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Substituované 6-anilinopurinové derivéty jako inhibitory cytokinin oxidasy a pfipravky

obsahwici tyto slouéeniny

Oblast techniky

Vynalez se tyka substituovanych 6-anilinopurinovych derivatd, jejich pouZiti jako

inhibitord eytokinin oxidasy a pfipravkii obsahujicich tyto slouceniny.

Dosavadni stav techniky

V poslednich letech jsou 6-substituované aminopuriny povaZoviny za latky se
znaénym biochemickym vyznamem. Nekteré latky tohoto typu stimuluji rist rostlin a jsou
fazeny do skupiny ristovych reguldtord ozna¢ovanych cytokininy (Letham, Ann. Rev. Plant.
Physiol. 18, 349, 1967). Prvni objevenou molekulou s ¢ytokininovou aktivitou je kinetin (NS
furfuryladenin), ktery byl pivodné izolovan z autokldvované DNA spermatu sledé (Miller et
al. 1955, J. Am. Chem. Soc. 77:1392). Cytokininy blizce pfibuzné kinetinu také tvofi
modifikované baze RNA (Skoog et al., Science 154:1354, 1966). V tRNA pro serin a tyrosin
kvasinek, rostlin a Zivo&icht sousedi cytokininy p#imo s antikodonem. Nékteré N°-
substituované adenosiny s cytokinovou aktivitou inhibuji rist savéich bunécnych kultur
(Grace et al., Proc.Am.Assoc.Cancer Res. 8:23, 1967).

Cytokininy jsou vyznamné rostlinné hormony regulujici mnoho aspektd vyvoje
rostlin.  Soudasné studie na transgennich rostlindch s pozménénym  cytokininovym
metabolismem nebo signalingem odhalily zajimavé dusledky cytokininové deficience, ¢i
narudeni percepee cytokinind (Werner et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:10487, 2001,
Werner et al, Plant Cell 15:2532, 2003; Riefler et al., Plant Cell 18:40, 2006). Modulace
hladiny cytokininl jejich exogenni aplikaci nebo genetickou regulaci endogennich hladin
pomoci cytokinin oxidasy/dehydrogenasy (CKX, EC 1.5.99.12). klicového enzymu
degradace cytokinini, jiz ukdzaly své potencidlni vyuziti v zemeédélstvi. Exogenni aplikace
cytokininl vedla napifklad ke zkrdceni obdobi pedchdzejicimu dobé kveteni u rajéete
(Sawhney and Shukla, Am J Bot §1:1640, 1994), ncbo k reverzi saméi sterility u je¢mene
(Ahokas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:7605, 1992). Specificka exprese CKX v prasniku a
pylu kukufice byla prezentovdna jako G¢inny néstroj k navozeni saméi sterility pro produker

hybridi u tradiéné nesnadno hybridizovatelnych plodin (Huang et al., 2003). Souasnd prace
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také pfinesla poznatky o teasti CKX na regulaci produkee zm u ryze (Ashikari et al., Science

306741, 2005).

V soudasné dobé jsme objevili nové generace CKX inhibitord zaloZené na 2-
substituovanych 6-anilinopurinech. Mezi nejslibngjsi substituenty, ve smyslu pipravy
specifickych CXX inhibitord, patfi 2-chlor, 2-fluor and 2-amino skupiny.

Picdmétem tohoto vyndlezu jsou cytokininova analoga majici vylepSenou selektivitu
a index Ginnesti inhibice cytokinin oxidasy, tzn. jsou méné toxické, avak Gcinnéjsi, nez

diive znémd analoga.

Podstata vvnalezu

Predmétem vynalezu jsou substituované 6-anilinopurinové derivdty obecného vzorce
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a jejich farmaceuticky vyuZitelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem &i aminy
ve formé racematd nebo opticky aktivnich isomer, jakoz i jejich adi¢nich soli s kyschnami,

ve kterych

R znamena | a% 5 substituentdl nezavisle vybranych ze skupiny zahmujici vodik, halogen,
hydroxyl, amino, alkyloxy a alkylovou skupinu,

R2 je vybrano ze skupiny zahrnujict amino, halogen, nitro, thio, alkylthio a alkylovou
skupinu,

pro pouZiti jako inhibitory cytokinin oxidasy.

Vyse uvedené dosud nevymezené generické skupiny maji vyznamy uvedené
v nasledujici legendg, pritemz

amino znamend skupinu —NHj,

PR
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halogen znamend atom halogenu vybrany ze skupiny zahrnujici atom fluory, atom bromu,

atom chloru a atom jodu,

nitre znamend skupinu  -NOj,

thio znamend skupinu —SH,

alkyl znamen4 pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 az 6 uhlikovych
atomd,

hydroxy znamena skupinu —OH,

alkyloxy znameni skupinu -OR, ve které R je alkyl, pficem? uvedené genericke
substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich
skupin uvedenymi v této legendg,

alkylthio znamena skupinu  -SR, ve které R je alkyl, pfitemz uvedené genericke
substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich

skupin uvedenymi v této legendé.

Vyhodnymi sloudeninami podle vyndlezu jsou substituované 6-anilinopurinové
derivaty obecného vzorce 1 ze skupiny zahrnujici: 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro,
thio, methylthio, methyl)-6-anilinopurin, 2-(chlero, {luoro, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methyl)-6-(2-chloroanilino)purin, 2-(chloro, flucro, bromo, amine, nitro, thio,
methylthio, methyl)-6-(3-chloroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,
mathylthio, methyl)-6-(4-chloroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methyl)-6-(2-fluoroaniline)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methyl)-6-(3-fluoroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methyl)-6-(4-fluoroanilino)purin, 2-( chloro, tluoro, bromo, amine, nitro, thio,
methylthio)-6-(2-bromoanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methyl)-6-(3-bromoaniline)purin, 2-(chloro, fluore, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methyl)-6-(4-bromeanilino)purin, 2-(chloro, fluore, bromo, amino, nitre, thio,
methylthio, methyl)-6-(2-methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methyl)-6-(3-methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methyD)-6-(4-methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitre. thio,
methylthio, methyl)-6-(2-ethoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methy])-6-(3-ethoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bremo, amino, nitre, thio,
methylthio, methyl)-6-(4-cthoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bremo, amino, nitro, thio,

methylthio, methyl}-6-(2-aminoaniline)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,
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methylthio, methyl)-6-(3-aminoanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,

methylthio, methyl)-6-(4-aminoantlino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,

methylthio, methyl)-6-(2-methylanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,

methylthio, methyl)-6-(3-methylanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, breme, amino, nitro, thio,

methylthio, methyl)-6-(4-methylanilino)purin, 2-(chloro, fluore, bromo, amino, nitro, thio,

-(

t

methylthio, methyl)-6-(2-hydroxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,

methylthio, methyl}-6-(3-hydroxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,
{

methylthio, methy!)-6-(4-hydroxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,

methylthio, methyl)-

6-(2 3-difluoroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,

6
methylthio, methyl)-6-(2, 4-difluoroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,

methylthio, methyl)-6-(2,34-trifluoroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amiro, nitro,

thio, methylthio, methyl)-6-(2,4,5-rifluoroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino,

nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2,3-dichloroanilino)purin, 2-{chloro, fluoro, bromo,

amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2,4-dichloroanilino)purin,2-(chlore, fluore, bromo,
amino, nitro, thio, methylthio, methyl, ethyl)-6-(2,4-dimethoxyanilino)purin, 2-(chloro,
fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2,3-dimethoxyaniline)purin, 2-
(chloro, fluoro, bromo,  amino, nitro, thio, methylthio, methyl, ethyl)-6-(3.4-
dimethoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-

(2,5-dimethoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amine, nitro, thio, methylthio, methyl,

cthy])-6-(3,4.5-trimethoxyanilino)purin, 2-(amino, chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,

methylthio, methyl, ethyl)-6-(2.4,6-trimethoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino,
nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2,3-dimethylanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo,
amino, nitro, thio, methylthio, methyl, ethyl}-6-(2,4-dimethylanilino)purin, 2-(chloro, {luoro,
bromo, amin, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(3,4-dimethylanilino)purin, 2-(chloro,
fluoro, bromo, amine, nitro, thio, methylthio, methyl, ethyl)-6-(3,5-dimethylanilino)purin, 2-
(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl, ethyl)-6-(2,3-
dihydroxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-
(2.4-dihydroxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, —methylthio,
methyl)-6-(2,5-dihydroxyanilino)purin, 2-(amino, chlore, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methyl)-6-(3,3-dihydroxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, mitro,
thio, methylthio, methyl)-6-(3-hydroxy-2-methylanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo,
amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(3-hydroxy-4-methylanilinojpurin, 2-(chloro,

fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2-hydroxy-5-methylanilino)purin,
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2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(3-hydroxy-2-

methoxyanilino)purin, 2-(choro, flucro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(3-
hydroxy-4-methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio,
methyl)-6-(2-hydroxy-3-methoxyanilino)purin, 2-(chloro, flucro, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methyl)-6-(2-hydroxy-5-methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluore, brome, amino,
nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyanilino)purin, 2-(amino,
chloro, fluoro, hydroxy, thio, methylthio, methyl)-6-(2-chloro-4-methoxyanilinojpurin, 2-
(amino, chloro, fluoro, bromo, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2-chloro-5-
methoxyanilino)purin, 2-{amino, chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio,
methyl)-6-(2-chloro-3-methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluero, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methy!)-6-(2-bromo-3-methoxyanilino}purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino,
nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2-methoxy-3-chloroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro,

bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2-methoxy-4-chloroanilino)purin,

ajejich soli s alkalickymi kovy, amoniakem &i aminy

ve formé racematii nebo opticky aktivnich isomerd, jakoZ 1 jejich adi¢nich soli s kyselinami,
pro pouZiti jako inhibitory cytokinin oxidasy.

Mimofadné vyhodnymi slouteninami podle vynilezu jsou substiluované 6-

anilinopurinové derivaty zahrnujici:

2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(3-methoxyanilino)purin,
2-(chloro, fluoro, bromo,  amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2-hydroxy-3-
methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitre, thio, methylthio, methyl)-6-(2-
chloro-3-methoxyariline)purin, 2-(chloro, fluore, bromo, amino, nitro, thio, methylthio,
methyl)-6-(2-bromo-3-methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,

methylthio, methyl)-6-(4-hydroxyanilino)purin,

a jejich soli s alkalickymi kovy, amoniakem &i aminy

ve formé racematfi nebo opticky aktivnich isomert, jako? i jcjich adi¢nich solf s kyselinami,

pro pouZiti jako inhibitory cytokinin oxidasy.

en®
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Vyndlez rovné? zahmuje farmaceutické, kosmetické a rlstove-regulatni pfipravky
obsahujici alesperi jednu sloueninu obecného vzorce [ & sil takovéto slouceniny
s alkalickym kovem, amoniakem ¢ aminem ve formé racematu nebo opticky aktivniho

isomeru, nebo jeho adi¢ni soli s kyselinou, véetné pomocnych latek.

Predmétem vyndlezu je rovnéZ pouZitt substituovaného 6-anilinopurinovcho derivitu
obecného vzorce I nebo jejich soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy ve formé
racematdi nebo opticky aktivnich isomer, jakoZ i jejich adicnich solf s kyselinami pro

pFipravu pfipravku pro pouZiti pro inhibict cytokinin oxidasy.

Pedmétem vynalezu je rovnéZ pouZiti substituovanych 6-anilinopurinovych derivati
obecného vzorce [ jako inhibitord cytokinin oxidasy, zejména pro zvyseni vynosu a kvality

zemédélskych produkti.

Predmétem vyndlezu je rovnéz pouZiti substituovanych 6-anilinopurinovych derivati
obecného vzorce 1 jako inhibitorl cytokinin oxidasy v tkafiovych kulturach ke stimulaci

proliferace a morfogeneze.

Predmétem vyndlezu je rovnd2 pouziti substituovanych 6-anilinopurinovych derivati
obecného vzoree | jako inhibitorG cytokinin oxidasy pro zpomaleni senescence bunck rostlin,

zivodichil, mikroorganismu, kvasinek a hub.

Pfedmétem vynélezu je rovndZ powZiti substituovanych 6-anilinoputinovych derivata
obecného vzorce [ jako inhibitord cytokinin oxidasy pro zpomaleni senescence savéich

pokozkavych bun&k, naptiklad fibroblastd a keratinocytd.

Piedmétem vynalezu je rovnéZ pouziti substituovanych G-anilinopurinovych derivati
obecného vzorce | pro vyrobu piipravkii pouzivanych ke klonovani rostlinnych i saveich

zarode¢nych bungk a embryi, s vyhodou oocyta.
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Predmétem vyndlezu je konefné pouziti substituovanych 6-anilinopurinovych

derivata obecného vzorce [ jako inhibitord cytokinin oxidasy na potlatenf imunostimulace

naptiklad arthritis nebo pii supresi rejekce transplantovanych orgdnd u saveu.

Pfedmétem vynalezu je koneéné pouZiti substituované 6-amilinopurinové derivaty
obecného vzorce 1 jako inhibitorli cytokinin oxidasy pfi produkci uZitkovych rostlin,
s vvhodou u obilovin (pSenice, jedmen, ryZe, kukufice, Zito, oves, Cirok a dalsi druhy), fep
(cukrovd a krmnd fepa); malvic, peckovic a bobulovin (jablka, hrusky, Svestky, broskve,
mandle, jahody, maliny a ostruziny); vikvovitych rostlin (bob, ¢ocka, hrich, soja); olejnin
(fepka, hoftice, mak, olivy, sluneénice, kokos, Ricinus, kakaovy bob, podzemnice olejna);
lilkovitych rostlin (dynd, okurky, melouny); pfadnych rostlin (bavlna, len, konopi, juta);
citrust (pomerande, citrony, grapefruity, mandarinky); zeleniny (Spendt, skofice, kafr) nebo
rostlin jakymi jsou tabak, ofeddk, baklazan, cukrova (ftina, ¢ajovnik, réva vinnd, chmel,
bandny a pfirodni kaudukovnikové a Lé¢ivé rostliny stejné tak jako okrasné rostliny. Plodiny
zahrnujf ty, které poskytuji toleranci vigi tfidam ristovych faktorl konvencnim kfiZzenim
nebo metodami genetického inZenyrstvi, Plevely, jejichZ rist mize byt kontrolovan zahrnuji
jak jednodglozné tak dvoudglozné druhy, napfiklad Stellaria, Nasturtium, Agrostis, Digitaria,
Avena, Setaria, Sinapis, Lolium, Solanum, Echinochloa, Scirpus, Moenochoria, Sagittaria,
Bromus, Alopecurus, Sorghum halepense, Rottboellia, Cyperus, Abutilon, Sida, Xanbthium,

Amaranthus, Chenopodium, Ipomoena, Chrysanthemum, Galium, Viola and Veronica.

