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Mesylatova sul para-topolinu, pFipravky ji obsahujici, a jeji pouziti

Oblast techniky
Vynalez se tyka 6-(4-hydroxybenzylamino)purinu (para-topolin) mesylatu (methylsulfonatu),

jejiho pouziti v kosmetickych, 1écebnych aplikacich 1 v zemédélstvi, a pfipravki obsahujicich tuto
sul.

Dosavadni stav techniky

Cytokininy jsou rostlinné signalni latky (fytohormony), které hraji ustfedni roli v regulaci
bunécného déleni rostlinnych bunék a v ¢etnych vyvojovych procesech rostlin. Cytokininy objevili
F. Skoog, C. Miller a spolupracovnici v 50. letech 20. stoleti jako faktory, které¢ podporuji bunécné
déleni (cytokinezi). Prvnim objevenym cytokininem byl derivat adeninu s nazvem kinetin (6-
furfurylaminopurin), ktery byl izolovan jako produkt degradace DNA. Prvni bézny identifikovany
pfirodni cytokinin byl izolovan z nezralych kukufiénych zm a pojmenovan zeatin (chemicky
nazev: 6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-enylamino)purin). V soucasnosti je znamo nékolik dalSich
cytokinini s podobnymi heterocyklickymi strukturami. Cytokininy maji Siroké spektrum
biologickych ucinki.

6-(4-Hydroxybenzylamino)purin (para-topolin, pT) je cytokinin, jehoz kosmetické a lécebné
vlastnosti jsou znamy, napf. z US 8552013. Bohuzel je v§ak para-topolin prakticky nerozpustny
ve vod¢, ale ma vysokou permeabilitu bunéénou membranou. Nizka rozpustnost ve vod¢ a pomala
rychlost rozpous$téni jsou casto omezujicimi faktory odpovédnymi za nizkou biologickou
dostupnost farmaceutickych/kosmetickych sloucenin, coz omezuje jejich pouziti. Pfes dlouhodobé
znamou skutecnost, Ze para-topolin ma urCité vlastnosti slouceniny proti stamuti, nebyly pfi
oSetfeni kize vyvinuty zadné uspé$né rezimy s pouzitim para-topolinu. Jednim piijatelnym
vysvétlenim je pravdépodobné Spatna rozpustnost a Spatna biologicka dostupnost, jakoZ 1 rychly
metabolismus para-topolinu ve fazi Il v jeho znam¢ formg¢.

Predkladany vynalez si klade za cil vyvinout vodorozpustnou formu para-topolinu, vhodnou
zejména pro kosmetické a lécebné pouziti.

Podstata vynalezu

Pfedmétem tohoto vynalezu je 6-(4-hydroxybenzylamino)purin (para-topolin) mesylat
(methylsulfonat). Jedna se o sil, kterda jako kationt obsahuje protonovany 6-(4-
hydroxybenzylamino)purin, tedy 6-(4-hydroxybenzylamino)purinium, a jako aniont obsahuje
methylsulfonat, bézné nazyvany mesylat. Latku lze znazornit strukturnim vzorcem I,
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V jednom provedeni vynalezu se jedna o krystalickou formu para-topolin mesylatu. Tato
slouéenina krystalizuje v triklinické krystalové soustavé s prostorovou grupou P-1.

S vyhodou je predmétem vynalezu krystalicka forma para-topolin mesylatu majici charakteristické
reflexe ve spektru rentgenové praskové difrakce mérené zarenim CuKa: 9,0;9.2; 17,0, 17.9; 18,1;
22.3:22.4;24.1; 26,4 £ 0,2° 2-theta. Vyhodnéji muze mit dalsi charakteristické reflexe: 13,6; 15,6;
16,3; 16,7; 19,8; 25,7; 27,2 + 0,2° 2-theta.

V ramci predkladaného vynalezu bylo na zaklad¢ zkoumani monokrystalové struktury zjisténo, ze
krystalicka forma mesylatové soli para-topolinu ma obecny sumami vzorec Ci3HisNsQsS s
protonizovanym purinovym p-topolinovym kationtem a mesylatovym aniontem. Centrosymetrické
dimery asymetrické jednotky jsou propojeny fadou intermolekulamich vodikovych vazeb, které
jsou realizovany hlavné mezi protonizovanym kationtem a mesylatovym aniontem, coz ovliviiuje
torzni uhly a spolu s vlastni siti vodikovych vazeb prispiva k vynikajici rozpustnosti slouéeniny ve
vodé.

Para-topolin mesylat podle predkladané¢ho vynalezu ma Sirokou skalu biologickych aktivit, véetné
antioxidacnich, protizanétlivych, antisenescentnich, protistarnoucich a pro-diferenciacnich aktivit,
které jsou zvlasté uziteéné ve farmaceutickych a kosmetickych aplikacich, napfiklad pii 1é¢bé
koznich chorob nebo pii zlepSeni stavu pleti. Sloucenina podle pfedkladaného vynalezu ma rovnéz
minimalni nebo nulovou toxicitu.

Konkrétnéji je pfedmétem predkladaného vynalezu je para-topolin mesylat pro pouziti in vivo pfi
ochran¢ bun¢k, organel, organu nebo celych organismi proti oxida¢nimu nebo elektrofilnimu
stresu, pro pouziti pfi detoxikaci a eliminaci reaktivnich oxidanti a elektrofilti, pro pouziti jako
antioxidantu pfi inhibici peroxidace lipida, proteini a DNA u zvifat a rostlin.

Dale je pfedmétem predkladaného vynalezu konkrétnéji para-topolin mesylat pro pouziti in vitro
pfi ochrané bunék, organel nebo organi proti oxidacnimu nebo elektrofilnimu stresu, pro pouziti
pii detoxikaci a eliminaci reaktivnich oxidantu a elektrofilii, pro pouZiti jako antioxidantu pri
inhibici peroxidace lipidu, proteini a DNA u bunék, organel nebo organu zvirat a rostlin.

Predmétem predkladaného vynalezu je také para-topolin mesylat pro pouZiti jako lé€¢ivo. Muze byt
pouzit k 1é¢b¢ zvirat (ve veterinarmi medicing) 1 k 16¢bé¢ lidi (v humanni medicing).

S vyhodou je pfedmétem vynalezu para-topolin mesylat pro pouziti pro 1é€bu nebo zlepseni chorob
¢1 stavua kize, jako je akné, erytém a zarudnuti.

S vyhodou je predmétem vynalezu para-topolin mesylat pro pouziti jako antineurodegenerativni
1é¢ivo nebo pro potlaceni imunostimulace ¢i zanétu, napfiklad pii 1éceni artritidy nebo potlaceni
rejekce transplantatu nebo poskytnuti ulevy od bolesti.

S vyhodou je pfedmétem vynalezu para-topolin mesylat pro pouziti pfi prevenci a 1¢¢b¢é chorob
spojenych s oxidanim stresem v kizi, zejména chorob vybranych z rakoviny kize, psoriazy,
fibréznich poruch, jako je sklerodermie, onemocnéni Stépu proti hostiteli (GVHD),
hypertrofickych jizev, nefrogenni systémové fibrozy (NSF), alergického ekzému, toxického
ekzému, atopické dermatitidy, lichen planus, hyperpigmentace a 1ézi herpes simplex, ichtyozy,
papilomu, Bowenovy choroby, seboroické keratdzy, aktinické keratozy, bazalnich a skvamoéznich
bunéénych karcinomu.

Predmétem predkladaného vynalezu je také pouZiti para-topolin mesylatu jako kosmeticky ucinné
latky. Kosmetické pouziti této slouceniny zahrnuje omlazeni bunék a tkani, stimulaci bunécné
proliferace a/nebo diferenciace, inhibici, oddaleni nebo snizeni nepriznivych ucinku staruti bunék
a tkani, zejména epidermalnich bun¢k, jako jsou keratinocyty nebo fibroblasty. Kosmeticka pouZiti
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také zahmuyji zlepseni celkového vzhledu a stavu savci kiize, zejména pak lidské kiize. Mohou tak
byt zlepSovany kosmetické stavy kuze, jako je napriklad akné, erytém, zarudnuti a podobng¢.

Predmétem predkladaného vynalezu je také pouziti para-topolin mesylatu in vitro pro omlazeni
bun¢k a tkani, stimulaci buné¢né proliferace, morfogeneze a/nebo diferenciace, inhibici bunééného
starmuti a starmuti tkani, napfriklad v kulturach keratinocyti nebo fibroblasti.

Inhibice, oddaleni nebo sniZzeni nepfiznivého ucinku starnuti bun¢k znamena, Ze vyvoj
morfologickych zmén, které¢ se normalné vyskytuji se stamutim v normalnich burikach in vitro
nebo in vivo, je zpomalen, zvracen a/nebo zastaven. Mezi nepfiznivé ucinky starnuti patfi také
zmény genoveé exprese a biosyntézy proteinu souvisejici s vékem. Ameliorativni ucinek je takovy,
ktery vykazuje zvySeni rychlosti ristu nebo celkové proliferativni kapacity bunék. Inhibice,
oddaleni nebo snizeni nepfiznivych aéinku stamuti na buniky muze byt detekovano jako zpozdéni
nebo zvraceni nastupu morfologickych a fenotypovych zmén souvisejicich s vékem, které se bézn¢
vyskytuji se starnutim bun¢k. Zmény souvisejici s vékem in vivo zahmuji zmény v tkanich, jako je
vyvo] nebo zvySeni poétu nebo hloubky vrasek, linek, ochabla kize, zména barvy, vyskyt
stafeckych skvm, koZovité a/nebo zazloutlé oblasti pokozky, nezadouci kosmeticky vzhled
pokozky a souvisejici zmény strukturalni a funk¢ni integrity tkang.

