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(57) Anotace:
Reseni se tyka pouZiti heterocyklickych purinovych
derivati cytokininii obecného vzorce I a Il pii hojeni ran,
pifi¢emz R6 je vybrany ze skupiny sestavajici z: furfurylu,
4-hydroxybenzylu, 3,3-dimethylallylu, (Z)-4-hydroxy-3-
methylbut-2-en-1-ylu a (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-en-
1-ylu, a R3 a R9 je glukopyranosylova skupina. Reseni se
dale tyka pouziti farmaceutickych piipravkii obsahujicich
tyto derivaty. Uvedené slouceniny stimuluji migraci
endotelovych bunék, angiogenezi a vaskularizaci a
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Heterocyklické purinové derivaty cytokinini, jejich pouziti pfi hojeni ran a farmaceutické
kompozice obsahujici tyto derivaty

Oblast techniky
Vynalez se tyka heterocyklickych purinovych derivatu cytokinini, jejich pouZziti pro hojeni ran a

farmaceutickych pripravku obsahujicich tyto derivaty.

Dosavadni stav techniky

Cytokininy jsou fytohormony identifikované puvodné jako latky, které podporuji déleni
rostlinnych bun¢k v pritomnosti dal§iho fytohormonu, auxinu. Pokud jde o jejich chemickou
strukturu, rostlinné cytokininy jsou derivaty adeninu substituované v poloze N° bud’
isoprenoidnim nebo aromatickym postrannim fetézcem. Isoprenoidni cytokininy zahmuji cis- a
trans-zeatin (tZ) a jejich analogy s nasycenym postrannim retézcem (dihydrozeatin) nebo bez
hydroxylové skupiny (N°®-isopentenyladenin). Zatimco isoprenoidni cytokininy jsou pfitomny ve
viech rostlinach, aromatické cytokininy s N°-benzylovymi substituenty byly nalezeny pouze u
n¢kterych taxonu. Kromé 6-benzylaminopurinu (BAP) byly popsany jeho hydroxylované
derivaty, tj. topoliny. Kinetin (K), prvni identifikovany cytokinin, ma furfurylovy postranni
fetézec. Kinetin byl poprvé rozpoznan jako latka zodpovédna za cytokininovou aktivitu
autoklavovanych spermii sledé, ktera byla pfipisovana tepelnému poskozeni DNA.

ProtoZe aktivita K proti starnuti byla pozd¢ji prokazana na koznich fibroblastech, stejné jako v
pfipad¢ tranms-zeatinu (tZ), byly provedeny cetné studie k vyhodnoceni uZiteCnosti
cytokininovych bazi pfi ochrané kuze v experimentech in vitro a in vivo. Experimenty s
bunéénymi kulturami napriklad naznacuji, Ze ¢Z by mohl zlepsit hydrataci pokozky a také
zabranit Skodlivym ucinkum starnuti na tyto procesy (Ji et a/. 2010, Int J Mol Med 26:257-263).
Osetreni tZ bylo také schopné do znacné miry zlepsSit UV-indukovany pokles koncentraci AQP3
proteinu a propustnosti vody membranou. Ukazalo se, Ze pfirodni cytokininy (napf. kinetin a
zeatin) a 6,9-disubstituované derivaty cytokinini maji biologické aktivity souvisejici se
starnutim. Viz napriklad patenty US 5021422 (4. ¢ervna 1991), US 5371089 (6. prosince 1994),
US 5602139 (11. anora 1997), patent US 5614407 (zvefejnéni 8. biezna a 25. bfezna 2005), z
nichz vSechny jsou zde zahmuty odkazem. Bylo také prokazano, ze cytokininové baze podporuji
diferenciaci keratinocytd. Kinetin (40 az 200 uM) indukoval zastaveni ristu a zmény v né¢kolika
markerech diferenciace v lidskych keratinocytech péstovanych v bunééné kulture (Berge e al.
2006, Ann N'Y Acad Sci 1067: 332-336). Uginek byl zesilen piitomnosti Ca>* ionti. Ostatni
markery diferenciace (trans-glutaminaza) byly nezménény, coZz naznacuje, ze diferenciace
indukovana K je pravdépodobné zprostredkovana cestami odlisSnymi od cest aktivovanych jinymi
¢inidly indukuyjicimi diferenciaci. V navazujici studii Berge et al. (Exp Gerontol 43: 658-662,
2008) uvadi, ze osetfeni K zlepsila citlivost starnoucich keratinocytii na diferenciacni u¢inky
ionti Ca**. Pozitivni vliv K na hladiny filaggrinu, dalsiho markeru diferenciace keratinocytu, byl
pozorovan u in vitro rekonstruovaného kozniho ekvivalentu (Vi¢anova et al. 2006, Ann N Y
Acad Sci 1067: 337-342). Na rozdil od 2D kultury, K podporoval rust keratinocytu, jak je
indikovano zvySenim poctu Ki67-pozitivnich bunék. Dalsi dermatologické/kosmetické aplikace
cytokining se tykaji terapie poruch pigmentace. Zatimco se uvadi, ze K snizuje hyperpigmentaci
u pst (Kimura a Doi 2004, Rejuvenation Res 7: 32-39), BAP byl rozpoznan jako stimulator
melanogeneze (Kim ef al. 2009, Arch Dermatol Res 301: 253-258).

Ackoli heterocyklické purinové cytokininy, zejména kinetin a zeatin, maji vyznamné vlastnosti
proti starnuti a dalsi vlastnosti, bylo by zadouci poskytnout dalsi biologické aktivity a pouZiti
téchto pfirodnich sloucenin. Stale zuistava totiz zadouci poskytnout dal§i cytokininové
slouéeniny, kter¢ mohou byt pouzity v Siroké skale terapeutickych a kosmetickych aplikaci a
pokud tyto slouceniny maji zlepSenou selektivitu a ucinnost (tj. méné toxické a/nebo ucinng;si)
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nez v soucasnosti pouzivané 6-substituované aminopuriny. Pfedkladany vynalez poskytuje
takové slouceniny pro hojeni ran.

Podstata vynalezu

Predmétem tohoto vynalezu jsou heterocyklické purinové derivaty obecného vzorce I a Il
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nebo jejich farmaceuticky prijatelné soli s alkalickymi kovy, amoniem nebo aminy, ve form¢
racematu nebo opticky aktivnich izomera cukru (B-D, a-D, B-L, a-L), pro pouZiti pfi hojeni ran,
kde

R6 je vybrany ze skupiny sestavajici z: furfurylu, 4-hydroxybenzylu, 3,3-dimethylallylu, (£)-4-
hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylu a (£)-4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylu, a

R3 a R9 je glukopyranosylova skupina.

Zvl1aste vyhodnymi jsou heterocyklické purinové derivaty cytokininti obecného vzorce I a Il
vybrané ze skupiny sestavajici z: 6-furfurylamino-3-B-D-glukopyranosylpurin, 6-(4-
hydroxybenzylamino)-3-B-D-glukopyranosylpurin, 6-(Z)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl-
amino)-3-B-D-glukopyranosylpurin, 6-(E)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-3-p-D-
glukopyranosylpurin, 6-furfurylamino-9-p-D-glukopyranosylpurin, 6-(4-hydroxybenzylamino)-
9-B-D-glukopyranosylpurin, 6-(Z)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9-p-D-
glukopyranosylpurin, 6-(E)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9-p-D-
glukopyranosylpurin

a jejich farmaceuticky piijatelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem nebo aminy, ve form¢
racematu nebo izomeru opticky aktivnich cukru (B-D, a-D, B-L, a-L), jakoz i jejich adicni soli s
kyselinami pro pouziti pfi hojeni ran.

Heterocyklické derivaty cytokinini obecného vzorce I a II se pouzivaji k podpofe migrace
endotelovych bunck. Proto se vynalez v jedné nebo vice formach zamétuje, 1 kdyz ne vylucné, na
1¢¢bu ran a podporu hojeni ran.



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 310053 B6

Heterocyklicky cytokininovy derivat obecného vzorce I a Il je vhodny pro pouziti k 1é¢bé stavu
koznich chorob.

Dale je heterocyklicky cytokininovy derivat obecného vzorce I a Il vhodny pro pouziti pri
stimulaci angiogeneze endotelovych bunék, pro urychleni a podporu angiogeneze, a tedy pro
poskytnuti v podstaté okamzité ulevy od bolesti a hojeni ran.

Priklady typu endotelovych bunék, které mohou byt indukovany k migraci heterocyklickym
derivatem cytokininu obecného vzorce I a II zahmuji endotelové buiiky lidské pupecnikové Zily,
lidské mikrovaskulari endotelové buriky a endotelové buriky aorty. Mohou mit i1 rizny sav¢i
puvod.

Jest¢ dalSim aspektem vynalezu je heterocyklicky derivat cytokinini obecného vzorce I a Il pro
pouziti pro hojeni ran a/nebo ¢inidla modifikujici vzdalenost propojeni pfi 1€cbé ran, véetné
akutnich, subakutnich, chronickych ran a ran s¢ zpozdénym hojenim.

Predkladany vynalez také poskytuje heterocyklické derivaty cytokinini obecné¢ho vzorce I a 11
pro zvySeni rychlosti, rozsahu a/nebo kvality hojeni ran pouzitim jednoho nebo vice
heterocyklickych derivati cytokinini a jednoho nebo vice terapeutickych cCinidel, c¢inidel
uziteénych pro hojeni ran a/nebo €inidla upravujici zaceleni ran.

Heterocyklicky derivat cytokininii obecného vzorce I a II je rovnéz vhodny pro pouziti pii
stimulaci migrace fibroblasti, vaskulamich endotelovych bunék nebo epitelovych bunék do rany,
pfi¢emz pouziti zahrmuje chemokinezi a stimulaci fibroblasti, vaskularich endotelovych bunék,
epitelovych bunék, nebo jejich kombinace.

