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Substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivdty pro pouZiti jako antagoniste

cytokininovych receptor( a pfipravky obsahujici tyto slouceniny

(Oblast techniky

Vyndlez se tyka substituovanych 6-(alkylbenzylamino)purinovych derivati, jejich

pouziti jako antagonisti cytokininovych receptorii a piipravki obsahujicich tyto slouceniny.

Dosavadni stav techniky

Cytokininy jsou rostliné hormony. které hraji klicovou ulohu v rozdilnych aspektech
regulace ristu a vyvoje. Cela skupina zahrnuje chemikalie s rozdilnymi stupni strukturdini
podobnosti, z nichZ nékteré se vyskytuji piirozené v rostlinich, kdezto jiné byly pfipraveny
chemicky (Mok & Mok Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 52: 89-118, 2001). Pfirozené
cytokininy jsou adeninové derivaty. které je mozné klasifikovat podle postranniho fetézce na
isoprenoidni nebo aromatické. Dilezitymi piedstaviteli téchto dvou tfid jsou zeatin a 6-
benzylaminopurin.

Cytokininy jsou centralnimi regulatory bunééného cyklu a indukce bunééného déleni je
povazovana za diagnostickou pro tuto skupinu rostlinnych hormont. Molekularni podstata této
aktivity je pochopena pouze ¢aste¢né a mize se lidit u raznych bunéénych typt. Bylo
prokazano, ze cytokininy kontroluji defosforylaci tyrosinu a aktivuji p34°d°2-p0d0bnou H1
histonovou kinasu (Zhang et al., Planta 200: 2-12, 1996), stejné jako transkripéné aktivuji
cyklin: D3 (Riou-Khamlichi et al. Science 283: 1541-1544, 1999). Neékteré z dilezitych
fyziologickych a vyvojovych procest jakymi jsou tvorba a aktivita apikalniho meristému,
vyvoj kvétl, pferuseni dormance pupent a kliceni semen, které jsou kontrolovany cytokininy.,
maji piinejmensim funkéni vazby s mechanismy kontroly bunééného cykiu.

Jak rostliny rozpoznavaji cytokininy bylo po dlouhou dobu zahadou. Zcela nedavno se
viak podafilo identifikovat nékolik cytokininovych receptorit v Arabidopsis (Inoue et al.
Nature 409: 1060-1063, 2001) a Zea mays (Yonckura-Sakakibara et al. Plant Physiol. 134;
1654-1601. 2004). Arabidopsis ma tfi cytokininové receptory, AHK2, AHK3 a CREI/AHKA4.
Viechny jsou membrénové-lokalizované sensorové histidin kinasy s extracclularni ligand-
vazebnou doménou a cytoplasmatickou His-kinasovou doménou. Bylo rovnéz ukazano, Ze
cytokininovy signal je transmitovan nékolikakrokovym fosfat-pfenosovym systémem, ktery byl
znamy u prokaryot a nizsich eukaryot. U vyssich cukaryot jsou dvouclenné signalni drahy

znamé pouze u rostlin (Ferreira & Kieber, Curr. Opin. Plant Biol. §: 518-525, 2005). Vyvoj
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agonistd a antagonistd uréitého fyziologického G¢inku je dalezity pro studium mechanismu

ucinku biologicky aktivnich pfirozenych latek. Potencidlni cytokininové antagonisty byly
navrzeny na zakladé domnénky, Ze se (1) aktivni cytokininy moheu vézat na jeden nebo vice
bunéénych receptord a (2) 7e bude mozné pfipravit slouceniny, které maji minimalni
cytokininovou aktivitu, avsak vysoky stuped strukturdlni podobnosti umozZiwjic{ jim
kompetovat o dostupna receptorova vazebna mista, ¢imZ omezi biologickou aktivitu
cytokinind. Udinn v prirozené se vyskytujici cytokinin N°-isopentenyladenin poslouzil jako
zaklad dvodnich studii vztahlt mezi strukturou a aktivitou. Modifikace heterocyklického
purinového systému pfinesia prvni analoga s antagonistickou aktivitou, kterd vyznamné
redukovala cytokininovou aktivitu v biotestech (Skoog & Armstrong, Annu. Rev. Plant
Physiol. 21:359-384, 1970, Skoog et al., Phytochemistry 6:1169-1192_ 1967). Identifikace tfidy
cytokininovych antagonistii racionalnimi postupy naznacila, Ze dalsi strukturdlné pfibuzné
heterocyklick¢é slouceniny mohou mit cytokininovou antagonistickou aktivitu. Proto byla
pfipravena fada substituovanych pyrrolo[2,3-d]pyrimidinG, pyrazolo[4,3-d]pyrimiding, s-
triazing, N-benzyl-N'-fenylmocovin a N-arylkarbamatl, které byly testoviny na schopnost
inhibovat cytokininy stimulované procesy v ruznych biotestech, jez prokazaly fadu latek jako
potencialni anticytokininy (Hecht, Proc. Natl. Acad. Sci USA 68: 2608-2610, 1971 Skoog ct
al. Phytochemistry 12:25-37, 1973; Shimizu et al. J. Agric. Food Chem. 37:236-240, 1989,
[wamura et al. Biochim. Biophys. Res. Commun. 57:412-416, 1974; Hecht et al. 1976: US4,
282, 361; Skoog et al. 1981: US3, 988, 338). Vzhledem ke strukturalni podobnosti
s pfirozenymi cytokininy a vzhledem k jejich antagonistickym Gc¢inkdm, které byly reverzibilni
v zavislosti na zvySujicich se koncentracich cytokininG bylo pifedpokladano, Ze tyto slouceniny
funguyi skrze interakci se spole¢nym molekuldrnim cilem, tedy cytokininovami receptory (in
Mok & Mok, CRC Press, Boca Raton. USA, pp.43-55, 1994). Niecméne, primy dikaz, 7e
cytokininové receptory jsou mistem cytokinin-anticytokininové interakce chybél, protoze
cytokininové receptory byly v té dobé neznamé. Nedavny objev a pochopeni cytokininového
signalingu nas motivoval k prezkoumani anticytokininového mechanismu Ucinku. Nejprve
jsme prokazali, Ze reprezentativni anticytokininy nejsou kompetitivnimi inhibitory dvou
cytokininovych receptori z Arabidopsis. S pouzitim velmi G¢inného anticytokininu 3-methyl-
7-pentylaminopyrazolo[4,3-d]pyrimidinu jsme prokazali, Ze tato sloudenina inhibuje progres
v bunétném cyklu a vyvolava zmény ptipominajici a¢inck inhibitorh cyklin-dependentnich
kinas (CDK). Potvrdili jsme rovnéz inhibici CDK anticytokininy u rostlin a lidi vazbou
anticytokininu do ATP-vazebného mista hdské CDK2 (Spichal ¢t al. J. Biol. Chem. 282:14356-
63, 2007).
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Ze soudasnych praci je patrné, Ze percepce cytokininl je nezbytnym krokem
v regulact mnoha aspekti rdstu a vyvoje rostlin. Studium rostlin pozbyvajicich funkéni
cytokininové receptory - jednoduchych, dvojitych a kompletnich mutantl — ukazuje, Ze sniZena
schopnost vnimat cytokininy vede k ovlivaéni rastu prytu, odddleni senescence listu, zvétieni
velikosti semen, zkraceni doby kli¢eni a zvétSeni kotenového systému (Iliguchi et al. Proc.
Natl. Acad. Sci USA 101; 8821-8826, 2004 Nishimura et al. Plant Ccll 16: 1365-1377, 2004:
Riefler et al. Plant Cell 18: 40-54, 2006). Mutace zplisobujici vyfazeni z funkce, nebo naopak
zvy$enou aktivitu cytokininovych receptorti lusténin napomohly objasnéni klicového postaventi
percepce cytokinin pfi nodulaci (Gonzalez-Rizzo et al. Plant Cell 18: 2680-2693, 2006;
Murray et al. Science 315: 101-104, 2007; Tirichinc ct al. Scien ce 315 104-107, 2007).
[nhibitor percepee cytokininil — antagonista cytokininovych receptord — aplikovany v uréité
dob¢ ristu rostlin, ncbo organové specificky by tak mohl najit Siroké vyuziti v zemédeélstvi,

V nedavné dobg jsme objevili prvni generact antagonistd cytokininovych receptori
zalozenou na substituovanych 6-(alkylbenzylamino)purinech. Mezi nejslibnéjsi substituenty, ve
smyslu pfipravy specifickych antagonistl, patfi 2-hydroxy, 2-amino and 2-nitro skupiny. Nové

pripravené latky vykazuji zajimavé in vivo U¢inky na rist modelovych rostlin.
Pfedmétem tohoto vynalezu jsou cytokininova analoga vykazujici unikatni ristoveé-
regulaéni uéinky a selektivitu vici cytokininovym receptorim, kterd jsou netoxickd pro

zivodisné bunky.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vyndlezu jsou  substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty

obecného vzorce T

R2
R1
NH
NZ SN
L
G,
I

ve kterém
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R1 znameni substituent vybrany ze skupiny zahmujici hydroxyl. amino, nitro, thio a alkyl
skupinu,

R2 7znamena 1 az 4 alkyl skupiny, stejné nebo rizné,

a jejich soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy,

ve forme racemdtli nebo opticky aktivnich isomert, nebo jejich adicnich soli s kyselinami,

pro pouziti jako antagonisty cytokiniovych receptori.

