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methylbutyl, 4-hydroxy-1,3-dimethylbut-2-en-1-yl,
4-hydroxy-1,3-dimethylbutyl, benzyl; kde
cykloalkyl, allyl, benzyl a furfuryl mohou byt
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Mesylatové soli heterocyklickych cytokininu, pFipravky obsahujici tyto derivaty a jejich
pouziti

Oblast techniky

Vynalez se tyka mesylatovych soli heterocyklickych cytokinini, jejich pouziti v zemédélstvi a v
biotechnologickych aplikacich, a pfipravku obsahujicich tyto derivaty.

Dosavadni stav techniky

Cytokininy (CKs) jsou adeninové derivaty obsahujici rizné substituenty pfipojené na atomu N°
heterocyklické molekuly adeninu. V zavislosti na struktufe postranniho fetézce je rozdélujeme na
dvé skupiny a nazyvame je isoprenoidni nebo aromatické CKs. Isoprenoidni cytokininy jsou
skupinou, ktera se v pfirozenych podminkach vyskytuje castéji. Hlavni predstavitelé
isoprenoidnich cytokininu jsou Né-isopentenyladenin (iP) a jeho hydroxylovana forma trans-zeatin
(¢Z). Oba zminovan¢ isoprenoidni CKs jsou povazovany za aktivni, vzhledem k silné vazb¢ na
cytokininové receptory v Arabidopsis (Inoue et al., 2001, Nature 409, 1060-1063). Zeatin existuje
také jako cis-isomer (cZ), ktery vykazuje nizsi cytokininovou aktivitu (Spichal et al., 2004, FEBS
Journal 276, 244-253 ), ale je pfirozené se vyskytujicim CK v rostlinach (Gajdosova et al., 2011,
J Exp Bot 62, 2827 — 2840). Nasyceni dvojné vazby v isoprenoidnim fetézci zeatinu muze vést ke
vzniku dihydrozeatinu (DHZ), ktery vykazuje nizsi biologickou aktivitu ve tkanovych kulturach
nez zeatin (Letham, 1963, Life Sci, 8:569-573).

Krom¢ volnych bazi, které jsou aktivnimi formami cytokininu v rostlinach, se CKs také vyskytuji
v prirodnim materialu jako ribosidy (v nichz je ribdza pfipojena zpravidla na atom N9 purinového
skeletu) a ribotidy (v nichZ ribdza jesté obsahuje fosfatovou skupinu v poloze 5). Cytokininy jsou
rostlinné-specifické chemické prenaSece informaci (fytohormony), které hraji ustfedni roli
v regulaci rostlinného bunécného cyklu a v mnoha dalSich rustovych a vyvojovych procesech.

Po objevu hydroxylovanych aromatickych cytokininii topolinii, jako pfirozené se vyskytujicich
cytokininii (Stmad 1997, Physiol Plant 101, 674-688), se tyto nové latky zacaly uplatiiovat namisto
dlouho pouzivanych cytokininu, napfiklad 6-benzylaminopurinu (BAP), trans-zeatinu (tZ) anebo
kinetinu (K) v rostlinnych tkanovych kulturach (RTK) jako vhodna alternativa. Celosvétove se v
poslednich patnacti letech pouzivaji topoliny a jejich derivaty ve vyzkumnych laboratofich.
Topoliny, zejména meta-topolin a jeho derivaty, jsou vyuZzivany k iniciaci kultury vyhonu a
pupenu, pri optimalizacich mikropropagacnich protokoli a pro potlaceni riznych in vitro
vyvolanych fyziologickych poruch (napf. hyperhydricita, nekrdéza vzrostnych vrcholu, tvorba
chimér, inhibice tvorby kofenii béhem aklimatizace a ¢asna senescence) u mnoha riznych druhi
rostlin péstovanych v in vitro kultufe. Mnoho studii svéd¢i o rostouci popularité a vyhodach
(ackoliv ne univerzalné pro vSechny rostlinné druhy) topolinii v porovnani s jinymi CKs (Adeyemi
et al. 2012, Plant Tissue Organ Cult. 108: 1-16.). Cytokininy jsou bohuzel prakticky nerozpustné
ve vodé, ackoliv maji vysokou permeabilitu bunéénou membranou. Nizka rozpustnost ve vod¢ a
pomala rychlost rozpousténi jsou pak casto limitujicimi factory odpovédnymi za nizkou
biodostupnost téchto sloucenin, coz limituje jejich aplikacni moznosti. Navzdory dlouho znamému
faktu, Ze cytokininy maji schopnosti regulovat rist a vyvoj rostlin, nebyly zatim implementovany
téméf zadné jednoduché technologie oSetfeni rostlin. Jednim z piijatelnych vysvétleni je pravé
Spatna rozpustnost a $patna biologicka dostupnost, jakoz 1 rychly metabolismus cytokininu v jejich
znamych formach.

Soli aktivnich latek mohou existovat v riznych fyzikalnich formach véetné amorfnich a
krystalickych forem. Zatimco amorfni formy sestavaji z neuspofadaného usporadani molekul,
krystalické formy maji molekuly uloZzeny s periodicky opakovanou strukturu v konkrétni
krystalové mfizce. Pokud pevna latka existuje ve dvou nebo vice krystalovych formach, které maji
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odlisné rozlozeni a/nebo konformaci molekuly v krystalové mfizce, fikame, ze vykazuji
polymorfismus a rozdilné krystalové formy jsou nazyvany polymorfy. Polymorfy pevnych latek
mohou mit odlisné fyzikalni charakteristiky a chemické chovani v pevné fazi (napfiklad reaktivitu).
Polymorfy se li§i ve své vnitini sruktufe (usporadani), a proto maji odlisné fyzikalni a chemické
vlastnosti, napfiklad tzv. crystal packing, termodynamiku, spektroskopicka data, kinetiku,
interfacialni a mechanické vlastnosti. Tyto vlastnosti mohou mit dopad na vlastnosti, kvalitu nebo
ucinnost produktu, vCetn¢ stability, rozpustnosti nebo biodostupnosti. Priprava amorfnich forem v
prumyslovém méfitku je Casto problematicka. Mnoho procesu pouzivanych k pripravé tzv.
aktivnich farmaceutickych ingredienci (API), zejména pak krystalickych, neni vhodnych pro
pouziti v prumyslovém méfitku.

Krystalizaci novych cytokininovych soli, tzn. novych pevnych forem dané slouceniny, mohou byt
dosazeny unikatni vlastnosti v porovnani s existujicimi pevnymi formami cytokininu nebo jejich
stavajicich popsanych soli. Krystalografické a spektroskopické vlastnosti konkrétnich forem jsou
krom¢ jinych technik klasicky stanovovany za pomoci rentgenové praskové difrakce (XRPD) a
monokrystalové rentgenové difrakce. Konkrétni krystalické formy Casto vykazuji odlisné termické
vlastnosti, napfiklad odli$ny bod tani.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu jsou mesylaty (mesylatové soli) N®-substituovanych adeninovych derivati
obecného vzorce I,

e
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kde R je vybran ze skupiny obsahujici C3-C15 cykloalkyl, furfuryl, allyl, 4-hydroxy-3-methylbut-
2-en-1-yl, 3-methylbut-2-en-1-yl, 4-hydroxy-3-methylbutyl, 4-hydroxy-1,3-dimethylbut-2-en-1-
yl, 4-hydroxy-1,3-dimethylbutyl, benzyl, kde cykloalkyl, allyl, benzyl a furfuryl mohou byt
nesubstituovany nebo volitelné substituovany 1 az 3 substituenty vybranymi ze skupiny obsahujici
hydroxy, halogen, methyl, hydroxymethyl a methoxy.

Mesylaty heterocyklickych cytokininu obecného vzorce 1 podle tohoto vynalezu také zahmuji
pripadné opticky aktivni izomery a jejich smési véetné racematii.

V celé specifikaci, pokud z kontextu nevyplyva jinak, nazvy substituentti maji nasledujici vyznam:

Halogen znamena radikal fluoru, bromu, chloru nebo jodu;
Hydroxyl znamena skupinu -OH;

Methyl znamena skupinu -CHjs;

Methoxy znamena skupinu -OCHjs;
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Hydroxymethyl znamena skupinu HO-CH,-;

C3-C15 cykloalkyl znamena mono- nebo polycylickou alkylovou skupinu sestavajici ze 3 az 15-ti
uhlikovych atomi (s vyhodou vybranou ze skupiny zahmujici cyklopropyl, cyklobutyl,
cyklopentyl, cyklohexyl, cykloheptyl a adamantyl).

Vyhodné¢ jsou slouceniny obecného vzorce I vybrané ze skupiny zahmujici:

6-(2-hydroxycyklopropylamino)purin mesylat, 6-(3-hydroxycyklobutylamino)purin mesylat, 6-(3-
methoxycyklobutylamino)purin  mesylat, 6-(3-methoxycyklopentylamino)purin mesylat, 6-
cyklohexylaminopurin ~ mesylat,  6-(3-hydroxycyklohexylamino)purin ~ mesylat,  6-(3-
methoxycyklohexylamino)purin  mesylat, 6-(3-hydroxyfurfurylamino)purin mesylat, 6-(4-
hydroxyfurfurylamino)purin mesylat, 6-(5-hydroxyfurfurylamino)purin mesylat,6-(3-
methoxyfurfurylamino)purinmesylat,  6-(4-methoxyfurfurylamino)purin ~ mesylat,  6-(5-
methoxyfurfurylamino)purin  mesylat, 6-(2-hydroxy-3-chlorbenzylamino)purin mesylat, 6-(2-
hydroxy-5-chlorbenzylamino)purin mesylat, 6-(4-hydroxy-3-chlorbenzylamino)purin mesylat, 6-
(3-hydroxy-5-chlorbenzylamino)purin mesylat, 6-(2-hydroxy-3-jodbenzylamino)purin mesylat, 6-
(2-hydroxy-5-jodbenzylamino)purin mesylat, 6-(4-hydroxy-5-jodbenzylamino)purin mesylat, 6-
(3-hydroxy-5-jodbenzylamino)purin mesylat, 6-(2-hydroxy-3-brombenzylamino)purin mesylat, 6-
(4-hydroxy-3-brombenzylamino)purin mesylat, 6-(3-hydroxy-5-brombenzylamino)purin mesylat,
6-(2-hydroxy-3-fluorbenzylamino)purinmesylat, 6-(2-hydroxy-5-fluorbenzylamino)purin
mesylat, 6-(4-hydroxy-3-fluorbenzylamino)purin mesylat, 6-(3-hydroxy-5-
fluorbenzylamino)purin mesylat, 6-(2,3-dihydroxy-4-methoxybenzylamino)purin mesylat, 6-(2,4-
dihydroxy-3-methoxybenzylamino)purin mesylat, 6-(2,5-dihydroxy-4-
methoxybenzylamino)purin =~ mesylat,  6-(2-hydroxybenzylamino)purin ~ mesylat,  6-(3-
hydroxybenzylamino)purin mesylat, 6-(3-hydroxy-4-methoxybenzylamino)purin mesylat, 6-(3-
hydroxy-5-methoxybenzylamino)purin  mesylat,  6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamino)purin
mesylat, 6-(4-hydroxy-3-methoxybenzylamino)purin mesylat, 6-(2-hydroxy-4-
methoxybenzylamino)purin mesylat, 6-(4-hydroxy-2-methoxybenzylamino)purin mesylat, 6-(2-
methoxybenzylamino)purin -~ mesylat,  6-(3-methoxybenzylamino)purin ~ mesylat,  6-(4-
methoxybenzylamino)purin  mesylat, 6-(2,3-dimethoxybenzylamino)purin mesylat, 6-(2,4-
dimethoxybenzylamino)purin mesylat, 6-(2,5-dimethoxybenzylamino)purin mesylat, 6-(3,4-
dimethoxybenzylamino)purin mesylat, 6-(2,3,4-trimethoxybenzylamino)purin mesylat, 6-(2,3,5-
trimethoxybenzylamino)purin mesylat, 6-(3,5-dimethyl-4-hydroxybenzylamino)purin mesylat, 6-
allylaminopurin mesylat, 6-isopentenylaminopurin mesylat, 6-(3,3-dimethylallylamino)purin
mesylat, 6-(3-hydroxymethyl-3-methylallyl)amino)purin mesylat, 6-(Z)-(4-hydroxy-3-methylbut-
2-en-1-ylamino)purin mesylat, 6-(E)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)purin mesylat, 6-
(Z2)-(1'-methyl-4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)purin ~ mesylat,  6-(E)-(1"-methyl-4-
hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)purin mesylat, 6-(4-hydroxy-3-methylbutylamino)purin
mesylat, and 6-(1'-methyl-4-hydroxy-3-methylbutylamino)purin mesylat.

Mimoradné vyhodnymi slou¢eninami podle vynalezu jsou heterocyklické cytokininové mesylaty
obecné¢ho vzorce I vybrané ze skupiny zahmujici 6-furfurylaminopurin mesylat, 6-(2-

chlorbenzylamino)purin mesylat, 6-(3-chlorbenzylamino)purin mesylat, 6-(2-
fluorbenzylamino)purin mesylat, 6-(3-fluorbenzylamino)purin mesylat, 6-(4-
fluorbenzylamino)purin mesylat, 6-(2-hydroxybenzylamino)purin mesylat, 6-(3-
hydroxybenzylamino)purin mesylat, 6-(2-methoxybenzylamino)purin, 6-(3-

methoxybenzylamino)purin =~ mesylat,  6-(3-methylbut-2-en-1-ylamino)purin  mesylat, 6-
benzylaminopurin mesylat, 6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)purin mesylat, 6-(Z)-(4-
hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)purin =~ mesylat,  6-(E)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-
ylamino)purin mesylat, 6-(Z)-(4-hydroxy-1,3-dimethylbut-2-en-1-ylamino)purin mesylat, 6-(E)-
(4-hydroxy-1,3-dimethylbut-2-en-1-ylamino)purin mesylat, 6-(4-hydroxy-3-
methylbutylamino)purin mesylat a 6-(4-hydroxy-1,3-dimethylbutylamino)purin mesylat.