V jesté dalSim aspektu vynalez poskytuje pouziti heterocyklickych derivatu cytokininti obecného
vzorce I a Il pro podporu nebo zlepSeni hojeni ran, 1é€eni, prevenci a zmirnéni fibréozy nebo
jinych fibrotickych stavii ran, zahmujici podavani jednoho nebo vice heterocyklickych
cytokininovych agens a jedno nebo vice terapeutickych ¢inidel, ¢inidel uziteénych pro hojeni ran
a/nebo ¢inidel modifikujicich zaceleni ran u nemocnych pacienti.

Ve vyhodném provedeni ma kombinované pouziti jednoho nebo vice heterocyklickych derivati
cytokinind a jednoho nebo vice terapeutickych ¢inidel, ¢inidel uziteénych pro hojeni ran a/nebo
¢inidel modifikujicich zaceleni ran aditivni, synergicky nebo superaditivni ucinek pii podpore
l¢¢eni ran.

Ve vyhodném provedeni se heterocyklicky derivat cytokinini obecného vzorce I a II pouziva
jako lécivo a/nebo kosmetika pro podporu migrace endotelialnich bun¢k u subjektu, ktery to
potfebuje, zahrmujici 1€¢bu subjektu alespori jednim derivatem cytokininu.

Dalsim aspektem vynalezu jsou heterocyklické derivaty cytokinini obecn¢ho vzorce I a II pro
pouziti pfi regeneraci kize, zahrnujici podavani u¢inného mnozstvi slouceniny podle vynalezu
subjektu, které zvysuje sekreci proteint, ¢imz podporuje regeneraci kuze.

Tkanova mista a rany, které mohou byt léCeny v souladu s vynalezem, zahmuji akutni a
chronické rany, popaleniny véetn¢ popalenin vzniklych vystavenim ionizujicimu zafeni,
chemické rany, chirurgické rany, oralni rany, poranéni kuze a svali, oteviené kozni rany,
diabetické kozni viedy véetné diabetickych viedu na noze, diabetickych naturopatickych viedi
na noze, ischemické tkané véetné ischemickych naturopatickych viedu na noze, viedu ze staze
zil, dekubitt a hypoxické tkané. Priklady ischemickych a hypoxickych tkani zahmuji
ischemickou srdecni tkan a hypoxické tkané spojené s mrtvici. Stavy, pfi kterych muze byt
proces hojeni ran podporovan podavanim heterocyklickych derivatd cytokining, zahmuji i
okolnosti opozdéného hojeni ran, kdy je hojeni naruseno nebo je mu zabranéno napriklad hypoxii
tkani, opakovanym traumatem nebo systémovymi pri¢inami, jako je diabetes a cévni mozkové
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prihody. Jak je zde pouzZito, chronickd rana muze oznacovat napriklad ranu, ktera je
charakterizovana alesponi caste¢né¢ jednim nebo vice z nasledujicich stavi: 1) chronickym
samopfetrvavajicim stavem zan¢tu rany, 2) deficitnim a defektnim extracelularni matnix (ECM)
rany, 3) Spatné reagujici (senescentni) poranéné buriky, zejména fibroblasty, omezujici produkeci
ECM a 4) sclhani reepitelizace Castecné kvuli nedostatku nezbytnych slozek ECM a nedostatku
tkaniové infrastruktury pro migraci. Chronické rany zahrnuji bércové vredy, artenialni vredy,
dekubity, vaskulitické viedy a diabetické viedy.

Krom¢ vysSe uvedené definice muze termin rana také zahmovat napriklad poranéni kuze a
podkozni tkan€ iniciovana riznymi zpusoby (napf. otlaky z prodlouzeného odpocinku na luzku a
rany zpusobené traumatem) a s ruznymi charakteristikami. Rany mohou byt klasifikovany do
jednoho ze Ctyf stuprit v zavislosti na hloubce rany: i) Stupeni I rany omezené na epitel; i1)
Stuperi II: rany zasahujici do dermis; 111) Stupen III: rany zasahujici do podkozni tkané; a 1v)
Stuperi IV (nebo rany plné tloustky): rany, kde jsou odhaleny kosti. Termin ,rana s ¢asteCnou
tloustkou™ se tyka ran, které zahrnuji stupné I az III; priklady ran s Castecnou tloustkou zahruji
popaleniny, otlaky, viedy ze staze Zil a diabetické viedy. Termin , hluboka rana® zahruje rany
III. 1 IV. stupné. Prostfedky a zpusoby podle predkladaného vynalezu uvazuji o 1€¢bé vSech typu
ran, véetné hlubokych ran a chronickych ran. Termin "chronickd” rana se tyka rany, ktera se
nezhojila. Mezi chronické kozni rany patfi napriklad dekubity, viedy, bfisni viedy, diabetické
viedy, bércové viedy, vaskulitické viedy, arterialni viedy a smiSené viedy. Chronicka rana muze
byt arterialni vied, ktery obsahuje ulcerace vyplyvajici z uplné nebo ¢astecné arterialni blokady.
Chronicka rana muaze byt vendzni stazovy vied, ktery zahmuje ulcerace zpusobené poruchami
funkce Zilni chlopné a souvisejici vaskulami onemocnéni. Chronicka rana mize byt traumatem
vyvolany vied, diabeticky vied nebo vaskuliticky vied.

Ve vyhodném provedeni je pfedmétem vynalezu farmaceuticky pripravek pro pouziti pfi hojeni
ran, obsahujici jeden nebo vice heterocyklickych derivata cytokininu obecného vzorce I a I nebo
jejich farmaceuticky pfijatelnych soli s alkalickymi kovy, amoniem nebo aminy, ve formé
racematu nebo opticky aktivnich izomera nebo jejich adiéni soli s kyselinami, a jeden nebo vice
excipientil.

Pouziti pro hojeni ran ma rovnéz kompozice obsahujici jeden nebo vice heterocyklickych
derivati cytokininu obecného vzorce I a Il nebo jejich farmaceuticky pfijatelné soli s alkalickymi
kovy, amoniem nebo aminy, ve form¢ racemati nebo opticky aktivnich izomeria, nebo jejich
adi¢ni soli s kyselinami a jeden nebo vice excipientu uréenych pro 1écbu stavu koznich chorob.

Uvedena kompozice je také uzitecna pro 1écbu stavi souvisejicich se zanétem, jako je zanét, 1éze
(napf. urychleni jejich hojeni), bolest a dalsi imunologické reakce vyplyvajici ze zanétu (napf.
poskytnuti jeho ulevy) a/nebo 1€cbu zanétu kuze.

Dalsi vhodné pouziti latek podle vynalezu je pro 1é¢bu chorobnych stavi u savcid, pfiemz
uvedené pouziti zahrmuje aplikaci mnozstvi nového heterocyklického derivatu cytokinint
obecného vzorce I a Il podle tohoto vynalezu na savéi buriky a tkan¢.

Pouziti pro hojeni ran ma rovnéz kompozice obsahujici jeden nebo vice heterocyklickych
cytokininovych derivati obecného vzorce I a II nebo jejich farmaceuticky piijatelnych soli s
alkalickymi kovy, amoniem nebo aminy, ve form¢ racematu nebo opticky aktivnich izomer,
nebo jejich adiéni soli s kyselinami a jeden nebo vice excipientii ur¢enych pro hojeni ran savcich
epitelovych bunék.

Predmétem predkladaného vynalezu jsou rovnéz heterocyklické derivaty cytokinini obecného
vzorce I a II pro pouziti pfi hojeni ran, pfiCemz se pouzije kombinace alesponn dvou vyse
definovanych heterocyklickych purinovych derivati cytokinini.
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Predmétem predkladaného vynalezu jsou rovnéz heterocyklické derivaty cytokinini obecného
vzorce I a II pro pouziti pfi hojeni ran, pfiCemz se pouzije kombinace 6-furfurylamino-3-p-D-
glukopyranosylpurinu s frans-zeatinem a/nebo 6-furfurylamino-3-f-D-glukopyranosylpurinu s 6-
(E)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9--D-glukopyranosylpurinem a/nebo 6-
furfurylamino-9-B-D-glukopyranosylpurin s 6-(E)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9-f3-
D-glukopyranosylpurinem.

Farmaceutické a kosmetické pripravky

Farmaceuticky pfipravek obsahuje od 1 do 95 % aktivni latky, pfiCemz jednorazové davky
obsahuji prednostné od 20 do 90 % aktivni latky a pfi zpusobech aplikace, které nejsou
jednorazové, obsahuji prednostné od 5 do 20 % aktivni latky. Jednotkové davkové formy jsou
napf. potahovang tablety, tablety, ampule, lahvicky, Cipky nebo tobolky. Jiné formy aplikace jsou
napf. masti, krémy, pasty, pény, tinktury, rténky, kapky, spreje, disperze atd. Prikladem jsou
tobolky obsahujici od 0,05 g do 1,0 g aktivni latky.

Vyhodné jsou ¢inidla podle vynalezu kombinovana s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em nebo
fedidlem za vzniku farmaceutické kompozice. Vhodné nosice a fedidla zahmuji 1zotonické solné
roztoky, napfiklad fosfatem pufrovany fyziologicky roztok. Vhodna redidla a excipienty také
zahmuji napfiklad vodu, fyziologicky roztok, dextrozu, glycerol a podobné a jejich kombinace.
Krom¢ toho, pokud je to Zzadouci, mohou byt pritomny také latky, jako jsou smacedla nebo
emulgatory, stabiliza¢ni pufrovaci ¢inidla.

Termin "farmaceuticky piijatelny nosi¢" se tyka jakéhokoliv farmaceutického nosice, ktery sam o
sob¢ neindukuje produkci protilatek skodlivych pro jedince, kterému je kompozice podavana, a
ktery muZe byt podavan bez nezadouci toxicity. Vhodné nosice mohou byt velké, pomalu
metabolizované makromolekuly, jako jsou proteiny, polysacharidy, polymlééné kyseliny,
polyglykolové kyseliny, polymemi aminokyseliny a kopolymery aminokyselin. Mohou byt také
pritomny farmaceuticky prijatelné soli, napf. soli mineralnich kyselin, jako jsou hydrochloridy,
hydrobromidy, fosfaty, sulfaty a podobné; a soli organickych kyselin, jako jsou acetaty,
propionaty, malonaty, benzoaty a podobné.