Vyse uvedené generické skupiny maji vyznamy uvedené v nasledujici legendé, pficemz
amino znamena skupinu —NHa,
nitro znamend skupinu  —~NO;,
thio znamena skupinu —SII,
hydroxyl znamena skupinu —OH,
alkyl znamena ptimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici | az 5 uhlikovych

atomu,

Vyhodnymi slouceninami podle vyndlezu  jsou substituované 6-

(alkylbenzylamino)purinové derivaty obecného vzorce 1 ze skupiny zahrnujici: 6-(2-amino-3--

methylbenzylamino)purin, 6-(2-amino-4-methylbenzylamino)purin, 0-(2-amino-3-
methylbenzylamino)purin, 6-(2-amino-3-ethylbenzylamino)purin, 6-(2-amino-5-
ethylbenzylamino)purin, 6-(2-amino-3-isopropylbenzylamino)purin, 6-(2-amino-5-

isopropylbenzylamino)purin,  6-(2-hydroxy-3-mcthylbenzylamino)purin,  6-(2-hydroxy-4-
methylbenzylamino)purin, 0-(2-hydroxy-5-methylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-6-
methylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-3-ethylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-4-
ethylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-5-cthylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-6-

cthylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-3-isopropylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-5-

isopropylbenzylamino)purin, 6-(2-nitro-3-methylbenzylamino)purin, 6-(2-nitro-4-
methylbenzylamino)purin, 6-(2-thio-3-methylbenzylamino)purin, 6-(2-thio-5-
methylbenzylamino)purin, 6-(2-thio-3-ethylbenzylamino)purin 6-(2-hydroxy-3,5-

dimethylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-3.4-dimethylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-3,6-
dimethylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-3.4.5-trimethylbenzylammo)purin, 6-(2-amino-3,5-
dimethylbenzylamino)purin,  6-(2-amino-3,6-dimethylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-3.5-
diethytbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-3.6-dicthylbenzylamino)purin,

ajejich soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy,

ve formé racemdti nebo opticky aktivnich isomer, nebo jejich adi¢nich soli s kyselinami,
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5
pro pouziti jako antagonisté cytokininovych receptorQ.

Mimoridné vyhodnymi sloueninami podle vyndlezu jsou substituované 6-
{methylbenzylamino)purinové derivaty zahrnuyci zejména 6-(2-hydroxy-3-
methylbenzylamino)purin - a  6-(2-hydroxy-5-methylbenzylamino)purin -~ a  jejich  soli
s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy, ve formé racematl nebo opticky aktivnich isomera,

nebo jejich adiénich soli s kyselinami, pro pouZiti jako antagonisté cytokininovych receptort.

Predmétem vynalezu jsou substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty obeeného
vzorce | a jejich soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢1 aminy, ve formé racematd nebo opticky
aktivnich isomer, nebo jejich adi¢nich soli skyselinami, pro pouziti jako antagonisté
cytokininovych receptord pro morfogenni uéinky vedouci ke zvétSeni korenového systému

rostlin.

Piedmétem vynéalezu jsou substituované¢ 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty
obecného vzorce I a jejich soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy, ve formé racemati
ncho opticky aktivnich isomerd, nebo jejich adi¢énich soli s kyselinami, pro pouZiti jako
antagonisté¢ cytokininovych receptorl pro urychleni nalévani semen a zvétSeni velikosti semene

a plodu rostlin a hub a pro zkraceni doby kli¢eni semen rostlin.

Predmétem vynilezu jsou substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové  derivaty
obeeného vzorce [ a jejich soh s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy, ve formé racemati
nebo opticky aktivnich isomerd, nebo jejich adi¢nich soli s kysclinami. pro pouziti jako
antagonist¢ cytokininovych receptorlt v tkanovych kulturach k regulact proliferace a

morfogeneze.

Pfedmétem vynalezu jsou substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivity
obecného vzorce 1 a jejich soli s alkalickymi kovy, amoniakem & aminy, ve formé racemati
nebo opticky aktivnich isomeri, nebo jejich adi¢nich soli s kyselinami, pro pouziti jako
antagonisté cytokininovych receptoril, zejména pro zvyseni vynosu a kvality zemédélskych

produktii.

Pfedmétem vyndlezu jsou substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty

obecného vzoree 1 a jejich soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy, ve formé racematt




» . LL A ] bt . . .
» TR X LI . - . .
. - LI 2 L] L] s = 0 LI
. M . . . . .
ae wee ase ew aw -

6

nebo opticky aktivnich isomeri, nebo jejich adi¢nich soli s kyselinami, pro pouziti jako
antagonisté cytokininovych receptorti pfi produkci uzitkovych rostlin, s vyhodou obilovin
(pSenice, je¢men, ryZe, kukufice, Zito, oves, ¢itok a dalsi druhy). fep (cukrova a krmnd fepa);
malvic, peckovic a bobulovin (jablka, hrusky, $vestky, broskve, mandle, jahody, maliny a
ostruziny); vikvovitych rostlin (bob, ¢ocka, hrdch, soja); olejnin (fepka, hof¢ice, mék, olivy,
slune¢nice, kokos. Ricinus, kakaovy bob, podzemnice olejnd); lilkovitych rostlin (dyné,
okurky, melouny); pradnych rostlin (bavina, len, konopi, juta); citrust (pomerance, citrony,
grapefruity, mandarinky); zeleniny (Spendt, skofice. kafr) ncbo rostlin jakymi jsou tabak.
ofesak, baklazan, cukrovda (ftina, Cajovnik, réva vinnd, chmel, banany a piirodni
kaucukovnikove a lécivé rostliny stejné tak jako okrasné rostliny. Plodiny zahmuji ty, které
poskytuji toleranci vO¢i tFidam rastovych faktord konvenénim kiizenim nebo metodami
genetického inzenyrstvi. Plevely, jejichz rist mize byt kontrolovén, zahrnuji jak jednodélozné
tak dvoudélozné druhy, naptiklad Stellaria, Nasturtium. Agrostis, Digitaria, Avena, Setaria,
Sinapis, Lolium, Solanum, Echinochloa, Scirpus, Monochoria, Sagittaria, Bromus, Alopecurus,
Sorghum  halepense,  Rotthoellia,  Cyperus, Abutilon,  Sida,  Xanbthium, Amaranthus,

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

Pfedmétem vynalezu jsou substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty
obecného vzorce 1 a jejich soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢1 aminy, ve formé racematd
nebo opticky aktivnich isomert, nebo jejich adi¢nich soli s kyselinami. pro pouZiti pii piiprave

pripravki pro klonovani rostlinnych i sav¢ich zarodeénych bunék a embryi.

Vyndlez dale zahrnuje piipravky pro pro klonovéani rostlinnych i savcich zarodetnych
bunck a embryi obsahujici alespoit jednu sloudeninu obeeného vzorce 1 ¢i sil takovéto
slou¢eniny s alkalickym kovem, amoniakem ¢i aminem, ve formé racemdtu nebo opticky

aktivniho isomeru, nebo jeho adi¢ni soli s kyselinou, a pomocné latky.

Pledmetem vyndlezu jsou substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové  derivaty
obecného vzorce T a jejich soli s alkalickymi kovy. amoniakem ¢i aminy, ve formé racemat(
nebo opticky aktivnich isomeru, nebo jejich adicnich soli s kyselinami, pro pouziti pfi pFiprave

ristové-regula¢nich pfipravki.

Vynalez rovnéz zahrnuje ristové-regulacni pipravky obsahujici alespon jednu

slou¢eninu obecného vzorce I ¢ stl takovéto slouCeniny s alkalickym kovem, amoniakem ¢&i
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aminem, ve form¢ racematu nebo opticky aktivniho isomeru. nebo jeho adiéni soli

s kyselinou, a pomocné latky.

Pouziti substituovaného 6-(alkylbenzylamino)purinového derivatu obecného vzorce 1
nebo jejich soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy, ve form¢ racemdt(i nebo opticky
aktivnich 1somertt, nebo jejich adicnich soli s kyselinami pro piipravu ptipravku pro inhibici

cvtokininovych reeeptori.

Vynalez dale zahrnuje pripravky pro inhibici cytokininovych receptorit obsahujici
alespon jednu slouceninu obecného vzorce [ &1 sul takovéto slouceniny s alkalickym kovem,
amoniakem ¢i aminem, ve formé racematu nebo opticky aktivniho isomeru, nebo jeho adicni

soli s kyselinou, a pomocné latky.

Slouceniny obecného vzorce [ jsou pouzivany v nemodifikované formé, ncbo s vvhodou
spolené s pomocnymt latkami béZné vyuzivanymi v piipraveich. Jsou piednostné pouzivany
koncentraty aktivnich latek a dile také suspenze nebo disperze, obzvlasté izotonické vodné
roztoky, suspenze a disperze, fedéné emulze, rozpustné prasky, prach, granulaty, krémy, gely,
olejov€ suspenze a rovnéz enkapsulované produkty, napi. pelymerni substance. Ve vztahu
k typu pripravku je uréena i metoda aplikace, napfiklad sprejovani, atomizace, poprach,
rozptyl, ndteér a polévani, kterd je zvolena ve vztahu k predurCenému pouZiti a pievazujicim
okolnostem. Pripravky mehou byt sterilizovany ancbo obsahuji dalsi pridavné latky neutrdlni
povahy, napiiklad konzervacni piipravky, stabilizatory, zvlh¢ovadla ancbo emulgdtory,
rozpoudtéci ¢iidla, hnojiva, ¢1 donory mikrohnojiv nebo dal$i pripravky za uc¢elem ziskani

speeidlnich uéinkil.