Predkladany vynalez dale poskytuje kosmetické a farmaceutické kompozice obsahujici para-
topolin mesylat a alespori jeden kosmeticky a/nebo farmaceuticky pfijatelny nosic.

Para-topolin mesylat nebo pfipravky jej obsahujici je pfi lécebném nebo kosmetickém pouziti
aplikovan systemicky nebo lokalng. Castym typem aplikace je aplikace topicka, ale mozna je i
aplikace injekéni, peroralni, nebo jina vhodna forma aplikace podle uvazeni I¢kare. Pfi pouziti v
bunéénych nebo tkanovych kulturach se para-topolin mesylat nebo pfipravky jej obsahujici
aplikuji na oSetfované bunky nebo tkané.

Farmaceutické a kosmetické kompozice

Vhodné cesty pro systémovou aplikaci jsou oralni, inhala¢ni, injek¢ni (intravazalni,
intramuskulami, subkutanni), bukalni, sublingualni a nasalni. Lokalni podani je napriklad mozn¢
ve formé krémi, masti, mlék, roztoki, ocnich a usnich kapek, ve formé vaginalnich pripravki a
rektalnich Cipki. Pro terapii onemocnéni skalpu a kize jsou vyhodou I€kovou formou roztoky,
krémy a masti.

Preferovany zpilisob podani zavisi na stavu pacienta a misté onemocnéni, kromé ostatnich ohledi
znamych klinikovi.

Terapeuticky pripravek obsahuje od 1 do 95 % aktivni latky, pfi¢emz jednorazové davky obsahuji
pfednostné 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. potahované
tablety, tablety, ampule, lahvicky, Cipky nebo tobolky. Jiné formy aplikace jsou napf. masti, krémy,
pasty, pény, tinktury, rt€nky, kapky, spreje, disperze atd. Prikladem jsou tobolky obsahujici od
0,05 g do 1,0 g aktivni latky.

Kosmetické pripravky podle pfedloZzen¢ho vynalezu jsou pripravovany znamym zpusobem, napf.
béznym michanim, granulaci, potahovanim, rozpoustécimi nebo lyofiliza¢nimi procesy.

Prednostné jsou pouzivany roztoky aktivnich latek a dale také suspenze nebo disperze, obzvlaste
izotonické vodné roztoky, suspenze nebo disperze, které mohou byt pfipraveny pied pouzitim,
napf. v pfipadé¢ lyofilizovanych preparati obsahujicich aktivni latku samotnou nebo s nosi¢em jako
je mannitol. Kosmetické pfipravky mohou byt sterilizovany a/nebo obsahuji excipienty, napf.
konzervacni pripravky, stabilizatory, zvlh¢ovadla a/nebo emulgatory, rozpoustéci Cinidla, soli pro
regulaci osmotického tlaku a/nebo pufry. Jsou pfipravovany znamym zpusobem, napf. béZnym
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rozpousténim nebo lyofilizaci. Zminéné roztoky nebo suspense mohou obsahovat latky zvysujici
viskozitu, jako napf. sodnou sul karboxymethylcelulozy, dextran, polyvinylpyrrolidon nebo
Zelatinu.

Olejové suspenze obsahuji jako olejovou slozku rostlinng, 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 vvhodou pak 12 az 22 uhlikovych atomu, napt. kyselinu laurovou, tridekanovou,
myristovou, pentadekanovou, palmitovou, margarovou, stearovou, arachidonovou a behenovou,
nebo odpovidajici nenasycené kyseliny, napf. kyselinu olejovou, alaidikovou, ecurikovou,
brasidovou a linoleovou, pfipadné s pfidavkem antioxidanti, napf. vitaminu E, beta-karotenu nebo
3,5-di-terc-butyl-4-hydroxytoluenu. Alkoholova slozka téchto esterti mastnych kyselin nema vice
nez 6 uhlikovych atomu a je mono- nebo polyhydricka, napf. mono-, di- nebo trihydrické alkoholy
jako metanol, etanol, propanol, butanol nebo pentanol a jejich isomery, ale hlavné glykol a
glycerol. Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou napf. ethyloleat, isopropylmyristat,
isopropylpalmitat, ,Labrafil M 2375 (polyoxyethylenglyceroltrioleat, Gattefoseé, Pariz),
,Labrafil M 1944 CS* (nenasycené polyglykolované glyceridy pripravené alkoholyzou oleje z
merunikovych jader a sloZzené z glyceridi a esteru polyethylenglykolu; Gattefoseé, Pafiz),
,Labrasol® (nasycené polyglykolované glyceridy pfipravené alkoholyzou TCM a slozené z
glycendu a esteru polyethylenglykolu; Gattefoseé, Pafiz) a/nebo ,Miglyol 812% (trniglycerid
nasycenych mastnych kyselin s délkou fetézce C8 az C12 od Hils 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.

Vhodné nosice jsou obzvlasté plnidla jako cukry, napf. laktdza, sachar6za, mannitol nebo sorbitol,
celuldozové preparaty a/mebo fosforeCnany vapniku, s vvhodou fosfore¢nan vapenaty nebo
hydrogenfosfore¢nan vapenaty, dale pojiva jako skroby, s vvhodou kukufi¢ny, pSeni¢ny, ryzovy
nebo bramborovy Skrob, methylceluléza, hydroxypropylmethylceluloza, sodna sul
karboxymethylcelulozy a/nebo polyvinylpyrrolidin, a/nebo pokud pozadovano desintegratory jako
vySe zminéné Skroby a dale karboxymethylovy Skrob, 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 hore¢naty a/nebo
vapenaty, polyethylenglykol nebo jeho derivaty. Jadra potahovanych tablet mohou byt potazena
vhodnymi potahy, které mohou byt odolné vici zaludecni §tave, pricemz pouzivané potahy jsou
mezi jinymi koncentrovan¢é roztoky cukri, které mohou obsahovat arabskou gumu, talek,
polyvinylpyrrolidin, polyethylenglykol a/mebo oxid titaniity, dale potahovaci roztoky ve
vhodnych organickych rozpoustédlech nebo smésich rozpoustédel, ¢i pro pfipravu potaht
odolnych vuéi zaludecni §tave, roztoky vhodnych celulézovych preparatu jako acetylceluldzaftalat
nebo hydroxypropylmethylcelulézaftalat. Barviva nebo pigmenty jsou pfimichavany napf. pro
identifikaci nebo charakterizaci riznych davek ucinné slozky.

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

Masti jsou emulze oleje ve vodg, které obsahuji ne vice nez 70 %, ale prednostné 20 az 50 % vody
nebo vodné faze. Tukovou fazi tvofi zejména uhlovodiky, napf. vazelina, parafinovy olej nebo
tvrdé¢ parafiny, které pfednostn¢ obsahuji vhodné hydroxyslou¢eniny jako mastné alkoholy a jejich
estery, napf. cetyl alkohol, nebo alkoholy lanolinu, s vyhodou lanolin pro zlepSeni kapacity pro
vazani vody. Emulgatory jsou odpovidajici lipofilni slouceniny jako sorbitanové estery mastnych
kyselin (Spany), s vyhodou sorbitan oleat nebo sorbitan isostearat. Aditiva k vodné fazi jsou napf.
smacedla jako polyalkoholy, napf. glycerol, propylenglykol, sorbitol a/nebo polyethylenglykol,
nebo konzervaéni prostiedky ¢i prijemné vonici latky.
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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 prijem vody.

Krémy jsou emulze oleje ve vodg, které obsahuji vice nez 50 % vody. Pouzivané olejové baze jsou
zejména mastné alkoholy, napf. lauryl, cetyl nebo stearylalkoholy, mastné kyseliny, naptiklad
palmitova nebo stearova kyselina, kapalné a pevné vosky, napfiklad isopropylmyristat, lanolin
nebo vceli vosk, a/nebo uhlovodiky, napfiklad vazelina (petrolatum) nebo parafinovy olej.
Emulgatory jsou povrchové aktivni slouceniny s pfevazné¢ 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 pritomnosti mastnych alkoholu, napf. cetylstearylalkoholu nebo
stearylalkoholu. Aditiva k vodné fazi jsou mimo jiné ¢inidla, ktera chrani krémy pred vyschnutim,
napf. polyalkoholy jako glycerol, sorbitol, propylen glykol a polyethylenglykol, a dale konzervaéni
¢inidla a prijemné vonici latky.

