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Heterocyklické slougeniny na bazi N°-substituovaného adeninu, zpiisoby jejich pFipravy,
jejich pouZiti pro pFipravu légiv, kosmetickych piipravki a ristovych regulatord,
farmaceutické pripravky, kosmetické piipravky a ristové regulitory tyto sloudeniny
obsahujici

Oblast techniky

Vynédlez se tykd novych dusikatych heterocyklickych derivati na bazi N®-substituovaného
adeninu, které maji protinddorové, mitotické, imunosupresivni a antisenescen&ni ucinky pro
rostlinné, Zivociné i lidské buiiky, zptisobi jejich pfipravy a pouZiti jako 1é&iva, farmaceutické
kompozice, které tyto derivaty obsahujici jako Gi¢innou latku a pouZiti téchto derivati pro vyrobu
1é¢iv, v biotechnologiich, v kosmetickém primyslu a v zem&délstvi.

Dosavadni stav techniky

Mezi osvédEené latky regulatni povahy u rostlin patii fytohormony. Vyznamnou pozici mezi
nimi zaujimaji cytokininy. Po chemické strance tvofi pFirozené se vyskytujici cytokininy homo-
genni skupiny derivati N°-substituovaného adeninu, které plni v rostlinach velmi rozmanité
funkce, a to od bun&&ného déleni, prodluZovani a diferenciace, aZ k tvorb& kvétd a plodii. Rusi
dormanci semen, potladuji apikalni dominaci a stimuluji rist postrannich pupendi, zpomaluji
starnuti bunék, zvySuji odolnost proti strestim, ovliviluji permeabilitu bun&énych membran
a vyvolavaji akumulaci metabolitd v misté jejich aplikace (Letham a Palni 1983 — Ann. Rev.
Plant. Physiol. 34: 163-197, 1983, Mok, D.W.S., Mok, M.C.: Cytokinins: Chemistry, Activity
and Function. CRC Press, Boca Raton, London, Tokyo 1994).

Rozhodujici je zejména jejich interakce a autxiny p¥i stimulaci bundného déleni a regulaci
diferenciace bunék v rostlinnych explantatovych kulturach (Skoog, Miller 1957). Této regulaéni
funkce v in vitro kulturach bylo pouZito i k obecné definici cytokininii jako skupiny rostlinnych
ristovych regulatord (Skoog, F., Amstrong, D.J.: Cytokinins. — Ann. Rev. Plant Physiol. 21:
359-384, 1970). V kulturach in vitro je jako cytokinin nejéastéji pouZivan spolu s kinetinem
6-benzylaminopurin (BAP). Tato latka byla dlouhou dobu povazovéana za syntetickou, avak
neddvno byl prokazan jeji vyskyt rovnéZ v rostlinich. Mezi cytokininy jsou b&Zn& zafazovany i
n&které piirozené se vyskytujici metabolity 6-alkylaminopurini, které vykazuji minimalni nebo
Zadnou biologickou aktivit (7- a 9-glukosidy, konjugity saminokyselinami, né&které
modifikované cytokininy a rRNA). Z téchto diivodii jsou v piedloZeném vynalezu za cytokininy
povaZovany latky, jejichz chemickym zékladem jsou N°~substituované adeniny.

Vzhledem k tomu Ze se veskeré organismy na Zemi evoluénd vyvijely spoleéné po mnoho
desitek miliénd let, je pfedpokladatelné, %e pro latky rostlinného piivodu, jakymi cytokininy
zarudeng jsou, si pfiroda nalezla mnoho regula¢nich vazeb k ZivoCichum, a tedy i k &lovéku.
Latky cytokininové povahy proto ziejmé ovliviluji znaéné mnozstvi molekuldrnich mechanismi
v Zivocisnych i lidskych buiikach. Nedavno bylo zjistno, Ze N°—substituované puriny a jejich
derivaty mohou byt zakladem pro vyvoj novych generaci 1é€iv s antiinflamatornimi, proti-
nadorovymi, imunosupresivnimi, antivirdlnimi a dal3imi, medicinsky vyznamnymi G&inky.

Cilem tohoto vynélezu je proto poskytnout protinadorové, imunosupresivni, ristové regula&ni,
morfogeneticky aktivni a antisenescenéni dusikaté heterocyklické sloudeniny na bazi
N-substituovaného adeninu s vysokou selektivitou a terapeutickym indexem ucinnosti,
tj. slou€eniny, které jsou malo toxické a pfitom vysoce G&inné.
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Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu jsou dusikaté heterocyklické slouteniny na bazi N°—substituovaného
adeninu obecného vzorce I

@,
ve kterych
R, znameni atom vodikuhydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, methylmerkapto,
(R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acyl-
amino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl nebo karbamo-

ylovou skupinu,

R¢ znamena atom vodiku, halogen, alkyl, alkenyl, alkynyl, substituovany alkyl, substituovany
alkenyl, substituovany alkynyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, cykloalkyl+(R)-,
aryl-(R)—, hetero(R)-, heteroaryl(R)~, heterocykloalkyl-(R)-nebo R¢'-X, ve které

X znamena NH-, -N(C,—Cg—alkyl)—, skupinu —O— nebo skupinu —S—a

Rs znamené atom vodiku, alkyl, alkenyl, alkynyl, substituovany alkyl, substituovany alkenyl,
substituovany alkynyl, acyl, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, cykloalkyl, substituovany
cykloalkyl, aryl, substituovany aryl, heterocyklus, heteroaryl, substituovany heteroaryl,
arylR)-, heterocykloalkyl, substituovany heterocykloalkyl, heteroaryl<(R)—, hetero~(R)-,
cykloalkyl<(R)- a heterocykloalkyl+(R)-.

Vyse uvedené dosud nevymezené generické skupiny maji vyznamy uvedené v nasledujici
legendg, ptic¢emz

halogen znamena

atom halogenu vybrany ze skupiny zahrnujici atom fluoru, atom bromu, atom chloru a atom
jodu,

alkyl znamena
.piimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 aZ 6 uhlikovych atom,
alkenyl znamené

.pfimou nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomi,
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alkynyl znamena

.pfimou nebo rozvétvenou alkinylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomi,

substituovany alkyl znamena

.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 az 6 uhlikovych atomi a substi-
tuovanou jednim aZz péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy, alkoxy,
amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamoyl, (R)-
sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkylmerkapto, (R}~
oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinou, pfi¢emz uvedené generické substituované skupiny
maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této
legendg,

substituovany alkenyl znamené

.pfimou nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomi a
substituovanou jednim az péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy,
alkoxy, amino, hydroxy, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamo-
yl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkyl-
merkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinou, pfi¢emz uvedené generické substituo-
vané skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin
uvedenymi v této legends,

substituovany alkynyl znamené

.piimou nebo rozvétvenou alkynylovou skupinu obsahujici 2 aZ 6 uhlikovych atomt a
substituovanou jednim aZ péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy,
alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karba-
moyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino,
alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinou, pfi¢emZ uvedené generické
substituované skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich
skupin uvedenych v této legendé,

(R)-oxy znamené

.skupinu —OR,, ve které R, znamena alkyl, alkenyl, alkynyl, substituovany alkyl, substituo-
vany alkenyl, substituovany alkynyl, aryl, substituovany aryl, aryl<(R)-, substituovany
arylalkyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, heterocykloalkyl nebo substituovany hetero-
cykloalkyl, pfi¢emZ uvedené generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou
identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendg,

(R)-merkapto znamena

.skupinu —SRy, ve které R, znamena alkyl, alkenyl, alkynyl, substituovany alkyl, substituo-
vany alkenyl, substituovany alkynyl, aryl, substituovany aryl, aryl-(R)-, substituovany
arylalkyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, heterocykloalkyl nebo substituovany hetero-
cykloalkyl, pfi¢emZ uvedené generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou
identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legend¢,

(R)-sulfo znamend —SO,R¢, ve které R; znamena

hydroxy skupinu,
. pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 aZ 6 uhlikovych atomi,
. pfimou nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 aZ 6 uhlikovych atomi,
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- piimou nebo rozvétvenou alkynylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atom,

. pfimou nebo rozvétvenou alkylovou, alkenylovou nebo alkynylovou skupinu obsahujici
1 az 6 uhlikovych atomt a substituovanou jednim aZ péti substituenty vybranymi ze skupiny
zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydroxy, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro,
substituovany karbamoyl (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino,
dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfiemz uvedené
generické substituované skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovida-
Jicich skupin uvedenych v této legendg,

(R)—sulfonamido znamena -NHSO,R, kde Ry znamené

hydroxy skupinu,

- pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 a% 6 uhlikovych atoma,

- pfimou nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomd,

- pfimou nebo rozvétvenou alkynylovou skupinu obsahujici 2 aZ 6 uhlikovych atoma,

. pfimou nebo rozvétvenou alkylovou, alkenylovou nebo alkynylovou skupinu obsahujici
1 az 6 uhlikovych atomi a substituovanou jednim aZ péti substituenty vybranymi ze skupiny
zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxokarbonyl, kyano, nitro,
substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino,
dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfi¢emZ uvedené
generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovida-
Jicich skupin uvedenymi v této legendg,

acyl znamena

.skupinu —~C(O)R,, ve které R, znamena atom vodiku, alkyl, alkenyl, alkynyl, substituovany
alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl, aryl, substituovany aryl, aryl{(R)-,
substituovany arylalkyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, pfitem? uvedené generické
substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich
skupin uvedenymi v této legendg,

aryloxy znamena

.skupinu ~OAr, ve které Ar znamena aryl, substituovany aryl, heteroaryl nebo substituovany
heteroaryl, pfi€emz uvedené generické substituované skupiny maji vyznamy, které jsou
identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenych v této legendg,

(R)-amino znamena

.skupinu NRR', ve které R¢ a R', nezavisle jeden na druhém znamena atom vodiku, alkyl,
alkenyl, alkynyl, substituovany alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl, aryl,
substituovany aryl, heteroaryl nebo substituovany heteroaryl, pti¢emz uvedené generické
substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich
skupin uvedenymi v této legendg,

substituovany karbamoyl znamena

.skupinu —C(O)NR}R’;, ve které R, a R’; nezavisle jeden na druhém znamené atom vodiku,
alkyl, alkenyl, alkynyl, substituovany alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl,
aryl, substituovany aryl, heteroaryl nebo substituovany heteroaryl, pfidem? uvedené
generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovida-
Jicich skupin uvedenymi v této legendg,
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(R)-oxykarbonyl znamena

skupinu —C(O)OR;, ve které R; znamena atom vodiku, alkyl, alkenyl, alkynyl, substituovany
alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl, aryl, substituovany aryl, heteroaryl nebo
substituovany heteroaryl, pfi¢emZ uvedené generické substituované skupiny maji vyznamy,
které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendg,

acylamino znamena

skupinu -NHCOR, ve které Ry znamena atom vodiku, alkyl, alkenyl, alkynyl, substituo-
vany alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl, aryl, substituovany aryl, heteroaryl
nebo substituovany heteroaryl, pficemz uvedené generické substituentové skupiny maji
vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legends,

aryl znamena

.aromatickou karbocyklickou skupinu obsahujici 6 aZz 18 uhlikovych atomi a tvofenou
alespoti jednim aromatickym kruhem, napfiklad fenylnebo bifenyl, nebo nasobné€ kondenzo-
vanymi kruhy, z nichZ alespoti jeden kruh je aromaticky, naptiklad 1,2,3,4-tetrahydronaftyl,
naftyl, antryl nebo fenantryl,

substituovany aryl znamena

aromatickou karbocyklickou skupinu obsahujici 6 az 18 uhlikovych atoml s tvofenou
alespoti jednim aromatickym kruhem napfiklad fenyl nebo bifenyl nebo nasobné& kondenzo-
vanymi kruhy, z nichZ alespoti jeden kruh je aromaticky ptiklad 1,2,3,4—tetrahydronaftyl,
naftyl, antryl nebo fenantryl a substituovanou jednim aZ péti substituenty vybranymi ze
skupiny zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano,
nitro, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-
amino, dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfi€emZ
uvedené generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi
odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendg,

heterocyklus znamena

Jheterocyklickou skupinu obsahujici 4 aZ 9 uhlikovych atomii a alespofi jeden heteroatom ze
skupiny zahrnujici atom kysliku, atom siry a atom dusiku,

heteroaryl znamena

‘heterocyklickou skupinu obsahujici 4 az 9 uhlikovych atomi a alespoii jeden heteroatom ze
skupiny zahrnujici atom kysliku, atom siry a atom dusiku, z nichZ alespoti jeden kruh je
aromaticky,

substituovany heteroaryl znamena

Jheterocyklickou skupinu obsahujici 4 aZ 9 uhlikovych atomil a alespoii jeden heteroatom ze
skupiny zahrnujici atom kysliku, atom siry a atom dusiku, z nichZ alespofl jeden kruh je
aromaticky, a substituovanou jednim aZz péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici
hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany
karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylaino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkyl-
merkapto (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfi¢emz uvedené generické substituen-
tové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin uvede-
nymi v této legendé,
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aryl—(R)-znamena

.skupinu ~R1-Ar, kde Ar znamena arylovou skupinu a R; znamena

.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinou skupinu obsahujici 1 az 6 uhlikovych atom,
.pfimou nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atom1,
.pfimou nebo rozvétvenou alkinylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomu.
.aromatickou karbocyklickou skupinu obsahujici 6 az 18 uhlikovych atomi a tvofenou
alespoii jednim aromatickym kruhem, napfiklad fenyl nebo bifenyl, nebo néasobné
kondenzovanymi kruhy, z nichZ alespori jeden kruh je aromaticky, napiiklad 1,2,3,4—tetra-
hydronaftyl, naftyl, antryl nebo fenantryl a substituovanou jednim az péti substituenty
vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxy-
karbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino,
acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl
skupinu, pfi¢emz uvedené generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou
identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendg,

hetero—(R)—znamena

.skupinu —R,-L, ve které Ry, znamena

.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujicich 1 aZ 6 uhlikovych atomi,
.p¥imou nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomii,
.pfimou nebo rozvétvenou alkynylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomd,
.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou, alkenylovou nebo alkynylovou skupinu obsahujici
1 az 6 uhlikovych atomii a substituovanou jednim aZ péti substituenty zvolenymi ze skupiny
zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro,
substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino,
dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfi¢emZ uvedené
generické substituované skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovida-
jicich skupin uvedenymi v této legendg¢,

a L znamena

.heterocyklickou skupinu obsahujici 4 az 9 uhlikovych atomt a alespoii jeden heteroatom ze
skupiny zahrnujici atom kysliku, atom siry a atom dusiku a piipadn¢€ substituovanou jednim
az péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo,
merkapto, (R)}-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfon-
amido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl
a karbamoy! skupinu, pfi¢emz uvedené generické substituentové skupiny maji vyznamy,
které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legend¢,

heteroaryl{R)-znamena

.skupinu -R,—G, ve které R, znamena

.piimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 aZ 6 uhlikovych atomd,

.pfimo nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 aZ 6 uhlikovych atomi,

.pfimou nebo rozvétvenou alkynylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomd,
.piimou nebo rozvétvenou alkylovou, alkenylovou nebo alkynylovou skupinu obsahujici
1 aZ 6 uhlikovych atomi a substituovanou jednim aZ péti substituenty vybranymi ze skupiny
zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro,
substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino,
dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu pficemz uvedené
generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovida-
jicich skupin uvedenymi v této legend¢,
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a G znamena

.heterocyklickou skupinu obsahujici 4 aZ 9 uhlikovych atomi a alespoti jeden heteroatom ze
skupiny zahrnujici atom kysliku, atom siry a atom dusiku p¥i¢emz alespoii jeden hetero-
cyklicky kruh této skupiny je aromatickym kruhem, ktera miZe byt ptipadng substituovana
Jednim az péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino,
hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamoyl,
(R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkylmerkapto,
(R)y-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfi¢emZ uvedené generické substituované
skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi
v této legendé,

cykloalkyl znamena

.monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujici 3 aZ 15 uhlikovych
atomt,

substituovany cykloalkyl znamena

.monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujici 3 az 15 uhlikovych
atoml a substituovanou jednim aZz péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici
hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany
karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino,
alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfi¢emZ uvedené generické
substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich
skupin uvedenymi v této legendé,

heterocykloalkyl znamena

.monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujici 3 aZ 15 uhlikovych atom,
v jejich cyklické struktufe je alespoti jeden atom uhliku nahrazen heteroatomem ze skupiny
zahrnujici atom kysliku, atom siry, atom dusiku a atom fosforu,

substituovany heterocykloalkyl znamena

-.monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujic 3 aZ 15 uhlikovych ato-
mu, v jejiz cyklické struktuie je alespoii jeden atom uhliku nahrazen heteroatomem ze
skupiny zahrnujici atom kysliku, atom siry, atom dusiku a atom fosforu, a substituovanou
jednim az péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino,
hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo,
(R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkylmerkaptom, (R)-oxy,
cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfi¢emZ uvedené generické substituentové skupiny maji
vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendé,

cykloalkyl<(R)-znamena

.skupinu —Ry-J, ve které R, znamena

.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 aZ 6 uhlikovych atomf,

.piimo nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomd,

.piimou nebo rozvétvenou alkynylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomd,
.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou, alkenylovou nebo alkynylovou skupinu obsahujici
1 aZ 6 uhlikovych atom{ a substituovanou jednim aZ péti substituenty vybranymi ze skupiny
zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro,
substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino,
dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu p¥i¢emZ uvedené
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generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovida-
jicich skupin uvedenymi v této legendé,

a J znamena

.monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujici 3 az 15 uhlikovych
atomdi nebo.

.monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujic 3 az 15 uhlikovych atomi
a substituovanou jednim aZ péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy,
alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karba-
moyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkyl-
merkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfi¢emz uvedené generické
substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich
skupin uvedenymi v této legendg, a

a heterocykloalkyl-(R)-znamené

.skupinu -RyV, ve které R, znamena

.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 az 6 uhlikovych atomi,

.pfimo nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych aom,

.pfimou nebo rozvétvenou alkynylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomd,
.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou, alkenylovou nebo alkynylovou skupinu obsahujici
1 aZ 6 uhlikovych atomi a substituovanou jednim az péti substituenty vybranymi ze skupiny
zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro,
substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino,
dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu pfi¢emz uvedené
generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovida-
jicich skupin uvedenymi v této legend¢,

a 'V znamena

monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujici 3 az 15 uhlikovych
atomu, v jejiz cyklické struktufe je alespoil jeden atom uhliku nahrazen heteroatomem ze
skupiny zahrnujici atom kysliku, atom siry, atom dusiku a atom fosforu,

monocylickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujici 3 az 15 uhlikovych atomu,
v jejiz cyklické struktufe je alespofi jeden atom uhliku nahrazen heteroatomem ze skupiny
zahrnujici atom kysliku, atom siry, atom dusiku a atom fosforu, a substituovanou jednim aZ
péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo,
merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfon-
amido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl
a karbamoyl skupinu, pfiéemz uvedené generické substituentové skupiny maji vyznamy,
které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legende¢,

a jejich farmaceuticky vyuzitelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem &i aminy
ve formé racemati nebo opticky aktivnich izomert, jakoZ i jejich adi€nich soli skyselinami.