V jednom aspektu vynalezu jsou pfedmétem vynalezu krystalické mesylaty N°-substituovanych
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adeninovych derivatia obecného vzorce 1.

S vyhodou je pfedmétem vynalezu krystalicky benzylaminopurin mesylat majici charaktenstické
reflexe ve spektru rentgenové praskové difrakce méfené zafenim CuKo: 6.2;10.0; 15.2;15.7; 18.6;
18.8; 19.3;20.4; 23.5; 23.8;, 24.4; 27.6 + 0.2° 2-theta.

S  vyhodou je predmétem  vynalezu  krystalicky  meta-topolin  mesylat  ((3-
hydroxybenzylamino)purin mesylat) majici charakteristické reflexe ve spektru rentgenové
praskov¢ difrakce mérené zarenim CuKoa: 8.1; 9.7; 13.1; 15.6; 16.8; 17.6; 19.1; 19.5; 22.2; 24.6,
24.8,24.9;25.7+ 0.2° 2-theta.

S  wvyhodou je pfedmétem  vynalezu  krystalicky  ortho-topolin  mesylat  ((2-
hydroxybenzylamino)purin mesylat) majici charakteristické reflexe ve spektru rentgenové
praskov¢ difrakce méfené zafenim CuKa: 9.8; 12.1; 16.8; 17.8; 18.3; 18.3; 20.7; 23.3; 24.1; 25.1;
26.8 + 0.2° 2-theta.

S vyhodou je pfedmétem vynalezu krystalicky kinetin mesylat (furfurylaminopurin mesylat) majici
charakteristické reflexe ve spektru rentgenové praskové difrakce méfené zafenim CuKa: 6.2; 18.9;
19.8;20.4; 22.6;23.9,27.7;, 27.8 £ 0.2° 2-theta.

Mesylatové soli vzorce I se obecné pripravi reakci baze (N6-substituovaného adeninového
derivatu) a methylsulfonové kyseliny v polarnim rozpoustédle, zejména C1-C4 alkoholu,
nejvyhodnéji v methanolu. Krystalizace se pak provadi s vyhodou z acetonu.

Mesylatové soli purinovych cytokinini vzorce I, a zejména jejich krystalické formy, maji zlepSené
fyzikaln¢-chemické vlastnosti, a to zejména lepsi rozpustnost v polarnich rozpoustédlech véetné
vody, vysSi stabilitu a biodostupnost, a snazsi prumyslovou pripravu téchto latek.

Cytokininové mesylaty obecného vzorce I podle predkladaného vynalezu maji Sirokou Skalu
biologickych aktivit, vCetn¢ antioxidacni, anti-senescentni, podporujici nakladani floému,
ovlivnéni tvorby nadzemni ¢asti rostliny 1 kofene, pro-diferenciacni aktivity, které jsou zvlasté
uziteéné v zemé&délskych a biotechnologickych aplikacich (napf. k oSetfeni rostlinnych pletiv a
bun¢k). Jejich velkou vyhodou, zvysujici 1 jejich biologické aktivity, je zvySenad rozpustnost ve
vod¢ a biodostupnost. Slouceniny dle predkladan¢ho vynalezu (a pfipravky je obsahujici) maji
minimalni nebo nulovou toxicitu. To umoziuje jejich pouziti v Sirokém rozsahu aplikaci.

Predmétem vynalezu je pouziti sloucenin obecného vzorce I pro ochranu rostlinnych bun¢k in vivo
a in vitro proti oxidativnimu a elektrofilnimu stresu.

Prfedmétem vynalezu je také pouziti sloucenin obecného vzorce I jako antioxidantii pro inhibici
lipidové, proteinové a DNA peroxidace v rostlinach in vivo nebo in vitro.

Tento vynalez se dale tyka pouziti cytokininovych mesylati obecného vzorce I pro zvyseni vynosu,
zlepSeni zakofenovani, zvySeni poctu odnozi, zvySeni multiplikace a oddaleni senescence
v produkci uzitkovych rostlin a zemédélskych plodin, zejména obilovin (pSenice, jeCmen, ryze,
kukufice, zito, oves, Cirok a pfibuzné druhy), fepy (cukrové a krmné fepy), malvic, peckovic a
drobné¢ho (mékkého) ovoce (jablka, hrusky, Svestky, broskve, mandle, tfesné, jahody, boruvky),
lusténin (fazole, Cocka, hrach, soja), olejovin (fepka, horéice, mak, olivy, slunecnice, kokos,
Ricinus, kakaov¢ plody, arasidy), tykvovitych (okurky, dyné, melouny), vlaknitych rostlin (bavlna,
len, konopi, juta), citrusu (pomerance, citrony, grepy, mandarinky), zeleniny (Spenat, skoficovnik,
kafr) nebo rostlin jako tabak, ofechy, lilek, cukrova tipina, ¢aj, vinna réva, chmel, banany a prirodni
kaucuk a 1éCivé rostliny, stejn¢ jako okrasné rostliny. Plodiny zahmuji takové rostliny, které se
ukazaly tolerantni vuéi riznym skupinam rustovych regulatori/faktoru pfi pouziti konvencnich
Slechtitelskych metod nebo pii metodach genetického inzenyrstvi.
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Predmétem vynalezu je také pouziti sloucenin obecného vzorce I jako rustové-regulacni a
prodiferenciacni faktory. Mohou byt vyuzity k optimalizaci podminek v rostlinné tkanové kultufe
in vitro. Konkrétné pro in vitro zahmuji somatickou embryogenezi, mikropropagaci, androgenezi,
gynogenezi, suspenzni a protoplastové kultury. Slouceniny dle pfedkladaného vynalezu mohou byt
take pouzity jako inhibitory riastu korene v rostlinné tkarniové kultufte.

Cytokininové mesylaty obecn¢ho vzorce I mohou byt podle predkladaného vynalezu dale vyuzity
v rostlinnych tkanovych kulturach k potlaceni nezadoucich fyziologickych poruch, jako jsou napf.
hyperhydricita, nekréza vzrostnych vrchold, tvorba chimér, inhibice tvorby kofenii b&hem
aklimatizace a ¢asna senescence.

Predmétem vynalezu je pouziti slouceniny obecného vzorce I jako ristového regulatoru v
rostlinnych tkanovych kulturach ke stimulaci proliferace a morfogeneze.

Predmétem vynalezu je rovnéz pouziti sloucenin obecného vzorce I jako ristové regulatory pri
klonovani rostlinnych 1 Zivo¢i$nych zarode¢nych bunék a embryi, s vyhodou oocyti.

Predmétem vynalezu je rovnéz pouziti sloucenin obecné¢ho vzorce I pro inhibici nebo oddaleni
senescence rostlinnych bunék a celych rostlin.

Predmétem vynalezu je rovnéz pouziti sloucenin obecného vzorce 1 v zemédélstvi a v
biotechnologiich pro inhibici, oddaleni nebo redukci nepfiznivych efekti souvisejicich se
senescenci, a to jak in vivo tak in vitro, tato pouziti také zahmuji zlepSeni celkového vzhledu a
kondice rostlin, konkrétné rostlinnych epidermalnich a mezofylovych bun¢k, a také pro inhibici,
oddaleni nebo redukci senescence, Zloutnuti, ztraty chloroplastu a/nebo chlorofylu.

Predmétem vynalezu je rovnéz pouziti sloucenin obecného vzorce I pro omlazeni rostlinnych
bun¢k a/nebo stimulaci bunééné proliferace a/nebo jejich diferenciace v organismu.

Vyse uvedena pouziti sloucenin obecného vzorce I obvykle zahrnuji aplikaci u¢inného mnozstvi
alespon jedné slouceniny obecného vzorce I na buriky (napf. v tkanové kultufe), rostlinné organely,
¢asti rostlin nebo na celé rostliny. Slouceniny vzorce I 1ze aplikovat samotné, nebo — obvykleji — v
podob¢ pripravku s rozpoustédly, nosi¢i a/nebo pomocnymi latkami.

Vynalez dale zahmuje zemé&d€lské a biotechnologické pripravky obsahujici nejméné jeden
cytokininovy mesylat obecného vzorce I a vhodny nosi¢. Slou¢eniny podle obecného vzorce I jsou
pouzity v nezménéné formé€ nebo vyhodné spole¢né s pomocnymi latkami, béZné pouzivanymi pro
formulaci pripravki. Za timto ucelem jsou pfipravky vyhodné¢ formulovany jako koncentraty,
ucinné latky, jakoZz 1 suspenze a disperse, s vvhodou izotonické vodné roztoky, zfedéné emulze,
rozpustné prasky, granulaty, krémy, gely, olejové suspenze a take obalované formulace, napf.
polymernimi latkami. Stejné€ jako u typu pripravku, zptasoby aplikace, jako je postiik, rozprasovani,
praskovani, rozptyl, natirani nebo zalévani, se voli v souladu se zamyslenymi cili a pfevazujicimi
okolnostmi. Pripravky mohou byt sterilizovany a/nebo mohou obsahovat dal§i pomocné latky
neutralni povahy, jako jsou konzervacni cinidla, stabilizatory, smacedla nebo emulgatory,
solubiliza¢ni ¢inidla, stejné¢ jako hnojiva, donory stopovych prvka nebo jinych prostfedki k
dosazeni specialnich efektu.

Cytokininové mesylaty podle obecného vzorce I mohou byt smiseny s jinymi rustové regulacnimi
latkami (ristovymi regulatory), hnojivy a pesticidy, coz mize vést k synergické aktivité.

V tomto textu termin /» vivo znamena pouZiti v zivé celé rostliné nebo Casti rostliny schopné
samostatné¢ho Zivota. Termin in vitro znamena v buiice, v organele nebo v odebrané ¢asti rostliny,
nebo v usporadani zahmujicim pouze funkéni slouceniny z rostlin ¢i zvifat, jako jsou enzymy ¢i
latky pro pfenos informaci v burice.
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PRIPRAVKY

Pripravky obsahujici slouceninu vzorce obecného I (aktivni slozka) a pokud je tfeba, jednu nebo
vice pevnych nebo kapalnych pomocnych latek jsou pfipraveny znamymi zpuisoby, napriklad
smisenim nebo mletim ucinné latky s pomocnymi latkami, jako jsou napf. rozpoustédla nebo pevné
nosice. Do pfipravki mohou byt pfidavany povrchové aktivni latky (surfaktanty) a smacedla.

Priklady vhodnych aniontovych, neiontovych a kationtovych smacedel jsou shrnuty napriklad ve
WO 97/34485.

Také vhodné pro pfipravu kompozic, které obsahuji slouceninu vzorce I jsou povrchové aktivni
latky bézn¢€ pouzivané pii formulaci prostfedki, které jsou popsany napf. v "McCutcheon's
Detergents and Emulsifiers Annual" MC Publishing Corp., Ridgewood New Jersey, 1981; Stache,
H., "Tensid-Taschenbuch", Carl Hanser Verlag, Munich, 1981; a M. a J.Ash, "Encyclopedia of
Surfactants", Vol .1-3, Chemical Publishing Co., New York, 1980-81.

Formulace pfipravku obsahuje vahoveé od 0.1 do 99 % (w/w), zejména pak od 0.1 do 95% (w/w)
aktvni slozky cytokininového mesylatu, pfi¢emz obsahuje vahové smacedlo a to od 0.1 do 25%.

Ackoliv jsou komeréni produkty obvykle pripravovany ve formé koncentrati, kone¢ny uZzivatel
upotfebi nafedény pripravek. Kompozice muze proto obsahovat i dalsi prisady, jakymi jsou
stabilizatory, napf. rostlinné oleje nebo epoxidované rostlinné oleje (epoxidovany palmovy olej,
fepkovy olej nebo sojovy olej), odpénovace, napf. silikonovy olej, konzervacni pfipravky,
stabilizatory, zvlh¢ovadla nebo emulgatory, viskozitni ¢inidla, pojiva, lepidla, a take hnojiva a dalsi
aktivni prisady. S vyhodou jsou pouzivany pfipravky nasledujiciho sloZeni (% - hmotnostni
procento).

Emulgované koncentraty:

Aktivni slozZka: 1 az 90 %, s vyhodou 5 az 20 %
smacedlo: 1 az 30 %, s vyhodou 10 az 20 %
kapalny nosic¢: 5 az 94 %, s vyhodou 70 az 85 %
Prasky:

Aktivni slozZka: 0.1az 10 %, s vyvhodou 0.1 az 5 %
Pevny nosic¢: 99.9 az 90 %, s vyhodou 99.9 az 95 %
Suspenzni koncentraty:

Aktivni sloZka: 5az 75 %, s vyvhodou 10 az 50 %
voda: 94 az 24 %, s vvhodou 88 az 30 %
smacedlo: 1 az 40 %, s vyhodou 2 az 30 %
Smacivé prasky:

Aktivni sloZka: 0.5 az 90 %, s vyhodou 1 az 80 %
Smacedlo: 0.5 az 20 %, s vyhodou 1 az 15 %
Pevny nosic¢: 5 az 95 %, s vyhodou 15 az 90 %
Granule:

Aktivni latka: 0.1 az 30 %, s vvhodou 0.1 az 15 %
Pevny nosic¢: 99.9 az 70 %, s vyvhodou 99.9 az 85 %

Pro pouziti sloucenin vzorce I nebo kompozic je obsahujicich se pouzivaji rozdilné metody a
technologie, kterymi jsou napfiklad nasledujici:
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Kompozice mohou rovnéz obsahovat dalsi pfimési, jakymi jsou stabilizatory, napriklad rostlinné
oleje nebo epoxidizované rostlinné oleje (epoxidizovany kokosovy olej, fepkovy olej nebo sojovy
olej), odpénovace, napf. silikonovy olej, konzervacni latky, regulatory viskozity, pojiva,
zahu$tovadla, a také hnojiva a dalsi aktivni latky. Pro pouziti slou¢enin obecného vzorce I nebo
jejich soli, nebo kompozic je obsahujicich, se pouZzivaji rozdilné metody a technologie, kterymi
jsou napfriklad nasledujici:

1) Obalovani osiva

a) Obalovani osiva smacivou praskovou formulaci slouceninu vzorce I, a to michanim v nadobé¢ az
do stejnorodé distribuce na povrchu semen (suché obalovani). V tomto pfipad¢ se pouzije 1 az 500
g slouceniny podle obecného vzorce I (4 g az 2 kg smacivého prasku) na 100 kg semen.

b) Obalovani osiva emulzifikovanym koncentratem slouceniny podle obecného vzorce I v souladu
s metodou a) (mokré obalovani)

¢) Obalovani osiva cestou maceni semen po dobu 1 az 72 h v tekutiné obsahujici od 100 do 1000
ppm slouceniny podle obecného vzorce I's vyhodou nasledného ususeni semen (imeryni obalovani)

Obalovani semen nebo oSetfovani kliicich semenacku je pfirozené preferovanou metodou
aplikace, jelikoz oSetreni aktivni latkou je sméfovano a cili na plodiny. Obecné je slou¢enina vzorce
I pouzivana v mnozstvi 1 az 1000 g, s vyhodou od 5 do 250 g na 100 kg semen, avSak v zavislosti
na metodice, ktera rovnéz umoziuje pridani dalSich aktivnich latek nebo mikrozivin, urcené
koncentraéni limity se mohou pohybovat nahoru nebo dolu (opakovan¢ obalovani).