Vhodné nosi¢ové materialy zahmuji jakykoli nosi¢ nebo vehikulum bézné pouzivané jako zaklad
pro krémy, pletové vody, gely, emulze, pletové vody nebo barvy pro topické podavani. Priklady
zahmuji emulgatory, inertni nosi¢e vcetné¢ uhlovodikovych bazi, emulgacni baze, netoxicka
rozpoustédla nebo ve vod€ rozpustné baze. Zvlasté vhodné priklady zahrmuji pluronics, HPMC,
CMC a dalsi slozky na bazi celulézy, lanolin, tvrdy parafin, tekuty parafin, mékky Zluty parafin
nebo mekky bily parafin, bily vceli vosk, Zluty vceli vosk, cetostearylalkohol, cetylalkohol,
dimethikony, emulgacni vosky, isopropyl myristat, mikrokrystalicky vosk, oleylalkohol a
stearylalkohol.

Vyhodné¢ je farmaceuticky piijatelnym nosi¢em nebo vehikulem gel, vyhodné neiontovy
polyoxyethylen-polyoxypropylenovy kopolymerovy gel, napriklad gel Pluronic, vyhodné
Pluronic F-127 (BASF Corp.). Tento gel je zvlasté vyhodny, protoze je kapalny pfi nizkych
teplotach, ale rychle tuhne pfi fyziologickych teplotach, coz omezuje uvoliiovani ¢inidla na misto
aplikace nebo bezprostiedné sousedici s timto mistem.

Pomocna latka, jakymi jsou kasein, Zelatina, albumin, lepidlo, alginat sodny,
karboxymethylceluloza, methylceluléza, hydroxyethylceluloza nebo polyvinylalkohol, mohou
byt také zahmuty do formulace podle vynalezu. Dalsi vhodné formulace zahmuji pluronic gel,
formulace na  bazi  karboxymethylcelulozy (CMC) a  formulace na  baz
hydroxypropylmethylcelulozy (HPMC). Kompozice muze byt formulovana pro jakoukoliv
pozadovanou formu podavani, véetné topického, instilacniho, parenteralniho, intramuskulamniho,
subkutanniho nebo transdermalniho podavani. Dalsi uzitecné formulace zahmuji pfipravky s
pomalym nebo zpozdénym uvoliiovanim.
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Farmaceutické pripravky podle predlozeného vynalezu jsou pfipravovany znamym zpusobem,
napf. béZznym michanim, granulaci, potahovanim, rozpoustécimi nebo lyofilizaénimi procesy.

Prednostné jsou pouzivany roztoky aktivnich latek a dale také suspenze nebo disperze, obzvlaste
izotonické vodné roztoky, suspenze nebo disperze, které mohou byt pfipraveny pred pouzitim,
napf. v pripadé¢ lyofilizovanych preparati obsahujicich aktivni latku samotnou nebo s nosicem
jako je mannitol. Farmaceutické pripravky mohou byt sterilizovany a/nebo obsahuji excipienty,
napf. konzervaéni pfipravky, stabilizatory, zvlhcovadla a/nebo emulgatory, rozpoustéci Cinidla,
soli pro regulaci osmotického tlaku a/nebo pufry. Jsou pfipravovany znamym zpusobem, napf.
béznym rozpousténim nebo lyofilizaci. Zminéné roztoky nebo suspense mohou obsahovat latky
zvySujici viskozitu, jako napf. sodnou sul karboxymethylceluldzy, dextran, polyvinylpyrrolidon
nebo Zelatinu.

Olejové suspense obsahuji jako olejovou slozku rostlinné, syntetické nebo semisyntetické oleje
obvyklé pro injek¢ni ucely. Oleje, které zde mohou byt zminény, jsou obzvlasté kapalné estery
mastnych kyselin, které obsahuji jako kyselou slozku mastnou kyselinu s dlouhym fetézcem
majicim 8 az 22, s vyhodou pak 12 az 22 uhlikovych atomu, napf. kyselinu laurovou,
tridekanovou, myristovou, pentadekanovou, palmitovou, margarovou, stearovou, arachidonovou
a behenovou, nebo odpovidajici nenasycené kyseliny, napf. kyselinu olejovou, alaidikovou,
eurikovou, brasidovou a linoleovou, pripadné s pfidavkem antioxidanti, napf. vitaminu E, -
karotenu nebo 3,5-di-ferc-butyl-4-hydroxytoluenu. Alkoholova slozka téchto esteri mastnych
kyselin nema vice nez 6 uhlikovych atomi a je mono- nebo polyhydricka, napf. mono-, di- nebo
trihydrické alkoholy jako metanol, etanol, propanol, butanol nebo pentanol a jejich isomery, ale
hlavn¢ glykol a glycerol. Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou napft. ethyl oleat, isopropyl
myristat, isopropyl palmitat, ,Labrafil M 2375 (polyoxyethylen glycerol trioleat, Gattefose€,
Pariz), ,Labrafil M 1944 CS* (nenasycen¢ polyglykolované glyceridy pripravené alkoholyzou
oleje z merurikovych jader a sloZené z glycendu a esteru polyethylen glykolu; Gattefose¢, Pafiz),
,Labrasol” (nasycené polyglykolované glyceridy pripravené alkoholyzou TCM a slozené z
glyceridii a esteru polyethylen glykolu; Gattefose¢, Pafiz) a/nebo ,Miglyol 812 (triglycerid
nasycenych mastnych kyselin s délkou fetézce Cz az Ci» od Hiills AG, Némecko) a zvlaste
rostlinné oleje jako bavlnikovy olej, mandlovy olej, olivovy olej, ricinovy olej, sezamovy olej,
sojovy olej a zejména olej z podzemnice olejné. Gely nebo Zelé mohou byt vyrobeny za pouZiti
vhodného gelovaciho ¢inidla, vcetn€, ale bez omezeni na uvedené, Zelatiny, tragantu nebo
derivatu celuldézy a mohou zahrmovat glycerol jako zvlh¢ovadlo, zm¢kéovadlo a konzervaéni
¢inidlo. Masti jsou polotuhé pripravky, které se skladaji z aktivni slozky zaclenéné do mastného,
voskového nebo syntetického zakladu. Priklady vhodnych krémia zahmuji, aniz by byl vycet
omezujici, emulze vody v oleji a olej ve vode. Krémy typu voda v oleji mohou byt formulovany
za pouziti vhodného emulgacniho ¢inidla s vlastnostmi podobnymi vlastnostmi mastnych
alkoholu, jako je cetylalkohol nebo cetostearylalkohol, a emulga¢nim voskem. Krémy typu olej
ve vodé mohou byt formulovany za pouziti emulgaéniho Cinidla, jako je emulgaéni vosk
cetomacrogol. Vhodné vlastnosti zahmuji schopnost modifikovat viskozitu emulze a jak
fyzikalni, tak chemickou stabilitu v Sirokém rozmezi pH. Ve vod€ rozpustny nebo misitelny
krémovy zaklad muze obsahovat stlacovaci systém Vative a muze byt také pufrovan pro udrzeni
prijatelné¢ho fyziologického pH.

Priprava injekéniho pripravku se provadi za sterilnich podminek obvyklym zplisobem, napf.
plnénim do ampuli nebo lahvicek a uzaviranim obalii.

Napft. farmaceutické pripravky pro oralni pouziti s¢ mohou ziskat smichanim aktivni latky s
jednim nebo vice tuhymi nosiéi, pripadnou granulaci vysledné smési, a pokud je to pozadovano,
zpracovanim sm¢si nebo granuli do tablet nebo potahovanych tablet pridavkem dalSich
neutralnich latek.
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Vhodné nosiée jsou obzvlasté plnidla jako cukry, napf. laktoza, sacharéza, mannitol nebo
sorbitol, celulézové preparaty a/nebo fosfore¢nany vapniku, s vyhodou fosfore¢nan vapenaty
nebo hydrogenfosfore¢nan vapenaty, dale pojiva jako skroby, s vyhodou kukufi¢ny, pSeni¢ny,
ryzovy nebo bramborovy Skrob, methylceluldéza, hydroxypropylmethylceluléza, sodna sul
karboxymethylcelulozy a/nebo polyvinylpyrrolidin, a/nebo pokud pozadovano desintegratory
jako vyse zmingéné Skroby a dale karboxymethylovy §krob, zesitény polyvinylpyrrolidin, alginova
kyselina a jeji soli, s vyhodou alginat sodny. Dal$i neutralni latky jsou regulatory toku a
lubrikanty, s vyhodou kyselina salicylova, talek, kyselina stearova a jeji soli jako stearat
hofecnaty a/nebo vapenaty, polyethylen glykol nebo jeho derivaty.

Jadra potahovanych tablet mohou byt potazena vhodnymi potahy, které mohou byt odolné vici
zaludecni §t'aveé, pficemz pouzivané potahy jsou mezi jinymi koncentrované roztoky cukru, které
mohou obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinylpyrrolidin, polyethylen glykol a/nebo oxid
titanicity, dale potahovaci roztoky ve vhodnych organickych rozpoustédlech nebo smésich
rozpoustédel, ¢i pro pfipravu potaht odolnych viaci Zaludeéni Stavé roztoky vhodnych
celulézovych preparati jako acetylcelulozaftalat nebo hydroxypropylmethylcelulozaftalat.
Barviva nebo pigmenty jsou primichavany do tablet nebo potahovanych tablet napf. pro
identifikaci nebo charakterizaci riznych davek ucinng slozky.

Farmaceutické pripravky, kter¢ mohou byt uZivany oraln¢, jsou také tvrdé tobolky ze Zelatiny
nebo m¢kké uzavrené tobolky ze Zelatiny a zmékéovadla jako glycerol nebo sorbitol. Tvrdé
tobolky mohou obsahovat aktivni latku ve form¢ granuli, smichanou napf. s plnidly jako je
kukufi¢ny skrob, pojivy nebo lubrikanty jako talek nebo stearat hofecnaty, a se stabilizatory. V
mékkych tobolkach je aktivni latka prednostné rozpusténa nebo suspendovana ve vhodnych
kapalnych latkach neutralni povahy jako mazaci tuk, parafinovy olej nebo kapalny polyethylen
glykol ¢i estery mastnych kyselin a ethylen nebo propylen glykolu, pficemz je také mozno pridat
stabilizatory a detergenty napf. typu esteri polyethylen sorbitanovych mastnych kyselin.