Slou¢enina obecného vrzorce 1 muze byt smichana s daldimi ristovymi regulatory za

ucelem dosazeni synergického téinku.

Pripravky

Pripravky obsahujici slouceniny obecného vzorce 1 (aktivni slozka) nebo jejich soli a
pokud je tfeba, jednu nebo vice pevnych nebo kapalnych pomocnych latek, jsou pfipraveny

zndmymi zplsoby, napiiklad smisenim ncbo mletim G¢inné latky s pomocnymi litkami, jako




8

jsou napf. rozpoustédla nebo pevné nosice. Do pripravki mohou byt pridivany povrchové
aktivni latky (surfaktanty).

V zavislosti na povaze slouceniny obecného vzorce I nebo jeji soli, ktera ma byt
formulovana, vhodné povrchové aktivni latky jsou neiontové, kationtové a/nebo aniontové
povrchové aktivni latky a jejich smési majici dobré emulzifikaéni, dispergacni a zvlh¢ovaci

vlastnosti.

Priklady vhodnych aniontovych, neiontovych a kationtovych smacedel jsou shrnuty

napfiklad ve WQ 97/34485.

Pro pilpravu formulaci obsahujicich antagonisty cytokininovych receptorii na bazi
substituovanych  6-(alkylbenzylamino)purinovych derivattt jsou podle tohoto vynalezu
pouzivana smacedla konveéné pouzivana pii pripravach pripravki, Které jsou popsany, napf. v
"McCutcheon's Detergents and Emulsifiers Annual" MC Publishing Corp., Ridgewood New
Jersey, 1981, Stache, H., "Tensid- Taschenbuch”, Carl Hanser Verlag, MunichNienna, 1981
and M. and J. Ash, "Encyclopedia of Surfactants”. Vol-lll, Chemical Publishing Co., New
York, 1980-81.

Formulace pfipravku s cytokininovym antagonistou obsahuje vahoveé od 0.1 do 99 % (w/w),
zejména pak od 0,1 do 95 % (w/w) aktivni slozky odpovidajici latce nebo smési latek obeeného
vzorce I, pficemz obsahuje 1 od 5 do 999 % smési pifsad ¢i farmaceutickych nosi¢l, a to

v zavislosti na zptsobech aplikace, a poptipadé obsahuje i vahové od 0,1 do 25 % smacedla,

Ackoliv jsou komer¢ni produkty obvykle pripravovany ve formé koncentratii, koneCny uZivatel
upotiebi nafedény piipravek. Kompozice miZe proto obsahovat i dalsi piisady, jakymi jsou
stabilizitory, napi. rostlinné oleje nebo epoxidizované rostlinné oleje (epoxidizovany palmovy
olej 01, fepkovy nebo olivovy olej), odpéiovace, napt. silikonovy olej, konzervaéni piipravky,
stabilizatory, zvlh¢ovadla ancbo emulgatory, viskozitni ¢inidla, pojiva, lepidla, a také hnojiva a

dal§i aktivni prisady. S vyhodou jsou vyuzivany pripravky nasledujiciho slozeni: (% =

hmotnostni procento)

Emulgované koncentraty:

aktivni slozka: 1 az 90 %, s vyhodou 5 az 20 %

smacedlo: 1 az 30 %, s vyhodou 10 a7 20 %



9
kapalny nosic¢: 5 az 94%, s vvhodou 60 az 85 %
aktivni slozka: 0,1 az 10 %, s vyhodou 0,1 az 5 %
pevny nosic: 99.9 az 90 %, s vyhodou 99,9 az 95 %
Suspenzni koncentraty:
aktivni slozka: 5 az 75 %, s vvhodou 10 az 50 %
voda: 94 az 24 %, s vyhodou 88 az 30 %
smacedlo: | az 40 %, s vyhodou 2 az 30 %
Smacivé prasky:
aktivni slozka: 0,5 az 90 %, s vvhodou 1 az 80 %
smacedlo: 0.5 az 20 %, s vyhodou 1 az 15 %
pevny nosic: 5az295 %, s vvhodou 15 az 90 %
Granule:
aktivni slozka: 0.1 az 30 %. s vvhodou 0,1 az 15 %
peviy nosic: 99,9 az 70 %, s vyhodou 99,9 az 85 %

Kompozice mohou rovnéZz obsahovat daldi piimési, jakymi jsou stabilizitory, napiiklad
rostlinné oleje nebo epoxidizované rostlinng oleje (epoxidizovany kokosovy olej, fepkovy olej
ncbo sojovy olej), odpénovace, napf. silikonovy olej. konzervacni latky, regulatory viskozity,
pojiva, zahu$tovadla, a také hnojiva a dalsi aktivni Litky. Pro pouziti slouc¢enin obeencho
vzorce | nebo jejich soli, nebo kompozic je obsahujicich, pii ochrané rostlin pied Skodlivym

vlivem rastovych reguldtord se pouzivaji rozdilné metody a technologie, kterymi jsou napfikiad

nasledujici:

1) Obalovani osiva

a) Obalovani osiva smacivou praskovou formulaci slouéeniny obecného vzorce I nebo jeji soli,
a to michanim v nadobé az do stejnorodé distribuce na povrchu semen (suché obalovani). Pfi
takové procedufe je pfiblizné 1 az 500 g slouceniny obecného vzorce [ nebo jeji soli, (4 g az 2

kg smacivého prasku) pouzivano na 100 kg osiva.

b) Obalovani osiva emulzifikovanym koncentratem slouceniny obeeného vzorce [ nebo jeji

soli, v souladu s metodou a) (mokré obalovani).
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¢) Obalovani osiva cestou madeni semen po  dobu 1 az 72 h v tekutiné obsahujici od 100

do 1000 ppm sloudeniny obecného vzorce I nebo jeji soliy, a s vyhodou nasledného ususeni

semen (imerzni obalovani).

Obalovani semen ncbo odctfeni kli¢icich semen jsou upfednostnovanou metodou aplikace,
protoZe oSetfeni aktivni latkou je urdeno cilovou plodinou. Obecné jsou latky vzoree 1 nebo
jetich soli pouzivany v mnozstvi od 1 do 1000 g. s vyhodou od 5 do 250 g, na 100 kg semen,
aviak v zavislosti na metodice, kterda rovnéZz umoznuje piidani dalsich aktivnich latek nebo
mikrozivin; uréené koncentraéni limity se mohou pohybovat nahoru nebo dolli (opakované
obalovani).

i1} Aplikace cisternové smési

Kapalnd formulace smési ristového regulatoru a antidota je pouzivana ve vahovém pomdéru
jednoho k druhému od 10:1 do 1 :100, rychlost aplikace ristového regulatoru od 0,005 do 5,0
kp na hektar. Takova cisternovd aplikace smési se provadi pfed anebo po seli.

1i1) Aplikace do semenné brazdy

Slougenina obecného vzorce [ nebo jeji sil, je zavedena do oteviené brazdy oseté semenem ve
form¢ emulzifikovancho koncentratu, smacivého prasku ncbo granuli. Jakmile je semenna
brazda zaklopena, je rtastovy regulitor aplikovian cestou obvykle pouzivanou pfi
preemergentnim procesu.

iv) Kontrolované uvolinovani aktivnich latek

Slou¢eniny obeencho vzorce [ nebo jejich soli, jsou aplikovany v roztoku k minerdlnim
pranulovanym nosi¢iim nebo polymerizovanym granulim (mocovina, formaldehyd) a jsou
vysuSeny. V pfipadé, ze je to zadouci, tak se provadi obalovani. které umoziuje postupné
avoliiovani latky v méfitelnych mnoZstvich po urcitou specifickou periodu (obalované

granule).

Seznam vvobrazeni

Obr. 1 ukazuje vazebny test s CREI/AHK4- a AHK3-obsahujicimi membranami £. coli. (A)
Vazba 2 nM 3HtZ byla testovana v kombinaci se stoupajici koncentraci kompetitoru 8, nebo
v pfitomnosti neznateného frams-zeatinu (12, positivni kontrola). (B) Dvojité reciproké
vynescni ukazujici kompetitivni charakter inhibice vazby 3HtZ do receptoru CREIVAHK4

litkou 8.
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Obr. 2 ukazuje efekt latky 8 na cytokininem indukovanou expresi genu Pypws GUS. (A)

Pipgs-GUS  transgennni  semenalky — Arabidopsis  inkubované  s2.5 M 0-
benzylaminopurinem (BA) za piitomnosti, &i absence 5 uM latky 8; DMSO (0.1%) bylo
testovano jako kontrola rozpoustédla pouzitého pro rozpousténi aplikovanych latek. (B)
Kvantitativni vyjadfeni koncentraéng zavislého inhibiéniho a¢inku latky 8 na indukel exprese
genu Pges GUS spusténé 1 uM BA.

Obr, 3 znazorfuje antagonisticky efekt latky 8 ve standardnich cytokininovych biotestech. (A)
Efekt na proliferaci bunék cytokinin-depenentniho kalusu Arabidopsis. (B) Efckt na
cytokininem stimulovanou tvorbu betacyaninu v hypokotylech Amaranthu ve tmé. (C) Efekt
na cytokininem stimulovanou retenci chlorofylu v listech pSenice.

