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Cile prace
Vypracovani literarni reSerSe na téma aromatické cytokininy.
Syntéza nékolika aromatickych cytokininG a pfiprava jejich protonizovanych
derivatd.
Charakterizace nové pfipravenych latek pomoci fyzikdlné-chemickych metod.
Vytvoreni krystalickych materiall a monokrystall pfipravenych derivati a jejich
detailni charakterizace pomoci nastroji rentgenové difrakce (monokrystalové a
praskové XRPD difrakce).
Biologicka aktivita pripravenych derivatl in vitro a in vivo a testy rozpustnosti

nové pfipravenych latek.



Seznam pouzitych zkratek
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BAP

mT

m-topolin mesylat
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m-MeOBAP nitrat
Kinetin mesylat
BAP mesylat

BAP chlorid
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N6-(A2-isopentenyl)adenin
6-furfurylaminopurin (Kinetin)
6-benzylaminopurin
6-(3-hydroxybenzylamino)purin (meta-topolin)
6-(3-hydroxybenzylamino)purin methansulfonat
6-(3-hydroxy-benzylamino)purin nitrat
6-(3-hydroxy-benzylamino)purin chlorid
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6-(2-hydroxybenzylamino)purin nitrat
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6-(4-hydroxybenzylamino)purin methansulfonat
6-(4-hydroxybenzylamino)purin nitrat
6-(4-hydroxy-benzylamino)purin chlorid
6-(3-methoxy-benzylamino)purin chlorid
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6-(3-methoxy-benzylamino)purin nitrat
6-furfurylaminopurin methansulfonat
6-benzylaminopurinia methansulfonat
6-benzylaminopurin chlorid

6-benzylaminopurin nitrat
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DMADP
IPT
ADP
ATP
LOG
CKX
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ROS
XRPD

API

HPLC

NMR
FZU AV CR
RVO
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CRH
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GEP
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isopentenyl transferaza

adenosindifosfat
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reaktivni kyslikové radikaly (reactive oxygen species)
rentgenova praskova difrakce (X-ray powder diffraction)

aktivni farmaceuticka substance (active pharmaceutical
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vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance

liquid chromatography)
nuklearni magneticka rezonance
FyzikaIni Ustav Akademie véd CR
rotacni vakuova odparka

pocet otacek za minutu
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vyzkum
mezinarodni stupnice vyvojovych a rlstovych stadii rostliny

Good Experimental Practise
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1 Uvod

Vétsina biologickych procest rostlin je ovlivnéna rostlinnymi hormony. Mezi Sirokou
Skalu fytohormona patfi zejména auxiny, cytokininy, gibberelliny, kyselina salicylova,
kyselina jasmonova, strigolaktony, kyselina abscisovd, brassinosteroidy, kyselina
salicylova a ethylen. Tyto latky se chovaji jako signalni molekuly, které maiji vliv naptiklad
na rast jednotlivych ¢asti rostliny, bunécnou diferenciaci, odpovéd rostliny na bioticky a
abioticky stres anebo oddaleni senescence (O’Brien a Benkova, 2013; Guo a Gan, 2005).
Jsou to malé organické molekuly s nizkou specifitou ucinku a plsobi ve velmi nizkych
koncentracich (Davies, 2004; Harrison, 2012). Za dalsi vyznamny znak fytohormon Ize
povazovat jejich komplexnost, kdy jsou schopny zaroven plsobit na rGzné rostlinné
procesy (Pospisilova, 2003). Jsou znamy jejich synergické a antagonistické ucinky
zplUsobené kombinaci rlznych hladin odliSnych fytohormond (Machackova, 1998).
Napriklad je velmi dobfe zndm antagonismus cytokininli a auxint v ristovém vrcholu
rostliny. Auxiny pfi této tzv. apikdlni dominanci potlacuji v Uzlabnich pupenech syntézu
lokalnich cytokininG (Tanaka et al., 2006). Vyznamnym znakem rostlinnych regulatort je
jejich G¢innost ve velmi nizkych aZ stopovych koncentracich, fadové 10 az 10712
(Lustinec a Zarsky, 2003). Nicméné, cytokininové baze nejsou ve vodé dobie rozpustné.
Aromatické cytokininy se od svého objeveni uplatiuji ¢asto jako aktivni latky v médiich
pfi mikropropagaci rostlin (Murashige a Skoog, 1962, McGaw a Burch, 1995 nebo Aremu
etal., 2012). Pro tyto biotechnologické aplikace je zasadni vyssi rozpustnost danych latek
ve vodé — usnadniuje to napfiklad manipulaci s [atkami ¢i jejich fedéni. NavysSenim
rozpustnosti cytokinind muzZe také samoziejmé dojit ke zvysSeni tzv. biodostupnosti
danych latek pro rostliny. Velmi vyznamné je zvySeni rozpustnosti pfi planovaném
pouZiti pro tzv. ,chytrd hnojiva“, kde jsou ve smési s dalSimi latkami, napfiklad
anorganické povahy. Diplomova prace se zabyva zvySenim rozpustnosti zejména
aromatickych cytokinin ve vodé, coi muiZe znacné zlepsit jejich aplikaci
v biotechnologiich (Plihalova et al., 2016). Také byla provedena detailni charakterizace
nové pfipravenych protonizovanych aromatickych cytokinind pomoci monokrystalové a

praskové rentgenové difrakce.
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2 Teoreticka cast

2.1 Cytokininy

Cytokininy patfi mezi rostlinné hormony, které se vyznaluji predevsim vlivem na
bunécnou diferenciaci, déleni bunék, oddaleni senescence a tvorbu adventivnich
pupend (Davies et al., 2010). Je zndmo, Ze cytokininy se vyskytuji v rostliné v radu ng/g
rostlinné hmoty (Tarkowski et al., 2004). Pisobi tedy ve velmi nizkych koncentracich.
Dualezitym faktorem rdstu a vyvoje rostlin je vzajemny pomér mnozstvi cytokininG a
dalsich fytohormon, auxinl v rostliné. Pokud se cytokininy vyskytuji v rostliné ve vyssi
koncentraci neZ auxiny, dochazi k vyssi podpore rdstu nadzemni ¢asti rostliny. Pokud
prevysuji auxiny, dochazi k vyssimu rlstu korenovych systémui (Davies et al., 2010).

Prvni objeveny cytokinin, 6-furfurylaminopurin, nazvany kinetin, byl popsan
v roce 1955 v autoklavované sledi DNA (Miller et al., 1955, 1956). AZ o mnoho let pozdéji
nasledovala izolace prvniho pfirozené se vyskytujiciho cytokininu, 6-(4-hydroxy-3-
methylbut-2-enylamino)purinu (trans-zeatinu), z endospermu kukufice Zea mays, a to
v roce 1963 (Letham, 1963).

Cytokininy se z chemického hlediska déli na purinové, kdy strukturnim zakladem
je aminopurin, na ktery je vidy na atomu N6 navazan aromaticky Ci isoprenoidni
substituent (Spichal, 2012). Dale zname také cytokininy syntetické, které maji ve své
strukture jako zdklad mocovinu. Cytokininy tedy rozdélujeme v zdsadé na tfi skupiny, viz
obr. 1. Prvni skupinou jsou cytokininy isoprenoidni, patfi mezi né napfiklad trans-zeatin,
6-(4-hydroxy-3-methylbut-cis-2-enylamino)purinu  cis-zeatin ~ (cZ) ¢ N6-(A2-
isopentenyl)adenin (iP). Zeatin se mlzZe vyskytovat v pfirodé ve dvou geometrickych
izomerech diky pfitomnosti dvojné vazby v postrannim retézci. Cis-zeatin byl objeven
pouze u nékterych typu rostlin, naptiklad v semenech cizrny (Cicer arietinum), ale
v téchto rostlinach je vice abundantni nez jeho druhd izomerni forma — trans-zeatin (tZ)
(Emery et al., 1998; Gajdosova et al., 2011). Naopak tZ je aktivni izomer ve vSech
rostlinach a pouZivd se také pfi biologickém testovani jako srovndvaci latka.

Druhou skupinu tvofi cytokininy aromatické. Patfi sem zejména 6-
benzylaminopurin (BAP), dale napfriklad 6-(3-hydroxybenzylamino)purin (meta-topolin,
mT) ¢i 6-furfurylaminopurin (Kinetin, K). Jako aromaticky substituent se zde vyskytuje

benzyl (BAP), substituovany benzylovy kruh (topoliny) nebo furfuryl (K). Problematicka
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je jejich rozpustnost ve vodé, kterd je zplsobena jejich lipofilni povahou.
Do treti skupiny vySe zminénych syntetickych cytokinini s mocovinovym
zakladem patfi naptiklad 1-fenyl-3-(1,2,3-thidiazol-5-yl)mocovina (thidiazuron) nebo N-

fenyl-N"-2-chloro-4-pyridylmocovina (pyridilmocovina).