Dalsi formy oralniho podavani jsou napf. sirupy pripravované béznym zpusobem, které¢ obsahuji
aktivni slozku napf. v suspendované form¢ a v koncentraci okolo 5 az 20 %, pfednostné okolo
10 % nebo podobné koncentrace, ktera umoziuje vhodnou individualni davku, napf. kdyz je
meéfeno 5 nebo 10 ml. Ostatni formy jsou napf. praskové nebo kapalné koncentraty pro pripravu
koktejla, napf. v mléce. Takovéto koncentraty mohou byt také baleny v mnozstvi odpovidajicim
jednotkové davce.

Farmaceutické pripravky, které¢ mohou byt pouzivany rektalné, jsou napf. Cipky, které obsahuji
kombinaci aktivni latky se zakladem. Vhodné zaklady jsou napf. pfirodni nebo syntetické
triglyceridy, parafinové uhlovodiky, polyethylen glykoly nebo vyssi alkoholy.

Pripravky vhodné pro parenteralni podani jsou vodné roztoky aktivni slozky ve formé rozpustné
ve vod¢, napf. ve vod¢ rozpustna sul nebo vodna injekcéni suspenze, kterda obsahuje latky
zvySujici viskozitu, napf. sodnou sul karboxymethylcelulézy, sorbitol a/nebo dextran, a
stabilizatory tam, kde je to vhodné. Aktivni latka muze byt také pfitomna ve formé lyofilizatu
spoleéné s excipienty, kde je to vhodné, a muze byt rozpusténa pred parenteralni aplikaci
pfidanim vhodnych rozpoustédel. Roztoky, které jsou pouzity pro parenteralni aplikaci, mohou
byt pouzity napf. 1 pro infuzni roztoky. Preferovana konzervovadla jsou s vyhodou antioxidanty
jako kyselina askorbova, nebo mikrobicidy kyselina sorbova ¢i benzoova.

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

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

Krémy jsou emulze oleje ve vodé, které obsahuji vice nez 50 % vody. PouZivané olejové baze
Jjsou zejména mastn¢ alkoholy, napf. lauryl, cetyl nebo stearyl alkoholy, mastné kyseliny,
napiiklad palmitova nebo stearova kyselina, kapalné a pevné vosky, napfiklad isopropyl myristat,
lanolin nebo vceli vosk, a/nebo uhlovodiky, napriklad vazelina (petrolatum) nebo parafinovy ole;j.
Emulgatory jsou povrchové aktivni slouceniny s prevazné hydrofilnimi vlastnostmi, jako jsou
odpovidajici neiontové emulgatory, napf. estery mastnych kyselin polyalkoholi nebo jejich
ethylenoxy adukty, napf. estery polyglycerickych mastnych kyselin nebo polyethylen sorbitanové
estery (Tween) dale polyoxyethylenové etery mastnych alkoholi nebo polyoxyethylenové estery
mastnych kyselin, nebo odpovidajici iontové emulgatory, jako alkalické soli sulfati mastnych
alkoholu, s vyhodou laurylsulfat sodny, cetylsulfat sodny nebo stearylsulfat sodny, které jsou
obvykle pouzivany v pfitomnosti mastnych alkoholi, napf. cetyl stearyl alkoholu nebo stearyl
alkoholu. Aditiva k vodné fazi jsou mimo jiné ¢inidla, ktera chrani krémy pfed vyschnutim, napf.
polyalkoholy jako glycerol, sorbitol, propylen glykol a polyethylen glykol, a dale konzervacni
¢inidla a prijemné vonici latky.

Pasty jsou krémy nebo masti obsahujici praskové slozky absorbujici sekreci jako jsou oxidy
kova, napf. oxidy titanu nebo oxid zine¢naty, a dale talek ¢i silikaty hliniku, které maji za ukol
vazat pritomnou vlhkost nebo sekreci.

Pény jsou aplikovany z tlakovych nadob a jsou to kapalné emulze oleje ve vodé v aerosolové
form¢, pricemz jako hnaci plyny jsou pouzivany halogenované uhlovodiky, jako
polyhalogenované alkany, napf. dichlorfluormethan a dichlortetrafluorethan, nebo prednostné
nchalogenované plynné uhlovodiky, vzduch, N>O ¢i oxid uhlicity. Pouzivané olejové faze jsou
stejné jako pro masti a krémy a také jsou pouzivana aditiva tam zminéna.

Tinktury a roztoky obvykle obsahuji vodné-etanolickou bazi, ke které¢ jsou pfimichana
zvlhéovadla pro snizeni odpafovani, jako jsou polyalkoholy, napf. glycerol, glykoly a/nebo
polyethylen glykol, dale promazavadla jako estery mastnych kyselin a nizSich polyethylen
glykolu, tj. lipofilni latky rozpustné ve vodné smési nahrazujici tukové latky odstranéné z kize
etanolem, a pokud je to nutné, 1 ostatni excipienty a aditiva.

Tento vynalez dale poskytuje veterinami pfipravky obsahujici neyméné jednu aktivni slozku
spolecn¢ s veterinamim nosi¢em. Veterinarni nosice jsou materidly pro aplikaci pfipravku a
mohou to byt latky pevné, kapalné¢ nebo plynné, které jsou inertni nebo piijatelné ve veterinarni
medicin€ a jsou kompatibilni s aktivni sloZkou. Tyto veterinarni pfipravky mohou byt podavany
oraln¢, parenteralné nebo jakoukoli jinou pozadovanou cestou.

Vynalez se také vztahuje na procesy nebo metody pro léceni nemoci zminénych vyse. Latky
mohou byt podavany profylakticky nebo terapeuticky jako takové nebo ve formé
farmaceutickych pripravku, pfednostné v mnozstvi, které je efektivni proti zminénym nemocem,
pfiemz u teplokrevnych zivoCichu, napf. Clovéka, vyzadujiciho takovéto oSetfeni, je latka
pouzivana zejména ve form¢ farmaceutického pripravku. Na télesnou hmotnost okolo 70 kg je
aplikovana denni davka latky okolo 0,1 az 5 g, s vyhodou 0,5 az 2 g. Vhodné cesty pro aplikaci
jsou oralni, rektalni, vazalni mistni (zahmujici okulami, bukalni a sublingualni), vaginalni a
parenteralni (zahrnujici subkutanni, intramuskularni, intravitredzni, nitroZilni, intradermalni,
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intrathekalni a epiduralni). Preferovany zpisob podani zavisi na stavu pacienta, toxicité
slouceniny a mist€ infekce, kromé ostatnich ohledui znamych klinikowvi.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1 ukazuje stimulaci migrace normalnich lidskych fibroblasti (BJ) in vitro cytokininy.
V ryhovych testech stimuluje franms-zeatin (tZ), trans-zeatin-9-glukosid (tZ9G) a kinetin-3-
glukosid (K3G) pfi 10 uM migraci bun¢k po 24 hodinach. Neosetfené bunky jsou oznaceny jako
kontrolni (Ko). Vysledky jsou porovnany s kontrolnimi bufikami stimulovanymi vaskuldrnim
endotelovym rastovym faktorem (VEGF, pozitivni kontrola) nebo burkami osetfenymi 2-
methoxyestradiolem (MeO, negativni kontrola).

Obr. 2 znazomiuje zvySenou migraci normalnich lidskych fibroblasti (BJ) in vitro po aplikaci
cytokininii v riiznych kombinacich. V ryhovém testu jak 10 uM trans-zeatin-9-glukosidu (1Z9G),
tak kinetin-3-glukosidu (K3G) a zejména jejich kombinace siln€ stimuluji migraci bunék po
24 hodinach. Neosetfené buriky jsou oznaceny jako kontrolni (Ko). Vysledky jsou porovnany s
kontrolnimi bunikami stimulovanymi vaskularnim endotelovym rustovym faktorem (VEGEF,
pozitivni kontrola) nebo burikami oSetfenymi 2-methoxyestradiolem (MeQO, negativni kontrola).

Obr. 3 ukazuje stimulaci migrace hladov€jicich normalnich lidskych fibroblasta (BJ) in vitro po
24 hodinach osetfeni kinetinem. Buiiky byly ponechany hladovét po dobu 48 hodin a poté byl k
burikam pridan kinetin (K). V ryhovém testu 10 pM K siln€¢ stimuluje buniky po dalSich
24 hodinach. Vysledky jsou porovnany s burtikami s/bez fetalniho bovinniho séra (FBS) ve dvou
ruznych médiich (DMEM nebo M199). Neosetfené buiky jsou oznaceny jako kontrolni (Ko).
Burnky osetfené 2-methoxyestradiolem (MeQ) byly pouzity jako negativni kontrola.

Obr. 4 ukazuje, Ze kinetin snizuje expresi cyklooxygenazy-2 (COX-2) v BJ buikach
stimulovanych tumor nekrotizujicim faktorem-o (TNF-a) po dobu 30 minut, 1, 6, 12 a 24 hodin.
Pokles COX-2 muze byt spojen s protizanétlivou aktivitou a byl detekovan analyzou Western
Blot. a-Tubulin indikuje rovnomémé naneseni proteinti. NeosSetfené buriky jsou oznaceny jako
kontrolni (Ko). Alaptid (A) byl pouzit jako pozitivni kontrola (sloucenina znama z dosavadniho
stavu techniky pro stimulaci hojeni ran u savci).