Obr. 4 ukazuje in vivo G¢inek latky 8 na formovani lateralnich kofentl. (A) Pocet laterdlnich
kofent {ormovanych semendacky Arabidopsis (divoky typ) 10 dnd po vykliceni — z leva:
DMSO kontrola, tvorba postrannich kofent v pfitomnosti cytokininu BA, latky 8, a
kompeti¢ni efekt pii aplikaci obou latek. (B) Nérust poctu postrannich kofenit u rostlin
Arabidopsis divokého typu a receptorovych mutanti rostoucich na médiu obsahujicim latku
8.

Obr. 5 ukazuje in vive Ucinek latky 8 na kliceni. Zkraceni doby kliceni semen Arabidopsis
divokého typu kultivovanych na médiu obsahujicim rizné koncentrace latky 8 po pfemisténi

ze tmy na bilé svétlo (rezim 16 hod den/8 hod noc).

Priklady provedeni vvnilezu

Vychozim materialem pro pfipravu slouc¢enin obecného vzorce I je 6-chlorpurin nebo 6-
brompurin. Vychozi substituované benzylaminy, které nebyly komeréné dostupné (ostatni
ziskany od Sigma Aldrich nebo Fluorochem), byly piipraveny z odpovidajicich aldehydi
v pritomnosti katalyzatoru. Ty, které maji vice methyl skupin, mohou byt s vyhodou pfipraveny
z ptislusnych methylbenzaldehydl. Hydroxyderivaty se pripravuji demetylaci odpovidajicich

methoxyderivatu 48% HBr v N; atmosféie.

Elementarni analyzy (C, H a N) byly méfeny na EA1108 CHN analyzadtoru (Fissons
Instruments), Na zjistovani bodu tini byl pouzit piistroj BUCHI Melting Point B-540.
Analyticka tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na destickach silikagelu 60
WFiss (Merck), v mobilni fazi CHCl3:McOH:kone. NHLOH (8:2:0.2, v/v/v). ES+ hmotova
spektra byla naméfena za pouziti ptfimého nastfiku na Waters ZMD 2000 hmotovém

spektrometru. Hmotnostni interval pii méfeni byl 10 - 1500 amu. Spektra byla méfena za
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pouziti cyklickych skeni o délce 3,0 sekundy, pi1 napéti na vstupni Stérbin€ 25 V a teploté

vypafovaciho bloku 150 °C, desolvatacni teploté 80 °C a prittoku desolvataéniho plynu 200
l/hodinu. Ziskana data byla zpracovana pomoci programu MassLynx data system. NMR
spektra byla méfena na pfistroji Bruker Avance AV 300 pfi teploté 300 K a frekvenci 300.3
MHz ('H) respektive 75,48 MHz (). Vzorky byly pripraveny rozpuiténim danych latek v
DMSO-ds. Tetramethylsilan (TMS) byl pouZit jako interni standard.

Priklad 1

Priprava 6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purinu

3 mmol 6-chlorpurinu byly rozpustény v 15 ml butanolu a byly pfidiny 4 mmol 2-hydroxy-3-
methylbenzylaminu a § mmol triethylaminu. Roztok byl zahitvan na 90 °C po dobu 4 hodin. Po
ochlazeni byl surovy produkt odfiltrovan a rckrystalovan v ctanolu. T.t. 276-277 °C. 'TLC:
chloroform-metanol-amoniak (90:9:1): zadné nedistoty; bez vychozich latek, TIPLC ¢istota:

98+ %. Vytézek 92 %.

Tabulka |
Latky piipravené postupem podle prikladu 1

PRIPRAVENE CHN ANALYZY | MS ANALYZA-ZMD

LATKY [%] [M-H] o | [M+H] n
! 0~(2-amino-3-methylbenzylamino}putin C=008: H=5.7,N=32.7 253 255
2 G-{2-amino-d-methylbenzylamino)purin C=612: H=36 N=329 253 255
3 H-(2-amino-3-methylbenzyiamino)purin =612, H=3.6, N=329 253 255
4 6-(2-amino-3-ethylbeazylamine)purin C62.4, H-6,0. N=3 1.1 267 269
S 6-(2-amino-5-¢thylbenzylaming)purin (°=62 5, H=6.0, N=312 267 269
6 6-(2-amino-3-isoprapylbenzytamino)purin (=63 & H=61,N=29 4 281 283
7 6-(2-amito-S-isopropylbenzylamino)purin C=63.6; 11=6,3, N=29,8 281 283
8 6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purin (=609 H=58 4; N=273 254 256
Y 6-(2-hydroxy-4-methylbenzylamine)purin C=60,5 H=3 3 N=-272 254 256
10 6-(2-hydroxy-5-methylbenzylamine)purin =608, H=33, N=274 254 256
1 6-(2-hy droxy-6-methylbenzylamino)purin C=060.8, H=53, N=27.2 254 256
12 6-(2-hydroxy-3-cthylbenzylamino)purin (=02 4. H=55, N=25.9 268 270
13 6-(2-hydroxy-3-ethylbenzy lamino)punin C623, H=5.5. N=258 268 270
4 6-(2-hydroxy-3-isopropy henzylaming purin C=63,6.11-62:N=245 282 284
15 6-(2-nitro-3-methylbenzylaminelpurin C=547 =43 N=29 3 283 285
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16 6-{2-nitzo-3-methylbenzylamino)purin C=54.8, =43 N=293 283 285

17 6-(2-nitro-3-cthylbenzylamino)purin C=363, H=4.7, N=28.2 297 299

18 6~(2-thto-3-methylbenzylamino)purin C=574 H=47,N=256 270 272

1% 6-(2-thio-5-methylhenzylammo)purin (=573 H=17, N=257 270 272

20 6-{2-thio-3-ethylbenzylamino)purin C=583;, H=52.,N=246 284 286

pa | 6-(2-amino-3.5-dimethylbenzylaminopurin C=62.5, H-59,N=309 267 269

12 6-{2-amino-3,6-dimethylbenzylamino)purin C=02.3; H=53,8, N-30,7 267 269

23 6-(2-hydroxy-3,5-dimethylbenzylamineypurin (622, H-55N=258 268 270

24 6-(2-hydroxy-3 4-dimethyibenzylamine)purin C-62.3, 11=5.5,N=239 268 270

25 f-(2-hydroxy-3.6-dimethylbenzylamino)purin C=622:H=56.N=158 268 270

26 6-(2-hydroxy=3 4. 5-trimethylbenzy lumine}purin C=63.2.1[=5.9: N=243 282 284

7 6-(2-hydroxy-3,5-diethylbenzylamino)purin C=04.0, H=6.6: N=23.2 296 298

Priklad 2

Testovani agonistické aktivity na cytokininovych receptorech

Escherichia coli kmene KMI001 nesouci plasmid pIN-III-AHK4 nebo pSTV2E-
AHK3 byly péstovany pfes noc pfi 25 °C v M9 médiu obohaceném 0,1% kasaminovymi
kyselinami do ODgge~1. Prekultura byla nafedéna 1:600 v 1 ml M9 mdédia obsahujiciho
0,1% kasaminovych kyselin a k ni byl pfidan 1 pl zasobniho roztoku testované latky (1 07
M -5 x 107 M) nebo rozpoustddla (DMSO, ethanol. methanol). Kultury byly dale
kultivovany pii 25 °C v mikrotitrani desti¢ce, 200 pl na jamku, po dobu 17 h v ptipadé
CREI/AHK4 kultury a 28 h v piipadé AHK3 kultury. Poté byly kultury zcentrifugovany
a 50 ul alikvoty supernatantu byly pfeneseny do mikrotitraéni desticky obsahujici 2 pl
SO0mM 4-methylumbelliferyl galaktosidu v kazdé jamce a nasledné inkubovany 1 h ph
37 °C. Reakce byla zastavena ptidavkem 100 pl 0,2 M Na,COj. Fluorescence vzorki
byla zméfena spektrofotometrem Fluoroscan Ascent (Labsystems, Finsko) pii vinovych
délkach 365 nm (excitaéni) and 460 nm (emisni). Bylo stanoveno ODggo zbylé kultury a
aktivita p-galaktosidasy byla vyjadiena jako nmol 4-methylumbelliferonu x 0Dy x b7

Hodnoty EC30, tedy koncentrace litky aktivujici receptor 2 50 %. byla spoltena
ze ziskanych kiivek odezvy. Latka ucinkujici jako cytokininovy antagonista by neméla
aktivovat cytokininovou signdlni drdhu. V tabulce 2 jsou uvedené prumeéry ze ti
opakovani, cely test byl proveden nejméné dvakrat. Nove  pripravené  6-

{alkylbenzylamino)purinové derivity obecného vzorce 1 vykazovaly vyrazné sniZenou
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afinitu  k  cytokininovym  receptorim v porovndni s kontrolnim cytokininem

trans-zeatinem.