Sloudeniny obeeného vzorce I jsou pouziviny v nemodifikované forme, nebo s vyhodou
spolezné s pomocnymi latkami bézné vyuzivanymi v pfipraveich. Jsou piednostng pouZivany
koncentraty aktivnich latek a dile také suspenze nebo disperze, obzv[asté izotonické vodné
roztoky, suspenze a disperze, fedéné emulze, rozpustné prasky, prach, granuldty, krémy,
gely, olcjové suspenze a rovniZ enkapsulované produkty, napi polymerni substance. Ve
vztahu ktypu plipravku je urcena i metoda aplikace, napiiklad spejovéni, atomizace,
poprach, tozptyl, ndtér a polévani, kiera je zvolena ve vztahu k pfeduréenému pouZiti a
prevazujicich okolnostech. Pripravky mohou byt sterilizovany anebo obsahuji dali piidavne
latky neutrélni povahy, napfiklad konzervaini pfipravky, stabilizatory, zvih¢ovadla anebo
emulgatory, rozpou$téei ¢inidla, hnojiva, ¢ donory mikrohnojiv nebo daldi pripravky za

Gdelem ziskani specialnich ucink.
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Slou¢enina obecného vzorce I miZe byt smichana s daldimi ristovymi reguldtory za G¢elem

dosaZeni synergickeho o¢inku,

Pfipravky

Pripravky obsahujici slougeniny obecného vzorce I (aktivni latky), a pokud je tieba, jednu
nebo vice pevnych nebo kapalnych pomocnych latek, jsou pfipraveny zndmymi zplsoby.
napitklad smisenim nebo mlictim G&inné latky s pomocnymi latkami, jako jsou napf.
rozpoudtédla nebo pevné nosice. Do pripravki mohou byt pfidaviny povrehove aktivni latky
(surfaktanty).

V zdvislosti na povaze sloudeniny obecného vzoree I, kterd ma byt formulovina, vhodné
povrchové aktivni ltky jsou nelontové, kationtové a/nebo aniontové povrchove aktivni latky

a jcjich smési majici dobré emulzifikani, dispergadni a zvihéovaci vlastnosti.

Piiklady vhodnych aniontovych, neiontovych a kationtovych smécedel jsou shrnuty napriklad

ve WO 97/34485,

Pro phpravu formulaci obsahujicich inhibitory cytokinin oxidasy na bazi
substituovanych 6-anilinopurinovych derivéti jsou podle toho vyndlezu pouzivina smacedla
konvetnd pouZivana pri pripravé technologii pfipravki, kterd jsou popsdna, napf. v
"McCutcheon's Detergents and Emulsifiers Annual” MC Publishing Corp., Ridgewood New
Jersey, 1981, Stache, H., "Tensid- Taschenbuch®, Carl Hanser Verlag, MunichNicnna, 1981
and M. and J. Ash, "Encyclopedia of Surfactants”, Voll-ll, Chemical Publishing Co., New
York, 1980-81.

Formulace pFipravku s inhibitorem cytokinin oxidasy obsahuje vahové od 0,1 do 95% aktivni
latky, pfitemz obsahuji od 5 do 99.9% smési piisad & farmaceutickych nosicl a to

v zavislosti na zplisobech aplikace a obsahuji vahové i od 0,1 do 25% smécedla.

Atkoliv jsou komer¢ni produkty obvyklé pfipravovany ve formé koncentrat, koneény
wivatel upotiebi natedény ptipravek. Kompozice miZe proto obsahovat i dalsi piisady,
jakymi jsou stabilizatory, napf. rostlinné oleje nebo epoxidizované rostlinné oleje

(epoxidizovany palmovy olej 0;1, fepkovy nebo olivovy olej), odpéiovace, napr. silikonovy
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olej, konzervacni piipravky, stabilizatory, zvlhéovadla anebo emulgdtory, viskozitni Cinidla,

pojiva, lepidla, a také hnojiva a dalii aktivai ptisady. S vihodou jsou vyuzivany pripravky

nasledujiciho sloZenf: {% = hmotnostni procento)

Emulgzované koncentraty:

smés aktivni pfisady:
smadedlo:

kapalny nosic:

smés aktivni piisady:

peviy nosic:

Suspenzni koncentraty:

smés aktivni piisady:
voda:

smacedlo;

Smacivé prasky:
smés aktivni pisady:
smadedlo:

pevny nosic:
Granule:

smés aktivni pfisady:

pevny nosit:

1 a2 90 %, s vyhodou 5 a2 20 %
! a2 30 %, s vyhodou 10 az 20 %
5 az 94 %, s vyhodou 70 az 85 %

0,1 aZ 10 %, s vyhodou 0,1 a7.5 %
99,9 az 90 %, s vyhodou 99,9 a7 93 %

5a% 75 %, s vyhodou 10 a7 50 %
94 az 24 %, s vyhodou 88 az 30 %

1 a7 40 %, s vyhodou 2 az 30 %

0,5 a2 90 %, s vyhodou 1 az 80 %
0,5 az 20 %, s vyhodou 1 a7 15 %
5 a7.95 %, s vyhodou 15 az 90 %

0,1 aZ 30 %, s vvhodou 0,1 a2 15 %
99,9 az 70 %, s vyhodou 99,9 az 85 %

Kompozice mohou rovnéZ obsahovat dalsi pHimési, jakymi jsou stabilizatory, napfiklad

vegetativni oleje nebo epoxidizovan¢ vegetativni olcje (epoxidisovany kokosovy olgj,

tepkovy olej nebo sojovy olej), odpéfiovace, napt. silikonovy olej, konzervatni latky,

reguldtory viskozity, pojiva, zahustovadla, a také hnojiva a daisi aktivni latky. Pro pouZiti

slougenin obeeného vzoree 1, nebo kompozic je obsahujicich, pfi ochrané rostlin pied

skodlivym vlivem ristovych reguldtord se pouzivaji rozdilné metody a technologe, kterymi

jsou napfiklad nasledujici:

i) Obalovani osiva
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a) Obalovani osiva sméacivou praskovou formulaci slouceniny obecného vzorce I, a to

michanim v nédobs aZ do stejnorodé distribuce na povrchu semen (suché obalovani). Pfi
takové procedufe je pfiblizné 1 a2 500 g slouéeniny obecného vzorce 1 (4 g a2 2 kg

smacivého prasku) pouzivano na 100 kg osiva.

b) Obalovéni osiva emulzifikovanym koncentratem slou¢eniny obeeného vzorce I'v souladu

s metodou a) (mokré obalovani).

¢) Obalovani osiva cestou mééeni semen po dobu 1 az 72 h v tekutiné obszhujici od 100 do

1000 ppm sloueniny obecného vzorce I, a s vyhodou nésledného usueni semen (imerzni

obalovéni).

Obalovani semen nebo odetfeni kiidicich semen jsou upfednostiiovanou metedou aplikace,

protoZe odetient aktivni ldtkou je uréeno cilovou plodinou. Obecné jsou antidota pouZivana

od 1 do 1000 g, s vyhodou od 5 do 250 g, na 100 kg semen, aviak v zavislosti na metodice,

kterd rovnéZ umozinje ptidan dal3ich aktivnich litek nebo mikroZivin; uréené koncentracni

limity se mohou pohybovat nahoru nebo dold (opakované obalovani).

ii) Aplikace cisternové smési

Kapalna formulace smési riistového reguldtoru a antidota je pouZivana ve vhovém pomeru

jednoho k druhému od 10:1 do 1 :100, rychlost aplikace ristového regulatoru od 0,005 do 5,0

kg na hektar. Takova cisternové aplikace smési se provadi pred anebo po seti,

ii1) Aplikace do semenné brazdy

Slou¢enina obecného vzoree I je zavedena do oteviené brazdy oseté semenem ve formé

emulzifikovaného koncentratu, sméa¢ivého prasku nebo granuli. Jakmile je semenné brzda

zaklopena, je riistovy reguldtor aplikovan cestou obvykle pouZivanou pfi preemergentnim

procest.

iv) Kontrolované uvoliiovani aktivnich latck

Slouteniny obecného vzorce 1 jsou aplikovany vroztoku kminerdlnim granulovanym

nosidim nebo polymerizovanym granulim (mocovina, formaldehyd) a jsou vysuSeny.

V plipadé, 7¢ je to Zidoucl, tak se provadi obalovdni, které umoZiiujc postupné uvolfiovani

latky v méfitelnych mnoZstvich po uréitou specifickou periodu (obalované granule).
Kosmetické kompozice obsahuji od piiblizné 0,05 % (wiw) do 10 % (w/w) aktivni

latky, s vyhodou od 0,1 % (w/w) do 2 % (w/w). Kosmetické kompozice jsou ve formé krému,
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acrosolu, plerové vody, roztokd, naplasti, obkladu, Sampénu, rténky, pasty, krému, tinktury,

spreje, atd.

Masti jsou emulze oleje ve vode, které obsahuji ne vice nez 70%, ale piednostné 20 az
50% vody nebo vodné faze. Tukovou fézi tvofi uhlovodiky, napfiklad vazelina, parafinovy
olej nebo tvrdé parafiny, které pfednostné obsahuji vhodné hydroxyslouceniny jako mastné
alkoholy a jejich estery, napfiklad cetyl alkohol, nebo alkoholy Ianolinu, s vyhodou lanolin
pro zlepseni kapacity pro vazéni vody. Emulgdtory jsou odpovidajici lipofilni sloueniny
jako sorbitanové estery mastnych kysclin {Spany), s vyhodou sorbitan oledt ncho sorbitan
isosteardt, Aditiva k vodné fazi jsou napiiklad smdcedla jako polyalkoholy, napiiklad
elycerol, propylen glykol, sorbitol a polyethylenglykel, nebo konzervacni prostedky ¢
ptijemné vonici latky.

Mastné masti jsou nevodné a obsahuji jako bazi hlavné uhlovodiky, napfiklad parafin,
vazelinu nebo parafinovy olej, a ddle pfirodni nebo semisyntetické tuky, napfiklad
hydrogenované kokosové triglyceridy mastnych kyselin nebo hydrogenované oleje, napfiklad
hydrogenovany ricinovy olej nebo olej z podzemnice olejné, a dale Easteéné glycerolové
estery mastnych kyselin, napfiklad glycerol mono- a distearat. Dale obsahuji napfiklad
mastné alkaholy, emulgatory a aditiva zminénd v souvislosti s mastm, ktera Zvysyji pijem
vody.

Krémy jsou emulze oleje ve vodé, které obsahuji vice nez 50% vody. PouZivane
olejové baze jsou masiné alkoholy, napfiklad isopropyl myristat, lanolin, véeli vosk, nebe
uhlovodiky, s vyhodou vazelina (petroldtum) a parafinovy olej. Emulgatory jsou povrchové
aktivni slouceniny s prevazné hydrofilnimi vlastnostmi, jako jsou odpovidajici neiontové
emulgatory, napiiklad estery mastnych kysclin polyalkoholt nebo jejich ethylenoxy adukty,
napiiklad polyglycerickych mastnych kyselin nebo polyethylen sorbitanové estery Ci kyselé
estery polyglycerickych mastnych kysclin (Tween), dale polyoxyethylenové ctery mastnych
alkoholii nebo polyoxvethylenové estery mastnych kysclin, nebo odpovidajici iontové
emulgatory, jako alkalické soli sulfatd mastnych alkoholii, s vihodou laurylsulfat sodny,
cetylsulfit sodny nebo stearylsulfat sodny, které jsou obvykle pouzivany v piitomnosti
mastnych alkohold, napk. cetyl stearyl alkoholu nebo stearyl alkoholu. Aditiva k vodné {az1
jsou mimo jiné &inidla, ktera chrani krémy pfed vyschnutim, napiiklad palyalkoholy jako
glycerol, sorbitol, propylenglykol a polyethylenglykol, a dale konzervatni ¢inidla a prijemnt

vonici latky.
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Pasty jsou krémy nebo masti obsahujic praskove slozky absorbujici sekreci jako jsou

oxidy kovil, napiiklad oxidy titanu nebo oxid zineénaty, a dale talek ¢&i silikaty hliniku, které
maji za Gkol vazat pFitomnou vlhkost nebo sekrecl.

Olejové suspense obsahuji jeko olcjovou slozku rostlinng, syntetické nebo
semisyntetické oleje obvyklé pro injekéni Gcely. Oleje, které zde mohou byt zminény, jsou
obzvlasté kapalné estery mastnych kyselin, které obsahuji jako kyselou slozku mastnou
kyselinu s dlouhym fetézcem majicim 8-22, s vyhodou pak 12-22 uhlikovych atomd,
napiiklad kyselinu laurovou, tridekanovou, myristovou, pentadekanovou, palmitovou,
margarovou, stearovou, arachidonovou a behenovou, nebo odpovidajici nenasycené kyseliny,
naptiklad kyselinu olcjovou, alaidikovou, eurikovou, brasidovou a linoleovou, pfipadng s
pHidavkem antioxidantd, napiiklad vitaminu E, [-karotenu nebo 3,5-di-ferr-butyl-4-
hydroxytoluenu. Alkoholovd sloZka téchto ester mastnych kyselin nemd vice neZ 6
uhlikovych atomd a je mono- nebo polyhydrickd, napfiklad mono-, di- nebo trihydricke
alkoholy jako metanol, etanol, propanol, butanol nebo pentanel a jejich isomery, ale hlavné
glykol a glycerol. Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou napfiklad ethyl oleat, isopropyl
myristdt, isopropyl palmitat, ,,Labrafil M 2375* (polyoxyethylen glycerol trioledt, Gattefoseé,
Paifz), .Labrafil M 1944 CS* (ncnasycené polyglykelované glyceridy pfipravenc
alkoholyzou oleje z merufikovych jader a sloZeny z glyceridi a esterd polyethylenglykolu;
Gattefoseé, Pafiz), ,Labrasol* (nasycené polyglykolované glyceridy pfipravenc alkoholyzou
TCM a sloZené z glyceridi a esterd polyethylenglykolu; Gattefoseé, Pafiz), -Miglyol 812
(triglycerid nasycenych mastnych kyselin s délkou fetézee Cy aZ Cy od Hills AG, Némecko)
a zvl4ste Tostlinné oleje jako havinikovy olej, mandlovy olej, olivovy olej, ricinovy olej,
sezamovy olej, s6jovy olej a ol¢j z podzemnice olejné.

Peny jsou aplikovany z tiakovych nédob a jsou to kapalné emulze oleje ve vodé v
aerosolové forme, pridem? jako hnaci plyny jsou pouzivany halogenované ublovodiky, jako
chlor-fluor nizf alkany, napt. dichlorfluormethan a dichlortetrafluorethan, nebo pfednostné
nehalogenované plynné uhlovodiky, vzduch, N;O &i oxid uhlicity. Pouzivané olejove faze
jsou stejné jako pro masti a také jsou pouzivana aditiva tam Zminéna.

Tinktury a roztoky obvykle obsahuji vodné-etanolickou bazi, ke ktere jsou pfimichdna
zvlhéovadla pro sniZeni odpafovani jako jsou polyalkoholy, napiiklad glycerol, glykoly a
polyethylenglykol, dale promazavadla jako estery mastnych kyselin a niZich
palyethylenglykolt, tj. lipofilni litky rozpustné ve vodn¢ smési nahrazujici tukové latky

odstrangné z ke etanolem, a pokud je to nuiné, i ostatni neutralni latky a aditiva.
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Seznam vyobrazeni

Obr. 1 ukazuje obnoveni ptirozeného fenotypu po systematick aplikaci latky 12 na CKX
nadprodukujici rostliny. + znamena o3etfeno, - neosetienc.

Obr. 2 ukazuje srovnani ¢inku cytokininu a CKX inhibitoru na obnoven prirozencho

fenotypu AtCKX1 semenacki Arabidopsis. (A) AICKX1, (B) AtCKX1 kultivované na

0,1 uM latee 12, (C) AtCKXI1 kultivované na 0,1 pM BAP, (D) kontrolni rostlina s
pfirozenym fenotypem.