Mimoi'adné vyhodnymi slouceninami podle vynalezu jsou substituované heterocyklické sloueni-
ny ze skupiny zahrnujici: 6~2-hydroxy—-3—chloroxybenzylamino)purin, 62-hydroxy-4—chlor-
benzylamino)purin, 6—(2-hydroxy—-5-chlorbenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy—6—chlorbenzyl-
amino)purin, 6—(2-hydroxy-3—jodbenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy—4—jodbenzylamino)purin,
6—(2-hydroxy-5—jodbenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy—6—jodbenzylamino)purin, 62—
hydroxy-3-brombenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy—4-brombenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy-
5-brombenzylamino)purin, 6—+2-hydroxy—6-brombenzylamino)purin, 62-hydroxy-3—fluor-
benzylamino)purin, 6—(2-hydroxy—4—fluorbenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy-5—fluorbenzyl-
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amino)purin, 6—~(2-hydroxy—6—fluorbenzylamino)purin, 6—(2,4—dihydroxy—4—methoxybenzyl-
amino)purin, 6—(2,5-dihydroxy—4-methoxybenzylamino)purin, 6—(2,6—dihydroxy—3—methoxy- .
benzylamino)purin, 6—2,3—dihydroxy-3-methoxybenzylamino)purin, 6—2,5-dihydroxy-3—
methoxybenzylamino)purin, 6—2,6—dihydroxy—4-methoxybenzylamino)purin, 6—2,3~di-
hydroxy—4—chlorbenzylamino)purin, 6—(2,3—dihydroxy-4—chlorbenzylamino)purin, 6—(2,5-di-
hydroxy—4—chlorbenzylamino)purin, 6—2,6—dihydroxy—4—chlorbenzylamino)purin, 6—2,6-di-
hydroxy—4-bromoxybenzylamino)purin, 6—2,6—dihydroxy—4—jodbenzylamino)purin, 6—2,6—di-
hydroxy-3—-chlorbenzylamino)purin, 62,6—dihydroxy—3-brombenzylamino)purin, 6—2,6—di-
hydroxy-3—jodbenzylamino)purin, 6—2,6—dihydroxy—3—fluorbenzylamino)purin, 6—2,6—di-
hydroxy-3,5—dichlorbenzylamino)purin, 6—(2,6—dihydroxy-3,5-dibrombenzylamino)purin,
6—(2,6—dihydroxy-3,5—dijodbenzylamino)purin, 6—2,6—dihydroxy-3,5—difluorbenzylamino)-
purin, 6—(2—fluorbenzylamino)purin, 6—3—fluorbenzylamino)purin, 6—~(4—flourbenzylamino)-
purin, 6—(2-brombenzylamino)purin, 6—(3—-brombenzylamino)purin, 6—(4—-brombenzylamino)-
purin, 6—(2—jodbenzylamino)purin, 6~3—jodbenzylamino)purin, 6—(4—jodbenzylamino)purin,
6—(2—chlorbenzylamino)purin, 6—(2—chlorbenzylamino)purin, 6~(3—chlorbenzylamino)purin,
6—(4—chlorbenzylamino)purin, 6—(2-acetylbenzylamino)purin, 6—(3—acetylbenzylamino)purin
6—~(4-acetylbenzylamino)purin, 6—3—karboxybenzylamino)purin, 6—(4—karboxybenzylamino)-
purin, 6—(2—acetoxybenzylamino)purin, 6—(3—acetoxybenzylamino)purin, 6(4—acetoxybenzyl-
amino)purin, 6—(2-nitrobenzylamino)purin, 6—(3—nitrobenzylamino)purin, 6—(4-—nitrobenzyl-
amino)purin, 6—(2—sulfobenzylamino)purin, 6—(3—sulfobenzylamino)purin, 6—(4—sulfobenzyl-
amino)purin, 6—(2-kyanobenzylamino)purin, 6—3—kyanobenzylamino)purin, 64-kyanobenzyl-
amino)purin, 6—(5-nitro—2—-methylbenzylamino)purin, 62-methylbenzylamino)purin, 6—(3—
methylbenzylamino)purin, 6—(4—methylbenzylamino)purin, 6(4—-methylmanobenzylamino)-
purin, 6-(2-methoxybenzylamino)purin, 6—(3—methoxybenzylamino)purin, 6—(4-methoxy-
benzylamino)purin, 6—+(2-hydroxybenzylamino)purin, 6—(3-hydroxybenzylamino)purin, 64—
hydroxybenzylamino)purin, 6—(4-hexylbenzylamino)purin, 6—~(4-hexylbenzylamino)purin, 62—
formylbenzylamino)purin, 6—(3—formylbenzylamino)purin, 6—(4—formylbenzylamino)purin,
6—(2—ethoxybenzylamino)purin, 63—ethoxybenzylamino)purin, 6—(4—ethoxybenzylamino)-
purin, 6-(4-ethylbenzylamino)purin, 6(4-penthylbenzylamino)purin, 6—(4—penthyloxybenzyl-
amino)purin, 6—(4-fenoxybenzylamino)purin, 6-(4—fenylbenzylamino)purin, 6—(4—propylbenzyl-
amino)purin 6—(4-propyloxybenzylamino)purin, 6-(4—oktylbenzylamino)purin, 6—(4—propyl-
benzylamino)purin, 6—«(4—propyloxybenzylamino)purin, 6—(4—oktylbenzylamino)purin, 64—
oktyloxybenzylamino)purin, 6—(4—ethoxybenzylamino)purin, 6—(3,4-diacetoxybenzylamino)-
purin, 6—(3,5~diacetoxybenzylamino)purin, 6—~2,6—diaminobenzylamino)purin, 6—(3,5-dibrom-
benzylamino)purin, 6—(3,5-dibrom—4—methoxybenzylamino)purin, 6—(2,3—dichlorbenzylamino)-
purin, 6—(2,4—dichlorbenzylamino)purin, 6—2,5—dichlorbenzylamino)purin, 6—(2,6—dichlorbenz-
ylamino)purin, 6—(3,4—dichlorbenzylamino)purin, 6—(3,5—dichlorbenzylamino)purin, 6—(2,3,4,5—
tetrafluorbenzylamino)purin, 6—(2chlor-3,6—difluorbenzylamino)purin, 6—~5—chlor—2—fluorbenz-
ylamino)purin, 6—2,3,4—trifluorbenzylamino)purin, 6~2,3,5—trifluorbenzylamino)purin, 6—2,4,-
5-trifluorbenzylamino)purin, 6—(3,4,5—trifluorbenzylamino)purin, 6—(2,3,6—trifluorbenz-
ylamino)purin, 6—«3—chlor-2,6—difluorbenzylamino)purin, 6—(2—chlor—6—fluorbenzylamino)-
purin, 6—2,6—difluorbenzylamino)purin, 62,4-difluorbenzylamino)purin, 6—3,4—difluorbenz-
ylamino)purin, 6—(2,5—difluorbenzylamino)purin, 6—3,5—difluorbenzylamino)purin, 6—5~fluor—
2—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6—(4—fluor-2—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 62—
chlor—5—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6—2—(difluormethoxy)benzylamino)purin, 6—(3—(di-
fluormethoxy)benzylamino)purin, 6—(4—(difluormethoxy)benzylamino)purin, 6—(2—fluor—5—(tri-
fluormethyl)benzylamino)purin, 6—+3—fluor—-4—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6—(2—fluor—4—
(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6—(2—(trifluormethylthio)benzylamino)purin, 6—2—fluor-3—
(trifluvormethyl)benzylamino)purin, 6—(2—chlor—6—fluor—3—methylbenzylamino)purin, 66—
chlor—2—fluor-3-methylbenzylamino)purin, 6-(3—chlor-2—fluor—5—(trifluormethyl)benzyl-
amino)purin, 6—(3—chlor—2—fluor-6—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6—(2,3—difluor—4—
methylbenzylamino)purin, 6—2,6—difluor-3-methylbenhylamino)purin, 6—(2—fluor—6—(trifluor-
methyl)benzylamino)purin, 6—(3—chlor-2,6—difluorbenzylamino)purin, 6—(3—(trifluormethyl-
thio)benzylamino)purin, 6«3—fluor—<4—methylbenzylamino)purin, 6~(4—fluor-3—methoxyl-
benzylamino)purin, 6—(5—fluor-2—methylbenzylamino)purin, 62—chlor-3,6-difluorbenzyl-
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amino)purin, 6—(4—(trifluormethylthio)benzylamino)purin, 6—(3—fluor-5—(trifluormethyl)benzyl-
amino)purin, 6—~(2—chlor—4—fluorbenzylamin)purin, 6—(2—(trifluormethoxy)benzylamino)purin,
6—(3—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6—(2—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6—4—(tri-
fluormethyl)benzylamino)purin, 6—(4—chlor-3—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6—(4—fluor—
3—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6—(3,5-bis(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6—(3—(tri-
fluormethoxy)benzylamino)purin, 6—(4—(trifluormethoxy)benzylamino)purin, 6—(4—(trifluor-
methyl)benzylamino)purin, 6—(4—diethylaminobenzylamino)purin, 6—(3,4~dihydroxybenzyl-
amino)purin, 6—(3,5-dihydroxybenzylamino)purin, 6—(3,4—dihydroxybenzylamino)purin, 62,3~
ethylenedioxybenzylamino)purin, 6—2,4—dihydroxybenzylamino)purin, 6—+2,5-dihydroxy-
benzylamino)purin, 6—2,6—dihydroxybenzylamino)purin, 6—(3,4—dimethoxybenzylamino)purin,
6—(3,4—dimethoxybenzylamino)purin, 6—(3,5—dimethoxybenzylamino)purin, 6—(2,3-dimethoxy-
benzylamino)purin, 6—2,4—dimethoxybenzylamino)purin, 62,5—dimethoxybenzylamino)purin,
6—(2,6—dimethoxybenzylamino)purin, 6—(3-hydroxy—4-methoxybenzylamino)purin, 62—
hydroxy—3-methoxybenzylamino)purin, 6—(4-hydroxy-3-methoxybenzylamino)purin, 62—
hydroxy—4-methoxybenzylamino)purin, 6—(4-hydroxy-2-methoxybenzylamino)purin, 62—
hydroxy-5-methoxybenzylamino)purin, 6—3-hydroxy—4-methoxybenzylamino)purin, 6—(4—
hydroxy—3-methoxybenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy—6-methoxybenzylamino)purin, 63—
hydroxy-5-methoxybenzylamino)purin, 6—4,5—-dimethoxy—2-nitrobenzylamino)purin, 6—(3,4—
dimethylbenzylamino)purin, 6—(2,3—dimethylbenzylamino)purin, 6—2,4-dimethylbenzylamino)-
purin, 6—(2,6-dimethylbenzylamino)purin, 6—2,6—dimethyl-4-hydroxybenzylamino)purin,
6—(3,5-dimethyl-4-hydroxybenzylamino)purin, 6—(2—fluor—4—hydroxybenzylamino)purin, 63—
fluor-4-methylbenzylamino)purin, 6—(3,4—dinitrobenzylamino)purin, 6—~3,5—dinitrobenzyl-
amino)purin, 6—(2-methyl-5—nitrobenzylamino)purin, 6—(3—-methyl—4-nitrobenzylamino)purin,
6—(3,4—dijod—4-hydroxybenzylamino)purin, 6~2—chlor-3,4—dimethoxybenzylamino)purin,
6—(4—chlor-3,5—dinitrobenzylamino)purin, 6+2-chlor—4—fluorbenzylamino)purin, 6—(3—chlor—
4—fluorbenzylamino)purin, 6—(2—chlor-6—-methylbenzylamino)purin, 6—(3—chlor-2—methyl-
benzylamino)purin, 6—(3—chlor—4—methylbenzylamino)purin, 6(5—chlor-2—-methoxybenzyl-
amino)purin, 6—2-chlor—4—fluorbenzylamino)purin, 6—(4—chlormethylbenzylamino)purin, 62—
chlor—5-nitrobenzylamino)purin, 6—~(2—chlor—6-nitrobenzylamino)purin, 6—(4—chlor—3-nitro-
benzylamino)purin, 6—3,5-dibrom—4-hydroxybenzylamino)purin, 6—+3—-brom—4-methoxy-
benzylamino)purin, 6—4-brommethylbenzylamino)purin, 6—(4-butoxybenzylamino)purin, 64—
butoxybenzylamino)purin, 6—4—/t-butyl/benzylamino)purin, 6—(4-t-butyl-2,6—dimethyl-
benzylamino)purin, 6+2—aminobenzylamino)purin, 6—(3—aminobenzylamino)purin, 6—(4—amino-
benzylamino)purin, 6—~2-amino—6—chlorbenzylamino)purin, 6—3—amino—4—chlorbenzylamino)-
purin, 6—(2—amino—3—chlorbenzylamino)purin, 6—2—-amino—4—chlorbenzylamino)purin, 6—(2—
amino—6—chlorbenzylamino)purin, 6—~(2,6~diamino—3—-chlorbenzylamino)purin, 6—(2,6—diamino—
4—chlorbenzylamino)purin, 6—~(4—amino—3—chlorbenzylamino)purin, 6—(4—amino—5—
dichlorbenzylamino)purin, 6—(5—amino—2-methylbenzylamino)purin, 6—(2—-amino—3-nitro-
benzylamino)purin, 6—(4—amino—3—nitrobenzylamino)purin, 6—(4-benzyloxybenzylamino)purin,
6—(3—acetylbenzylamino)purin, 6—(2—-acetylbenzylamino)purin, 6—2,3,4—-trimethoxybenzyl-
amino)purin, 6—(2,4,5-trimethoxybenzylamino)purin, 6—2,4,6—trimethoxybenzylamino)purin,
6—(3,4,5~trimethoxybenzylamino)purin, 6—2,4,6-trimethoxybenzylamino)purin, 6—2,3,4-tri-
hydroxybenzylamino)purin, 6—2,4,6—trihydroxybenzylamino)purin, 6—(2,3,4-trihydroxybenzyl-
amino)purin, 6—(3,4,5~trihydroxybenzylamino)purin, 6-(2,4,6~rihydroxybenzylamino)purin,
6—(2,4,5—trichlorbenzylamino)purin, 6—2,4,5~trichlorbenzylamino)purin, 6—(2,4,6—trichlor-
benzylamino)purin, 6—2,3,4—trichlorbenzylamino)purin, 6—(2,3,5—trichlorbenzylamino)purin,
6—(2,3,6-trichlorbenzylamino)purin, 6—2,5,6—trichlorbenzylamino)purin 6—anilinopurin 6—2,4—
bis(trifluormethyl)anilino)purin, 6—(2,5-bis(trifluormethyl)anilino)purin, 6—2,4-bis(trifluor-
methyl)anilino)purin, 6—(3,5-bis(trifluormethyl)anilino)purin, 6—+2—bromanilino)purin, 6—3—
bromanilino)purin, 6—(4—bromanilino)purin, 6(4-brom-2—chloranilino)purin, 6—(4-brom-3—
chloranilino)purin, 6—«2—brom—6—chlor—4—(trifluormethyl)anilino)purin, 6—(4-brom-5,6—difluor-
anilino)purin, 6—(2-brom—4,6—difluoranilino)purin, 6—~(4-brom-2,6—difluoranilino)purin, 64—
brom—2—fluoranilino)purin, 6—(2—-brom—4—fluoranilino)purin, 6+2—brom—4-methylanilino)purin,
6—(3—-brom—2—methylanilino)purin, 6—(4—brom—-3—methylanilino)purin, 6—~(2—-brom—4—(trifluor-
methoxy)anilino)purin, 6—3—-brom—4—(trifluormethoxy)anilino)purin, 6—(4-brom-2—(trifluor-
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methoxy)anilino)purin, 6—+2-brom-4,5,6—trifluoranilino)purin, 6~2,4-dibromanilino)purin, 6—
(2,5-dibromanilino)purin, 6—(2,4-dibrom-3,6—dichloranilino)purin, 6~(2,6-dibrom—4—fluor-
anilino)purin, 6—(2,6—dibrom—4—(trifluormethoxy)anilino)purin, 6—(2,4—dibrom—6—(trifluor-
methyl)anilino)purin, 6—2,6—dibrom—4—(trifluormethyl)anilino)purin, 6+2,6-dichloroanilino)-
purin, 6—3,4—dichloranilino)purin, 6—3,5—dichloranilino)purin, 6—(2,6—dichlor—4—(trifluor-
methoxy)anilino)purin, 6—(2,4—dichlor—6—(trifluormethyl)anilino)purin, 6-(2,6—dichlor—4—(tri-
fluormethyl)anilino)purin, 6—2,3—difluoranilino)purin, 6~2,4—difluoranilino)purin, 6—(2,5-di-
fluoranilino)purin, 6—(2,6—difluoranilino)purin, 6—(3,4—difluoranilino)purin, 6—(3,5—difluor-
anilino)purin, 6—«(2—difluormethoxyanilino)purin, 6—(2—difluormethoxy—5-nitroanilino)purin,
6—(2,3—difluor—6-nitroanilino)purin, 6~2,4—difluor—6-nitroanilino)purin, 6—(2,4-dijodanilino)-
purin, 6(2,3—dimethylamino)purin, 6~2,4-dimethylamilino)purin, 6~(2,3—dimethyl-6-nitro-
anilino)purin, 6—(2,4—dimethoxyanilino)purin, 6—(2,3—dimethoxyanilino)purin, 6—(2,3—dinitro—6—
methylanilino)purin, 6—(4-hydroxy—2-methylanilino)purin, 6—(2—chloranilino)purin, 6-(3—chlor-
anilino)purin, 6—(4—chloranilino)purin, (3—chlor-2,6—dibrom-4—fluoranilino)purin, 6~(2—chlor—
4—fluoranilino)purin, 6—(2—chlor-5—fluoranilino)purin, 6—(2—chlor-6—fluoranilino)purin, 63—
chlor-2—fluoranilino)purin, 6—(3—chlor-4—fluoranilino)purin, 6—(4—chlor—2—fluoranilino)purin,
6—(5—chlor—2—fluoranilino)purin, 6—(2—chlor—4—fluor-5-methylanilino)purin, 6—(5-chlor-4-
fluor-2-nitroanilino)purin, 6~(5~chlor—2-hydroxyanilino)purin, 6—(4—chlor-2—jodanilino)purin,
6—(2~chlor—4—jodanilino)purin, 6~(2—chlor-6—methylanilino)purin, 6—3—chlor-2-methyl-
anilino)purin, 6—(3—chlor—4—(trimethoxy)anilino)purin, 6—(4—chlor-2—(trifluormethoxy)anilino)-
purin, 6—(2—fluoranilino)purin, 6~3—fluoranilino)purin, 6~(4—fluoranilino)purin, 6—2—fluor—4-
jodanilino)purin, 6—(2—fluor—5-nitroanilino)purin, 6—~2—fluor-4-methylanilino)purin, 6—(3~
fluor—2-methylanilino)purin, 6—(3fluor-4-methylanilino)purin, 6(4-fluor-2-methylanilino)-
purin, 6—(3—fluor—4—methylanilino)purin, 6~5—fluor-2-methylanilino)purin, 6—(4—fluor-2--nitro-
anilino)purin, 6—(4—fluor—3-nitroanilino)purin, 6—2—jodanilino)purin, 6—~(2—fluor-4—trifluor-
methyl)anilino)purin, 6~(4—jod—-2~methylanilino)purin, 6—(2-methoxyanilino)purin, 63—
methoxyanilino)purin, 6—(4-methoxyanilino)purin, 6—(2-methoxy—5-methylanilino)purin, 6—(2—-
methoxy—6—methylanilino)purin, 6—(4-methoxy—2-methylanilino)purin, 6—(5-methoxy-2—
methylanilino)purin, 6~(4—methoxy—3—(trifluormethyl)anilino)purin, 6-(2-methylanilino)purin,
6—(4—-methylanilino)purin, 6-(3—methylanilino)purin, 6—~(2-methyl-3—(trifluormethoxy)anilino)-
purin, 6-(2-methyl—4—(trifluomethoxy)anilino)purin, 6—(2-methylthio)anilino)purin, 64—
(methylthio)anilino)purin, 6—(2-nitroanilino)purin, 6—(3-nitroanilino)purin, 6~(4-nitroanilino)-
purin, 6—(2-nitro—4,5,6—trifluoranilino)purin, 6—2—nitro-4—(trifluormethoxy)anilino)purin, 62—
nitrotetrafluoranilino)purin, 6—(2,3,4,5,6—pentabromanilino)purin, 6—2,3,4,5,6—pentafluor-
anilino)purin, 6—(2,3,4,5—tetrachloranilino)purin, 6—+2,3,5,6-tetrachloanilino)purin, 64—
(1,1,2,2-tetrafluorethoxy)anilino)purin, 6-(2,3,4,5—tetrafluoranilino)purin, 62,3 ,4,6—tetrafluor-
anilino)purin, 6-(2,3,5,6—tetrafluoranilino)purin, 6—2,3,5,6-tetrafluor—4—(trifluormethyl)-
anilino)purin, 6~(2,4,6—tribromanilino)purin, 6~2,4,6—tribrom~3,5—dijodanilino)purin, 6—+2,3,4-
trichloranilino)purin, 6—(2,4,5—trichloranilino)purin, 6—2,4,6—trichloranilino)purin, 6—~2,4,5-tri-
fluoranilino)purin, 6—(2,3,5-triofluoranilino)purin, 6—2,3,6-trifluoranilino)purin, 62,3,4—tri-
fluoranilino)purin, 6—(2—trifluormethoxyanilino)purin, 6—(3-trifluormethoxyanilino)purin, 6—(4—
trifluormethoxyanilino)purin, 6—2,3,4-trifluor-6-nitroanilino)purin, 6—(2,4,5—-trimethylanilino)-
purin, 6(2,4,6—trimethylanilino)purin, 6—(3—chlor-5—aminoanilino)purin, 6—~3—chlor—4-
karboxyanilino)purin, 6—(3-amino—4—chloranilino)purin, 6—(3—chlor-4-aminoanilino)purin,
6—(3-karboxy—4~hydroxyanilino)purin.

Vychozim materilem pro ptipravu slouteniny obecného vzorce I je 6—chlorpurin pfipraveny
z hypoxanthinu chloraci pomoci POCl; (Davoll and Blowy, J. Am. Chem. Soc. 73:2936 (1957))
anebo je komer&né dostupny (Sigma, Aldrich, Fluka, atd.).