Pasty jsou krémy nebo masti obsahujici praskové slozky absorbujici sekreci jako jsou oxidy kovi,
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 formé,
pficemz jako hnaci plyny jsou pouzivany halogenované uhlovodiky, jako polyhalogenované
alkany, napf. dichlorfluormethan a dichlortetrafluorethan, nebo prednostné nehalogenované 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-ethanolickou bazi, ke které jsou pfimichana
zvlh¢ovadla pro sniZzeni odpafovani, jako jsou polyalkoholy, napf. glycerol, glykoly a/nebo
polyethylenglykol, dale promazavadla jako estery mastnych kyselin a nizSich polyethylenglykoli,
tj. lipofilni latky rozpustné ve vodné smési nahrazujici tukové latky odstranéné z kiize ethanolem,
a pokud je to nutné, i ostatni excipienty a aditiva.

Vynalez se také vztahuje na procesy nebo metody pro léeni nemoci zminénych vyse. Latky mohou
byt podavany profylakticky nebo terapeuticky jako takové nebo ve formé kosmetickych pripravki,
pfednostné v mnozstvi, které¢ je efektivni proti zminénym nemocem, pficemz u teplokrevnych
zivo€ichu, napf. ¢lovéka, vyzadujiciho takovéto osetfeni, je latka pouzivana zejména ve formé
farmaceutického nebo kosmetického pripravku.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1 znazomuje porovnani XRPD praskovych difraktogramu krystalické soli para-topolin
mesylatu (p-topolin mes) a para-topolinu (p-topolin base).

Obr. 2 znazomuje vysledky stability krystalické soli para-topolin mesylatu formou XRPD
praskového difraktogramu zméfeného po 30 dnech uloZeni latky pii teploté 25 °C - nebyly
zaznamenany zadné strukturni zmény.
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Obr. 3 znazomiuje molekularni strukturu centrosymetrické¢ho dimeru krystalické soli para-topolin
mesylatu vcetné sit¢ intermolekulamich vodikovych vazeb

Obr. 4 znazomuje krystalovou strukturu (crystal packing) krystalické soli para-topolin mesylatu
véetn¢ sit¢ intermolekularnich vodikovych vazeb.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Nasledujici priklady slouZi k ilustraci vynalezu bez omezeni jeho rozsahu. Pokud neni zminéno
jinak, v§echna procentualni mnozstvi jsou zaloZzena na hmotnosti sloucenin.

Priklad 1: Pfiprava krystalického para-topolin mesylatu (methansulfonatu)

p-Topolin, volna baze (241 mg; 1 mmol) byl rozptylen v metanolu (10 ml), michan pii teploté
mistnosti a byla pfidana methansulfonova kyselina (100 mg; 1,03 mmol). Po kratké dob¢ se
suspense zménila v homogenni prusvitn¢ Zluty roztok. Vysledna smés byla ponechana michat pii
teploté mistnosti po dobu 10 minut a pak byla odpafena na rotacni vakuové odparce za vzniku
zlutého pevného residua, které bylo promyto acetonem (10 ml) a byl ziskan nazloutly krystalicky
prasek. Produkt byl zfiltrovan, promyt acetonem (3x 5 ml) a vysuSen pfi 60 °C do konstantni
hmotnosti.

Vytézek: 300 mg (88 %); &istota (HPLC-UV/VIS): 99 %+; ESI-MS: [M + H]' = 242,2

Nazloutlé prusvitné krystaly byly pfipraveny rozpusténim ziskané pevné latky v methanolu a
ponechanim k volné krystalizaci odpafenim rozpoustédla po 7 dni.

Priklad 2: Stanoveni teploty tani krystalického para-topolin mesylatu a porovnani s para-
topolinem

Teplota tani krystalické soli para-topolin mesylatu byla stanovena na pfistroji Biichi Melting point
B-540 apparatus a porovnana s para-topolinem volnou bazi. Zatimco interval teploty tani
krystalické soli para-topolin mesylatu byl stanoven 186 az 188 °C, interval teploty tani vychozi
volné baze para-topolinu byl ur¢en mezi 281 a 283 °C. To znamena, Ze interval teplot tani téchto
dvou latek se zasadné 1isi, rozdil ¢ini cca 95 °C. Oba materialy pouzité k méfeni byly krystalické
pevné latky.

Priklad 3: XRPD praskova rtg difrakce krystalického para-topolin mesylatu

Praskova rentgenova difrakéni studie byla provedena na difraktometru Bruker D8 Advance ECO s
Cu K-alfa zafenim a SSD160 detektorem. Priblizn€ 5 mg vzorku bylo jemn¢ vmacknuto do XRPD
drzaku vzorku pfistroje. Vzorek byl nasledné vlozZen do pfistroje v transmisnim médu a analyzovan
za pouziti tabelovanych experimentalnich podminek viz nize.

XRPD podminky méfeni

Osa scanu gonio

vychozi pozice [°2th.] 4,0000
konec¢na pozice [°2th.] 40,00

Step size [°2th.] 0,0100
doba scanu [s] 0,3(48)s
typ scanu kontinualni
Offset [°2th.] 0,0000

typ divergencni Sté€rbiny fixni
velikost divergenéni §térbiny [°] 0,3000
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délka vzorku [mm] 10,00
teplota méreni [° c.] 25,00
material anody Cu
K-alphal [a] 1,54060
K-alpha?2 [a] 1,54443
K-beta [a] 1,39225
K-a2/k-al pomér 0,50000
nastaveni generatoru 40 ma, 25 kv
goniometricky polomér [mm] 250,00
Dist. Focus-diverg. Slit [mm] 110,00
Ni Kbeta filtr ano
monochromator dopadajiciho paprsku ne
Spinning ne

Praskovy XRPD difraktogram krystalické soli para-topolin mesylatu a praskovy XRPD
difraktogram para-topolinu byly ziskany za podminek popsanych vyse. Na obrazku 1 je srovnani
difraktogramu krystalické soli para-topolin mesylatu a para-topolinu formou prekryvu. Z prekryti
je patmé, ze se difraktogramy vyrazn¢ liSi. To dokladuje také tabulka 1 pro krystalickou sul para-
topolinu mesylatu a tabulka 2 pro para-topolin. V obou tabulkach jsou uvedeny relativni intenzita
zafeni, d-spacing (mezirovinna vzdalenost) a odpovidajici uhly 26.

Tabulka 1: Mérené XRPD uhly, d-spacing a intenzita zafeni pro krystalickou sul para-topolin
mesylat

uhel (°20) | d-spacing Rel. Intenzita

9,049 9,76473 34,00 %
9,146 9,66095 61,00 %
10,924 8,09291 3,90 %
11,189 7.90175 7,10 %
12,047 7,3409 15,60 %
12,67 6,98133 1,40 %
13,569 6,52029 28.00 %
13,858 6,38532 8,10 %
14,188 6,23735 7,10 %
14,538 6,08798 7,20 %
15,629 5,66533 28,00 %
16,329 5,42417 24.40 %
16,572 5,34504 13,00 %
16,698 5,30489 21,20 %
17,021 5,2052 51,50 %
17,318 5,11653 4.30 %
17,424 5,08561 3,00 %
17,904 4.95037 59.40 %
18,11 4.89436 39,90 %
18,361 482823 19,00 %
18,706 473993 10,80 %
19,583 4.52944 10,70 %
19,779 4.485 26,50 %
20,201 4.39237 0,90 %
21518 4.12628 17,40 %
21,698 4.,09245 15,40 %
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21,87 4,0608 18,10 %
22,262 3,99002 37,00 %
22,409 3,96422 100,00 %
23,21 3,82922 13,70 %
24,06 3,69581 32,80 %
24,112 3,688 27,60 %
24,227 3,6707 32,60 %
24,881 3,57573 5,30 %
25,712 3,46203 30,60 %
25,973 3,42784 11,10 %
26,391 3,37442 34,80 %
26,56 3,35339 7,70 %
27,19 327711 20,10 %
27,045 3,29436 7,40 %
27,311 3,26288 12,60 %
27,686 3,21953 11,30 %
27,832 3,20289 16,50 %
28,04 3,17958 18,50 %
28,433 3,13661 6,70 %
28,851 3,09205 11,20 %
29,104 3,06582 5,00 %
30,593 2,91981 15,00 %
31,017 2,88087 1,30 %
31,292 2,85623 4,80 %
31,543 2,83409 2,60 %
32,06 2,78953 0,50 %
32,441 2,15766 0,90 %
32,861 2,712331 1,80 %
33,261 2,69152 0,70 %
34,146 2,62369 1,70 %
34,639 2,58749 1,30 %
35,023 2,55998 4,50 %
35,773 2,50803 1,00 %
36,182 2,48062 1,10 %
36,692 2,44732 4,20 %
37,299 2,40884 3,90 %
37,802 2,37797 1,00 %
38,391 2,34284 1,50 %
38,897 2,31351 0,70 %
39,514 2,27878 1,80 %