11) Aplikace cisternové smési i postrikem

Kapalna formulace je aplikovana samotna nebo ve smési s dalSim rustovym regulatorem postiikem
na rostliny, v mnozstvi od 0,05 g do 0,5 kg slouceniny vzorce I na hektar. Takova cisternova
aplikace se provadi pred anebo po seti, zejména na vzeslé rostliny (listova aplikace) v mnozstvi
postrikové jichy nebo smacedla 100 — 600 1/ha v zavislosti na druhu plodiny.

111) Aplikace do semenné brazdy

Sloucenina dle obecného vzorce I je zavedena do oteviené brazdy oseté semenem ve formé
emulzifikovaného koncentratu, smacivého prasku nebo granuli. Jakmile je semenna brazda
zaklopena, je rustovy regulator aplikovan cestou obvykle pouzivanou pifi pre-emergentnim
procesu.

1v) Kontrolované uvolnovani aktivnich latek
Slouéenina/ny vzorce I jsou aplikovany v roztoku k mineralnim granulovanym nosi¢im nebo
polymerizovanym granulim (mocovina, formaldehyd) a jsou vysuSeny. Jestlize je to zadouci, je

mozné take aplikovat obalovani, které umoznuje postupné uvolfiovani latky v méfitelnych
mnozstvich po urcitou specifickou dobu (obalované granule).

Objasnéni vvkresu

Obr. 1 ukazuje srovnani XRPD difraktogrami BAP mesylatu krystalické soli s BAP.

Obr. 2 ukazuje srovnani XRPD difraktogram krystalické soli meta-topolin mesylatu a meta-
topolinu.

Obr. 3 ukazuje srovnani XRPD difraktogramu krystalické soli ortho-topolin mesylatu a ortho-
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topolinu.

Obr. 4 ukazuje molekulamni strukturu krystalické soli meta-topolinu mesylatu ziskanou za pomoci
monokrystalové rentgeno-strukturni analyzy, véetn¢ sité¢ intermolekulamich vodikovych vazeb

Obr. 5 ukazuje molekularni strukturu krystalické soli ortho-topolinu mesylatu ziskanou za pomoci
monokrystalové rentgenostrukturni analyzy vcetné sit¢ intermolekularich vodikovych vazeb

Obr. 6 ukazuje XRPD difraktogram krystalické soli meta-topolin mesylatu jeden mésic po
uskladnéni v pevném stavu

Priklady provedeni vynalezu

Nasledwjici priklady slouzi k ilustraci vynalezu bez omezeni jeho rozsahu. Pokud neni uvedeno
jinak, v§echna procenta a podobna mnozstvi jsou zalozena na hmotnosti.

Priklad 1 Priprava krystalické soli meta-topolin [6-(3-hydroxybenzylamino)purin] mesylatu

6-(3-hydroxybenzylamino)purin (meta-topolin volna baze, 241 mg; 1 mmol) byl suspendovan v
methanolu (10 ml) pii laboratorni teploté a byla pridana po kapkach methansufonova kyselina (100
mg; 1.03 mmol). Po kratkém case reak¢ni smés zménila barvu z ¢iré (bilé) i strukturu na naZloutly
roztok. Vysledna reakcni smés byla michana pfi laboratomi teploté po dobu 20 min a pak odparena
na vakuové rotacni odparce do vzniku nazloutlého pevného rezidua, ktery byl smichas s 10 ml
heptanu a po zfiltrovani a promyti heptanem (3 x 5 ml) byl ziskan nazloutly krystalicky prasek,
ktery byl vysuSen do konstantni hmotnosti pri 60° C.

Vytézek: 88 %; Cistota (HPLC-UV/VIS): 98 %+; ESI-MS: [M + H] = 338.5

Prusvitné bilé krystaly vhodné pro provedeni monokrystalové rtg difrakce za ucelem stanoveni
molekulové struktury a praskové difrakce byly pfipraveny rozpusténim vySe uvedené latky v
metanolu po sedmidennim stani a volném vyparovani rozpoustédla.

Piiklad 2: Priprava krystalické soli ortho-topolin [6-(2-hydroxybenzylamino)purinu]
mesylatu

6-(2-hydroxybenzylamino)purin (ortho-topolin volna baze, 241 mg, 1 mmol) byl suspendovan a
michan v methanolu (15 ml) pfi laboratorni teploté a byla pfidana po kapkach methansulfonova
kyselina (100 mg, 1.03 mmol). Vysledna sm¢s byla michana pii laboratorni teploté po dobu 30 min
a pak odparena na vakuov¢ odparce do vzniku bilé pevné latky, do které byl vlit hexan (10 ml) —
byla ziskana bila krystalicka latka. Produkt byl zfiltrovan promyt hexanem (3x5 ml) a vysusen pfi
60 °C do konstantni hmotnosti. Vytézek: 310 mg (92 %); Cistota (HPLC-UV/VIS): 99 %+; ESI-
MS: [M + H]" = 338.51. Prusvitné¢ bilé jehlickovité krystaly vhodné pro monokrystalovou
rentgenostrukturni analyzu a praskovou difrakci byly pfipraveny rozpusténim pevné latky v
metanolu po sedmidennim volném odpafovani rozpoustédla.

Piiklad 3: Piiprava krystalické soli 6-benzylaminopurinu mesylatu

500 mg 6-benzylaminopurinu bylo rozpusténo v methanolu pii 50 °C po dobu 30 min. Poté, co byl
BAP zcela rozpustén byla pfidana po kapkach metansulfonova kyselina (144 pl). Roztok byl
hodinu refluxovan, pak ochlazen na laboratorni teplotu a pfemistén do kadinky opatfené
parafilmem. Roztok byl ponechan ke krystalizaci volnym odparovanim rozpoustédla po dobu 7
dnu. Krystalicka latka byla zfiltrovana a promyta ledovym metanolem. Vytézek: 86 %, Cistota
(HPLC-UV/VIS): 98 %, ESI-MS: [M + H]"= 322.11. Mal¢ bilé krystalky vhodné pro praskovou
difrakci byly pfipraveny rozpusténim vyse uvedené latky v metanolu a krystalizaci substance pfi
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7 °C po dobu sedmi dnu.
Priklad 4: Priprava krystalické soli 6-furfuryladeninu (kinetinu) mesylatu
500 mg 6-furfuryladeninu (kinetinu) bylo rozpusténo v 50 ml metanolu pfi 50°C po dobu 30 min.

Po tiplném rozpusténi kinetinu bylo do smési pridano 158 ul kyseliny metansulfonové po kapkach.
Roztok byl nasledn¢ hodinu refluxovan, pak zchlazen na laboratomi teplotou a ponechan k
volnému odparovani rozpoustédla v kadince zakryté parafilmem. Po sedmi dnech stani pii teploté
7 °C byla krystalicka latka zfiltrovana a promyta ledovym methanolem. Vytézek: 85 %, Cistota
(HPLC-UV/VIS): 98 %, ESI-MS: [M + H]" = 312.11. Mal¢ ¢iré¢ krystaly vhodné pro XRPD
praskovou difrakci byly pfipraveny op€tovnym rozpusténim pevné latky v methanolu a volnym
odparovanim rozpoustédla po dobu 6 dnu pfi 7 °C.

Piiklad 5: Priprava krystalické soli (E)-zeatin (¢frans-zeatin) mesylatu ((E)-4-((9H-purin-6-
ylamino)-2-methylbut-2-en-1-ol) methansulfonatu)

(E)-zeatin (219 mg; 1 mmol) byl rozpustén v methanolu (25 ml) a k roztoku byla pfidana po
kapkach kyselina methasulfonova (100 mg; 1,03 mmol). Roztok byl michan 20 minut za
laboratorni teploty a poté zahustén na rotacni vakuové odparce na pevny Zlutobily odparek, ktery
byl vymichan v acetonu (10 ml) za lab. teploty. Bily krystalicky produkt byl odfiltrovan, promyt
acetonem (3 x 5 ml) a vysusen do konstantni hmotnosti. Vytézek: (255 mg; 81 %).

Cistota (HPLC-UV/VIS): 98 % +, ESI-MS: [M + H]"=220.11

Piiklad 6: Priprava krystalické soli (Z)-zeatin (cis-zeatin) mesylatu ((Z)-4-((9H-purin-6-
ylamino)-2-methylbut-2-en-1-ol) methansulfonatu)

Piipraven identickym postupem jako (E) - isomer (viz pfiklad 5). Vytézek: 240 mg; 76 %). Cistota
(HPLC-UV/VIS): 98 % +, ESI-MS: [M + H]"=220.11

Piiklad 7: Priprava krystalické soli RS-(+/-)-dihydrozeatin mesylatu ((RS)-4-((9H-purin-6-
ylamino)-2-methylbutan-1-ol) methansulfonatu)

RS-(+/-)-dihydrozeatin (221 mg; 1 mmol) byl rozpustén v methanolu (20 ml) a k roztoku byla
pfidana po kapkach kyselina methasulfonova (100 mg; 1,03 mmol). Roztok byl michan 30 minut
za laboratomi teploty a poté zahustén na rotacni vakuové odparce na pevny tém¢r bily odparek,
ktery byl vymichan v acetonu (10 ml) za lab. teploty. Bily krystalicky produkt byl odfiltrovan,
promyt acetonem (3 x 5 ml) a diethyletherem (2 x 5 ml) a vysuSen do konstantni hmotnosti.
Vytézek: 260 mg (82 %). Cistota (HPLC-UV/VIS): 98 % +, ESI-MS: [M + H]*=222.13

Priklad 8: Piiprava krystalické soli isopentenyladenin mesylatu (N-3-(methylbut-2-en-1-yl)-
9H-purin-6-amin methansulfonatu)

Isopentenyladenin (203 mg; 1 mmol) byl rozpustén v methanolu (25 ml) a k roztoku byla pfidana
po kapkach kyselina methasulfonova (100 mg; 1,03 mmol). Roztok byl michan 30 minut za
laboratomi teploty a poté zahustén na rotacni vakuové odparce na pevny bily odparek, ktery byl
vymichan v acetonu (10 ml) za lab. teploty. Bily krystalicky produkt byl odfiltrovan, promyt
acetonem (3 x 5 ml) a vysusen do konstantni hmotnosti. Vytézek: 257 mg (86 %). Cistota (HPLC-
UV/VIS): 99 % +, ESI-MS: [M + H]"=204.12

Piiklad 9: Praskova difrakce (XRPD) krystalickych soli BAP mesylatu, meta-topolin
mesylatu, ortho-topolin mesylatu a kinetin mesylatu a porovnani jejich difraktogramu s
difraktogramy odpovidajicich volnych bazi BAP, meta-topolinu, ortho-topolinu a kinetinu.
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Praskova rentgenova difrakce (XRPD) byla provedena na pfistroji Bruker D8 Avance ECO
diffractometer s pouzitim Cu K-alfa zafeni a SSD160 detektoru. Priblizné 5 mg vzorku bylo jemné
natlaceno do XRPD drzaku vzorku. Vzorek byl poté umistén do pfistroje v transmisnim médu a
analyzovan pfi experimentalnich podminkach popsanych v tabelovaném piehledu viz nize:

XRPD podminky méfeni
Scan axis gonio
podatedni pozice {°2th.] 4.0000
koncova pozice [2th.] 40.00
velikost scanu [¢2th.] 0.0160
Doba scanu {s] 0.3(48)s
typ scanu kontinuilni
typ divergencni Stérbiny fixni
velikost divergenéni stérbiny [°] 0.3060
délka vzorku [mm] 10.00
teplota mérent [° ¢.] 25.00
material anody Cu
K-alphal {4] 1.34060
K-alphaZ2 3] £.54443
K-beta [4] 1.39225
K-a2/k-al pomeér 0.50000
nastaveni generatoru 40 ma, 25 kv
polomér goniometr [imm] 250.00
Dist. Focus-diverg. Stérbiny {mm] 110.00
Spinning ne

Srovnani difraktogramu krystalické soli BAP mesylatu a BAP volné baze prekrytim obou
difraktogramu je uvedeno na obr. 1, zatimco intenzita difraktovan¢ho zafeni zméfena detektorem
pro krystalickou sil BAP mesylatu je uvedena v tabulce 1. Intenzita difraktovaného zareni (piku)
pro BAP volnou bazi je uvedena v tabulce 2. Srovnani difraktogramii meta-topolin mesylatu a
meta-topolinu je uvedeno na obrazku 2 formou prekryti difraktogramu. Intenzita difraktovan¢ho
zafeni zachycena detektorem pro meta-topolin mesylat je uveden v tabulce 3 zatimco pro meta-
topolin volnou bazi v tabulce 4. Srovnani difraktogramu ortho-topolin mesylatu a ortho-topolinu
formou prekryti je uvedeno na obr. 3. Intenzita difraktovaného zareni zachycené¢ho detektorem je
pro ortho-topolin mesylat je uvedena v tabulce 5 zatimco pro ortho-topolin uvedena v tabulce 6.
Intenzita difraktovaného zareni pro krystalickou sul kinetin mesylatu je uvedena v tabulce 7,
zatimco pro kinetin volnou bazi v tabulce 8. Jak je viditelné z prekryva difraktogrami 1 intenzit
difraktovaného zareni krystalické soli cytokinin mesylatu se zasadnim zpusobem liS§i od
difraktogramii volnych bazi cytokininui a v§echny materialy, které byly k méfeni pouzity, byly
matenaly krystalické povahy.