Dalsim vychozim materidlem pro p¥ipravu sloueniny obecného vzorce I je 6-brompurin, ktery

je mozné bud’ pfipravit zadeninu, nebo hypoxanthinu reakci s n—pentyl nitritem v tribrom-
metanu, nebo je komeréné€ dostupny.
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Pfedmétem vynalezu je rovnéZz zpisob piiprav dusikatych heterocyklickych sloucenin na bazi
N®—substituovaného adeninu obecného vzorce I, ve kterém R¢ maji vySe uvedené vyznamy
a jehoZ podstata spodiva v tom Ze se v jednom piistupu dusikaty heterocyklicky derivat obecného
vzorce I, ve kterém Rg znamena atom chloru nebo bromu nebo skupinu methylthio a ve kterém
R; ma vy$e uvedeny vyznam, nukleofiln€ substituuje v poloze 6 za celem pievedeni atomu
chloru nebo bromu v poloze 6 za néktery jiny z vyznami obecné substituentu Rs uvedenych vyse
za vzniku derivatu obecného vzorce 1.

Dalsi zptsob p¥ipravy podle pfedloZeného vynalezu spodiva v tom, Ze se dusikaty heterocyklicky
derivat obecného vzorce I, ve kterém R, znamena atom vodiku a Rs znamend aminoskupinu,
substituuje v poloze 6 reakci s aldehydem obecného vzorce R's—CHO, ve kterém R's ma néktery
zvyznami uvedenych vyse, za ufelem pievedeni aminoskupiny v poloze 6 na néktery jiny
z vyznami obecného substituentu Rs uvedenych vyse za vzniku derivatu obecného vzorce I.

Predmétem vynélezu jsou rovnéz dusikaté heterocyklické slouteniny na bazi N°~substituovaného
adeninu obecného vzorce I pro pouZiti jako lé€iva.

Pfedmé&tem vynalezu jsou rovnéZ dusikaté heterocyklické slou€eniny na bazi N°-substituovaného
adeninu obecného vzorce I pro pouZiti jako rustové regulatory rostlin, saveli, mikroorganismil,
kvasinek a hub.

Predmétem vynalezu jsou rovn&Z dusikaté heterocyklické slouc¢eniny na bazi N°-substituovaného
adeninu obecného vzorce I pro pouziti jako kosmetické p¥ipravky.

Vynélez rovnéz zahrnuje farmaceutické, kosmetické a tkatiové pripravky obsahujici slouceninu
obecného vzorce I &i farmaceuticky pfijatelnou sil takovéto slou€eniny véetné farmaceutického
nosice.

Pfedmétem vynalezu je rovnéZz pouziti dusikaté heterocyklické slouCeniny na bazi
N°—substituovaného adeninu obecného vzorce I pti pfiprava afinitnich adsorp&nich nosi¢, imobi-
lizovanych enzym pro kontrolu vyrobnich procesi, reagencii pro imunodetekci, diagnostickych
vzorki, 1*C, *H, avidinem a biotinem znagenych slougenin a oligonukleotidd.

Pfedmétem vynalezu je rovn&Zz pouZiti dusikaté heterocyklické slouCeniny na bazi
NC®—substituovaného adeninu obecného vzorce I nebo farmaceuticky pfijatelnych soli takovéto
slouéeniny v&etng farmaceutického nosi€e pro pfipravu farmaceutické kompozice pouzitelné jako
mitotikum ¢&i antimitotikum, zejména pti 1é€eni nadorovych onemocnéni, pfi psoriaze, revmatické
artritis, lupusu, diabetu I. typu, roztrouSené skleréze, restenéze, polycystickém onemocnéni
ledvin, host graft disease a dny, parazitozach zpisobenych houbami anebo prvoky, Alzheimerové
chorobé, anebo jako antineurogenerativniho 1é¢iva, anebo k supresi immunostimulace anebo
k 1é&eni proliferaénich onemocnéni kiZe.

Pfedmé&tem vynilezu je rovnéZ pouziti dusikaté heterocyklické slouCeniny na bazi
N°—substituovaného adeninu podle obecného vzorce I pro pouziti jako riistového regulatoru
v zemé&d&lstvi, zejména pro zvyseni vynosu a kvality zemé&délskych produkti.

Pfedmétem vyndlezu je rovné€Zz pouziti dusikaté heterocyklické slouCeniny na bazi
N°—substituovaného adeninu obecného vzorce I jako kosmetického ptipravku pro zpomaleni
senescence sav&ich pokozkovych bunék, naptiklad keratinocyti ¢i fibroblasti.

Pfedmétem vyndlezu je rovndZz pouziti dusikaté heterocyklické slouCeniny na bazi

N°-substituovaného adeninu obecného vzorce I jako ristového regulétoru v tkatiovych kulturdch
ke stimulaci proliferace a morfogeneze.
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Pfedmétem vynalezu je rovnéz pouziti dusikaté heterocyklické sloueniny na bazi
N°-substituovaného adeninu obecného vzorce I pro vyrobu p¥ipravki pouzivanych ke klonovéni
rostlinnych i sav&ich zarodednych bungk a embryi, s vyhodou oocytii.

Pfedmétem vyndlezu je koneiné pouziti dusikaté heterocyklické slougeniny na bazi
N’-substituovaného adeninu obecného vzorce I pro vyrobu 1égiva na potlaceni imunostimulace
napfiklad arthritis nebo pfi supresi rejekce transplantovanych orgéant u savcii.

Terapeuticka aplikace

Vhodné cesty pro aplikaci jsou oralni, rektalni, vazalni mistni (zahrnujici okularni, bukalni
a sublingualni), vaginalni a parenteralni (zahrnujici subkutanni, intramuskularni, intravitreézni,
nitroZilni, intradermalni, intrathekalni a epidurélni). Preferovany zpisob podani zavisi na stavu
pacienta, toxicit& sloudeniny a misté infekce, kromé ostatnich ohledi znamych klinikovi.

Terapeuticky ptipravek obsahuje od 1 do 95% aktivni latky, pFitemZ jednorazové davky
obsahuji pfednostng od 20 do 90 % aktivni latky a pii zpiisobech aplikace, které nejsou
Jednorazové, obsahuji prednostn& od 5 do 20 % aktivni latky. Jednotkové davkové formy jsou
napf. potahované tablety, tablety, ampule, lahvicky, €ipky nebo tobolky. Jiné formy aplikace jsou
napiiklad masti, krémy, pasty, peény, tinktury, rténky, kapky, spreje, disperze atd. P¥ikladem jsou
tobolky obsahujici od 0,05 g do 1,0 g aktivni latky.

Farmaceutické pfipravky podle tohoto vynalezu jsou ptipravovany znémym zpusobem, napiiklad
béznym michanim, granulaci, potahovanim, rozpoustécimi nebo lyofilizaénimi procesy.

Pfednostné jsou pouZivany roztoky aktivnich latek a dale také suspenze nebo disperze, obzv14sts
izotonické vodné roztoky, suspenze a disperze, které mohou byt pfipraveny pied pouZitim, nap¥.
v pipadg lyofilizovanych preparatii obsahujicich aktivni latku samotnou nebo s nosi¢em jako je
manitol. Farmaceutické p¥ipravky mohou byt sterilizovany a/nebo obsahujic latky neutralni
povahy, napfiklad konzervagni ptipravky, stabilizator, zvlh&ovadla anebo emulgétory, rozpous-
téci ¢inidla, soli pro regulaci osmotického tlaku anebo pufru. Jsou ptipravovany znamym zpliso-
bem, napiiklad b&Znych rozpou§ténim nebo lyofilizaci. Zmin&né roztoky nebo suspenze mohou
obsahovat latky zvy3ujici viskozitu, Jako naptiklad sodnou siil karboxymethylcelulézy, dextran,
polyvinylpyrrolidon nebo Zelatina.

Olejové suspenze obsahuji jako olejovou slozku rostlinné, syntetické nebo semisyntetické oleje
obvyklé pro injekéni ugely. Oleje, které zde mohou byt zmin&ny, jsou obzvlasté kapalné estery
mastnych kyselin, které obsahuji jako kyselou slozku mastnou kyselinu s dlouhym fetézcem
majicim 8-22, svyhodou pak 12-22 uhlikovych atomi, naptiklad kyselinu laurovou, tri-
dekanovou, myristovou, pentadekanovou, palmitovou, margarovou, stearovou, arachidovou
a behenovou, nebo odpovidajici nenasycené kyseliny, napfiklad kyselinu olejovou, alaidikovou,
eurikovou, brasidovou a linoleovou, pipadné s pfidavkem antioxidantii, nap¥iklad vitaminu E,
B—karotenu nebo 3,5-di~tert-butyl-4—hydroxytoluenu. Alkoholovd slozka téchto esterd
mastnych kyselin nema vice nez 6 uhlikovych atomii a Je mono—- nebo polyhydricka, napftiklad
mono-—, di- nebo trihydrické alkoholy jako metanol, etanol, propanol, butanol nebo pentanol
a jejich izomery, ale hlavné glykol a glycerol. Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou napiiklad
ethyl oleat, izopropyl myristat, izopropyl palmitat, , Labrafil M 2375 (polyoxyethylen glycerol
trioleat, Gattefosse, Patiz), ,Labrafil M 1944 CS“ (nenasycené polyglykolované glyceridy
pfipravené alkoholyzou oleje z meruiikovych jader a slozeny z glyceridéi a esterd polyethylen-
glykolu; Gattefoseé, Paiiz), , Labrasol“ (nasycené polyglykolové glyceridy pfipravené alkoholy-
zou TCM a slozené z glyceridi a estert polyethylen glykolu; Gattefoseé, Patiz), ,Miglyol 812«
(triglycerid nasycenych mastnych kyselin s délkou fetézce Cg a2 Cy, od Hiils AG, Némecko) a
zvI43té rostlinné oleje jako bavinikovy olej, mandlovy olej, olivovy olej, ricinovy olej, sezamovy
olej, sdjovy olej a olej z podzemnice olejné.
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Priprava injek&niho pripravku se provadi za sterilnich podminek obvyklym zplisobem napfiklad
plnénim do ampuli nebo lahviéek a uzaviranim obalii.

Napfiklad farmaceutické ptipravky pro oralni pouziti se mohou ziskat smichanim aktivni latky
s jednim nebo vice tuhymi nosi¢, pfipadnou granulaci vysledné smési, a pokud je to pozadovano
zpracovanim smési nebo granuli do tablet nebo potahovanych tablet ptidavkem dalsich
neutralnich latek.

Vhodné nosi¢e jsou obzvlasté plnidla jako cukry, napiiklad laktéza, sachardza, manitol nebo
sorbitol, celulézové preparaty anebo fosfore¢nany vapniku, s vyhodou fosfore&nan vapenaty nebo
hydrogenfosfore¢nan vapenaty, dale pojiva jako $kroby, s vyhodou kukufi¢ny, pseniény, ryZovy
nebo bramborovy Skrob, methylceluléza, hydroxypropylmethylceluléza, sodna siil karboxy-
methylcelulézy a polyvinylpyrrolidin a pokud poZadovano desintegratory jako vy$e zminéné
Skroby a déle karboxymethylovy $krob, zesitény polyvinylpyrrolidin, alginova kyselina a jeji soli,
s vyhodou alginat sodny. Dalsi neutralni latky jsou regulatory toku a lubrikanty, s vyhodou
kyselina selicylova, talek, kyselina stearova a jeji soli jako stearat hofednaty nebo vapenaty,
polyethylenglykol nebo jeho derivaty.

Jadra potahovanych tablet mohou byt vybavena vhodnymi potahy, které mohou byt odolné viigi
Zaludedni 8tave, pii¢emZ pouZzivané potahy jsou mezi jinymi koncentrované roztoky cukrd, které
mohou obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinylpyrrolidin, polyethylen glykol a nebo oxid
titaniCity, dale potahovaci roztoky ve vhodnych organickych rozpoustédlech nebo smésich
rozpoustédel, &i pro piipravu potahili odolnych viigi Zaludedni §tavé roztoky vhodnych celulézo-
vych preparatl jako acetylcelulézaftalat nebo hydroxypropylmethylcelulézaftalat. Barviva nebo
pigmenty jsou pfimichivana do tablet nebo potahovanych tablet napf. pro identifikaci nebo
charakterizaci riznych davek (¢inné slozky.

Farmaceutické piipravky, které mohou byt uZivany oralné jsou také tvrdé tobolky ze Zelatiny
nebo mékké uzaviené tobolky ze Zelatiny a zmék&ovadla jako glycerol nebo sorbitol. Tvrdé
tobolky mohou obsahovat aktivni latku ve formé& granuli, smichanou napfiklad s plnidly jako je
kukufi¢ny Skrob, pojivy nebo lubrikanty jako talek nebo stearat hofelnaty, a se stabilizatory.
V mékkych tobolkach je aktivni litka pfednostné rozpusténa nebo suspendovana ve vhodnych
kapalnych latkach neutralni potahy jako mazaci tuk, parafinovy olej nebo kapalny polyethylen
glykol ¢&i estery mastnych kyselina ethylen nebo propylen glykolu, pfi¢emz je také mozno piidat
stabilizatory a detergenty napiiklad typu esterti polyethylen sorbitanovych mastnych kyselin.

Ostatni formy ordlniho podavani jsou napf. sirupy pfipravované bé&znym zpiisobem, které
obsahuji aktivni sloZku napt. v suspendované formé a v koncentraci okolo 5 a% 20 %, ptednostné
okolo 10 % nebo podobné koncentrace, ktera umoziiuje vhodnou individualni davku, napt. kdyz
je méfeno 5 nebo 10 ml. Ostatni formy jsou napiiklad pragkové nebo kapalné koncentrity pro
pfipravu koktejli, napiiklad v mléce. Takovéto koncentraty mohou byt také baleny v mnoZstvi
odpovidajicim jednotkové davce.

Farmaceutické piipravy, které mohou byt pouZivany rektalng, jsou napiiklad &ipky, které
obsahuji kombinaci aktivni latky se zdkladem. Vhodné zaklady jsou naptiklad piirodni nebo
syntetické triglyceridy, parafinové uhlovodiky, polyethylenglykoly nebo vy3si alkoholy.

Ptipravky vhodné pro parenteralni podéani jsou vodné roztoky aktivni slozky ve formé rozpustné
ve vodé, napfiklad ve vodé rozpustn siil nebo vodna injekéni suspenze, ktera obsahuje latky
zvySujici viskozitu, napfiklad sodnou sil karboxymethylcelulozy, sorbitol nebo dextran,
a stabilizatory tam kde je to vhodné. Aktivni latka miiZe byt také pfitomna ve formé lyofilizatu
spole¢né s neutralnimi latkami kde je to vhodné a miZe byt rozpusténa pied parenteralni aplikaci
pridanim vhodnych rozpoustédel. Roztoky které jsou pouZity pro parenteralni aplikaci, mohou
byt pouZity napf. pro inflizni roztoky. Preferovana konzervovadla jsou s vyhodou antioxidanty
jako kyselina askorbova, nebo mikrobicidy kyselina sorbova &i benzoova.

-14 -



15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 294535 B6

Masti jsou emulze oleje ve vodé, které obsahuji ne vice nez 70 %, ale pfednostng 20 az 50 %,
vody nebo vodné faze. Tukovou fazi tvofi uhlovodiky, napriklad vazelina, parafinovy olej nebo
tvrdé parafiny, které prednostnd obsahuji vhodné hydroxysloueniny jako mastné alkoholy
a jejich estery, napfiklad cetyl alkohol nebo alkoholy lanolinu, s vyhodou lanolin pro zlepSeni
kapacity pro vazani vody. Emulgétory jsou odpovidajici lipofilni slougeniny jako sorbitanové
estery mastnych kyselin (Spany), s vyhodou sorbitan oleat nebo sorbitan izostearat. Aditiva
k vodné fazi jsou naptiklad smacedla Jako polyalkoholy, napiiklad glycerol, propylal glykol,
sorbitol a polyethylenglykol, nebo konzervagni prostredky &i ptjemng vonici latky.

Mastné masti jsou nevodné a obsahuji jako bazi hlavné uhlovodiky, naptiklad parafin, vazelinu
nebo parafinovy olej, a dale pfirodni nebo semisyntetické tuky, naptiklad hydrogenované
kokosové triglyceridy mastnych kyselin nebo hydrogenované oleje, naptiklad hydrogenovany
ricinovy olej nebo z podzemnice olejné, a dale Sastedné glycerolové estery mastnych kyselin,
napfiklad glycerol mono- a distearat. Dile obsahuji napfiklad mastné alkoholy, emulgatory
a aditiva zminéna v souvislosti s mastmi, ktera zvySuji pfijem vody.

Krémy jsou emulze oleje ve vods, které obsahuji vice nez 50 % vody. PouZzivané olejové baze
Jsou mastné alkoholy, naptiklad izopropyl myristat, lanolin, véeli vosk, nebo uhlovodiky, s vyho-
dou vazelina (petrolitum) a parafinovy olej. Emulgatory jsou povrchové aktivni sloudeniny
s pfevazn€ hydrofilnimi vlastnostmi, Jjako jsou odpovidajici neiontové emulgatory, napiiklad
estery mastnych kyselin polyalkoholii nebo jejich ethylenoxy adukty, naptiklad polyglycerickych
mastnych kyselin nebo polyethylen sorbitanové estery &i kyselé estery polyglycerickych
mastnych kyselin (Tween), dale polyoxyethylenové estery mastnych alkoholti nebo polyoxy-
ethylenové estery mastnych kyselin, nebo odpovidajici iontové emulgatory, jako alkalické soli
sulfatl mastnych alkohold, s vyhodou laurylsulfat sodny, cetylsulfat sodny nebo stearylsulfat
sodny, které jsou obvykle pouZivany v p¥itomnosti mastnych alkohold, napt. cetyl stearyl alkoho-
lu nebo stearyl alkoholu. Aditiva k vodné fizj Jsou mimo jiné &inidla, ktera chréani krémy pied
vyschnutim, naptiklad polyalkoholy jako glycerol, sorbitol, propylenglykol a polyethylenglykol,
a déle konzervaéni &inidla a piijemné vonici latky.

Pasty jsou krémy nebo masti obsahujici praskové slozky obsahujici sekreci jako jsou oxidy kovi,
napiiklad oxidy titanu nebo oxid zine¢naty, a déle talek &i silikaty hliniku, které maji za tkol
vazat pfitomnou vlhkost nebo sekreci.

Pény jsou aplikovany z tlakovych nadob a jsou to kapalné emulze oleje ve vodé v aerosolové
formé, pfi¢emz jako hnaci plyny jsou pouzivany halogenované uhlovodiky, jako chlor-fluor niz§i
alkany, napt. dichlorfluormethan a dichlortetrafluorethan, nebo pfednostn€ nehalogenované plyn-
né uhlovodiky, vzduch, N,O ¢&i oxid uhliity. PouZivané olejové faze Jsou stejné jako pro masti a
také jsou pouZivana aditiva tam zmin&na.

Tinktury a roztoky obvykle obsahuji vodn&-etanolickou bazi, ke které Jsou pfimichany
zvlh€ovadla pro sniZeni odpafovani Jjako jsou polyalkoholy, napfiklad glycerol, glykoly a poly-
ethylenglykol, dle promazavadla Jako estery mastnych kyselin a niz3i polyethylen glykold, tj.
lipofilni ltky rozpustné ve vodné smési nahrazujici tukové latky odstranéné z ke etanolem, a
pokud je to nutné i ostatni neutralni latky a aditiva.

Tento vynalez dale poskytuje veterinarni pfipravky obsahujici nejméng Jednu aktivni slozku
spolecné s veterinirnim nosidem. Veterinirni nos¢e jsou materialy pro aplikaci pfipravku
a mohou to byt latky pevné, kapalné nebo plynné, které jsou inertni nebo ptijatelné ve veterindrni
mediciné a jsou kompatibilni s aktivni slozkou. Tyto veterinarni pfipravky mohou byt podavany
oraln€, parenteralng nebo jakoukoli jinou poZadovanou cestou.

Vynalez se také vztahuje na procesy nebo metody pro lé¢eni nemoci zminénych vyse. Latky
mohou byt podévény profylakticky nebo terapeuticky jako takové nebo ve formé& farmaceu-
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tickych p¥ipravki, prednostné v mnozstvi, které je efektivni proti zminénym nemocem, pfi¢emz u
teplokrevnych Zivogichii, napiiklad &lovéka, vyZadujiciho takovéto oSetfeni je latka pouZivana
zejména ve form& farmaceutického pfipravku. Na télesnou hmotnost okolo 70 kg je aplikovana
denni davka latky okolo 0,1 az 50 g, s vyhodou 0,5 az 10 g.

V daldim jsou nové dusikaté heterocyklické slouceniny obecného vzorce 1 a zplisoby jejich
pripravy a pouZiti osvétleny na piikladech, aniz se tim jakkoliv omezuji.