Tabulka 2: Méfené XRPD uhly, d-spacing a intenzita zareni pro para-topolin

uhel

(°26) d spacing Rel. Intenzita
6,749 13,08594 55,80 %
8,858 9,97457 1,00 %
10,631 8,31467 1,00 %
11,76 7,51896 3,00 %
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13,148 | 6.,72814 43,30 %
13,567 | 6,52143 3,30 %
13,954 | 6,34164 5.70 %
14361 6,16281 6,00 %
15,199 | 5.,82456 2.10 %
15,533 | 5,70029 20,60 %
15,887 | 5,57406 18,60 %
16,476 | 5.,3759 2.90 %
16,821 52665 7.10 %
17,307 | 5,11956 14,40 %
17,723 | 5,00039 38,20 %
17,852 4.9646 42.30 %
18,007 | 4.68984 30,40 %
19531 | 4,54138 41,10 %
20,014 | 443284 1,60 %
20442 | 434101 64,70 %
21171 | 4,19322 3,50 %
21,424 | 4,14415 8,80 %
22,074 | 4,02358 12,10 %
22516 | 3.94557 8.20 %
22929 | 3.87536 5.80 %
23.509 | 3.78124 1,30 %
23.766 | 3,74081 36,20 %
24201 | 3.67436 25,70 %
24397 | 3.64555 100,00 %
24.86 3,57867 13,70 %
25.106 | 3,54423 11,00 %
25271 | 3.52137 3.30 %
26371 | 3.37702 60,60 %
26,902 | 3.31153 0,60 %
27.388 3,2538 8,20 %
27.824 | 3,20383 430 %
28.407 | 3.13936 12,80 %
28.607 | 3,11784 6,90 %
29.19 3,05695 39,80 %
29.708 | 3.00484 3,00 %
30,035 | 2,97278 3,20 %
30,88 2,89333 7.50 %
31412 | 2,84558 3,30 %
31,918 2.8016 4,50 %
32,143 | 2.78253 11,80 %
32396 | 2.76136 1,60 %
33,1 2,7042 2.20 %
34177 | 2.62143 420 %
35093 | 2.55506 2.20 %
35474 | 252849 4.90 %
36,368 | 2.46834 0,60 %
36,880 | 243471 3.20 %
37273 | 241045 1,90 %
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38,063 2,36222 0,70 %
38,42 2,34111 0,70 %
39,532 2,2778 0,50 %
39,686 2,26928 0,60 %

Priklad 4: '"H nukleami magneticka rezonance (NMR) para-topolin mesylatu a porovnani se
spektrem para-topolinu

'H NMR byla méfena na pfistroji JEOL 500 SS pfi teploté 300 K a frekvenci 500.13 MHz. Vzorky
byly pfipravovany rozpusténim sloucenin DMSO-d6. Tetramethylsilan (TMS) byl pouzit jako
interni standard. Kalibrace chemického posunu je vztaZena ke zbytkovému piku rozpoustédla v 'H
DMSO-ds, a to 2,50 ppm. Kazdy vzorek byl pfipraven v ca. Smg koncentraci. Chemické posuny
identifikované ve spektru 6-(4-hydroxybenzylamino)purinium mesylatu (para-topolin mesylatu)
odpovidaji popisované chemické slouceniné a jsou nasledujici: '"H NMR (500 MHz, DMSO-d;) &
9,48 (s, 1H), 8,66 (s, 1H), 8,51 (s, 1H), 7,22 (d, J= 8,5 Hz, 2H), 6,75 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 4,70 (d,
J = 4,6 Hz, 2H), 234 (s, 3H), chemické posuny identifikované¢ ve spektru 6-(4-
hydroxybenzylamino)purin (para-topolinu) jsou nasledujici: '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &
12,89 (s, 1H), 9,23 (s, 1H), 8,17 (s, 1H), 8,09 (s, 2H), 7,15 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,66 (d, /= 8,3 Hz,
2H), 4,57 (s, 2H). Pii porovnani obou spekter jsou patr¢ signifikantni rozdily, zejména u téch
chemickych posuni, kter¢ jsou v sousedstvi protonizovanych vodika v 6-(4-
hydroxybenzylamino)purinium kationtu v porovnani s 6-(4-hydroxybenzylamino)purinem (para—
topolinem bazi).

Priklad 5: Rozpustnost para-topolinu mesylatu ve vodé

Rozpustnost latky ve vod¢ byla stanovovana podle nasledujiciho protokolu. Byl pripraven
supernasyceny roztok krystalické soli para-topolin mesylatu ve vodé. Byl zfiltrovan od viditelng
nerozpusténych ¢astic a byl obdrzen nasyceny roztok para-topolin mesylatu ve vodé. Nasyceny
roztok byl zfedén 1:10 000 a zméfen na pfistroji HPLC Alliance Waters 2690 s chromatografickou
kolonou o priméru 2,1 mm a délce 150 mm se sorbentem C18 Symmetry o porozité 5 um. Vzorek
byl rozpustén v mobilni fazi (MeOH: HCOONH, - 1: 9).Vzorek byl eluovan v metanolovém
gradientu (10 az 90 %, po dobu 35 min) pii pH 4 a prutokové rychlosti 0,3 ml/min. Absorbance
sloucenin byla detekovana v UV oblasti zareni 210 az 400 nm. Plocha piku byla stanovena
2 729 231 a porovnana s plochami piku u dfive zmérenych konkrétnich koncentraci krystalické
soli para-topolin mesylatu ve vod¢ viz tabulka 3 nize.

Ziskana plocha piku byla porovnana s plochami piku u urcitych konkrétnich koncentraci latky ve
vod¢ a tak byla urcena vysledna koncentrace nasycené¢ho roztoku para-topolin mesylatu.

Tabulka 3.: Zméfené plochy piku pro konkrétni koncentrace krystalické soli para-topolin mesylatu
ve vodé

¢ (UM) plocha piku
50 1101534
100 2091 000
250 5 578 605

To znamena, Ze koncentrace krystalické soli para-topolin mesylatu ve vod¢ je piiblizné 1,208 M,
tj. 407 mg/ml, coZ je o n€kolik fadu vyssi rozpustnost nez u para-topolinu baze. U para-topolinu
baze byla popsana rozpustnost ve vod¢ < 0,04 mg/ml.

Priklad 6: Rozpustnost para-topolin mesylatu a para-topolinu v riuznych organickych
rozpoustédlech
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Rozpustnost v riznych organickych rozpoustédlech byla méfena za pouziti nasledujiciho
protokolu. Priblizné 10mg vzorek para-topolinu a para-topolin mesylatu byl umistén do vialek.
P&t objemovych alikvot kazdého rozpoustédla bylo pridano do jednotlivych vialek. Pred kazdym
nasledujicim pridanim byla smés ovéfena na rozpustnost, a pokud nebyl vzorek rozpustén, bylo
pokracovano s pridavkem dalsiho alikvotu rozpoustédla. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 4.

Tabulka 4.: Rozpustnost p-topolinu a p-topolin mesylatu v riznych organickych rozpoustédlech

rozpoustédlo p-topolin p-topolin mesylat
methanol 0,25 mg/ml 5 mg/ml
ethanol 0,25 mg/ml 0,4 mg/ml
DMF 5 mg/ml 14 mg/ml
DMSO 6,66 mg/ml 10 mg/ml
aceton 0,2 mg/ml 0,33 mg/ml
Heptan <0,1 mg/ml <0,1 mg/ml
acetonitril <0,25 mg/ml <0,25 mg/ml

Priklad 7: Stabilitni studie krystalického para-topolin mesylatu pomoci praskové rtg difrakce

Stabilita vzorku byla testovana pfi uloZeni latky pri 25 °C. Nebyla pozorovana zadna zmeéna
struktury ani barvy po 30 dnech uloZeni pevné latky para-topolin mesylatu. Po téchto 30 dnech byl
zméfen praskovy difraktogram a nebyla zaznamenana zadna zména struktury (zména
difraktogramu). Obrazek 2 ukazuje porovnani originalniho XRPD praskového difraktogramu latky
a preméreni tohoto difraktogramu po 30 dnech pii 25 °C. Nebyly detekovany zadné zmény tohoto
difraktogramu.

Priklad 8: Disproporcionacni studie krystalického para-topolin mesylatu

50mg vzorek krystalického para-topolin mesylatu byl rozpustén v 1 ml destilované vody, ponechan
48 h v roztoku a pak zkrystalovan a byl zméfen XRPD difraktogram, aby byly zjistény pripadné
disproporcionacni zmény. Z difraktogramu nebyla Zadna disproporcionace pozorovana, latka svou
strukturu nezménila.

Priklad 9: Monokrystalova rentgenostrukturni analyza krystalického para-topolin mesylatu a popis
jeho molekulové a krystalové struktury

Priprava monokrystalii: Krystaly pro monokrystalovou rtg analyzu byly vypéstovany z roztoku
para-topolin mesylatu (asi 100 mg) v methanolu (30 cm?). Roztok byl ponechan k volnému
odparovani rozpoustédla po dobu 7 dnii a po této dobé vznikly prisvitné krystaly, ze kterych byly
vybrany vhodni zastupci pro rtg monokrystalovou analyzu.

Monokrystalova rtg difrakce: Pro analyzu byly vybrany podlouhlé prusvitné krystalky. Difrak¢ni
data byla méfena za pouziti ¢tytkruhového mikrofokusniho difraktometru Supernova s Cu/Ka
zafenim kolimovanym pomoci tenkovrstvych zrcadel, s pouzitim uzaviené mikro-fokusované rtg
trubice, ktery je vybaven CCD detektorem Atlas S2, pracujicim pfi teploté 105 K.