HO

NH NH NH
N N N
NF ‘ N | NF ‘ N
) Ly I
X, N X, N X, N
trans-zeatin (tZ) benzylaminopurin (BAP) kinetin (K)

o] /EN\\
N
A A

thidiazuron
Obr. 1: Strukturni reprezentace trans-zeatinu, benzylaminopurinu, kinetinu a thidiazuronu

2.2 Biosyntéza a inaktivace cytokininl

V pfirodé se vyskytujici cytokininy jsou zpravidla adeninové derivaty s isoprenoidnim
postrannim fetézcem pfipojenym na atomu N6 adeninu. Ve vysSich rostlinach se
vyskytuje v nejvy$sSim mnozstvi trans-zeatin. Cytokininy jsou aktivni jako volné baze
(Hothorn et al., 2011; Lomin et al., 2015), avSak mohou se vyskytovat také ve formé
raznych konjugatd, napftiklad ribosidl, kdy k cytokininu je nejéastéji pres N9 atom
pfipojena ribdza, anebo ve formé ribotidu, ve kterém je na ribosid napojena nejméné

jedna fosfatova skupina.
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Biosyntéza je zahdjena adici 3-methylbut-2-en-1-ylu, odebraného z dimethylallyl
difosfatu (DMADP), na atom N6 adenosindifosfatu (ADP) ¢i adenosintrifosfatu (ATP).
Tato reakce je katalyzovana pomoci isopentenyl transferazy (IPT) (Sakakibara, 2006).
Vzniklé iP ribotidy mohou byt hydroxylovdny na isoprenoidnim ftetézci pomoci
cytochromu P450 (CYP735A1 a CYP735A2) na cytokininy trans-zeatinového typu (Takei
et al., 2004b). Aktivni formy cytokinin( (volné baze) vznikaji pomoci katalyzy enzymi
LONELY GUY (LOG) odstépenim cukernych zbytk( (Kurakawa et al., 2007; Kuroha et al.,

2009). Syntéza aromatickych cytokinin( zatim neni zcela objasnéna (Kieber et al., 2018).

2.3 Inaktivace cytokinint

Existuji dvé r(izné cesty inaktivace cytokinin(i. Prvni cestou je degradace pomoci
cytokinin oxidaz (CKX), které odstépi postranni retézec na atomu N6 adeninu (Werner
et al.,, 2006). Druhou moznosti je konjugace volnych bazi s jednoduchymi cukry,
nejcastéji s glukdzou. Tato konjugace muze probihat dvéma zpUsoby. N-glukosylaci na
N7 atomu purinu nebo N9 atomu purinu, ktera je ireverzibilni. Dalsi moznosti je jesté
adice glukozy na kyslikovy atom hydroxylu v substituentu v poloze C6 purinu a vznik
reversibilniho O-glukosidu.

Stézejnimi enzymy, jenz se Ucastni N-glukosylace, jsou glukosyltransferazy
vyuzivajici uridin difosfat glukézu a uridin trifosfat glukézu jako glukosylové donory
(Spichal, 2012). O-glukosylace pres kyslik visoprenoidnim fetézci cytokininu je
reverzibilni pomoci R-glukosiddz (Brzobohaty et al., 1993). Tato vratnd forma
glukosylace je tedy moZnosti, jak do¢asné snizit mnozstvi aktivnich forem isoprenoidnich
a aromatickych cytokininG v rostliné. Mezi enzymy uUcastnici se reverzibilni deaktivace
cytokinin( jsou fazeny O-glukosyltranferazy a O-xylosyltransferazy (David W. S. Mok et
al., 2001). Cytokininy, takto napojeny na glukézové jednotky, jsou inaktivni
v cytokininovych biotestech a také nejsou schopny se vdzat na histidin kindzové (HK)

cytokinové receptory (Spichal et al., 2004).

2.4 Rozpustnost

Problémem aromatickych cytokininl pro pouziti v biotechnologiich, zejména
v mikropropagaci rostlin, je jejich nizka rozpustnost ve vodé. Tuto vlastnost ovliviiuje
aromatické jadro purinu, ale taky hydrofobicita postrannich fetézc(i (David W. S. Mok,
1994). Zvysenim rozpustnosti ve vodé by se znacné ulehcilo také jejich pouziti v
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rostlinnych hnojivech, kdy vétsina nerozpustnych latek se nejprve rozpousti v DMSO a
nasledné fedi do vody. Stejné se postupuje i pfi testovani biologické aktivity téchto
derivatl. Bohuzel pouziti DMSO jako vehikula muze také prinaset nevyhody. Bylo
zjisténo, ze DMSO mUzZe nepfimo zvySovat mnozstvi prolinu v rostlinnych burikach,
jelikoz ovliviiuje mnoZstvi reaktivnich kyslikovych radikalt (ROS) v rostliné (Zhang et al.,
2016). Prolin je multifunkéni aminokyselina, jejiz nahromadéni v rostlinnych burnkach
poukazuje napftiklad na bioticky a abioticky stres v rostliné (Szabados et al., 2010).
ZvysSenim rozpustnosti aromatickych cytokinin( ve vodé by bylo mozné se vyhnout
pouZiti tohoto rozpoustédla a vyhnout se tedy i nékterym jeho negativnim Gc¢inkm na

rostlinu.

2.4.2 Zvyseni rozpustnosti

Tato prace navazuje na bakalarskou praci ,Pfiprava a vlastnosti vybranych
protonizovanych cytokinind“ (Klos, 2018), pricemz vyuZivd podobné principy
rozpousténi latek prevedenim cytokininovych bazi na nékolik soli mineralnich kyselin.
Dochazi k protonizaci vybrané cytokinové baze. Tato diplomova prace rozsifuje
spektrum aromatickych cytokininG, které byly prevedeny na jejich rozpustnéjsi,
protonizované soli, zkouma jejich rozpustnost, fyzikalné chemické a krystalografické
vlastnosti a zejména vyrazné rozsifuje spektrum pouzitych kyselin. Tim dochazi i

k pripravé nékolika vyznamné ucinnych a velmi dobfe rozpustnych derivata.

2.5 Krystalografie

Kazda chemicka slouéenina je schopna existovat ve Ctyfech riznych stavech — pevném,
kapalném, plynném a plazmatu. V plynném stavu ma systém vysokou tepelnou energii
a molekuly se chovaji takika nezavisle. Pokud dojde k ochlazeni, snizi se celkova energie
systému a za¢nou se uplatiovat vazby mezi molekulami, napfiklad slabé vazebné
interakce, které jsou vSak nestalé — v tomto pfipadé mluvime o kapalném stavu. Jakmile
dojde k vétsimu ochlazeni, zacinaji byt veskeré vazby v systému stalé a mluvime o
pevném stavu. Usporadani molekul v [dtce mlze byt bud’ pravidelné — krystalicky stav,

anebo nepravidelné —amorfni stav (Valvoda, 1992).
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2.6 Krystal a krystalova mrizka

Krystal je homogenni anizotropni prostfedi s ostrym bodem tdni a trojrozmérné
periodickym uspofadanim stavebnich ¢astic, tzv. motivem. Stavba krystalu je dana
chemickym sloZenim latky a také prostorovymi vlastnostmi molekul dané latky. Kazdou
strukturu krystalu lze vytvofit pouze periodickym opakovanim jejiho motivu. Motiv mlize
byt periodicky opakovan rGznymi mechanismy — translaci (posunutim), otacenim,
zrcadlenim, ¢i kombinaci téchto mechanismu.

Polykrystalické latky se skladaji z vétSiho mnoiZstvi malych krystald tzv.
monokrystalll s velikosti castic priblizné 10 um az nékolik milimetr(. Uvnitf
monokrystalll je pravidelné usporadani castic, avsak jednotlivé monokrystaly jsou
v polykrystalické latce orientovany zpravidla nahodné — makroskopicka izotropie.
V pfipadé, Zze monokrystaly nejsou orientovany ndhodné, mluvime o texture materialu,
a tedy mirné anizotropii. Monokrystal ma tedy v celém svém objemu jediny opakuijici se
strukturni motiv a je anizotropni (Kraus, 1985).

Pokud chceme urcit krystalovou strukturu, musime znat krystalovou mfizku, coz
je periodické usporadani mnoziny abstraktnich bod( v prostoru. Krystalicka mfizka ma
tzv. mfizkové parametry, coZ jsou tii vektory (a, b, c) a tfi dhly (a, B, y). Ztéchto
parametrd mazZe byt uréena elementarni burika. Elementarni burika je ¢ast, ze které je
mozné urcit celou krystalickou mfizku a pokud zname motiv (atomy, ionty ¢i molekuly),
mUzZe byt popsana celd krystalicka struktura. Existuji ¢tyfi typy elementarnich bunék:
primitivni (P), bazalné centrovana (A, B, C), plosné centrovand (I) a prostorové
centrovand (F). Spolu se sedmi typy krystalovych mfizek tvofi soubor ctrndcti
Bravaisovych mfizek, které popisuji zplsoby, jak v prostoru usporadat atomy, ionty nebo

molekuly se sou¢asnym maximalnim zachovanim symetrie, viz tab. 1 a obr. 2.

