin jednorazoveé nebo kratkodobé (jednorazové nebo opakované po dobu 1 az 5 dni).
Vyhodou jednorazového a kratkodobého podavani je men$i zatizeni organismu vcetné
metabolickych systémi lécivem.

Predmétem vynalezu je také N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin pro pouziti pro modulaci
odpovédi savel, véetné Clovéka, a jejich bunék, tkani a organt (in vitro nebo in vivo) ke
stimulim ovliviiyjicim cirkadidnni rytmus. N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin a stimulus
mohou byt aplikovany zéaroven, napfiklad ve formé kombinovaného piipravku, nebo nésledné
(sekvenéng).

Stimulem mutze byt svétlo, véetné umélého svétla a véetné riznych modalit svételné terapie.
Kombinace N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu a svétla ma piiznivy efekt na poruchy
spanku a nalady vcetné¢ syndromu ptedbéhnuté spankové faze (ASPD) (vcetné jeho formy
spojené se stafim a jeho dédicné formy (FASPS)), jet-lagu, socidlniho jet-lagu, cirkadianni
dysfunkce spojené s praci na smény.

Stimulem muze byt dal$i chronoterapeutikum. Chronoterapeutikum je latka, kterd moduluje
cirkadianni rytmus, pfipadn€ méni jeho citlivost ke zméné ptisobenim dal$ich stimult.

Ve vyhodném provedeni je predmétem vynéalezu kombinace N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-
aminu a chronoterapeutika vybraného ze skupiny zahrnujici: inhibitory CSNKI1D, inhibitory
CSNK1A, inhibitory CSNKIE, inhibitory GSKbeta, inhibitory ALKS5, aktivatory AMPK,
aktivatory SIRT1, ligandy CRY, agonisty PPARG, regulatory exprese BMALI, ligandy
vasopresinoveho receptoru, REV-ERB agonisty, RORa/y agonisty. S vyhodou je toto dalsi
chronoterapeutikum vybrané ze skupiny zahrnujici agonisty melatoninového receptoru vcetné
melatoninu, ramelteonu, tasimelteonu a agomelatinu. Tyto kombinace maji obvykle aditivni nebo
synergicky efekt na periodu a/nebo fazi, ale pfidavek kinetinu miize ménit i amplitudu. V
nekterych pripadech, jako je kombinace s chronoterapeutikem harminem, ptidavek kinetinu
zkracuje periodu oproti stavu, kdy je pouzit samotny harmin. Kinetin Ize tedy pouzit k jemné&jsi
modulaci u¢inku dal$ich chronoterapeutik.

N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin i dalsi uc¢inna latka (chronoterapeutikum) se v pfipravcich
mohou vyskytovat mimo jiné ve formé farmaceuticky akceptovatelnych soli ¢i solvatl.
Farmaceuticky akceptovatelné soli N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu vznikaji protonaci
jednoho z dusikli anorganickou nebo organickou kyselinou. Piiklady soli s anorganickymi
kyselinami zahrnuji hydrochloridy, hydrobromidy, hydrojodidy, sulfaty, nitraty, fosfaty,
hydrogenfosfaty, dihydrogenfosfaty, karbonaty, hydrogenkarbonaty, perchloraty. Piiklady soli s
organickymi kyselinami zahrnuji soli s jednosytnymi ¢i vicesytnymi kyselinami s linearnim nebo
vétvenym fetézcem s 2 az 20 uhliky, jako jsou naptiklad laktat, maleat, oxalat, fumarat, tartarat,
malat, maleat, citrat, sukcinat, glykolat, nikotinat, benzoat, salicylat, askorbat, pamoat; sulfonat,
methansulfonat, ethansulfonat, 2-hydroxyethansulfonat, benzensulfonat, p-toluensulfonat, 2-
naftalensulfonat, 3-fenylsulfonat a kafrsulfonat, aspartat nebo glutamat.

Kombinované farmaceutické piipravky pro soucasné podani obsahuji ¢inné mnozstvi N-(furan-
2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu a dal§i ucinné latky (chronoterapeutika), pifipadné¢ jejich
farmaceuticky akceptovatelnych soli nebo jiné jejich formy, samostatné nebo ve smési s jednou
nebo vice pomocnymi latkami jako jsou nosice, plniva, rozpoustédla, latky umoznujici degradaci
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tablet, Iubrikanty, latky zvySujici integritu, pigmenty, stabilizatory, konzervanty, antioxidanty,
latky zvySujici rozpustnost. Pipravek mtze obsahovat pomocné latky zvysujici penetraci pies
biologické bariéry naptiklad ptres kizi. Kromé soucasného podani lze ale podat G¢inné latky
samostatn¢ (sekvencnég), v ¢asovém rozestupu. Pak je kazda z té€chto ucinnych latek obsaZzena
v samostatné davkové formé, obvykle spolu s jednou nebo vice pomocnymi latkami

V uptednostiiovaném provedeni jsou tyto piipravky 1ékové formy pro peroralni aplikaci. Pouze u
cytostatik, kde je standardni formou inféize, je uptednostiiovanou formou infuze. V jiném
dalezitém provedeni jde o 1ékové formy pro transdermalni, inhalacni nebo nasalni aplikaci. V
dalsich provedenich jde o l€kové formy pro jiné formy parenteralni aplikace jako je napiiklad
intravenozni, intramuskularni, subkutanni, nebo pro topické podani.