P1i analyze krystalové struktury bylo zjisténo, ze para-topolin mesylat je centrosymetricky dimer
spojeny nize diskutovanymi vodikovymi vazbami. Krystalova soustava byla ur¢ena jako triklinicka
s prostorovou grupou P-1 s nasledujicimi parametry zakladni buriky: a=7,5356 A, b=10,5681 A,
c=19,7793 A, 0=101,1060°, B=95,940°, y=105,3230°, a objemem zakladni buriky V=1470,75 A>.
Strukturni model byl nalezen za pouziti software Superflip nebo SHELXT a vypfesnén metodou
nejmensich Ctvercu softwarem JANA2006. Sbér dat, redukéni a absorpéni korekce pro danou
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slouéeninu byly uskute¢nény s pouzitim software CrysAlisPro (Rigaku, Oxford Diffraction, 2018,
CrysAlis version 1.171.40.35a). Asymetricka jednotka zkoumané slouceniny je sloZena z 6-(4-
hydroxybenzylamino)puriniového  kationtu  (para-topolinovy kationt) a mesylatového
(methylsufonatového) aniontu. Kationt je protonizovan na jednom z dusikovych atomu a
slouéenina krystalizuje v triklinick¢ krystalové soustavé s prostorovou grupou P-1. N¢ktere
vodikové atomy napojené na kysliky byly lokalizovany v diferenéni map¢. Sit’ intermolekularnich
vodikovych vazeb mezi N...H atomy v purinu a kyslikovymi atomy mesylatu spojuji vzdy dvé
molekuly slouceniny v centrosymetrické dimery. Tyto vodikové vazby stabilizuji cely system a
konkrétné propojuji N6...H6a atom purinové struktury s Ola atomem mesylatu, dale N7a...H7a
purinu s 02a atomem mesylatu, O4b...H104b hydroxylu pfipojené¢ho na benzenovy kruh para-
topolinu s Ola kyslikem mesylatu a vice versa O4b...H4b vodikovy atom para-topolinu s Olb
kyslikovym atomem mesylatu viz obrazek 3. Mimo tyto interakce je purinovy kationt spojen
dvéma vodikovymi vazbami mezi N3a...H3a vodikem a N9a dusikem dal§iho para-topolinového
kationtu v krystalové struktufe, ktera je uvedena na obrazku 4. Vysledny “konvencni” R-faktor
(zaloZeny na F a 6049 reflexich s [F> 26 (F?)] byl 0,0271.

Monokrystalova struktura krystalické soli para-topolin mesylatu odhalila, Ze se jedna o slouceninu
obecného sumamiho vzorce Ci3HisNsOsS s p-topolinovym kationtem kompenzovanym
mesylatovym aniontem. Centrosymetrické dimery asymetrické jednotky jsou spolu propojené siti
intermolekulamich vodikovych vazeb, které jsou zeyména realizovany mezi kationtem a aniontem,
coz piispiva k vyborné rozpustnosti dan¢ latky ve vod¢ oproti jeho volné bazi para-topolinu nebo
jinym popsanym solim, napfiklad para-topolin hydrochloridu. Jsou vyrazné ovlivnény tzv. torzni
uhly v molekule. Tyto thly maji ¢asto dopad na fyzikalni vlastnosti a rozpustnost zkoumanych
molekul a jsou siln€ ovlivnény pravé formaci husté sité intermolekulamich vodikovych vazeb.

Priklad 10: Schopnost vychytavat volné radikaly metodou ORAC

Schopnost latek vychytavat volné radikaly in vitro byla stanovena pomoci metody ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity). Ve stru¢nosti, 100 ul fluoresceinu (500 mM) a 25 pl roztoku
zkoumané latky byly napipetovany do kazdé jamky 96jamkové mikrotitracni desky predehraté na
37 °C. Samotna reakce byla spusténa pridavkem 25 ul 250mM AAPH. Po 5s tiepani byla odecitana
fluorescence (Ex. 485 nm, Em. 510 nm) kazdé 3 min po dobu 90 min pomoci pfistroje Infinite 200
(TECAN, Svycarsko). Plocha pod kiivkou byla pouzita k vyjadieni antioxidaéni kapacity relativni
vuéi troloxu, ktery je pouzivan jako standard. Latky s ORAC aktivitou vyssi nez 1 jsou efektivnéjsi
nez trolox, ktery je hydrofilnim ekvivalentem vitaminu E. Trolox, ve vodé rozpustny analog
vitaminu E, je znamy svou antioxida¢ni aktivitou, u které se také ukazalo, Ze je odpoveédna za jeho
ochrannou aktivitu v lidskych burikach. Test ORAC, ktery se obecné pouziva pro stanoveni
antioxidacni aktivity, ukazal, ze n€kolik cytokininu, jako je ortho-topolin (0T), meta-topolin (mT)
a para-topolin (pT), bylo spojeno s vysokou celkovou antioxidacni aktivitou vyjadfenou v
ekvivalentech Trolox (TE). Takové aktivity jsou pravdépodobné uzce spojeny s elektronove
bohatym systémem C6-hydroxybenzylamino substituentu. Ukazalo se, ze mesylatova sul para-

vrws

Tabulka 5. Udaje o kyslikové radikalové absorpéni kapacité (ORAC) vyjadiené v ekvivalentech
Troloxu (TE) na ekvimolarmim zakladé.

Pramér (TE) | SD (n=3)
6-(3-hydroxybenzylamino)purin (mT) 4,509 0,687
6-(2-hydroxybenzylamino)purin (0T) 7,026 1,179
6-(4-hydroxybenzylamino)purin (pT) 16,799 0,829
6-(4-hydroxybenzylamino)purinium mesylat (pT mesylat) 21,436 1,306
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vynalezu; cytokinin kinetin byl také hodnocen jako kontrola. Krysi gliomové C6 buriky (ATCC ¢.
CCL107) byly kultivovany v monovrstvé v chemicky definovaném besérovém médiu obsahujicim
Ham's F10/minimalni esencialni médium (1:1 obj./obj.), 2 mM L-glutaminu, 1% (obj./obj.).
Minimalni vitaminy esencialniho média (100x), 1% (obj./obj.) minimalni esencialni aminokyseliny
neesencialni (100x), 100 U/ml penicilinu, 100 mg/ml streptomycinu a 30 nM seleni¢itanu sodného.
Inkubace byla provadéna prfi 37 °C ve 100% zvlhéené atmosfére. Testy byly provadény v
logaritmické rustové fazi pfi hustoté 2,5 x 10° bunék/cm?. Intracelulami syntéza cAMP byla
indukovana pfidanim 5mM (-)-isoproterenolu; soufasn¢ byly prfidany rizné koncentrace
testovanych slouéenin ve stejné dob¢ jako (-)-isoproterenol. Po 30 minutach inkubace bylo bunééné
mnozstvi CAMP stanoveno pomoci ELISA testu (c(AMP-enzymova imunoanalyza od Amersham).
Hodnoty ICso byly stanoveny z kfivky zavislosti odpovédi na davce ve dvojim provedeni. Byly
ziskany nasledujici vysledky:

Protizanétliva aktivita
ICso (M)

kinetin (6-furfurylaminopurin) 0
6-(4-hydroxybenzylamino)purin 7
(para-topolin, pT)
6-(4-hydroxybenzylamino)purin
mesylat  (para-topolin  mesylat, 13
pTmes)

Para-topolin a para-topolin mesylat vykazaly protizanétlivou aktivitu, pficemz sual byla témér
dvakrat u¢inngjsi nez vychozi volna baze. Kinetin byl v testovacim protokolu neaktivni a byl pouzit
jako cytokininova kontrola.

Piiklad 12: Uginek nové slouéeniny na senescentni lidské diploidni fibroblasty

Senescentni lidské diploidni fibroblasty (buiky ruznych urovni pasaze: pasaz 20 - P20; pasaz 40 -
oznacena P40; pasaz 80 - oznacena P80) byly naockovany do 24-jamkové desticky (10 000
bunék/jamku). Kultiva¢ni médium (DMEM obsahujici 5 g/l glukozy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml
penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu a 10% fetalni teleci sérum) bylo odstranéno a nahrazeno
kultivaénim médiem obsahujicim testovanou slouceninu v koncentraénim rozmezi 0 az 12,5 pM.
Kazda koncentrace byla testovana trojmo. Buiky byly nasledn¢ inkubovany pfi 37 °C (bez CO»)
po dobu 16 hodin ve 2 az 3 ml roztoku obsahujiciho ferrikyanid draselny (5 mM), ferokyanid
draselny (5 mM), MgCl, (2 mM), X-gal (5-brom)-4-chlor-3-indolyl-pB-D-galaktopyranosid) (1
mg/ml), v citrat/fosfatovém pufru, pH 6,0) Po této inkubacni dob¢ byly vzorky bun¢k pozorovany,
aby se zjistila pfitomnost modrych bunék, coz naznacuje, ze X-gal byl rozst€pen (pozitivné
senescentni buriky). V tomto experimentu byly senescentni burky, ale ne jiné bunky, obarveny
modre v dusledku pasobeni B-galaktozidazy na substrat. Jak je ukazano v tab. 6, se zvySujicim se
poctem pasazi zbarveni ztmavlo. U nejstarSich bun¢k existovaly pouze modré buinky od jasné
modré az po tém¢r neprihlednou barvu. Oba para-topoliny (baze 1 mesylatova sul) byly ucinné pfi
udrZzeni mnohem niz§i hladiny senescentnich bun¢k po 80 pasazich. V pfipad¢ dlouhodobé
kultivace byly oSetfené buriky schopny Zit 0 30 % dé¢le nez kontrolni buriky.
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Tabulka 6. Uginek nové slouéeniny na poéet senescentnich bundk v kultuie lidskych fibroblasti

Sloucenina Senescentni buriky (%)
pasaze bunck P20 P40 P80
KONTROLA 3 14 38
6-(4-hydroxybenzylamino)purin (para-topolin) 4 14 25
6-(4-hydroxybenzylamino)purin mesylat (para- 3 12 21
topolin mesylat)

Priklad 13: In vitro cytotoxicka aktivita (metabolizace kalceinu AM).