Obr. 3 znazoriuje Géinck latky 12 na kveteni rostlin Arabidopsis.

Obr. 4 zndzorfuje vliv 2-chlor-6-(4-hydroxyanilino) purinu na adherenci bunek Hodnoty uveceny
relativné vzhledem ke kontrole.

Obr. 5 znézoriuje vliv 2-chlor-6-(4-hydroxyanilino)purinu na viabilitu bunék po 3 dnech.
Hodnoty uvedeny relativié vzhledem ke kontrole.

Obr. 6 znizoriiuje ristovou kiivku lidskych diploidnich fibroblasti BJ ovlivnénych 2-chlor-6-(4-
hydroxyvanilino)purinem

Obr. 7 ukazuje poéet bundk po 7 & 14 dennim pisobeni 2-chlor-6-(4-hydroxyanilino)purinu.

Hodnoty uvedeny relativiaé vzhledem ke kontrole.

Priklady provedeni vynilezu

Vychozim materidlem pro pipravu sloucenin obecného vzorce 1 je 2,6-chlorpurin,
Dalsim vychozim materidlem je 2-amino-6-chtorpurin nebo 2-fluor-6-chlorpurin, kiery je
moné bud piipravit z 2-amino-G-chlorpurinu reakei s kyselinou tetrafluoroboritou
v pitomnosti vodného roztoku dusi¢nanu sodného (Beach et al., 1992). Dalsi vychozi
material, 2-brom-6-chlorpurin, je moZné pfipravit z 2-amino-6-chlorpurinu diazotaci s (-
butyl nitritem a néaslednou bromaci za pfitomnosti vhodného donoru bromu (Kim I1ak Sung
et al.; J.Med.Chem 46; 23; 2003; 4974-4987). Dalsi vychozi matenidl mize byt jcité 2-
methyl-6-chlorpurin, ktery je mozné pripravit z 6-chlor-2-jodpurinu  Stillovym  cross
couplingem (Kim et al., 2003). Dal§im vychozim materidlem miZe jesté byt 2-nitro-6-chlor-
9-Boc-purin, ktery je mozné pripravit z 6-chlorpurinu (Rodenko et al.; J .Am. Chem Soc.

2005, 127, 5957-5963).
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Vychozi substituované fenylaminy, které nebyly komercné dostupné (ostatn{ ziskany

od Sigma Aldrich nebo Fluorochem), byly pfipraveny 2 odpovidajicich aldehydi
v pfitomnosti katalyzitoru. Ty, které maji vice hydroxy skupin, mohou byt s vyhodou
pfipraveny demetylaci odpovidejicich methoxyderiviti 48% HBr v N; atmosféfe.

Elementarni analyzy (C, H a N) byly méfeny na EA1108 CHN analyzitoru (Fissons
Instruments). Na zjisfovani bodu tani byl pouZit pistroj BUCHI Melting Point B-540.
Analytické tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na destickach silikagelu 60
WFas4 (Merck), v mobilni fazi CHCly:MEOH:kene, NHyOH (8:2:0,2, v/v/v). ES+ hmotova
spektra byla naméfena za pouzili pfimeého ngstiiku na Waters ZMD 2000 hmotovém
spektrometru. Hmotnostni interval pfi méfen byl 10 - 1500 amu. Spcktra byla méfena za
pouzit! cyklickych skenti o délce 3,0 sekundy, pi napéti na vstupni $térbiné 25 V a teplote
vypatovaciho bloku 130 °C, desolvatatni teplot¢ 80 °C a prittoku desolvatatnibe plynu 200
I'hodinu, Ziskana data byla zpracovéna pomoci programu MassLynx data system. NMR
spektra byla méfena na pristroji Bruker Avance AV 300 pfi teploté 300 K a frekvenct 300,3
MHz ('H) respektive 75,48 MHz (). Vzorky byly pripraveny rozpusténim danych latek v
DMSO-d;. Tetramethylsilan (TMS) byl pouzit jako interni standard.

Priklad 1

2-Chlor-6-anilinopurin

Anilin (4,66 g; 0,05 mol) byl pfiddn do suspenze 2,6-dichlorpurinu (5,67 g; 0,03 mol) v n-
propanelu (60 ml) a N,N-ethyldiisopropylaminu (6,44 g; 0,05 mol). Reakéni smés byla
michdna pfi 100 °C po 4 hodiny. Po ochlazeni na pokojovou tepiotu byl vzaikly precipitat
Zfiltrovan, promyt n-propanolem (2x10ml) a vodou (3x10ml) a vysuden pii 60°C do
konstantni vahy. VytéZek: 6,26 g nazloutlé pevné litky (84,9 %). TLC (chloroform-metanol;

85:15): 7adné netistoty; bez vychozich litek, HPLC Cistota: 98+ %

Piiklad 2

2-Chlor-6-(3-chloranilino)purin

2,6-Dichlorpurin (3,78 g; 0,02 mol) byl smichan s 3-chloranilinem (3,83 g; 0,03 mol) v n-
butanolu (40 ml) v pitomnosti triethylaminu (7 ml; 0,05 mol) pii 110°C 3 hodiny. Po
ochlazeni na pokojovou teplotu byla reakéni smés michana pfi 0 °C 2 hodiny. 71ty precipitat
byl zfiltrovin, promyt chladnym n-butanolem (2x10 ml), vodou (3x10 ml) a vysusen pil

60 °C do konstantni vihy. Vytzek: 3,69 g luty krystalicky prasck (65.8 %). Surovy produkt
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byl rekrystalizovan v isopropanolu a poskytl 2,85 g ¢isté latky. TLC (chloroform-metanol;

85:15); Zadné neistoty; bez vychozich latek. HPLC Cistota: 98+ %

Piiklad 3

2-Chlor-6-(3-fluoranilino)purin

Latka byla pfipravena, jak je popsino v piikladu 2, reakei 2.6-dichlorpurinu s 3-
fluoroanilinem. Reakéni smés byla naslednd odpafena na rotaéni vakuové odparce, zbytek
byl rozdélen mezi ethylacetat a 0,5 M HCE Organickd vrstva byla promyta vodou, vysusena
MgSOy, a odpafena v vytézkem Zluié pevné latky (3,72 g). Surovy produkt byl pfecistén
flash chromatografii. VytéZek: 2,20 g Hutého krystalickeho prasku. TLC (chloroform-
metanol; 85:15): homogenni. HPLC ¢istota: 98+ %

Priklad 4

2-Chior-6-(3-hydroxyanilino)purin

Tato litka byla pfipravena reakci 2,6-dichlorpurinu (3,78 g; 002 mol), 3-uminofenolu
(3,27 g; 0,03 mol), a N,N-cthyldiisopropylaminu (6,44 g; 0,05 mol) v n-butanolu (40 ml) pf
90 °C 4 hodiny. Reakéni smés pak byla michana pii pokojové teploté a vznikla krystalickd
srazenina, promytd chladnym n-butanolem (3x10ml), vodou (3x10ml), byla nasledné
vysusena do konstantni vihy.

TLC (chloroform-metancl; 83:15): homogenni, HPLC Cistota: 98+ %

Priklad §

2-Chlor-6-(3-methoxyanilino)purin

Do suspenze 2,6-dichlorpurinu (3,78 g; 0,02 mol) a m-anisidinu (3,69 g: 0.03 mol) v n-
pentanolu (40 ml), byl ptidan triethylamin (7 ml; 0,05 mol). Reakéni smés byla michana pi
100 °C 4 hodiny a nasledné ochlazena na pokojovou teplotu. Bild sraZenina byla po odsati
promyta isopropanolem (2x10 ml) a vodou (3x10 ml). Surovy produkt byl rekrystalovin
z metanolu s aktivnim uhlim za vzniku bilych krystali. VyteZek: 4,36 ¢ (77,8 %). TLC
(chloroform-metanol; 85:15): Zadné netistoty, neobsahwe wychozi litky, HPLC

Sistota; 98+ %

.
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Tabulka |
Létky pripravens zplsobem podle prikladu 1-5
SUBSTITUENT PURINU CHN ANALYZY | MS ANALYZA-ZMD
R R [%] [M-H] o | [M+H] v
1 anilino chlor =53,5. H=33,N=28,6 244 246
2 2-chlercaniling chlor (=468, H=2,9;N=24.7 278 280
3 3-chloroantlino chlor =468 H=2.9;N-24.6 278 280
4 4-chloroaniling chlor C=469; H=30. N=24.7 278 280
5 2fluoroanilmo chlor C=499; H=3,0; N=26.5 262 264
6 3-fuoroanitine chlor C=43 7, H=3,0, N=26,7 262 264
7 4-fluorpanilino chlor C=49.8: H=3,1; N-26,4 262 264
8 2-hydroxyaniling chlor =497, H=3,1; N=26,7 260 262
9 3-hydroxyanilino chior =199, H=3,2, N=26.7 260 262
10 4-hydroxyaniling chlor C=50,5; H=3.1. N=26.% 260 262
H Z-methoxyanilino chlor C=31.4, H=158; N=23 5 274 276
12 3-methoxyanilino chlor (=518, H=3 8/ N=282 274 176
13 4-methoxyanilino chlor (=520, H=37.N=252 274 276
14 2-amincaniline chlor =505, 11=3,2; N=32.8 259 261
15 3-aminoanifine chlor =506, 11=3 2. N=32,5 250 261
16 4-aminganilino chior C=504: 1=3 .3, N=323 259 261
17 1 4-dimethoxyamlino chior =513, =39, N=233 304 306
18 2.5-dimethoxyanilino chlor C=51.3; [1=4.,0, N=232 304 306
19 1.4, 5-timethoxyaniling chlor (=499 [1=4.2, N=210 334 336
20 3 4-dihydroxyaniling chior C=472, [1=2.8, N=2§,5 276 278
2 2,5-dihydroxyanilino chlor (=473, H=28: N=23.6 276 278
2 2-chloro-5-methoxyanilino chlor (=463, H=29;N=22.7 308 310
pi} 2-chloro-3-methoxyanilino chlor (=464, H=2 9. N=217 308 310
N 2-bromo-3-methoxyanilino chlor C=40.8, H=2 5. N=18.4 153 355
25 2-methoxy-3-chloroanilino chlor C=46,4; 11=3.0; N=22,06 308 310
26 J-cthoxyanilino chlor (=538, H=4 1, N=24 3 288 290
27 2-hydroxy-5-methylaniline chlor (=519, H=3.6, N=25.7 274 276
28 J-hydroxy-4-methylanilino chlor C=52,1, H=3,7, N=25 5 274 276
29 3-hydroxy-2-methylanilino chlor C=32,1; H=3,8; N=254 274 276
30 3 4-dimethylamlino chlor (C=56,8; H=4,1; N=257 272 274
k]| 2-hydroxy-3-methoxyanilino chlor (=49 3 H-3,6; N=24.3 290 297
32 2-hydroxy-d-methoxyaniling chlor C=462.11=3,7: N=24,7 260 2092
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33 4-hydroxy-3,5-dimethoxyanilino chlor ‘ C=43.2: 11=1,6; N=216 320 322
34 2. 3-difluoroamline chlor (=46,6; =20, N=25.1 280 282
35 2 4-difluoroanitino chlor (=447 H=20n N=25 1 280 282
36 2.3 A-trifluoroaniling chler C=436, H=1,0;N=23.7 280 282
37 24 5-rifluoroanilino chlor C=438 H=15.N=23,6 280 282
38 2, 3-dichloroanilino chlor C=423 H=20N=220 312 314
3 2 4-dtichloroaniline chlor C=420), H=2,0; N=22.2 312 314

Priklad 6

2-Amino-6-(3-methoxyanilino)purin

Do suspenze 2-amino-6-chlorpurinu (1,69 g; 0.01 mol) a m-anisidinu (1,23 g; 0,01 mol) v n-

butanolu (20 ml) byl piidan triethylamin (3,5 ml; 0,025 mol). Vznikla

hustd suspenze byla

michana 3 hodiny pti 110 °C. Kdyz TLC potvrdilo absenci vychozich latek a pritommost

produktu, rcakce byla ndsledné ochlazena na pokojovou teplotu.

odfiltrovana, promyta n-butanolem (3x10 ml), vodou (3x10 ml) a vys
vahy. Vytezek: 2,19 ¢ (85 %). Surovy produkt byl pfedistén jako hydr
72,5 M roztoku HCl v metanolu za vzniku 2,17 g téméf bilych krystali
(chloroform-metanol-NI;OH; 4:1:0.05): zadné ne€istoty, neobsahuje v

Cistota: 99+ Y.

Tabulka 2

Latky ptipravené zplisobem podle prikladu 6

Bild srazenima byla
uSena do konstantni
ochlorid krystalizaci
hydrochloridu. TLC
ychozi latky, HPLC

SUBSTITUENT PURINU CHN ANALYZY | MS ANALYZY-ZMD

Ré R [%] [MH] o | [M+H]'»
4 anilino fluor C=57.6; H=33 N=30.7 228 230
41 2-chloroanilino fluor C=49.7: 11=2.7, N=26.8 262 264
42 3-chloroaniling fluer C=49.9: H=2,7, N=26,7 262 264
43 4-chloroaniling fluor C=50.0; H=27, N=26,7 262 264
84 2-flunroaniling fluor C=53.4,11=2,7, N=28.5 246 248
45 3-fluoroanilinp fluor (=333, H=27,N=18 5 246 248
§6 4-fluoroaniline {luor C=534, H=28. N=284 246 248
47 2-hydroxyaniling fluor C=533.0, H=34, N=283 244 246
48 3-hydroxyamilino fluor C=334; H=3 4, N=282 244 246
49 A-hydroxyanilino fluor C=53.% H=3.3; N=28.3 244 246
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50 2-methoxyaniline fluor (=547, H=41. N=27.0 258 260
51 J-methoxymiling fluor C=35,1 H=4.0: N=26,9 338 260
&2 4-methoxyanilino fluor (=550, [1=40: N=274 258 260
53 3 4-dimethoxyaniline fluor (=537, H=30: N=248 288 200
54 2.5-dimethoxyanilino fluor (C=53.6; H=4,0, N=24,5 288 200
55 3 4-dihydroxyanilino fuor =502, H=3,0. N=27,3 260 262
56 2, 5-dihydroxyanilino fluor =50, H=30; N=27. 260 262
57 2-chloro-5-methoxyanilino fluer C=49.0, =31, N=24.0 2972 204
58 2-methoxy-3-chloroanilino fluor C=48.0: H=3,0. N=24.0 202 204
59 3-ethoxyanilino fluor (=368 H-4.2, N=26,0 72 274
60 2-hydroxy-S-methylamling fluor (=552 11-3.8 N=272 258 260
61 3-hydroxy-4-methylaniling Muor (=553 H=3 8, N=27.2 258 260
62 3-hydroxy-2-methylanilino fluer (=553, H=3 0. N=27,0 258 260
63 3 4-dimethyianiling fluor C=604; H=4 6. N=274 256 258

Ptiklad 7
2-Fluor-6-(3-methoxyanilino)purin

Litka byla ptipravena reakei 2-fluor-6-chlorpurinu (1,7 g; 0,01 mel), m-anisidinu (1,23 g;

0,01 mol) a triethylaminu (3,5 m{; 0,025 mol) v n-butanolu (20 ml) pfi 90 °C po dobu 4

hodin. Reakéni smés byla naslednd ochlazena na pokojovou teplotu a vznikla bila srazenina

byla odsata, promyta n-butanolem (3x10 ml), vodou (3x10 ml) a vysusena do konstantni

hmotnosti. Vytézek: 5,55 g (61 %) nazloutlého krystalického prasku. TLC (chlorolorm-

metanol; 85:13): zadné neéistoty. HPLC ¢istota: 99+ %.