Piehled obrazki

Na obr. 1 je znazornéna inhibice riistu nadorovych bunéénych linii K562 (A) and CEM (B)
novymi cytokininy. Cytotoxicita byla provedena pomoci testu Calcei AM. Aktivita je vyjadiena
v procentech maximalni aktivity (v nepfitomnosti inhibitoru). iP: izopentenyladenin; 2F BAP:
6—(2fluorbenzylamino)purin; 2Cl1 BAP: 6—(2—chlorbenzylamino)purin; 20H-30CH;BAP:6—(2-
hydroxy-3—methoxybenzylamino)purin.

Na obr. 2 jsou znazornény senescentni butiky lidskych fibroblastl (B) (ne ostatni buiiky (A))
znatené modie vzhledem k pisobeni B—galaktozidasy na substrat X-gal (5-brom—4—chlor-3—
indolyl-B-D-galaktopyranosid) (1 mg/ml).

Na obr. 3 je znizornéna indukce apoptosy v nadorovych butikach linie MCF-7 po aplikaci
cytokininu 6—~(2~hydroxy—3-methoxybenzylamino)purinu. A MCF-7, apopotoické butiky: 6 h,
12, 20 pM, B MCF-7, sekundarn& nekrotické buiiky (tj. nekrosa nasledujici apoptosu), 12 h, 12,
40 uM; C MCF-7, nekrotické buiiky, 24h, 12, 40uM. Anexin FITC V (Mol. Probes) a propidium
jodid zna&eni: anexin — zelend, PI — Cervena.

Obr. 4 znazortiuje detekci apoptézy pomoci Anexinu (zelena fluorescence) a znaceni Hoechstem
33258 (modra flurescence). Analyzovano pomoci ,,Olympus image analysis“ u nadorovych
bunék linie MCF-7 po o$etieni 6—(2—-hydroxy—3—methoxybenzylamino)purinem.

A,B-kontrolni butiky bez oSetfeni; C,D-apoptoické buniky (kondenzace chromatinu);
A,C—fluorexcenéni microskopie; B,D-image analyza fluorescence.

Obr. 5 ukazuji vliv novych cytokininii na retenci chlorofylu v extirpovenych listovych segmen-
tech penice. Prezentované hodnoty jsou vyjadieny v % vychoziho obsahu chlorofylu v Eerstvych
listech pted inkubaci s cytokininy. PferuSovana &ara pfedstavuje kontrolni méfeni bez pfitomnosti
cytokind tj. 31,7+0,9.

Obr. 6 znazortiuje vliv novych cytokininii na rist cytokinin—dependentniho kalusu tabéku. Pferu-
$ovana &ara predstavuje kontrolni méfeni bez pfitomnosti cytokinini, tj. 2,2+0,4 g.

Obr. 7 znazoriiuje vliv novych cytokinini na syntézu betacyaninu v kotyledonarnich/hypokoty-
larnich explantatech Amaranthus caudatus. Prezentované hodnoty pfedstavuji rozdily v jednot-
kach O.D. mezi absorbanci pti 537 az 620 nm.

Obr. 8 ukazuje relativni podet explantati s alespoti jednim hnédym listem v zdvislosti na Case
(W: BA, @:mT, A: mMeOBAP).

Obr. 9 ukazuje relativni po&et uhynulych explantati v zavislosti na ¢ase (M: BA, ®: mT, A:
mMeOBAP).

Na obr. 10 je znazornén vlevo: uhynuly explantat Rosa hybrida na médium obsahujicim BAP;
vpravo: zdravy explantat Rosa hybrida na médiu s mMeOBAP po 121 dnech kultivace.
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Piiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1

6—3—chlorbenzylamino)purin

3 mmol 6-chlorpurinu byly rozpu$tény v 15 ml butanolu a byly pfidiny 4 mmol 3—chlor-
benzylaminu a 5 mmol triethylaminu. Roztok byl zahfivan na 90 °C po dobu 4 hodin. Po

ochlazeni byl surovy produkt odfiltrovan a rekrystalovan v etanolu. T.t. 252 °C.TLC: chloro-
form-metanol-amoniak (90:9:1). Vytézek 92 %.

Tabulka 1

Létky piipravené zpiisobem podle prikladu 1

Substituent Elementéarni analyza
vypotteno/nalezeno
%C %H %N ES-MS
[M+H']

2-fluorbenzylamino 59,3/59,05| 4,1/3,8 | 28,8/27,8 244
3-fluorbenzylamino 59,3/59,1 | 4,1/3,9 | 28,8/27,7 244
4-fluorbenzylamino 59,3/59,2 | 4,1/3,9 | 28,8/27,9 244
2-chlorbenzylamino 55,5/55,7 | 3,8/4,2 | 27,0/26,0 260
3-chlorbenzylamino 55,5/55,2 | 3,8/3,9 | 27,0/26,2 260
4-chlorbenzylamino 55,5/55,3 | 3,8/3,8 | 27,0/26,6 260
2-brombenzylamino 47.4/47,6 | 3,3/3,5 | 23,0/22,5 304
2-brombenzylamino 47,4/47,1 | 3,3/3,4 | 23,0/23,1 304
2-brombenzylamino 474/47.8 | 3,3/3,4 | 23,0/22,3 304
3-jodbenzylamino 41,0/41,4 | 2,8/2,8 | 20,0/19,5 352
2-methylbenzylamino 65,2/64,9 | 5,5/5,8 | 29,3/29,8 240
3-methylbenzylamino 65,2/64,7 | 5,5/6,0 | 29,3/29,9 240
4-methylbenzylamino 65,2/65,7 | 5,5/54 | 29,3/27.5 240
2-methoxybenzylamino 61,2/61,0 | 5,1/5,5 | 27,4/26,6 256
3-methoxybenzylamino 61,2/61,0 | 5,1/5,3 | 27,4/27.,5 256
4-methoxybenzylamino 61,2/60,7 | 5,1/5,3 | 27,4/26,7 256
3-nitrobenzylamino 53,3/53,1 | 3,7/3,6 | 31,1/30,8 271
4-nitrobenzylamino 53,3/53,0 | 3,7/3,5 | 31,1/30,8 271
2,4-dichlorbenzylamino 49,0/49,4 | 3,1/3,1 | 23,8/23,1 295
3,4-dichlorbenzylamino 49,0/49,1 | 3,1/3,2 | 23,8/23,0 295
2,3-dihydroxybenzylamino 56,2/55,7 | 3,5/3,2 | 27,2/27,9 258
2,4-dihydroxybenzylamino 56,2/55,4 | 3,5/3,4 | 27,2/27,7 258
3,4-dihydroxybenzylamino 56,2/55,5 | 3,5/3,4 | 27,2/27,7 258
2-hydroxy-3-methoxybenzylamino 57,5/572 | 4,8/4,6 | 25,8/26,4 272
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2-hydroxy-4-methoxybenzylamino 57,5/57,1 | 4,8/4,5 | 25,8/26,6 272
4-hydroxy-3-methoxybenzylamino 57,5/57,3 | 4,8/4,7 | 25,8/26,2 272
3-hydroxy-4-methoxybenzylamino 57,5/57,0 | 4,8/4,5 | 25,8/26,7 272
2,3-dimethoxybenzylamino 58,9/59,3 | 5,3/5,48 | 24,5/24,5 286
2,4-dimethoxybenzylamino 58,9/59,3 | 5,3/4,9 | 24,5/25,5 286
3,4-dimethoxybenzylamino 58,9/59,7 | 5,3/5,6 | 24,5/24,8 286
3,5-methoxybenzylamino 58,9/59,7 | 5,3/5,32 | 24,5/24,4 286
2.4,6-trimethoxybenzylamino 57,1/573 | 5,4/5,3 | 22,2/22,8 316
3,4,5-trimethoxybenzylamino 57,1/57,1 | 5,4/5,2 | 22,2/22,5 316
2 4-difluorbenzylamino 55,2/54,5 | 3,5/3,1 | 26,8/27,2 262
3,5-difluorbenzylamino 55,2/ 54,8 | 3,5/3,3 | 26,8/27,3 262
2,3,4-trifluorbenzylamino 51,6/51,1 | 2,9/2,7 | 25,1/25,5 280
3-chlor-4-fluorbenzylamino 51,9/50,9 | 3,3/3,4 | 25,2/25,7 278
2-(trifluormethyl)benzylamino 53,2/52,9 | 3,4/3,1 | 23,9/24,5 294
3-(trifluormethyl)benzylamino 53,2/52,9 | 3,4/3,2 | 23,9/24,6 294
4-(trifluormethyl)benzylamino 53,2/52,7 | 3,4/3,1 | 23,9/24.8 294
Anilino 62,5/62,2 | 3,3/3,1 | 33,1/33,8 212
2-fluoranilino 57,6/57,0 | 3,5/3,4 | 30,6/31,1 230
3-fluoranilino 57,6/57,1 | 3,5/3,3 | 30,6/31,5 230
4-fluoranilino 57,6/57,0 | 3,5/3,3 | 30,6/31,5 230
2-chloranilino 53,8/53,2 | 3,3/3,2 | 28,5/29,3 | 246
3-chloranilino 53,8/53,1 | 3,3/3,3 | 28,5/28,9 246
4-chloranilino 53,8/53,4 | 3,3/3,2 | 28,5/29,3 246
2-bromanilino 45,5/45,0 | 2,8/2,7 | 24,1/24,7 291
3-bromanilino 45,5/25,0 | 2,8/2,7 | 24,1/24,9 291
4-bromanilino 45,5/44,7 | 2,8/24 | 24,1/25,1 291
2-jodanilino 39,2/38,5 | 2,4/2,1 | 20,8/21,3 338
2-methoxyanilino 59,7/59,4 | 4,6/4,6 | 29,0/29,4 242
3-methoxyanilino 59,7/59,1 | 4,6/4,5 | 29,0/29,7 242
4-methoxyanilino 59,7/59,2 | 4,6/4,5 | 29,0/29,6 242
2-methylanilino 64,0/63,7 | 4,9/4,7 | 31,1/31,8 226
3-methylanilino 64,0/63,7 | 4,9/4,8 | 31,1/31,9 226
4-methylanilino 64,0/63,5 | 4,9/4,7 | 31,1/32,0 226

Priklad 2

Smés 10 mmol adeninu, 12 mmol 2-methoxybenzaldehydu a 5 ml 98 az 100 % kyseliny mraven-
&i byla zahiivana pod zp&tnym chladi¢em 3 dny. Po odpafeni kyseliny mravenci za snizeného
tlaku byl zbyly material ochlazen a poté promyt 40 ml etheru. Pevny zbytek byl pfenesen do
kadinky s 60 ml vody, smés povaiena po dobu 1 hodiny, zfiltrovana a surovy produkt krystalizo-

van z absolutniho etanolu. Vytézek 45 %.
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Tabulka 2

Latky pfipravené metodou podle piikladu 2

Substituent Elementamni analyza
vypoéteno/nalezeno
%C %H %N ES-MS
[M+H"]
2-chlorbenzylamino 55,5/54,7 | 3,8/4,1 | 27,0/27,6 260
3-chlorbenzylamino 55,5/54,8 | 3,8/3,9 | 27,0/27,2 260
4-chlorbenzylamino 55,5/54,5 | 3,8/4,0 | 27,0/27,6 260
2-brombenzylamino 47.4/46,7 | 3,3/3,5 | 23,0/23,4 304
2-brombenzylamino 47.4/46,5 | 3,3/3,4 | 23,0/23,3 304
2-methylbenzylamino 65,2/64,8 | 5,5/5,9 | 29,3/29,8 240
3-methylbenzylamino 65,2/64,8 | 5,5/5,7 | 29,3/30,1 240
4-methylbenzylamino 65,2/64,7 | 5,5/5,8 | 29,3/29,9 240
2-methoxybenzylamino 61,2/60,3 | 5,1/5,3 | 27,4/27,9 256
3-methoxybenzylamino 61,2/61,00 | 5,1/5,3 | 27,4/27,9 256
4-methoxybenzylamino 61,2/60.4 | 5,1/5,2 | 27,4/28,3 256
2,4-dichlorbenzylamino 49,0/48,4 | 3,1/3,0 | 23,8/24,4 295
3,4-dichlorbenzylamino 49,0/48,6 | 3,1/3,1 | 23,8/24,4 295
2,3-dimethoxybenzylamino 58,9/58,8 | 5,3/5,4 | 24,5/24,7 286
2,4-dimethoxybenzylamino 58,9/58,4 | 5,3/5,8 | 24,5/25,5 286
3,4-dimethoxybenzylamino 58,9/58,5 | 5,3/5,6 | 24,5/25,2 286
3,5-dimethoxybenzylamino 58,9/58,7 | 5,3/5,4 | 24,5/25,0 286
2,4,6-trimethoxybenzylamino 57,1/57,2 | 5,4/54 | 22,2/22,5 316
3,4,5-trimethoxybenzylamino 57,1/57.4 | 5,4/5,5 | 22,2/22,5 316
Priklad 3

In vitro cytotoxicka aktivita novych derivati

Jednim z parametr pouzivanych jako zaklad pro cytotoxickou analyzu je metabolicka aktivita
Yivotaschopnych bunék. Naptiklad mikrotitraéni analyza, kde se pouziva Calcein AM, je dnes
roziifena jako metoda kvantifikace bun&¢né proliferace a cytotoxicity. Tento test je vyuzivan
v programech pro screening 1ékdl a pro testy chemosensitivity. Testem se rozpoznavaji pouze
Fivotaschopné buiiky. MnoZstvi zresukovaného Calceinu AM odpovidd potu Zivotaschopnych
bunék v kultufe.

Lidska T-lymfoblasticka leukemicka bun&&na linie CEM, promyeloctarni HL~60 a monocytarni
U937 leukemie, bun&né linie prsniho karcinomu MCF-7, buiiky cervikalniho karcinomu HELA,
my3i fibroblasty NIH3T3, lidsk4 erythroleukemie K562, builky G361 lidského maligniho
melanomu byly pouZity pro rutinni screening slou¢enin. Buiiky byly udrZzovany v Nunc/Corning
80 cm? plastikovych lahvich a p&stovani v médiu pro bunééné kultury (DMEM obsahujici 5g/1
glukézy, 2mM glutaminu, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu, 10% fetalniho teleciho
séra a hydrogenuhliditan sodny), sloudeniny byly pfipraveny podle postupu podle pfedloZen¢ho
vynélezu.
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Bun&né suspenze byly pfipraveny a nafedény podle typu bunék a podle ofekavané konené
hustoty bunék (10* bungk na jamku na zaklad& charakteristiky bunééného rustu), piperovalo se
80 pul bun&&né suspenze na 96—jamkové mikrotitraCni desti¢ky. Inokulaty byly stabilizovany
24 hodin preinkubaci pti 37 °C v atmosféte CO,. Jednotlivé koncentrace testovanych latek byly
ptidany v &ase nula jako 20 pl alikvotni podil do jamek mikrotitralnich desti¢ek. Obvykle se
slougeniny fedily do Sesti koncentraci v &tyfnasobné fedici fadé. Pii rutinnim testovani byla
nejvys$i koncentrace v jamce 166.7 uM, zmény této koncentrace zavisi na dané latce. Viechny
koncentrace byly testovany v dubletu. Inkubace bunék s testovanymi derivaty trvala 72 hodin pfi
37 °C, 100 % vlhkosti a v atmosféte CO,. Na konci inkubacni periody byly buiiky analyzovany
po piidani roztoku Calceinu AM (Molecular Probes) a inkubace probihala dal$i 1 hodinu.
Fluorescence (FD) byla méfena pomoci Labsystem FIA readeru Fluorskam Ascent
(Microsystems). Preziti nadorovych bunék (the tumor cell survival-TCS) bylo spo¢itano podle
nésledujicich vztahu: Glso = (FDjamka s derivitem/F Dkontrolni jamka) X 100 %. Hodnota Glso, ktera
odpovida koncentraci latka, kdy je usmrceno 50 % nadorovych bun&k, byla vypoltena ze
ziskanych davkovych kiivek (obr. 1).

Pro vyhodnoceni protinddorové aktivity byla testovina toxicita novych derivatii na panelech
obsahujicich bun&éné linie rozdilného histogenetického a druhového puvodu (Tab. 3). Ukazalo
se, Ze pro viechny testované nadorové linie bylo piisobeni novych slou€enin, zatimco nemaligni
bun&éné linie, tzn. NIH3T3 fibroblasty a normélni lidské lymfocyty, byly vici tomuto pusobeni
rezistentni. U&inné derivaty zabily nadorové buiiky pii koncentracich blizkych 1-50 uM.

Tabulka 3

Cytotoxicita novych sloudenin pro riizna nddorové buiiky

PouZita bunéZna linie / IC 50 (pmol/L)
identifikace latky | HOS | K-562 [ MCF7 [B16-FO |NIH-3T3| G-361 | CEM | HELA | HL60

Kinetin >166,7 | >166,7 | >166,7 165,1
164,1
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P >166,7 | 146,9 | >166.7 92,2 >166,7
162,2
BAP >166,7 | 138,9 | 166,1 >166,7 >166,7
>166,7
cisZ >166,7 | >166,7 | >166,7 >166,7 >166,7
»>166,7
acetyl Z >166,7 | >166,7 | >166,7 >166,7 >1686,7
>166,7
mT >166,7 | 128,4 | >166,7| 90,6 >166,7 | 90,1 79,2
140,2
oT >166,7 | >166,7 | »166,7| 150 1034 | 69,2 78
67
2F BAP >166,7 | 136,1 | »>166,7| 27,7 106,4 g8
>166,7 | 70,7 99,56 126,56
2CI BAP 84,9 101 164,1 16,9 | >166,7 | 56,6 58,4 109,6
1004 { 904 | 128,4
3CI BAP >166,7 | >166,7 | >166,7 148,6 |>166,7 >166,7
3F BAP >166,7 | 105,2 | 163,2 >166,7 {>166,7 >166,7
4F BAP >166,7 | >166,7 | >166,7 >166,7 | 66,4 59,2
3MeQ BAP >166,7 | >166,7 [ >166,7 | 41,5 | >166,7 | 124,7 [>166,7 >166,7
76,7 | 149,5
4MeQ BAP >166,7 | »>166,7 | >166,7 | 84,7 | >166,7 | 166,7 |>166,7 >166,7
>166,7| 118 |>166,7
2Me BAP >166,7 | 156,68 | »166,7 >166,7 |>166,7 >166,7
3l BAP >166,7 | 94,7 | 1299 >166,7 | 1246 133,3
4Me BAP >166,7| 72,8 82,8 1604 | 721 88
4C| BAP >166,7 | »166,7 | >166,7 >166,7 >166,7
2MeO BAP >166,7 | 115,8 163 63,4 >168,7
98,2
3,6diMeQ BAP >166,7 | >166,7 >166,7 >166,7
2,4,6triMeQ BAP >166,7 | >166,7 | »166,7 63,6 163,4
105,3
40H3MeO BAP >166,7 | >166,7 | >168,7 >166,7 >166,7
3NO, BAP >166,7 | >166,7 >166,7 >166,7
4NOQBAP >166,7 | >166,7 | >166,7 >166,7 >166,7
20H3MeQ BAP >166,7| 266 69 41,6 64,3
51 67.8
30H4MeO BAP >166,7 | >166,7 | >166,7 >166,7 >166,7
3,4diOH BAP >166,7 | »166,7 | >166,7 >166,7 >166,7
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2F BAP >166,7 | 136,1 | 108,7 | 130,6 106,4 | 135,7 >166,7
70,7 | 128,5 | »166,7 98,9
3Me BAP >166,7 | 1025 | 164,1 >166,7 >166,7
3CI4F BAP >166,7 | >166,7 | >166,7 135 >166,7
>166,7 | >166,7 95,8 >166,7
2,3 4triF BAP >168,7 | >166,7 32 >166,7
>166,7 | >166,7 67 >166,7
2,4diF BAP >166,7 | >166,7 139,7 >166,7
>166,7 [ >166,7 145,8 >166,7
zeatin >166,7 | >166,7 >166,7 >166,7
>166,7 | >166,7 >166,7 >166,7
adenin >166,7 | >166,7 >166,7 >166,7
>166,7 | >166,7 >166,7 >166,7
Piiklad 4 \

Nové sloudeniny indukuji apoptézu nadorovych bunék

Pro analyzu mechanizmu indukované cytotoxicity novych sloucenin je dilezité odliSit apoptozu
od druhé hlavni formy bun&né smrti, nekrézy. Za prvé, na Grovni tkané apoptéza produkuje
maly nebo %4dny zAn&t, proto¥e okolni buiiky, zvl4§té makrofagy, spiSe nez Ze jsou uvolnény do
extracelularni tekutiny, pohiti jednotlivé &asti bungk. Naproti tomu pii nekroze je bunény obsah
uvolnén do extracelularni tekutiny, coZ zplisobuje zanét. Za druhé, na bunééné trovni vykazuji
apoptoické buiiky smritovani a blebbing (puchyikovéani) cytoplasmy, zachovani struktury
bunéénych organel v&etng mitochondrii, kondenzaci chromatinu, fragmentaci jadra a tvorbu
apoptoickych télisek, atkoli ne viechny jsou vidét u vSech typi bun€k. Za tieti, na molekularni
tirovni hraje vyznamnou roli v indukci apoptézy fada biochemickych procesd. VEtSina z nich
viak neni dobfe pochopena a maji za nasledek aktivaci proteaz a nukledz, které nakonec nici
kli¢ové biologické makromolekuly — protein a DNA.