ProtoZze toxické slouceniny negativng ovliviiuji metabolické procesy bunék, je mnoho standardnich
testii cytotoxicity zaloZzeno na méfeni rychlosti metabolizace riznych umélych substrati. Vysledny
produkt je pak kvantifikovan napriklad pomoci spektrometrie. Testy lze snadno modifikovat pro
pouziti v 96-jamkovych destickach. Pro vyhodnoceni cytotoxicity para-topolinu a jeho soli podle
vynalezu byl pouZit mikrotitracni test zalozeny na kvantifikaci metabolizace Calceinu AM. Test je
Siroce pouzivan v programech screeningu léku a pfi testovani chemosenzitivity. V zivych burikach
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 (chronicka myeloidni leukémie), HL-60 (promyelocytarni leukémie), MCF-7
(adenokarcinom prsu), HeLa (karcinom d€lozniho Cipku), G361 (maligni melanom), HOS (lidsky
osteosarkom) a BJ (lidské prfedkozkové fibroblasty) - byly ziskany ze sbirky American Type
Culture Collection (Manassas, VA, USA). Tyto bunky byly udrzovany ve standardnim médiu
DMEM nebo RPMI (Sigma, MO, USA) doplnéném tepelné inaktivovanym fetalnim hovézim
sérem (10 %) 2 mM L-glutaminem a penicilin-streptomycinem (1 %) za standardnich podminek
bunééné kultury (37 °C) C, 5 % CO? ve vlhkém prostiedi) a subkultivovany dvakrat nebo trikrat
tydn¢ pomoci standardniho trypsiniza¢niho postupu.

Priblizn€ 10 000 bunck v 80 pul média bylo naockovano do 96-jamkové mikrotitracni desticky. Po
12 hodinach inkubace byly slouceniny, kter¢ se mély testovat, pfidany ve 20ul podilech. Kontrolni
kultury byly oSetfeny samotnym DMSO. Kone¢na koncentrace DMSO v médiu nepfesahla 0,5 %.
Byla testovana sériova, trojnasobna fedéni (celkem Sest, nejvyssi koncentrace v inkubacich 166
uM) kazdé slouceniny. Po 72 hodinach inkubace byl pridan 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 burky
exponovanymi buikami stfedni OD ziskanou z kontrolnich jamek x 100 %. Nakonec byly
vypoéteny hodnoty ICso (koncentrace zpusobujici 50 % pokles aktivity bunééné esterazy) pro
kazdou slouceninu generovanych z kfivek zavislosti odpovédi na davce (Krystof et al., 2005,
Bioorg. Med. Chem. Lett. 12, 3283-3286). Zde uvedené hodnoty ICso jsou priuméry ziskané z
alespon tii nezavislych experimentu, kde jednotlivé hodnoty replikace spadaly do 20% priméru.
Inhibice ristu byla vypoctena pomoci nasledujici rovnice: ICso = (pramér FDjamka exponovans k 1égivu =
prumér FDypiank) / (pramer FDxontrolni jamky — prameér FDpiank) x 100%. Hodnota ICso, koncentrace 1é¢iva
zpusobujici 50% snizeni konverze Calceinu AM, byla vypoctena z ziskanych kiivek zavislosti
odpoveédi na davee.

Cytoxicita slou¢enin byla testovana na panelu bunéénych linii rizného histogenetického a
druhového puvodu. Jak je uvedeno v tab. 7, ICso para-topolinovych derivati prekrocila obvykle
maximalni testovanou koncentraci, coz znamend, Ze sloucCeniny by mohly byt aplikovany v
koncentracich vyvolavajicich poZzadovany ucinek bez negativnich vedlejSich ucinki. Para-topolin
mesylat nebyl viibec cytotoxicky, kdezto para-topolin byl toxicky pro buriky chronické myeloidni
leukémie K562,
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Tabulka 7. Cytotoxicka aktivita para-topolini vyjadfena jako hodnoty ICsp ve 3-dennim testu
Calcein-AM. Prezentované hodnoty jsou pruméry alespon 3 nezavislych experimentu, kde
jednotlivé replikaty spadaji do intervalu 20 % kolem priméru.

CEM | HL60 | K562 [RPMI 8226] HOS | MCF7 | G361 |HELA
ara-topolin >167 | >167 | 140 >167 >167 >167 >167 | >167

ara-topolin mesylat | >167 | >167 | >167 >167 >167 >167 >167 | >167

Priklad 14: Cytotoxicka aktivita in vitro na normalnich fibroblastech (metabolizace MTT)

Test MTT (metabolicka tetrazoliova toxicita) je standardni kolorimetricky test pro hodnoceni
cytotoxicity. Mitochondnialni dehydrogenazova aktivita prevadi zlutou MTT na fialovy formazan,
ktery se méfi pomoci spektrometrie. Lidské diploidni fibroblasty BJ (pasaz 18 az 22) byly
naockovany na 96-jamkovou desticku (5 000 bun¢€k na jamku). Po 6 hodinach, kultiva¢ni médium
(DMEM s 5 g/l glukézy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 mg/ml streptomycinu, 10%
fetalniho teleciho séra a hydrogenuhliCitanu sodného) bylo nahrazeno kultivacnim médiem
obsahujicim testované slouceniny v koncentra¢nim rozmezi 0 az 200 pM. Nejvyssi koncentrace
byla upravena, pokud rozpustnost slouc¢eniny byla omezujici. Kazda koncentrace byla testovana
pentaplikatem. MTT byl pridan k burikdim po 72 hodinach inkubace (kone¢na koncentrace 0,5
mg/ml) a inkubace pokracovala dalsi 3 hodiny. MTT byl solubilizovan pomoci DMSO a byla
meéfena absorbance pii 570 nm. Inhibice ristu (GI) byla vypoctena pomoci nasledujici rovnice: GI
= (prumg¢r jamek oSetfenych 1écivem - primér jamek Apiank/ prameér Axontrolnich jamek - Prumer Apiank)
x 100 %. Hodnota Gl,o, koncentrace 1é¢iva zpiisobujici 20% pokles aktivity mitochondrialni
dehydrogenazy, byla vypoctena ze ziskanych krivek zavislosti odpovédi na davce. Jak je uvedeno
v tab. 8, Gl para-topolini prekrocilo vétSinou maximalni testovanou koncentraci, coz naznacuje,
z¢ slouceniny by mohly byt aplikovany v koncentracich vyvolavajicich pozadovany ucinek bez
negativnich vedlejSich ucinki. Na druhé stran¢ mnoho dalSich pfirodnich isoprenoidnich
cytokininovych bazi a ribosidu vykazovalo vysokou cytotoxicitu

Tabulka 8. Cytotoxicita pro lidské diploidni fibroblasty (Glz, uM)

Sloucenina BJ

6-(4-hydroxybenzylamino)purin (para-topolin) 138
6-(4-hydroxybenzylamino)purin mesylat para-| >167
topolin mesylat

6-(benzylamino)purin ribosid 1,7
6-furfurylaminopurin (kinetin) >167
6-furfurylaminopurin ribosid (Kinetin ribosid) 2.1

Priklad 15: Amesuv test

Para-topolin a para-topolin mesylat byly testovany na mutagenitu bakterialnim testem reverznich
mutaci. Provedeni testu bylo zaloZzeno na metodé EU B.13/14 Mutagenicity — Reverse mutation
test using bacteria, ktera je analogem metodiky OECD Test Guideline No. 471. Byly pouzity ¢tyfi
indikatory kmene Salmonella typhimurium TA 98, TA 100, TA 1535, TA 1537 a také byl pouzit
jeden kmen Escherichia coli WP2 uvrA. Zkousené latky byly rozpustény v dimethylsulfoxidu
(DMSO) abyly testovany v davkach 10 az 1000 pg na jednu desku, ktera byla aplikovana na plotny
v objemu 0,1 ml. Experimenty byly provadény s metabolickou aktivaci se supernatantem z krysich
jater a smési kofaktorii stejné jako bez metabolické aktivace. Pracovni postup byl proveden podle
dokumenti Metody B. 13 / 14, Mutagenicity — Reverse mutation test using bacteria, Council
Regulation (EC) No0.440/2008. Published in O. J. L 142, 2008 a podle metodiky OECD Test
Guideline 471, Bacterial Reverse Mutation Test. Adopted July 21, 1997. Pii testovani v usporadani
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uvedeném vyse se testované latky projevily jako nemutagenni pro vS§echny pouzité testovaci kmeny
s metabolickou aktivaci stejn¢ jako bez metabolické aktivace.