Tab. 1: Bravaisovy mrizky a jejich mrizkové parametry

Krystalova soustava Mrtizkové parametry Typy elementdrni buriky
Kubicka a=b=c a=B=y=90° P, I, F

Tetragonalni a=b#c a=B=y=90° P, I
Ortorombicka/kosocétvereénd azb#c a=B=y=90° P,I,F,C

Hexagonalni a=b#c a=pB=90°y=120° P

Trigonalni a=b=c a=B=y=z90° P
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Krystalova soustava MFizkové parametry Typy elementarni buriky

Monoklinickd/jednoklonna azbzc a=y=90°B#%90° P,C

Triklinicka/trojklonna azbzc azBzy P
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Obr. 2: Bravaisovy prostorové mrizky a krystalové soustavy (Prevzato a upraveno z Hanzlikovd, 2014).
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2.7 Rentgenové zareni a princip rtg difrakce

Rentgenové zareni je druh elektromagnetického ionizujiciho zafeni s vinovymi délkami
od 10 nm az 1 pm, které se kromé l|ékarskych aplikaci (diagnostika) vyuziva v
krystalografii. Rentgenové zareni vznikd dopadem elektrond o vysoké energii na vhodny
materidl, nejcastéji napf. méd nebo kobalt (Rontgen, 1896). Pokud ma elektron
dostatecné vysokou energii, je schopen vyrazit elektron z vnitini vrstvy orbitalu atomu
pfislusného kovu. Tento vyrazeny elektron je okamzité doplnén elektronem z vyssi
vrstvy, a tedy vyssi energii nez plvodni a tento energeticky rozdil je vyzaren v podobé
charakteristického rtg zareni. Jakmile dopadne rentgenové zareni na krystal, dochazi
k difrakci zareni. Musi byt splnéna difrakéni podminka, kterd tika, ze drahovy rozdil mezi
paprsky monochromatického zareni rozptylujicimi se na rGznych rovinach hkl se
vzajemnou vzddlenosti d, dopadajicimi na né pod Uhlem & musi myt celistvy nasobek

jejich vinové délky A. Podminku difrakce vyjadiuje Braggova rovnice:
2d * sinf = nA

U rentgenové praskové difrakce (XRPD) je tato podminka splnéna, pokud je
poloha jednotlivych krystall zcela ndhodna. Této podoby Ize snadno docilit rozetfenim
vzorku v misce s tlouckem, ¢imz dojde k eliminaci pfirozené textury dané latky. S urcitou
pravdépodobnosti budou nékteré krystaly orientovany tak, Ze roviny hkl/ budou
v difrakéni poloze. Tato pravdépodobnost se zvysSuje se zvySujicim se objemem
méreného vzorku. Timto zplUsobem vznikd difrakéni zaznam neboli difraktogram, na
kterém lze vidét intenzity difrakce v zavislosti na poloze detektoru. Kazda latka nebo jeji
alotropickd modifikace ¢i polymorfie ma jiny difraktogram. Rentgenovd praskova
difrakce (XRPD) slouZi tedy jako rychld metoda ke kvalitativni analyze latky.

V ptipadé rtg difrakce na monokrystalech je méfen pouze jeden monokrystal o
velikosti od 100 pum do 1 milimetru. Ten je upevnén na sklenéném vlasu na
goniometrické hlavi¢ce a vykonava rotacni ¢i oscilacni pohyb, pfi kterém na ného dopada
rentgenové zareni, viz obr 3. Vznikaji obvykle 2D snimky zobrazujici jednotlivé difrakce,
které jsou nasledné programem zpracovany pro vypocet 3D modelu molekul (Graaf a

McHenry, 2007).
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Obr. 3: Difraktometr Supernova z FZU pouZity k méfeni monokrystali; 1 — Goniometrickd hlavicka se

sklenénym vlasem na niZ je nalepen vzorek; 2 — Plosny detektor difraktovaného zdareni Atlas S2; 3 — Médénd
rentgenovd lampa a kolimdtor rentgenového zdreni; 4 — Chladic na plynny dusik; 5 — Goniometr pro

natdceni vzorku do difrakcni polohy

2.8 Polymorfie

Schopnost molekul, iontl ¢i atomu krystalovat v rGznych krystalovych modifikacich se
nazyva polymorfie. Tyto polymorfy se mohou vyrazné lisit ve svych vlastnostech,
napfiklad v barvé, teploté tdni, stabilité, biodostupnosti, rozpustnosti a rychlosti
rozpousténi Ci toxicité. Ve farmacii jsou kladeny vysoké naroky na stabilitu daného
polymorfu, jenz ma slouzit k vyrobé |éciva. Pomoci polymorfl se vSak mohou vyhnout
nékteré firmy (generické) patentové kolizi. Jakmile firma (originator) pfipravi néjakou
novou latku, snaZi se pripravit také veskeré polymorfie dané latky a rovnéz je kryt
patentem. Registrovand latka obsahuje API (aktivni farmaceutickou substanci neboli
léCivou latku) v presné definované fyzikalni i chemické formé. K rozliSeni téchto
polymorfism( se pouZiva nejcastéji rentgenova praskova difrakce, rentgenova difrakce
monokrystalll nebo také rGzné druhy molekulové spektroskopie (B. Kratochvil et al,

2016).
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2.8.1 Krystalizace

Krystalizace zroztoku je separaéni metoda, ve které je oddélena pevnd faze od
matecného roztoku. Tento proces musi byt peclivé kontrolovdn, aby bylo dosazeno
uréitych pozadavkd na tvar krystalll, velikost, stupen shlukovani, stabilitu a cistotu.
Docilit krystalizace je mozno nékolika riznymi zpasoby. Idedlni je okamzita krystalizace
precipitaci po ptidani reaktantu. V kazdém ptipadé je vhodné vychazet z homogenniho,
nasyceného roztoku. Krystalizace pro zisk monokrystalu je proces, ktery vyZaduje c¢asto
Cas vradu dnli az tydna. Jedna se napriklad o postupné vyparovani rozpoustédla, idealné
za snizené teploty. V neposledni fadé je nutno uvést krystalizaci pfidanim antisolventu
neboli rozpoustédla, ve kterém je cilova latka nerozpustna. Je mozna i kombinace vice

zpusobd. Byl napfiklad navrhnut tzv. multifunkéni krystalizator (Westhoff et al., 2000).

2.9 Cytokininové testy biologické aktivity

Pomoci testll biologické aktivity jsme schopni hodnotit Uc¢inek nové syntetizovanych
latek na rostliny a tuto aktivitu porovnat s plvodnimi latkami. V této diplomové praci
byly latky hodnoceny pomoci tfi biotestll, které maji ukazovat miru cytokininové aktivity
— kalusového, senescencniho a CRE1/AHK4 receptorového testu.

V pripadé kalusového biotestu byl sledovan tGcinek novych latek na bunécény rist
nediferenciovaného pletiva Nicotiana tabacum (T. Murashige, 1962).

Senescencni biotest je provadén na sedmidennich listech pSenice (Triticum
aestivum L.), ktera je péstovdna za definovanych podminek. List je po zastfiZeni vloZen
do roztoku testované latky o urcité koncentraci a ponechan ve tmé. Po 5-7 dnech od
zaloZeni testu je porovndvana koncentrace chlorofylu v jednotlivych listech s kontrolou
ponofenou pouze do vody a standardem (roztok BAP). Koncentrace chlorofylu je mérena
spektrofotometricky (J. Holub, 1998).

Pomoci kvalitativniho receptorového testu byly nové pfipravené latky
otestovany na schopnost aktivovat cytokininovy receptor CRE1/AHK4 neseny vektorem
pINIlI, ktery je transformovan do bakterii Escherichia coli. Tento receptor je lokalizovan
na plazmatické membrané a v endoplazmatickém retikulu rostlinnych bunék, kde tvofi
dimery. Funkcné se jedna o histidinkinazy. V tomto transgennim kmeni Escherichii coli
je konstitutivné exprimovan fuzni gen cps::lacZ a cytokininovy receptor. Jakmile

testovanad latka stimuluje receptor, dochazi k transdukci signalu, a tedy expresi LacZ
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genu, ktery obsahuje sekvenci pro tvorbu R-galaktosiddzy, kterd je ndsledné stanovena

pomoci chromogenniho ¢i fluorogenniho substratu.

3 Experimentalni cast

3.1 Poutzité chemikalie

K pripravé latek byly pouzity nasledujici chemikalie: 35% kyselina chlorovodikova a 65%
kyselina dusi¢na od firmy Penta s.r.o. 99,5% kyselina methansulfonova byla zakoupena
u firmy HoneyWell Fluka. Methanol a isopropanol byly zakoupeny od firmy Lach-ner
s.r.o. Derivaty cytokininG: chlorid 6-(3-methoxy-benzylamino)purinia (m-MeOBAP),
chorid 6-(3-hydroxybenzylamino)purinia (m-topolin) a nitrdt 6-benzylaminopurinia
(BAPNO3") byly pripraveny v ramci Bakalarské prace (Klos, 2018). VSechny ostatni baze
byly poskytnuty firmou OlIChemIm s.r.o.

3.2 Metody a pristrojova technika
Elementarni analyza C, H, N pfipravenych produktl byla stanovena pomoci analyzatoru
Thermo Finnigan Flash EA1112. EA byla stanovena Ing. J. Kocitfovou.