Obr. 5 ukazuje indukei migrace endotelovych bunéck z lidské pupeénikové zily (HUVEC) in vitro
po aplikaci cytokininu v riznych kombinacich. V ryhovém testu jiz po 8 hodinach silné stimuluje
migraci buné¢k kombinace dvou cytokining, a to 10 uM K (kinetin) a tZ (frans-zeatin) nebo K9G
(kinetin-9-glukosid) a tZ9G (trans-zeatin-9-glukosid). Vysledky jsou porovnany s kontrolnimi
burikami stimulovanymi vaskuldmim endotelovym rmistovym faktorem (VEGF, pozitivni
kontrola) nebo buiikkami oSetfenymi 2-methoxyestradiolem (MeQO, negativni kontrola).

Obr. 6 ukazuje stimulaci vaskularizace in vitro cytokininy. Tvorba trubicovitych struktur byla
indukovana K, K3G, tZ, tZ9G a jejich kombinacemi. Buiiky byly nasazeny na Matrigel® a
oSetfeny cytokininy (10 pM nebo 10 pM + 10 pM). Indukce tvorby tubulu byla porovnana s
pozitivni kontrolou (buniky s vaskulamim endotelovym ristovym faktorem — VEGF) nebo
negativni kontrolou (buiiky s 10 uM 2-methoxyestradiolu — MeO). Snimky byly pofizeny po
16 hodinach.

Obr. 7 ukazuje, jak cytokininy stimuluyji adhezi bunék HUVEC in vitro. VE-cadherin nezbytny
pro kontakty endotelovych bunék byl upregulovan vlivem aplikace K a K3G. Buiiky byly
oSetfeny cytokininy (10 M) po dobu 24 hodin, fixovany a obarveny pomoci primami
monoklonalni protilatky a sekundami konjugované protilatky. Indukce exprese VE-cadherinu
byla porovnana s kontrolnimi bunikami.
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Obr. 8 ukazuje vaskularizacni ucinky heterocyklickych cytokinini v testu choriolantoidni
membrany (CAM). Oplodnéna slepici vejce byla stimulovana samotnym VEGF (1 ng) nebo nebo
testovanymi cytokininy (45 pg), v daném poradi. VSechny slouceniny vyznamné indukovaly
vaskularizaci v porovnani s VEGF.

Priklady uskute¢néni vynalezu

Nasledujici priklady slouzi k objasnéni vynalezu, aniz by omezovaly jeho rozsah. Veskeré
cytokininové derivaty podle tohoto vynalezu jsou bézné se vyskytujici latky, jejichz pfiprava je
odbomikovi v oboru znama.

Zkratky a chemické ndazvy

3G: 3-B-D-glukopyranosyl;

9G: 9-B-D-glukopyranosyl;

K: kinetin (6-furfurylaminopurin);

K3G: kinetin-3-glukosid

2iP: 6-isopentenylaminopurin;

BAP: 6-benzylaminopurin;

Z: zeatin

Z3G: zeatin-3-glukosid

tZ: trans-zeatin,

tZ9G: trans-zeatin-9-glukosid

cZ: cis-zeatin;

pT: para-topolin (6-(4-hydroxybenzylamino)purin;

pT9G: para-topolin-9-glukosid

mT: meta-topolin (6-(3-hydroxybenzylamino)purin;

mT9G: meta-topolin-9-glukosid

oT: ortho-topolin (6-(4-hydroxybenzylamino)purin;

MemT: para-methoxytopolin (6-(4-methoxybenzylamino)purin;
MeoT: ortho-methoxytopolin (6-(2-methoxybenzylamino)purin;
1P 6-(3,3-dimethylallylamino)purin;

4MeOK: 4-methoxykinetin: 6-(4-methoxyfurfurylamino)purin;
HUVEC: endotelové buiiky lidké pupecnikoveé zily;

FCS: fetalni teleci sérum;

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium;

VEGF: vaskulami endotelovy ristovy faktor;

SEM, SE: stfedni chyba praméru;

SDS: dodecylsiran sodny;

RIPA pufr: Radio Immuno Precipitation Assay buffer;
Tris-HCI: Tris (hydroxymethyl) aminomethan hydrochlorid;
EDTA: kyselina ethylendiamintetraoctova;

EGTA: ethylenglykol bis(2-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina;
NaCl: chlorid sodny;

NaF: fluorid sodny;

PMMSF: fenylmethylsulfonyl fluorid;

BSA: Bovine Serum Albumin;

TBS: Tris buffered saline;

PBS: Phosphate buffered saline;

BJ: normalni lidsk¢ fibroblasty;

COX-2: cyklooxygenaza-2;

TNF-a: tumor nekrotizujici faktor a;

DMSO: dimethylsulfoxid;

CAM: kureci chorioalantoidalni membrana;
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TCS: tumor cells survival,
cAMP: cyklicky 3°,5 -adenosinmonofosfat.

Bunécné kultury

HUVEC byly pripraveny Stépenim pupecnikovych zil pomoci 0,1 g/l kolagenazy A (Roche,
Mannheim, Némecko), jak bylo popsano dfive, a kultivovany v médiu pro rust endotelialnich
bun¢k (ECGM, Provitro, Berlin, N¢mecko) obsahujicim 10 % FCS (Biochrom, Berlin,
Némecko). Experimenty byly provedeny s pouzitim bun¢k v pasazi 3.

Statisticka analyza

Pocet nezavisle provedenych experimenti a pouzité statistické testy jsou uvedeny v prislusné
legendé& obrazku. Jsou ukazany reprezentativni experimenty. Udaje z grafu predstavuji praméry +
SEM. Statisticka analyza byla provedena pomoci Microsoft Excel. Statisticka vyznamnost se
predpoklada, pokud p<0,05.

Priklad 1
Ryhovy migracni test

Konfluentni HUVEC byly seskrabany pipetovaci Spickou a okamzité oSetfeny bud plnym
endotelovym ristovym médiem (HUVEC) nebo DMEM (BJ) obsahujicim rizné cytokininy
podle vynalezu nebo médiem bez rastovych faktori M199 (bez séra, negativni kontrola, PAN
Biotech, Aidenbach, Némecko). Po 16 hodinach inkubace byly buiky fixovany pomoci 4%
formaldehydu a obarveny Coomasie Blue. Snimky byly pofizeny mikroskopem (IX51, Olympus,
Tokio, Japonsko). Migrace byla vypoctena pomoci vlastniho softwaru a vyjadrena jako pomér
mezi pixely pokrytymi buiikami a celkovym poctem pixeli v oblasti rany. Buiky oSetfené
cytokininy v riznych casovych bodech byly porovnany s buiikami neosetfenymi, stimulovanymi
(pozitivni kontrola — 10 ng/ml vaskularniho endotelového ristového faktoru, VEGF) nebo
inhibovanymi (negativni kontrola — 10 uM 2-methoxyestradiol, MeQ). Relativni plocha rany byla
hodnocena po dobu 16 hodin po skrabnuti. Uvedené udaje jsou pruméry + standardni chyba (SE)
ziskané z alespon tfi nezavislych experimenti provedenych v triplikatech.

Tvorba trubek

Ibidi 15-jamkova p-sklicka (ibidi, Mnichov, Némecko) byla potazena Matrigelem® (Corning,
Tewksbury, MA, USA). 1 x 10* bunék HUVEC bylo osetieno cytokininy a vyseto na Matrigel.
Po 16 hodinach inkubace byly snimky zachyceny pomoci mikroskopu (IX51, Olympus,
Japonsko). Uvedena data jsou pruméry + SE ziskané ze tfi nezavislych experimentu provedenych
v triplikatech.

SDS-polyakrylamidovd gelova elektroforéza a imunoblotovani

Pro imunoblotovani byly sklizené buriky lyzovany v RIPA pufru (20 mM Tris-HCI, pH 7.4,
5 mM EDTA, 2 mM EGTA, 100 mM NaCl, 2 mM NaF, 0,2 % Nonidet P-40, 30 mM PMMSF,
1 mM 10 mg/ml aprotininu a leupeptinu). Proteiny v lyzatech byly kvantifikovany Bradfordovou
metodou a poté zfedény Laemmliho elektroforéznim pufrem. Proteiny byly poté separovany na
SDS-polyakrylamidovych gelech, pfeneseny na nitrocelulézové membrany (Bio-Rad
Laboratories, CA, USA) a obarveny Ponceau S, aby s¢ zkontrolovalo rovnom¢rné naneseni
proteinu. Membrany byly blokovany 5% (hmotn./obj.) BSA a 0,1% Tween-20 v TBS po dobu
2 hodin a inkubovany pies noc se specifickymi primamimi protilatkami. Po promyti v TBS a
TBS obsahujicim 0,1 % Tween-20 byly membrany inkubovany se sekundamimi protilatkami
konjugovanymi s kfenovou peroxidazou a vizualizovany chemiluminiscen¢nim detekénim
¢inidlem West Pico Supersignal (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA). Pro potvrzeni
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rovnhomémeého naneseni proteini  byla provedena imunodetekce s anti-o-tubulinovou
monoklonalni protilatkou. Experimenty byly opakovany trikrat. Exprese proteinu v oSetfenych
burikach byly porovnany s neosetfenymi kontrolami.

Metody imunofluorescencniho znaceni

Osetfené burniky v 8-jamkovych ibidi p-sklickach (ibidi, Mnichov, Némecko) byly promyty PBS,
fixovany na sklickach 10% formaldehydem (obj./obj.) po dobu 10 minut, oznaceny primarni
protilatkou (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) a fluorescenéné konjugovanou
sckundarni protilatkou (Thermo Fisher Scientific) a fixovany pomoci média FluorSave
(Calbiochem, Merck Millipore, Darmstadt, Némecko). Buiky byly poté vizualizovany pomoci
fluorescenc¢niho mikroskopu (IX51, Olympus, Japonsko).