Lékové formy pro peroralni aplikaci zahrnuji potahované i nepotahované tablety, mékké a tvrdé
zelatinové tobolky, matricové tablety, roztoky, emulze, suspenze, sirupy, prachy a granule pro
rekonstituci, zZvykaci a efervescentni tablety. Lékové formy pro parenteralni aplikaci zahrnuji
roztoky, emulze, suspenze a disperze, prachy a granule pro rekonstituci. Dalsi uvazované 1ékové
formy zahrnuji supositoria, formy pro transdermalni penetraci, implantaty, a formy pro insuflaci
a inhalaci. Topické formy zahrnuji krémy, gely, masti a néplasti.

Objasnéni vykresu

Obr. 1: N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin (latka 1) reguluje expresi genu BMALI1 a
prodluzuje periodu cirkadianniho rytmu lidskych bun¢k U20S transdukovanych transkripénim
cirkadiannim reportérem mBmall-Luc (ptiklad 1).

Obr. 2:  N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin (latka 1) prodluzuje periodu a moduluje
amplitudu cirkadianni exprese transkripniho hodinového reportéru Per2-Luc v mysich NIH3T3
bunkach (ptiklad 2).

Obr. 3:  N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin (latka 1) prodluzuje periodu a moduluje
amplitudu v organotypickych explantech hypotalamického suprachiasmatického jadra (SCN).
Reprezentativni zaznamy luminiscence ptimo ukazuji hladinu PER2 proteinu, ¢erné Sipky znaci
Cas pridani latky do média (A). Cirkadianni perioda (B) a amplituda (C) se zménila po podani
latky v dané koncentraci (ptiklad 3).

Obr. 4: N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin (latka 1) moduluje expresi Bmall-Luc reportéru
béhem prvnich 5 az 15 hodin po pfidani do média (priklad 4).

Obr. 5: N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin(latka 1) moduluje expresi Per2-Luc reportéru
béhem prvnich 1 az 12 hodin po pfidani do média (priklad 5).

Obr. 6: N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin (latka 1) moduluje efekt dalSich chronoterapeutik
na expresi Bmall-Luc reportéru v U20S bunkach. V médiu byla pfitomna latka modulujici
cirkadianni rytmy spolu s N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminem (50 pM, ¢erna linie) nebo
spolu se stejnym mnozstvim DMSO vehikula (Sedd). Podle typu pfidané latky lze pozorovat
aditivni (A) nebo synergisticky efekt na prodlouzeni periody (B,C,D,E); v pfipadé¢ harminu (F)
doslo naopak ke zkraceni periody po pfidani N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu.
Mechanismus putsobeni latek byl nasledujici: PF670 (PF-670462) — neselektivni inhibitor
CKld/e; T0901317 — agonista ROR; KL0OO1 — inhibitor CRY1 degradace; Rosiglitazon —
agonista PPARG, SR9009 — agonista REV-ERBa/b; harmin — inhibitor DYRK1 a modulator
Bmall transkripce (ptiklad 6).

Obr. 7. Vliv kombinace N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu (+) nebo DMSO vehikula (-) s
cytostatiky na viabilitu nadorové linie A549 (ptiklad 7).
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Obr. 8. Vliv N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu na rdst fibroblasti BJ. Pocet bunék v
jamkach 24-jamkové desky po 14 dnech (priklad 9).

Priklady uskuteénéni vynalezu

Ptiklad 1: N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin prodluzuje periodu cirkadianniho rytmu
lidskych bun¢k

Buniky lidského osteosarkomu U20S byly péstovany ve standardnim DMEM s 10% fetalnim
telecim sérem. Bunky U20S byly transdukovdny pomoci lentivirovych astic obsahujicich
reportér pLV6-Bmall-Luc (Steven Brown, Addgene plasmid # 68833) a selektovany pod
Blasticidinem. Bunécna linie byla klonalné expandovéana a pro dalsi experimenty byla pouzita
jedind monoklonalni bunécna linie. Buiiky byly kultivovany v 384-jamkové desticce v ristovém
médiu do 90+ % konfluence. Testovana sloucenina nebo vehikulum (DMSO) byly aplikovany do
zaznamového média s 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 1x GlutaMAX
(ThermoFisher, Waltham, MA, USA), 10% fetalni teleci sérum (Sigma) a 0,1 mM Luciferin-EF
(Promega Madison, WI, USA). Zaznam luminiscence prob¢hl kazdou hodinu béhem dalSich 144
hodin v Luminoskanu Ascent (ThermoFisher) Analyza cirkadianniho rytmu byla provedena
pomoci cosinorové analyzy. Vysledky jsou zobrazeny na obrazku 1.