Bod tani byl méren na pfistroji Biichi Melting Point B-540. Zakladni teplota byla
nastavend na 100 °C. Méreni probihalo ve sklenéné tycince pti gradientu 3 °C/min.

Pfed testem rozpustnosti bylo nutno presycené roztoky zfiltrovat pomoci
metody centrifugace microspin. Byla pouZita plastova zkumavka typu eppendorf s pory
0 2 um, do které byl vloZen vzorek a centrifuga Eppendorf 5415R.

V testu rozpustnosti vypoctem z kalibracni kfivky plochy pikd HPLC byl pouZit
systém Waters Alliance 2695 Separations Module na koloné C18 Symmetry o pridméru
2,1 mm a délky 150 mm s pérovitosti 5 um. Vzorek byl rozpustén v mobilni fazi
(mravenfan amonny:methanol v poméru 9:1). Nasledné byl vzorek promyvan
methanolickym gradientem (10 — 90 % 26 minut) pfi pH 4 a pritoku 0,3 ml/min.
Absorbance slozek byly detekovany v oblasti UV pfi vinové délce 210 — 400 nm
detektorem Waters 2996 PDA detector. Eluat byl pouzit ke stanoveni molekulové
hmotnosti latek metodou LC-MS za poutziti ionizace pomoci ESI v negativnim i pozitivnim
madu. lontovy zdroj byl vyhfivan na teplotu 120 °C, desolvatacni teplota byla 300 °C.

Jako zmlZovaci a desolvatacéni plyn byl pouzit dusik. Napéti na kapilare Cinilo 3 keV a
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napéti na vstupni $térbiné 20 V. Mé&feni probéhlo v rozsahu m/z 50-400. Cistota latek,
MS a rozpustnost byla méfena Mgr. H. Omamikovou.

K ovéreni chemické individuality byl vyuzit NMR spektrometr - JEOL 500 ECA,
kalibrace posunu na zbytkovy pik rozpoustédla v *H DMSO-d6 2,50 ppm. Spektra byla
analyzovana s pomoci Mgr. M. Honiga, PhD.

Praskova rentgenova difrakce (XRPD) byla mérena za laboratorni teploty na
pfistroji Bruker D8 Advance ECO s rentgenovym zarenim typu CuKAlpha a detektorem
SSD 160. Méfeni bylo provedeno za asistence Ing. J. Wally.

Ke stanoveni struktury vybranych latek pomoci rentgenové difrakce na
monokrystalech byl pouzit ¢tyrkruhovy difraktometr Supernova s plosSnym detektorem
Atlas. Pro méreni byla pouzita médéna lampa s rentgenovym zarenim o vinové délce
1.54184 A, kolimované pomoci tenkovrstvych zrcadel (Cu Enhance Ultra) do tloustky
paprsku 0,3 mm. Monokrystalova data byla zméFena na pracovisti FZU AV CR RNDr. M.

Duskem, CSc. a jeho spolupracovniky.
3.3 Syntéza

3.3.1 Pfiprava 6-(2-hydroxybenzylamino)purin methansulfondtu (o-topolin
mesylat)
Protonizace probéhla dle schématu 1. Do 30 ml methanolu bylo pfidano 300 mg
2-hydroxy-benzylaminopurinu. Latka byla michdna pfi 250 RPM a teploté 60 °C pfiblizné
30 min. Ndsledné bylo opatrné pfikapavano 81 pl kyseliny methansulfonové. Postupné
vznikl naprosto Ciry roztok, ktery byl ponechan reagovat pfiblizné 1 hodinu. Produkt byl
nasledné zahustén na RVO na odparek. Latka byla promyta pomoci 50 ml acetonu a
prefiltrovdna pres Blchnerovu nalevku. Produkt byl susen po dobu 24 h pti 60 °C

v susarné. Vysledny produkt ¢inil 383 mg.
Vytézek o-topolin mesylatu: 91,19 %, HPLC: >99 %, Mr = 337,51; MS [M+H"*] = 242,18

1H NMR (500 MHz, DMSO-De) 6 9.27 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 8.46 (s, 1H), 7.18 (d, J = 7.2
Hz, 1H), 7.14 — 7.07 (m, 1H), 6.83 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.74 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 4.69 (d, J =
5.6 Hz, 2H), 2.29 (s, 3H).
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Schéma 1: Priprava mesyldtu 2-hydroxy-benzylaminopurinia

3.3.2 Pfiprava 6-(3-hydroxybenzylamino)purin methansulfonatu (m-topolin
mesylat)
Protonizace probéhla stejnym zplsobem jako na schématu 1. Do 30 ml methanolu bylo
pridano 300 mg 6-(3-hydroxy-benzylamino)purinu. Latka byla michana pfi 250 RPM a
teploté 60 °C pfriblizné 30 min. Nasledné bylo opatrné prikapavano 81 ul kyseliny
methansulfonové. Postupné vznikl naprosto Ciry roztok, ktery byl ponechan reagovat
pfiblizné 1 hodinu. Produkt byl nasledné zahustén na RVO na odparek. Latka byla
promyta pomoci 50 ml acetonu a prefiltrovana pres Blichnerovu nalevku. Produkt byl
susen po dobu 24 h pfi 60 °C v susarné. Vysledny produkt Cinil 356 mg. Struktura latky

je uvedena ve schématu 4.
VytéZiek m-topolin mesylatu: 84,76 %, HPLC: >99 %, Mr = 337,51; MS [M+H"*] = 242,18

1H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) 6 9.55 (s, 1H), 8.64 (s, 1H), 8.53 (s, 1H), 7.28 (t, J = 7.9 Hz,
1H), 7.00 — 6.94 (m, 2H), 6.87 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.81 (s, 2H), 2.35 (s, 3H).

3.3.3 Pfiprava 6-(4-hydroxybenzylamino)purin methansulfonatu (p-topolin
mesylat)
Protonizace byla provedena dle navodu popsaného RNDr. Markem Zatloukalem
v podané, ale doposud nezverejnéné patentové prihlasce a probéhla stejnym zplsobem
jako na schématu 1. Do 30 ml methanolu bylo pfiddno 300 mg
6-(4-hydroxy-benzylamino)purinu. Latka byla michana pfi 250 RPM a teploté 60 °C
24



pfiblizné 30 min. Ndsledné bylo opatrné ptrikapdvano 81 pl kyseliny methansulfonové.
Postupné vznikl naprosto Ciry roztok, ktery byl ponechan reagovat pftiblizné 1 hodinu.
Produkt byl nasledné zahustén na RVO na odparek. Latka byla promyta pomoci 50 ml
acetonu a prefiltrovana pres Blichnerovu nalevku. Produkt byl susen po dobu 24 h pfi
60 °C v susarné. Vysledny produkt ¢inil 374 mg. Struktura latky je uvedena ve schématu

4,
Vytézek p-topolin mesylatu: 89,05 %, HPLC: >99 %, Mr = 337,51; MS [M+H*] = 242,18

1H NMR (500 MHz, DMSO-D¢) 6 9.29 (s, 1H), 8.64 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 7.23 (d, J = 7.4
Hz, 1H), 7.15 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.79 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 4.73 (d,
2H), 2.08 (s, 3H).

3.3.4 Priprava 6-(3-methoxy-benzylamino)purin methansulfonatu (m-MeOBAP
mesylat)
Protonizace probéhla stejnym zplsobem jako na schématu 1. Do 30 ml methanolu byl
pfidan 300 mg 6-(3-methoxy-benzylamino)purinu. Latka byla michana pfi 250 RPM a
teploté 60 °C pfriblizné 30 min. Nasledné bylo opatrné prikapavano 76 ul kyseliny
methansulfonové. Postupné vznikl naprosto Ciry roztok, ktery byl ponechan reagovat
pfiblizné 1 hodinu. Produkt byl nasledné zahustén na RVO na odparek. Latka byla
promyta pomoci 50 ml acetonu a prefiltrovana pres Blichnerovu nalevku. Produkt byl
susen po dobu 24 h pfi 60 °C v susarné. Vysledny produkt Cinil 372 mg. Struktura latky

je uvedena ve schématu 4.
Vytéziek m-MeOBAP mesylatu: 90,15 %, HPLC: >99 %, Mr = 351,01; MS [M+H*] = 256,25

1H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) 6 9.59 (s, 1H), 8.66 (s, 1H), 8.55 (s, 1H), 7.15 (t, J = 7.8 Hz,
1H), 6.81 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.78 (s, 1H), 6.69 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.75 (d, J = 5.8 Hz, 2H),
2.42 —2.33 (m, 4H).

3.3.5 Pfiprava 6-benzylaminopurinia methansulfonatu (BAP mesylat)

Protonizace probéhla stejnym zplsobem jako na schématu 1. Do 50 ml methanolu byl
pfidan 1 g 6-benzylaminopurinu. Latka byla michana pfi 250 RPM a teploté 60 °C
priblizné 30 min. Nasledné bylo opatrné prikapavano 289 pul kyseliny methansulfonové.