Vysledky

Nekolik cytokininu zvysilo migraci lidskych fibroblasti a endotelovych bungk in vitro (obr. 1 az
6). V ryhovém testu stimulovaly tZ, tZ9G, K3G, pT9G, Z3G amT9G v 10 uM migraci bunék po
24 hodinach (obr. 1). Krom¢ toho cytokininy v riznych kombinacich vyrazn¢ zvysily migraci
normalnich lidskych fibroblastia (BJ). Pfi pouziti ryhového testu stimulovala kombinace 10 uM
K3G a tZ9G siln¢ migraci bunck (3-krat ve srovnani s kontrolnimi butikami s VEGF) po
24 hodinach (obr. 2). Navic byla kinetinem siln¢ indukovana migrace hladovéjicich normalnich
lidskych fibroblasta (BJ) in vitro po 24 hodinach. Buiiky byly ponechany hladovét po dobu
48 hodin. Poté byl k burikam pfidan kinetin (K). V ryhovych testech 10 uM K siln¢ stimuluje
buriky po dalSich 24 hodinach (obr. 3). Vysledky jsou porovnany s buikami s/bez fetalniho
bovinniho séra (FBS) ve dvou riznych médiich (DMEM nebo M199), aby se prokazal stimula¢ni
potencial cytokininii. Kromé toho cytokininy v riznych kombinacich zvysily také migraci
endotelovych bunck lidské pupecnikové zily (HUVEC) in vitro. V ryhovych testech kombinace
obou 10 pM K a tZ nebo K9G a tZ9G silné€ stimuluje migraci bunék jiz po 8 hodinach (obr. 5).
Vysledky ve srovnani s kontrolnimi burikami stimulovanymi VEGF (pozitivni kontrola) opét
potvrdily indukei bunééné migrace.

Pomoci testu tvorby tubulii byla méfena schopnost bungk tvofit trojrozmémé struktury. Ve
srovnani s kontrolnimi buiikami s 10 ng/ml VEGF byla tvorba trubic u bun¢k oSetfenych
cytokininem vyznamné indukovana (obr. 6). Silny Gcinek byl detekovan pro 10 uM K, K3G, tZ,
tZ9G a jejich kombinace. Sitovani bunék (spojeni), jejich tloustka, pocet trubicek a tedy 1
celkova délka trubicek se projevila po 16 hodinach od oSetfeni cytokininy. Cytokininy také
zvySovaly bunécnou adhezi HUVEC in vitro. VE-cadherin, endotelové specificka adhezni
molekula umisténa na spojich mezi endotelovymi bunkami, nezbytna pro kontakty endotelovych
bun¢k, byla viditelnéjsi v burikach s 10 uM K a K3G po 24 hodinach (obr. 7). Krom¢ svych
adhezivnich funkci VE-cadherin reguluje rizné bunééné procesy, jako je bunééna proliferace a
apoptdza, a moduluje funkce receptoru vaskularmiho endotelového rustového faktoru. V dusledku
toho je VE-cadherin nezbytny béhem embryonalni angiogeneze (Vestweber, Arterioscler Thromb
Vasc Biol 2008:223-32).

Krom¢ toho kinetin snizoval expresi cyklooxygenazy-2 (COX-2) v BJ bunkach stimulovanych
tumor nekrotizujicim faktorem-o (TNF-a) po dobu 12 hodin (obr. 4). Pokles COX-2 muze byt

spojen s protizanétlivou aktivitou a byl detekovan analyzou Western bloting.

Tabulka 1: Stimulacni aktivity vybranych heterocyklickych cytokininii pro endotelové buriky
HUVEC po 11 hodinach osetfeni 10 nebo 100 uM testovanych sloucenin.
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AMINOPURINOVY SUBSTITUENT Stimulace migrace HUVEC
10 uM 100 uM
Zkratka R6 R3 R9 (% kontrola + | (% kontrola +
VEGF) VEGF)

Control 61 61
Co+DMSO 55 55
Co+VEGF (pozitivni kontrola) 100 100
Co+MeO (negativni kontrola) 34 34
K furfurylamino H H 69 60
2iP isopentenylamino H H 61 56
BAP benzylamino H H 62 57
A e B ] w |
S ! 87 2
pT 4-hydroxybenzylamino H H 82 73
mT 3-hydroxybenzylamino H H 75 S8
oT 2-hydroxybenzylamino H H 60 56
MemT 3-methoxybenzylamino H H 61 S8
MeoT 2-methoxybenzylamino H H S8 S8
iP 3,3-dimethylallylamino H H 102 72
4MeOK 4-methoxyfurfurylamino H H 63 60
K9G furfurylamino B-D-glukopyranosyl H 106 56
BAP9G benzylamino B-D-glukopyranosyl H S8 56
tZ9G (E)-(4-hz?1i?>_<}y/l-;:?£?ylbm-z- B-D-glukopyranosyl H 75 94
79G (Z)‘“‘hg‘fg{ ;:?:;;‘y'b“t‘z' B-D-glukopyranosyl H 55 64
pT9G 4-hydroxybenzylamino B-D-glukopyranosyl H 72 63
mT9G 3-hydroxybenzylamino B-D-glukopyranosyl H 61 56
oT9G 2-hydroxybenzylamino B-D-glukopyranosyl H 58 55
MeomT9G 3-methoxybenzylamino B-D-glukopyranosyl H 57 56
MeopT9G 2-methoxybenzylamino B-D-glukopyranosyl H 56 58
iP9G 3,3-dimethylallylamino B-D-glukopyranosyl H 58 59
4MeOK9G 4-methoxyfurfurylamino B-D-glukopyranosyl H 56 60
K3G furfurylamino H -D-glukopyranosyl 185 750
BAP3G benzylamino H B-D-glukopyranosyl 58 57
tZ3G (E)-(4-hz?1i?>_<}y/l-;:?£?ylbm-z- H B-D-glukopyranosyl 301 159
cZ3G (Z)-(4-hz?1i?>_<}y/l-;:?£?ylbm-z- H B-D-glukopyranosyl 72 74
pT3G 4-hydroxybenzylamino H -D-glukopyranosyl 76 68
mT3G 3-hydroxybenzylamino H -D-glukopyranosyl 62 61
oT3G 2-hydroxybenzylamino H -D-glukopyranosyl 59 56
MeomT3G me tl?(;}ggcre(r)lgfiz;nino H B-D-glukopyranosyl 56 55
MeopT3G me tﬁégg;@i:@no H B-D-glukopyranosyl 57 54
1P3G 3,3-dimethylallylamino B-D-glukopyranosyl 58 56
4MeOK3G 4-methoxyfurfurylamino H B-D-glukopyranosyl 59 60

HUVEC - endotelové buiiky, % kontrol: kontrola =100%; 3G: 3-B-D-glukopyranosyl; 9G: 9-f-D-glukopyranosyl; K:
kinetin(6-furfurylaminopurin);, 2iP: 6-isopentenylaminopurin, BAP: 6-benzylaminopurin; tZ: trans-zeatin, cZ: cis-
zeatin, pT: para-topolin (6-(4-hydroxybenzylamino)purin; mT: meta-topolin (6-(3-hydroxybenzylamino)purin; oT:
ortho-topolin  (6-(4-hydroxybenzylamino)purin, MemT: para-methoxytopolin (6-(4-methoxybenzylamino)piurine;
MeoT: ortho-methoxytopolin (6-(2-methoxybenzylamino)purin, 1P 6-(3,3-dimethylallylamino)purin; 4MeOK: 4-
methoxykinetin: 6-(4-methoxyfurtfurylamino)purin.
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Priklad 2

Ex vivo a in vivo vaskulariza¢ni u¢inky

ex vivo a in vivo. V tomto ohledu byl pouzit test tvorby cév v zarodecném teréiku vajicek slepic
(CAM test — choriolantoidni membrany). Choriolantoidni membrana, znama také jako
chorioalantois, je vysoce vaskularizovand membrana nachazejici se ve vejcich n¢kterych
amniotl, jako jsou ptaci a plazi. Je tvofena fuzi mezodermalnich vrstev dvou extra membran —
chorionu a alantois. Test choriolantoidni membrany (CAM): Oplodnéna slepici vejce White
Leghorn (Lohmann Tierzucht, Cuxhaven, Némecko) byla inkubovana pii 37 °C po dobu 72
hodin pfi konstantni vlhkosti. Vejce byla prfenesena do misek, inkubovana dalSich 72 hodin a
stimulovana VEGF (1 ng/disk) nebo VEGF a uvedenymi slouc¢eninami (45 pg) za pouziti malych
celuldézovych diska. Nasledujici den byly CAM fotografovany pomoci stereomikroskopu
(Olympus, Mnichov, Némecko). Cytokininy v zavislosti na davce zvysily puéeni endotelialnich
bun¢k z prstencu aorty (obr. 8). Aplikaci CAM testu jsme zjistili silnou indukci tvorby cév
vlivem vaskularniho endotelového ristového faktoru (VEGF), ktery byl také stimulovan pfi
kombinovaném oSetfeni cytokininy (obr. 8). Jako koneCny in vivo dukaz principu byl pouzit
mikrokapkovy test mysi rohovky. Intraperitonealné podavany kinetin siln€¢ indukoval
neovaskularizaci in vivo.

Priklad 3
In vitro cytotoxicka aktivita novych sloucenin

Nizka cytotoxicita sloucenin je hlavni vlastnosti uréujici jejich kosmetické a terapeutické pouziti.
Jednim z parametru pouzivanych jako zaklad pro testy cytotoxicity je metabolicka aktivita
zivotaschopnych bunék. Napfiklad mikrotitraéni test, ktery pouziva Calcein AM, je nyni Siroce
pouzivan ke kvantifikaci bunééné proliferace a cytotoxicity. Tento test se napriklad pouziva v
programech screeningu 1éku a pri testovani chemosenzitivity. Protoze Calcein AM §tépi pouze
metabolicky aktivni burky, tyto testy detekuji vyhradné Zivotaschopné buiky. MnozZstvi
redukovaného Calceinu AM odpovida poctu vitalnich bunék v kulture.