Tabulka 3
Latky piipravené zplsobem podle piikladu 17

SUBSTITUENT PURINU CHN ANALYZY | MS ANALYZA-ZMD

Ré R2 [%] [M-H] o | [M+H] w)
64 anilino amino (=582, H-4 4, N=375 275 227
65 2-chloroanling amino C=302,H=3 3, N=329 259 261
66 3-chlorpaniling amine C=50.5 H=3,4: N=32.6 259 261
67 4-chloroamling amine (=505 H=34: N=32§ 250 261
68 2-fluoroaniline amino (=338, H=37, N=347 243 245
oY 3-fluoroanilng aming (=539, 1I=3,6; N=34,§ 243 245
bl] 4-fluoroaniting amine =540, H=3.7. N=34,5 241 245
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71 2-hydroxyanifino amino C=54.0; H=4.1, N=34.9 241 243
7 3-hydroxyaniling amino (=54,1; H=4.2;N=34 8 241 243
73 d-hydroxyanilino amino C=54.4; H4 2 N=347 241 243
74 2-methoxyanilino amine =359 H=4.7, N=33.0 255 237
75 3-methoxyaniling amino C=56,0; H=4,8 N=32.9 255 257
76 4-methoxyanilino amino C=363; H-4.7 N=329 233 257
77 3 d-dimethylanilno amino C=51 H=53,5,N=33,4 253 235

Piiklad 8

2-Thioxanthin

4 5-Diamino-6-hydroxy-2-thiopyrimidin (100 g) byl refluxovn s 90% kyselinou mravenéi
(500 ml) dvé hodiny za mechanického michani. Po ztuhnuti smési bylo pridéne dalSich 100
ml kyseliny mravenéi. Smés ochlazena na 1 °C a surovy 4-amino-3-formamido-6-hydroxy-2-
thiopyrimidin byl ndsledn¢ odfiltrovin a vysuSen pod vakuem. Filtratni kola¢ byl
resuspendovan ve formamidu (225 ml) a zahfivan na teplotu 175-185 °C v parafinové lazni
po dvé hodiny 7a oblasného michéni. Smés byla nésledné ochlazena na pokojovou teplotu,
znovu 7filtrovana, promyta dvéma litry 1 M NaOH a vysusena dveé hodiny pfi teploté 95 °C.

Vytézek 103 g (97 %).

Priklad 9

2-Benzylthio-6-purinol

5,28 grami 8-thioxanthinu bylo resuspendovano v 78,3 ml 1 M NaOH, nafedéno vodou na
celkovy objem 400 ml. (Vychozi latka se zecla nerozpusti ani po pfidan{ 2,5-nasobku baze).
Nésledné bylo pidane 3,7 m] benzyl chloridu a smé byla silné michdna po dobu 3 hodin pii
pokojové teploté, pak upraveno pH na 5 pomoci ledové kys. octové.Vznikla Cervena
srazenina, kterd byla odsata, promyta dikladné vodou a vysusena pes noc ve vakuu §0 °C.
Takto bylo ziskano 7,33 g riiZové pevné latky, kterd byla pouZita do nasledujici reakee bez

dalsiho predisténi.

Piiklad 10

2-Benzylthio-6-chlorpurin

K 2-benzylthioxanthinu (27,6 @, 0,107 mmol) byl pfidin POCl; (506 mi) a N.N-
diethylanilin (40 ml). Smés byla refluxovana 1,5 hodiny a prebytek POCI; byl odstrantn

odpafenim ve vakuu. Vysledny sirup byl smichén s ledem (2 kg) a za pridani hydroxidu
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sodného a chlazeni vznikla pevna létka. Smés byla ndsledné okyselena pomoci

koncentrované HCI na pH | a vznikld pevna litka byla odséta, promyta vodou a vysusena
n&kolik hodin pii teploté 70 °C. Surovy produkt, na praSck rozmélnény. byl smichan s malym
mnoZstvim metanolu a Zluté pevna latka byla vysuSena ve vakuu pfi 70 °C. Vytézek 17,3 g
(59%). Surovy 2-benzylthio-6-chlorpurin, steiné jako 2-benzylthioxanthin, je dobie
rozpustny v DMSQ. TLC (chloroform-methanol; 95:5): bez vychozich latek. Surovy produkt
byl &istén kolonovou chromatografii (125 g silika) a cluovan 2,5 % MeOH/chloroform.
7 frakei (100ml) 7-36 byla odpatenim ziskina Zlutd pevna latka, ktera byla nisledng
rekrystalovana z $0% metanolu. Ziskana bild krystalicka latka a vysuSena do konstantni vahy
pii 45°C (chloridem vapenatym a nasledn& oxidem fosfore¢nym pres noc). Vytezek: 3 g. Bod

ténf 176-178 °C, bez rozkladu. TLC (SILICA-5% MeOH/chloroform). HPLC Cistota: 95+ %

Piiklad 11

2-Benzylthio-6-anilinopurin

2-Benzylthio-6-chlorpurin (3,9 g) a anilin ( 3,42 g) byl refluxovan v n-BuOH (100 ml} za
piitomnosti triethylaminu (7,5 ml) 2 h. Reakéni smés byla ndsledné ochlazena na pokojovou
teplotu, odpafena do sucha na rotatni vakuové odparce, znovu ochlazena ledem a piidano
400 ml vody za siln¢ho tfepani. PH stani pfes noc pti -16°C vznik] tmavohnédy surovy
produkt, ktery byl nisledné vysusen do konstantni véhy a petistén preparativni kolonovou
chromatografii (100 g silica). Kolena byla promyta chloroformem a 500 ml x 1.25%
McOH/chloroform, nasledns eluovéna 1,5 | x 2,5% MeOH/chloroform. Frakee (100 ml) 12-
15 byly odpafeny do sucha za vzniku svétle hnédého produktu, ktery byl rekrystalizovan
z metanolu za pfitomnosti aktivniho uhli. Vytezek: 1,18 g bilé amorfni latky. TLC (2.5%

MeOH/chloroform) Zzadné nedistoty. HPLC &istota: 98+%.

Priklad 12

2-Thio-6-anilinopurin

2-Benzylthio-6-anilinopurin (1,18 g) byl rozpustén v tekutém amoniaku (125 ml). Do
vzniklého roztoku byl nasledn pfiddvan sodik po malych ¢astech do vzniku stabilniho
modrého zabarveni. V dalsim kroku bylo pak pfidano malé mnoZstvi chloridu amonncho a
tak odstranén prebytck sodiku. Po zredukovani objemu byl ptidan ether (125 ml) (k
odstranéni vedlejgich produkt®). Po odstranéni zbytku amoniaku byla reakéni smés

extrahovana vodou (2 x 65 ml). pH vodné frakee bylo nésledné upraveno pomoci kys,
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octové na 5 a roztok ochlazen suchym ledem pod - 10 °C, za vzniku pevné latky krémove

barvy. Produkt byl zfiltrovan, promyt dikladné vodou a vysusen pres noc nad chloridem
vapenatym. Vytazek: 760 mg téméf bilého prasku. TLC: Zadne nedistoty. HPLC Cistota:
95%.

Tabulka 4
Latky pripravené zpiisobem podle ptikladu 12

SUBSTITUENT PURINU CHN ANALYZY [ MS ANALYZA-ZMD

Ré R2 [%] M) | [MH] )
78 antling thie (=540, H=3.5; N=29.0 242 244
™ 2-chloroanitino thio (=472, H=2.7, N=254 276 278
80 3-chloroaniling thie C=47.4, H=2 §, N-25,1 276 278
81 4-chloroantlino thio C=474 H=2 8, N=252 276 278
82 2-fluoroan:lino thio C=50.5 H=30; N=27,0 260 262
83 3-fluoroantlino thio C=50.5, H=2 8, N=270) 260 262
84 A-fluoroan:|ing thie C=50.4: H=30; N=272 260 262
83 2-hydroxyaniline thio C=50.6; H=3 4 N=27.2 258 260
86 3-hydroxyanilino thic (=302, H=32, N=17,7 258 260
87 2-methoxyaniline thio (=525, H=4,0; N-26,0 172 274
88 F-methoxyaniling thio (=52,6; H=4,1; N=25.7 272 274
8 4-methoxyanilino thio C=52,5 H=4,0; N=239 272 274
bii] 3 4-dimethoxyanitino thio C=31 7, H=4,|; N=23.5 302 304
9 2, 5-dimethoxyanilino thio C=511; 1I-4.3;N=233 302 304
9 2-chloro-5-methoxyanilino thio C=46,3, H=3,1, N=229 306 308
93 2-methoxy-3-chloroaniling thio C=16,4; H=32; N=22.9 306 308

Priklad 13

2-Methylthioxanthin

Do &erstvé pripraveného roztoku 2-thioxanthinu (103g, 0,613 molu) ve 2 M NaOH (613
ml) a vod& (245 ml) byl po kapkach pfidan dimethyl sulfat (77 g, 58 ml). teplota byla
udryovéna mezi 25 a 40 °C. Reakéni smés byla dal3i hodinu michdna a pak ponechdna pres
noc pit pokojové teploté. Poté byla tmavé Eervend kapalina zfiltrovana a produkt vysrazen

ledovou kyselinou octovou, zfiltrovan a rekrystalizovan z horké vody (1500 mi) s piidavkem
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aktivniho uhli. Produkt vykrystaloval pfi -10°C, byl ndsledné zfiltrovén a susen pii 95 °C 3

h, a poté nad oxidem fosforecnym do konstantni véhy. Vytézek: 48 %. HPLC Cistota: 80%.

Priklad 14

2-Methylthio-6-chlorpurin

2-Methylthioxanthin (65 g) byl smichan s POCly (975 ml) a N.N-diethylanilinem (97,5 ml).

Reakeni smés byla nasledné refluxovana smechanickym michdnim po dobu 90 minut

Piebytek POCI; byl odstranén na vakuové rotalni odparce pfi 53-60 °C a zbytek byl michan

sledem (0°C, 1,75 kg) po dobu 10 minut (do dokonteni hydrolyzy POCI;. Produkt byl

nésledné extrahovan ethylacetatem (4 x 2,5 1). Extrakty byly promyty vodou a odpafeny do

sucha, za vzniku tmave hnédé pevné latky. Surovy produkt byl rekrystalovan s etanolu za

piitomnosti aktivniho uhli a vysuSen do konstantni hmotnosti nad oxidem fosforeCnym.

Vytezek: 23,6 g (33%). HPLC éistota: 99%. TLC (chloroform/methanol, 9/1) bez nedistot.

Priklad 15

2-Methylthio-6-anilinopurin

Smés 2-methylthio-6-chlorpurinu {1¢ g, 50 mmol), anilinu (7,7 g, 63 mmol) a tricthylaminu

(35 ml, 250 mmol) byla refluxovéna v butanolu (400 ml) 2 hodiny. Butanol byl odpafen pod

vakuem a po ochlazeni pHidna voda (290 ml). pH bylo upraveno na 8,0 a smés byla

ponechana pfes noc pii -16 °C. Vznikly Zluto-zeleny produkt (10 g) byl zfiltrovén, vysuSen

pod vakuem nad oxidem fosfore¢nym a chromatograficky pfeisten (250 g silika, Fisons, v

chloroformu), eluovan smési chloroform/metanol (97/3, v/v). Odpovidajici frakce byly

odpafeny do sucha, produkt rekrystalovén z etanolu s pfidavkem aktivniho uhli a nasledné

vysuden nad oxidem fosforeénym do konstantni hmotnosti. Vytezek 5,76 g, ( 46% ), HPL.C

Cistota >98%.

TI.C: Chloroform/metanol (9 : 1, v/v), bez necistot.

Tabulka 5

Latky piipravené zpisobem podle prikladu 15

SUBSTITUENT PURINU CHN ANALYZY | MS ANALYZA-ZMD

R R2 [%] [M-H] o | [M+H]"n)
% anilino methylthio C=359, H=42: N=273 256 258
95 2-chloroanitino miethylthio C—40,1, H=3 3. N=24 3 290 202
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96 J~chloroaniling methylthio C=49,1: H=)1; N=241 2490 292
97 2-fluaroanilino methylthio (=522 H=37,N=253 274 276
98 3-fluoroanilmo mcthyithio (=524 H=36:N=134 274 276
99 4-fluorcanilimo methylthio (=519 H=-3 4, N=25,6 274 276
100 2-hydroxyaniline methylthio C=52.5 H=4 i N=25,8 272 274
101 3-hydroxyanihno methyl(hio (=525 H=4 0, N=25.7 72 274
102 2-methexyaniling methylthio (=543, H=4 4 N=24,6 286 288
103 3-methoxyanilino methylthio =540, H=4,4,N=249 280 288
104 4-methoxyanilino methylthio (=538 H=43,N=247 286 288
105 3 4-dimethoxvaniling methylthio (=326 H=4.7:N=122 3l6 318
106 2 5-dimethoxyanilino methylthio (=529, []=4 8: N=122 116 218
107 2-chloro-3-methoxyaniline methylthio (=488 H=4,7: N=22,0 120 122
108 2-methoxy-3-chloroaniiino methylthio C=48 1. H=33: N=113 320 322
Priklad 16

2-Methyl-6-(3-methoxyanilinojpurin

LEE R

Do suspenze 2-methy)-6-chlorpurinu (1,69 g; 0,01 mol) a m-anisidinu (1,23 g; 0,01 mol) v n-

butanolu (20 m!) byl piidan triethylamin (3,5 ml; 0,025 mol). Vznikla husta smes byla

michna pfi 110 °C po 3 hodiny, kdy TLC ukézalo nepfitomnost vychozich litek v reakéni

smési. Ta byla nésledné ochlazena na pokojovou teplotu. Bila sraZenina byla zfiltrovina,

promyta n-butanolem (2x10 ml), vodou (3x10ml) a vysuSena do konstantni hmotnosti.

Vytezek: 1,92 g (75 %). Surovy produkt byl precistén jake hydrochlorid krystalizaci z 2.5 M

toztoku kyseliny chlorovodikové v metanolu. TLC {chloroform-metanol-NHyOH: 4:1:0,05):

bez nedistot a vychozich latek. 1IPLC ¢istota: 99+ %.