Pro detekci apoptotického versus nekrotického médu bunééné smrti se pouzivaji dvé nezavislé
metody: zhodnoceni morfologie pomoci elektronové mikroskopie a analyzy fragmentace DNA
prittokovou cytometrii.

Bun&éné linie HL-60 byly kultivovany v 6-jamkovych kultiva¢nich desti¢kach s nebo bez 70 pm
koncentrace novych derivati pti 37 °C a 5 % CO, po dobu 3 aZ 24 hodin. Po inkubaci byly buiiky
peletizovany, promyty Hankovym pufrovanym solnym roztokem a zpracovany jak je popsano
nize.

Buiiky byly suspendovany ve 2 % glutaraldehydu/PBS, fixovany ptes noc pfi 4 °C, peletizovany
a poté zality do 1 % agaru (Agar Noble, Difco). Agarové bloky obsahujici fixované buiiky byly
polymerizovany epoxidem, ultratence nafezany, postfixovany oxidem osmicelym, kontrastovany
octanem uraniéitym a zkoumény pod elektronovym mikroskopem.

Pog4te&ni zkoumani mikroskopii fazového kontrastu ukazovaly Ze oSetiené linie HL-60 vykazuji
typické morfologické znaky apoptotickych bunék, coz bylo pozdéji prokazano fluorescencni
mikroskopii (obr. 2 a 3). Typickd morfologicka kritéria apoptézy — kondenzace chromatinu,
fragmentace jadra, cytoplasmaticky blebbing a vznik apoptoickych télisek byla identifikovana
v butikach o3etfenych viemi nové vyvinutymi derivaty.
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Priklad 5
Imunosupresivni aktivita

Jednim z dileZitych parametrii specifické buné&né imunity je odezva lymfocytl na antigeny nebo
polyklonalni mitogeny. V&tSina normalnich sav€ich perifernich lymfocyti je vklidové fazi
bun&ného cyklu. Antigeny i nespecifické polyklonalni mitogeny maji schopnost aktivovat
lymfatické buiiky, coZ je doprovézeno dramatickymi zm&nami ve vnitrobuné&ném metabolismu
(mitochondridlni aktivita, proteinova syntéza, syntéza nukleovych kyselin, formovéni blastd
a bunééna proliferace). Sloudeniny, které jsou schopné selektivné inhibovat proliferaci lymfo-
cytii, jsou potencialnimi imunosupresivy. Pro méfeni proliferani odpovédi lymfocyti bylo
vyvinuto mno¥stvi in vitro analyz. Nejb&Zn&ji pouzivanou metodou je inkorporace *H-thymidinu.

Béhem bun&éné proliferace dochazi nejprve k replikaci DNA, poté je buiika rozdélena na dvé
dcefinné butiky. Tento Gzky vztah mezi bun&énym zdvojenim a DNA syntézou poskytuje
moznost pro vyhodnoceni intenzity bun&éné proliferace. Jestlize jsou znagené DNA prekurzory
ptidany do bun&né kultury, d&lici se buiiky inkorporuji znadené nukleotidy do své DNA. Tyto
testy obvykle vyZaduji pouziti radioaktivng znagenych nukleotidd, konkrétné tritiovany thymidin
(PPHJ-TdR). MnoZstvi [PH}-TdR inkorporované do bun&né DNA je kvantifikovdno pomoci
scintila¢niho poéitace.

Lidskou heparinizovanou periferni krev jsme ziskali od zdravych dobrovolnikd punkci z kubital-
ni %ily. Krev byla natedéna v PBS (1:3) a mononuklearni buiiky byly odseparovany centrifugaci
ve Ficoll-Hypaque hustotnim gradientu (Pharmacie, 1.077 g/ml) pti 2200 g po dobu 30 minut.
P¥i nasledujici centrifugaci byly lymfocyty promyvany v PBS, poté resuspendovany v bunééném
kultivaénim médiu (RPMI 1640, 2mM glutamin, 100 U/ml penicilin, 100 pug/ml stereptomycin,
10 % fetalni teleci sérum a hydrogenuhli¢itan sodny).

Butiky byly nafed&ny na cilovou hustotu, 1.100.000 bun&k/ml a byly pipetovany (180 pl) do 96-ti
jamkovych mikrotitraénich destiSek. Testované latky byly pfidany k bun&nym suspenzim ve
tytkovém Fedéni v 20 pl alikvotech/jamku v Ease nula. Obvykle byly testované sloudeniny
vyhodnocovany v Sesti koncentracich s nejvy3si testovanou koncentraci 266.7 uM. Jednotlivé
koncentrace derivatd byly testovany v dubletu. Lymfocyty ve vSech jamkach s vyjimkou
nestimulovanych kontrol byly aktivovéany p¥idanim 50 ul konkanavalinu A (25 pg/ml). Bunécné
suspenze byly déle inkubovany 72 hodin pti 37 °C a pfi 100% vlhkosti v atmosféfe 5 % CO,. Na
konci inkubace byly buiiky analyzovany pomoci [*H]-TdR:

Butiky byly inkubovény s 0,5 pCi (20 pl zasobniho roztoku 500 pCi/ml) na jamku po dobu
6 hodin pti 37 °C a 5 % CO,. V dal§im kroku byl pouZit automatizovany bun€&ny harvestor pro
Iyzi bun&k ve vod& a adsorpci DNA na filtr ze sklenénych vlaken o velikosti mikrotitraéniho
panelu. DNA s inkorporovanych [H]-TdR je zadrZena na filtru, pfi¢emz neinkorporovany
materia! filtrem prochazi. Filtry byly usuSeny pfi teploté mistnosti pfes noc, uzavfeny v plastiko-
vych saécich s 10 az 12 ml scintilaéni tekutiny. MnoZstvi [PH]-TdR ptitomné na kazdém filtru
bylo stanoveno scintila¢nim potitagi. Efektivni imunosupesivni ddvka (ED) byly spocitany podle
nasledujiciho vzorce: ED = (CCPMijanka s terc. derivitem/Primeérnd CCMPiontrotni jamka)X 100 %. Hodnota
EDso, co¥ je koncentrace latky inhibujici proliferaci 50 % lymfocyti, byla spo&itana z davkovych
kiivek.

Pro vyhodnoceni imunosupresivni aktivity novych slou¢enin byla analyzovana jejich schopnost
inhibovat polyklonalnim mitogenem stimulovanou proliferaci normélnich lidskych lymfocyti
(Tab. 4). NaSe vysledky ukazuji, Ze tyto slouCeniny maji minimalni vliv na inkorporaci
*H-thymidinu v klidovych (nestimulovanych) lymfocytech, nicméné G¢inné inhibuji proliferaci
mitogenem aktivovanych lymfocytd. Efektivni imunosupresivni davka tetrasubstituovanych
derivatt za in vitro podminek byla v rozmezi 10 az 40 uM.
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Tabulka 4

Imunosuprasivni aktivita novych slou¢enin

SUBSTITUENT Ré6 Lidské lymphocyty
EDso (uM)
3—chloranilino 4,7
3—chlor—-5—aminoanilino 12,4
2-hydroxybenzylamino 0,5
3—karboxy—4—chloranilino 2,1
3—hydroxybenzylamino 5,6
4-bromanilino 4,7
4—chloranilino 6.2
3—amino—4—chloranilino 8.3
3—chlor—4—aminoanilino 12
2-hydroxybenzylamino 11.5
3-hydroxybenzylamino 8.4
3—fluorbenzylamino 18,2
3-karboxy—4—chloranilino 0,5
2-hydroxy—4-methoxybenzylamino 1,8
3—chloranilino 7,2
2—fluorbenzylamino 2,5
2,3—difluorbenzylamino 10,7

Ptiklad 6
Inhibice senescence Zivodisnych bunék

V tomto p¥ipadg, lidské diploidni fibroblasty (HCA buiiky s rozdilnou drovni pasaZovéni: pasaz
25 — oznadeni HCA25; pasaz 45 — oznadeni HCA45; pasaZ 80 — oznateni HCA80) byly pouZity
pro stadium B-galaktézidazové aktivity. Médium pouZité pro kultivaci bun&k bylo odstranéno,
buiiky byly promyty 2—krat PBS a fixovany ve 2-3 ml fixa¢niho &inidla skladajiciho se ze 2%
formaldehydu a 0,2%glutaraldehydu v PBS. Buiiky byly inkubovéany pfi teplot& mistnosti po
dobu 5 min. a poté 2-krat promyty PBS. Buiiky byly pak inkubovany pfi 37 °C (bez CO;) po
dobu 1 aZ 16 hodin ve 2 az 3 ml roztoku obsahujiciho ferrikyanid draselny (5 mM), ferrokyanid
draselny (5 mM), MgCl, (2 mM), X-gal (5-brom—4—chlor-3~indolyl-B—D-galaktopyranosid)
(1 mg/ml), v citrat/fosfatovém pufru, pH 6,0). Po této inkubani periodé byl buiiky pozorovany
mikroskopicky za Gi¢elem zjisténi senescentnich bunék anebo méfeni intenzity zabarveni pii
415nm  spektrofotometricky pomoci readeru Multiscam MCC (Labsystems) (positivné
senscentni buiiky). V téchto experimentech byly oznageny pouze senescenéni buiiky, a to diky
idinku B—galakt6zidasy na substrat (obr. 4).
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Vliv novych sloudenin na podet senescen¢nich bun&k v kultufe lidskych fibroblasti

CZ 294535 B6

SUBSTITUENT R6 SENESCENTNI BUNKY (%)
HCA25 HCA45 HCA80

KONTROLA 3 5 38
3—chloranilino 4 5 25
3,4~dihydroxybenzylamino 5 4 29
anilino 3 4 27
3—chlor—5—aminoanilino 3 6 24
3—chlor-4-karboxyanilino 5 2 25
3—karboxy—4—chloranilino 3 5 20
3—karboxy-4—hydroxyanilino 4 2 26
4-bromanilino 5 3 25
4—chloranilino 5 5 26
3—amino—4—chloranilino 4 6 22
3—chlor—4—aminoanilino 5 5 24
2—fluorbenzylamino 4 3 16
3—fluorbenzylamino 3 3 15
2-hydroxybenzylamino 3 4 17
3-hydroxybenzylamino 5 3 22
2—acetoxybenzylamino 6 5 32
3—acetoxybenzylamino 4 6 27
2-acetylbenzylamino 3 4 25
3—acetylbenzylamino 5 5 28
2-hydroxy-3-methoxybenzylamino 4 3 20
2-hydroxy—3-methylbenzylamino 5 2 18
2-hydroxy-3—chlorbenzylamino 4 3 14
2,6—dihydroxy—4—chlorbenzylamino 3 3 16
2,3—dihydroxy—4-methoxybenzylamino 3 4 17
2,5-dihydroxy—4-methoxybenzylamino 5 3 22
2,6—dihydroxy-4—methoxybenzylamino 4 3 13
2,3—dihydroxy—4—chlorbenzylamino 3 3 14
2,5—dihydroxy—4—chlorbenzylamino 5 4 23
2—amino-6—chlorbenzylamino 3 4 16
3—amino—4—chlorbenzylamino 5 5 22
2,3—diamino—4—chlorbenzylamino 4 3 17

Jak je ukézano v tabulce 5, se vzristajicim podtem pasaZi vristala hladina zabarveni po pfidani
substratu pro B—glukosidasu. Nejstar$i builky byly charakterizovany tmavé modrou az témef
tmavou barvou. N°—substituované derivaty adeninu byly velmi G¢inné p¥i zpomalovani senescen-
ce bundk po 80 pasazi. V ptipadé dlouhodobgjii kultivace byly schopny preZit az o 30 % delSi

dobu oproti buitkdm kontrolnim.

Piiklad 7

Antisenescenéni aktivity novych latek pfi testovani v senescenénim biotestu na segmentech listi

pSenice.

Semena ozimé pienice Triticum aestivum cv. Hereward byly promyty pod tekouci vodou po 24 h

a poté vysety do vermikulity nasyceného Knopovym Zivym roztokem.
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Nadoby se semeny byly umistény do kllmatlzovane 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 zadinal proristat. Z prvnich listii viak od 5 rostlin byly
odebrany vrcholové sekce druhé ptiblizn€ 35 mm, které byly zkraceny tak, aby jejich vaha byla
pfesné 100 mg. Bazilni konce téchto 5 listovych segmenti byly umistény do jamek mikro-
titratnich polystyrenovych destitek obsahujicich 150 ml roztoku testovaného derivétu. Desticky
byly umistény do plastického boxu vystlaného filtrainim papirem, ktery byl nasycen vodou za
icelem maximalni vzdusné vlhkosti. Po 96 hodinich inkubace ve tmé& pfi 25 °C byly listové
sekce vyjmuty a chlorofyl extrahovan v 5 ml 80% ethanolu zahiatim pfi 80 °C po dobu 10 minut.
Objem vzorku byl poté doplnén na 5 ml pfidanim 80% ethanolu. Absorbance extraktd byla
méfena pfi 665 nm. Jako kontroly byly méfeny rovnéz chlorofylové extrakty z listli a listovych
vrcholil inkubované v deionizované vodé. Vypoétené hodnoty jsou primérem z 5 opakovéni a
cely experiment byl zopakovan minimaln& 2-krét. Vysledky téchto experimentd byly vyneseny
ve formé grafii zavislosti obsahu chlorofylu v senescenénich listech v zavislosti na koncentraci
(viz obr. 5). V kazdém experimentu byla pouzita jako kontrolni latka 6-benzylaminopurin, ktery
je znam velmi vysokou cytokininovou aktivitou. Testované cytokmyny byly rozpuitény
v dimethylsulfoxidu (DMSO) a zasobni roztok doplnén vodou na 107 M Tento zasobni roztok
byl dale fedén testovacim médiem v koncentraénim rozsahu 10® a2 10* M. Finalni koncentrace
DMSO v médiu nepfevysila 0,2 % a v této koncentraci neovliviiovala biologickou aktivitu testu.

Ze ziskanych dat (obr. 5) byla vypogitana maxxmalm G¢inna koncentrace testované latky a jeji
relativni G&innost v této koncentraci (Tab. 6) 10* M koncentrace BAP byla postulovéna jako
100 % biologické aktivity.

Tabulka 6
Utinek novych cytokini na retenci a chlorofylu v extirpovanych listovych segmentech p3enice.

Hodnoty v tabulce jsou vyjadfeny v % vychoziho obsahu chlorofylu v &erstvych listech pted
inkubaci.

Testovana slouéenina maximalni | G&innost (%)
a&inné [10* mol.I"
koncentrace | BAP = 100%]
(mol.I"")

1. | 6—«(2—fluorbenzylamino)purin 10°* 169 (£20)

2. | 6A3—fluorbenzylamino)purin 10° 200 (£25)

3. | 6~(4—fluorbenzylamino)purin 10" 95,5 (£3,5)

4. | 6«2—chlorbenzylamino)purin 10" 116,5 (£6,5)

5. | 6+(3—chlorbenzylamino)purin 10™ 82 (x2)

6. | 6—(4—chlorbenzylamino)purin 10* 64,5 (£13,5)

7. | 6—+(2-brombenzylamino)purin 10* 52 (x14)

8. | 6—(3-brombenzylamino)purin 10”* 48 (+6)

9. | 6(4-brombenzylamino)purin 10° 30 (15)
10. | 6—(3—jodbenzylamino)purin 10* 83,5 (£23)
11. | 6«2-methylbenzylamino)purin 10° 158 (£29)
12. | 6+(3—methylbenzylamino)purin 10 111 (£16)
13. | 6(4-methylbenzylamino)purin 10° 35 (£23)
14. | 6-(2-methoxybenzylamino)purin 10” 269 (£12)
15. | 6+(3-methoxybenzylamino)purin 10° 178 (+16)
16. | 6—+(4—methoxybenzylamino)purin 10" 79 (£6)
17. | 6-(3-nitrobenzylamino)purin 10° 60 (£15)
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Tabulka 6 - pokracovani

Testovana slou€enina maximalni | Gcinnost (%)
0inna [10” mol.I"
koncentrace | BAP = 100%]
(mol.l'l)
18. | 6(4—nitrobenzylamino)purin 10 83 (£8)
19. |6—+2,4—dichlorbenzylamino)purin 10° 0
20. |6—(3,4—dichlorbenzylamino)purin 10* 117 (£22)
21. | 6+2,3—dimethoxybenzylamino)purin 10° 109 (£5)
22. | 6—2,4~dimethoxybenzylamino)purin 107 26 (+11)
23. | 6—(3,4-dimethoxybenzylamino)purin 10 43 (£17)
24. | 6+3,5—dimethoxybenzylamino)purin 10* 16 (£1)
25. |2—amino-6—(3-hydroxybenzylamino)purin 10* 121 (£7)
26. |2-chlor—6—3-hydroxybenzylamino)purin 10* 140 (£13)
27. | 2-methylthio—6—(3—hydroxybenzylamino)purin 10 50,5 (£23,5)
28. | 6~2,4,6—trimethoxybenzylamino)purin 107 6 (+4)
29. |6—(3,4,5~trimethoxybenzylamino)purin 10” 25 (x2)
30. |6—(2,4—difluorbenzylamino)purin 10° 139 (£2)
31. |6—(3,5—difluorbenzylamino)purin 107 156 (+4)
32. |6—2,3,4-trifluorbenzylamino)purin 10° 131 (£22)
33. | 6(3—chlor—4—fluorbenzylamino)purin 10° 141 (£20)
34. |6—(2-hydroxy-3—methoxybenzylamino)purin 10° 34 (£5)

Vyvinuté latky maji velmi silné antisenescenéni i€inky. Nekteré z nich vyvolavaji az 200%
nardist obsahu chlorofylu v extirpovanych listech pSenice oproti kontrole.

Piiklad 8
Stimulagni vliv novych latek na bun&¢né déleni rostlinnych bunck

Stimula¢ni vliv nové pfipravenych derivati byl testovan v kalusovaném biotestu za pouZiti
cytokinin—dependentniho kalusu tabaku. Tento cytokinin—dependentni tabakovy kalus Nicotiana
tabacum L. cv. Wisconsins 38 byl udrzovén pfi 25 °C na modifikovaném médiu Murashige—
Skoog obsahujicim na 1 litr: 4pumol kys. nikotinové, 2,4 pmol pyridoxin hydrochloridu, 1,2 pmol
thiaminu, 26,6 pmol glycinu, 1.37 pmol glutaminu, 1,8 umol myoinositolu, 30 g sacharézy, 8 g
agaru, 5,37 umol o-naftyloctové kyseliny a 0,5 pmol 6-benzylaminopurinu. Subkultivace
probihala kazdé 3 tydny. Ctrnact dni pied zapotetim biotestu byl kalus pfenesen na médium bez
6-benzylaminopurinu. Stimulaéni ristova aktivita byla stanovena na zékladé néristu Cerstvé
hmoty kalusu po 4 tydnech kultivace. P&t replikati bylo pfipraveno pro kaZdou testovanou
koncentraci a dany test byl opakovan minimaln& 2—krat. V kaZdém experimentu byla pouzita jako
kontrolni latka 6-benzylaminopurin, ktery je zndm velmi vysokou cytokininovou aktivitou.
Testované cytokininy byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO) a zasobni roztok doplnén
vodou na 10° M. Tento zéasobni roztok byl dale fedén testovacim médiem v koncentranim
rozsahu 10% az 10 M. Finalni koncentrace DMSO v médiu nepfevysila 0,2% a v této
koncentraci neovliviiovala biologickou aktivitu testu. Stimula¢ni aktivita byla vypo¢tena z riisto-
vych kivek zavislosti Serstvé hmoty kalusu na koncentraci, jejichZ pfiklady jsou znazornény na
obr. 6.