Priklad 16: Biologicka dostupnost para-topolinu a para-topolin mesylatu po intraduodenalnim a
intravendznim podani samcum potkanu

Priprava davkovacich roztokii pro studii in-vivo: Para-topolin a para-topolin mesylat byly
skladovany pfi pokojové teploté v susamé a chranény pred svétlem. Davkovaci roztoky byly
pfipraveny Cerstvé z praski v den davkovani. Davkovaci roztok pro intravenézni podavani (IV)
byl pfipraven v koncentraci 1 mg/ml v 50:50 DMSO : solny roztok (slaninka). Davkovaci roztoky
pro intraduodenalni podavani (ID) byly pfipraveny v koncentraci 2 mg/ml v 0,2% roztoku
karboxymethylcelulozy sodné (NaCMC) ve vodé.

Davkovani zviratiim: Farmakokinetika para-topolinii byla hodnocena u samcu krys Sprague-
Dawley na lacno. Kazdé zvife bylo opatfeno kanylou jugulami zily (JVC) pro odbér krve. Zvirata
uréena pro intravenozni davkovani byla vybavena dal§im JVC pro podavani davky. Zvirata urCena
pro intraduodenalni davkovani byla pro podavani davky vybavena intraduodenalni kanylou (IDC).

Chirurgicky modifikovana zvifata byla umisténa po jedné do klece. VSechna zvirata byla pred
zahajenim studie zasobena komerénim krmivem pro hlodavce (LabDiet, Certified Rodent Diet #
5002) ad libitum. Krmivo bylo potom zvifatim zadrZzeno po dobu nejméné dvanacti hodin pred
studii a béhem studie, az do osmi hodin po davce, kdyZz bylo jidlo vraceno. Voda byla pfivadéna
ad libitum. Intraduodenalni davkovaci roztoky byly podavany jako jedna bolusova davka v Case
nula v den podani. Intravenozni davky byly podavany jako pomala injekce IV po dobu piiblizné 1
minuty. Casy odbéru krve zagaly na konci infuze. Byly odebrany vzorky krve. Navrh studie je
uveden v tab. 9.

Tabulka 9. Srovnavaci farmakokineticka studie para-topolinu a para-topolin mesylatu u potkant

OsSetfena | Testovana | Zpisob | Davka Davk. Davk. | Vehiculum Odbéry
skupina | sloucenina | podani | (ml/kg) konc. objem krve —
roztoku | (ml/kg) Casové
(ml/kg) body
1. para- ID 20 10 2 0,2% 0, 15,30
topolin NaCMCv | min, 1, 2, 3,
H,O 4,6,8,24h
2. para- ID 20 10 2 0,2% 0, 15,30
topolin NaCMCv | min, 1, 2, 3,
mesylat H,O 4,6,8.24h
3. para- v 1 1 1 50% 0,5,15,30
topolin DMSO ve | min, 1, 2, 3,
slanince 4,6,8 24h
4, para- v 1 1 1 50% 0,5,15,30
topolin DMSO ve | min, 1, 2, 3,
mesylat slanince 4,6,8 24h

Kazdy vzorek krve byl odebran z krys pomoci kanyly jugulami Zzily a umistén do chlazenych
polypropylenovych zkumavek obsahujicich heparin sodny jako antikoagulacni Cinidlo. Vzorky
byly odstredény pfi teploté 4 °C a pii rychlosti 13 000 ot/min po dobu 5 minut. Vzorky byly béhem
zpracovani udrzovany chlazené. Kazdy vzorek plazmy byl rozdélen do dvou alikvoti. Prvni alikvot
obsahoval 50 ul plazmy. Veskery zbyvajici objem plazmy byl pouzit pro druhy alikvot. Vzorky
pak byly umistény na suchy led a ulozeny v mrazni¢ce nastavené pro udrzovani -60 °C az -80 °C.
Celkova koncentrace para-topolinu ve vzorcich plazmy byla analyzovana pomoci LC-MS/MS po
inkubaci pres noc se smési enzymu glukuronidaza/arylsulfataza. Farmakokinetické parametry byly
vypoéteny pomoci softwaru WinNonlin.
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Analyza vzorkii plazmy: Byla vyvinuta analyticka metoda LC-MS/MS pro stanoveni para-topolinu
v plazm¢ potkanu (metoda publikovana Novakem et al., Phytochemistry, 69, 2008: 2214-2224).
Pred analyzou vzorku byla analyzovana standardni kiivka pro stanoveni specificity, rozsahu a
linearity metody. Celkovy para-topolin ve vzorcich plazmy byl stanoven pfedbéznym osetfenim
vSech vzorka enzymy pB-glukuronidazy/arylsulfatazy a inkubaci pfed analyzou. Inkubace s
enzymatickou smési dekonjugovala jakykoli glukuronidovy nebo sulfatovy metabolit para—
topolinu zpét do puvodni formy.

Kritéria prijatelnosti pro analyzu LC-MS/MS: Jedna standardni kfivka byla vloZena do kazdého
analytického pokusu. Aby béh prob¢hl adekvatng, musi byt presnost minimalné 5 z 8 standardu s
pfesnosti + 20 %, s vyjimkou LLOQ, kde je pfijatelna £+ 25 %.

Farmakokineticka analyza: Jednotlivé plazmatické koncentrace v zavislosti na ¢ase pro para-
topolin byly podrobeny nekompartmentalni analyze s pouzitim farmakokinetického programu
WinNonlin v. 4.1. Plazmatickym koncentracim pod limitem kvantifikace (10 ng/ml) byla pfifazena
hodnota nula pouze pro PK analyzu.

Vysledky: Praméma plazmaticka koncentrace a profily PK para-topolinu ve srovnani s para—
topolin mesylatem se po davkovani ID vyrazné hSily. Priméma maximalni plazmaticka
koncentrace (Cmax) z para-topolin mesylatu byla 4,2-krat vysSSi ve srovnani s maximalni
plazmatickou koncentraci para-topolinu, 6526 + 897 ng/ml a 1312 + 765 ng/ml. Jiz do 15 minut
po ID davce para-topolin mesylatu byla pozorovana maximalni plazmaticka koncentrace (Cmax)
para-topolinu, zatimco Cmax para-topolinu byla pozorovana 2 hodiny po davce para-topolinu
podavaného ve form¢ volné baze (tab. 9). Biologicka dostupnost para-topolinu z mesylatoveé soli
para-topolinu byla 53 + 12 % ve srovnani s 13 + 4,1 % pro para-topolin (tab. 10).

Tabulka 10. Farmakokinetické parametery po intraduodenalni aplikaci 20 mg/kg odpovidajici
formy (pramér + SD, n = 3).

PK parametr para-topolin para-topolin mesylat
Cuax(ng/ml) 1312 + 765 6526 + 897

Tmax (h) 2,1 +0 0,82 + 0,9
AUCus (h - kg - ng/ml/mg) 408 £ 111 1157 £ 342
Biodostupnost (%) 13+4.1 53+ 12

Priklad 17: Pripravky

Kosmetické pripravky obvykle obsahuji 0,1 az 99 % z hmotnosti, obzvlasté 0,1 az 95 % hmotn.,
smési ucinnych latek obsahujici para-topolin mesylat podle tohoto vynalezu, 1 az 99,9 % hmotn.
pevné nebo kapalné pfipravky, a od 0 do 25 % hmotn., obzvlasté 0,1 az 25 % hmotn., povrchové
aktivniho cinidla. Zatimco komer¢ni produkty jsou obvykle formulovany jako koncentraty,
kone¢ny uzivatel bude normalné pouzivat zfedéné formulace. Tyto prostfedky mohou také
obsahovat dalsi pfisady, jako jsou stabilizatory, napfiklad rostlinné oleje nebo epoxidované
rostlinné oleje (epoxidovany kokosovy, fepkovy olej nebo sojovy olej), ¢inidla proti pénéni,
napiiklad silikonovy olej, konzervacni latky, regulatory viskozity, pojidla, latky zpusobujici
lepivost a také hnojiva nebo jiné aktivni slozky. Vyhodné formulace maji zejména nasledujici
sloZeni: (% = hmotnostni procenta):

Emulgované koncentraty a) b) c) d)
aktivni slozka 5% 10 % 25 % 50 %
dodecylbenzensulfonan vapenaty 6 % 8 % 6 % 8 %
polyoxyethylovany ricinovy olej (polyglykolether 4 % - 4% 4%
ricinového oleje)

oktylfenolpolyglykolether (7 az 8 mol ethylenoxid) - 2% - 2%
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cyklohexanon - - 10 % 20 %
smés aromatickych uhlovodiku C9-C12 83 % 82 % 53 % 18 %

Emulze o vyZadované finalni koncentraci mohou byt ziskany z takového koncentratu zfedénim
vodou.