Tabulka €

Latky pripravené zpisobem podle piikladu 16

PURIN SUBSTITUENT CHN ANALYSES MS
ANALYSES-ZMD
R@ k2 [%] [M-H] o |[M+H] b
109 anilino methyl C=63.8 H=4 9, N=11.2 224 226
10 2-chloroanilin methyl | C=55.3; H=3,7:N=07.2 53 260
111 3-chloroanilino methyl (=533, 11=3 8 N=37,3 258 260
1 2-fiuoroanilino methyl | (=500, H=4,1;N=29,0 242 244
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113 3-fluoroanilino metiyl C=30.2, =4 2 N=29.1 242 244

T 4-fluoroanifin methy! C=59,1; H=4,1: N=29.0 242 244

115 2-hydroxyanilino methyl C=60,0; Hi=4,6;, N=23.2 240 242

116 3-hydroxyaniline methvl (=599 H=4,6,N=29.1 240 242

17 2-methoxyaniling methyl C=61,1,H=3,2,N=279 254 256

118 3-methoxyanilino methyl C=60,8 H=5,1,N=27.5 7254 256

119 4-methoxyanilino methyl C=610: H=5,1,N=27.% 254 256

120 3 4-dimethoxyaniline methyl (=385, H=5,1;N=-249 284 286

121 2 S-dimethoxyanilino methyl =388, H=5,1;N=24.6 284 286

122 2-chloro-5-methoxyaniling | methyl (=537, H=4,1: N-24.3 288 290

123 2-methoxy-3-chloroaniling | methyl =538 H=4.2; N=24.6 288 290

Piiklad 17

2-Brom-6-(methoxyanilino)purin
2-Brom-6-(methoxyanilino)purin byl pfipraven podobné jako latka v ptikladu 5, zde reake

2-brom-6-chlorpurinu a m-anisidinu ( v moldrnim poméru 1:1) v pitomnosti triethylaminu

(2,5 eq.) v n-propanolu pfi 100 °C 4 hodiny. Po ochlazeni na pokojovou teplotu byla venikla

hila sraZenina zfiltrovana, promyta chladnym n-propanolem, vodou a vysuSena v exikdtoru

do konstantni hmotnosti, Vytézek: 69% (jako hydrobromid). Surovy produkt byl

rekrystalovan z metanolu a volna baze byla ziskéna reakci hydrobromidu s 10% vodnym

roztokem amoniaku. HPLC ¢istota; 98+%.

Tabulka 7

Latky ptipravené zptsobem podle pfikladu 17

SUBSTITUENT PURINU

CIIN ANALYZY

MS ANALYZA-ZMD

R6 k2 [%] [M-H] a | [M+H] b
124 antlino brom C=45.4, 1=27,N=24 3 289 291
125 2-chluroanilino brom C—40.5 H=2.1,N=21.7 193 325
126 3-chloroaniline brom C=40.5, H=2.1;N=21.6 323 125
127 2-fluoroanilino brom (=445, H=2.1, N=23.0 307 309
128 3-fluorcaniline brom C=44.7, H=2.1; N=22.9 307 309
129 3-methoxyanilne brom C=44.6, H=3.2:N=21.6 319 321
130 2-hydroxyanilino brom (=129 H=26 N=23.1 305 307
131 3-hydrexyanilino brom (=43 2. H=4,6N=22.9 305 307
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Priklad 18

2-Nitro-6-(3-methoxyfenyl)amina-9-Boc-purin

Do roztoku 2-nitro-6-chlor-9-THP-purinu (3,00 g; 0,01 mol) v metanolu (40 ml) pf1 0°C byl
po kapkach pfidan roztok m-anisidinu (1.48 g; 0,012 mol) a triethylaminu (3,0 g = 4.2 ml;
0,03 mol) v metanolu (1 Oml). Teplota pii rekei byla udrZovana +5 °C. Po pridani veskerého
m-anisidinu byla reakéni smés (monitorovana TLC do vymizeni vychoziho 2-nitro-6-chlor-9-
THP-purinu v reakéni smési) za michani pomalu ohfata na pokojovou teplotu. Methanol byl
nésledn® odpaten a produkt rozd&len mezi vodu (50 ml) a ethylacetat (50 ml). Vodna faze
byla znovu reextrahovana cthylacetatem (50 ml). Spojené organické fize byly promyty
vodou (20 ml), sufeny bezvodym MgSO;, a odpafeny do sucha. Surovy produkt byl
rekrystalovan ze smési cther — cyklohexan (1:1). Vytézek: 3,1 g (80 %) téméf bilého

krystalickéha produktu. Cistota (HPLC): 98%+.

Pitklad 19

2-Nitro-6-(3-methoxyfenyl)aminopurin

2-Nitro-6-(3-methoxyfeny!)amino-9-Boc-purin (3,86 g; 0,01 mol) byl rozpusitn v 50%
kyselin trifluoroctové (50 ml) pfi 0 °C. Roztok byl inkubovén pies noc v lednici a nasledné
odpaten na rotaéni vakuové odparce. Krystalicky produkt byl smichén s vychlazenym 5 %
vodnym roztokem amoniaku (100 ml). Surovy produkt byl «filtrovin a rekrystalovén z 50%

metanolu. VytéZek: 1,97g (69 %) nazloutlé krystalické latky; Cistota (HIPLC): 98%+.

Tabutka 8
Latky pripravené zpisobem podle prikladu 18-19

SUBSTITUENT PURINU | CEN  ANALYZY |MS ANALYZA-ZMD
RE ke [%] [M-H] o [[M+H]"n)
14 anilino nitro OS5 1 H=3 4 N=35 1 239 241
125 2-chloroamling nitro C=47.9: H=2.6:N=30 9 273 275
126 3-chloroantline nitro C=48.0: H=26:N=30 7 273 275
i27 2-fluoroanimg nitro =510, H=2.6,N=32.8 257 259
124 3-fluproanilno nitro C=31.1; H=27,N=32.8 957 259
29 3-methoxyaniing titro (=531 H=3.6;N-313 769 271
130 2-hydroxyaniiine nitro (=518 H=31.N=33.0 255 257
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13 3-hydroxyanilin nitra C=$1.3: H=29;N=32.9 255 257

Piklad 20
Inhibice aktivily cylokinin oxidasy

Hodnoty 1Cs byly stanoveny uZitim testu v mikrotitrani desticee. Kazda jamka
obsahovala 100 pl PMS/MIT [fenazin methosulfit/3-(4,5-dimethylthiazol-2-y[)-2,5-
difenyltetrazolium bromid] reakéni smési (vysledné koncentrace slozek: 0,0 M
KH-PO,, pH 7.4, | mM MTT, .2 mM PMS) obsahujici testovanou Jatku (3 x 107 M -
3x 10" My a 30 uM NP-isopentenyladeninu (iP) jako substratu, Ke smési bylo piidano
100 pl bungk prostého ristového media kmene S. cerevisiue 23344¢ wrd nesouciho
plasmid pYES2-AtCKX2, jako zdroje AtCKX2. Desticky byly inkubovany 30 min ve
tmé a enzymaticka reakee byla zastavena pridavkem 25 ul 35% kys. actove. Nasledne
byla zmétena absorbance pfi 578 nm na spektrofotometu Tecan. Absorbance vzorku
bez iP byla odeétena.

Hodnota [Cse, tedy koncentrace latky inhibujici aktivitu enzymu z 50%, byla
spottena ze ziskanych kfivek odezvy. V tabulee 9 jsou uvedené priméry ze i
opakovani, cely test byl proveden nejméné dvakrdt. Latky GCinngjsi nez thidiazuron

(referendni ldtka) maji ICs; niZs neZ thidiazuron,

Tabulka 9
Utinek novych latek na inhibici rekombinantni AICKX2
Testovana latka
No, [C50 :
RE R (pmol.L™)
thidiazuron 30
| anilino chloro 22.6
3 3-chloroanilino chloro 6.3
4 4-chlorganilino chloro 241
6 3-fluoroaniline chloro 0.2
7 4-fluoroanilino chloro 283
9 3-hydroxyanilino . chloro 35
12 3-methoxyanilino chlore 08
13 4-methoxyanilino chloro 18
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40 anilino fluoro 14.9
42 3-¢hloroanilino tluoro 153
43 4-chloroanilino fluoro 27
45 3-fluoroaniline fluoro 7]
43 3-hydroxyanilino fluoro 118
51 3-methoxyanilino fluoro 0.4
66 3-chloroanilino amino 156
69 3-fluoroaniling amino 20 4
75 3-methoxyanilino amino 247 o
80 3-chloroantino thio 284
83 3-fluoroanilino thio 76
88 3-methoxyanilino thio 283
111 3-chloroanilino methyl 15.7
113 3-flucroaniline methyl 218
118 3-methoxyanilino methyl 9.4

Piklad 21
In vivo ucinek 2-chlor-6-(3-methoxyanilinojaminopurinu (litka 12)

Transgenni rostliny Arabidopsis 35S:AtCKX1 a tabaku 355: AtCKX2 péstovane
v pidé ve skleniku byly systematicky odetfovény 10 pM litky 12. Nadzemni Casti
kontrolnich transgennich rostlin byly sprejovany kazdy druhy den po dobu jednoho
mésice vodnym roztokem latky 12 obsahujicim 0,01% smécedla Silwet L-77. Z
obrizku 1 je jasnd patrné, Ze aplikace CKX inhibitoru 2-chlor-6-(3-
methoxyanilina)aminopurinu (latka 12) uvolnila rostliny z ristové inhibice zplisobené
poklesem cytokinind a vedla k obnoveni ptirozeného fenotypu. Abychom potvrdili, 7e
tento G¢inek neni obecnym ufinkem exogenné aplikovaného cytokiminu, ale
specifickym  udinkem CKX  inhibitoru, byly CKXI nadprodukujici scmenacky
Arabidopsis péstovany in vitre na MS mediu obsahujicim 0,1 uM cytokinin BAP
(obrazek 2C) nebo stejnou koncentraci latky 12 (obrizek 2B). K obnoveni pfirozeného
fenotypu do$lo pouze pokud byla v médiu pfitomna latka 12.

Dlouhodobéd aplikace latky 12 na pfirozené rostliny Arabidopsis vedla
k pozménénému vyvoji kvétd a inhibici oplodnéni (obrzek 3). Kvéty mély 3patné

vyvinuté prasniky a byly sterilni.

Piiklad 22

Aktivace cytokininovych receplorii
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Escherichia coli kmeny KMIOC! nesouci plasmid pIN-III-AHK4 nebo pSTV28-

AHK3 byly péstovany pfes noc pii 25°C v M9 médiu obohaceném  0,1%
kasaminov§mi kyselinami do ODgg~1. Prekultura byla nafedéna 1:600 v 1 ml M9
média obsahujiciho 0,1% kasaminovymi kyselinami a k ni byl piddn 1 pl zdsobniho
roztoku testované latky (107 M - 5 x 107 M) nebo rozpoustédla (DMSO, ethanol.
methanol). Kultury byly déle kultivovény pfi 25 °C v mikrotitracni desticce, 200 pl na
jamku, po dobu 17 h v pipadé CREI/AIIK4 kultury a 28 h v ptipadé AHK3 kultury.
Poté byly kultury zcentrifugovany a 50 pl alikvoty supernatantu byly pieneseny do
mikrotitraéni desticky obsahujici 2 pl 50 mM 4-methyl umbelliferyl galaktosidu v
kazdé jamce a nasledné inkubovany 1 h pii 37 °C. Reakce byla zastavena pfidavkem
100 ul 0,2 M NayCOs. Fluorescence vzorki byla zméfena spektrofotometrem
Fluoroscan Ascent (Labsystems, Finsko) pifi vinovych délkéch 365 nm (excitaéni) and
460 nm {emisni). Bylo stanoveno ODggq zbylé kultury a aktivita p-galaktosidasy byla
vyjadiena jako nmol 4- methylumbelliferonu x 0D x b

Hodnoty EC50, tedy koncentrace latky aktivujici receptor z 50 %, byla spoCtena
ze ziskanych kivek odezvy. V tabulce 10 jsou uvedené priméry ze (¥ opakovani, ccly
test byl proveden nejméné dvakrat. Latky aktivujici receptory méné neZ irans-zeatin
(referenéni litka) jsou zajimavé jako CKX inhibitory. Nové substituované 6-
anilinopuriny vykazovaly mnohem mensi afinitu k cytokininovym receptorim nez

{rans-zeatin.

Tabulka 10
Uéinek novyeh litek na aktivaci cytokininovych receptortl Arabidopsis thaliana
CRE1/AHK4 and AHK3.
Testované latky EL50-1
(pmol.L")
No.
R6 R2 CREI/AHIK4 AHK?3
trans-zeatin 0.9 2.1
benzylamino 19.7 182
1 anilino chlora 354 10
3 I-chloroanilino chloro 75 20
4 4-chloroanilino chloro 278 25
0 3-fluoroanilino chloro >50 33.3

LX)
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7 4-fluoroanilino chloro n.i. 8.3
8 2-hydroxyanilino chloro 50 317
9 3-hydroxyanilino chloro 371 2.8
10 4-hvdroxyanilino chloro 2.7 44 4
1 2-methoxyanilino chloro >50 6.1
12 3-methoxyanilino chloro 313 9.5
13 4-methoxyanilino chloro n.l. 6
30 3,4-dimethylanilino chloro 333 >5()
40 anilino fluoro 46.2 19
42 3-chloroaniline fluoro 21 316
43 4-chloroanilino fluoro 398 27
45 3-fluoroanilino fluoro >50) 42.1
46 4-fluorcanilino fluoro n.i. 223
47 2-hydroxyanilino fluoro >50 45.8
48 3-hydroxyanilino fluoro 49.6 15
49 4-hydroxyanilino fluoro 37.1 »30
50 2-methoxyanilino fluoro =50) 17.4
51 3-methoxyanilino fluoro 43 227
52 4-methoxyaniling fluoro ni. 18.9
64 anilino amino n.i. 253
66 3-chloroaniline amino n.i. 43
67 4-chloroanilino amino fn.i. 8.1
69 3-fluoroantlino amino ni, >50
70 4-flugroanilino amino n.lL 19.5
7 2-hydroxyanilino amino Ell] =5()
72 3-hydrexyanilino amino >50 77
73 4-hydroxyaniline amino =50 =50
74 2-methoxyanilino amino n.i. 29
75 3-methoxyanilino amino ni 20.4
76 4-methoxyaniling amino ni. 26.3
80 3-chloroanilino thio n.i. 42
81 4-chloroanilino thio ni. 10.2
83 3-fluoroanilino thio n.i 50
88 3-methoxyanilina thic ni, 317
96 3-chloroaniliino methylthio 41 29
98 3-fluoroanilino methylthio 49 12
103 3-methoxyaniline methylthio >30 775
11 3-chloreaniline methyl 1. =50
13 3-fluoroaniline methyl ni. i
118 3-methoxyanilino methy! ni 20
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n.i. znamena bez interakce

Piiklad 23
Stimulacni viiv novych Idtek na bundéné délent rostlinnych bunék

Stimulaéni vliv nové pripravenych derivatll byl testovan v kalusovém biotestu za
pouziti cytokinin-dependentniho kalusu tabdku. Tente cytokinin-dependentni tabdkovy kalus
Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsins 38 byl udrzovan pii 25 °C na modifikovaném mediu
Murashige-Skoog obsahujicim na 1 litr: 4 pmol kys. nikotinové, 2,4 pmol pyridoxin
hydrochloridu, 1,2 umol thiaminu, 26,6 umol glycinu, 1,37 pmol glutaminu, 1,8 pmol myo-
inositolu, 30 g sacharosy, 8 g agaru, 5,37 pmal -naftyloctové kyseliny a 0,5 umel 6-
benzylaminopurinu. Subkultivace probihala kazdé 3 tydny. Ctrndct dni pred zapotetim
biotestu byl kalus pfenesen na médium bez 6-benzylaminopurinu. Stimulacni ristovd aktivita
byla stanovena na zdkladé ndrstu éerstvé hmoty kalusu po 4 tydnech kultivace. Pét replikati
bylo pripraveno pro kaZdou testovanou koncentraci a dany test byl epakovan minimalné 2-
krét. V kazdém cxperimentu byla pouZita jako kontrolni latka kinetin, ktery je znim velmi
vysokou cytokininovou aktivitou. Testované cytokininy byly rozpustény v dimethylsulfoxidu
(DMS0) a zasobni roziok doplnén vodou na 107 M. Tento zasobni roztok byl dale fedén
testovacim médiem v koncentraénim rozsehu 10* az 10* M. Finalni koncentrace DMSO
v médiu nepfevysila 0,2% a v této koncentraci neovliviiovala biologickou aktivitu testu.