Tabulka 2
Utinek novych latek na aktivaci cytokininovych receptorti Arabidopsis thaliana
CRE1/AHK4 and AHK3.
_ EC50 (umol L™
C. Testované latky
CREI/ALIIK4 AHK3
{rans-zeatin 0.9 2.1
6-(benzylamino)purin 19.7 8.2
1 6-(2-amino-3-methylbenzylamino)purin i ni
2 6-(2-ammo-4-methylbenzylamino)jpurin ni ni
3 6-(2-amino-5-methylbenzylamino)purin ni ni
4 6-(2-amino-3-cthylbenzylamino)purin ni ni
5 6-(2-amino-3-ethylbenzylamine}purin i ni
8 6-(2-hvdroxy-3-methylbenzylamino)purin ni %100
9 6-(2-hydroxy-4-methylbenzylamine)purin ni n.i
10 6-(2-hydroxy-5-methylbenzylaminejpurin ni. =100
1 6-(2-hydroxy-6-methylbenzylamino)purin ni. ni
12 6-(2-hydroxy-3-cthylbenzylamino)purin ni ni
13 6-(2-hydroxy-5-ethylbenzylamino)purin ni ni
15 6-(2-nitro-3-methylbenzylaminojpurin ni =100
16 6-(2-nitro-5-methylbenzylamino)purin ni ni
17 6-(2-nitro-3-cthylbenzylamino)purin i ni
19 6-(2-thio-3-methylbenzylamino)purin ni. ni
21 6-(2-amino-3,3-dimethylbenzylamino)purin . ni
23 6-(2-hydroxy-3,5-dimethylbenzylamino)purin ni ni
M 6-(2-hydroxy-3,4-dimethylbenzylamino)purin 0. i

n.i. znamena bez interakce

Priklad 3
Inhibice vazby pfirozeného ligandu cytokininového receptoru  6-(2-hydroxy-3-

methylbenzylamino)purinem (latka 8)

K vazebnému testu byly pouZity izolované membrany E. coli obsahujici CREI/AIK4 a
AHK3 reeeptory (viz pfiklad 2). Membrany byly 1zolovany a vazebny test byl proveden

postupem publikovanym Romanovem et al. (Romanov et al. Analytical Biochemistry 347:129-
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134, 2005). Viestu byl posuzovan vliv stoupajici koncentrace kompetitoru (latka 8)

na vazbu radioaktivné znaceného piirozeného ligandu rrans-zeatinu ("HtZ). Neznaeny trans-
zeatin (1Z) byl pouzit jako pozitivni a adenin jako negativni kontrola. Latka 8 sniZila vazbu

3HtZ na 50% v koncentraci 3 uM (obr. 1), zatimco ani 1000x vy$si koncentrace adeninu

nebyla efektivni.

Piiklad 4
Snizeni indukce exprese cytokininového reportéru ARRS vlivem aplikace cytokininového

antagonisty 6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purinem (latka 8)

Cytokininy specificky indukuji expresi genu ARRS, ktery patfi do rodiny typu A
regulatorll odpovédi. Pygers:GUS (D'Agostino et al. Plant Physiol. 124: 1706-1717. 2000)
transgennni semenacky Arabidopsis byly kultivované v MS médiu obsahujicim 2,5 pM 6-
benzylaminopurin (BA) za pfitomnosti. ¢i absence 5 pM latky 8; DMSO (0.1%) bylo testovino
jako kontrola rozpoustédla pouzitého pro rozpousténi aplikovanych latek. Semena byla
sterilizovana 70% ethanolem a potom piidana do jamek 6-jamkové desky (TPP, Svyearsko)
obsahujicich 3 mL MS média. Desky byly uloZeny ve 4 °C ve tm¢ za tcelem synchronizace
klicent. Poté byly desky prencseny do fytotronu (22 °C, 16h svétlo/8h tma), kde pak byla po 2-
3 dnech po vykliéeni provedena aplikace testovanych latek piimo do media rostlin. V pripadé
kvalitativniho stanoveni byly rostliny inkubovany s testovanymi latkami 4 h, v pfipad¢
kvantitativniho testu 17 h. Kvalitativni stanoveni — barveni GUS bylo provedeno podle
Jeffersona et al. (Jefterson et al. EMBO 1. 6: 3901-3907, 1987). Rostliny byly ncjprve zbaveny
zelenyeh barviv 1 h inkubaci v 90% acetonu pii 4 °C, poté bylo provedeno barveni substratem
X-Gle (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-glucuronid, sodna sal) po dobu 40 min pit 37 °C.
Reakee byla zastavena pienesenim rostlin do 70% ethanolu. Jak je patmé z obrazku 2A, latka 8
vyvolala sniZeni urovné exprese cylokinminového reportéru ARRS:GUS  indukovanou
cytokininem BA v kofeni i nadzemni ¢asti testovanych rostlin. Kvantitativni stanoveni miry
indukce genu ARRS. GUS bylo provedeno podle prace Romanova et al. (Romanov et al. FEBS
Letters 515: 39-43, 2002). Po extrakei proteinil byla aktivita GUS (B-glukuronidasa) stanovena
po inkubaci s fluorogennim substratem MUG (4-methylumbellifery! glukuronid; 1 h, 37 °C)
métenim fluorescence pfi 365 nm a 460 nm (excitaéni a emisni vinové délky), jak je detailné
popsano v praci Spichal ct al. (Spichal et al. Plant and Cell Physiology 45: 1299-1305, 2004).
Kvantitativni stanoveni potvrdilo, Ze pokles mdukce exprese ARRS:GUS 1 uM BA je zavisly

na aplikaci vzristajici koncentrace latky 8 (obr. 2B). Tento pokles dokazuje, ze doslo
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k zablokovani percepee cytokininu  receptorem, byla tedy inhibovana udilost.

ktera je lokalizovana ,up-stream* vzhledem k odpovédi na u¢inek cytokinini.

Piiklad 5

Testovani viivu novych latek na bunééné déleni rostlinnych bunék

Stimulaéni vliv nové pripravenych derivitd byl testovan v kalusovém biotestu za
pouziti cvtokinin-dependentniho kalusu tabdku. Tento cytokinin-dependentni tabdkovy kalus
Nicotiana tabacum L. ¢v. Wisconsins 38 byl udrzovan pii 25 “C na modifikovaném mediu
Murashige-Skoog (MS) obsahujicim na 1 litr: 4 pumol kys. nikotinové, 2,4 umol pyridoxin
hydrochloridu, 1,2 pmol thiaminu, 26,6 pmol glycinu. 1.37 pumol glutaminu, 1.8 pmol myo-
inositolu, 30 g sacharosy, 8 g agaru, 5,37 pmol u-naftyloctové kyseliny a 0,5 pmol 6-
benzylaminopurinu. Subkultivace probihala kazdé 3 tvdny. Ctrnact dni pred zapodetim biotestu
byl kalus pfenesen na médium bez 6-benzylaminopurinu. Stimulacni ristova aktivita byla
stanovena na zakladé nartstu erstvé hmoty kalusu po 4 tydnech kultivace. Pét replikath bylo
pFipraveno pro kazdou testovanou koncentraci a dany test byl opakovin minimdln¢ 2-krat.
V kazdém experimentu byla pouZita jako kontroln{ litka kinetin, ktery je znam velmi vysokou
cytokininovou aktivitou. Testované cytokininy byly rozpudtény v dimethylsulfoxidu (DMSQ) a
zisobni roztok doplnén vodou na 107 M. Tento zasobni roztok byl dale fedén testovacim
médiem v koncentraénim rozsahu 10 az 10° M. Finalni koncentrace DMSO v médiu
neprevysila 0,2 % a v této koncentraci neovliviiovala biologickou aktivitu testu.

Ze ziskanych dat byla opét vypocitana maximalni u¢inna koncentrace testované latky a
jeji relativni u¢innost v této koncentraci (Tab. 3). 10® M koncentrace kontrolni latky 6-
benzylaminopurinu byla postulovana jako 100% biologické aktivity.

Latka u¢inkujici jako cytokininovy antagonista by neméla mit stimulaCni vliv na
bundéné déleni rostlinnych bunék. Vysledky v tabulece 11 naznacuji, Ze nové pfipravené 6-
(alkylbenzylamino)purinové derivaty obecného vzorce 1 vykazovaly vyrazny pokles az ztritu
cytokininové aktivity v kalusovém biotestu ve srovnani s klasickym cytokininem - 10° M
koncentrace kontrolni latky 6-benzylaminopurinu byla postulovina jako 100% biologické

aktivity (BA).
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Tabulka 3

Vliv novych antagonisti cytokinint na rist cytokinin-dependentniho tabakového kalusu

Nicotiana tabacum 1.. cv. Wisconsins 38

ma,ufl.ma.lm aktivita (%)
&, Testovana sloucenina ucinna [10°mol.I"" BA
konccnt_rlace ~ 100%
{mol.[™)
6-(benzylamino)purin 10° 100
! 6-(2-amino-3-methylbenzylamino)purin n.a.
2 6-(2-amino-4-methylbenzylamino)purin na.
3 6-(2-amino-3-methylbenzylamino)purin na.
4 6-(2-amino-3-ethylbenzylamino)purin N
5 6-(2-amino-5-cthylbenzylamino)purin na.
8 6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purin 10 2 (£2)
9 6-(2-hydroxy-4-methylbenzylamino)purin n.a.
10 6-(2-hydroxy-5-methylbenzylamino)purin 1o 35 (+8)
n 6-(2-hydroxy-6-methylbenzylamino)purin 10 23 (£5)
12 6-(2-hydroxy-3-cthylbenzylamino)purin na,
13 6-(2-hydroxy-5-ethylbenzylamino)purin n.a.
15 6-(2-nitro-3-methylbenzylamino)purin n.a.
16 6-(2-nitro-5-methylbenzylamino)purin n.a.
17 6-(2-nitro-3-cthytbenzylamino)purin na.
19 6-(2-thio-5-methylbenzylamino)purin 10 1.3 (£1)
2 6-(2-amino-3,5-dimethylbenzylamino)purin n.a.
23 | 6-(2-hydroxy-3,5-dimethylbenzylamino)purin n.a.
M| 6-(2-hydroxy-3.4-dimcthylbenzylamino)purin n.a.