Ze ziskanych dat (obr. 6) byla opé&t vypogitina maximdlni u¢innd koncentrace testované latky

a jeji relativni u&innost v této koncentraci (Tab. 7). 10° M koncentrace BAP byla postulovéna
jako 100 % biologické aktivity.
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Tabulka 7

Vliv novych cytokinind na rist cytokinin—dependentniho tabakového kalusu Nicotiana tabacum
L. sv. Wisconsins 38

Testovana sloudenina maximalni | G¢innost (%)
a&inna [10° mol.I"
koncentrace | BAP = 100%]
(mol.I'")
1. | 6(2—fluorbenzylamino)purin 10° 111 (£21)
2. | 6—(3—fluorbenzylamino)purin 10° 135 (£8)
3. | 6-(4—fluorbenzylamino)purin 10° 122 (£12)
4. | 6—(2—chlorbenzylamino)purin 10° 93 (+4)
5. | 6«3—chlorbenzylamino)purin 10° 94 (£6)
6. | 6—(4—chlorbenzylamino)purin 10° 64 (£8)
7. | 6~(2-brombenzylamino)purin 10~ 102 (£5)
8. | 6~(3-brombenzylamino)purin 10° 85 (x11)
9. | 6{(4-brombenzylamino)purin 10° 15 (£9)
10. | 6—+(3—jodbenzylamino)purin 10° 76 (+8)
11. | 6~(2~methylbenzylamino)purin 10° 118 (£3)
12. | 6—(3—methylbenzylamino)purin 10° 79 (£5)
13. | 6-(4—methylbenzylamino)purin 10° 52 (£8)
14. | 6—(2—methoxybenzylamino)purin 10° 79 (£5)
15. | 6~(3—methoxybenzylamino)purin 10° 76 (£20)
16. | 6—(4—methoxybenzylamino)purin 10° 39 (x17)
17. | 6~«2,4—dichlorbenzylamino)purin 10° 11 (£3)
18. | 6—(3,4—dichlorbenzylamino)purin 10* 45 (£7)
19. |6—(2,3—dimethoxybenzylamino)purin 10° 8,5 (¥2)
20. | 6—(2,4—dimethoxybenzylamino)purin 10 21 (£5)
21. | 6—(2,4,6-trimethoxybenzylamino)purin 10 13 (£6)
22. | 6-(3,4,5-trimethoxybenzylamino)purin 10° 19 (£3)
23. | 63,4—dihydroxybenzylamino)purin 10° 4 (x1)
24. | 6—(2,4—difluorbenzylamino)purin 10° 95 (=1)
25. | 6—(3,5—difluorbenzylamino)purin 10° 97 (£3)
26. |6—(2,3,4—trifluorbenzylamino)purin 10° 76 (£4)
27. | 6(3—chlor—4—fluorbenzylamino)purin 10° 90 (£1)
Pfiklad 9

Testovani novych cytokininii v amarantovém biotestu

Pro studium cytokininové aktivity byl rovnéZ pouzit ,,amarantovy“ biotest (Biddington a Thomas,
Planta 11:183-186, 1993) v nasledujici modifikaci. Semena Amaranthus caudatus var.
Atropurpurea byla povrchové sterilizovana 10% N-chlorbenzensulfoamidem (w/v) po dobu
10 min a poté promyta 5-krat deionizovanou vodou. Semena byla rozmisténa v 15 cm Petriho
miskach s filtraénim papirem saturovanym destilovanou vodu. Po 72 hodinach kultivace pii
25 °C ve tmé& byly ze semenalki odstranény kofeny. Tyto explantity obsahujici 2 kotyledové
a hypokotyl byly umistény do 5 cm Petriho misek na 2 vrstvy filtra¢niho papiru nasyceného 1 ml
inkubaéniho média obsahujiciho 10 umol Na,HPO~KH,PO,, pH 6,8 5 pmol tyrodinu a testova-
ny cytokinin. Na misku bylo umisténo 20 explantati. Veskeré manipulace byly provadény pod
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zelenym svétlem v temné komote. Po 48 hodinach inkubace pfi 25 °C ve tmé byl betacyanin
extrahovan cestou zmraZeni explantatti v 3,33 uM kyselin€ octové. Koncentrace betacyaninu byla
stanovena porovnanim absorbanci pfi 537 a 620 nm a vypoctena pomoci vzorce AA = Aszpg —
Ag20mm. Hodnoty byly vyneseny do grafii zavislosti AA na koncentraci (obr. 7). Pét replikat bylo
pfipraveno pro kaZdou testovanou koncentraci a dany test byl opakovan minimalné 2-krat.
V kazdém experimentu byla pouZita jako kontrolni latka 6-benzylaminopurin, ktery je zndm
velmi vysokou cytokininovou aktivitou. Testované cytokininy byly rozpuStény v dimethyl-
sulfoxidu (DMSO) a zésobni roztok doplnén vodou na 10 M. Tento zasobni roztok byl dale
fedén testovanim médiem v koncentraénim roztoku 10 az 10 M. Finalni koncentrace DMSO
v médiu nepfevysila 0,2 % a v této koncentraci neovliviiovala biologickou aktivitutestu.

Ze ziskanych dat (obr. 7) byla vypoéitana maximalni ¢inna koncentrace testované latky a jeji
relativni G&innost v této koncentraci (Tab. 8). 10° M koncentrace BAP byla postulovana jako
100 % biologické aktivity.

Tabulka 8

Vliv novych cytokinind na obsah betacyaninu v explantatech kotyledonti/hypokotyli

Amaranthus caudatus.

maximalni | ucinnost (%)
ZKRATKA u¢inna [10° mol.I”
koncentrace | BAP = 100%]
(mol.I™)
1. | 6~(2—fluorbenzylamino)purin 10 116 (£3)
2. | 6-(3—fluorbenzylamino)purin 10* 140 (£5)
3. | 6~(4—fluorbenzylamino)purin 10” 44 (+4)
4. | 6-(2—chlorbenzylamino)purin 10° 109 (+8)
5. | 6-(3—chlorbenzylamino)purin 10° 96 (+5)
6. | 6—(4—chlorbenzylamino)purin 10° 35(£7)
7. | 6—(2-brombenzylamino)purin 10" 94 (+6)
8. |6—(3-brombenzylamino)purin 10" 71 (£5)
9. | 6(4-brombenzylamino)purin 10° 17 (£7)
10. |6—(3—jodbenzylamino)purin 10° 79 (£3)
11. | 6—~(2—methylbenzylamino)purin 10° 98 (£22)
12. | 6~(3—methylbenzylamino)purin 10° 84 (£14)
13. | 6(4—methylbenzylamino)purin 10° 26 (£10)
14. | 6~(2—methoxybenzylamino)purin 10° 77 (£5)
15. | 6—(3—methoxybenzylamino)purin 10" 90 (£16)
16. | 6—«(4—methoxybenzylamino)purin 10* 23 (£2)
17. | 6-(3-nitrobenzylamino)purin 10° 66 (£7)
18. |6—(4—nitrobenzylamino)purin 10" 25 (£2)
19. |6—2,4—dichlorbenzylamino)purin 10° 19 (£8)
20. | 6—(3,4—dichlorbenzylamino)purin 10° 63 (£10)
21. | 6—(2,3—dimethoxybenzylamino)purin 10* 22 (£3)
22. | 6~2,4-dimethoxybenzylamino)purin 10° 12 (£2)
23. | 6—3,4—dimethoxybenzylamino)purin 10" 27 (£6)
24. | 6—(3,5—dimethoxybenzylamino)purin 10* 1,5 (1)
25. | 6~(2,4,6-trimethoxybenzylamino)purin 10° 3 (£3)
26. |6—(3,4,5-trimethoxybenzylamino)purin 10" 2 (£2)
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Tabulka 8 - pokraovani

maximélni | 0¢innost (%)
ZKRATKA i¢inna [10® mol.I"
koncentrace | BAP = 100%]
(mol.I™

27. | 63,4—dihydroxybenzylamino)purin 10 8 (£3)
28. | 6+2,4difluorbenzylamino)purin 10* 88 (£7)
29. | 6—(3,5-difluorbenzylamino)purin 10* 108 (+2)
30. | 6~2,3,4-trifluorbenzylamino)purin 10" 94 (+3)
31. | 63—chlor—4—fluorbenzylamino)purin 10” 91 (£7)
32. | 6~(2-hydroxy—-3-methoxybenzylamino)purin 10° 19 (£3)
33. | 6~(3-hydroxy—3—methoxybenzylamino)purin 10* 24 (x1)
34. | 6~(4-hydroxy—3—methoxybenzylamino)purin 10” 10 (£2)

Piiklad 10
Utinky testovanych latek na in vitro a post vitro mnoZeni a zakofetiovani rize (Rosa multiflora).

Ulohou tohoto experimentu bylo testovat zda nové latky jsou prakticky vyuZitelné v tkanovych
kulturach. Byl studovéan index mnoZeni a post vitro G&inku. Rize (Rosa hybrida) byla péstovana
v 350 ml nadobach se Sroubovacim polykarbonatovym uzivérem. Kazda nadoba obsahovala
100ml autoklivového kultivaéniho média (120 °C, 20 min.). Rostliny byly kultivovany pfi
teploté 23 + 2 °C a svételné periodé 16 hodin p¥i 40 pmol m™ s PAR. Zakladni médium (MBR)
obsahovala makro- mikro- prvky a vitaminy podle Murashigeho a Skooga (1962), 95 uM
NaFeEDTA, 555 uM myo-inositolu, 111 mM sacharézy, 1.332mM glycinu, 684 uM
L—glutaminu and 7 g/l agaru. Toto médium bylo dopliiovano 10 pM testované latky. 6-Benzyl-
aminopurin (BAP) byl pouzivan jako standard, kontrolni médium neobsahovalo Zadny cytokini.
Po uplynuti 8 tydnii byl stanoven piiriistek novych prytii na jeden explantat. Po odstranéni ko¥ent
byly explantaty (skupiny prytl) pfeneseny do radeliny. Po &tyfech tydnech aklimatizace byl
znovu stanoven pocet kofent a jejich celkova délka na jeden explantat.

Podle pfedpokladu, rostliny p&stované na médium neobsahujicim cytokininy nemély témé¥ 24dné
nové pryty. Pivodni explantity vyrostly v kvalitni jednotlivé vyhody, velmi dobte zakofenujici
(Tab. 9). Explantaty rostouci na BAP se vyznadovaly vysokym indexem mnozeni (velkym
mnoZstvim novych prytl) a velmi $patnym zakofetiovéanim (Tab. 9). Viechny testované nové
latky, derivaty BAP, indukovaly tvorbu novych vyhonii a zakofetiovaly vyrazné lépe nez BAP
(Tab. 9).
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Tabulka 9

Ucinek testovanych latek, cytokinind, na in vitro a post vitro mnoZeni a zakotetiovani rize (Rosa
multiflora).

Substituent In vitro Ex vitro
Pocet novych | Podet kvéti Potet Celkovd délka Potet Celkova délka
prytiina na jeden kofenli na | kofene na jeden | kofend na kofene na
Jjeden explantat jeden explantat (cm) jeden jeden
explantat explantat explantdt | explantat (cm)
Kontrola 0.2 0.03 0.8 1.2 4.6 17.1
benzylamino* 3.8 0.00 0.0 0.0 0.6 1.1
3-hydroxyBA 2.1 0.16 0.0 0.0 1.4 3.8
2-methoxyBA 1.0 0.29 0.0 0.0 2.5 8.5
3-methoxyBA 4.3 0.03 0.0 0.0 1.7 4.1

*benzylamino = BA
Ptiklad 11
Inhibice senescence in vitro péstovanych explantati Rosa hybrida.

Problémem tkatovych kultur riZi jsou &asté piiznaky senescence explantati. Listy zadinaji
hn&dnout a po n&kolika tydnech viechny explantaty v nadobé& hynou. Symptomy nastupuji dfive,
jestlize je nddoba vzduchot&sn& uzaviena, napiiklad plastikovou f6lii. To ukazuje na duleZitou
Gllohu ethylenu v tomto procesu. Cytokininy aplikované do kultivaéniho média indukuji tvorbu
ethylenu, je proto uZitedné testovat nové latky cytokininové povahy také vtomto systému.

Riize Rosa hybrida ,,Pailin“ byla p&stovana v 350ml nadobé& se §roubovacim polykarbonatovym
uzdvérem. KaZzdd nadoba obsahovala 100 ml autoklavového kultiva¢niho média (120 °C,
20 min). Rostliny byly kultivovéany pfi teplot& 23 + 2 °C a svételné period& 16 hodin pfi 40 uM
m? s'd PAR. Zakladni médium (MBR) obsahovalo makro—, mikro—prvky a vitaminy podle
Murashigeho a Skooga (1962), 36,7 mg/l NaFeEDTA, 50 mg/ml NaFeEDDHA, 100 mg/l uM
myo—inositolu, 30 g/l sacharézy, 100 mg/l glycinu, 50 mg/l cacium pantothenanu, 100 mg/I
L—glutaminu a 7 g/l agaru. Toto médium bylo dopliiovano 10 uM testované latky. 6-benzyl-
aminopurin (BAP) byl pouZivan jako standard, kontrolni médium neobsahovalo Zadny cytokinin,
Pfiznaky stérnuti explantati byly studovéany po 3esti tydnech kultivace. Bylo zaznamenévéno
objeveni prvniho hnédého listu a den Ghynu celého explantétu.

Vysledky jsou ukdzany na obr. 8 a 9. Relativni poet uhynulych explantatd na médium s BAP
odpovida sigmoidni kiivce, coZ naznaluje, Ze jeho vliv na senescenci je zesilen autokatalyzou,
pravdépodobné ethylenem. P¥i pouziti médii s 6—(3-hydroxybenzylamino)purinem a 6-(3—
methoxybenzylamino)purinem (3MeOBAP) byla situace vyrazné lep$i (obr. 8). Nejlepsi
testovanou latkou byl bezesporu 3MeBAP; jests 121. den kultivace byly Zivé témer vSechny
explantity. I kdyZ ani na médium s 3MeOBAP nebylo mozné zabranit zhn&dnuti n&kterych listd,
tyto rostliny mohou byt pfesto bez problémi pouZity pro dalii subkultivaci. UZiti 3MeOBAP je
statisticky vyznamnym vylepSenim pfi mikropropagaciRosa hybrida.

Priklad 12
Suché tobolky
5000 tobolek, kazda obsahujici jako aktivni slozku 0,25 g jedné ze slou&enin vzorce I z tab. 1

nebo 2, zminénych v pfedchazejicich nebo nésledujicich ptikladech, se pripravuji nasledujicim
postupem:
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Slozeni

Aktivni slozka 1250 g
Talek 180 g
P3enicny Skrob 120 g
Magnesium stearat 80g
Laktéza 20g

Preparaéni postup: Rozetfené latky jsou protladeny pfes sito s velikosti ok 0,6 mm. Davka 0,33 g
smési je pfenesena do Zelatinové tobolky pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

Piiklad 13

Mekké tobolky

5000 me&kkych Zelatinovych tobolek, kazd4 z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné

z latek o vzorci I, tab. 1 a 2, zminénych v pfedchazejicich nebo nasledujicich ptikladech, se
pfipravi nasledujicim postupem:

SloZeni
Aktivni slozka 1250 g
Lauroglykol 2 litry

Preparaéni postup: Pragkova aktivni latka je suspendovéna v Lauroglykolu® (propylenglykol
laurat, Gattefoseé S.A., Saint Priest, Francie) a rozetfena ve vlhkém pulverizatoru na velikost
Castic asi 1 aZz 3 mm. Davka o velikosti 0,419 g smési je potom pienesena do mékkych Zelatino-
vych tobolek pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

Piiklad 14
Mekké tobolky
5000 me&kkych Zelatinovych tobolek, kazda z nich obsahujici jako aktivni slozku 0,05 g jedné ze

sloudenin o vzorci I, tab. 1 a 2, zminénych v predchéazejicich nebo nasledujicich ptikladech, se
ptipravi nasledujicim postupem:

SloZeni

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

Preparaéni postup: Praskova aktivni sloZka je suspendovana v PEG 400 (polyethylenglykol o MR
mezi 380 a 420, Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a Tween® 80 (polyoxyethylen sorbitan monolaurat,
Atlas Chem. Ind., Inc., USA, dodava Sigma, Fluka, Aldrich, USA) a rozetiena ve vlhkému
pulvarizatoru na ¢astice o velikosti 1 az 3 mm. Davka o velikosti 0,43 g smési je potom pfenese-
na do mékkych Zelatinovych tobolek pomoci pfistroje na plnéni tobolek.

-32-



10

15

20

25

30

35

CZ 294535 B6

Primyslova vyuZitelnost

Nové dusikaté heterocyklické derivaty na bazi N°—substituovaného adeninu podle vynélezu jsou
pouzitelné v diagnostickych a therapeutickych metodach zejména ve farmaceutickém primyslu,
v kosmetickém primyslu, v biotechnologiich a v zem&dglstvi.

PATENTOVE NAROKY

1. Dusikaté heterocyklické slougeniny na bazi N°~substituovaného adeninu obecného vzorce I

NZ

PP

2

M,

ve kterém

R, znamena atom vodiku, hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, methylmerkapto,
(R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acyl-
amino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl nebo karbamoylo-
vou skupinu,

Rs znamend atom vodiku, halogen, alkyl, alkenyl, alkynyl, substituovany alkyl, substituovany
alkenyl, substituovany alkynyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, cykloalkyl(R)-,
aryl~(R)-, hetero~(R)-, heteroaryl~(R)-, heterocykloalkyl(R)-nebo R¢'~X, ve které

X znamené NH-, -N(C,—Ce~alkyl)-, skupinu ~O- nebo skupinu —S- a

R¢' znamena atom vodiku, alkyl, alkenyl, alkynyl, substituovany alkyl, substituovany alkyl,
substituovany alkenyl, substituovany alkynyl, acyl, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo,
cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, aryl, substituovany aryl, heterocyklus, heteroaryl,
substituovany eteroaryl, aryl{R)-, heterocykloalkyl, substituovany heterocykloalkyl,
heteroaryl~(R)-, hetero—(R)~, cykloalkyl(R)- a heterocykloalkyl{(R)-,

pfiemZ

halogen znamena

atom halogenu vybrany ze skupiny zahrnujici atom fluoru, atom bromu, atom chloru a atom
jodu,
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alkyl znamena

.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 az 6 uhlikovych atomi,

alkenyl znamena

.pfimou nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomdi,

alkynyl znamena

.pfimou nebo rozvétvenou alkinylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomd,

substituovany alkyl znamena

.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 az 6 uhlikovych atomi
a substituovanou jednim aZ péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy,
alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany
karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino,
alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinou, pfi¢emZ uvedené generické
substituované skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich
skupin uvedenymi v této legendg,

substituovany alkenyl znamena

.pfimou nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 aZ 6 uhlikovych atomu
a substituovanou jednim az péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy,
alkoxy, amino, hydroxy, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karba-
moyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkyl-
merkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinou, pfiCemz uvedené generické
substituované skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich
skupin uvedenymi v této legendé,

substituovany alkyny! znamena

.pfimou nebo rozvétvenou alkynylovou skupinu obsahujici 2 aZ 6 uhlikovych atomi
a substituovanou jednim az péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy,
alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karba-
moyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkyl-
merkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinou, pfi¢emz uvedené generické substituo-
vané skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin
uvedenych v této legendé,

(R)-oxy znamené

.skupinu ~OR,, ve které R, znamena alkyl, alkenyl, alkynyl, substituovany alkyl, substituo-
vany alkenyl, substituovany alkynyl, aryl, substituovany aryl, aryl(R)-, substituovany
arylalkyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, heterocykloalkyl nebo substituovany hetero-
cykloalkyl, pFiéemz uvedené generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou
identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendé,

(R)-merkapto znamena

.skupinu —SR,, ve které R, znamena alkyl, alkenyl, alkynyl, substituovany alkyl, substituo-
vany alkenyl, substituovany alkynyl, aryl, substituovany aryl, aryl{R)-, substituovany aryl-
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alkyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, heterocykloalkyl nebo substituovany hetero-
cykloalkyl, pfi¢emz uvedené generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou
identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendg,

(R)-sulfo znamena —-SO,R¢, ve které R, znamena

hydroxy skupinu,

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

.pfimou nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomi,
.piimou nebo rozvétvenou alkynylovou skupinu obsahujici 2 aZ 6 uhlikovych atomu,
.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou, alkenylovou nebo alkynylovou skupinu obsahujici
1 aZ 6 uhlikovych atomi a substituovanou jednim aZ péti substituenty vybranymi ze skupiny
zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro,
substituovany karbamoyl (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino,
dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfi¢em? uvedené
generické substituované skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovida-
jicich skupin uvedenych v této legendg,

(R)-sulfonamido znamena ~NHSO,R, kde R4 znamené

hydroxy skupinu,

.ptimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 aZ 6 uhlikovych atoma,

.pfimou nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 aZ 6 uhlikovych atomu,
.pfimou nebo rozvétvenou alkynylovou skupinu obsahujici 2 aZ 6 uhlikovych atomi,
.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou, alkenylovou nebo alkynylovou skupinu obsahujici
1 aZ 6 uhlikovych atomi a substituovanou jednim aZ péti substituenty vybranymi ze skupiny
zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro,
substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino,
dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfi¢em? uvedené
generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi
odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendeé,

acyl znamena

skupinu —C(O)R,, ve které R, znamena atom vodiku, alkyl, alkenyl, alkynyl, substituovany
alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl, aryl, substituovany aryl, aryl<(R)-,
substituovany arylalkyl, cykloalkyl, substituovany cykloalkyl, pfi¢emZ uvedené generické
substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich
skupin uvedenymi v této legends,

aryloxy znamena

.skupinu ~OAr, ve které Ar znamend aryl, substituovany aryl, heteroaryl nebo substituovany
heteroaryl, pfi¢emz uvedené generické substituované skupiny maji vyznamy, které jsou
identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenych v této legendg,