Bunécné linie: lidské T-lymfoblastické leukémie CEM; promyelocytarni HL-60 a monocytami
U937 leukémie; bunécéné linie karcinomu prsu MCF-7, BT549, MDA-MB-231; glioblastomoveé
buiky U87MG; burky cervikalniho karcinomu HELA; sarkomové buiky U20S a Saos2;
hepatocelulami karcinom HepG2; mysi fibroblasty NIH3T3; BJ, lidské fibroblasty; mysi
imortalizovan¢ makrofagy kostni dfen¢ B2.4 a B10A 4; leukémie P388D1 a L.1210; melanomy
B16 a B16F10; lidsky osteosarkom HOS; lidska myeloidni leukémie K-562; melanom lidské
kuze G-361 byly pouzity pro rutinni screening slouéenin. Buiiky byly udrzovany v TPP 80 c¢m?
plastovych lahvich pro tkanové kultury a kultivovany v buné¢cném kultivaénim médiu (DMEM s
5 g/l glukézy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 x g/ml streptomycinu, 10 % fetalniho
teleciho séra a hydrogenuhlicitanem sodnym).

Bunééné suspenze, které¢ byly pfipraveny a nafedény podle konkrétniho bunééného typu a
ocekavané cilové bunééné hustoty (2500 az 30 00 bunck na jamku na zaklad¢ charakteristik ristu
bun¢k), byly pridany pipetou (80 pl) do 96-jamkovych mikrotitra¢nich desticek. Inokulatim byla
ponechana piedinkubaéni doba 24 hodin pii 37 °C a 5% CO, pro stabilizaci. Ctyinasobna fedéni
zamysSlené testované koncentrace byla pridana v Case nula ve 20 pl alikvotech do jamek
mikrotitracni desticky. Obvykle byla testovana sloucenina hodnocena v Sesti 4-nasobnych
fedénich. Pfi rutinnim testovani byla nejvyssi koncentrace v jamce 166,7 uM, ale lze ji zménit v
zavislosti na latce. VSechny koncentrace 1€¢iv byly zkoumany v duplikatech. Inkubace bunék s
testovanymi slouceninami trvala 72 hodin pfi 37 °C, v atmosféfe 5% CO; a 100 % vlhkosti. Na
konci inkubaéni doby byly buriky testovany pomoci Calceinu AM. Sto mikrolitrii zasobniho
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roztoku bylo napipetovano do kazdé jamky a inkubovano po dobu 1 hodiny. Fluorescence (FD)
byla méfena pomoci Labsystem FIA Reader Fluoroscan Ascent (UK). Preziti nadorovych bunék
(ICs0) bylo vypocteno za pouziti nasledujiciho vypocCtu: TCS = (FDjamka vystavens 1ssive/promer
FDxontrolnich jamek) X 100 %. Hodnota Glso, koncentrace 1¢¢iva letalni pro 50 % nadorovych bunék,
byla vypoctena ze ziskanych kfivek odezvy na davku.

Nulova cytotoxicita novych sloucenin je zakladnim predpokladem pro aplikace pfi hojeni ran.
Cytotoxicita novych sloudenin byla testovana na panclu bunéénych linii ruzného
histogenetického a druhového puvodu (tabulka 2). Ukazujeme zde, ze stejné aktivity byly
nalezeny ve vsech testovanych nadorovych bunéénych liniich, av§ak nemaligni bunky, napf.
NIH3T3 fibroblasty a normalni lidské fibroblasty byly odolné vuci cytotoxicité indukované
heterocyklickymi cytokininy. Slouceniny uvedené v tab. 2 l1ze rozd¢lit do 2 skupin. Prvni skupina
obsahuje ,klasické volné cytokininové baze™ reprezentované 6-substituovanymi aminopuriny
(které jsou znam¢ ze stavu techniky). Druha skupina obsahuje nové heterocyklické derivaty
cytokininu substituované bud’ v poloze 3 nebo 9 glukdzou. Vysledky ukazuji, ze substituce v
poloze 3 nebo 9 purinového skeletu obecné vedla k uplné ztraté cytotoxické aktivity ve srovnani
s analogy ,klasickych cytokininovych bazi*. Jak ukazuje tabulka 2, ICso pro fibroblasty BJ
(normalni lidské fibroblasty) a mysi fibroblasty NIH3T3 byla vzdy vyssi nez 166,7 uM. Nové
derivaty nevykazuji zadnou toxicitu pro normalni a nadorové buiky v koncentracich do
166,7 uM, a proto jsou pro kosmetické a farmaceutické aplikace dokonce vhodnéjsi nez prirodni
cytokininy (6-substituované derivaty aminopurinu).

Tabulka 2: Cytotoxicita novych sloucenin pro rizné normalni a rakovinngé bunééné linie

Testovana bunécna linie / ICs, (umol/L)

R6 R3 R9 HOS | K-562 | MCF7 BJ NIH-3T3
furfurylamino H H >166,7 | 164,1 | >166,7 | >166,7 155.1
isopentenylamino H H >166,7 | 1469 | >166,7 | >166,7 102.2
benzylamino H H >166,7 | 1389 166,1 | >166,7 145,7
fg;ﬁiigﬁrz"_g‘j‘_ylammo) H H 1667 | >166,7 | >166,7 | >166,7 | >166.7
Q;ﬁi}‘;ﬁ;"_g‘jzylammo) H H 21667 | 1284 | =166,7 | =166,7 | >166,7
4-hydroxybenzylamino H H >166,7 | >166,7 | >166,7 | >166,7 149,2
3-hydroxybenzylamino H H >166,7 | >166,7 | >166,7 | >166,7 >166,7
2-hydroxybenzylamino H H >166,7 >166,7 | >166,7 >166,7
3-methoxybenzylamino H H >166,7 | >166,7 | >166,7 | >166,7 >166,7
2-methoxybenzylamino H H >166,7 | >166,7 | >166,7 | >166,7 >166,7
3,3-dimethylallylamino H H >166,7 >166,7 | >166,7

4-methoxyfurfurylamino H H >166,7 >166,7 | >166,7 >166,7
furfurylamino B-D-glukopyranosyl H >166,7 >166,7 | >166,7 >166,7
benzylamino B-D-glukopyranosyl H >166,7 >166,7 | >166,7 |  >166,7
4-hydroxybenzylamino B-D-glukopyranosyl H >166,7 >166,7 | >166,7 | >1667
3-hydroxybenzylamino B-D-glukopyranosyl H >166,7 >166,7 | >166,7 >166,7
2-hydroxybenzylamino B-D-glukopyranosyl H >166,7 >166,7 | >166,7 >166.7
3-methoxybenzylamino B-D-glukopyranosyl H >166,7 >166,7 | >166,7

2-methoxybenzylamino B-D-glukopyranosyl H >166,7 >166,7 | >166,7

3,3-dimethylallylamino B-D-glukopyranosyl H >166,7 >166,7 | >166,7

4-methoxyfurfurylamino B-D-glukopyranosyl H >166,7 >166,7 | >166,7

furfurylamino H B-D-glukopyranosyl | >166,7 | >166,7 | >166,7 | >166,7 >166,7
benzylamino H B-D-glukopyranosyl | >166,7 | >166,7 | >166,7 | >166,7 >166,7
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fg;&gzﬂ;"_gﬁzylammo) H B-D-glukopyranosyl| >166,7 ~166,7 | >166,7
fg;&gzﬂ;"_gﬁzylammm H B-D-glukopyranosyl| >166,7 ~166,7 | >166,7
4-hydroxybenzylamino H B-D-glukopyranosyl | >166,7 >166,7 | >166,7
3-hydroxybenzylamino H B-D-glukopyranosyl| >166,7 >166,7 | >166,7
2-hydroxybenzylamino H B-D-glukopyranosyl | >166,7 >166,7 | >166,7
3-methoxybenzylamino H B-D-glukopyranosyl | >166,7 >166,7 | >166,7
2-methoxybenzylamino H B-D-glukopyranosyl | >166,7 >166,7 | >166,7
3,3-dimethylallylamino H B-D-glukopyranosyl | >166,7 >166,7 | >166,7
4-methoxyfurfurylamino H B-D-glukopyranosyl| >166,7 >166,7 | >166,7

BJ: normalni lidské fibroblasty; NIH-3T3: bunééné linie mysich embryonalnich fibroblastt; HOS: lidsky osteosarkom,
MCF7: bunécné linie karcinomu prsu; K-562: lidska myeloidni leukémie.

Priklad 4
Protizanétliva aktivita

Krysi gliom C6 (ATCC ¢. CCL107) byl kultivovan jako monovrstva v bezsérovém chemicky
definovaném médiu obsahujicim Hamovo F10-minimalni zakladni médium (1:1 v/v), 2 mM L-
glutamin, 1 % (v/v) minimalni esencialni médium vitaminy (100x), 1 % (v/v) minimalni
esencialni médium neesencialni aminokyseliny (100x), 100 U/ml penicilin, 100 pg/ml
streptomycin a 30 nM seleni¢itan sodny. Inkubace byla provedena pfi 37 °C ve zvlhCené
atmosféfe. Testy byly provadény v logaritmické rustové fazi pfi hustoté 2,5x10° bunék/cm?.
Intracelularni syntéza cAMP byla indukovana pridanim 5 uM (-)isoproterenolu. Po 30 minutach
inkubace pfi 37 °C bylo médium odstranéno a bunééné mnozstvi cAMP bylo stanoveno pomoci
cAMP-enzymového imunotestu Amersham kit. Hodnota Iso byla stanovena z krivky davka-
odpovéd’ v duplikatech. U&inek novych heterocyklickych purinii byl méfen po soudasném piidani
isoproterenolu. Klasické cytokininy, znamé v dosavadnim stavu techniky, byly neaktivni.

Tabulka 3: Modulace aktivity B-adrenergnich receptorti substituovanymi puriny

Testovana sloucenina Iso (LM) Utinek
R6 R9

H H na.