n.i. znamena neaktivri

Priklad 6

Testovani novych latek v amarantovém biotestu

Pro studium cytokininové aktivity byl rovnéz pouzit “amarantovy™ biotest v nasledujici
modifikaci. Semena Amaranthus caudatus var. Atropurpurea byla povrchové sterilizovana 10%
N-chlorbenzensulfonamidem (w/v) po dobu 10 min a poté promyta 5-krdt deionizovanou
vodou. Semena byla rozmisténa v 15 ecm Petriho miskach s filtraénim papirem saturovanym
destilovanou vodou. Po 72 hodinach kultivace pii 25 °C ve tmé byly ze semenacki odstranény
koteny. Tyto explantaty obsahujici 2 kotyledony a hypokotyl byly umistény do 5 ¢m Petriho

misek na 2 vrstyy filtraénfho papiru nasyceného | ml inkubagniho média absahujiciho [0 umol
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Na;HPOQ4-KH;PQy, pH 6,8, 5 umol tyrosinu a  testovany cytokinin. Na misku bylo umisténo

20 explantati. Veskeré manipulace byly provadény pod zelenym svétlem v temnc komoie. Po
48 hodinach inkubacc pii 25 °C ve tmé byl betacyanin extrahovan cestou zmraZeni explantiti
v 3,33 uM kyseling octové. Koncentrace betacyaninu byla stanovena porovnanim absorbanci
pii 537 a 620 nm a vypodtena pomoci vzorce AA = As3m — Agaonm. Hodnoty byly vyneseny do
grafli zavislosti AA na koncentraci. Pét replikat bylo pfipraveno pro kazdou testovanou
koncentraci a dany test byl opakovéan minimalngé 2-krat. V kazdém experimentu byl pouzit jako
kontrolni litka 6-benzylaminopurin, ktery je znam velmi vysokou cytekininovou aktivitou.
Testované cytokininy byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSQ) a zdsobni roztok doplnén
vodou na 107 M. Tento zdsobni roztok byl dile fedén testovacim médiem v koncentraénim
rozsahu 10 az 10 M. Finalni koncentrace DMSO v médiu nepfevyéila 0.2% a v této
koncentraci neovliviiovala biologickou aktivitu testu. 10 M koncentrace kontrolni latky 6-
benzylaminopurinu byla postulovéana jako 100 % biologické aktivity.

Latka ucinkwici jako cytokininovy antagonista by nemdcla mit stimulacni vliv na
indukci betacyaninu v amarantovém biotestu. Stejné jako v pripadé kalusového testu
vykazovaly nové pfipravené 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty obecného vzorce 1
vyrazny pokles aZ ztratu cytokininové aktivity ve srovnani s klasickym cytokininem 6-

benzylaminopurinem (BA).

Priklad 7
Antisenescenéni aktivity novych latek pii testovani v senescenénim biotestu na segmentech

listd psenice

Semena ozimé pdenice Triticum aestivim cv. llereward byla promyta pod tekouci
vodou po 24 hod. a poté vyseta do vermikulitu nasyceného Knopovym Zivnym roztokem.,
Néadoby se semeny byl umistény do klimatizované ristové komory s 16/8 hodinovou svételnou
periodou (svételnd intenzita 50 mmol.m™s™) a teplotou 15 °C. Po 7 dnech mély semenacky
vyvinuty prvni praporcovy list a druhy list zacinal prorastat. Z prvnich listd vzdy od 5 rostlin
byly odebrany vrcholové sckee dlouhé piiblizné 35 mm, které byly zkraceny tak, aby jejich
vaha byla presné 100 mg. Bazalni konce téchto 5 listovych segmenti byly umistény do jamek
mikrotitraénich polystyrenovych destiéek obsahujicich 150 ml roztoku testovaného dertvitu.
Desticky byly umistény do plastového boxu vystlaného filtraénim papirem, ktery byl nasycen
vodou za U¢elem maximalni vzdudné vihkosti. Po 96 hodinach inkubace ve tmé pi1 25 °C byly

listové sckee vyjmuty a chlorofyl extrahovan v 5 ml 80% cthanolu zahitatim pti 80 °C po dobu
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10 min. Objem vzorku byl poté¢ doplnén na § ml pfiddnim 80% ethanolu. Absorbance

extraktil byla méfena pfi 665 nm. Jako kontroly byly méfeny rovnéz chlorofylové extrakty
zlisth a listovych vrcholll inkubované v deionizované vodé. Vypoctené hodnoty jsou
primérem z 5 opakovani a cely experiment byl zopakovan minimalné 2-krit. V kazdém
experimentu byla pouZita jako kontrolni latka 6-benzylaminopurin, ktery je znam velmi
vysokou cytokininovou aktivitou. Testované cytokininy byly rozpustény v dimethylsulfoxidu
(DMSO) a zasobni roztok doplnén vodou na 107 M. Tento zasobni roztok byl ddle fedén
testovacim médiem v koncentraénim rozsahu 10 a% 10 M. Findlni koncentrace DMSO
v médiu nepievysila 0.2% a v této koncentraci neovliviiovala biologickou aktivitu testn, 10 M
koncentrace kontrolni latky 6-benzylaminopurinu byla postulovina jako 100% biologické
aktivity.

Latka u¢inkujici jako cytokininovy antagonista by neméla mit pozitivni vliv na oddaleni
senescence v segmentech listll psenice. Stejné jako v piipadé kalusovcho testu vykazovaly nové
pripravené 6-{alkylbenzylamino)purinové derivaty obecného vzorce 1 vyrazny pokles az zirdtu

cytokininové aktivity ve srovnani s klasickym cytokininem 6-benzylaminopurinem (BA).

Piiklad 8
Antagonisticky efekt 6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purinu (latka 8) v cytokininem

mediovanych procesech

Vyse uvedené klasické biotesty (kalusovy, amarantovy, senescencni) byly dale pouzity
pro ovéfeni in vitro antagomistického G¢inku latky 8 na cytokininem mediované procesy.
V testech byl pouzit cytokinin 0,5-1 uM BA k vyvolani cytokinin-dependentnijho efektu. Latka
8 byla aplikovana bud’ samostatné v koncentraci 1 puM pro zjisténi viastni cytokininove
aktivity, nebo v 3ir8i koncentraéni $kale od 10 nM - 10 uM v kombinaci s BA pro ovéfeni
antagonistického efektu. Jak je ziejm¢ z obr. 3, ve viech pouzZitych biotestech latka 8 vyznamné
snizovala biologicky acinek aktivniho cytokininu 6-benzylaminopurinu (BA) aplikovaného
vjcho optimélni koncentraci. Sila antagonistického Ge¢inku byla zdvisla na zvysujici se

koncentraci latky 8,

Priklad 9
In vivo ¢inek 6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purinu (latka 8) na zvétieni kofenového

systému modelové rostliny Arabidopsis
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Cytokininy jsou negativnimi regulatory ristu a vyvoje kofenl. Rostliny

Arabidopsis divokého typu, nebo transgenni rostliny se snizenou percepci cytokinint byly
péstovany na MS médiu obsahujicim bud’ cytokinin 1 a 5 nM BA pro ovéfeni inhibiniho
efektu cytokinini na zakladani postrannich kofent, nebo latku 8 v koncentraci 1 a 10 nM, nebo
kombinaci téchto latek v koncentracich uvedenych v obr. 4A. Jak je patrné z obr. 4A, cytokinin
zpusobil inhibici formovédni postrannich kofenl. Aplikace latky 8 pulsobila na tento efekt
antagonisticky a vedla k obnoveni pfirozeného fenotypu u rostlin staii 14 dnd od vyklicent.
V piipadé, Ze byla do média aplikovana pouze litka 8 v submikromolarnich koncentracich,
dochazelo ke zvétSeni Kkofenového systému navySenim poctu postrannich kofend oproti
kontrole. Z toho vyplyva, Ze latka 8 puasobi antagonisticky na endogenni hladiny cytokinind
v kofenech modelovych rostlin. U receptorovych mutantd, které maji zachovany vzdy pouze
jeden ze i cytokininovych receplord byl efekt nejvyrazné)$i u mutanta ahk2ahk3, coZ na in

vivo Grovni potvrzuje, Z¢ latka 8 blokuje vazbu cytokinini do receptoru AIIK4 (obr. 4B).

Pikiad 10
In vivo iCinek 6-(2-hydroxy-3-methyibenzylamino)purinu (latka 8) na kliceni semen modelové

rostliny Arabidopsis

V pribéhu kliceni semen bylo zjisténo, 7e semena inkubovand na MS médiu
obsahujicim litku 8 vyklicila rychleji po piemisténi ze tmy na svétlo, nez semena kontrelnich
rostlin (obr. 5). Po 30 hodinach vykli¢ilo vice ncz 60 % scmen kultivovanych na médiu
obsahujicim 1 nM litku 8, coZ piedstavovalo dvojnasobné mnozstvi oproti kontrole, pii vyssi
koncentraci (10 nM) dosahoval podet vykli¢enych semen az 80 %.

Stejné jako u pfededlého prikladu sc jedna o stejny efekt, ktery byl pozorovany u
receptorovych mutantii s¢ snizenou percepei cytokininG (Ricfler et al, Plant Cell 18:40-45,

2006).