Tab. 1: Relativni intenzity difraktovaného zafeni, ahly, d-spacing ziskané praskovou difrakci pro
krystalickou sil BAP mesylatu

uhel (2-theta) d-spacing (A) | rel. intenzita
5,721 15,43427 6.9 %
6,155 1434703 100,0 %
8,216 10,75322 1,0 %
8,453 10,45186 3.5%
9,961 8.87309 17.5 %
11,405 7.75224 1.3 %
12,331 7,17224 1,6 %
12,68 6,97581 5.1 %

-10 -



CZ 2020 - 276 A3

12,908 6,85299 2.0 %
14,62 6,05411 0.4 %
15,205 5.82247 11,9 %
15,698 5.640438 11,8 %
16,037 55221 2.3 %
16,472 537725 1,6 %
16,681 531033 0,9 %
16,872 525081 3.8 %
17214 514723 0.8 %
17,683 501177 0.3 %
18,035 491453 0.2 %
18,557 47775 555 %
18,764 472538 17.3 %
19319 4,59075 21.4 %
19,986 443908 8.1 %
20,139 4,4056 4.7 %
20,448 433983 113 %
20,868 425336 3.4 %
21,508 412834 57%
22,022 4,03299 1.4 %
22.449 3,95727 13 %
22.85 3,8887 0.6 %
23.055 3.85465 0.2 %

23.5 3,78255 21.4 %
23,805 3,73478 20.5 %
24,427 3,6411 17.4 %
24,807 3,58623 2.1%
24,973 3,56275 0.5 %
25.33 3,51333 0,9 %
25519 3,48779 78 %
26,035 3.41984 73 %
26,174 3.40192 4.6 %
26,749 3,33008 13 %
27.077 3,29052 3.2 %
27,558 3,23414 25.5 %
28.193 3,16277 0.7 %
28.69 3,1091 12 %
28.949 3,08183 1.5 %
29.474 3,02815 1,0 %
29,782 2,99751 0.3 %
29,838 2,992 0,3 %
30,234 2.95367 0.8 %
30,69 2.91085 2.9%
31,133 2.87043 0,9 %
31,55 2.83341 1,2 %
31,852 2.80728 0.4 %
32,137 2.78299 2.1%
32,388 2,76198 3.4 %
33,356 2.68404 22 %
33,503 2.67238 1,1 %
34,184 2.62088 0.3 %
34,666 2,58558 0.8 %

-11 -
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35,559 2.52264 0.8 %
36,197 2.47962 1.1 %
36,583 2.45432 0.2 %
36,947 2.43102 0,9 %
37,494 2.39679 0,9 %
37,754 238088 0,9 %
38,059 2.36248 0.2 %
38.77 232077 0.6 %
39,185 229713 0.3 %
39,679 2.26968 0,9 %

Tab. 2: Zméfené uhly, d-spacing a relativni intenzita v procentech ziskana praskovou difrakci pro
BAP volnou bazi

Uhel (2-theta) d spacing (A) rel. intenzita
5,831 15,14553 0,3 %
6,448 13,69776 100,0 %
10,915 8,09952 0,6 %
11,793 7,49808 0,2 %
12,925 6,8441 0,1 %
13,512 6,54808 0,5 %
15,623 5,66738 11,7 %
17,209 5,14865 0,0 %
18,198 4,87094 2.3 %
19,068 4,65074 2.2 %
19,429 4,56515 0,1 %
19,951 4,44672 0,3 %
20,532 432216 1,3 %
20,844 4,25832 0,9 %
21,952 4,04573 0.8 %
23,292 3,81593 2.7 %
23,789 3,73726 1,9 %
24,89 3,57441 0,5 %
25,067 3,54962 0,2 %
25,985 3,42626 2.5 %
26,73 3,33245 0,9 %
27,312 3,26272 3,6 %
27.878 3,19774 0.8 %
28,408 3,13926 0.4 %
30,068 2,96962 1,0 %
31,591 2,8299 0,0 %
32,359 2,76439 0,1 %
33,177 2,69810 0,5 %
33,867 2,64472 0,2 %
34,606 2,58989 0,0 %
34,978 2,56322 0,1 %
36,63 2,45128 0,0 %
36,856 2,43680 0,0 %
37421 2,40128 0,1 %
37.819 2,37693 0,0 %
38,447 2,33951 0,0 %
38,777 2,32039 0,1 %
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| 39,762 | 226515 | 0,0 % |

Tab. 3: Zméfené uhly, d-spacing a relativni intensity v procentech ziskana praskovou difraci pro
krystalickou stil meta-topolin mesylatu (m-topolin mes)

Uhel (2-theta) d spacing (A) rel. intenzita
4,708 18,75442 4.1 %
8.107 10,89665 67.3 %
8.872 9,95929 2.9 %
9,295 9,5067 2,0 %
9,683 9,12666 78.1 %
10,077 8,77112 0,7 %
13,118 6,74372 46,6 %
14,081 6,28446 1,1 %
14,26 6,20607 2,0 %
14,589 6,06695 15,9 %
15,55 5,6941 63,7 %
16,821 5,26641 100,0 %
17.614 5,03108 98.6 %
17.896 4,9525 18,9 %
18,234 4,86135 4.3 %
19,066 4,6511 43,0 %
19,17 4,62614 36,0 %
19.405 4,57075 20,8 %
19.466 4,55634 31,6 %
19,508 4,54665 67.9 %
19,554 4,53623 33,9 %
19,685 4,50619 6,9 %
20,343 4,36194 2.4 %
21,195 4,1885 26,7 %
22,198 4,00154 58,1 %
22.97 3,86865 39.2 %
23,64 3,76049 21,9 %
24,576 3,61945 51,3 %
24,785 3,58936 57.8 %
24,862 3,57834 72.9 %
25,198 3,53144 9.8 %
25,673 3,46723 69,1 %
26,227 3,39523 12,7 %
26,754 3,32944 6,5 %
27.512 3,23941 7.0 %
27.455 3,24599 8.3 %
27.833 3,20287 6,1 %
28.679 3,1102 6,7 %
29,083 3,06798 10,5 %
29,423 3,03326 19.7 %
29.57 3,01855 14,6 %
29.799 2,9958 9.4 %
30,172 2,95961 3,7%
30,861 2,89509 6,1 %
31,554 2,83313 7.7 %
32,193 2,77827 1,9 %
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32,495 275319 1,0 %
33,01 27114 3.1 %
3324 2.69315 9.1 %
34,109 2.62647 1,7 %
34,52 2,59613 0,7 %
35,075 2,55631 4.9 %
35,718 251178 1.3 %
36,412 2.46549 1.4 %
36,776 2.44189 2.4%
37,815 237715 1,0 %
38,246 235137 1,8 %
38,611 232997 0,5 %
39,182 229732 5.0 %
39,606 227371 9.3 %
39,728 2267 4.8 %

Tab. 4: Zméfené uhly, d-spacing, relativni intenzita v procentech ziskana praskovou difrakei pro
meta-topolin volnou bazi

Uhel (2-theta) | d spacing (A) rel. intenzita
7.074 12,48654 100,00%
10,535 8,39088 7,00%
12,208 7,24412 67,80%
14,224 6,22163 24.20%
14,583 6,06943 32,50%
17.44 5,08094 19,30%
17,656 5,01919 29,80%
18,011 4,92124 38,00%
18,513 4,78881 4,50%
19,534 4,54079 2,50%
20,278 4,37586 13,70%
21,16 4,19532 77.10%
22,552 3,93939 12,90%
23,403 3,79813 30,30%
23,729 3,74668 49,90%
24,726 3,59781 30,70%
25.839 3,44522 19,00%
26,523 3,35799 48.20%
26,944 3,3064 2,50%
27.56 3,23397 4,50%
27913 3,19379 3,20%
28,666 3,11159 16,90%
29,751 3,00056 6,70%
30,444 2,93381 6,50%
31,066 2,87647 4,10%
31,706 2,81986 10,60%
32,102 2,78599 0,70%
33,171 2,69862 5,50%
33,784 2,65098 2,60%
34,586 2,59131 0,30%
34,935 2,56625 0,80%
35,963 2,49523 1,70%
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36,907 243353 130%
37,415 240164 1.90%
38,336 2.34605 0,50%
38,773 2.32058 0,80%
39,396 228533 1,30%
39,654 227104 420%

Tab. 5: Zméfené uhly, d-spacing a relativni intenzita v procentech ziskana praskovou difrakci pro
krystalickou sul ortho-topolin mesylatu

Uhel (2-theta) d-spacing (A) rel. intenzita
8,207 10,76503 1,5 %
8,365 10,56215 4.4 %
9,644 9,16369 7.4 %
0,822 8,99838 27.1 %
12,147 7,28043 81,2 %
14,156 6,25123 17.3 %
14,648 6,04243 14.3 %
15,391 5,75247 1,7 %
16,582 5,34174 8.1 %
16,629 5,32689 9.9 %
16,759 5,28574 22.8 %
16,961 5,22346 2.7 %

17.8 4.,97896 20,7 %
17.834 4,96969 13,5 %
18,155 4.88242 16,1 %
18,287 4.84747 45.7 %
18,311 4.84129 44.5 %
18,566 4,77537 14,5 %
19,707 4.50128 13,2 %
20,296 4.37198 14,9 %
20,656 4.29662 26.5 %
20,797 4.26783 12,4 %
21,745 4,08382 18.2 %
22.724 3,90994 43 %
22.832 3,89183 5,9 %
23,271 3,81932 100,0 %
23,584 3,76928 1,9 %
24,136 3,68442 21,5 %
24 45 3,63775 14,9 %
24,497 3,63088 15,6 %
24,992 3,56012 11,8 %
25,149 3,53816 50,5 %
25,535 3,48558 3.8%
25,897 3,43771 1,2 %
26,166 3,40301 2.7 %
26,793 3,32473 21,4 %
26,863 3,3162 12,6 %
27.16 3,28067 12,7 %
27.544 3,23576 12.2 %
28,019 3,18198 6.5 %
28.483 3,1312 6.2 %
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28,538 3,12315 5.5 %
295 3,02553 18.3 %
29.08 2.97813 2.2 %

30,364 2.94131 8.5 %

30,451 2.9332 5.8 %

31,057 2.87724 1,9 %

31,189 2.86543 2.1%

31,772 2.81412 4.8 %

31,852 2.80724 2.5 %

32,132 2.78343 1,6 %

32,714 273524 0.3 %

32,738 2.7333 0.6 %

33,533 2.67029 43 %

33,717 26561 3.6 %

33,921 2.640359 3.9 %

33,969 2,63703 3.7 %

34,322 2.61069 12 %

34,567 2.5927 2.8 %

34,616 2.58918 2.8 %

34,912 2.56788 3.4 %

34,884 2.56987 33 %

35213 2.54666 1,0 %

35,852 250272 2.0 %

36,231 2.47738 23 %

36,614 245234 2.9 %

36,723 2.4453 2.6 %
37.02 2.42637 3.5 %

37.351 2.40559 13 %

38,549 233356 2.1%

38,481 233752 5.0 %

38,532 2,33455 33 %

39,233 229444 4.1%

Tab. 6: Zméfené uhly, d-spacing a relativni intenzita v procentech ziskana praskovou difrakci pro
ortho-topolin volnou bazi

Uhel (2-theta) d-spacing (A) rel. intenzita
6,36 13,88626 100,0 %
12,609 7.01461 1.5 %
15,507 5,70981 12.2 %
15,559 5,6907 12,1 %
15,655 5,65596 13,9 %
16,71 5,30113 59.4 %
17.436 5,0821 452 %
18,947 4.6801 31,6 %
19,014 4.66371 35,6 %
19,1 4.643 43.8 %
19.97 4.44267 4.9 %
20,587 4.31072 11,0 %
23,786 3,73771 26.2 %
25,028 3,5551 18.8 %
25225 3,52769 12.2 %
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25,301 3,51731 12,8 %
25,889 3,4387 4,0 %
26,566 3,35267 37,7 %
27318 3,26203 41,6 %
28,028 3,18093 1,2 %
28,188 3,16328 1,6 %
29,166 3,05934 14,9 %
29,491 3,02645 11,9 %
31,195 2,86489 34 %
31,596 2,82945 23 %
32,75 2,73234 6.4 %
32,792 2,72894 6,6 %
33,425 2,67866 3,1 %
33,651 2,66118 2.9 %
34,95 2,56521 4.4 %
35,816 2,50514 23 %

Tab. 7: Zmérené uhly, d-spacing relativni intenzita v procentech ziskana praskovou difrakci pro
krystalickou stil kinetin mesylatu