Z¢ ziskanych dat byla opét vypotitdna maximalni (¢innd koncentrace testované latky
a jeji relativni u¢innost v této koncentraci (Tab. 11). 10° M koncentrace kontrolni latky
kinetinu byla postulovana jako 100% biologicke aktivity.

Vysledky v tabulce 11 naznaluji, Ze substituce v poloze 2 a 6 purinového kruhu vedla
k ndrtstu cytokininové aktivity v kalusovém biotestu ve srovnani s klasickym cytokininem

kinctinem (K).

Tabulka 11
Vliv novych cytokinint na rist cytokinin-dependentniho tabakového kalusu Nicotiana

tabacum L.. cv. Wisconsins 38

Testovana sloucenina me}{u'ma']nl aktivita (%)
& ) HEIRDA ) 10 mel I K
R6 R2 OItlLel'l[I:ldCQ — 1009/01
(mol.l™)
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C furfurylamino H 10” 100

3 3-chloroanilino chloro 107 110 (L£6)

4 4-chloroanilino chloro 10° 102 (£8)

6 3-fluoroanilino chloro 10° 119.7(x8)
1 4-fluoroanilino chloro 10° 1212
9 J-hydroxyanilino chloro 10° 116.2 (+ 13)
1 2-methexyanilino chloro 10° 109 (+ 5)
12 3-methoxyanilino chloro 107 102+ 3)
40 anilino fluoro 107 108.1(24)
42 3-chloroanitine fluore 167 121 (£8)
43 d-chioroanilino fluoro 167 130 (£6)
45 3-fluoroaniline fluoro 10° 127.9 (+8)
46 4-fluoroanilino fluore 107 0.7 (£5)
48 3-liydroxyanilino fluoro ot 104.2 (£ 3)
49 4-hydroxyanilino fluoro 10° 106 (+3)
50 2-methoxyanilino fluoro 0~ 117.6(x9)
S 3-methoxyanilino fluoro 107 1205 (£ 13)
52 4-methoxyanilino fluoro 10° 105 (+7)
80 3-chloroanilino thio 107 126 (+5)
81 4-chloroanilino thio 10° 115.7 (x4)
83 3-fluoroanilino thio 10° 102.5 (+10)
88 3-methoxyanilino thio 107 103.4 (£ 12)
96 3-chloroanilino methylthio 10° 1212 (+ 18)
98 3-fluoreanilito methylthio 107 130.3 (+ 17)
103 3-methoxyanilino methylthio 10? 142.8 (+21)
11 3-chloroanilino methyl 10° 128.3 (+6)
113 3-fluoreanilino methyl 10! 125.3 (£7)
118 3-methoxyanilino methyl 10° 103.7 (+5)

Priklad 24

Testovdni novych cytokininii v amarantovém biotestu

Pro studium cytokininové aktivity byl rovnéZ pouZit

-
-wd

“amarantovy”  biotest

v nésledujici modifikaci. Semena Amaranthus caudatus var. Atropurpurea byla povrehove

sterilizovana 10% N-chlorbenzensulfonamidem (w/v) po dobu 10 min a poté promyla 5-krdt

deionizovanou vodou. Semena byla rozmisténa v 15 c¢m Petriho miskich s filtratnim

papirem saturovanym destilovanou vodou. Po 72 hodinach kultivace pii 25 "C ve tmé byly zc

semenéékil odstrandny kofeny. Tyto explantaty obsahujici 2 kotyledony a hypokotyl byly

umistény do 5 cm Petriho misek na 2 vrstvy filtraéniho papiru nasyceného 1 ml inkubaniho

wa.

-8




RN X3
sne®
e e

-

ssaw

.

[}
coase
LN N

»
LR N

as e

32
média obsahujictho 10 umol Na,HPO+KH:PO4, pH 6.8, 5 pmol tyrosinu a testovany

cytokinin. Na misku bylo umisténo 20 explantétl, Veskeré manipulace byly provddény pod
zelenym svétlem v temné komofe. Po 48 hodinach inkubace pfi 25 °C ve tmé byl betacyanin
extrahovan cestou zmrazeni explantatt v 3,33 uM kyseliné octové. Koncentrace betacyaninu
byla stanovena porovnanim absorbanci pfi 537 a 620 nm a vypottena pomoci vzoree AA =
As37om ~ Asa0am. Hodnoty byly vyneseny do grafil zavislosti AA na koncentraci. Pét replikatd
bylo pripraveno pro kazdou testovanou koncentraci a dany test byl opakovan minimdiné 2-
krit. V kazdém experimentu byl pouZit jako kontrolni litka kinetin, ktery je zndm velmi
vysokou cytekininovou aktivitou, Testované cytokininy byly rozpustény v dimethylsulfoxidu
(DMSQ) a zasobni roztok doplnén vodou na 107 M. Tento zasobni roztok byl dile fedén
testovacim médiem v koncentratnim rozsahu 10% az 10* M. Findlni koncentrace DMSO
v médiu nepfevysila 0,2% a v této koncentraci neovliviiovala biologickou aktivitu testu.

Ze ziskanych dat byla vypoditina maximélni i¢inna koncentrace testované litky a
jeji relativai ucinnost v této koncentract (Tab. 8). 107 M koncentrace K byla postulovina
jako 100% biclogické aktivity.

Vysledky naznaduji, Z¢ substituce v poloze 2 a 6 purinového kruhu vedla k nrlstu
obsahu betacyaninu (purpurova barva) v explantatech kotyledonhypokotyld Amaranthus

caudatus ve stovnani s klasickym cytokinmem kinetinem (K.

Tabulka 12
Vliv novych cytokinin na obsah betacyaninu v explantatech kotyledonWhypokotyli

Amararnthus caudatus.

Testovana slou¢enina maximlni Ucinnost (%)

p ucinng [10*mol.I' K =

‘ kencentrace l 000'/

R6 R2 {mol.I") o]

C furfurylamino H 10” 100
3 3-chloroaniline chloro 10° 166 (+4)
4 4-chloroaniline chloro 1ot 107 (+8)
] 3-fluoroanikino chloro 10° 120 (£15)
7 4-flucroanilino chlore 107 104 (+4)
9 3-hydroxyanilino chloro 107 115.4 (£ 18)
11 2-methoxyanilino chloro 107 110.3 (+ 13)
12 3-methoxyanilino chloro 107 £32.3 (+ 14)
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40 anilino fluoro 10° 107 (+5)
42 3-chloroaniling fluore 107 121 (£6)
43 4-chloroaniline fluoro 10° 1026 (1)
45 3-fluoroanilino fluoro 10° 105.1 (£13)
46 4-fluoroanilino flioro 10” 109 (£8)
48 3-hydroxyaniling fluoroe 10° 100.3 (£ 10)
50 2-methoxyanilino fluoro 107 1052 (29)
31 3-methoxyaniling fluoro 107 17.2( 1)
64 anilino amino e 125.2 (£14)
66 3-chloroanilino amino 1o 122 (£5)
67 4-chloroaniling amino 10° 141.7 (46)
69 3-fluoreanilino amino 10° 113.2 (210
70 4-fluoroaniline amino 10° 136 (£7)
72 3-hydroxyanilino amino 10 119.8( 15)
4 2-methoxyanilino amino 10° 108 (+ 13)
15 3-methoxyanilino amino 1078 123.6 (£ 19)
80 3-chloroanilino thio 10° 106 (+4)
81 4-chlorpanilino thio 107 122.9 (£5)
83 3-fluoroanilino thio 10° 133.5(411)
38 J-methoxyanilino thio 107 113.4(x15)
96 3-chleroanilino methylthio 107 1458 (£ 23)
98 3-fluoroanilino methylthio 1078 1425 (£ 13)
103 3-methoxyanilino methylthio 107 156.4 (+ 18)
11 3-chloroanilino methyl 10° 121.7 (£5)
113 3-fluoroaniline methyl 107 120.2 (16)
118 3-methoxyanilino methy! 107 1442 (+8)

Priklad 25
Invitro cytotoxickd aktivita novych deriviti

Nizkd cytotoxicita je nczbytnd pro pouziti téchto latek vkosmetice. Jednim
7 parametril pouzivanych jako zdklad pro cytotoxickou analyzu je metabolickd aktivita
Zvotaschopnych bunék. Napfiklad mikrotitraén{ analyza, kde se pouziva Calcein AM, je
dnes roziifena jako metoda kvantifikace bunétné proliferace a cytotoxicity. Tento test je
vyuZivan v programech pro screcning 1ékii a pro testy chemosensitivity. Testem se 10Zpoznaji
pouze Zivotaschopné bufiky. Mnozstvi zredukovaného Calceinu AM odpovidd poltu

zivotaschopnych bunék v kultufe.
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Lidska T-lymfoblastickd leukemickd bunécna linie CEM, promyelocytarni HL-60 a

monocytarni U937 leukemie, bunééné linie prsntho karcinomu MCF-7, bunky cervikilniho
karcinomu HELA, mysi fibroblasty NIH3T3, lidskd erythroleukemie K562, bunky (G361
lidského maligniho melanomu byly pouZity pro rutinni screening sloucenin. Buiky byly
udrfovany v Nunc/Corning 80 cm’ plastikovich lahvich a péstovany v mediu pro bundéné
kultury (DMEM obsahujici 5 g/l glukézy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml penictlinu, 100 ug/ml
streptomyeiny, 10 % fetalniho teleciho séra a hydrogenuhli¢itan sodny), slouceniny byly
piipraveny podle postupu podle pfedlozeného vynalezu.

Bunééné suspenze byly pfipraveny a nafedény podle typu bunék a podle ofekdvant
koneéné hustoty bungk (10* bunk na jamku na zikladé charakteristik bunééného ristu),
pipetovalo sc 80 pl bunééné suspenze na 96-jamkové mikrotitracni destic¢ky. Inokulaty byly
stabilizovany 24 hodinovou preinkubaci pfi 37 °C vatmosféfe 5% CO,. Jednotlivé
koncentrace testovanych latek byly pfidany v ¢ase nula jako 20 pl alikvotni podil do jamek
mikrotitratnich desti¢ek. Obvykle se sloutemny fedily do Sesti koncentraci v étyfnasobné
fedici fadé. Pii rutinnim testovani byla nejvy$si koncentrace v jamce 166,7 pM, zmény této
koncentrace zavisi na dané latce. Viechny koncentrace byly testovany v tripliktech.
Inkubace bunék s testovanymi derivaty trvala 72 hodin pH 37 °C, 100 % vlhkosti a
v atmosfcic 3% CO; . Na konci inkubacni periody byly buitky analyzovany pe piidani
roztoku Calceinu AM (Molecular Probes) a inkubace probihala dal3i 1 hodinu. Fluorescence
(FD) byla méfena pomoci Labsystem FIA readeru Fluorskan Ascent (Microsystems). Prezitf
nadorovych bunék (tumor cell survival-TCS) bylo spocitino podle nasledujiciho vztahu:
Glso=(FDjzuka s derivatem FDrontroint jamka ) X 100 %, Hodnota Glsy, kterd odpovida koncentraci
latky, kdy je usmrceno 50 % nadorovych bungk, byla vypodtena ze ziskanych davkovvch
kfivek.

Nulovd cytotoxicita je zikladnim pfedpokladem pro pouziti tdchto latek
v zeméd€lskych aplikacich. Pro vyhodnoceni protinddorové aktivity byla testovana toxicita
novych derivati na panelech obsahujicich bungtné linie rozdilného histogenetického a
druhoveho pivodu (Tab. 14). Ukdzalo se, 7e pro viechny testované nddorové linic bylo
plsobeni novych sloucenin srovnatelné, kdezto nemaligni bunécné linie, tzn, NIII313
fibroblasty a normalni lidské lymfocyty, byly vii¢i tomuto pisobeni rezistentni. Slouceniny
uvedené v tab. 14 je moZné rozdélit do 2 skupin. Prvni skupina obsahuje “klasické
cytokininy™ reprezentované G-substituovanymi puriny (jejich plisobeni je jiz zniamé). Druha

skupiny zahrnuje nové substituované 6-anilinopurinové derivaty. Tyto vysledky naznacuji, 7e
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substituce v pozici 2 purinového skeletu vede obeené k poklesu cytotoxicke aktivity ve

stovnani s, klasickymi cytokininovymi® analogy. Jak je ukdzino v tabulce 14, GIS0 pro

NIH3T3 fibroblasty a normalni lidské lymfoeyty byla vidy vyssi nez 1667 uM. Nove

derivaty vykazuji nulovou toxicitu pro normélni i nadorové bufiky v koncentracich okolo

166,7 uM a jsou proto mnohem vhodnjsi pro zemédélské a kosmetické aplikace nez

“klasické cytokininy” (6-substituované detivaty purinu).