Postupné vznikl naprosto Ciry roztok, ktery byl ponechan reagovat pfiblizné 1 hodinu.
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Produkt byl nasledné zahus$tén na RVO na odparek. Latka byla promyta pomoci 100 ml
acetonu a prefiltrovana pres Blichnerovu nalevku. Produkt byl susen po dobu 24 h pfi
60 °C v susarné. Vysledny produkt ¢inil 958 mg. Struktura latky je uvedena ve schématu

4.
VytéZzek BAP mesylatu: 67,07 %, HPLC: >99 %, Mr = 321,11; MS [M+H*] = 226,16

1H NMR (500 MHz, DMSO-D¢) 6 9.66 (s, 1H), 8.64 (s, 1H), 8.54 (s, 1H), 7.40 — 7.29 (m,
5H), 7.26 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 4.80 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 2.35 (s, 3H).

3.3.6 Priprava 6-furfurylaminopurin methansulfonatu (kinetin mesylat)

Protonizace probéhla stejnym zplsobem jako na schématu 1. Do 50 ml methanolu byl
pridan 300 mg 6-furfurylaminopurinu. Latka byla michana pfi 250 RPM a teploté 60 °C
pfiblizné 30 min. Nasledné bylo opatrné prikapavano 91 pl kyseliny methansulfonové.
Postupné vznikl naprosto Ciry roztok, ktery byl ponechan reagovat pftiblizné 1 hodinu.
Produkt byl nasledné zahustén na RVO na odparek. Latka byla promyta pomoci 50 ml
acetonu a prefiltrovana pres Blichnerovu nalevku. Produkt byl susen po dobu 24 h pfi
60 °C v susarné. Vysledny produkt Cinil 349 mg. Struktura latky je uvedena ve schématu

4.
Vytézek kinetin mesylatu: 80,30 %, HPLC: >99 %, Mr = 311,11; MS [M+H*] = 216,19

1H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) 6 9.53 (s, 1H), 8.69 (s, 1H), 8.56 (s, 1H), 7.65 (s, 1H), 6.45
(s, 2H), 4.85 (s, 2H), 2.40 — 2.34 (m, 3H).

3.3.7 Priprava 6-(2-hydroxybenzylamino)purin chloridu (o-topolin chlorid)

Protonizace probéhla dle schématu 2. Do 50 ml methanolu byl pfidan 300 mg
6-(2-hydroxy-benzylamino)purinu. Latka byla michana pfi 250 RPM a teploté 60 °C
pfiblizné 30 min. Nasledné bylo opatrné prikapavano 104 pl 37% kyseliny
chlorovodikové. Postupné vznikl naprosto Ciry roztok, ktery byl ponechan reagovat
pfiblizné 1 hodinu. Produkt byl nasledné zahustén na RVO na odparek. Latka byla
promyta pomoci 50 ml acetonu a prefiltrovana pres Blichnerovu nalevku. Produkt byl

susSen po dobu 24 h pfi 60 °C v susarné. Vysledny produkt ¢inil 324 mg.

Vytézek o-topolin chloridu: 94,04 %, HPLC: >99 %, Mr = 277,86; MS [M+H*] = 242,15
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IH NMR (500 MHz, DMSO-D¢) 6 9.74 (s, 1H), 8.66 (s, 1H), 8.57 (s, 1H), 7.23 (d, J = 7.5

Hz, 1H), 7.15-7.09 (m, 1H), 6.88 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.76 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 4.76 (d, J =

5.6 Hz, 2H).
OH OH
NH + Hd S NH cl®
@

= N = N

N N

D D
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N N N N
o-topolin o-topolin chlorid

Schéma 2: Priprava chloridu 2-hydroxy-benzylaminopurinia

3.3.8 Priprava 6-benzylaminopurin chloridu (BAP chlorid)

Protonizace probéhla stejnym zplsobem jako na schématu 2. Do 50 ml methanolu byl
pridan 210 mg 6-benzylaminopurinu. Latka byla michana pii 250 RPM a teploté 60 °C
v teplé lazni priblizné 30 min. Nasledné bylo opatrné prikapavano 78 ul 37% kyseliny
chlorovodikové. Postupné vznikl naprosto Ciry roztok, ktery byl ponechan reagovat
pfiblizné 1 hodinu. Produkt byl nasledné zahustén na RVO na odparek. Latka byla
promyta pomoci 50 ml acetonu a prefiltrovana pres Blichnerovu ndlevku. Produkt byl
susen po dobu 24 h pfi 60 °C v susarné. Vysledny produkt Cinil 198 mg. Struktura latky

je uvedena ve schématu 4.
Vytézek BAP chloridu: 81,14 %, HPLC: >99 %, Mr = 261,46; MS [M+H*] = 226,16

1H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) 6 10.06 (s, 1H), 8.64 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 7.43 — 7.31 (m,
5H), 7.29 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 4.86 (d, J = 6.0 Hz, 2H).

3.3.9 Priprava 6-(4-hydroxy-benzylamino)purin chloridu (p-topolin chlorid)

Protonizace probéhla stejnym zpUsobem jako na schématu 2. Do 50 ml methanolu byl
priddn 300 mg 6-(4-hydroxy-benzylamino)purinu. Latka byla michana pfi 250 RPM a
teploté 60 °C priblizné 30 min. Nasledné bylo opatrné pfikapavano 104 pl 37% kyseliny
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chlorovodikové. Postupné vznikl naprosto Ciry roztok, ktery byl ponechdn reagovat
pfiblizné 1 hodinu. Produkt byl nasledné zahustén na RVO na odparek. Latka byla
promyta pomoci 50 ml acetonu a prefiltrovdna pres Blichnerovu ndlevku. Produkt byl
susSen po dobu 24 h pti 60 °C v susarné. Vysledny produkt ¢inil 323 mg. Struktura latky

je uvedena ve schématu 4.
Vytézek p-topolin chloridu: 93,75 %, HPLC: >99 %, Mr = 277,86; MS [M+H*] = 242,18

1H NMR (500 MHz, DMSO-Dg) 6 9.80 (s, 1H), 9.45 (s, 1H), 8.63 (s, 1H), 8.53 (s, 1H), 7.22
(d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.74 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.72 (d, J = 5.8 Hz, 2H).

3.3.10 Priprava 6-(2-hydroxybenzylamino)purin nitratu (o-topolin nitrat)

Protonizace probéhla dle schématu 3. Do 50 ml methanolu byl pfidan 300 mg
6-(2-hydroxy-benzylamino)purinu. Latka byla michana pfi 250 RPM a teploté 60 °C
pfiblizné 30 min. Nasledné bylo opatrné prikapavano 88 ul 67% kyseliny dusi¢né.
Postupné vznikl naprosto Ciry roztok, ktery byl ponechan reagovat pfriblizné 1 hodinu.
Produkt byl nasledné zahustén na RVO na odparek. Latka byla promyta pomoci 50 ml
acetonu a prefiltrovana pres Blichnerovu nalevku. Produkt byl susen po dobu 24 h pfi

60 °C v susarné. Vysledny produkt ¢inil 317 mg.
Vytézek o-topolin nitratu: 83,98 %, HPLC: >99 %, Mr = 304,41; MS [M-H*] = 242,18

1H NMR (500 MHz, DMSO-De) 6 9.49 (s, 1H), 8.66 (s, 1H), 8.51 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.5
Hz, 2H), 6.75 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.70 (d, J = 5.6 Hz, 2H).
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Schéma 3: Priprava nitrdtu 2-hydroxy-benzylaminopurinia

3.3.11 Pfiprava 6-(3-hydroxy-benzylamino)purin nitratu (m-topolin nitrat)

Protonizace probéhla stejnym zplsobem jako na schématu 3. Do 50 ml methanolu byl
pridan 482 mg 6-(3-hydroxy-benzylamino)purinu. Latka byla michana pfi 250 RPM a
teploté 60 °C pfiblizné 30 min. Nasledné bylo opatrné prikapavano 134 ul 67% kyseliny
dusi¢né. Postupné vznikl naprosto Ciry roztok, ktery byl ponechan reagovat pfriblizné
1 hodinu. Produkt byl nasledné zahustén na RVO na odparek. Latka byla promyta pomoci
50 ml acetonu a prefiltrovana pres Blichnerovu nalevku. Produkt byl susen po dobu
24 h pfi 60 °C v susarné. Vysledny produkt ¢inil 380 mg. Struktura latky je uvedena ve

schématu 4.
VytéZek m-topolin nitratu: 62,42 %, HPLC: >99 %, Mr = 304,41; MS [M+H*] = 242,18

1H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) 6 10.17 (s, 1H), 9.61 (s, 1H), 9.56 (s, 1H), 8.82 — 8.67 (m,
3H), 8.65 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 4.60 (d, J = 4.4 Hz, 2H).