Uhel (2-theta) d-spacing (A) rel. intenzita
6,238 14,15724 100,0 %
6,971 12,67021 1,2 %
9.416 9,38466 1.1 %
10,148 8,70928 6.9 %
10,292 8,5877 3.5 %
10,603 8,33663 4.4 %
11,24 7.86575 2.1 %
11,475 7.70524 1.1 %
12,17 7.2667 2.5 %
12,377 7,14537 4.7 %
12,562 7,04094 4.6 %
13,128 6,73835 9.6 %
14,323 6,17907 3.1 %
15,051 5,88178 4.5 %
15,176 5,83327 1,1 %
15,799 5,60469 3.3 %
16,203 5,46585 6.8 %
17,095 5,18275 2.1 %
17,327 5,11395 2.2 %
17,515 5,05948 2.0 %
18,665 4.75008 14,0 %
18,882 4.69604 38,7 %
19,835 4.47249 26,0 %
20,119 44101 23.2 %
20,389 435212 46.9 %
20,668 4.29413 10,2 %
20,839 4.25928 14,0 %
21,397 4,14938 6.6 %
21,976 4.04131 3.3 %
22.634 3,92529 27.4 %
22.76 3,90391 17.3 %
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22,981 3,86685 22.7%
23,923 3,71668 33.8 %
24,132 3,68494 13.2 %
24,844 3,58099 3.8 %
24,978 3,5621 5.8 %
25218 3,52875 3.4 %
26,172 3,40223 1,5 %
26,445 3,36765 4.7 %
26.65 3,34226 93 %
26,861 3,31649 4.6 %
27.417 3,25044 1,9 %
27.672 322113 39.9 %
27.755 321163 72.5 %
28,062 3,17716 9.0 %
28.536 3,12548 2.0 %
29,344 3,04125 0,5 %
30,394 2.93849 1,1 %
31,452 2.84201 0.9 %
32,349 276322 3.0 %
32,49 2,75361 45 %
32.868 2,72281 42 %
34,527 2.59567 0.8 %
34,779 2.5774 1.4 %
35.09 2.55526 1.4 %
35,526 2.5249 0,7 %
36,152 2.48262 0,7 %
37,197 241524 0.9 %
37.472 239811 12 %
37,808 237761 1,7 %
38,303 234798 0,9 %
39,807 2.26269 0,5 %

Tab. 8: Zméfené uhly, d-spacing a relativni intenzita v procentech ziskana praskovou difrakci pro
kinetin volnou bazi

Uhel (2-theta) d-spacing (A) rel. intenzita
6,418 13,76056 0,2 %
7,098 12,44319 100,0 %
11,394 7.15957 0.5 %

12,7 6,96462 0,3 %
14,157 6,25098 0.4 %
15,491 5,71548 0,0 %
17,176 5,15854 10,2 %
19,236 4.61044 5.7 %
19,726 4.49692 0,3 %
20,872 425261 3.6 %
21,345 4,15939 0,6 %
23,024 3,85973 4.4 %
23,553 3,77427 3.1 %
2412 3,68676 1,6 %
24812 3,58546 1,2 %
25478 3,49323 1.5 %
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26,028 3,42071 0,7 %
26,976 3,30263 6.8 %
27.391 3.2535 0.4 %
28.441 3,13568 7.8 %
28.699 3,10812 13 %
29.636 3,01194 0,7 %
30,132 2,96351 0,1 %
31,561 2.83251 0.4 %
32,169 2.7803 0.1 %
33,332 2.6859 0.2 %
34,734 2.58068 0,7 %
3537 2.53568 0.2 %
36,032 2.,49063 0.3 %
36,686 244772 0.1 %
38.07 23618 0,1 %
38,712 232411 0.3 %

Priklad 10: Charakterizace krystalickych soli BAP mesylatu, meta-topolin mesylatu, ortho-
topolin mesylatu and kinetin mesylatu metodou '"H-nuklearni magnetické rezonance (NMR)

'H Nukleami magneticka rezonance (‘H NMR) byla provedena na pfistroji JEOL 500 SS
pracujicim pri teploté 300 K a frekvenci 500,13 MHz. Vzorky byly pfipraveny rozpusténim latek
v DMSO-d6. Tetramethylsilan (TMS) byl pouzit jako interni standard. Kalibrace chemickych
posunt byla vztaZena k rezidualnimu piku rozpoustédla 'H DMSO-ds, 2.50 ppm. Kazdy vzorek
byl pfipraven v ca. 5 mg koncentraci. Chemické posuny indentifikované ve spektru krystalickym
solim cytokininovych mesylatu odpovidaji popsané chemické sloucening a jsou nasledujici:

meta-topolin mesylat (6-(3-hydroxybenzylamino)purin mesylat): '"H NMR (500 MHz, DMSO-
Ds) 8 9.55 (s, 1H), 8.64 (s, 1H), 8.53 (s, 1H), 7.28 (t, J= 7.9 Hz, 1H), 7.00 - 6.94 (m, 2H), 6.87 (d,
J=8.2Hz, 1H), 4.81 (s, 2H), 2.35 (s, 3H).

BAP mesylat: '"H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) & 9.66 (s, 1H), 8.64 (s, 1H), 8.54 (s, 1H), 7.40 —
7.29 (m, SH), 7.26 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 4.80 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 2.35 (s, 3H).

kinetin mesylat: '"H NMR (500 MHz, DMSO-Dq) 5 9.53 (s, 1H), 8.69 (s, 1H), 8.56 (s, 1H), 7.65 (s,
1H), 6.45 (s, 2H), 4.85 (s, 2H), 2.40 — 2.34 (m, 3H).

ortho-topolin mesylat (6-(2-hydroxybenzylamino)purin mesylat): 'H NMR (500 MHz, DMSO-
Dg) 69.27 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 8.46 (s, 1H), 7.18 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.14 — 7.07 (m, 1H), 6.83
(d,J=79Hz, 1H), 6.74 (t,J= 7.3 Hz, 1H), 4.69 (d, J= 5.6 Hz, 2H), 2.29 (s, 3H).

(Z)-zeatin (cis-zeatin): "H NMR (DMSO-d6): & 1.67 (s, 3H): 3.81 (d, 2H, J = 5.2); 4.15 (m, 2H):
4.72 (t,1H, J = 5.55); 5.55 (t, 1H, J = 6.8); 7.67 (bs, 1H): 8.07 (s, 1H): 8.19 (s, 1H)

(E)-zeatin (frans-zeatin): 'H NMR (DMSO-d6): 1.69 (s, 3H); 3.80 (d, 2H, J=7.0); 4.15 (bs, 2H);
475 (t, 1H); 5.53 (t, I1H, J=7.0); 8.09 (s, 1H); 8.19 (s, 1H)

Dihydrozeatin (racemat): 'H NMR (DMSO-d6): 1.00 (d, 3H, J = 6.8); 1.51 (m, 1H); 1.75 (m,
1H); 1.85 (m, 1H); 3.44 (dd, I1H,J=11.0,J=6.0); 3.48 (dd, 1H, J= 11.0); 3.66 (m, 2H); 8.06 (s,
1H), 8.22 (s, 1H)

Isopentenyladenin: 'H NMR (DMSO-d6): 1.67 (s, 3H), 1.70 (s, 3H), 4.08 (br s, 1H), 5.31(s,1H),
7.55 (bs,1H), 8.04 (s,1H), 8.16 (s.1H)
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Pfi porovnani naméfenych chemickych posunt 'H NMR spekter vySe uvedenych cytokininovych
mesylatu s jejich odpovidajicimi volnymi bazemi (BAP, meta-topolin, ortho-topolin a kinetin), coz
Jsou znamg, v literatufe popsané latky, jsou patmé signifikantni rozdily, zejména u téch hodnot
chemickych posunu, které jsou v blizkosti protonizovanych vodika.

Piiklad 12: Monokrystalova rentgenostrukturni analyza a popis urfené molekulové
struktury krystalické soli meta-topolin mesylatu

Priprava monokrystalu: Krystaly byly ziskany z meta-topolin mesylatu (ca 100 mg), ktery byl
rozpustén v methanolu (40 cm®). Roztok byl pak ponechan k volnému vypafovani rozpoustédla
skrze parafilm, kterym byla pretazena kadinka, cca 14 dnu pfi RT.

Monokrystalovd RTG difrakce: Vhodné krystaly byly vybrany ze vzorku pripraveného viz vyse.
Difrac¢ni data byla sbirana za pomoci ¢tytkruhového difraktometru Supemova s Cu/Ko zarenim
kolimovanym pomoci tenkovrstvych zrcadel, s pouZitim uzaviené mikro-fokusované rtg trubice,
ktery je vybaven CCD detektorem Atlas S2, pracujicim pri teplot¢ 94.94 (13) K. Pfi analyze
krystalové struktury bylo zjist€no, Ze struktura 6-(3-hydroxypurinia mesylatu (meta-topolin
mesylatu) se jevi jako centrosymetricky dimer spojeny nize diskutovanymi vodikovymi vazbami.
Krystalova soustava byla urena jako kosoCtverecna (orthorombicka) s prostorovou skupinou
Pna21 a s nasledujicimi parametry zakladni buriky: a=14,9313 (1), b=7,8302 (3), c=25,1594(1) A,
0=90°, B=90°, y=90°, objemem zakladni buriky V=2941.51 A®. Sbér dat, redukéni a absorpéni
korekce byly uskuteCnény s pouzitim CrysAlisPro software (Rigaku Oxford Diffraction, 2018)
CrysAlis version 1.171.40.53). Asymetricka jednotka zkoumané slouceniny je tvofena kationtem
6-(3-hydroxybenzylamino)purinium a mesylatovym aniontem. Vodikové atomy pfipojené¢ na
uhliky byly umistény do struktury ve vypoctenych pozicich. Nékteré vodiky pripojené na kyslik
byly lokalizovany v diferencni map¢. Intermolekulami vodikové interakce mezi vodiky N-H
purinového kationtu a kyslikovym atomem mesylatového aniontu spojuji dvé molekuly slouceniny
do centrosymetrick¢ho dimeru. Tyto vodikové vazby stabilizuji system a spojuji N6a.H6b
purinového kationtu s 0la mesylatového aniontu, N7a..H7a purinu s 05b mesylatového aniontu,
O4b..H4b hydroxylu pfipojeného na benzenovy kruh meta-topolinového kationtu s O5b
mesylatového aniontu a vice versa O4a...H4a meta-topolinového kationtu s Olb mesylatového
aniontu (obr. 4). Vysledny “konvenéni” R-faktor (zaloZeny na F a 5945 reflexich s [F>> 2o (F?)]
byl 0.0257.

Monokrystalova struktura krystalické soli meta-topolinu mesylatu ukazuje, ze sloucenina ma
obecny sumami vzorec Ci3sHisNsQ4S a je slozena z 6-(3-hydroxybenzylamino)purinium kationtu a
mesylatového aniontu, viz obrazek 4. Centrosymetrické dimery jsou spolu spojeny mnozstvim
intermolekulamich vodikovych interakei, které jsou zejména realizovany mezi vodiky napojenymi
na dusiky protonizovan¢ho kationtu a kysliky mesylatového aniontu a dale mezi vodikem
hydroxylové skupiny napojené na benzenovy kruh a kyslikem mesylatového aniontu, coz
pravdépodobné prispiva k vybomé rozpustnosti dané slouceniny ve vodé. Dulezité torzni uhly,
které maji také dopad na fyzikalni vlastnosti a rozpustnost zkoumanych latek jsou siln¢ ovlivnény
pravé vytvorenim hust¢ sit€ mezimolekulamich vodikovych vazeb.

Priklad 13: Monokrystalova rtg difrakce /analyza/ krystalické soli ortho-topolinu mesylatu

Priprava monokrystalu:

Krystaly byly pfipraveny rozpusténim 100 mg ortho-topolinu mesylatu v metanolu (30 01313).
Roztok byl ponechan v kadince prikryté parafilmem k volném odpafovani rozpoustédla. Ciré
krystaly se vytvorily po sedmi dnech od vytvoreni roztoku.

Monokrystalova rtg difrakce: Z krystalizovaného vzorku byly vybrany vhodné krystaly pro sbér
dat. Difrak¢ni data byla naméfena s pouzitim ¢tytkruhového difraktometru Xcalibur Gemini ultra
s Cu/Ka zafenim (. = 1,54184 A) s grafitovym monochromatorem vybavenym CCD detektorem
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Atlas S2 pracujicim pi1 120.01(10) K. Krystalografickd soustava byla identifikovana jako
monoklinicka s prostorovou grupou P2,/c s nasledujicimi parametry zakladni bunky: a=10,3822
(4), b=21,0265 (5), c=8.1025 (2) A, 0=90°, P=107.466°, y=90°, objemem zakladni buiky
V=168821 (9) A*. Strukturni model byl nalezen za pouziti software Superflip nebo SHELXT a
vypfesnén metodou nejmensich Ctvercu softwarem JANA2006. Sbér dat, redukcni a absorpéni
korekce pro danou slou¢eninu byly provedeny za pomoci software CrysAlisPro Software (Rigaku,
Oxford Diffraction, 2018, CrysAlis version 1.171.40.35a). Rentgenostrukturni analyzou bylo
uréeno, ze  asymetrickd  jednotka  zkoumané  slouCeniny  sestava z = 6-(2-
hydroxybenzylamino)purinium kationtu a mesylatového aniontu, ale také z jedné molekuly
rozpoustédla, tzn. metanolu. Vodikové atomy pripojené na uhlik byly umistény ve vypocitanych
pozicich. Nékteré vodikové atomy pripojené na kysliky byly lokalizovany v diferenéni mapg.
Mezimolekulami vodikové vazby jsou lokalizovany mezi N-H atomy puriniového kationtu a
kyslikovymi atomy mesylatového aniontu a puriniovy kationt je také vodikovou vazbou propojen
s molekulou rozpoustédla metanolu. Vodikové vazby stabilizuji cely systém a spojuji N6..H6
vodikovy atom purinové struktury s O2 atomem mesylatového aniontu, dale N7. H7 purinové
struktury s O2 atomem mesylatového aniontu. Dale, O5...H5 vodikovy atom methanolu je
vodikovym mistkem spojen s O2 mesylatového aniontu a soucasn¢ k N7...H7 purinového skeletu
ortho-topolinového kationtu.