Tento experiment demonstruje, ze N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin prodluzuje periodu
cirkadianniho rytmu lidskych bun¢k a mtze byt pouzit k manipulaci s fazi cirkadianniho rytmu
napiiklad s cilem synchronizovat vnitini cirkadianni hodiny se solarnim casem. Celkovy efekt na
cirkadianni oscilace nepfimo, ale jednozna¢né, prokazuje, ze N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-
amin je mozné pouzit i k ¢asové modulaci koncentrace a aktivity dalSich komponent oscilatoru
vcetng kritickych komponent BMALI, PER2, CRY and CLOCK v Case, protoZe tyto jsou
nezbytnou soucasti mechanismu generujiciho rytmickou expresi pouzitého luminiscen¢niho
reportéru. Nutné také dochazi k ovlivnéni koncentrace a hladiny dalSich proteint, jejichz
rytmicka exprese je fizena oscilatorem v mozku i perifernich tkanich (tzv. hodinami kontrolované
geny). Vliv N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu na aktivitu komponent oscilatoru a
podiizenych gend také znamena ovlivnéni fyziologickych procest buiiky témito geny a proteiny
fizenych.

Priklad 2: N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin prodluzuje periodu cirkadianniho rytmu
mysSich bunék

Mysi embryonalni fibroblasty NIH3T3 butiky byly péstovany ve standardnim DMEM s 10%
fetalnim telecim sérem. Bunky NIH3T3 byly transfekovany 1 pg Per2-Luc reportéru (Qing Jun
Meng, 2009) pomoci GeneJuice (Novagen) a selektovany pod hygromycinem. Buné¢na linie byla
klonaln€ expandovana a pro dalsi experimenty byla pouzita jedina monoklonalni bunééna linie.
Bunky byly kultivovany v 96-jamkové desti¢ce v ristovém médiu do 90+ % konfluence.
Testovana sloucenina nebo vehikulum (DMSO) byly aplikovany do zaznamového média
s 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 1x GlutaMAX (ThermoFisher, Waltham, MA,
USA), 10% fetalni teleci sérum (Sigma) a 0,1 mM Luciferin-EF (Promega Madison, WI, USA).
Zaznam luminiscence probéhl kazdou hodinu béhem dalSich 144 hodin v Luminoskanu Ascent
(ThermoFisher) Analyza cirkadianniho rytmu byla provedena pomoci cosinorové analyzy.
Vysledky jsou zobrazeny na obrazku 2.

Experiment demonstruje, ze N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin prodluzuje periodu
cirkadianniho rytmu mysich bun€k a muze byt pouzit k manipulaci s fazi cirkadidnniho rytmu
napiiklad s cilem synchronizovat vnitini cirkadianni hodiny se solarnim ¢asem. Celkovy efekt na
cirkadianni oscilace nepfimo, ale jednozna¢né, prokazuje, ze N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-
amin je mozné pouzit i k ¢asové modulaci koncentrace a aktivity dalSich komponent oscilatoru
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vcetné kritickych komponent Bmall, Per2, Cry and Clock, protoZe tyto jsou nezbytnou soucasti
mechanismu generujiciho rytmickou expresi pouzitého luminiscencniho reportéru. Nutné také
dochazi k ovlivnéni koncentrace a hladiny dalSich proteinil, jejichZ rytmicka exprese je fizena
oscilatorem v mozku i perifernich tkanich (tzv. hodinami kontrolované geny). Vliv N-(furan-2-
ylmethyl)-7H-purin-6-aminu na aktivitu komponent oscilatoru a podfizenych geni také znamena
ovlivnéni fyziologickych procest buiiky témito geny a proteiny fizenych.

Ptiklad 3: N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin prodluzuje periodu a moduluje amplitudu
cirkadianni exprese hodinového reportéru PER2::Luc v explantovanych suprachiasmatickych
jadrech hypotalamu transgenni mysi linie, centralnich hodinach savct.