3.3.12 Pfiprava 6-(4-hydroxybenzylamino)purin nitrdtu (p-topolin nitrat)

Protonizace probéhla stejnym zplsobem jako na schématu 3. Do 50 ml methanolu byl
pridan 482 mg 6-(4-hydroxy-benzylamino)purinu. Latka byla michana pfi 250 RPM a
teploté 60 °C priblizné 30 min. Nasledné bylo opatrné pfikapavano 134 pl 67% kyseliny
dusi¢né. Postupné vznikl naprosto Ciry roztok, ktery byl ponechan reagovat pfiblizné
1 hodinu. Produkt byl nasledné zahustén na RVO na odparek. Latka byla promyta pomoci

50 ml acetonu a prefiltrovana pres Blichnerovu ndlevku. Produkt byl susen po dobu
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24 h pfi 60 °C v susarné. Vysledny produkt cinil 410 mg. Struktura latky je uvedena ve

schématu 4.
Vytézek o-topolin nitratu: 67,34 %, HPLC: >99 %, Mr = 304,41; MS [M+H*] = 242,24

1H NMR (500 MHz, DMSO-D¢) 6 9.45 (s, 1H), 8.65 (s, 1H), 8.51 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.3
Hz, 2H), 6.75 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.70 (d, J = 5.9 Hz, 2H).

3.3.13 Pfiprava 6-(3-methoxy-benzylamino)purin nitratu (m-MeOBAP nitrat)

Protonizace probéhla stejnym zplsobem jako na schématu 3. Do 50 ml methanolu byl
pfidan 510 mg 6-(3-methoxy-benzylamino)purinu. Latka byla michdna pfi 250 RPM a
teploté 60 °C priblizné 30 min. Nasledné bylo opatrné prikapavano 134 ul 67% kyseliny
dusi¢né. Postupné vznikl naprosto Ciry roztok, ktery byl ponechan reagovat pfiblizné
1 hodinu. Produkt byl ndsledné zahustén na RVO na odparek. Latka byla promyta pomoci
50 ml acetonu a prefiltrovana pres Blichnerovu nalevku. Produkt byl susen po dobu
24 h pfi 60 °C v susarné. Vysledny produkt ¢inil 402 mg. Struktura latky je uvedena ve

schématu 4.
Vytézek m-MeOBAP nitratu: 63,23 %, HPLC: >99 %, Mr = 317,91; MS [M+H"*] = 256,18

1H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) & 8.87 (s, 1H), 7.98 (s, 1H), 7.86 (s, 1H), 6.62 (t, J = 7.9 Hz,
1H), 6.31 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.29 (s, 1H), 6.21 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 4.14 (d, J = 6.1 Hz, 2H),
3.07 (s, 3H).
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Schéma 4: Zbylé struktury nové syntetizovanych ldtek — 1 - p-topolin chlorid, 2 - p-topolin mesyldt,
3 - p-topolin nitrat, 4 - BAP chlorid, 5 - BAP mesyldt, 6 - m-topolin nitrat, 7 - m-topolin mesyldt,
8 - m-MeOBAP mesyldat, 9 - m-MeOBAP nitrat, 10 - kinetin mesylat
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3.4 Postupy krystalizace

3.4.1 Krystalizace volnym vyparfovanim rozpoustédla za snizené teploty

Vzorky o-topolin mesylatu a m-topolin mesylatu byly pouzity k vypéstovani
monokrystall k ndslednému méreni pomoci rentgenové difrakce na monokrystalech. U
obou vzorkl byl zvolen stejny postup. V kadince bylo rozmichano 100 mg vzorku ve 20
ml methanolu. Jakmile byl roztok Ciry, kadinka byla prekryta parafilmem, ve kterém byly
pomoci jehly vytvoreny dirky o priiméru 1 mm. Nasledné byla kadinka pfikryta pomoci
Petriho misky. Takto ptipraveny latky ke krystalizaci byly vloZzeny do ledni¢ky a pod
teplotou 7 °C byly ponechany krystalizovat 14-21 dni. Nasledné byly izolovany
z matecného louhu jednotlivé monokrystaly m-topolin mesylatu a zaslany na XRD do
FZU AV, instituce, ktera disponuje systémem pro monokrystalovou difrakéni analyzu.

Monokrystaly o-topolin mesylatu se vSak timto zpiisobem nepodafilo vypéstovat.

3.4.2 Krystalizace pfidanim antisolventu

Ve druhém typu krystalizace byla pouZita krystalizace za postupného pfidavani tzv.
antisolventu. V kadince bylo rozmichano 100 mg vzorku ve 20 ml methanolu. Jakmile byl
roztok Ciry, celd kadinka byla vioZzena do vétsi kadinky, ve které bylo 30 ml isopropanolu.
Velka kadinka byla prekryta parafilmem. V takto uzaviené aparature dochazi k postupné
difuzi plynl aZ promiseni kapalin, coZ vede ke krystalizaci. Timto zplsobem byly ziskany
monokrystaly o-topolin mesylatu, které se nedafilo vySe zminénym zplsobem

vykrystalizovat.

3.5 Test rozpustnosti vypoctem z kalibracni krivky ziskané pomoci HPLC
U vSech vzork( byl pfipraven presyceny roztok v 1 ml destilované vody. Pfesyceny roztok
byl zfiltrovan pres centrifugu eppendorf 5415R s pérovitosti 0,2 um. Filtrace probéhla
pfi centrifugaci 5 min pfi 8000x g. Nasledné se vzorek fedil dle plochy piku 10x az 10000x.
K vyhotoveni kalibracni kfivky byl vidy pfipraven standard o koncentraci 10 mM
v destilované vodé a ten byl pfipadné dale fedén na poZadované koncentrace potfebné
k vytvoreni kalibra¢ni fady. Z puvodnich latek, které byly nerozpustné v methanolu i
destilované vodé, bylo pfipraveno 100 pl roztoku o koncentraci 100 mM pomoci DMSO
anasledné byl roztok fedén opét dle plochy piku na poZzadované koncentrace k vytvoreni

kalibraéni kfivky. Nasledné bylo do rovnice spojnice trendu dosazeno a byla vypoctena
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teoretickd koncentrace latky nasyceného roztoku v destilované vodé. Nazorny pfiklad je

uveden v tab. 2 a obr. 4.

Tab. 2: Kalibracni fada o-topolin chloridu

o-topolin chlorid

¢ [uM] plocha piku
6,25 135667
12,5 289435
25 597050
Plavodni roztok (10000x zfedéno) 439153
Koncentrace nasyceného roztoku 178467,4 uM
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Obr. 4: Kalibracni kfivka o-topolinu chloridu

3.6 Biologické testovani

3.6.1 Inhibice senescence

Byla pouzita semena jarni pSenice (Triticum aestivum L. cv. Aranka). Obilky byly
oplachnuty 96% ethanolem a poté proplachovany 1 hodinu tekouci vodovodni vodou a
vysety do misek s Agroperlitem nasycenym Hoaglandovym Zivnym roztokem (100 ml +

5 ml Fe-EDTA doplnéno do 11). Kliceni probihalo ve svételném kultivacnim boxu (perioda
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svétlo/tma —16/8 hodin, 7000 Ix, 22 °C). Po 7 dnech, kdy byl prvni list zcela vyvinut, byly
odebrdny primarni listové segmenty o délce priblizné 3,5 cm, vadzeny po Ctyfech a
zastfizeny, aby vaZily dohromady 0,1 g. Ctvefice listd byly ihned ponofeny svymi
bazalnimi konci do jamek mikrotitracni desticky ELISA, které obsahovaly 150 ul roztoku
testované latky v pozadovanych koncentracich 100 uM, 10 uM, 1 uM, 0,1 uM a 0,01 uM.
Inkubace probihala pfi 24 °C po dobu 96 hodin. Nasledné byl chlorofyl ze ¢tvefic list(
extrahovan pomoci 5 ml 80% ethanolu ve vodni lazni pfi 80 °C po dobu 10 minut. Listy
byly vyjmuty a objem extraktu byl doplnén opét na 5 ml. Absorbance chlorofylu byla
mérena pfi vinové délce 665 nm. Latky byly srovnany s BAP rozpusténym v DMSO, ktery
slouzil jako standard, a také s plvodni latkou, ktera musela byt také rozpusténa v DMSO.
Jako kontrola slouzily listy bez predchozi inkubace. Tento test byl proveden pani J.

Balonovou dle jiz dfive publikovanych protokold (Holub, 1998).