Struktura molekuly je zachycena na obrazku 5. O1.HI vodikovy atom hydroxylové skupiny
pfipojené na benzenovy kruh je vodikovou vazbou spojeny s O3 atomem mesylatového aniontu.
Vysledny “konvenéni” R-faktor [zalozeny na F a 3024 reflexich s [F?> 20 (F°)] byl 0.0324.
Monokrystalova struktura krystalické soli ortho-topolin mesylatu obecného sumarniho vzorce
CisHioNsOsS  sestava z 2-hydroxybenzylaminopurinium kationtu a mesylatového aniontu
doprovazeného molekulou solvatovaného methanolu. Centrosymetrické dimery asymetrické
zakladni jednotky jsou spolu propojeny siti vyse uvedenych intermolekulamich vodikovych vazeb,
které jsou realizovany zejména mezi protonizovanymi kationty a mesylatovymi anionty, ale
zahmuji také solvatovany metanol. Tyto vodikové vazby siln¢ ovliviiuji torzni thly v molekule,
které¢ maji dopad na fyzikaln¢ chemické vlastnosti molekul a tim, spolu se samotnou tvorbou
vodikovych vazeb, pfispivaji k vyrazn¢ lepsi rozpustnosti pripravené molekuly ve vodé€ a polamich
rozpoustédlech.

Priklad 14: Rozpustnost krystalické soli meta-topolin mesylatu ve vodé

Rozpustnost ve vodé byla stanovena nasledujicim protokolem. Byl pfipraven supemasyceny roztok
krystalické soli meta-topolin mesylatu. Roztok byl prefiltrovan od viditelnych nerozpusténych
¢astic soli a byl obdrzen homogenni nasyceny roztok. Nasyceny roztok byl zfedén 1:10 000 a méfen
s pouzitim HPLC Alliance Waters 2690 s C18 kolonou s prumérem 2.1 mm, délkou 150 mm a
porozitou 5 um. Vzorek byl rozpustén v mobilni fazi (MeOH: HCOONH, - 1: 9). Vzorek byl
proplachovan metanolem s gradientem (10-90%, 35 min) pfi pH 4 a prutokové rychlosti 0.3
ml/min. Absorbance byla méfena v UV oblasti zafeni pii 210 az 400 nm. Plocha piku krystalické
soli meta-topolin mesylatu byla 595 027. Ziskana plocha piku byla porovnana s plochami piku pfi
urcitych koncentracich naméfenych viz. tabulka 9 pfi urcitych konkrétnich koncentracich latky ve
vodé a tak byla urcena finalni koncentrace nasycen¢ho roztoku meta-topolin mesylatu ve vode¢.

Tab. 9: Méfené plochy piku pro konkrétni koncentrace meta-topolin mesylatu ve vod¢.

Plocha piku
meta-topolin
¢ (uUM) mesylatu
10 261426
25 637311
50 1253289
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To tedy znamend, Zze nasycena koncentrace meta-topolin mesylatu byla priblizné stanovena na
24010,81 uM, coz znamena 24,011 mM (8 mg/ml), coz je fadove lepsi rozpustnost ve vodé, nez je
popsana u meta-topolinu volné baze. U meta-topolinu volné baze se uvadi rozpustnost mensi nez
0.25 mg/ml; my jsme méfenim zjistili koncentraci nasycené¢ho roztoku pouze 0.06 mg/ml.
Rozpustnost dalSich mesylati byla také stanovena timto zpusobem a koncentrace nasycenych
roztoku jsou uvedeny nize:

Volna CK baze ¢ puvodni Mesylat cytokininu ¢ mesylatu

latky [mM] cytokininu
[mM]

6-(2- 0,03 6-(2-hydroxybenzylamino)purin 82,3

hydroxybenzylamino)purin mesylat

(o-topolin)

6-(3- 0,06 6-(3- 24,011

hydroxybenzylamino)purin hydroxybenzylamino)purinmesyl

(m-topolin) at

6-(benzylamino)purin (BAP) 0,37 6-(benzylamino)purin mesylat 354,13

6-(3- 0,21 6-(3-methoxybenzylamino)purin 47,54

methoxybenzylaminp)purin mesylat mesylat

Kinetin 0,14 kinetin mesylat 92,56

Piiklad 15: Rozpustnost krystalické soli meta-topolin mesylatu ve srovnani s meta-topolinem
v ruznych organickych rozpoustédlech

Rozpustnost v riuznych organickych rozpoustédlech byla méfena za pouziti nasledujiciho
protokolu. Priblizn¢ 25 mg vzorku krystalické soli meta-topolinu mesylatu a meta-topolinu byly
umistény do 48 vialek. P&t objemovych alikvot kazdého rozpoustédla bylo postupné pridano do
jednotlivych vialek. Pred kazdym nasledujicim pfidanim byla smés ovéfena na rozpustnost, a
pokud nebyl vzorek rozpustén, bylo pokracovano s pfidavkem dalsiho alikvotu rozpoustédla.

Vysledky jsou shmuty v tabulce 10. Zatimco rozpousSténi v polamich rozpoustédlech (voda,
alkoholy) se vyrazné lisi, téméf zadné rozdily mezi mesylatovou soli a volnou bazi nebyly
zaznamenany v organickych nepolamich rozpoustédlech.

Tab.10: Rozpustnost meta-topolinu mesylatu ve srovnani s meta-topolinem volnou bazi v riznych
organickych rozpoustédlech

meta- meta-
topolin topolin
Rozpoustédlo |mes
methanol 0,7 mg/ml |5 mg/ml
ethanol 0,4 mg/ml |5 mg/ml
DMF 6 mg/ml 6 mg/ml
DMSO 22 mg/ml |24 mg/ml
aceton 0,4 mg/ml | 0.4 mg/ml
<0,1 <0,1
heptan mg/ml mg/ml
<0,25 <0,25
acetonitril mg/ml mg/ml

Priklad 16: Stabilita krystalické soli meta-topolin mesylatu pri skladovani po dobu 30 dni
v pevném stavu a ovéreni stability XRPD
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50 mg vzorku krystalické soli meta-topolin mesylatu bylo umisténo do ependorfky a uzavieno.
Stabilita vzorku byla testovana uskladnénim pevné latky 25° C po 30 dnech od uloZeni vzorku.
Nebyly pozorovany zadné opticky hodnotitelné zmény jako napriklad zména barvy nebo struktury
materialu a zadna zména nebyla pozorovana ani u XRPD zaznamu latky pofizeného po 30 dnech
od uskladnéni. Obr. 6 ukazuje praskovy difraktogram meta-topolin mesylatu po 60 dnech
srovnaného s difraktogramem vzorku soli porizeného po priprave latky.

Piiklad 17: Disproporcionadni studie krystalické soli meta-topolin mesylatu

50 mg vzorku krystalické soli mefta-topolin mesylatu bylo rozpustén v 250 mikroL destilované
vody, ponechan¢ 48 v roztoku a pak vykrystalované a byl zméfen XRPD difraktogram, aby byly
zjistény pfipadné disproporcionacni zmény. Z difraktogramu nebyla zadna disproporcionace
pozorovana, latka svou strukturu nezménila.

Piiklad 18: In vitro cytotoxicka aktivita novych krystalickych soli cytokinin mesylati
(metabolizace calceinu)

ProtoZze toxické slouceniny negativné ovliviiuji metabolické procesy bun¢k, je mnoho standardnich
testa cytotoxicity zalozeno na méreni rychlosti metabolizace riznych umélych substrati. Vysledny
produkt je pak kvantifikovan napriklad pomoci spektrometrie. Testy 1ze snadno modifikovat pro
pouziti v 96-jamkovych destickach. Pro vyhodnoceni cytotoxicity cytokinini, napfiklad mera-
topolinu, ortho-topolinu, kinetinu, BAP anebo jejich mesylatovych soli, ale I fady dalSich derivati
cytokininovych mesylati podle vynalezu byl pouzit mikrotitracni test zalozeny na kvantifikaci
metabolizace Calceinu AM. Test je Siroce pouZzivan v programech screeningu 1éku a pii testovani
chemosenzitivity. V Zivych bunkach je Calcein AM enzymaticky hydrolyzovan a kumulace
vysledného kalceinu se projevuje zelenou fluorescenci.

Nasledujici bunécné linie - RPMI 8226 (mnohocetny myelom), CEM (T-lymfoblasticka leukémie),
K562 (chronickd myeloidni leukémie), HL-60 (promyelocytarni leukémie), MCF-7
(adenokarcinom prsu), HeLa (karcinom d€lozniho ¢ipku), G361 (maligni melanom), HOS (lidsky
osteosarkom) a BJ (lidské predkozkové fibroblasty) - byly ziskany ze sbirky American Type
Culture Collection (Manassas, VA, USA). Tyto burikky byly udrZzovany ve standardnim médiu
DMEM nebo RPMI (Sigma, MO, USA) doplnéném tepeln¢ inaktivovanym fetalnim hovézim
sérem (10%) 2 mM L-glutaminem a penicilin-streptomycinem (1%) za standardnich podminek
bunééné kultury (37°C, 5% CO; ve vlhkém prostfedi) a subkultivovany dvakrat nebo tiikrat tydné
pomoci standardniho trypsiniza¢niho postupu.

P1iblizn¢ 10 000 buné¢k v 80 ul média bylo naockovano do 96-jamkové mikrotitracni desticky. Po
12 hodinach inkubace byly slouceniny, které se mély testovat, pfidany ve 20 ul podilech. Kontrolni
kultury byly oSetfeny samotnym DMSQ. Kone¢na koncentrace DMSO v médiu nepresahla 0,5%.
Byla testovana sériova, trojnasobna fedéni (celkem Sest, nejvyssi koncentrace v inkubacich 166
uM) kazd¢ slouceniny. Po 72 hodinach inkubace byl pfidan roztok Calcein AM (Molecular Probes)
do koneéné koncentrace 1 pg/ml a buriky byly inkubovany dal$i hodinu. Fluorescence volného
kalceinu byla poté kvantifikovana s pouzitim fluorometru Fluoroscan Ascent (Microsystems) a
procento prezivajicich bunék v kazdé jamce bylo vypocteno délenim OD ziskané z kazdé bunky
exponovanymi buikami stfedni OD ziskanou z kontrolnich jamek x 100%. Nakonec byly
vypoéteny hodnoty ICso (koncentrace zpusobujici 50% pokles aktivity bunécné esterazy) pro
kazdou slouceninu generovanych z kiivek zavislosti odpovédi na davee (Krystof et al., 2005,
Bioorg. Med. Chem. Lett. 12, 3283-3286). Zde uvedené hodnoty IC50 jsou praméry ziskané z
alespon tfi nezavislych experimentd, kde jednotlivé hodnoty replikace spadaly do 20% prumeéru.
Inhibice rustu byla vypoctena pomoci nasledujici rovnice: ICso = (pramér FDjamka exponovani k 1égivu -
pramér FDypiank) / (pramér FDxontrolni jamky — pramer FDpiank) x 100%. Hodnota ICso, koncentrace 1é¢iva
zpusobujici 50% snizeni konverze Calceinu AM, byla vypoctena z ziskanych kfivek zavislosti
odpoveédi na davcee.
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Cytoxicita sloucenin byla testovana na panelu bunécnych linii rizného histogenetick¢ho a
druhového puvodu. Jak je uvedeno v Tab. 11, ICsy cytokinin mesylati prekrocila obvykle
maximalni testovanou koncentraci, coz naznacuje, Ze sloucCeniny by mohly byt aplikovany v
koncentracich vyvolavajicich pozadovany ucéinek bez negativnich vedlejSich ucinku. Pro srovnani,
mnoho mesylatovych soli prirozené se vyskytujicich cytokinini nevykazovaly ani nizkou

cytotoxicitu.

Tab. 11. Cytotoxicka aktivita cytokininovych mesylati vyjadiena v hodnotach ICsp po 3-dennim
Calcein-AM testu. Prezentované hodnoty jsou pruméry alesponi 3 nezavislych expenimentu, kde
jednotlivé replikaty spadaji do 20% interval spolehlivosti.

testovana bunécna linie/ICso (umol/L)
Sloucenina HOS | K-562 | MCF7 | B16-F0 (NIH-3T3| G-361 | CEM | HL60
Kinetin >166,7 [ >166,7| >166,7 155,1
Kinetin mesylat >166,7| >166,7 >166,7
isopentenyladenin >166,7| 146,9 | >166,7 92,2 |>166,7
isopentenyladenin mesylat 162,2 | >166,7 127.9
6-benzylaminopurin >166,7 | 138,9 | 166,1 >166,7 [ >166,7
6-benzylaminopurin mesylat >166,7| >166,7 >166,7 >166,7
cis-zeatin (cZ) >166,7 [ >166,7| >166,7 >166,7 [ >166,7
cis-zeatin mesylat >166,7| >166,7 >166,7
dihydrozeatin (DHZ) >166,7 [ >166,7| >166,7 >166,7 [ >166,7
dihydrozeatin mesylat >166,7| >166,7 >166,7
meta-topolin (mT) >166,7| 1284 | >166,7 90,6 >166,7| 90,1 79,2
meta-topolinmesylat 141,7 | >166,7 >166,7
ortho-topolin (0T) >166,7 [ >166,7| >166,7 150 1034 | 69,2 78,0
ortho-topolin mesylat >166,7| >166,7 894
6-(2-fluorobenzylamino)purin | >166,7 | 136,1 | >166,7 27,7 1064 98
6-(2-fluorobenzylamino)purin | >166,7| 70,7 | >166,7 99,5 | 126,5
mesylat
6-(2-chlorobenzylamino)purin | 84,9 | 101,0 | 164,1 16,9 >166,7 | 56,6 58,4 | 109,6
6-(2-chlorobenzylamino)purin | 100.4 | 90.4 128.4 112.,5
mesylat
6-(3-chlorobenzylamino)purin | >166,7 [ >166,7 | >166,7 148.6 | >166,7 [ >166,7
6-(3-chlorobenzylamino)purin >166,7 >166,7
mesylat
6-(3-fluorobenzylamino)purin | >166,7 | 1052 1632 >166,7 | >166,7 | >166,7
6-(3-fluorobenzylamino)purin 135,7 | >166,7 >166,7
mesylat
6-(4- >166,7 [ >166,7| >166,7 >166,7| 66,4 59,2
fluorobenzylamino)purinBAP
6-(4- >166,7| >166,7
fluorobenzylamino)purinmesy
lat
6-(3- >166,7 [ >166,7| >166,7 41,5 >166,7 | 124,7 [>166,7 | >166,7
methoxybenzylamino)purin
6-(3- >166,7| >166,7 >166,7
methoxybenzylamino)purin
mesylat
6-(4- >166,7 [ >166,7| >166,7 84,7 >166,7 | 166,7 [>166,7 | >166,7
methoxybenzylamino)purin
6-(4- >166,7( 118,0 | >166,7 >166,7
methoxybenzylamino)purin
mesylat
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6-(2-methylbenzylamino)purin| >166,7 | 156,6 | >166,7 >166,7 | >166,7 | >166,7
6-(2-methylbenzylamino)purin >166,7| >166,7 >166,7
mesylat