Samci a samice my$§i mPer2Luc (kmen B6.129S6- Per2tm1Jt / J, JAX, USA) (Yoo et al., 2004)
byly udrzovany v cyklu svétlo/tma s 12 hodinami svétla a 12 hodinami tmy (LD12: 12), zabity
mezi 12:00 a 15:00, tj. 6 az 9 hodin po rozsviceni svétel, rychlou cervikalni dislokaci v anestezii
isofluranem, jejich mozky byly vyjmuty a pomoci vibratomu (Leica, Wetzlar, Némecko)
ptipraveny platky SCN o tloust’ce 250 pm v ledovém HBSS médiu (Sigma-Aldrich, St. Luis,
MO, USA). Byly piipraveny dva explantaty obsahujici SCN z kazdého mozku. Jednotlivé SCN
explantaty byly poté umistény na Millicell Culture Inserts (Merck, Darmstadt, Némecko) uvnitf
35 mm Petriho misek s testovanou slouc¢eninou nebo DMSO vehikulem v 1 ml vzduchem
pufrovaného zaznamového média doplnéného 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 1x
GlutaMAX (ThermoFisher, Waltham, MA, USA), 5% fetalnim telecim sérem (Sigma) a 0,1 mM
Luciferinu-EF (Promega Madison, WI, USA). Misky byly utésnény vakuovou vazelinou a
sklenénymi krycimi sklicky a umistény uvnitf pfistroje LumiCycle (Actimetrics) pro
bioluminiscen¢ni zdznam. Analyza rytmu byla provedena v softwaru Lumicycle Analysis
(Actimetrics).

Vysledky jsou zobrazeny na obrazku 3.

Ptiklad demonstruje, ze N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin prodluzuje periodu cirkadidnniho
rytmu a moduluje periodu v komplexni tkani centralniho pacemakeru a muze byt pouzit k
manipulaci s fazi cirkadianniho rytmu naptiklad s cilem synchronizovat vnitini cirkadianni
hodiny se solarnim casem. Celkovy efekt na cirkadianni oscilator nepfimo, ale jednoznacné,
prokazuje, ze latku je mozné pouzit i k modulaci koncentrace a aktivity dalSich komponent
oscilatoru véetné kritickych komponent Bmal, Per2, Cry and Clock v ¢ase. Nutné také dochazi k
ovlivnéni koncentrace a hladiny dalSich proteintl, jejichz rytmicka exprese je fizena oscildtorem
v mozku i perifernich tkanich (tzv. hodinami kontrolované geny). Vliv N-(furan-2-ylmethyl)-7H-
purin-6-aminu na aktivitu komponent oscilatoru a podfizenych gent také znamena ovlivnéni
fyziologickych procest bunky témito geny a proteiny fizenych.

Priklad 4: N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin reguluje expresi of Bmall genu a proteinu

Buniky lidského osteosarkomu U20S byly péstovany ve standardnim DMEM s 10% fetalnim
telecim sérem. Builky U20S byly transdukovany pomoci lentivirovych Céstic obsahujicich
reportér pLV6-Bmall-Luc (Steven Brown, Addgene plasmid # 68833) a selektovany pod
Blasticidinem. Bunécnd linie byla klondlné expandovéana a pro dalsi experimenty byla pouzita
jedind monoklonalni bunécna linie. Buniky byly kultivovany v 384-jamkové desticce v ristovém
médiu do 90+ % konfluence. Testovana slouc¢enina nebo vehikulum (DMSO) byly aplikovany do
zaznamového média s 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 1x GlutaMAX
(ThermoFisher, Waltham, MA, USA), 10% fetalni teleci sérum (Sigma) a 0,1 mM Luciferin-EF
(Promega Madison, WI, USA). Zaznam luminiscence prob¢hl kazdou hodinu béhem dalSich
144 hodin v Luminoskanu Ascent (ThermoFisher). Vysledky jsou zobrazeny na obrazku 4.

Ptiklad demonstruje, ze N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin reguluje expresi Bmall genu v
lidskych bunkach. Zména hladiny mRNA Bmall se projevi na hladiné jeho proteinu. Protoze
tento protein fidi expresi dalSich genti cirkadianniho oscilatoru a pfimo aktivuje expresi fady
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dalSich gent obsahujicich E-box v jejich regulaéni DNA oblasti a vykazujicich cirkadianni
oscilace, N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin ma vliv i na jejich expresi.

Priklad 5: N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin reguluje expresi Per2 genu a proteinu

Mysi embryonalni fibroblasty NIH3T3 bunky byly péstovany ve standardnim DMEM s 10%
fetalnim telecim sérem. Bunky NIH3T3 byly transfekovany 1 pg Per2-Luc reportéru (Qing Jun
Meng, 2009) pomoci GenelJuice (Novagen) a selektovany pod hygromycinem. Bunécna linie byla
klonaln€ expandovana a pro dalsi experimenty byla pouzita jedina monoklonalni buné¢na linie.
Bunky byly kultivovany v 96-jamkové desticce v ristovém médiu do 90+ % konfluence.
Testovana sloucenina nebo vehikulum (DMSO) byly aplikovany do zédznamového média s
100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 1x GlutaMAX (ThermoFisher, Waltham, MA,
USA), 10% fetalni teleci sérum (Sigma) a 0,1 mM Luciferin-EF (Promega Madison, WI, USA).
Zaznam luminiscence probéhl kazdou hodinu béhem dalSich 144 hodin v Luminoskanu Ascent
(ThermokFisher). Vysledky jsou zobrazeny na obrazku 4.