3.6.2 AHKA4 receptorovy test

Nejprve byla pfipravena bakteridlni pre-kultura E. coli s vektorem plINIII se sekvenci pro
expresi AHK4 receptoru. Priprava probéhla za sterilnich podminek ve flowboxu. Do
zkumavky bylo odpipetovano 3 ml M9 média a 3 pl ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml.
Nasledné bylo ke smési pridano 3 ul zasobni kultury E. coli KMI001-pINIII:AHK4. Takto
pripravena pre-kultura byla inkubovana pfiblizné 17 hodin v tfepacce pfti 25 °C pfi 150
rpm. Z testovanych latek byly pfipraveny vodné roztoky o molarni koncentraci 10 mM,
pfipadné 1 mM u malo rozpustnych latek. BohuZel se u nékterych latek nepodafilo
vytvofit ani 1 mM zasobni roztok, aproto byly z tohoto testu vyrazeny. Nasledné byly
latky fedény na pozadované koncentrace 50 uM, 10 uM, 1 uM a 0,1 uM a porovnany
s plvodni ldtkou, rozpusténou v DMSO, a s aktivitoutZ. Ndasledovala inkubace
v termomixeru 17 hodin pfi 450 rpm a 25 °C. Po inkubaci bylo zméfeno OD pfi 600 nm
do nové 96-ti jamkové desky bylo napipetovdno po 2 ul 25 mM 4-
methylumbelliferylgalaktosiddza (MUG) a preneseno 50 pl kultury z kazdé jamky prvni
desky. Nasledovala dalsi inkubace v termomixeru 10 minut pfi 37 °C. Reakce byla poté
zastavena pfidavkem Stop pufru a byla zmérena fluorescence pri excitacni/emisni

vinové délce 365/460 nm. Tento test byl proveden Mgr. Karolinou Wojewodovou.
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3.6.3 Kalusovy test

Jedna latka byla hodnocena v 5 koncentracnich fadach (50 mM, 10 mM, 1 mM, 0,1 mM
a 0,01 mM) v 6-ti jamkovych deskach. Na otestovani jedné latky bylo potieba 5 desek a
100 ml vyautokldvovaného MS média. Celou dobu se pracovalo sterilné ve flow boxu.
Do kadinky bylo odlito 20 ml média a byla pfidana latka o pozadované koncentraci
rozpusténa ve vodé. Po rozmichdani se do kazdé jamky desky preneslo 3 ml roztoku. Po
ztuhnuti bylo do kazdé jamky pfidano 0,1 g kalusu a ten byl rozdélen na tfi dily. Hotové
desky byly inkubovany 4 tydny pfi 25 °C ve tmé. Jako standard byla pouzita deska s BAP
a ke kontrole deska s Cistym médiem. Tento test byl proveden pani J. Balonovou po

mirné upraveé dle publikovanych protokolt (Holub, 1998).

3.6.4 Polni testovani na jarnim jeCmeni (var. Francin)

Vzhledem k faktu, Ze pracovisté CRH disponuje pokusnymi poli a pfislusSnymi
persondlnimi kapacitami pro uskutecnéni testovani na plodinach in situ, byly
s pfipravenymi vybranymi latkami testovany vramci oSetfeni jarniho jeCmene a
porovnany s neprotonizovanymi pfislusSnymi cytokininy. Jarni jeCmen byl oSetien
pomoci tfi latek — BAP kontrola, m-topolin mesylat a BAP mesylat. Osetfeni bylo
provedeno aplikaci postiiku na listy jecmene v BBCH — 31-33 (stonek dosahl 10-30 %
konecné délky). Experiment probéhl v roce 2019 v lokalité Olomouc. Vysev v tomto
polnim experimentu obsahoval 3,5 miliond naklicenych semen, 5 parcel z kazdé varianty
a porovnani s neoSetfenou kontrolou. Pokus byl proveden dle GEP (Good Experimental
Practise). Parcela méla rozlohu 10 m? a mnoZstvi vody s pouZitou latkou bylo 300 I/ha
(300 ml/parcela). Koncentrace testovanych latek byla 5 uM. Polni experiment byl

proveden Ing. R. Koprnou, PhD.
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4 Vysledky

4.1 Elementarni analyza nové pripravenych latek

U vsech pripravenych latek byla provedena elementarni analyza pomoci Flash EA
analyzatoru. Analyzované hodnoty procentudlné pfriblizné odpovidaji teoretickym
vypoctim zastoupeni jednotlivych prvkid. U nékterych latek byly pozorovany rozdily
v procentudlnim zastoupeni nékterych prvkd 1 % a vice. Toto mohlo byt zplsobeno
naptiklad nedokonalym odparenim rozpoustédel, se kterymi se pracovalo. Je mozno

také uvazovat o nevhodné zvoleném standardu (nikotinamid).

Tab. 3: Vysledky elementdrni analyzy

Vzorky Analyza Teorie

% N % C % H %N % C % H
o-topolin nitrat 27,07 47,88 4,48 27,59 47,30 3,94
o-topolin chlorid 24,80 51,12 4,56 25,19 51,82 4,32
o-topolin mesylat 19,93 45,76 4,81 20,74 46,22 4,44
BAP chlorid 26,67 55,78 4,48 26,78 55,08 4,59
BAP mesylat 21,33 47,18 4,47 21,80 48,58 4,67
m-MeOBAP mesylat 20,72 45,88 4,15 19,94 47,86 5,13
m-MeOBAP nitrat 25,84 48,60 4,51 26,42 49,07 4,72
m-topolin mesylat 20,19 45,71 4,41 20,74 46,22 4,44
m-topolin nitrat 27,06 47,69 3,92 27,59 47,30 3,94
p-topolin chlorid 25,09 51,51 4,51 25,19 51,82 4,32
p-topolin nitrat 27,90 48,48 3,91 27,59 47,30 3,94
p-topolin mesylat 20,63 46,44 4,46 20,74 46,22 4,44
Kinetin mesylat 22,44 42,84 4,09 22,50 42,43 4,18
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4.2 Porovnani bodu tani
U vSech noveé pfipravenych latek byla zmérena teplota tani a porovnana s latkou

pavodni, neprotonizovanou.

Tab. 4: Porovndni bodu tdani jednotlivych latek

Latka Bod tani latky (°C) Bod tani plvodni latky (°C)
m-topolin chlorid 198-200

m-topolin nitrat 267-270 283-285
m-topolin mesylat 174-177

o-topolin chlorid 130-133

o-topolin nitrat 106-109 265-268
o-topolin mesylat 166-171

p-topolin chlorid 231-233

p-topolin nitrat 208-211 270-273
p-topolin mesylat 181-183

BAP chlorid 215-219

BAP nitrat 172-175 231-235
BAP mesylat 148-151

m-MeoBAP chlorid 176-178

m-MeoBAP nitrat 190-192 248-252
m-MeoBAP mesylat 208-210

Kinetin mesylat 164-166 269-273

4.3 Praskova rentgenova difrakce

Nové pfipravené latky byly charakterizovany pomoci XRPD, difraktometr Bruker D8
Advance ECO s RTG zarenim CuKa a detektorem SSD160. V obrazcich nize lze vidét vidy
porovnani difraktogramu pUvodni latky (znaceno cerné) s difraktogramem latky
protonizované prislusnou kyselinou (znaceno ¢ervené) viz obrazky 5-16. Difraktogram o-

topolinu chloridu nemohl byt porovnan, jelikoz byla latka amorfni.
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Obr. 5: Porovndni difraktogrami o-topolin mesyldtu a o-topolinu
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Obr. 6: Porovndni difraktogrami m-topolin mesyldtu a m-topolinu
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Obr. 7: Porovndni difraktogramu p-topolin mesyldtu a p-topolinu
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Obr. 8: Porovndni difraktogrami m-MeOBAP mesyldatu a m-MeOBAP
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Obr. 10: Porovndani difraktogrami kinetin mesyldtu a kinetinu
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Obr. 11: Porovnadni difraktogrami BAP chloridu a BAP
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Obr. 12: Porovndni difraktogrami p-topolin chloridu a p-topolinu
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Obr. 13: Porovndni difraktogramii o-topolin nitrdtu a o-topolinu
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Obr. 14: Porovndni difraktogrami m-topolin nitratu a m-topolinu
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Obr. 15: Porovndni difraktogramii p-topolin nitrdatu a p-topolinu
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Obr. 16: Porovndni difraktogrami m-MeOBAP nitrdtu a m-MeOBAP
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4.4 Monokrystalova rentgenostrukturni analyza

4.4.1 Monokrystalova analyza m-topolin mesylatu
Latky o-topolin mesylat a m-topolin mesylat byly charakterizovdny pomoci difrakce na
monokrystalech a jejich teoretickd struktura, uvedena na obr. 17, byla zobrazena
programem Ortep 3. Pomoci monokrystalové rentgenostrukturni analyzy bylo zjisténo,
Ze m-topolin mesylat je centrosymetricky dimer propojeny vodikovymi vazbami. Latka
vykrystalizovala v ortorombické krystalové soustavé s prostorovou grupou Pna21l, jejiz
elementarni burika obsahuje tyto parametry: a= 14,9313 (1), b=7,8302 (3), c= 25,1594
(1) A, a=90°, B=90°, y=90° a objem elementarni buriky je 2941,51 A3. Krystalograficka
data jsou uvedena v tab. 5. Ke sbirani dat, redukéni a absorpcni korekci byl pouzit
software CrysAlisPro (Rigaku Oxford Diffraction, 2018 verze 1.171.40.53). Bylo zjisténo,
Ze zkoumana sloucenina se skladad z kationtu 6-(3-hydroxybenzylamino)purinia a
aniontu kyseliny methansulfonové. Vodikové atomy byly do struktury dopocitany
pomoci softwaru nebo primo lokalizovany v diferenéni mapé. Centrosymetricky dimer
je tvoren dvémi molekulami slouceniny spojené intermolekularnimi vodikovymi
interakcemi mezi kyslikovym atomem mesylatového aniontu a vodiky N-H purinového
kationtu. Systém je stabilizovan pomoci téchto vodikovych vazeb spojujicich N6a..H6b
purinia s Ola aniontem mesylatu, N7a..H7a kationt purinia s O5b aniontem mesylatu,
O4b..H4b hydroxylové skupiny, kterd je soucdsti benzenového kruhu kationtu
m-topolinu s O5b aniontem mesylatu a opacné O4a..H4a kationtu m-topolinu s Olb
aniontem mesylatu. Tyto vodikové interakce pravdépodobné souviseji s vyraznym
zlepSenim rozpustnosti zminéné latky ve vodé. DalSim faktorem muUzZe byt vyznamna
zména torznich uhl(, viz tab. 15, oproti torznim Ghlim podobnych slouéenin popsanych
v literatufe (Umadevi et al., 2001; Raghunathan et al., 1983; Travnicek et al., 2004 a
2007).