6-(4-chlorobenzylamino)purin | >166,7 [ >166,7 | >166,7 >166,7 | >166,7
6-(4-chlorobenzylamino)purin >166.7 | >166.7 >166.7
mesylat

6-(2- >166,7| 1158 | 153,0 63,4 |>166,7
methoxybenzylamino)purin

6-(2- 116,7 | >166,7 98,2
methoxybenzylamino)purin

mesylat

6-(2-hydroxy-3- >166,7| 26,6 69,0 41,6 64,3
methoxybenzylamino)purin

6-(2-hydroxy-3- >166,7| 32,1 51,0 67,8
methoxybenzylamino)purin

mesylat

trans-zeatin (1Z) >166,7| >166,7 >166,7 [ >166,7
trans-zeatin mesylat >166,7| >166,7 >166,7 | >166,7

Priklad 19: In vitro cytotoxicita novych derivati v nekarcinogennich buiikach - koZni
fibroblasty (BJ) a keratinocyty (HaCaT, ARPE-19) - stanovena za pomoci resazurinové
redukéni eseje

Resazurin (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide) je modra slabé fluorescentni latka, ktera je
mitochondiremi ireverzibilné redukovana na ¢erveny vysoce fluorescentni resofurin. Pouziva se
proto k hodnoceni viability bakterialnich 1 eukaryotickych bunék. V testu byl sledovan vliv 72
hodinového pusobeni n¢kolika koncentraci latek (trojnasobna fedici fada, maximalni koncentrace
= 100 mikroM) na viabilitu koZnich fibroblasti BJ, keratinocytu HaCaT a bun¢k sitnice ARPE-19.

Buiky byly péstovany ve standardnich kultiva¢nich podminkach (5.5 % CO,, 37° C, 100 % vdusna
vlhkost) v médiu DMEM s 10 % fetalnim bovinnim sérem. Subkultivace byla provadéna dvakrat
tydng¢. Na test toxicity bylo 5000 bun¢k vyseto do jednotlivych jamek 96-jamkové mikrotitracni
desticky. Pét krat koncentrované testované latky byly pfidany po 24 hodinach. Po 72-hodinovém
pusobeni byl pridan 11x koncentrovany roztok resazurinu do finalni koncentrace 0.0125 mg/ml.

Fluorescence byla méfena po 1-hodinové (ARPE-19) piipadn¢ 3-hodinové (HaCaT a BJ) inkubaci.
Hodnoty ICso byly vypocteny z davkovych kfivek pomoci programu v jazyce R vyuzivajiciho
knihovnu drc.

Tab. 12. Cytoxicita slouc¢enin vuéi koznim fibroblastim, HaCaT a keratinocytum (ICso, uM)

slouenina BJ |HaCaT | ARPE-19
kinetin >100 | >100 >100
kinetin mesylat >100 >100 >100
isopentenyl 100 >100 >100
isopentenylmesylat >100 >100 >100

6-benzylaminopurin >100 >100 >100
6-benzylaminopurin

mesylat >100 | >100 >100
meta-topolin (mT) >100 >100 >100
meta-topolin mesylat >100 >100 >100
ortho-topolin (0T) 98.7 >100 >100
ortho-topolin mesylat | >100 >100 >100
trans-zeatin (tZ) >100 >100 >100
trans-zeatin mesylat >100 >100 >100
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Piiklad 20: Inhibice senescence novymi cytokininovymi mesylaty testovana na listovych
segmentech ozimé pSenice

Semena ozimé pSenice Triticum aestivum cv. Hereward byla promyta pod tekouci vodou apo 24 h
a poté vyseta do mermikulitu nasyceného Knopovym zivnym roztokem. Nadoby se semeny byly
umistény do klimatizované rastové komory s 16/8 hodinovou svételnou periodou (svételna
intenzita 50 umol.m2.s). Po 7 dnech mély semenacky vyvinuty prvni praporcovy list a druhy list
zaCinal prorustat. Z prvnich listti vzdy od 5 rostlin byly odebrany vrchové sekce dlouhé priblizné
35 mm, které byly zkraceny tak, aby jejich vaza byla presné 100 mg. Bazalni konce téchto listovych
segmentu byly umistény do jamek mikrotitracnich polystyrénovych desticek obsahujicich 150 pL
roztoku testované latky. Desticky byly umistény do plastového boxu vystlan¢ho filtracnim pairem,
ktery byl nasycen vodou za ucelem vytvoreni maximalni vzdu$né vlhkosti. Po 96 hodinach
inkubace ve tm¢ pri 25 °C byly listové segmenty vyjmuty a chlorofyl extrahovan v 5 ml 80 %
ethanolu (v/v). Objem vzorku byl poté doplnén na 5 mL pridanim 80% ethanolu. Absorbance
extrakti byla méfena pii 665 nm. Jako kontroly byly méfeny rovnéz chlorofylové extrakty z listt
a listovych vrcholu inkubované v deionizované vodé. Vypoctené hodnoty jsou prumérem z 5-ti
opakovani a cely experiment byl zopakovan minimalné 2x. Ze ziskanych dat byla vybrana
koncentrace s nejvyssi aktivitou u kazdé testované slouceniny. Relativni aktivity sloucenin pfi této
koncentraci byly vypocitany a nachizi se v tabulce 13. Aktivita ziskana pro 10* M 6-
benzylaminopurin (BAP) byla stanovena jako 100%. Cytokininy, které¢ byly testovany, byly
nejprve rozpustény v DMSO a pak byl roztok vyfedén na 10°M destilovanou vodou. U téch
krystalickych soli cytokininovych mesylati, které to umoziiovaly (BAP mesylat, meta-topolin
mesylat, kinetin mesylat) nebyly rozpoustény v DMSO, ale rovnou byl pfipravovan 10°M roztok
v destilované vodé. Tento zasobni roztok byl pak fedén na koncentrace v rozmezi 10°*M az 10“*M.
Finalni koncentrace DMSO v médiu, pokud bylo pouzito nepfevysila 0.2% a v této koncentraci
neovliviiovala biologickou aktivitu testu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 13 a ukazuji, ze n¢které
krytalické soli cytokinin mesylatu dokonce vedly ke zvySeni cytokininové aktivité v senescencnim
testu ve srovnani s volnymi bazemi téchto cytokinina.

Tab. 13. Vliv novych cytokininovych mesylati na oddaleni senescence v dekapitovanych
segmentech listi 7riticum aestivum cv. Heraward ve tmé.

testovana sloucenina koncentrace s aktivita (%)
nejvyssi [10* mol.lI!
aktivitou BAP = 100%]
(mol I
6-benzylaminopurin (BAP) 10 100 (£9,5)
6-benzylaminopurin mesylat 10 108 (£10.7)
6-(2-hydroxybenzylamino)purin — ortho-topolin (0T) 10* 67 (£6,7)
6-(2-hydroxybenzylamino)purin mesylat 10 69 (£9,1)
6-(3-hydroxybenzylamino)purin — meta-topolin (mT) 10" 117 (x£11)
6-(3-hydroxybenzylamino)purin mesylat 10 119 (£13)
6-(3-methoxybenzylamino)purin 10 101 (£9)
6-(3-methoxybenzylamino)purin mesylat 10 125 (£8)
6-furfurylaminopurin (Kinetin) 10+ 103 (£12)
6-furfurylaminopurin (Kinetin) mesylat 10 110.9 (x11)
Isopentenyladenin (iP) 10 93 (£10.8)
Isopentenyladenin mesylat 10" 95 (£12,6)
Dihydrozeatin (DHZ) 10* 81 (£9.,2)
Dihydrozeatin mesylat 10 82 (£9.,7)
trans-zeatin (tZ) 10 110 (£13,2)
trans-zeatin mesylat 10 114 (£12.8)
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6-(2-fluorobenzylamino)purin 10 169 (£20)
6-(2-fluorobenzylamino)purin mesylat 10 175 (£18)
6-(3-fluorobenzylamino)purin 10 200 (£25)
6-(3-fluorobenzylamino)purin mesylat 10" 210 (£23)
6-(4-fluorobenzylamino)purin 10 95.5 (£3.5)
6-(4-fluorobenzylamino)purin mesylat 10" 98 (£12)
6-(2-chlorobenzylamino)purin 10 116,5 (£6,5)
6-(2-chlorobenzylamino)purin mesylat 10 122 (£13)
6-(3-chlorobenzylamino)purin 10+ 82 (£2)
6-(3-chlorobenzylamino)purin mesylat 10" 82 (£7)
6-(2-methoxybenzylamino)purin 10" 269 (£12)
6-(2-methoxybenzylamino)purin mesylat 10" 271 (£18)
6-(3-methoxybenzylamino)purin 10 178 (£16)
6-(3-methoxybenzylamino)purin mesylat 10+ 184 (£21)
6-(2-methylbenzylamino)purin 10 158 (£29)
6-(2-methylbenzylamino)purin mesylat 10 157 (£14)
6-(2.4-difluorobenzylamino)purin (2,4diFBAP) 10 139 (£2)
6-(2.4difluorobenzylamino)purin mesylat 10 141 (£13)
6-(3,5-difluorobenzylamino)purin (3,5diFBAP) 107 156 (+4)
6-(3,5-difluorobenzylamino)purin mesylat 107 168 (£9)

Piiklad 21: Testovani vlivu novych cytokininovych mesylati na bunécné déleni rostlinnych
bunék

Stimulacni vliv nové pfipravenych cytokininovych mesylati byl testovan v kalusovém biotestu za
pouziti cytokinin-dependentniho kalusu tabaku. Tento cytokinin-dependentni kalus Nicotiana
tabacum L.cv. Wisconsins 38 byl udrzovan pfi 25 °C na modifikovaném mediu Murashige-Skoog
(MS) obsahujicim na 1 litr 4umol kyseliny nikotinové, 2.4 pmol pyridoxin hydrochloridu, 1.2 pmol
thiaminu, 26.6 pmol glycinu, 1.37 pumol glutaminu, 1.8 pmol myo-inositolu, 30 g sacharozy, 8 g
agaru, 5.37 umol NAA a 0.5 umol BAP. Subkultivace probihala kazdé tfi tydny. 14 dni pred
zapocetim biotestu byl kalus pfenesen na medium bez BAP. Stimulacni ristova aktivita byla
stanovena na zaklad€ narastu Cerstvé hmoty kalusu po 4 tydnech kultivace. P&t replikati bylo
pfipraveno pro kazdou testovanou koncentraci a dany test byl opakovan min 2x. Ze ziskanych dat
byla vypocitana maximalni ucinna koncentrace testované latky a jeji relativni ucinnost v této
koncentraci (tab. 14). Aktivita pfi koncentraci 10° M 6-benzylaminopurinu byla postulovana jako
100%. Zkoumané latky byly rozpoustény v DMSO a roztok byl zfedén na 10°M destilovanou
vodou. U téch krystalickych soli cytokininovych mesylati, které to umoziovaly (BAP mesylat,
meta-topolin mesylat, kinetin mesylat) nebyly rozpoustény v DMSQ, ale rovnou byl pfipravovan
10°*M roztok v destilované vodé. Tento zasobni roztok byl dale fedén na potiebné koncentrace
pohybujici se v rozmezi 10® M az 10* M. Vysledna koncentrace DMSO nepiekrocila 0.2% a
neovlivnila tak biologickou aktivitu zkoumanych slouc¢enin. Vysledky v tabulce 14 ukazuji, Ze
krystalické soli cytokininovych mesylatii vedou ke zvySeni cytokininové activity v kalusovém testu
ve srovnani s klasickymi bazemi téchto cytokinini.