Priklad demonstruje, ze N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin reguluje expresi Per2 genu v
mysich buiikdch. Zména hladiny mRNA se projevi i na hladin€ proteinu PER2. Protoze tento
protein fidi expresi dalSich gent cirkadidnniho oscilatoru a inhibuje expresi fady dalSich genti
vykazujicich cirkadianni oscilace, N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin ma vliv i na jejich
expresi.

Priklad 6: N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin moduluje odpovéd’ bun¢k k dalSim stimulim
ovliviiyjicim cirkadianni rytmus

Buniky lidského osteosarkomu U20S byly péstovany ve standardnim DMEM s 10% fetalnim
telecim sérem. Bunky U20S byly transdukovany pomoci lentivirovych Castic obsahujicich
reportér pLV6-Bmall-Luc (Steven Brown, Addgene plasmid # 68833) a selektovany pod
Blasticidinem. Bunécna linie byla klondln€é expandovéana a pro dalsi experimenty byla pouzita
jedina monoklonalni bunécna linie. Bunky byly kultivovany v 384-jamkové desticce v ristovém
médiu do 90+ % konfluence. Testovana sloucenina nebo vehikulum (DMSO) byly aplikovany do
zaznamového média s 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 1x GlutaMAX
(ThermoFisher, Waltham, MA, USA), 10% fetalni teleci sérum (Sigma) a 0,1 mM Luciferin-EF
(Promega Madison, WI, USA). Zaznam luminiscence probéhl kazdou hodinu béhem dalsich 144
hodin v Luminoskanu Ascent (ThermoFisher) Analyza cirkadidanniho rytmu byla provedena
pomoci cosinorové analyzy. Ptiklad demonstruje, ze N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin
v kombinaci s latkami prodluzujicimi cirkadianni periodu pidsobicimi rlznymi mechanismy
uc¢inku ma aditivni ¢i dokonce synergisticky efekt na délku cirkadianni periody v lidskych
buiikach a miize byt vyuzit pro zvySeni ucinku téchto latek. Naopak, v zavislosti na mechanismu
plsobeni, u nékterych latek (zde harmin) dojde po pfidani N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-
aminu ke zkraceni periody, mize byt, proto vyuzit k negativni modulaci u¢inku tohoto typu latek.

Ptiklad 7: N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin sensitizuje nadorové bunky k cytostatikiim

Resazurin je modra slabé fluorescentni latka, ktera je metabolicky aktivnimi bufikami
ireverzibilné redukovana na Cerveny vysoce fluorescentni resofurin a pouzivd se proto k
hodnoceni viability. V testu byl sledovan vliv pusobeni cytostatik na viabilitu nadorové linie
A549 po predchozi expozici N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu (finalni koncentrace
100 mikromol).

Lidska nadorova linie A549 byla péstovana ve standardnim DMEM s 10% fetalnim telecim
sérem.

1000 bun¢€k bylo vyseto do jednotlivych jamek 384 jamkové mikrotitraéni desticky ve
30 mikrolitrech média RPMI. Po 24 hodinach byl k bunikam pfidan dexamethason (100 nmoléarni
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finalni koncentrace) s cilem synchronizovat cirkadianni oscilator a N-(furan-2-ylmethyl)-7H-
purin-6-amin (100 mikromolarni findlni koncentrace) nebo DMSO vehikulum. Po 12 hodinach
byla k bunkam piidana testovana cytostatika (3,3 mikromolarni finalni koncentrace) nebo DMSO
vehikulum. VSechny latky byly davkovany systémem ECHO, DMSO roztoky byly 1000-krat
koncentrované. Po 72 hodinovém ptisobeni byl pfidan 1000x koncentrovany roztok resazurinu v
DMSO do konecné koncentrace 0,0125 mg/ml. Fluorescence byla méfena po 3 hodinové
inkubaci. Vysledky jsou zobrazeny na obrazku 7.

Bylo ukazano, ze aplikace N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin pfed piridanim cytostatik
zvySuje jejich ucinnost. Stejného cytotoxického efektu je pak mozné dosahnout aplikaci nizsi
koncentrace cytostatika.

Priklad 8: N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin je netoxicky pro lidské nenadorové linie v
resazurinovém testu

Resazurin je modré slabé fluorescentni latka, kterd je mitochondriemi ireverzibiln¢ redukovana
na Cerveny vysoce fluorescentni resofurin. Pouziva se proto k hodnoceni viability eukaryotickych
bunek. V testu byl sledovan vliv 72-hodinového piisobeni nekolika koncentraci latek (trojnasobna
fedici fada, maximalni koncentrace = 100 mikroM) na viabilitu lidskych bun¢k - koznich
fibroblastti BJ a bunék sitnice ARPE-19. Buiiky byly péstovany ve standardnim médiu DMEM s
10% fetalnim telecim sérem. 5000 bun¢k bylo vyseto do jednotlivych jamek 96-jamkové
mikrotitraéni desticky 24 hodin pfed pfidanim testovanych latek. Jako negativni kontrola bylo
pouzito DMSO vehiculum. Po 72-hodinovém putisobeni byl pfidan roztok 1000x koncentrovany
roztok resazurin v DMSO do kone¢né koncentrace 0,0125 mg/ml. Fluorescence byla méfena po
1-hodinové (ARPE-19) pfipadné 3-hodinové (BJ) inkubaci. Hodnoty IC10 byly vypocteny
z davkovych kiivek pomoci programu v jazyce R vyuzivajiciho knihovnu drc.