Tabulka 14

Cytotoxicita novych sloutenin pro riizné nadorové burky

Pouzita bunénda linie / Glso pmol/L)

SlouGenina HOS | K-562 | MCF7 | BI6-F0 |[NIH-3T3| G-361 | CEM | HL6O
kinetin >166.7 | 164.1 | >166.7 >166.7 153.1
isopentenyladenin >166.7 | 1469 |>»1686,.7 >166.7 92,2 |»1667
benzyladenin =166.7 | 1389 | l66.1 >166.7 >166.7|>166.7
trans-zeatin »166.7 =166.7 >166.7|>166.7
meta-topolin >166.7 | 1284 | =1667 | 906 | =166.7 | »166.7 | 90.1 | 792
ortho-topolin >166.7 | >166.7 | >166.7 | 150 | »166.7 | 1034 | 069.2 78
adenin >166.7 | »166.7 >166.7 >166.7 | »166.7
1 >166.7 >166.7 =166.7 »166.7
3 »166.7 »166.7 >166.7 »166.7
4 >166.7 | »166.7 | »166.7 >166.7 »166.7
6 >166.7 | >166.7 | >166.7 >166.7
9 »166.7 >166.7 >166.7
12 >166.7 >166.7 >166.7
40 >166.7 >160.7 >166.7 >166.7
42 >166.7 >166.7 >166.7 >166.7
48 =166.7 | »166.7 | >166.7 >166.7
51 >166.7 »166.7 »160.7
64 >166.7 >166.7 >166.7
66 >166.7 >166.7 >166.7
7 >166.7 >166.7 >160.7
73 >166.7 >166.7 >166.7
T8 >166.7 >166.7 >166.7
83 >166.7 >166.7 >166.7
87 =166.7 >166.7 >166.7
94 >166.7 >166.7 »166.7
101 =106.7 >166.7 >166.7
103 >166.7 >166.7 >166.7
116 >166.7 >166.7 >166.7
131 >166.7 >166.7 >166.7

Priklad 26

sewe
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Zpomaleni vzniku, piipadné reverze senescentntho fenotypu normdlnich lidskych

fibroblasii

Vtomto piikladu byly pro studium [-galaktosidazové aktivity pouZity lidské
diploidni fibroblasty (HCA buiiky s rozdilnou Urovni pasaZovani: pasaz 25 - oznaceni
HCA25; pasz 45 - oznaeni HCA43; paséz 80 - oznateni HCA80). Medium pouzité pro
kultivaci bunék bylo odstranénoe, bunky byly promyty 2-krat PBS a fixovany ve 2-3 ml
fixacniho ¢inidla skladajiciho se ze 2% formaldehydu a 0,2% glutaraldehydu v PBS. Buiky
byly inkubovény pfi teploté mistnosti po dobu 5 min. a poté 2-krat promyty PBS. Bunky
byly pak inkubovany pii 37 °C (bez CO;) po dobu 1 aZ 16 hodin ve 2-3 ml roztoku
obsahujicihe ferrikyanid draselny (5 mM), ferrokyanid draselny (5 mM), MgCly (2 mM), X-
gal (3-brom-4-chlor-3-indolyl-f-D-galakiopyranosid) (1 mg/ml), v citrdt/fosfatovém pufru,
pH 6.0) Po této inkubaéni periodé byly buriky pozorovany mikroskopicky za Gcelem zjidténi
senescentnich bunék anebo pro méfeni intenzity zabarveni pi1 415 nm spektrofotometricky
pomoci readeru Multiscam MCC (Labsystems) (positivné senescentni bunky). V téchto
experimentech byly oznaceny pouze senescentni buniky a to diky uéinku B—galaktosidasy na

substrat,

Tabulka 15

Vliv novych slouéenin na poget senescentnich bunék v kultufe lidskych fibroblasta
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Senescentni buiiky (%)
Sloutenina
HCA25 HCAS0 NTA80
Kinetin 3 5 38
2-chloro-6-(4-hydroxyanilino)purin 4 6 22
2-chloro- 6-(3-methoxyanilino)purin 5 5 24
2-chloro-6-(4-methoxyanilino)purin 4 3 26
2~chI0r0—6—(3.—{nelhoxly-4- 4 6 2%
hydroxyanilino)purin
2-amino-{4-hydroanilino)purin 3 4 21
2-methyit_h.10-6-(4—l 4 5 1
hiydroxyanilino)purin
2-fluoro-6-(4-hydroxyanilina)purin 3 4 18
2-fluorc- 6-(3-methoxyanilino}purin 3 5 29
2-amino-6-{3-methoxyanilino)purin 4 4 22
2-cliloro-6-(3-methoxy-4-
i . k! 6 31
hydroxyanilinojpurin
2-amino-(4-hydroxyanilino)purin 4 4 i8

Se zvy3ujicim se po¢tem pasazi dochdzelo k zintenzivnéni zabarveni. U nejstarSich bunék

byly pozerovany pouze builky od jasné modré az po tmavé matnou barvu. Substituovang 6-

anilinopurinové derivaty byly obecné mnohem efektivnéjsi nez kinctin pfi udrzovani nizsi

hladiny senescentnich bunék po 80 pasazi.

Piiklad 27

Protizanétlivd aktivita novych substituovanych 6-anilinopurini

-----

bunééné linii krystho gliomu C6 (ATCC No. CCL107). Jako kontrola byl pouzit kinetin.
Buiky byly péstovany v jedné vrstvé v chemicky definovaném médiu bez pridavku séra.
Kultivaéni médium mélo nasledujici slozeni: Hamovo médium I'10 / minimaln{ csencidlni
médium (1:1 v/v), 2 mM L-glutamin, 1 % (v/v} minimalni esencidlni vitaminy (100x), 1 %
(v/v) minimalni neesencidlni aminokyseliny (100x), 100 U/ml penicilin, 100 mg/ml
streptomycein a 30 nM seleni¢itan sodny. Inkubace probihala pii 37 °C a 100 % vzdusné

vlhkosti. Experimenty byly provadény v logaritmické ristové {az1 pfi hustoté bunék 2,5x10°

. 2
bunék/cm”.

L XX
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Syntéza cAMP byla indukovina pfidavkem 5 mM (-)-isoproterenolu, ktery byl k

bunéénym kulturam pridavan zdroved s testovanou latkou, Inkubace probihala 30 minut.
¢AMP bylo stanoveno pomoci ELISA (cAMP-enzyme immunoassay kit firmy Amersham).
Iodnoty Isp byly odeéteny z kalibradni kiivky. Stanoveni bylo provedeno v duplikatu.

Vysledky byly nasledujic:

Profizanétliva aktivita
Sloutenina
Iy (uM) Utinek
Kinetin ( 6-furfurylaminopurin) 0 neaktivni
2-chloro-6-(2-hydrexyanilino)purin 25 Inhibice
2-chloro-6-(4-hydroxyanilino)purin 13 Inhibice
2-chloro-6-(3- 7 Inhibice
methoxybenzylamine)purin
2-chloro-6-(3,5- -
. ’ . 1
dimethoxybenzylaminojpurin ! nhibice

Substituované 6-anilinopuriny vykazaly protizingtlivou aktivitu. Kinetin byl neucinny.

Priklad 28
Viiv latek na adherenci fibroblastit

Test adherenéni schopnosti bunék je jednou z metod hodnoceni akutni toxicity latek viidi
adherentnim  burikdm. Testovand latka se piida do média s definovanym poctem
ztrypsinizovanych bundk a po stanovené dobé se spocita pocet bunék piisedlych ke dnu kultivacn
nadoby. V experimentu jsme pouzili lidské diploidni fibroblasty BJ (19. pasiZ) ve standardnim
kultivaénim médin (DMEM obsahujici 5 ¢/ glukézy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100
ug/ml streptomycinu a 10% fetélniho teleciho séra). Pocty piisedlych bunék byly stanoveny po 6
hodinach. Experiment byl proveden v triplikatu. Vysledky ukazuje Obr 4.

Procento bunék adhcrovanych k povrchu nebylo vyznamné ovlivnéno 2-chlor-6-(4-
hydroxyanilino)purinem v koncentraénim rozmezi od 40 do 200 pM, litka tedy nevykazuje vici

fibroblastim akutni toxicitu.

Ptiklad 29
Sledovani in vitro viability lidskyeh diploidnich fibroblastii pomoci MTT
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MTT test je standardni kolorimetrickou metodou pro méfeni proliferace a prezivani bunck.

Zluté MTT je v metabolicky aktivnich buiikéch redukovéno na fialovy formazan a ten je stanoven
spektrofotometricky. Diploidni lidské fibroblasty BJ (19. pasdZ) byly vyscty do 96 jamkové
mikrotitradni desky v po&tu 5 000 na jamku, pe 6 hodinach bylo médium (DMEM obsahujici 5 g/l
glukozy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu a 10% fetalniho
teleciho séra) odsato a nahrazeno médiem obsahujicim testovanou latku v koncentraénim rozmezi
0-200 uM. Kazda kencentrace byla testovana v pentaplikitu. MTT bylo k buikam pfidano po 72
hodinach (findlni koncentrace 0,5 mg/ml) a inkubace probihala 3 hodiny. Obr. 5 ukazuje vysledky
pro 2-chlor-6-(4-hydroxyanilino)purin. Z vysledki vyplyva, Ze latka neni pro hidské diploidni

fibroblasty toxicka.

Priklad 30

Sledovint in vitro toxicity na lidskyeh diploidnich fibroblastech vyhodnocenim riistové kfivky
Diplotdni lidské fibroblasty BJ (19. pasaZ) byly vysety do 24 jamkového panclu po 10 000
buiikich na jamku. Po 6 hodinich bylo médium (DMEM obsahujici Sg/l glukozy, 2mM
glutaminu, 100 U/ml peniciliny, 100 pg/ml streptomycinu a 14% fetalniho teleciho séra) odsato a
nahrazeno médiem obsahujicim testovanou latku v koncentraénim rozmezi 12,5-400 uM. Kazdd
koncentrace byla testovana v triplikatu. Pocty bunék byly stedovany 12 dni. 7 obrizku 6 je patmné,
7¢ sledovand latka nevykazuje ve sledovaném Easovém obdobi toxicitu vidi lidskym diploidnim

[ibroblastim.

Priklad 31

Ucinek na senescentni lidské diploidni fibroblasty

PreZiti bunék: Scnescentni diploidni lidské fibroblasty SNF20 (38. pasaz) byly vysety do 24
jamkového panelu po 10 000 burikdch na jamku. Po 6 hodindch bylo médium (DMEM obsahujici
S g/l glukézy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu a 10% fetélntho
teleciho séra) odsdto a nahrazeno médiem obsahujicim testovanou latku v koncentragnim rozmezi
12,5-400 M. Kazda koncentrace byla testovina v triplikatu. Podty bunék byly odetteny 7. a 14.
den.

Z obr. 7 je patrné, Ze 2-chler-6-(4-hydroxyanilino)purin v koncentracich do 200 pM nemaé
vyrazny negativni vliv na pfeZiti senescentnich bunék ve sledovaném ¢asovém mtervalu.
Morfologic senescentnich bunék:

Fibroblasty SNF20 (38. pasaZ) byly kultivoviny po dobu 14 a 30 dni v pfitomnosti
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2-chlor-6-(4-hydroxyanilino)purinu v kancentracich od 12,5 do 200 uM po dobu 14 a 30 dni.
Poté byl aktinovy cytoskelet obarven phalloidinem konjugovanym s TRITC a pozorovan ve
flourescentnim mikroskopu . V pfipadé bun¢k ovlivnénych 25, 50 a 100 pM byl zjistén vySsi
podil morfotypl odpovidaiicich niz§l pasdzi, aktinovy cytoskelet byl vice difizni a ptitomno

bylo méné stresovych vlaken.

Priklad 32

Amesitv test

K vyloudeni mutagenniho plisobeni 2-chlor-6-(4-hydroxyanilino)purinu byl pouzit Amesiv
test. Jako indikatorové kmeny byly pouzity histidinové auxotrofy Salmonella typhimurium
TA98 a TAI00 a test byl proveden podle standardnich protokolli (Ames et al., Mutation
Research, 31, 347-364 (1975); Maron ct al., Mutation Research, 113, 173-215 (1983)). Latka
byla nemutagenni i v koncentracich piekradujicich mez. rozpustnosti latky v daném médiu

(2.5, 5,0, 15, 50, 500, 1500, a 5000 pg/misku).

Priklad 33
Pripravky

Piipravky ovlivijici riist obvykle obsahuji od 0,1 do 99 % (w/w), zejména pak od
0,1 do 95 % {w/w), aktivni slo7ky nebo slozek odpovidajicich latce nebo latkam vzoree 1, od
1 do 99.9 % (w/w), pevnych ncbo tekutych pomocenych litek, a od 0,1 do 25 % (w/w),
zejména od 0,1 do 25 % (w/w) surfaktantu. Zatimco komercni piipravky jsou obvykle
formulovéany jako koncentrity, koncovy uZivatel pouziva ptipravek fedény. Pfipravek mize
zahrnovat | dalsi komponenty jako stabilizatory, napf. rostlinné oleje ncbo cpoxidované
rostlinné oleje (epoxidovany kokosovy olej 0;1, fepkovy olej, podzemnicovy olep),
protipénivé latky, napi. silikonovy olej, konservacni 1dtky, latky regulujici viskozitu, pojiva,
latky zvySujici pfilnavost, hnojiva, pFipadné dal31 aktivni slozky. Preferované piipravky majf

zejména toto sloZeni (uvedena hmotnostni procenta):

Al. Emulgovatelné koncentraty a) b) ¢) d)
Smés aktivnich sloZek 5% 10% 25% 50%
dodecylbenzensulfonat vipenaty 6% 8% 0% 8%
polyoxyethylovany ricinovy ole

(polyglykol ether ricinového oleje) 4% - 4% 4%
(36 mol ethylen oxid)

oktylfenol polyglykol ether - 4% - 2%
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(7-8 mol ethylen oxid)
cyklohexanon - - 10 % 20 %
smés aromatickych uhlovodiki 85 % 18 % 5% 16 %

Co-Ci2
Emulse o vyZadované findlni koncentraci mehou byt ziskiny z takového koncentratu

zfedénim vodou.

A2. Roztoky a) b) ¢) d)

Smés aktivnich slozek 5% 10 % 50% 90%
1-methoxy-3-( 3-methoxy-

PIOpOXY)-propan - 20% 20% -
polyethylenglykol MW 400 20% 10% -
N-methyl-2-pyrrolidon - - 30% 10%
smés aromatickych uhlovodikl 75 % 60 % -

Co-Cy3

Roztoky jsou vhodné k aplikaci ve formé mikrokapének.

A3, Smacdivé prasky a) b) c) d)
Smgés aktivnich slozek 5% 25% 50 % 80 %
lignosulfonat sodny 4% - 3%

taurylsulfat sodny 2% 3% - 4%
disobutylnaftalensutfonat - 6% 5% 6%
sodny

oktylfenol polyglykol ether - 1% 2%

(7-8 mol ethylen oxid)

vysoce disperzni kyselina kiemiéita 1% 3% 5% 10 %
kaolin 88 % 62 % 35% -

Aktivni slozka je dikladné promisena s pomocnymi latkami a smés j¢ dukladné rozemleta ve

vhodném mlynu. Suspenzi libovolné koncentrace je moZné ziskat smisenim vzniklého prachu

s vodou.

A4. Potahované granule a) b) ¢)
Smés aktivnich slozek 0.1% 5% 15%
vysoce disperzni kyselina kfemiCita 0.9 % 2% 2%
anorganicky nosié 09.0% 93% 83 %
(0,1 -1 mm)

napi. CaCOj; nebo Si0,
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Aktivni slozka je rozpusténa v methylenchloridu a nasprejovana na nosic. Rozpoustédlo je

odpafeno ve vakuu.

AS5. Potahované pranule a) b) ¢)
Smés aktivnich slozek 0.1% 5% 15%
polyethylenglykol MW 200 1.0 % 2% 3%
vysoce disperzni kyselina kiemicitd 0.9 % 1% 2%
anorganicky nosi¢ 98.0%  92% 80 %

(AE0,] -1 mm)
napi. CaCOs nebo Si0;

Jemné rozemietd aktivni slozka je v mixéru stejnomémé nanesena na nosic zvlhéeny

polyethylenglykolem. Takto Jsou ziskény neprasné granule.

Ab. Extrudované granule  a) b) ¢ d)
smés aktivnich slozek 0.1% 3% 5% 15 %
lignosulfondt sodny 15% 2% 3% 4 %
karboxymethylcelulosa  14% 2% 2% 2%
kaolin 97.0%  93% 90 % 79 %

Aktivni sloZka je smisena a rozemleta s pomocnymi ltkami a slozka Je zvihéena vodou.

Smés Je extrudovina a ususena v proudu vzduchu.

A7. Prachy a) b) ¢)
Smés aktivnich sloZek 0.1 % 1% 3%
talek 390% 499 5%
kaolin 60.0%  350% 60 %

Prachy k ptimému pouziti jsou ziskany rozemletim aktivni slozky s nosiem ve vhodném

mlynu.

AS$. Suspenzni koncentrit a) b) ¢) d)
smés aktivnich slozek 3% 10% 25% 50%
ethylen glykol 3% 3% 5% 5%
nonylfenol polyglykol ether- [ % 2% -

(15 mol ethylen oxid)

lignosulfondt sodny 3% 3% 4 % 5%
karboxymethylcelulosa 1 % 1% 1 % 1%
37 % vodny roztok formaldehydu 0.2 % 0.2 % 0.2 % 0.2%
c¢mulse silikonového oleje 0.8 % 0.8 % 0.8 % 0.8%
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voda 87 % 79 % 62 % 38%

Jemn¢ rozemletd aktivni slozka je smichana s pomocnymi latkami. Vznikly suspenzni

koncentrat umozituje ptipravu suspenze o pozadované koncentraci ziedénim vodou.