H 9-B-D-glukopyranosy!l n.a.
furfurylamino H 47mM | 0,7-nasobna aktivace
4-hydroxybenzylamino H 42mM | 0,8-nasobna aktivace
(Z)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino) H 27 mM 1,7-ndsobna aktivace
furfurylamino 9-B-D-glukopyranosyl | 7.8 mM [ 2,3-ndsobn4 aktivace
(Z2)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino) | 9-B-D-glukopyranosyl | 5,6 mM [ 2,6-nasobna aktivace

n. a. znamena neaktivni

Protoze purinorgenni receptory podobné P2Y1 a A2, negativné a pozitivné navazané na
adenylatcyklazu, v tomto poradi, jsou pfitomny v potkanim gliomu C6, zbyva urcit, zda je
modulace syntézy cAMP zplisobena inhibici aktivace -adrenergnich receptorii isoproterenolem,
nebo v dusledku aktivace purinogemich receptoru. Slouceniny vzorce I a II, které¢ maji
protizanétlivé aktivity, mohou byt pouzity pro 1écbu zanétlivych poranéni.
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Priklad 5
Suché tobolky

5000 tobolek, kazda obsahujici jako aktivni slozku 0,25 g jedné ze sloucenin zminénych v
pfedchazejicich prikladech, se pfipravi nasledujicim postupem:

SloZeni

Aktivni slozka 1250 g
Talek 180 g
Pseni¢ny skrob 120 g
Magnesium stearat 80g
Laktéza 20g

Postup pfipravy: Rozetfené latky jsou protladeny pfes sito s velikosti ok 0,6 mm. Davka 0,33 g
sm¢si je prenesena do Zelatinoveé tobolky pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

Priklad 6
Mekké tobolky

5000 m¢kkych zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné z
latek zminénych v pfedchazejicich prikladech, se pfipravi nasledujicim postupem:

SloZeni
Aktivni slozka 250 g
Lauroglykol 2 litry

Postup pfipravy: Praskova aktivni latka je suspendovana v Lauroglykolu® (propylenglykol laurat,
Gattefose¢ S. A., Saint Priest, Francie) a rozetfena ve vlhkém pulverizatoru na velikost ¢astic asi
1 az 3 mm. Davka o velikosti 0,419 g smési je potom prenesena do mékkych zelatinovych
tobolek pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

Priklad 7
Mekké tobolky
5000 me¢kkych zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné ze

sloucenin obecného vzorce I zminénych v predchazejicich prikladech, se pripravi nasledujicim
postupem:

SloZeni

Aktivni slozka 250 g
PEG 400 1 litr
Tween 80 1 litr

Postup pfipravy: Praskova aktivni slozka je suspendovana v PEG 400 (polyethylenglykol o Mr
mezi 380 a 420, Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a Tween® 80 (polyoxyethylen sorbitan monolaurat,
Atlas Chem. Ind., Inc., USA, dodava Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a rozetfena ve vlhkém
pulverizatoru na castice o velikosti 1 az 3 mm. Davka o velikosti 0,43 g smési je potom
pfenesena do mekkych Zelatinovych tobolek pomoci pristroje na plnéni tobolek.
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Priklad 8
Vyvoj masti
Formulace masti byla testovana béhem pilotni klinické studie na 4 dobrovolnicich s

psoriatickymi koznimi poruchami. Nazvy slozek formulace jsou uvedeny podle terminologie
registrujicich organa a jejich mnozstvi je v gramech na 100 g.

Mast /100 g
trans-zeatin (t7) 10g
butylhydroxytoluen (Nipanox BHT) 02g
butylparaben (Nipabutyl) 02¢g
diethylenglykolmonoethylether (Transcutol P) 10,0 g
glycerol dibehenat (Compritol 888 ATO) 220¢g
propylenglykol laurat (Lauroglycol FCC) 66,6 g

Dobrovolnici hodnotili: Pfipadnou konzistenci masti 1ze dale upravit pfidanim vaselinum album.
Ocekava se, ze transdermalni systém Transcutol P/Lauroglycol FCC zvysi u€innost trans-zeatinu.

Priklad 9
Gelovy pripravek

Formulace masti byla testovana béhem pilotni klinické studie se 4 dobrovolniky rizi, coz je
onemocnéni kiize. Slozky jsou uvedeny v gramech na 100 g.

Latka Obsah
trans-zeatin 10g
butylhydroxytoluenum 02¢g
butylparaben 02g
diethyleneglykol monoethyl ether 10,0 g
silica colloidalis anhydrica 50g
propylen glykol laurat 83,6 ¢

Gel této konzistence muze byt navic modifikovan pridanim oxidu kfemicit¢ho, silica colloidalis
anhydrica. Také se opét predpoklada, Zze transdermalni systém Transcutol P/Lauroglycol FCC
zvy§i ucinnost mesylatové soli  para-topolinu. Oxid kfemiéity colloidalis anhydrica
pravdépodobné zpomali penetraci ucinné latky.

Priklad 10

Postup pripravy kozni masti

Slozky masti jsou uvedeny v gramech na 200 g:

Latka Obsah
trans-zeatin 20g
butylhydroxytoluenum 04¢g
butylparaben 04¢g
diethyleneglycol monoethyl ether 200 g
glycerol dibehenat 440¢g
propylene glycol laurate 1322¢g
Doporuceny postup

- 18 -
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Faze A: 2 g mesylatové soli para-topolinu se rozpusti ve 20 g Transcutol P za stalého michani pfi
teploté¢ mistnosti v oddélené sklenéné nebo nerezové nadob€. Proces rozpousténi muze byt
urychlen zahfivanim roztoku na maximalni teplotu 40 °C.

Faze B: 0,4 g Nipanox BHT a 0,4 g Nipabutyl se rozpusti za stalého michani ve 1332 g
Lauroglycolu FCC pfi teplot¢ piiblizné 70 °C, v dalSi samostatné¢ sklenéné nebo nerezové
nadobé. Ciry olejovity roztok se zahfiva na teplotu piiblizné 80 °C a 44 g Compritol 888 ATO sc
tavi v ném, za stalého michani. Ciry olejovity roztok se ochladi na cca 60 °C za stalého michani a
ochlazeni a smisi se s fazi A. Vznikla bélava mast je rozdélena na priblizn€ 15 g porce a plni se
do predem pripravenych plastovych nadob.

Priklad 11
Formulace pripravku pro lokalni aplikaci na kuzi

Prostredek pro mistni aplikaci na kiizi obsahuje nasledujici slozky podle hmotnostnich %:

Aktivni slozka: trans-zeatin 0,1 %
Olejova faze: Cetylalkohol 5.0 %
Glycerylmonostearat 15,0 %
Sorbitanmonooleat 0,3 %
Polysorbat 80 USP 0,3%
Vodna faze: Methylcelulozova 100 cps 1,0 %
Methylparaben 0,25 %
Propylparaben 0,15 %
Vy¢isténa voda q.s. na 77,9 %

Methylparaben a propylparaben se rozpusti v horké vod¢é a nasledné se v ni disperguje i
methylceluléza. Smés se pak ochladi na 60 °C, dokud se methylcelul6za nerozpusti. Smés se
potom zahfiva na 72 °C a prida se do olejové faze, ktera se zahfiva na teplotu 70 °C za stalého
michani. Mesylatova sul para-topolinu se prida pii teploté 35 °C a vysledna smés se micha az do
okamziku rozptyleni. Tento prostfedek se aplikuje na kuzi pfinejmensim kazdy den, dokud se
nedosahne pozadovan¢ho zmirnéni starnuti kiize (proti starnuti).
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PATENTOVE NAROKY

1. Heterocyklické purinové derivaty cytokinina obecného vzorce I a Il

R
’ \NH
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Nl \>
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nebo jejich farmaceuticky pfijatelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem nebo aminy, ve formé
racematu nebo opticky aktivnich izomeru cukru (b-D, a-D, b-L, a-L), pro pouZiti pfi hojeni ran,

pricemz

R6 je vybrany ze skupiny sestavajici z: furfurylu, 4-hydroxybenzylu, 3,3-dimethylallylu, (Z)-4-
hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylu a (E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylu,

R3 a R9 je glukopyranosylova skupina.

2. Heterocyklické derivaty cytokininu obecného vzorce I a Il pro pouZiti podle naroku 1, vybrané
ze skupiny sestavajici z: 6-furfurylamino-3-p-D-glukopyranosylpurin, 6-(4-hydroxybenzylamino)-
3-B-D-glukopyranosylpurin, 6-(Z)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-3-p-D-
glukopyranosylpurin, 6-(E)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-3-B-D-glukopyranosylpurin,
6-furfurylamino-9-B-D-glukopyranosylpurin, 6-(4-hydroxybenzylamino)-9-B-D-
glukopyranosylpurin, 6-(Z)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9-B-D-glukopyranosylpurin
a 6-(E)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9-f3-D-glukopyranosylpurin.

3. Heterocyklické derivaty cytokininli obecného vzorce I a Il pro pouziti dle naroku 1, kde uvedena
rana je popalenina, ischemicky vied, prolezenina, vied vznikly infekénim procesem, vied vznikly v
duasledku zanétlivého procesu, poranéna Gstni tkan, zanétliva poranéni kaze.

4. Heterocyklické denvaty cytokinini obecného vzorce I a II pro pouziti podle naroku 1, pricemz
se pouzije kombinace alespon dvou heterocyklickych purinovych derivatu cytokinina definovanych
v naroku 1 nebo 2.
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5. Heterocyklické derivaty cytokinini obecného vzorce I a Il pro pouziti podle naroku 1, pficemz
s¢ pouzije kombinace 6-furfurylamino-3-B-D-glukopyranosylpurinu s trans-zeatinem a/nebo 6-
furfurylamino-3-B-D-glukopyranosylpurinu s 6-(E)-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9-f3-
D-glukopyranosylpurinem a/nebo 6-furfurylamino-9-p-D-glukopyranosylpurin s 6-(E)-(4-hydroxy-
3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9-f-D-glukopyranosylpurinem.

6. Farmaceuticky pripravek pro pouZiti pfi hojeni ran, ktery obsahuje alespon jeden heterocyklicky
purinovy derivat cytokinini obecné¢ho vzorce I a Il nebo jejich farmaceuticky piijatelné soli s
alkalickymi kovy, amoniakem nebo aminy, ve form¢é racematu nebo opticky aktivnich izomeru,
nebo jejich adicnich soli s kyselinami, definované v naroku 1 nebo 2, a dale alesponi jeden
farmaceuticky pfijatelny nosic nebo fedidlo.

4 vykresy
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Kontrola+FBS Kontrola-FBS MeO - FBS K - FBS

Obr. 3
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