(R)-amino znamena

.skupinu NRR'; ve které Ry a R’; nezavisle jeden na druhém znamenaji atom vodiku, alkyl,
alkenyl, alkynyl, substituovany alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl, aryl,
substituovany aryl, heteroaryl nebo substituovany heteroaryl, pti¢emZ uvedené generické
substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich
skupin uvedenymi v této legendé,
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substituovany karbamoyl znamené

skupinu —C(O)NRyR';, ve které Ry a R’; nezavisle jeden na druhém znamen4 atom vodiku,
alkyl, alkenyl, alkynyl, substituovany alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl,
aryl, substituovany aryl, heteroaryl nebo substituovany heteroaryl, pfiemz uvedené
generické substituentové skupiny majf vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovida-
jicich skupin uvedenymi v této legendg,

(R)-oxykarbonyl znamena

skupinu —C(O)OR,;, ve které R; znamena atom vodiku, alkyl, alkenyl, alkynyl, substituovany
alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl, aryl, substituovany aryl, heteroaryl nebo
substituovany heteroaryl, pfi¢emZ uvedené generické substituované skupiny maji vyznamy,
které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legend¢,

acylamino znamena

.skupinu -NHCOR, ve které Ry znamend atom vodiku, alkyl, alkenyl, alkynyl, substituova-
ny alkyl, substituovany alkenyl, substituovany alkynyl, aryl, substituovany aryl, heteroaryl
nebo substituovany heteroaryl, pfi¢emz uvedené generické substituentové skupiny maji
vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendé,

aryl znamena

.aromatickou karbocyklickou skupinu obsahujici 6 az 18 uhlikovych atomi a tvofenou
alespoit jednim aromatickym kruhem, naptiklad fenylnebo bifenyl, nebo nasobné kondenzo-
vanymi kruhy, z nichZ alespoii jeden kruh je aromaticky, napfiklad 1,2,3,4-tetrahydronaftyl,
naftyl, antryl nebo fenantryl,

substituovany aryl znamena

aromatickou karbocyklickou skupinu obsahujici 6 aZ 18 uhlikovych atomi a tvofenou
alespoii jednim aromatickym kruhem napiiklad fenyl nebo bifenyl nebo nasobné
kondenzovanymi kruhy, znichZ alespoii jeden kruh je aromaticky pfiklad 1,2,3,4-tetra-
hydronaftyl, naftyl, antryl nebo fenantryl a substituovanou jednim az péti substituenty
vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)—oxy-
karbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino,
acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl
skupinu, pfidemZ uvedené generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou
identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legends,

heterocyklus znamena

Jheterocyklickou skupinu obsahujici 4 az 9 uhlikovych atomi a alespoit jeden heteroatom ze
skupiny zahrnujici atom kysliku, atom siry a atom dusiku,

heteroaryl znamena
heterocyklickou skupinu obsahujici 4 aZ 9 uhlikovych atomi a alespoit jeden heteroatom ze
skupiny zahrujici atom kysliku, atom siry a atom dusiku, z nichZ alespoti jeden kruh je

aromaticky,

substituovany heteroaryl znamena
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Aheterocyklickou skupinu obsahujici 4 aZ 9 uhlikovych atomi a alespoti jeden heteroatom ze
skupiny zahrnujici atom kysliku, atom siry a atom dusiku, z nichZ alespofi jeden kruh je
aromaticky, a substituovanou jednim aZz péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici
hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany
karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino,
alkylmerkapto (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfi¢emZz uvedené generické
substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich
skupin uvedenymi v této legende,

aryl-(R)-znamena

.skupinu -R1-Ar, kde Ar znamena arylovou skupinu a R; znamena

.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinou skupinu obsahujici 1 aZ 6 uhlikovych atomi,
.piimou nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomy,
.piimou nebo rozvétvenou alkinylovou skupinu obsahujici 2 aZ 6 uhlikovych atomi.
.aromatickou karbocyklickou skupinu obsahujici 6 aZ 18 uhlikovych atomi a tvofenou
alespoii jednim aromatickym kruhem, napiiklad fenyl nebo bifenyl, nebo nasobné
kondenzovanymi kruhy, z nichZ alespoti jeden kruh je aromaticky, napfiklad 1,2,3,4—tetra-
hydronaftyl, naftyl, antryl nebo fenantryl a substituovanou jednim aZ péti substituenty
vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxy-
karbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino,
acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl
skupinu, pfidem% uvedené generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou
identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendg,

hetero—(R)—znamena

.skupinu —Ry-L, ve které R, znamena

.piimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujicich 1 az 6 uhlikovych atomi,
.pfimou nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 aZ 6 uhlikovych atomt,
_ptimou nebo rozvétvenou alkynylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomd,
.ptimou nebo rozvétvenou alkylovou, alkenylovou nebo alkynylovou skupinu obsahujici
1 a2 6 uhlikovych atomi a substituovanou jednim aZ péti substituenty zvolenymi ze skupiny
zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykabonyl, kyano, nitro,
substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)}-amino,
dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoy! skupinu, pfi¢emZ uvedené
generické substituované skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovida-
jicich skupin uvedenymi v této legendg,

a L. znamena

Jheterocyklickou skupinu obsahujici 4 az 9 uhlikovych atomii a alespoii jeden heteroatom ze
skupiny zahrnujici atom kysliku, atom siry a atom dusiku a pfipadn& substituovanou jednim
az péti substituenty vybranymi ze skupiny zahmujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo,
merkapto, (R)—oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)~sulfon-
amido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl
a karbamoy] skupinu, pfitemZ uvedené generické substituentové skupiny maji vyznamy,
které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendz,

heteroaryl{R)-znamena

skupinu ~R,—G, ve které R, znamena

_ptimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 az 6 uhlikovych atomi,
.pfimo nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomd,
.ptimou nebo rozvétvenou alkynylovou skupinu obsahujici 2 aZ 6 uhlikovych atomu,
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.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou, alkenylovou nebo alkynylovou skupinu obsahujici
1 az 6 uhlikovych atomii a substituovanou jednim az péti substituenty vybranymi ze skupiny
zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro,
substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino,
dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu pfi¢emZ uvedené
generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovida-
jicich skupin uvedenymi v této legendg,

a G znamena

.heterocyklickou skupinu obsahujici 4 az 9 uhlikovych atomi a alespoii jeden heteroatom ze
skupiny zahrnujici atom kysliku, atom siry a atom dusiku pfi¢emz alespofi jeden hetero-
acyklicky kruh této skupiny je aromatickym kruhem, kterd miiZe byt pfipadn€ substituovana
jednim aZ péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino,
hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo,
(R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy,
cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfi¢emZ uvedené generické substituované skupiny maji
vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendg,

cykloalkyl znamena

.monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujici 3 aZ 15 uhlikovych
atomu,

substituovany cykloalkyl znamena

.monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujici 3 az 15 uhlikovych
atomd a substituovanou jednim aZ péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici
hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany
karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino,
alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfi¢emz uvedené generické
substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich
skupin uvedenymi v této legendg,

heterocykloalkyl znamena

.monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujici 3 az 15 uhlikovych atom,
v jejich cyklické struktuie je alesponi jeden atom uhliku nahrazen heteroatomem ze skupiny
zahrnujici atom kysliku, atom siry, atom dusiku a atom fosforu,

substituovany heterocykloalkyl znamené

.monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujic 3 aZz 15 uhlikovych
atomd, v jejiz cyklické struktufe je alespori jeden atom uhliku nahrazen heteroatomem ze
skupiny zahrnujici atom kysliku, atom siry, atom dusiku a atom fosforu, a substituovanou
jednim aZ pé&ti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino,
hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo,
(R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)}-amino, dialkylamino, alkylmerkaptom, (R)-oxy,
cykloalkyl a karbamoyl skupinu, p¥i¢emZ uvedené generické substituentové skupiny maji
vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendg,

cykloalkyl«(R)-znamena

.skupinu —R,-J, ve které R, znamena
.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 az 6 uhlikovych atomi,
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.pfimo nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomd,

.pfimou nebo rozvétvenou alkynylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomui,
.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou, alkenylovou nebo alkynylovou skupinu obsahujici
1 az 6 uhlikovych atomi a substituovanou jednim aZ péti substituenty vybranymi ze skupiny
zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro,
substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino,
dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu pfi€emZ uvedené
generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovida-
jicich skupin uvedenymi v této legendg,

a J znamena

.monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujici 3 az 15 uhlikovych
atomu nebo.

.monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujic 3 az 15 uhlikovych atomi
a substituovanou jednim az péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy,
alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)}-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karba-
moyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkyl-
merkapto, (R)}-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfi¢emZ uvedené generické
substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi odpovidajicich
skupin uvedenymi v této legendg, a

a heterocykloalkyl—(R)-znamena

.skupinu ~R,V, ve které R, znamena

.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou skupinu obsahujici 1 az 6 uhlikovych atom,

.pfimo nebo rozvétvenou alkenylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomu,

.piimou nebo rozvétvenou alkynylovou skupinu obsahujici 2 az 6 uhlikovych atomu,
.pfimou nebo rozvétvenou alkylovou, alkenylovou nebo alkynylovou skupinu obsahujici
1 az 6 uhlikovych atomi a substituovanou jednim aZz péti substituenty vybranymi ze skupiny
zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo, merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro,
substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfonamido, acylamino, acyloxy, (R)-amino,
dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl a karbamoyl skupinu, pfic¢emZ uvedené
generické substituentové skupiny maji vyznamy, které jsou identické s definicemi
odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendé,

a 'V znamena

.monocyklickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujici 3 az 15 uhlikovych
atomu, v jejiz cyklické struktuie je alespoil jeden atom uhliku nahrazen heteroatomem ze
skupiny zahrnujici atom kysliku, atom siry, atom dusiku a atom fosforu,

.monocylickou nebo polycyklickou alkylovou skupinu obsahujici 3 az 15 uhlikovych atomd,
v jejiz cyklické struktufe je alespori jeden atom uhliku nahrazen heteroatomem ze skupiny
zahrnujici atom kysliku, atom siry, atom dusiku a atom fosforu, a substituovanou jednim az
péti substituenty vybranymi ze skupiny zahrnujici hydroxy, alkoxy, amino, hydrazo,
merkapto, (R)-oxykarbonyl, kyano, nitro, substituovany karbamoyl, (R)-sulfo, (R)-sulfon-
amido, acylamino, acyloxy, (R)-amino, dialkylamino, alkylmerkapto, (R)-oxy, cykloalkyl
a karbamoyl skupinu, pfiCemZ uvedené generické substituentové skupiny maji vyznamy,
které jsou identické s definicemi odpovidajicich skupin uvedenymi v této legendé,

a jejich farmaceuticky vyuzZitelné soli s alkalickymi kovy, amoniakem ¢i aminy ve formé
racematl nebo opticky aktivnich izomerd, jakozZ i jejich adi¢nich soli s kyselinami.