Pfiklad 34
Gel
Nizvy sloZek jsou uvadéna v souladu s terminologii registraénich viadi. Slozky jsou

uvadeny v gramech na 100 g.

Gel /100 ¢
Aktivni Jatka 2-chlor-6-(4-hydroxyanilino)purin {2CH4OHAP) 1.0 g
butylhydroxytoluen (Nipanox BHT) 02¢
butylparaben (Nipabutyl) 0.2¢g
diethylenglykol monocthy! ether (Transcutol ) 10,0 g
bezvoda koloidni silika (Zeopharm 177) S0¢
propylenglykol laurdt (Lauroglycol FCC) 83,6 ¢

Konzistence gelu miize byt dile modifikovana piidanim bezvodé koloidni siliky.
Utinek aktivni latky mize byt zvy%en pomoci transdermdiniho systému Transcutol
P/Lauroglycol FCC. Bezvoda koloidni silika pravdépodobné zpomali penctraci iginné latky,

coz povede k protrahovanému t&inku,

Priklad 35

Priprava pripravku wréeného k aplikaci na kizi (mast)

Nazvy slozek jsou uvddéna v souladu s terminologii registradnich Giadd. Slozky jsou

uvadény v gramech na 200 g

/200 ¢
aktivni latka 2-chlor-6-(4-hydroxyanilino)purin -~ (2CI40HAP) 20¢
butylhydroxytoluen (Nipanox BHT) 04¢g

20001803561 INP
butylparaben (Nipabutyl) 04¢g
diethylenglykol monoethyl ether (Transcutol P) 20,0 ¢

3260/02




glycerol dibehendt (égmpritol 888 ATO) 440 ¢
3123/04

propylenglykol laurat (Lauroglycol FCC) 1532¢
3219/00

Doporuceny postup
Faze A

2 gramy 1éinné latky byly rozpustény ve 20 g Transcutolu P stalym michanim v oddélene
sklenéné nebo nerezové ocelové nadobé pii laboratorni teploté. Rozpousténl mize byt

urychleno zahfivanim na maximaln¢ 40 °C.

Fize B

0,4 gramu Nipanox BIIT a 0.4 g Nipabutylu byly rozpustény za stalého michani pfi teploté
phiblizng 70°C v 133,2 g Lauroglycol FCC. Operace byla provedena v oddélené sklengné
nebo nerezové ocelové nadobe. Ciry olejovity roztok byl zahfat na pfiblizné 80 °C a v ném
bylo za michani roztaveno 44 g Compritolu 888 ATO. Vznikly roztok byl ochlazen na
piblizng 60 °C a béhem stalého michani chladnouciho roztoku smichan s fazi A. Vznikla

bélava mast'ovita hmota byla rozd&lena po 15 gramech do plastovych nadobek

Priklad 36
Piiprava pFipravku pro topickou aplikaci na kizi
SloZeni topického piipravku uréencho k aplikaci na kizi (hmotnostni procenta):

Aktivni latka 2-chlor-6-(4-hydroxyanilinojpurin (2C140HAP) 0,1 %

Olejova faze

Cetyl alkohol 5.0%
Glyceryl monostearat 15.0%
Sorbitan monooleat 0.3 %
Polysorbat 80 USP 0,3 %
Vodna faze

Methylcelulosa 100 eps 1,0 %

Methyl paraben 0,25 %
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Propyi paraben 0,15 %
Destilovana voda kvantitativné do 100 %

Methyleelulosa byla rozpusténa ve vodé obsahujici methyl a propyl paraben. Smés pak byla
zahfdta na 72 °C a pfimichana k olejové fazi o teploté 70 °C. Utinnd litka 2CI40HAP byla
pfidana po ochlazeni smési na 35°C a michana do vychlazeni.

Tento pripravek je uréen k aplikaci na kiizi na ptinejmensim denni bézi dokud se nedostavi

poZadovany piiznivy efekt (omlazovaci ti¢inek).
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PATENTOVE NAROKY

I. Substituované 6-anilinopurinove derivaty obecného vzorce 1

=

HN

P
2 N

N
H

I
ajeiich farmaceuticky vyuZiteIné soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy
ve formé racemati nebo opticky aktivnich isomerd, jakoZ i jejich adi¢nich soli s kyselinami,
ve kterych
R znamend 1 a2 5 substituentll nezdvisle vvbranych zc skupiny zahrujici vedik, halogen,
hydroxyl, amino, alkyloxy a alkylovou skupinu,
R2 znamena amino, halogen, nitro, thio, alkylthio nebo alkylovou skupinu

pro pouZiti jako inhibitory cytokinin oxidasy.

2. Substituované 6-anilinopurinové derivaty podle ndroku | obeeného vzorce [ ze

skupiny zahrnujici 2-{chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, —methyithio, methyl)-6-

anilinopurin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2-
chloroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, mcthylthio, methyl)-6-(3-
chloroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(4-
chloroanilino)purin, 2-(chloro, fluaro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2-
fluoroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio. methylthio, methyl)-6-(3-
fluoroanilinopurin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(4-
fluorcanilinolpurin, 2-( chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio}-0-(2

>
>
bromoanilino)purin, 2-(chlaro, fluoro. bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(3-
bromoanilino)purin, 2-(chloro, fluore, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(4-
bromoanilino)purin, 2-(chloro, fluoro. bromo, amino, nitro. thio, methylthio, met hyl)-6- (7'—
methoxyanilino)purin, 2-(chlero, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio. methyl)-0-(
methoxyanilino)purin, 2-(chloro, {luore, bromo, amine, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(4-
-

methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluore, bromo, amino, nitro, thio, methy {thio, methyl)-6-(2

Te e
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ethoxyanilino)purin, 2-(chloro, flucro, bromo. amine, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(3-

ethoxyanilino)purin, 2-{chloro, fluoro, brome, amine, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(4-
ethoxyanilino)purin, 2-(chlero, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2-
aminoanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(3-
aminoanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(4-
aminoanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amine, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2-
methylanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(3-
methylanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(4-
methylanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2-
hydroxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, brome, amino, nitre, thio, methylthio, methyl)-6-(3-
hydroxyanilino)purin, 2-(chloto, fluoro, broma, amino, nitre, thio, methylthio, methyl)-6-(4-
hydroxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bremo, amino, nitro, thio, methylthie, methyl)-6-
(2,3-difluoroanilino)purin, 2-(chlore, NMuoro, brome, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-
6-(2,4-difluoroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, breme, amino, nitro, thio, methylthio,
methyl}-6-(2,3,4-trifluoroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methyl)-6-(2,4,5-trifluoroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro,
thio, methylthio, methyl)-6-(2,3-dichloroanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino,
nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2,4-dichloroanilino)purin,2-(chloro, fluoro, bromo, amino.
nitro, thio, methylthio, methyl, ethyl)-6-(2.4-dimethoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro.
bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2,3-dimethoxyanilino)purin, 2-{chloro.
fluoro, bromo, amino, nitro. thio, methylthio, methyl, ethy!)-6-(3,4-dimethoxyanilino)purin,
2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio,  methyl)-6-(2,5-
dimethoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoto, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl,
ethyl)-6-(3,4,5-trimethoxyanilino)purin, 2-(amino, chloro, fluoro, bromo, amino, nitzo, thio,
methylthio, methyl, ethyl)-6-(2,4.6-trimethoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluore, bromo, amino,
nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2,3-dimethylanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo,
amino, nitro, thio, methylthio, methyl, ethyl)-6-(2,4-dimethylanilino)purin, 2-(chloro, fluoro.
bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6+(3,4-dimethylanilino)purin, 2-(chloro,
fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl, ethyl}-6-(3,5-dimethylanilino)purin, 2-
(chloro, fluoro, brome, amino, nitro, thio,  methylthio, methyl, cthy})-6-(2.3-
dihydroxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino. nitro, thio, methylthio, methyl)-6-
{2 4-dihydroxyanilino)purin, 2-(chloro, fluera, bromo, amino, nitro, thio, methylthio.

methyl)-6-(2,5-dihydroxyanilino)purin, 2-(amine, chloro, fluore, bromo, amino, nitro, thio,
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methylthio, methyl)-6-(3,5-dihydroxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro,

thio, methylthio, methyl)-6-(3-hydroxy-2-methylanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo,
amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(3-hydroxy-4-methylanilino)purin, 2-(chloro,
fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2-hydroxy-S-methylanilino)purin,
2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,  methylthio. methyl)-6-(3-hydroxy-2-
methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thic, methylthio, methyl)-6-(3-
hydroxy-4-methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluote, bromo, amino, nitro, thio, methylthio,
methyl)-6-(2-hydroxy-3-methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methy!)-6-(2-hydroxy-5-methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluore, bromo, amino.
nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyanilino)purin, ~ 2-(amino,
chloro, fluoro, hydroxy, thio, methylthio, methyl)-6-(2-chloro-4-methoxyanilino)purin, 2-
(amino, chloro, fluoro, bromo, nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2-chloro-5-
methoxyanilino)purin, 2-(amino, chloro, fluoro, bromo, amine, nitro, thio, methylthio,
methyl)-6-(2-chloro-3-methoxyanilinojpurin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methyl)-6-(2-bromo-3-methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino,
nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2-methoxy-3-chloroanilino)purin, 2-(chloro, flucro.
bromo, amino, nitre, thie, methylthio, methyl)-6-(2-methoxy-4-chloroanilino}purin,

a jejich farmaceuticky vyuZitelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢1 aminy

ve formé raceméti nebo opticky aktivnich isomerd, jakozZ i jejich adi¢nich soli s kysclinami,

pro pouZiti jako inhibitory cytokinin oxidasy.

3. Substituované 6-anilinopurinové derivity podle naroku 2 obecného vzorce | ze

skupiny zahmujici s vyhodou 2-(chloro, fluoro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio,

methyl)-6-(3-methoxyanilino)purin, 2-{chloro, flucro, bromo, amino, nitro, thio, methylthio,
methyl)-6-(2-hydroxy-3-methoxyanilino)purin, 2-(chloro, {luoro, bromo, amino, nitro, thio,
methylthio, methyl)-6-(2-chloro-3-methoxyanilino)purin, 2-(chloro, fluoro, bromo, amino,
nitro, thio, methylthio, methyl)-6-(2-bromo-3-methoxyanilino)purin, 2-{chloro, fluoro.
bromo, amino, nitro, thio, methylthio, methyl}-6-(4-hydroxyanilino)purin,

a jejich farmaceuticky vyuzitelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢1 aminy

ve formé racemdtd nebo apticky aktivnich isomert, jakoZ i jejich adicnich soli s kyselinami,

pro pouziti jako inhibitory cytokinin oxidasy.
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4, Substituované 6-anilinopurinové derivaty obeeného vzorce 1 podle néroku 1 ncbo 2

pro pouZiti jako inhibitorl cytokinin oxidasy, zcjména pro zpomaleni senescence bunck

rostiin, ZivoCichad, mikroorganismi, kvasinek a hub.

5. Substituované 6-anilinopurinové derivaty obecného vzorce I podle naroku I nebo 2
obecného vzoree | pro pouziti jako inhibitoru cytokinin oxidasy pro zpomaleni senescence

savtich pokozkovych bungk, zejména keratinocytd a fibroblast.

6. Substituované 6-anilinopurinové derivaty obecného vzorce 1 podle naroku 1 nebo 2
pro pouZiti jako inhibitory cytokinin oxidasy ve tkanovych kulturdch ke stimulaci prolifcrace

a morfogeneze,

7. Substituované §-anilinopurinové derivaty obecného vzoree [ podle ndroku 1 nebo 2
pro pouziti jako inhibitory cytokinin oxidasy pro zvySeni vynosu a kvality zemédélskych

produkt,

8. Substituované 6-anilinopurinové derivity obecného vzorce | podle ndroku I pro
pouZiti pro vyrobu pripravki pouzivanych ke klonovani rostlinnych i savéich zarodednych

bunék a embryi, s vyhodou oocytu.

9. Substituované 6-anilinopurinové derivaty ohecného vzoree 1 podle ndroku 1 pro
pouZiti jako inhibitory cytokinin oxidasy na potlaceni imunostimulace nebo pii supresi

rejekec transplantovanych orgénd u saved.

10, Substituované 6-anilinopurinové derivity obecného vzorce I podle niroku 1 pro

pouziti jako inhibitory eytokinin oxidasy pii produkei uitkovych rostlin

1. Kosmetické, farmaceutické a rdstové-regulacnl pfipravky, vyznacujici se tim, Ze
obsahuji alespoit jeden substituovany G-anilinopurinovy derivat obeeneho vzorce | nebo jeho
sl s alkalickym kovem. amoniakem &1 aminem ve formé racemdtu nebo opticky aktivniho

isomeru, nebo jeho adiéni soli s kyselinou, vietng pomocnych latck.

“-ns
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12, Pousiti substituovaného 6-anilinopurinového derivdtu obecného vzorce T nebo jejich

soli salkalickymi kovy, amoniakem & aminy ve form¢ racemdtii nebo opticky aktivnich
isomerd, jakoZ 1 jcjich adicnich soli s kyselinami pro pripravu pripravku pro pouziti pro

inhibici cytokinin oxidasy.
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Obr. 1; Obnoveni pfirozensho fenotypu po systematické aplikaci latky 12 na CKX

nadprodukujici rostliny. + znamena octfeno, - neoselfeno.

WT 3535:CKX1

355:CKX2
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Obr. 2: Srovndni Gginku cytokininu a CKX inhibitoru na obnoveni pfirozencho

fenotypu AtCKX1 semenackd Arabidopsis. (A) AtCKX1, (B) AtCKXT kultivované na
0.1 uM latee 12, (C) AtCKX1 kultivované na 0,1 uM BAP, (D) kontrolni rostlina s

piirozenym fenotypem.
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Obr. 3: Uinek latky 12 na kveteni rostlin Arabidopsis.

Obr. 4: Vliv 2-chloro-6-(4-hydroxyanilino) purinu na adherenci bunék Hodnoty uvedeny relativné

vzhledem ke kontrole.

Vliv 2-chloro-6<{4-hydroxyaniline) purinu na adherenci \

% adherovanych bunék

50 uMm 100 pM 200 uM kontrola
! koncentrace latky
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Obr. 5: Vliv 2-chloro-6-(4-hydroxyanilino)purinu na viabilitu bunék po 3 dnech. Hodnoty

wvedeny relativné vzhledem ke kontrole.

Vliv 2-chloro-6-(4-hydroxyanilino) purinu na viabilitu
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Obr. 6: Ristovd kiivka lidskych diploidnich fibroblasti BJ ovlivnénych 2-chloro-0-(4-

fiydroxyanilino)purinem

Riistova krivka fibroblastt ovlivnénych 2-chloro-6-{(4-
hydroxyanilino}purinem
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Obr, 7. Pocet bunck po 7 a 14 dennim plsobeni 2-chloro-6-(4-hydroxyanilinojpurinu. Fodnoty

uvedeny relativné vzhledem ke kontrole.
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