Byly obdrzeny nasledujici vysledky: Resazurinovy test po 3 dnech inkubace — ARPE19 ICio
>100 uM, BJ ICyo >100 uM.

N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin ma pfiznivy profil toxicity pro lidské nenddorové
buiiky.To je vyznamny rozdil oproti fad& jinych N°-substituovanych purini a jejich biosteri z
nichz mnohé jsou toxické, n¢které z nich kvili tomu, ze jsou to inhibitory cyklin dependentnich
kinas (Voller et al. 2010 [doi: 10.1016/j.phytochem.2010.04.018], Jorda et al. 2012
[doi: 10.2174/138161212800672804]).

Priklad 9: N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin je netoxicky pro normalni lidské bunky béhem
dlouhodobé kultivace

Lidské fibroblasty BJ byly péstovany ve standardnim DMEM s 10% fetalnim telecim sérem.

Vlastni experiment byl proveden ve 24-jamkovych kultivac¢nich destickach. Do jednotlivych
jamek bylo vyseto pfiblizné¢ 10 000 bun€¢k v médiu DMEM s 10% telecim sérem. Testovana
sloucenina byla pfidana po 24 hodinach do findlni koncentrace pohybujici se mezi 12,5 a
100 uM. Kazda koncentrace byla testovana ve 4 opakovanich. DMSO vehikulum bylo testovano
jako netoxicka kontrola. Pro ziskani lepsi ptfedstavy o variabilité bylo kontrolnich jamek 8
(sloupce desky A a D). Kultivaéni médium s testovanou latkou nebo DMSO bylo vyménovano
dvakrat tydné. 12. den byly bunky ztrypsinizovany a spocteny na pristroji Coulter Z2. Testované
slouceniny v daném koncentracnim rozmezi a dobé€ kultivace neovliviiuji negativné rust bunck.
Vysledky jsou znazornény na obr. 8.

N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin ma piiznivy profil toxicity pro lidské nenadorové bunky.

To je vyznamny rozdil oproti fadé jinych NS-substituovanych purinii a jejich biosterit z nichz
mnohé jsou toxické, nekteré z nich kvili tomu, Ze jsou to inhibitory cyklin dependentnich kinas

-10 -


https://doi.org/10.2174/138161212800672804

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 310035 B6

(Voller et al. 2010 [doi: 10.1016/j.phytochem.2010.04.018], Jorda et al. 2012 [doi:
10.2174/138161212800672804]).

Ptriklad 10: N-(furan-2-ylmethyl)-7 H-purin-6-amin ma ptiznivé farmakokinetické parametry
Analyticka chemie

Kvantifikace N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu ve vzorcich byla provedena pomoci
syst¢ému RapidFire RF300 (Agilent Technologies) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem
QTRAP 5500 (AB Sciex, Concord, Canada) s ionizacnim zdrojem typu electrosprej v MRM
modu. Tento systém je dale oznaCovan jako RF-MS. Pfiprava lyofilizovanych vzorkt pro analyzu
je popsana nize v sekcich vénovanych jednotlivym metodam. Lyofilizované vzorky byly
rozpustény v mobilni fazi (95 % voda, 5 % acetonitril, 0,1 % kyselina mravenci) obsahujici
ptislusny vnitini standard. Rozpusténé vzorky byly aspirovany ptimo z 96-jamkové desky do
10 pl kapilary a z ni putovaly do C4 kartridZe (Agilent Technologies) se solventem A (95% voda,
0,01% k mravenc¢i, 5% acetonitril) rychlosti of 1,5 mL/minuta po 3 vtefiny. Po odsoleni byl
analyt z kartridze eluovan solventem B (95% acetonitril, 5%voda, 0,01% k mravenc¢i) do
hmotnostniho spekrometru rychlosti 0,4 ml/minuta po 7 s. Nasledovala hmotnostni spektrometrie
s ionizaci elektrosprejem v negativnim mddu. Dcefinné ionty byly identifikovany pomoci MRM
protokolu.

Hodnoceni stability v lidske plazmé

Testovana latka (finalni koncentrace 2 uM) byla inkubovana s lidskou plazmou 0, 15, 30, 60 a
120 min pii 37 °C. Reakce byla zastavena piidanim smési acetonitril-methanol (2:1). Vzorky
byly umistény pies noc do -80 °C a zcentrifugovany (2811x g, 6 min, 4 °C). Supernatanty byly
lyofilizovany.