Priklad 11

In vitro cytotoxicka aktivita novych derivata

Jednim z predpokladd  vyuziti O-(alkylbenzylamine)purinovych derivati
v zemédélskych aplikacich je absence toxického plsobeni na ¢lovéka a zvifata. Standardnim
postupem je hodnoceni toxicity latek na sav&ich, predevdim lrdskych, bunéénych liniich.

Toxicita se mimo jiné projevuje sniZenim metabolické aktivity buiky, coZ je mozZné s vyhodou
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hodnotit  pomoci  standardnich  testd  zaloZenych na metabolizaci umélého substritu

na produkt detckovatelny napf. spektrometricky. Naméfené hodnoty jsou pak diny jak poctem
zivych bunék v daném vzorku, tak jejich metabolickym stavem, Testy je mozné s vyhodou
provadét v mikrotitraénf destice. Rozsifenou metodou pouzivanou v programech pro screening
Iéka a testech chemosensitivity je test zaloZeny na kvantifikaci metabolizace Calecinu AM.
Calcein AM je v Zivych buiikdch enzymaticky hydrolyzovdn na calcein, jehoz kumulace se
projevi zelenou fluorescenci,

Pro rutinni screcning sloudenin byly pouzivany nasledujici lidské bunétné linie:
normalni diploidni lidské fibroblasty BIJ. crythrolcukemickd linie K562, linie prsniho
karcinomu MCE-7, linie lidského osteosarkomu HOS a linie odvozena z lidské¢ho maligniho
melanomu G361.

Bunétné suspenze byly piipraveny a nafedény na zdkladé ristovych charakteristk
jednotlivych buné&nych linif a podle o¢ekdvané koneéné hustoty bunék (obvykle 10" bundk na
jamku). Do jednotlivych jamek 96-jamkové mikrotitraéni desticky bylo pipetovino 80 pl
bunééné suspenze. Inokuldty byly stabilizoviny 24 hodinovou preinkubact pii 37 °C, 100 %
vlhkosti a v atmosféte obsahujici 5,5 % CO;. Testované latky sc obvykle fedily do Sesti
koncentraci v trojnasobné fedici fadé a k bunkam byly pfidany v objemu 20 pl. PTi rutinnim
testovani byla nejvyssi sledovana findlni koncentrace obvykle 100 uM, piipadné zmeny
zavisely na fyzikaln¢ chemickych charakteristikich dan¢ latky. Kazda koncentrace testované
latky byla testovana v triplikatu. Inkubace bunék s testovanymi derivaty trvala 72 hodin pii 37
°C, 100 % vlhkosti a v atmosféie obsahujici 5.5 % CO,. Na konci inkubaéni doby byl k
bunkam pridan roztok Calceinu AM (Molecular Probes) v PBS (finalni koncentrace 1 ug / ml)
a inkubace probihala dal3i 1 hodinu. Fluorescence (FD) byla zm¢fena pomoci Labsystem FIA
readeru Fluorscan Ascent (Microsystems). Efekt latky byl vyjadien jako 1€ = (FDjamka s derivarem
/F Diontrolni jamka ) X 100 %. Hodnota ICsg, ktera odpovida koncentraci latky zptsobujici 50 %
redukei esterazové aktivity byla vypoctena ze ziskanych davkovych kiivek. Vysledky ukazuje

tabulka 4.

Tabulka 4

Cytotoxicita novych sloudenin pro savéi bunky

Maximalni testovana

Sloudenina Pouzitd bun&éna linic / ICsy (pmol/L) koncentrace (pmol/L)
: I

BJ K-362 | MCF7 HOS G-361
Kinetin >100 =100 =100 =100 >100 100
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isopentenyladenin >100 >100 =100 >100 >100 100
benzyladenin =100 >100 >100 >100 >100 106
trans-zeatin >100 =100 >100 =100 =100 100
meta-topolin >100 >100 >100 >100 =100 100
ortho-topolin =100 >100 =100 =100 >100 100
Adenin 100 >100 =100 =100 >100 100
8 =50 >50 »50 >30 >50 50
10 =100 > 100 >100 =100 >100 10G

Ze ziskanych vysledkt vyplyva. Ze testované (alkylbenzylamino)purinové derivaty jsou

v koncentraénich rozmezich predpoklidanych v zemédélskych aplikacich netoxicke.

Priklad 12
Sledovéni in vitro viability lidskych diploidnich fibroblasti pomoci MTT

MTT test je standardni kolorimetrickou metodou pro méfeni proliferace a prezivani bungk.
Zhuté MTT je v metabolicky aktivnich burikach redukovano na fialovy formazan a ten je stanoven
spektrofotometricky. Diploidni lidské fibroblasty SNF25 (19. pasaz) byly vyscty do 96 jamkové
mikrotitratni desky v poétu 5000 na jamku, po 6 hodinach bylo médium (DMEM obsahujici 5 g/i
glukézy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu a 10% fetdlniho teleciho
séra) odsato a nahrazeno médiem obsahujicim testovanou latku v koncentraénim rozmezi 0-100
iUM. V piipadé nerozpustnych litek byla maximalni testovana koncentrace upravena. Kazdd
koncentrace byla testovana v pentaplikatu. MTT bylo k buttkam pfidano po 72 hodinach (finalni
koncentrace 0,5 mg/ml) a inkubace probihala 3 hodiny.
Absorbance vzniklého MTT byla po rozpusténi v DMSO zméfena pr1 vinové délee 570 nm
(referenéni vlnova délka 650). Cytotoxicky ucinek byl vyjadien jako 1C = (Ajumka s derivatem /
Akontrolni jamka) X 100 %. Iodnota ICsq , kterd odpovida koncentraci latky zptisobujici 50 %
redukel mitochondridlnt aktivity byla vypoctena ze ziskanych davkovych kivek. Vysledky

ukazuje tahulka 5.

Tabulka 5

Cytotoxicita novych sloucenin pro lidské diploidni fibroblasty

Slou¢enina IC5y Maximalni testovana
{(Lmol/L) | koncentrace (pumol/L)
kinetin >]104) 100
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isopentenyladenin >100 100

benzyladenin >100 100

trans-zeatin >100 100

meta-topolin >100 100

ortho-topolin =100 100

adenin >100 100

8 >50 50

10 >100 100

7 vysledkl testovani vyplyva, Ze testované latky nejsou pro lidské diploidni fibroblasty

v koncentracich pfedpokladanych pro zemédélské aplikace toxické.

Piiklad 13
Pripravky

Piipravky obvykle obsahuji od (.1 do 99 % (w/w), zejména pak od 0,1 do 95 % (w/w)
aktivni slozky odpovidajici latce nebo smési latek obecného vzorce I, od 1 do 99.9 % (w/w)
pevaych nebo tekutych pomocnych latek, a od 0,1 do 25 % (w/w), zejména od 0,1 do 25 %
(w/w) surfaktantu. Zatimco komeréni pfipravky jsou obvykle formulovany jako koncentraty,
koncovy uZivatel pouziva pripravek fedény. Piipravek miZe zahrmovat 1 dalsi komponenty jako
stabilizatory, napf. rostlinné oleje nebo cpoxidované rostlinné olcje (epoxidovany kokosovy
oley (:1, fepkovy olej, podzemnicovy olej), protipénivé latky, napf. silikenovy olej,
konservacni latky, latky regulujici viskozitu, pojiva, latky zvySujici piilnavost, hnojiva.
piipadné dalsi aktivni slozky. Preferované piipravky maji zcjména toto sloZeni (uvedena

hmotnostni procenta):

Al. Emulgeovatelné koncentraty a) b) ¢) d)
Aktivni slozka 5% 10% 25% S0%
dodecylbenzensulfonat vapenaty 6% 8% 6% 8%
polyoxyethylovany ricinovy olej

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

oktylfenol polyglykol cther - 2% - 2%

(7-8 mol ethylen oxid)

cyklohexanon - - 10 % 20 %
smés aromatickych uhlovodiki 83 % 82 % 53 % 18 %

Co-Cia
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Emulze o vyZadované findlni koncentraci mohou byt ziskany z takového koncentratu

ziedénim vodou.

A2. Roztoky a) b} c) d)
Akutivni slo7ka 5% 10 % 50% 90%
1-methoxy-3-( 3-mcthoxy-

Propoxy )-propan - 20% 20% -
polyethylenglykol MW 400 20% 10 % - -
N-methyl-2-pyrrotidon - - 30% 10%
smés aromatickych uhlovodikii 75 % 60 % - -
Cy-Cyp

Roztoky jsou vhodné k aplikaci ve formé& mikrokapének.

A3. Smacivé prasky a) b) ¢) d)
Aktivni sloZka 5% 25% 50 % 80 %
lignosulfonat sodny 4% - 3% -
laurylsulfat sodny 2% 3% - 4%
diisobutynaftalensulfonat - 6 % 5% 6 %
sodny

oktylfenol polyglykol ether - 1% 2% -

(7-8 mol ethylen oxid)

vysoce disperzni kyselina kiemicita 1% 3% 5% 10 %
kaolin 87 % 61 % 37 % -

Aktivni slozka je diikladné promiscna s pomoenymi latkami a smés je dukladné rozemleta ve

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

s vodou.