Tab. 14. Vliv novych cytokininovych mesylati na rist cytokinin-dependentniho tabakového
kalusu Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsins 38

testovana slou¢enina koncentrace s | aktivita (%) [10°
nejvyssi ‘mol I'' BAP =
aktivitou 100%]
(mol.1"")
1. | 6-benzylaminopurin (BAP) 10° 100 (£13)
2. | 6-benzylaminopurin (BAP) mesylat 10 104 (£11)
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3. | 6-(2-hydroxybenzylamino)purin — ortho-topolin (0T) 10°° 86 (£15)
4. | 6-(2-hydroxybenzylamino)purin mesylat 10 87 (£16)
5. | 6-(3-hydroxybenzylamino)purin — meta-topolin (oT) 103 105 (£23)
6. |6-(3-hydroxybenzylamino)purin mesylat 10 111 (£21)
7. |isopentenyladenin (iP) 10 93 (£14)
8. |isopentenyladenin mesylat 1079 95 (£17)
9. [dihydrozeatin (DHZ) 10°° 78 (£18)
10. |dihydrozeatin mesylat 10 78 (£21)
11. |trans-zeatin (tZ) 103 109 (£21)
12. |trans-zeatin mesylat 107 111 (£22)
13. | 6-(2-fluorobenzylamino)purin 10° 111 (£21)
14. | 6-(2-fluorobenzylamino)purin mesylat 10° 110 (£15)
15. | 6-(3-fluorobenzylamino)purin 103 135 (£8)
16. | 6-(3-fluorobenzylamino)purinmesylat 103 137 (£15)
17. | 6-(4-fluorobenzylamino)purin 103 122 (£12)
18. | 6-(4-fluorobenzylamino)purin mesylat 107 126 (£16)
19. | 6-(2-chlorbenzylamino)purin 107 93 (+4)

20. | 6-(2-chlorobenzylamino)purin mesylat 10 97 (£6)

21. | 6-(3-chlorobenzylamino)purin 10°° 94 (£6)

22. | 6-(3-chlorobenzylamino)purin mesylat 103 101 (£12)
23. | 6-(2-methoxybenzylamino)purin 103 79 (£53)

24. | 6-(2-methoxybenzylamino)purin mesylat 10 82 (£8)

25. | 6-(3-methoxybenzylamino)purin 10 76 (£20)
26. | 6-(3-methoxybenzylamino)purin mesylat 10 83 (£14)
27. | 6-(2-methylbenzylamino)purin 10 118 (£3)
28. | 6-(2-methylbenzylamino)purin mesylat 10 121 (£11)

P¥iklad 22: Utinek cytokininovych mesylati na in vitro a post vitro multiplikaci (mnoZeni) a
zakorenovani ruze (Rosa multiflora)

Ucelem tohoto experimentu bylo zjistit, zda jsou nové cytokininové mesylaty prakticky vyuzitelné
ve tkanovych kulturach. Byl studovan index mnozZeni a post vitro GCinky. Rize (Rosa hybrida)
byly pé€stovany v 500 ml nadobach se Sroubovacim uzavérem. Kazda nadoba obsahovala 100 ml
autoklavovan¢ho kultivaéniho media Murashige a Skoog (120 °C, 20 min). Rostliny byly
kultivovany pfi teploté 2442 °C a svételné periodé 16 h pifi 40 uM m™? s PAR. Zakladni medium
obsahovalo mikroelementy, makroprvky a vitaminy podle Murashige and Skooga (1962), 95 uM
NaFeEDTA, 555 uM myo-inositolu, 111 mM sacharozy, 1,332 mM glycinu, 684 uM L-glutaminu
a 7g/1 agaru. Toto medium bylo dopliiovano 10 uM BAP mesylatu, mT mesylatu, and 3MeOBAP
mesylatu a pro srovnani s prisluSnymi volnymi bazemi odpovidajicich cytokinini. Kontrolni
medium neobsahovalo Zzadny cytokinin. Po uplynuti osmi tydnd byl stanoven priristek novych
prytu na jeden explantat, stejné€ jako pocet kofenu na jeden explantat a celkova délka korfenu na
jeden explantat. Po odstranéni kofent byly explantaty (skupiny pryt) pfeneseny do substratu. Po
4 tydnech aklimatizace byl znovu stanoven pocet kofenu a jejich celkova délka na jeden explantat.
Podle predpokladu nemély rostliny péstované na médiu nebsahujicim cytokininy téméf zadné nové
pryty. Puvodni explantaty vyrostly v kvalitni jednotlivé vyhony, ale nezakofenovaly dobre (viz
tabulka 14). Explantaty rostouci na cytokinininovych mesylatech se vyznacCovaly vysokym
indexem mnozeni (velké mnozstvi novych pryti) a ve srovnani s volnymi bazemi 1 Iépe
zakorenovaly. Pouziti cytokininovych mesylati vedlo ke zvyseni vSech sledovanych parametra v
rostlinné kulture ve srovnani s volnymi cytokininovymi bazemi.

Tab. 15. Vliv cytokinin mesylata na in vitro a post vitro mnoZzeni a zakofenovani riaze Rosa
multiflora.
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Cytokinin In vitro Ex vitro
pocet pocet pocet celkova pocet celkova
novych | kvéti na | kofenti na | délka na | kofent na délka
vyhonii na | explant | explant explant rostlinu rostliny
explant (cm) (cm)
kontrola 0.2 0.03 0.8 1.2 4.6 17.1
6-benzylaminopurin 3.8 0.00 0.0 0.0 0.6 1.1
6-benzylaminopurin mesylat 4.1 0.00 0.0 0.0 0.9 1.4
6-(3-hydroxybenzylamino)purin 2.1 0.16 0.0 0.0 1.4 3.8
6-(3-hydroxyamino)purin 2.4 0.17 0.0 0.0 1.8 43
mesylat
6-(3-methoxybenzylamino)purin 43 0.03 0.0 0.0 1.7 4.1
6-(3-methoxybenzylamino)purin 4.5 0.02 0.0 0.0 1.9 4.5
mesylat

Piiklad 23: ZvySeni vynosu
Francin)

zrna a pocltu produktivnich odnozZi jarniho je¢mene (var.

Jarni je¢men (odruda Francin), byla v roce 2019 na lokalit¢ v Olomouci, oSetfena postiikem latek
— oznacenych BAP (benzylaminopurin), meta-topolin mesylatu a BAP mesylatu. Vysevek byl 3,5
milionu kli¢ivych semen, pokus byl zaloZzen v 5 randomizovanych opakovanich pro kazdou
variantu, kontrola byla neoSetfena varianta. Pokus probihal podle metodiky GEP (Good
Experimental Practise), velikost jednotlivych parcel byla 10 m?. Aplikace latek byla provedena v
mozstvi 300 I/ha, v riustové fazi BBCH 31-33 (zacatek sloupkovani). Koncentrace testovanych
latek v postrikové jise byla 5 uMol. Vysledky jsou shmuty v tabulce 15 nize.

Tab. 16: Uginek latek BAP, meta-topolin mesylatu and BAP mesylatu na jami jeémen.

nazev slouceniny (varianta) Kontrola m-topolin

(neoSetieno) BAP mesylat BAP mesylat
koncentrace 5 uMol 5 uMol 5 uMol
aplikace (BBCH) BBC;; 31- BBC;; 31 BBCH 31-33
Vynos zma (t/ha) pfi 14 % vlhkosti 7,42 7,42 8,01 7,74
% srovnano s kontrolou 100 100,13 108,03 104,34
T-Test 0,747 0,443 0,418
Silné odnoze (pocet) 1,8 2.8 2,45 2,75
% srovnano s kontrolou 100 155,56 136,11 152,78
T-Test 0,001 0,018 0,001
Stfedni odnoze (pocet) 2,1 1,7 1,25 1,35
% srovnano s kontrolou 100 80,95 59,52 64,29
T-Test 0,149 0,008 0,004
Slabé odnoze (pocet) 1,85 2,1 1,8 2,25
% srovnano s kontrolou 100 113,51 973 121,62
T-Test 0,534 0,878 0,165
SUMA odnozi 5,75 6,6 55 6,35
% srovnano s kontrolou 100 114,78 95,65 110,43
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T-Test 0,069 0,581 0,134
Vyska rostlin 82,8 82,5 83,1 83,2
% srovnano s kontrolou 100 99.64 100,36 100,48
T-Test * * *
pocet klasu na ¢tvereCni metr 676,8 752 721,6 758.4
% srovnano s kontrolou 100 111,11 106,62 112,06
T-Test 0,15 0,39 0,094

Foliarni aplikace vSech cytokininovych derivatu, zvysila pocet silnych (produktivnich) odnozi (o
36,11 az 55,56 % nad uroven kontroly), zatimco pocet stfednich odnozi poklesl. Vynos zma se
zvysil po aplikaci latek meta-topolin mesylat a BAP mesylat (108,03 a 104,34 % na kontrolu).
Jakou pozitivni kontrola byl pouzit BAP, ktery vynos zma neovlivnil. U v§ech testovanych variant,
byla pozorovana vyssi hustota rostlin na ¢tvereénim metru (106,62 — 112,06 % na kontrolu).
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PATENTOVE NAROKY

1. Mesylat N®-substituovaného adeninového derivatu obecného vzoree 1,
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kde R je vybran ze skupiny obsahujici C3-C15 cykloalkyl, furfuryl, allyl, 4-hydroxy-3-methylbut-
2-en-1-yl, 3-methylbut-2-en-1-yl, 4-hydroxy-3-methylbutyl, 4-hydroxy-1,3-dimethylbut-2-en-1-
yl, 4-hydroxy-1,3-dimethylbutyl, benzyl; kde cykloalkyl, allyl, benzyl a furfuryl mohou byt
nesubstituovany nebo volitelné substituovany 1 az 3 substituenty vybranymi ze skupiny obsahujici
hydroxy, halogen, methyl, hydroxymethyl a methoxy.

2. Sloucenina obecného vzorce 1 podle naroku 1, vybrana ze skupiny zahmujici 6-
furfurylaminopurin mesylat, 6-(2-chlorbenzylamino)purin mesylat, 6-(3-chlorbenzylamino)purin
mesylat, 6-(2-fluorbenzylamino)purin mesylat, 6-(3-fluorbenzylamino)purin mesylat, 6-(4-

fluorbenzylamino)purin mesylat, 6-(2-hydroxybenzylamino)purin mesylat, 6-(3-
hydroxybenzylamino)purin  mesylat,  6-(2-methoxybenzylamino)purin  mesylat,,  6-(3-
methoxybenzylamino)purin - mesylat,  6-(3-methylbut-2-en-1-ylamino)purin  mesylat, 6-

benzylaminopurin mesylat, 6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)purin mesylat, 6-(Z)-(4-
hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)purin =~ mesylat,  6-(E)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-
ylamino)purin mesylat, 6-(Z)-(4-hydroxy-1,3-dimethylbut-2-en-1-ylamino)purin mesylat, 6-(E)-
(4-hydroxy-1,3-dimethylbut-2-en-1-ylamino)purin mesylat, 6-(4-hydroxy-3-
methylbutylamino)purin mesylat a 6-(4-hydroxy-1,3-dimethylbutylamino)purin mesylat.

3. Sloucenina vzorce 1 podle naroku 1, vybrana ze skupiny obsahujici:

- krystalicky benzylaminopurin mesylat majici charakteristické reflexe ve spektru rentgenové
praskov¢ difrakce méfené zafenim CuKa: 6.2; 10.0; 15.2; 15.7; 18.6; 18.8; 19.3; 20.4; 23.5; 23.8;
24.4;27.6 £ 0.2° 2-theta;

- krystalicky meta-topolin mesylat majici charakteristické reflexe ve spektru rentgenové praskové
difrakce méfené zafenim CuKo: 8.1; 9.7; 13.1; 15.6; 16.8; 17.6; 19.1; 19.5; 22.2; 24.6; 24 .8, 24.9;
25.7 £ 0.2° 2-theta;

- krystalicky ortho-topolin mesylat majici charakteristické reflexe ve spektru rentgenové praskové
difrakce méfené zafenim CuKao: 9.8; 12.1; 16.8; 17.8; 18.3; 18.3; 20.7; 23.3; 24.1; 25.1; 26.8 +
0.2° 2-theta;

- krystalicky kinetin mesylat majici charakternistické reflexe ve spektru rentgenové praskové
difrakce méfené zarenim CuKo: 6.2; 18.9; 19.8; 20.4; 22.6; 23.9;27.7, 27.8 + 0.2° 2-theta.
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4. Pouziti sloucenin obecného vzorce I podle které¢hokoliv z narokii 1 az 3 pro ochranu
rostlinnych bunék in vivo a in vitro proti oxidativnimu a elektrofilnimu stresu; a/nebo

Vitro.

5. Pouzti sloucenin obecného vzorce I podle kteréhokoliv z naroku 1 az 3 pro zvysSeni vynosu
uzitkovych rostlin, zlepSeni zakoferiovani, zvySeni poCtu odnozi, zvySeni multiplikace a/nebo
oddaleni senescence rostlin, zejména v produkci zeméd€lskych plodin, pfedevsim obilovin, fepy,
malvic, peckovic a drobné¢ho ovoce, lusténin, olejovin, tykvovitych, vlaknitych rostlin, citrusi,
zeleniny nebo rostlin jako tabak, ofechy, lilek, cukrova tftina, Caj, vinna réva, chmel, banany,
pfirodni kaucuk, 1é¢ivé rostliny, a okrasné rostliny.

6. Pouzti sloucenin obecné¢ho vzorce I podle kteréhokoliv z naroku 1 az 3 ve tkanovych
kulturach jako rustové-regulacnich a prodiferenciacnich faktoni, ke stimulaci bunééné proliferace
a morfogeneze, k potladeni nezadoucich fyziologickych poruch, jako jsou hyperhydricita, nekroza
vzrostnych vecholu, tvorba chimér, inhibice tvorby kofenti béhem aklimatizace a Casna senescence.

7. Pouzti sloucenin obecné¢ho vzorce I podle které¢hokoliv z naroku 1 az 3 jako ristového
regulatoru pii in vitro klonovani rostlinnych €1 zZivoci$nych zarodeénych bunék a embryi, s
vyhodou oocyti, a k mnoZeni a diferenciaci embryi.

8. Pouziti sloucenin obecného vzorce I podle které¢hokoliv z narokii 1 az 3 pro inhibici nebo
oddaleni senescence rostlinnych bungk a celych rostlin; a/nebo pro zlepseni celkového vzhledu a
kondice rostlin, konkrétné rostlinnych epidermalnich a mezofylovych buné¢k, a také pro inhibici,
oddaleni nebo redukci zloutnuti, ztraty chloroplasti a chlorofylu; a/nebo pro omlazeni rostlinnych
bun¢k a/nebo stimulaci bunécné proliferace a/nebo jejich diferenciace v organismu.

9. Zemédelské a/nebo biotechnologické pripravky, vyznacujici se tim, Ze obsahuji alesporn
jednu slouceninu obecné¢ho vzorce I podle kteréhokoliv z naroku 1 az 3, a alesponl jedno

rozpoustédlo, nosi¢ a/nebo pomocnou latku.

6 vykresu
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