Hodnoceni mikrosomalni stability

Reakéni smés byla tvofena testovanou latkou (2 uM), lidskymi jaternimi mikrosomy
(ThermoFisher Scientific, 0.5 mg/ml) a systémem generujicim NADPH (NADP+, isocitrate
dehydrogenasa, kyselina izocitronova a MgSQO4 v 0,1 mol/l K3PO4 pufru). Po 0, 15, 30 a 60-
minutové inkubaci byla reakce zastavena pfiddnim smési acetonitril-methanol (2:1). Vzorky byly
umistény ptfes noc do -80 °C a zcentrifugovany (2811x g, 6 min, 4 °C). Supernatanty byly
lyophilizovany.

Vypocty: Vnitini clearence byla vypoétena podle vztahu CLint = V*(0,693/t1/2), kde V je objem
smési v pl vztazeny na hmotnost mikrosomalnich proteintt v mg na danou reakci. Polocas (t1/2)
byl vypocten podle vztahu t1/2 = 0.693/k, kde k je smérnice regresni ptimky vztahu mezi
ptirozenym logaritmem procenta zbyvajiciho substratu a casu inkubace.

Hodnoceni permeability pasivni difuzi — PAMPA

PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay) byla provedena pomoci desek
MultiScreen® Filter Plates for PAMPA (Merck Millipore) podle protokolu vyrobce
(PCO040ENO00). Pied ptidanim do donorovych jamek byla testovana latka byla natfedéna PBS (pH
7,4) na finalni koncentraci 20 uM. Membrana byla potazena 10% lecithinem (Sigma Aldrich) v
dodekanu a akceptorové jamky byly naplnény PBS (pH 7,4). Akceptorova deska byla opatrné
prenesena na donorovou desku. Inkubace probihala 18 hodin pfi pokojové teploté. Poté byly
odebrany alikvoty roztokl z donorového a akceptorového roztoku a lyofilizovany.

Vypocty: Relativni permeabilita logP. byla vypoctena podle vztahu: log P.

log{Cx—In(1—drugA/drugE)}; kde C = (VA x VD)/{(VD+VA) x A x T}. VD a VA jsou objemy
donorového a akceptorového roztoku, 4 je velikost aktivniho povchu v cm?, T je doba inkubace
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ve vtefinach, drugA a drugE je mnozstvi latky v akceptorovém roztoku a v roztoku v teoretické
rovnovaze.

Hodnoceni vazby na plazmatické proteiny

Hodnoceni je zalozeno na rychlé rovnovazné dialyze (rapid equilibrium dialysis, RED). Inzerty
do desticek (Thermo Scientific™, Rockford, USA) pro RED se skladaji ze dvou komirek
(Cervend a bild) oddélenych semipermeabilni membranou. Roztok testované latky (10 uM) v 10%
lidské plazmé byl prenesen do Cervenych komitrek a bilé komirky byly naplnény PBS pufrem,
pH 7,4. Po 4-hodinové inkubaci za tiepani pii 250 rpm byly aliquoty z obou komirek pfeneseny
do mikrozkumavek. Aby aliquoty z obou komtrek mély stenou matrici, byla pfidana 10% plasma
nebo PBS pufr (pH 7,4). Reakce byla zastavena piiddnim smési acetonitril-methanol (2:1).
Vzorky byly zcentrifugovany (2811x g, 6 min, 4 °C) a supernatanty lyofilizovany.

Hodnoceni transportu pres Caco-2 and MDR-MDCK bariéry

Caco-2 (American Tissue Type Collection) a MDR1-MCDK (Netherlands Cancer Institute) byly
péstovany v DMEM medium s 10% fetalnim telecim séru. Pro pfipravu monovrstvy pro studie
transportu byly bufiky ztrypsinizovany a vysety na polyesterové membrany (velikost filtru
0,4 pm pro Caco-2 a 1 um pro MDR1-MCDK) v 96-jamkovych destickach Transwell® (Corning,
NY, USA). Kultiva¢ni médium bylo pfidano do donorového i akceptorového kompartmentu.
Bunky byly nechény rist, aby vytvotily monovrstvu. Kultivaéni médium bylo ménéno kazdy
druhy den.

Diferencované Caco-2 a MDR1-MCDK monovrstvy byly pouzity k testim jen pokud byly
intaktni, coz bylo otestovdno pomoci hodnoceni exkluze barviva Lucifer Yellow. Pied vlastnim
testem permeability byly monovrstvy oplachnuty Hanksovym pufrem balanced buffer solution
(Hanks balanced buffer solution — HBBS) (Gibco, Waltham, USA) a ekvilibrovany 1 h HBSS o
pH 7.4. Néasledné byla k buitkdm ptidana testovana latka (10 pM v HBSS pH 7,4) na 1h (MDRI1-
MDCK) nebo 2 h (Caco-2). Po ukonceni inkubace byly odebrany aliqoty z donorového i
akceptorového kompartmentu a lyofilizovany.