Roztoky a) b) c) d)
aktivni slozka 5% 10 % 50 % 90 %
1-methoxy-3-(3-methoxy-propoxy)propan - 20 % 20 % -
polyethylenglykol MW 400 20 % 10 % - -
oktylfenolpolyglykolether (7 az 8 mol ethylenoxid) - - 30 % 10 %
sm¢s aromatickych uhlovodikia 75 % 60 % - -

Roztoky jsou vhodné k aplikaci ve form¢ mikrokapének.

Smacivé prasky a) b) c) d)
aktivni slozka 5% 25 % 50 % 80 %
ligninsulfonan sodny 4% - 3% -
laurylsulfat sodny 2% 3% - 4%
diisobutylnaftalensulfonat sodny - 6 % 5% 6 %
oktylfenolpolyglykolether (7 az 8 mol ethylenoxid) - 1 % 2% -
vysoce disperzni kyselina kfemicita 1 % 3% 5% 10 %
kaolin 87 % 61 % 37 % -

Aktivni slozka je dikkladné promisena s pomocnymi latkami a smés je dukladné rozemleta ve
vhodném mlynu. Suspenzi libovolné koncentrace je mozné ziskat smisenim vzniklého prachu s
vodou.

Suspenzni koncentrat a) b) c) d)
aktivni slozka 3% 10 % 25 % 50 %
ethylenglykol 5% 5% 5% 5%
nonylfenolpolyglykolether (15 mol etylenoxid) - 1 % 2% -
lignosulfonat sodny 3% 3% 4% 5%
karboxymethylcelul6za 1 % 1% 1% 1%
37% vodny roztok formaldehydu 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 %
emulze silikonového oleje 0,8 % 0,8 % 0,8 % 0,8 %
voda 85 % 78 % 64 % 38 %

Jemn¢ rozemleta aktivni slozka je smichana s pomocnymi latkami. Vznikly suspenzni koncentrat
umoziuje pfipravu suspenze o pozadované koncentraci zfedénim vodou.

Suché kapsle

5000 Tobolek, z nichz kazda obsahuje 0,25 g para-topolin mesylatu, se pfipravi nasledujicim
zpusobem:

Slozeni: 1éCiva latka: 1250 g; talek 180 g; pSenicny Skrob: 120 g; stearat hofecnaty: 80 g; laktdza
20 g.

Postup pripravy: Rozetfené latky jsou tlaceny pres sito s velikosti ok 0,6 mm. Davka 0,33 g smési
Jje prenesena do Zelatinové tobolky pomoci stroje na plnéni tobolek.

Mekké tobolky
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5000 mekkych Zzelatinovych tobolek, z nichz kazda obsahuje 0,05 g para-topolin mesylatu jako
ucinnou latku, se pfipravi nasledujicim zpusobem:

Slozeni: 250 g U¢inna latka + 21 g Lauroglycol

Postup pfipravy: Praskova aktivni sloZka je suspendovana v Lauroglykol® (propylenglykollaurat,
Gattefossé SA, Saint Priest, Francie) a rozetfena ve vlhkém pulverizatoru na velikost Castic asi 1
az 3 mm. Davka o velikosti 0,419 g smési je potom prenesena do meékkych Zelatinovych tobolek
pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

Mekké tobolky

5000 mekkych Zelatinovych tobolek, z nichz kazda obsahuje 0,05 g para-topolin mesylatu jako
ucinnou latku, se pfipravi nasledujicim zpusobem:

Slozeni: 250 g ucinné slozky v 1 1 PEG 400, 1 litr Tween 80.

Postup pripravy: Praskova aktivni slozka je suspendovana v PEG 400 (polyethylenglykol o mh
mezi 380 a 420, Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a Tween 80 (polyoxyethylensorbitanmonolaurat,
Atlas Chem Inc., Inc.,, USA. dodava Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a rozetfena ve vlhkém
pulverizatoru na velikost ¢astic asi 1 az 3 mm. Davka o velikosti 0,43 g smési je potom pfenesena
do meékkych zZelatinovych tobolek pomoci pristroje na plnéni tobolek.

Priklad 18. Gelovy pripravek

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

Latka Obsah
para-topolin mesylat 10g
butylhydroxytoluenum 02¢g
butylparaben 02g
diethylenglykolmonoethylether 10,0 g
silica colloidalis anhydrica 50g
propylenglykollaurat 83,6 ¢

Gel této konzistence mize byt navic modifikovan pfidanim oxidu kfemicitého, silica colloidalis
anhydrica. Také se opét predpoklada, Ze transdermalni systém Transcutol P/Lauroglycol FCC zvysi
ucinnost mesylatové soli para-topolinu. Oxid kfemiéity colloidalis anhydrica pravdépodobné
zpomali penetraci ucinné latky.

Priklad 19: Postup pfipravy kozni masti

Slozky masti jsou uvedeny v gramech na 200 g:

Latka Obsah
para-topolin mesylat 20g
butylhydroxytoluenum 04¢g
butylparaben 04¢g
diethylenglykolmonoethylether 200 ¢g
glyceroldibehenat 440 ¢
propylenglycollaurat 1322¢g

Doporuceny postup
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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 nadobé. Proces rozpousténi muize 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
Lauroglykolu FCC pfi teploté piiblizné 70 °C, v dalsi samostatné sklenéné nebo nerezové nadobé.
Ciry olejovity roztok se zahfiva na teplotu pfiblizné 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 priblizné€ 15 g porce a plni se do
predem pfipravenych plastovych nadob.

Priklad 20: Formulace pfipravku pro lokalni aplikaci na kuzi

Prostredek pro mistni aplikaci na kizi obsahuje nasledujici slozky podle hmotn. %:

Aktivni slozka: para-topolin mesylat 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 g.s. na 77,9 %

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

1. 6-(4-hydroxybenzylamino)purinium mesylat.

2. Krystalicka forma 6-(4-hydroxybenzylamino)purinium mesylatu, vyznacena tim, Zze ma
charaktenistické reflexe ve spektru rentgenové praskové difrakce méfené zarenim CuKa: 9,0; 9,2;
17,0; 17,9; 18,1, 22,3, 22,4, 24,1, 26,4 = 0,2° 2-theta.

3. Krystalicka forma podle naroku 2, vyznadena tim, Ze ma dalsi charakteristické reflexe ve
spektru rentgenové praskové difrakce mérené zafenim CuKa: 13,6; 15,6; 16,3; 16,7; 19.8; 25,7,
27,2 £ 0,2° 2-theta.

4. 6-(4-hydroxybenzylamino)purinium mesylat podle kteréhokoliv z naroki 1 az 3 pro pouZiti
jako lécivo.

5. 6-(4-hydroxybenzylamino)purinium mesylat podle kteréhokoliv z naroku 1 az 3 pro pouziti
pii 1é€bé nebo zlepseni chorob ¢i stavu kuze, neurodegenerativnich chorob, nebo pro potlaceni
imunostimulace nebo zanétu.

6. 6-(4-hydroxybenzylamino)purinium mesylat podle kter¢hokoliv z naroku 1 az 3 pro pouziti
pii prevenci a l€€bé chorob a stavi vybranych z rakoviny kuze, psoriazy, fibroznich poruch, jako
je sklerodermie, onemocnéni §tépu proti hostiteli tzn. GVHD, hypertrofickych jizev, nefrogenni
systémové fibrozy tzn. NSF, alergického ekzému, toxického ekzému, atopické dermatitidy, lichen
planus, hyperpigmentace a 1¢zi herpes simplex, ichtyézy, papilomu, Bowenovy choroby,
seboroické keratozy, aktinické keratdzy, bazalnich a skvamoéznich bunéénych karcinomd, artritidy,
rejekce transplantatu, bolesti, akné, erytému a zarudnuti.

7. Pouziti 6-(4-hydroxybenzylamino)purinium mesylatu podle kteréhokoliv z naroku 1 az 3 jako
kosmeticky ucinn¢ latky.

8. Pouziti podle naroku 7, které¢ zahmuje omlazeni bun¢k a tkani; zlepSeni celkového vzhledu a
stavu kuze; zlepSeni stavu akné a/nebo erytému; snizeni zarudnuti; snizeni poctu a/nebo hloubky
vrasek, linek; zlepSeni stavu vybraného z ochablé kiize, zmény barvy, vyskytu stafeckych skvm,
kozovitych a/nebo zazloutlych oblasti pokozky; zlepSeni kosmetického vzhledu pokozky.

9. Pouziti 6-(4-hydroxybenzylamino)purinium mesylatu podle kteréhokoliv z naroku 1 az 3 in
vitro pro omlazeni bun¢k a tkani, stimulaci bunécné proliferace, morfogeneze a/nebo diferenciace,
inhibici bunééného stamuti a stamuti tkani.

10. Kosmeticka a/nebo farmaceutickd kompozice, vyznalena tim, Ze obsahuje 6-(4-
hydroxybenzylamino)purinium mesylat podle kteréhokoliv z naroku 1 az 3 a alesponl jeden

kosmeticky a/nebo farmaceuticky piijatelny nosic.

4 vykresy
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Obr. 3
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