2. Substituované heterocyklické sloudeniny na bazi N°-substituovaného adeninu podle
naroku 1 vybrané ze skupiny zahrnujici
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6—(2-hydroxy—3—chloroxybenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy—4—chlorbenzylamino)purin, 62—
hydroxy—5—chlorbenzylamino)purin, 6—~2-hydroxy—6—chlorbenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy—
3—jodbenzylamino)purin, 6—~(2-hydroxy-4—jodbenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy-5—jodbenzyl-
amino)purin, 6—(2-hydroxy—6—jodbenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy—3—-brombenzylamino)purin,
6—(2-hydroxy—4-brombenzylamino)purin, 6—2-hydroxy—5-brombenzylamino)purin, 6—(2—
hydroxy—6-brombenzylamino)purin, 6-(2-hydroxy—3—fluorbenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy-
4-fluorbenzylamino)purin, 6—2-hydroxy—5—fluorbenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy—6—fluor-
benzylamino)purin, 6—2,4—dihydroxy—4-methoxybenzylamino)purin, 6—2,5-dihydroxy—4-
methoxybenzylamino)purin, 6~2,6—dihydroxy—3-methoxybenzylamino)purin, 6—(2,3—di-
hydroxy-3—-methoxybenzylamino)purin, 6—2,5—dihydroxy—3—methoxybenzylamino)purin,
6—(2,6—dihydroxy—4—methoxybenzylamino)purin, 6—(2,3—dihydroxy—4—chlorbenzylamino)purin,
6—(2,3—dihydroxy—4—chlorbenzylamino)purin, 6—2,5-dihydroxy—4—chlorbenzylamino)purin,
6—(2,6—dihydroxy—4—chlorbenzylamino)purin, 6—2,6—dihydroxy—4-bromoxybenzylamino)purin,
6—(2,6—dihydroxy—4—jodbenzylamino)purin, 6—2,6—dihydroxy-3—chlorbenzylamino)purin,
6—(2,6—dihydroxy—3-brombenzylamino)purin, 6—~2,6—dihydroxy-3—jodbenzylamino)purin,
6—(2,6—dihydroxy—3—fluorbenzylamino)purin, 6—(2,6—dihydroxy-3,5—dichlorbenzylamino)purin,
6—(2,6—dihydroxy--3,5—-dibrombenzylamino)purin, 6—(2,6-dihydroxy—3,5—dijodbenzylamino)-
purin, 6—(2,6—dihydroxy-3,5-difluorbenzylamino)purin, 6—(2—fluorbenzylamino)purin, 6-(3—
fluorbenzylamino)purin, 6—(4—flourbenzylamino)purin, 6—2-brombenzylamino)purin, 6—(3—
brombenzylamino)purin, 6-(4-brombenzylamino)purin, 6—(2—jodbenzylamino)purin, 6—3—jod-
benzylamino)purin, 6—(4—jodbenzylamino)purin, 6—(2—chlorbenzylamino)purin, 6—(2—chlor-
benzylamino)purin, 6—(3—chlorbenzylamino)purin, 6—(4-chlorbenzylamino)purin, 6—(2-acetyl-
benzylamino)purin, 6—(3—acetylbenzylamino)purin 6—(4—acetylbenzylamino)purin, 6-(3—
karboxybenzylamino)purin, 6—(4—karboxybenzylamino)purin, 6—(2—acetoxybenzylamino)purin,
6—(3—acetoxybenzylamino)purin, 6-(4—acetoxybenzylamino)purin, 6—(2—nitrobenzylamino)-
purin, 6—(3—nitrobenzylamino)purin, 6—(4-nitrobenzylamino)purin, 6—(2-sulfobenzylamino)-
purin, 6—(3—sulfobenzylamino)purin, 6—(4—sulfobenzylamino)purin, 6—(2-kyanobenzylamino)-
purin, 6—(3~kyanobenzylamino)purin, 6—(4-kyanobenzylamino)purin, 6—(5—nitro—2-methyl-
benzylamino)purin, 6—(2—methylbenzylamino)purin, 6—3—methylbenzylamino)purin, 6—(4—
methylbenzylamino)purin, 6—(4-methylaminobenzylamino)purin, 6—2—-methoxybenzylamino)-
purin, 6-(3—~methoxybenzylamino)purin, 6~(4-methoxybenzylamino)purin, 6«2-hydroxybenzyl-
amino)purin, 6—(3—hydroxybenzylamino)purin, 6—(4-hydroxybenzylamino)purin, 6—(4-hexyl-
benzylamino)purin, 6—(4—hexylbenzylamino)purin, 6—2—formylbenzylamino)purin, 6—(3—
formylbenzylamino)purin, 6~(4—formylbenzylamino)purin, 6—(2—ethoxybenzylamino)purin,
6—(3—ethoxybenzylamino)purin, 6-(4—ethoxybenzylamino)purin, 6—~(4—ethylbenzylamino)purin,
6—(4-penthylbenzylamino)purin, 6—(4—penthyloxybenzylamino)purin, 6(4—fenoxybenzyl-
amino)purin, 6—(4—fenylbenzylamino)purin, 64—propylbenzylamino)purin 6—(4-propyloxy-
benzylamino)purin, 6—(4—oktylbenzylamino)purin, 6—(4—propylbenzylamino)purin, 6(4—propyl-
oxybenzylamino)purin, 6(4—oktylbenzylamino)purin, 6—(4—oktyloxybenzylamino)purin, 64—
ethoxybenzylamino)purin, 6~(3,4—diacetoxybenzylamino)purin, 6—(3,5-diacetoxybenzylamino)-
purin, 6-(2,6—diaminobenzylamino)purin, 6—(3,5—dibrombenzylamino)purin, 6—(3,5-dibrom—4—
methoxybenzylamino)purin, 6—(2,3—dichlorbenzylamino)purin, 6—2,4—dichlorbenzylamino)-
purin, 6~(2,5—dichlorbenzylamino)purin, 6~2,6—dichlorbenzylamino)purin, 6—(3,4—dichlor-
benzylamino)purin, 6—3,5—dichlorbenzylamino)purin, 6—2,3,4,5—tetrafluorbenzylamino)purin,
6—(2—chlor-3,6—difluorbenzylamino)purin, 6—5—chlor—2—fluorbenzylamino)purin, 62,3 ,4—tri-
fluorbenzylamino)purin, 6—2,3,5-trifluorbenzylamino)purin, 6—2,4,5-trifluorbenzylamino)-
purin, 6—(3,4,5~trifluorbenzylamino)purin, 6~2,3,6—trifluorbenzylamino)purin, 6—~3—chlor—2,6—
difluorbenzylamino)purin, 6~(2—chlor—6—fluorbenzylamino)purin, 6—(2,6—difluorbenzylamino)-
purin, 6—(2,4—difluorbenzylamino)purin, 6—3,4—difluorbenzylamino)purin, 6—(2,5—difluor-
benzylamino)purin, 6—3,5-difluorbenzylamino)purin, 6—(5—fluor—2—(trifluormethyl)benzyl-
amino)purin, 6—(4—fluor-2—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 62—chlor-5—(trifluormethyl)-
benzylamino)purin, 6~2—(difluormethoxy)benzylamino)purin, 6—3—difluormethoxy)benzyl-
amino)purin, 6—(4—(difluormethoxy)benzylamino)purin, 6—+2-fluor-5—trifluormethylibenzyl-
amino)purin, 6—(3—fluor—4—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6—(2—fluor-4—(trifluormethyl)-
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benzylamino)purin, 6—(2—(trifluormethylthio)benzylamino)purin, 6—-(2—fluor—3—(trifluormethyl)-
benzylamino)purin, 6—(2~chlor-6—fluor-3-methylbenzylamino)purin, 6~(6—chlor—2—fluor-3—
methylbenzylamino)purin, 6—(3—chlor—2—fluor—5—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 63—
chlor-2—fluor—6—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6~(2,3—difluor—4-methylbenzylamino)-
purin, 6-(2,6—difluor-3-methylbenhylamino)purin, 6—(2—fluor—6—trifluormethyl)benzylamino)-
purin, 6—(3—chlor-2,6—difluorbenzylamino)purin, 6—(3—(trifluormethylthio)benzylamino)purin,
6—(3—fluor—4—methyl benzylamino)purin, 6—(4—fluor-3—methoxylbenzylamino)purin, 6—(5-
fluor—2-methylbenzylamino)purin, 6-(2—chlor-3,6—difluorbenzylamino)purin, 6—(4—(trifluor-
methylthio)benzylamino)purin, 6~(3—fluor-5—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6~(2—chlor-4-
fluorbenzylamino)purin, 6—(2—(trifluormethoxy)benzylamino)purin, 6—(3—(trifluormethyl)benzyl-
amino)purin, 6—(2—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6—~(4—(trifluormethyl)benzylamino)purin,
6—(4—chlor-3—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6—(4—fluor-3—(trifluormethyl)benzylamino)-
purin, 6—(3,5-bis(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6—(3—(trifluormethoxy)benzylamino)purin,
6—(4—(trifluormethoxy)benzylamino)purin, 6—(4—(trifluormethyl)benzylamino)purin, 6(4-di-
ethylaminobenzylamino)purin, 6—(3,4-dihydroxybenzylamino)purin, 6~(3,5-dihydroxybenzyl-
amino)purin, 6—(3,4—dihydroxybenzylamino)purin, 6—(2,3—ethylenedioxybenzylamino)purin,
6—2,4—dihydroxybenzylamino)purin, 6-(2,5—-dihydroxybenzylamino)purin, 6~(2,6-dihydroxy-
benzylamino)purin, 6—(3,4—dimethoxybenzylamino)purin, 6~(3,4-dimethoxybenzylamino)purin,
6—(3,5—dimethoxybenzylamino)purin, 6—(2,3—dimethoxybenzylamino)purin, 6—(2,4-dimethoxy-
benzylamino)purin, 6—2,5—-dimethoxybenzylamino)purin, 6—2,6-dimethoxybenzylamino)purin,
6—(3—-hydroxy—4-methoxybenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy—3-methoxybenzylamino)purin,
6—(4-hydroxy-3-methoxybenzylamino)purin, 6—(2-hydroxy—4-methoxybenzylamino)purin,
6—(4-hydroxy—2-methoxybenzylamino)purin, 6—2-hydroxy-5-methoxybenzylamino)purin,
6—(3—hydroxy-4-methoxybenzylamino)purin, 6~(4-hydroxy-3-methoxybenzylamino)purin,
6—(2-hydroxy—-6-methoxybenzylamino)purin, 6—(3-hydroxy—5-methoxybenzylamino)purin,
6—(4,5-dimethoxy—2—nitrobenzylamino)purin, 6—(3,4-dimethylbenzylamino)purin, 6—(2,3—di-
methylbenzylamino)purin, 6—2,4—dimethylbenzylamino)purin, 6—2,6-dimethylbenzylamino)-
purin, 6+2,6—dimethyl-4-hydroxybenzylamino)purin, 6—3,5-dimethyl-4—hydroxybenzyl-
amino)purin, 6—(2—fluor—4-hydroxybenzylamino)purin, 6—(3—fluor—4-methylbenzylamino)purin,
6—(3,4—dinitrobenzylamino)purin, 6~3,5—dinitrobenzylamino)purin, 6—(2-methyl-5-nitro-
benzylamino)purin, 6—(3—methyl—4-nitrobenzylamino)purin, 6~(3,4—dijod—4-hydroxybenzyl-
amino)purin, 6—2—chlor-3,4—dimethoxybenzylamino)purin, 6—(4-chlor-3,5-dinitrobenzyl-
amino)purin, 6—2—chlor—4—fluorbenzylamino)purin, 6—3—chlor—4-fluorbenzylamino)purin,
6—(2—chlor—6—-methylbenzylamino)purin, 6—(3—chlor—2—methylbenzylamino)purin, 6—~(3—chlor—
4-methylbenzylamino)purin, 6-(5—chlor—2—-methoxybenzylamino)purin, 6—(2—chlor-4—fluor-
benzylamino)purin, 6—(4—chlormethylbenzylamino)purin, 6{2—chlor-5—nitrobenzylamino)purin,
6—(2—chlor—6-nitrobenzylamino)purin, 6~(4—chlor-3-nitrobenzylamino)purin, 6~(3,5-dibrom-
4-hydroxybenzylamino)purin, 6—3—brom—4-methoxybenzylamino)purin, 6~(4-brommethyl-
benzylamino)purin, 6—(4—butoxybenzylamino)purin, 6—(4-butoxybenzylamino)purin, 6—(4—/t—
butyl/benzylamino)purin, 6—(4—t-butyl-2,6-dimethylbenzylamino)purin, 6~(2-aminobenzyl-
amino)purin, 6-(3—aminobenzylamino)purin, 6~(4-aminobenzylamino)purin, 6—(2-amino—6—
chlorbenzylamino)purin, 6-(3—amino—4—chlorbenzylamino)purin, 6—(2—-amino-3—chlorbenzyl-
amino)purin, 6—(2—amino—4—chlorbenzylamino)purin, 6—«(2—amino—6—chlorbenzylamino)purin,
6—(2,6~diamino—3—chlorbenzylamino)purin, 6—2,6—diamino—4—chlorbenzylamino)purin, 64—
amino—3—chlorbenzylamino)purin, 6—(4-amino-5—dichlorbenzylamino)purin, 6—(5—-amino-2~
methylbenzylamino)purin, 6—~(2—amino-3—nitrobenzylamino)purin, 6—~(4-amino-3-nitrobenzyl-
amino)purin, 6—(4-benzyloxybenzylamino)purin, 6-(3-acetylbenzylamino)purin, 6(2-acetyl-
benzylamino)purin, 6—(2,3,4-trimethoxybenzylamino)purin, 6—(2,4,5-trimethoxybenzylamino)-
purin, 6—(2,4,6—trimethoxybenzylamino)purin, 6—(3,4,5—-trimethoxybenzylamino)purin, 6—2,4,6—
trimethoxybenzylamino)purin, 6—(2,3,4-trihydroxybenzylamino)purin, 62,4,6—trihydroxy-
benzylamino)purin, 6—(2,3,4-trihydroxybenzylamino)purin, 6—(3,4,5-trihydroxybenzylamino)-
purin, 6~(2,4,6-rihydroxybenzylamino)purin, 6—(2,4,5—trichlorbenzylamino)purin, 6—2,4,5-tri-
chlorbenzylamino)purin, 6—2,4,6—trichlorbenzylamino)purin, 6—(2,3,4-trichlorbenzylamino)-
purin, 6(2,3,5—trichlorbenzylamino)purin, 6—2,3,6~trichlorbenzylamino)purin, 6—(2,5,6—tri-
chlorbenzylamino)purin 6-anilinopurin 6~(2,4-bis(trifluormethyl)anilino)purin, 6—(2,5-bis(tri-
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fluormethyl)anilino)purin, 6—2,4-bis(trifluormethyl)anilino)purin, 6—3,5-bis(trifluormethyl)-
anilino)purin, 6—(2-bromanilino)purin, 6—(3—bromanilino)purin, 6(4-bromanilino)purin, 6—(4—
brom—2—chloranilino)purin, 6~(4-brom-3—chloranilino)purin, 6—+2—-brom—6—chlor—4—(trifluor-
methyl)anilino)purin, 6—(4—brom~5,6—difluoranilino)purin, 6—(2—-brom—4,6-difluoranilino)purin,
6—(4-brom-2,6—difluoranilino)purin, 6-(4-brom—2—fluoranilino)purin, 6—(2-brom—4—fluor-
anilino)purin, 6—(2~brom—4-methylanilino)purin, 6—(3—brom—2-methylanilino)purin, 64—
brom-3—methylanilino)purin, 6—(2—-brom—4—(trifluormethoxy)anilino)purin, 6—3-brom-4—tri-
fluormethoxy)anilino)purin, 6—(4-brom—2—(trifluormethoxy)anilino)purin, 6~(2—-brom—4,5,6~tri-
fluoranilino)purin, 6—(2,4—dibromanilino)purin, 6—(2,5—dibromanilino)purin, 6—2,4—dibrom—
3,6—dichloranilino)purin, 6~2,6—dibrom—4—fluoranilino)purin, 6—2,6—dibrom—4—(trifluor-
methoxy)anilino)purin, 6(2,4~dibrom—6—(trifluormethyl)anilino)purin, 6—2,6—dibrom—4—(tri-
fluormethyl)anilino)purin, 6—(2,6—dichloroanilino)purin, 6—(3,4—dichloranilino)purin, 6—(3,5-di-
chloranilino)purin, 62,6—dichlor—4—(trifluormethoxy)anilino)purin, 6—(2,4—dichlor-6—trifluor-
methyl)anilino)purin, 6—(2,6—dichlor—4—(trifluormethyl)anilino)purin, 6~(2,3—difluoranilino)-
purin, 6~(2,4—difluoranilino)purin, 6—2,5—difluoranilino)purin, 6~(2,6—difluoranilino)purin,
6—(3,4—difluoranilino)purin, 6—3,5—difluoranilino)purin, 6~(2-difluormethoxyanilino)purin,
6—(2—difluormethoxy—5—nitroanilino)purin, 6—(2,3—difluor-6-nitroanilino)purin, 6—(2,4—difluor-
6-nitroanilino)purin, 6—(2,4-dijodanilino)purin, 6—+2,3—dimethylamino)purin, 6-(2,4—dimethyl-
amilino)purin, 6—2,3—dimethyl-6-nitroanilino)purin, 6—2,4-dimethoxyanilino)purin, 6—(2,3di-
methoxyanilino)purin, 6—(2,3—dinitro—6—methylanilino)purin, 6—(4-hydroxy—2—methylanilino)-
purin, 6-(2—chloranilino)purin, 6—(3—chloranilino)purin, 6—(4—chloranilino)purin, (3—chlor-2,6—
dibrom—4—fluoranilino)purin, 6—(2—chlor—4—fluoranilino)purin, 6(2—chlor-5—fluoranilino)purin,
6—(2—chlor—6—fluoranilino)purin, 6—(3~chlor—2—fluoranilino)purin, 6—(3—chlor—4—fluoranilino)-
purin, 6—(4—chlor-2—fluoranilino)purin, 6—(5—chlor—2—fluoranilino)purin, 6~(2—chlor-4-fluor-5-
methylanilino)purin, 6—(5—chlor-4—fluor-2-nitroanilino)purin, 6—(5—chlor-2-hydroxyanilino)-
purin, 6-(4—chlor-2—jodanilino)purin, 6—2—chlor—4-jodanilino)purin, 6-(2—chlor—6—methyl-
anilino)purin, 6-(3—chlor-2—methylanilino)purin, 6—(3—chlor-4—(trimethoxy)anilino)purin, 6—(4—
chlor—2—(trifluormethoxy)anilino)purin, 6—(2—fluoranilino)purin, 6—(3—fluoranilino)purin, 64—
fluoranilino)purin, 6-(2—fluor—4—jodanilino)purin, 6+2—fluor—5—nitroanilino)purin, 6—(2—fluor—
4-methylanilino)purin, 6~(3—fluor-2-methylanilino)purin, 6—(3fluor-4-methylanilino)purin,
6—(4—fluor—2-methylanilino)purin, 6~3—fluor—4—methylanilino)purin, 6—(5—fluor—2-methyl-
anilino)purin, 6—(4—fluor—2—nitroanilino)purin, 6—4-fluor—3-nitroanilino)purin, 6—(2—jod-
anilino)purin, 6—(2—fluor—4—(trifluormethyl)anilino)purin, 6—4-jod—2—methylanilino)purin,
6—(2—methoxyanilino)purin, 6~(3—methoxyanilino)purin, 6—(4-methoxyanilino)purin, 62~
methoxy—5—-methylanilino)purin, 6—(2-methoxy—6—methylanilino)purin, 6—~(4-methoxy-2—
methylanilino)purin, 6—(5-methoxy—2—methylanilino)purin, 6—(4-methoxy-3—(trifluormethyl)-
anilino)purin, 6-(2-methylanilino)purin, 6—(4—methylanilino)purin, 63—methylanilino)purin,
6—(2—methyl-3—(trifluormethoxy)anilino)purin, 6—2—-methyl-4—(trifluomethoxy)anilino)purin,
6—(2—methylthio)anilino)purin, 6~(4—(methylthio)anilino)purin, 6—(2-nitroanilino)purin, 63—
nitroanilino)purin, 6—(4—nitroanilino)purin, 6-(2-nitro—4,5,6-trifluoranilino)purin, 6—(2—nitro—4-
(trifluormethoxy)anilino)purin, 6—(2—nitrotetrafluoranilino)purin, 6—(2,3,4,5,6—pentabrom-
anilino)purin, 6-(2,3,4,5,6-pentafluoranilino)purin, 6~2,3,4,5-tetrachloranilino)purin,
6—2,3,5,6-tetrachloanilino)purin, 6—(4—(1,1,2,2—tetrafluorethoxy)anilino)purin, 62,3,4,5-tetra-
fluoranilino)purin, 6—(2,3,4,6—tetrafluoranilino)purin, 6—(2,3,5,6-tetrafluoranilino)purin,
6—(2,3,5,6-tetrafluor—4—(trifluormethyl)anilino)purin, 6—2,4,6~tribromanilino)purin, 6-(2,4,6—
tribrom—3,5-dijodanilino)purin, 6—2,3,4—trichloranilino)purin, 6—(2,4,5—trichloranilino)purin,
6—(2,4,6-trichloranilino)purin, 6—(2,4,5-trifluoranilino)purin, 6~2,3,5-triofluoranilino)purin,
6—(2,3,6-trifluoranilino)purin, 6~(2,3,4—trifluoranilino)purin, 6—(2—trifluormethoxyanilino)purin,
6—(3-trifluormethoxyanilino)purin, 6~(4-trifluormethoxyanilino)purin, 6+(2,3,4-trifluor—6-
nitroanilino)purin, 6~(2,4,5—trimethylanilino)purin, 6~2,4,6-trimethylanilino)purin, 6—(3—chlor—
5—aminoanilino)purin, 6—(3—chlor—4-karboxyanilino)purin, 6—«(3-amino—4—chloranilino)purin,
6—(3—chlor—4-aminoanilino)purin, 6—(3-karboxy-4-hydroxyanilino)purin.
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3. Zpusob pripravy substituované heterocyklické slouCeniny na bazi N°—substituovaného
adeninu podle naroku 1 nebo 2 obecného vzorce I, ve kterém R, a R maji stejné vyznamy jako
vnaroku 1, vyzna&eny tim, Ze se 6-chlor, brom nebo methylthio derivat obecného
vzorce I nukleofilng substituuje v poloze 6 za ulelem pievedeni atomu chloru nebo bromu
v poloze 6 za néktery jiny z vyznamii obecného substituentu Re uvedenych vySe za vzniku
derivatu obecného vzorce I, ve kterém R; a Rg maji vyznamy uvedené v naroku 1.

4. Zptsob pripravy substituované heterocyklické sloueniny na bazi N®—substituovaného
adeninu podle naroku 1 nebo 2 obecného vzorce I, ve kterém R, a Rs maji vyznamy jako v naroku
l,vyznadeny tim, Ze se 6-amino derivat obecného vzorce I substituuje v poloze 6 reakci
s aldehydem obecného vzorce R's~CHO, ve kterém R’s ma néktery z vyznami podle néroku 1
obecného vzorce I, za G&elem prevedeni aminoskupiny v poloze 6 za substituent podle naroku 1
obecného vzorce 1.

5. Dusikaté heterocyklické sloudeniny na bazi N®—substituovaného adeninu podle néroku
1 nebo 2 obecného vzorce I pro pouZiti jako léCiva.

6. Dusikaté heterocyklické sloudeniny na bazi N®—substituovaného adeninu podle naroku
1 nebo 2 obecného vzorce I pro pouZiti jako ristové regulatory rostlin, savcli, mikroorganismu,
kvasinek a hub.

7. Dusikaté heterocyklické slouteniny na bazi N°-substituovaného adeninu podle naroku
1 nebo 2 obecného vzorce I pro pouziti jako kosmetické piipravky.

8. Farmaceutické, kosmetické a tkatiové piipravky, vyznadeny tim, Ze obsahuji
dusikatou heterocyklickou slou¢eninu na bézi N°-substituovaného adeninu obecného vzorce I
podle naroku 1 nebo 2 &i farmaceuticky pijatelnou sil takovéto sloudeniny vetné farmaceu-
tického nosice.

9. Pouziti dusikaté heterocyklické sloudeniny na bazi NC-substituovaného adeninu podle
naroku 1 nebo 2 obecného vzorce I pii pFipravé afinitnich adsorpénich nosicéi, imobilizovanych
enzymi pro kontrolu vyrobnich procest, reagencii pro imunodetekei, diagnostickychvzorka, c,
3H, avidinem a biotinem zna&enych slou¢enin a oligonukleotidi.

10. Pouziti dusikaté heterocyklické slouteniny na bazi N°-substituovaného adeninu podle
naroku 1 nebo 2 obecného vzorce I nebo farmaceuticky pfijatelnych soli takovéto slouceniny
véetn& farmaceutického noside pro pipravu farmaceutické kompozice pouZitelné jako mitotikum
¢i antimitotikum, zejména pti 1éeni nadorovych onemocnéni, pfi psoriaze, revmatické artritis,
lupusu, diabetu I typu, roztrouené skleréze, restendze, polycystickému onemocnéni ledvin, host
graft disease a dny, parasitozich zpisobenych houbami anebo prvoky, Alzheimerové chorobé,
anebo jako antineurogenerativniho 1éSiva, anebo k supresi immunostimulace, anebo k léCeni
proliferaénich onemocnéni kiiZe.

11. Dusikaté heterocyklické sloudeniny na bazi N°—substituovaného adeninu podle néroku
1 nebo 2 obecného vzorce I pro pouziti jako ristové regulatory v zeméd€lstvi, zejména pro
zvyseni vynosu a kvality zemédélskych produkti.

12. Dusikaté heterocyklické sloudeniny na bézi N®—substituovaného adeninu podle néaroku
1 nebo 2 obecného vzorce I pro pouziti jako kosmetického piipravku pro zpomaleni senescence
sav&ich pokozkovych bung&k, napiiklad keratinocyti &i fibroblasti.

13. Dusikaté heterocyklické slouCeniny na bazi N°®—substituovaného adeninu podle naroku

1 nebo 2 obecného vzorce 1 pro pouZiti jako ristového regulatoru v tkafiovych kulturach ke
stimulaci proliferace a morfogeneze.
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14. Pouziti dusikaté heterocyklické slbuéeniny na bazi N°-substituovaného adeninu podle
néroku 1 nebo 2 obecného vzorce I pro vyrobu pfipravki pouzivanych ke klonovéni rostlinnych
i sav&ich zarode&nych bun&k a embryi, s vyhodou oocyti.

15. Pouziti dusikaté heterocyklické sloudeniny na bazi Né-substituovaného adeninu podle
naroku 1 nebo 2 obecného vzorce I pro vyrobu lé¢iva na potladeni imunostimulace napiiklad
arthritis nebo pfi potladeni odmitnuti transplantovanych organii u savcu.

10 vykrest
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Obr. 1: Inhibice ristu nddorovych bun¥¥nych linii K562 (A) and CEM (B) novymi
cytokininy, Cytotoxicita byla stanovena pomoci testu Calcein AM. Aktivita je vyjadfena v
procentech maximdlni aktivity (v nepfitomnosti inhibitoru). iP: isopentenyladenin; 2F BAP:
6-(2-fluorobenzylamino)purin; 2CI BAP: 6-(2-chlorobenzylamino)purin; 20H-30CH; BAP:
6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamino)purin.
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Obr. 2: Senescentni buriky lidskych fibroblasti (B) (ne ostatni buiiky (A)) znatené modte
vzhledem k pisobeni -galaktosidasy na substrit X-gal (S-bromo-4-chloro-3-indolyl -D-
galactopyranosid) (1 mg/mi).
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Obr. 3: Indukce apoptosy v nadorovych buiikich linie MCF-7 cells po aplikaci cytokininu 6-
(2-hydro-3-methoxybenzylamino)purinem. A MCF-7, apoptoické buitky: 6 h, 12, 20uM, B
MCF-7, sekundarné nekrotické busiky (i.e. nekrosa nasledujici apoptosu), 12 h, 12, 40 uyM; C
MCEF-7, necrotické butiky, 24h, 12, 40pM. Anexin FITC V (Mol. Probes) a propidium iodid
znadeni: anexin — zelena, PI — Cervena.
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Obr. 4: Detekce apoptozy pomoci Anexinu (zelené fluorescence) a znateni Hoechstem 33258
(modra fluorescence). Analyzovano pomoci “Olympus image analysis” u nadorovych bunék
linie MCF-7 po oSetfeni 6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamino)purinem. A.B — kontrolni butiky
bez ofetieni; C,D — apoptoické buriky (kondenzace chromatinu), A,C -~ fluorescenéni
microskopie; B,D — image analyza fluorescence.
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Obr. 5: Vliv novych cytokinini na retenci chlorofylu v extirpovanych listovych segmentech
pienice. Prezentované hodnoty jsou vyjadfeny v % vychoziho obsahu chlorofylu v &erstvych
listech pfed inkubaci s cytokininy. Pferufovana &ara ptedstavuje kontrolni méfeni bez

ptitomnosti cytokining, tj. 31,7 + 0,9.
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Obr. 6:Vliv ndvich cytokinind na riist cytokinin-dependentniho kalusu tabdku. PferuSovand
&éra pfedstavuje kontroln{ m&fen{ bez pfitomnosti cytokining, tj. 2,2+ 0,4 g.
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Obr. 7: Vliv novych cytokinind na syntézu betacyaninu v kotyledonidmich/hypokotylarich
explantitech Amaranthus caudatus. Prezentované hodnoty pfedstavuji rozdily v jednotkach
0.D. mezi absorbcanci pii 537 a 620 nm.
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Obr. 8. Relativni poet explantétd s alespofl jednim hnédym listem v z4vislosti na dase
~ (M:BA, ®:mT, A: mMcOBAP)
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Obr. 9. Relativni podet uhynulych explantitd v zdvislosti na dase (Hl: BA, ®: mT, A:
mMeOBAP)
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Obr 10. Vlevo: uhynuly explantat Rosa hybrida na mediu obsahujicim BAP; vpravo: zdravy
explantat Rosa hybrida na mediu s mMeOBAP po 121 dnech kultivace

Konec dokumentu
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