Vypocty: Koeficient permeability byl vypocten podle vztahu P,p,= (dQ/dt)/(Co x A), kde dQ/dt je
rychlost permeace latky ptes monovrstvu, Co je koncentrace v donorovém kompartmentu v cCase
t=0 a A je plocha monovrstvy. Efuxovy pomér je definovan jako pomér Pga/Pag, kde Pga a Pag
jsou zdanlivé permeability testované latky v apikdlné-bazalnim a bazalné-apikalnim sméru. Latky
s efluxovym pomérem >2 jsou povazovany za latky podléhajici efluxu.

Tabulka 1. Vysledky panelu farmakokineticky testi in vitro. Hodnoty Papp, >20 x10 pro Caco-2 a
Papp >10x10° pro MDR-MDCK indikuji dobrou oralni, respektive CNS, dostupnost.

MDRI1-MDCK Caco-2 PAMPA permeabilita| Mikrosomalni Stabilita v plasmé
permeabilita permeabilita (log Pe) stabilita (60min) [% | (120 min) [% intaktni]
(Pagp x10-6)/ {Pagp x10°9) intaktni]

315,31 76 -5,3 90 91

N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin je vysoce stabilni v lidské plasmé a pii vystaveni lidské
mikrosomalni frakci. Data z Caco-2 modelu stfevni stény predikuji, Ze se bude oralné vstfebavat.
Vyjimeéné vysoké hodnoty permeability v MDR1-MDCK modelu hematoencefalické bariéry
predikuji vybornou permeabilitu do CNS pravdépodobné pomoci transportéru. Penetrace do CNS
je klicova pro ovlivnéni centralniho pacemakeru.

Priklad 11: Suché tobolky s N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminem a melatoninem
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50 tobolek, kazdéa obsahujici jako aktivni slozku 500 mg N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu
a 5 mg melatoninu, se pfipravi nasledujicim postupem:

Slozeni

N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin 25 g

Melatonin 250 mg
Talek 100 mg
Magnesium stearat 100 mg

Postup ptipravy: Homogenizované latky jsou protlaceny pies sito s velikosti ok 0,6 mm. Davka
0,51 g smési je preneseno do Zelatinové tobolky.
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PATENTOVE NAROKY

1. N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin pro pouziti pro prevenci a/nebo 1é€bu onemocnéni
cirkadianniho rytmu vybranych ze skupiny zahrnujici syndrom ptredbéhnuté spankové faze - ASPD
a jeho dédi¢né formy - FASPD a FASPS.

2. N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin pro pouziti podle naroku 1 pro prevenci a/nebo lécbu
onemocnéni cirkadidnniho rytmu, vybranych ze skupiny zahrnujici syndrom ptedb€hnuté spankové
faze - ASPD, a jeho dédi¢né formy — FASPD a FASPS, kde N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin
je podavan po dobu vice nez 5 dnti.

3. N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-amin pro pouziti pro prevenci a/nebo lécbu dysfunkci
cirkadianniho rytmu vybranych ze skupiny zahrnujici pdsmovou nemoc, socialni jet lag, a
cirkadianni dysfunkci spojenou s praci na smény.

4. N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu pro pouZiti podle naroku 3 pro prevenci a/nebo 1écbu
dysfunkci cirkadianniho rytmu, vybranych ze skupiny zahrnujici pAsmovou nemoc, socialni jet lag,
poruchu cirkadianniho rytmu spojenou s praci na smény, kde N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-
amin je podavan jednorazoveé nebo po dobu méné nez 5 dnii nebo po dobu nejvyse 5 dnti.

5. Kombinace N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu a chronoterapeutika pro pouziti pro
modulaci cirkadianniho rytmu, zejména pfi prevenci a/nebo 1é€bé onemocnéni cirkadianniho rytmu
vybranych ze skupiny zahrnujici syndrom predbéhnuté spankové faze - ASPD, a jeho dédi¢né formy
- FASPD a FASPS.

6. Kombinace pro pouziti podle naroku 5, kde chronoterapeutikum je vybrané ze skupiny
zahrnujici melatonin, ramelteon, tasimelteon, agomelatin, harmin, resveratrol.

7. Kombinace N-(furan-2-ylmethyl)-7H-purin-6-aminu a chronoterapeutika pro pouziti pro
prevenci a/nebo 1é¢bu dysfunkci cirkadianniho rytmu vybranych ze skupiny zahrnujici pasmovou

nemoc, socialni jet lag, a cirkadianni dysfunkci spojenou s praci na smeny.

8. Kombinace pro pouziti podle naroku 7, kde chronoterapeutikum je vybrané ze skupiny
zahrnujici melatonin, ramelteon, tasimelteon, agomelatin, harmin, resveratrol.

7 vykresi
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