Ad, Potahované granule

Aktivni slozka

vysoce disperzni kyselina kiemicita
anorganicky nosi¢

(0,1 -1 mm)

napf. CaCOj3 nebo Si0;

a)

0.1 %
0.9 %
99.0 %

b)
5%
2 %

93 %

<)
[5%
2%

83 %

Aktivni sloZka je rozpusténa v methylenchloridu a nasprejovana na nosic. Rozpoustédlo je

odpafeno ve vakuu.

AS. Potahované granule

Aktivni slozka

)

0.1 %

b)
5%

15%
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polyethylenglykol MW 200 1.0 % 2% 3%
vysoce disperzn{ kyselina kiemicita 0.9 % I % 2%
anorganicky nosi¢ 98.0%  92% 80 %

(AE 0,1 -1 mm)
napt. CaCO; nebo S10;
Jemné rozemletd aktivni sloZka je v mixéru stcjnom&rné nanesena na nosic zvihéeny

polycthylenglykolem, Takto jsou ziskany neprasné granule.

A6. Extrudované granulc  a) b) c) d)
Aktivni slozka 0.1% 3% 5 % 15 %
lignosulfonat sodny 1.5% 2% 3% 4 %
karboxymethyleelulosa 1.4 % 2% 2% 2%
kaolin 97.0% 93 % 90 % 79 %

Aktivni sloZka je smisena a rozemleta s pomocnymi latkami a slozka je zvlhéena vodou. Smés

je extrudovana a usudena v proudu vzduchu.

A7 Prachy a) b) ¢)

Aktivni slozka 0.1% 1 % 5%

talek 399%  49% 35 %

kaolin 60.0%  50% 60 %

Prachy k pfimému pouZiti jsou ziskany rozemletim aktivni sloZky s nosi¢em ve vhodném
mlynu.

A8. Suspenzni koncentrat a) b) c) d)
Aktivni sloZka 3% 10% 25% 50%
ethylen glykol 5% 5% 5% 5%
nonylfenol polyglykol ether- 1 % 2% -

(15 mol ethylen oxid)

lignosulfonat sodny 3 % 3 % 4% 5%
karboxymethylcelulosa 1 % 1% 1 % 1%
37 % vodny roztok formaldehydu 0.2 % 0.2% 0.2% 0.2%
emulse silikonového oleje 0.8 % 0.8 % 0.8 % 0.8%
voda 86 % 78 % 64 % 38%

Jemné rozemletd aktivni slozka je smichdna s pomocnymi litkami. Vznikly suspenzni

koncentrat umoziiuje piipravu suspenze o pozadovand koneentraci zfedénim vodou.
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Priklad 14

Gel

Nazvy slozek jsou uvadény v souladu s terminologii registraénich Gfadi. Obsah slozek je
uvadén v gramech na 100 g.

Gel 100 g

Aktivni latka 6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purin(2OH3Me BAP) 1.0 g

butylhydroxytoluen (Nipanox BHT) 02¢
butvlparaben (Nipabuty!) 02¢g
diethylenglykol monocthyl cther (Transcutol I?) 100 ¢
bezvoda koloidni silika (Zeopharm 177) 50¢
propylenglykol laurat {Lauroglycol FCC)) 83,6 ¢

Konzistence gelu miize byt dile modifikovana pfidanim bezvodé koloidni sitiky.
Utinek aktivni latky mlze byt zvySen pomoci transdermalniho systému Transcutol
P/Lauroglycol FCC. Bezvoda kolowdni silika pravdépodobné zpomali penetraci Ginné latky,

co7 povede k protrahovanému uéinku.
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PATENTOVE NAROKY

1. Substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty obeeného vzorce |

R2
R1
NH
NE
L
Wl
I

ve klerém

R1 znamena substituent vybrany ze skupiny zahrnujici hydroxyl, amino, nitro. thio a alkyl
skupinu,

R2 znamena 1 az 4 alkyl skupiny, stejné nebo riizné,

a jejich soli s alkalickymi kovy, amoniakem &i aminy,

ve formé racematli ncho opticky aktivnich isomert, nebo jejich adi¢nich soli s kyselinami,

pro pouziti jako antagonisté cytokininovych receptort.

2. Substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty podle ndroku 1 vybrané ze skupiny
zalrnujici 6-(2-amino-3-methylbenzylamino)purin, 6-(2-amino-4-methylbenzylamino)purin, 6-
(2-amino-S-methylbenzylamino)purin, 6-(2-amino-3-ethylbenzylamine)purin,  6-(2-amino-3-
ethythenzylamino)purin, 6-(2-amino-3-isopropylbenzylamine)purin. 6-(2-amino-5-

isopropylbenzylamino)purin,  6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purin,  6-(2-hydroxy-4-

methylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-5-methylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-6-
methylbenzylaminoypurin, 6-(2-hydroxy-3-ethylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-4-
ethylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-5-ethylbenzy lamino)purin, 6-(2-hydroxy-6-
ethylbenzylamino)purin. 6-(2-hydroxy-3-isopropylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-5-
isopropylbenzylamino)purin, 6-(2-nitro-3-methylbenzylamino)purin, 6-(2-nitro-4-
methylbenzylamino)purin, 6-(2-thio-3-methylbenzylamino)purin, 6-(2-thio-5-

methylbenzylamino)purin, 6-(2-thio-3-ethylbenzylamino)purin 6-(2-hydroxy-3,5-
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dimethylbenzylamino)purin,  6-(2-hydroxy-  3.4-dimethylbenzylamino)purin, 6-(2-

hydroxy-3,6-dimethylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-3,4,5-trimethylbenzylamino)purin, 6-
{2-amino-3,5-dimethylbenzylamino)purin, 6-(2-amino-3 6-dimethylbenzylamino)purin, 6-(2-
hydroxy-3,5-diethylbenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy-3,6-diethylbenzylamino)purin, a jejich
soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy ve formé racemdti ncho opticky aktivnich
isomert, nebo jejich adi¢nich soli s kyselinami,

pro pouZiti jako antagonist¢ cylokininovych receptora.

3. Substituované  6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty podle naroku 2 vybrane zc
skupiny  zahrnuyjici 6-(2-hydroxy-3-methylbenzylamino)purin a  6-{2-hydroxy-3-
methylbenzylamino)purin a jejich soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢&i aminy ve formé
racematli nebo opticky aktivnich isomerd, nebo jejich adi¢nich soli s kyselinami, pro pouZiti

jako antagonisté cytokininovych receptor.

4. Substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty podle kteréhokoliv z naroku 1 az
3 pro pouziti jako antagonisté cytokininovych receptort pro morfogenni u€inky vedouei ke

zvétseni kofenového systému rostlin.

5. Substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty podle kteréhokoliv z nirokl 1 az
3 pro pouziti jako antagonisté cytokminovych receptorit pro urychleni nalévani semen a

zvétSeni velikosti semene a plodu rostlin a hub a pro zkraceni doby kli¢eni semen rostlin.

6. Substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty podle kteréhokoliv 7 narokt 1 az
3 pro pouziti jako antagonisté cytokininovych receptorti ve tkanovych kulturach k regulaci

proliferace a morfogencze.

7. Substituované 6-(alkylbenzylamino)purinove derivaty podle kteréhokoliv z narokd 1 az
3 pro pouZili jako antagonisté cytokininovych receptori pro zvySeni vynosu a kvality

remedélskych produkti.

8. Substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty podle kteréhokoliv z narokl 1 az
3 pro pouziti jako antagonisté cytokininovych receptori pii produkei uZitkovych rostlin,
zeyména obilovin, fep, malvic, peckovic a bobulovin, vikvovitych rostlin, olejnin, lilkovitych

rostlin, pfadnych rostlin, citrust, zeleniny, nebo rostlin vybranych ze skupiny zahrnujici tabak,
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ofcsdk, baklazan, cukrova titina, éajovnik, réva vinna, chmel, banany, pfirodni

kaucukovnikové a léCivé rostliny a okrasné rostliny.

9. Substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty podle kteréhokolv 2z narokil 1 az

3 pro pouziti jako antagonisté cytokininovych receptori pfi kontrole ristu plevelt.

10.  Substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty podle kteréhokoliv z narokl 1 az
3 pro pouziti pi pfipravé pipravkl pro klonevani rostlinnych i saveich zarodecnych bunék a

embryi.

1. Pripravky pro pro klonovani rostlinnych 1 savéich zarodeénych bunCk a cmbryi,
vyznacujici se tim, Ze obsahuji alespoi jeden substituovany 6-(alkylbenzylamino)purinovy

~

derivat podle které¢hokoliv z ndroki T a7 3 a pomocené latky.

12, Substituované 6-(alkylbenzylamino)purinové derivaty podle kteréhokoliv z naroka 1 az

3 pro pouziti pf1 pfiprave ristové-regulacnich pfipravki.

13, Rastové-regula¢ni pfipravky, vyznaujici se tim, Ze obsahuji alespoii jeden
substituovany 6-(alkylbenzylamino)purinovy derivat podle kteréhokoliv znarokd 1 az 3 a

pomocné latky.

14, Substituované 6-(alkylbenzylamino)purinoveé dervaty podle kteréhokoliv z ndrokl | az

3 pro pouziti pit pripraveé piipravki pro inhibici cytokminovych receptora.

15, Pripravky pro inhibici cytokininovych receptort, vyznacujici se tim, ze obsahuji
alespoi jeden substituovany 6-(alkylbenzylamino)purinovy derivat podle kteréhokoliv z ndroki

1 a7 3 a pomocné latky.
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