Vysledny R-faktor (zaloZeny na F a 5945 reflexich s [F2> 20 (F2)] byl 0,0257.
Vybrané geometrické parametry meta-topolin mesyldtu jsou uvedeny v tab. 5. Podle
rentgenostrukturni analyzy krystalické soli m-topolin mesylatu byl také stanoven

sumarni vzorec slouceniny Ci3H1sN504S.
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Tab. 5: Zdkladni namérend krystalografickd data m-topolin mesyldtu

m-topolin mesylat

Sumarni vzorec

Mr

Teplota méreni
Vinova délka
Krystalova soustava

Prostorova grupa
Rozméry elementarni buriky

Objem elementarni bunky
Pocet reflexi/parametry
R [F2> 20 (F2)]

C13H15N504S

337,36

94,94 (13) K

1,54184 A
ortorombicka

Pna21l
a(A)=14,93130(10)
b (A)=78302(3)

c (A) = 25,15940 (10)
a(°)=90

8(°)=90

v (°)=90

2941,51 (12)
5945/441

0,0257

L
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Obr. 17: Molekulovad struktura m-topolin mesyldtu zndzornénd pomoci programu Ortep 3
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Obr. 18: Krystalovd struktura (crystal packing) m-topolin mesyldtu. Zlutymi éarami je
zndzornéna elementdrni burika m-topolin mesyldtu. Obrdzek byl vytvofen pomoci programu

Ortep 3

Tab. 6: Vybrané geometrické parametry (délky vazeb) v m-topolin mesyldtu, které popisuji délky vazeb

v Angstrémech
Vazba Délka vazby (A) |Vazba Délka vazby (A)
N1a-C2a 1,311 | N1b-C2b 1,318
N1a-Céa 1,368 | N1b-C6b 1,362
N3a-C2a 1,346 | N3b-C2b 1,335
N3a-C4a 1,363 | N3b-C4b 1,366
N3a-H3a 0,843 | N3b-H3b 0,843
C4a-Cha 1,387 | C4b-C5b 1,412
C5a-Cé6a 1,416 | C5b-C6b 1,412
C8a-H8a 0,960 | C8b-H8b 0,960
C9a-C10a 1,505 | C9b-C10b 1,516
04a-C13a 1,132 | O4b-C13b 1,367
04a-H4a 0,861 | 04b-H4b 0,861
N6a-Cba 1,321 | N6b-C6b 1,333
N6a-C9a 1,472 | N6b-C9b 1,472
N6a-H6al 0,842 | N6b-H6b1 0,842
N7a-C8a 1,349 | N7b-C8b 1,349
N7a-H7a 0,842 | N7b-H7b 0,842
N9a-C8a 1,332 | N9b-C8b 1,328
N9a-C4a 1,357 | N9b-C4b 1,356
C2a-H2a 0,960 | C2b-H2b 0,960
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Tab. 7: Vybrané geometrické parametry popisujici uhly mezi jednotlivymi atomy

Vazba Uhel (°) Vazba Uhel (°)

C2a-N1a-Céba 119,700 | C2b-N1b-C6b 119,200
C2a-N3a-C4da 117,470 | C2b-N3b-C4b 117,740
C4a-N3a-H3a 122,400 | C4b-N3b-H3b 121,960
C6a-N6a-Héa 119,950 | C6b-N6b-H6b 118,380
C9a-N6a-Héa 118,350 | C9b-N6b-H6b 119,880
C8a-N7a-C5a 106,490 | C8b-N7b-C5b 106,580
C8a-N9a-C4a 102,800 | C8b-N9b-C4b 102,980
N1a-C2a-N3a 125,610 | N1b-C2b-N3b 125,850
N9a-C4a-C5a 112,280 | N9b-C4b-C5b 112,500
N3a-C4a-C5a 119,590 | N3b-C4b-C5b 119,020
C4a-C5a-N7a 104,570 | C4b-C5b-N7b 104,230
N7a-C5a-C6a 135,100 | N7b-C5b-Cé6b 135,030
N6a-C6a-N1la 118,750 | N6b-C6b-N1b 118,090
N6a-C6a-C5a 123,980 | N6b-C6b-C5b 124,480
N9a-C8a-N7a 113,860 | N9b-C8b-N7b 113,710
N9a-C8a-H8a 123,070 | N9b-C8b-H8b 123,130

Tab. 8: Vybrané geometrické parametry popisujici torzni thly

Torzni dhly (°)

C(5a)-C(6a)-N(6a)-C(9a) 178,52
C(6a)-N(6a)-C(9a)-C(10a) -164,11
N(6a)-C(9a)- C(10a)-C15a) -96,37
C(5b)-C6b-N6b-C9b 178,44
C6b-N6b-C9b-C10b -164,65
N6b-C9b-C10b-C11b -97,88

Tab. 9: Vybrané geometrické parametry popisujici vodikové vazby. Délky vazeb jsou uvedeny

v Angstrémech (D - donor, H — vodik, A — akceptor).

Vazba Délka vazby Vazebny uhel (°)

D-H..A D-H H..A D...A D-H..A
N3b-H3b...02b 0,843 1,972 2,74 151,04
N6a-H6a...05b 0,842 2,065 2,882 163,57
N3a-H3a...0la 0,843 1,949 2,746 157,18
N6b-H6b...02a 0,842 2,076 2,895 163,93
N7a-H7a...05b 0,842 2,068 2,804 145,63
0O4a-H4a...01b 0,861 1,852 2,706 171,51
04b-H4b...05b 0,861 1,866 2,722 172,62
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4.4.2 Monokrystalova struktura o-topolin mesylatu

Latka krystaluje v monoklinické krystalové soustavé s prostorovou grupou P21/c, jejiz
elementarni burika obsahuje tyto parametry: a=10,3822 (4), b=21,0265 (5), c=8,1025 (2)
A, a=90°, B=107,466°, y=90° a objem elementarni buriky 1688,21 (9) A3. Ke sbirani dat,
redukéni a absorpéni korekci byl pouzit software CrysAlisPro (Rigaku Oxford Diffraction,
2018 verze 1.171.40.53) a strukturni model byl uréen programem Superflip & SHELXT a
nasledné upresnén pomoci metody nejmensich ¢tverci programem JANA2006. Bylo
zjisténo, Ze zkoumana sloucenina se sklada nejen z kationtu
6-(3-hydroxybenzylamino)purinia a aniontu kyseliny methansulfonové, ale také je
pfitomna molekula methanolu, jenZ byl pouzit jako solvent. Vodikové atomy byly do
struktury dopocitany pomoci softwaru anebo lokalizovany v diferenéni mapé.
Intermolekuldrni vodikové interakce jsou pfitomny nejen mezi kyslikovym atomem
mesylatového aniontu a vodiky N-H purinového kationtu. Systém je stabilizovan pomoci
téchto vodikovych vazeb spojujicich N6a..H6b, ale také mezi purinovym kationtem a
molekulou methanolu. Vodikové vazby spojuji N6..H6 purinu s O2 aniontem mesylatu,
N7..H7 purinu s O2 aniontem mesylatu, 05..H5 methanolu je spojeno s O2 aniontu
mesylatu a zaroven s N7..H7 purinové struktury o-topolinu. Dale O1..H1 hydroxylové
skupiny, ktera je soucasti benzenového kruhu kationtu o-topolinu je spojen vodikovym
mulstkem s O3 atomem aniontu mesylatu. Vysledny R-faktor (zaloZeny na F a 3024
reflexich s [F2> 20 (F2)]) byl 0,0324. Rentgenostrukturni analyza krystalické soli o-topolin
mesylatu urcila sumarni vzorec CisH1sNsOsS. Molekula solventu methanolu spolu
s vodikovymi vazbami mezi samotnym puriniovym kationtem a mesylatovym aniontem
zfejmé ovliviiuje rozpustnost dané slouceniny ve vodném prostredi, jelikoZz solvat
methanolu prohlubuje hustou sit intermolekuldrnich vodikovych interakci, které jsou
jinak tvoreny predevsim mezi vodiky napojenymi na dusiky protonizovaného kationtu a
kysliky aniontu mesylatu. Dalsi vyznamnou zménou je velikost torznich ahlu, viz tab. 15,
oproti torznim Uhlidm podobnych sloucenin popsanych v literatufe (Umadevi et al.,
2001; Raghunathan et al., 1983; Travnicek et al., 2004 a 2007). Monokrystalicka data
byla interpretovana za pomoci RNDr. M. Duska, CSc. a vedouci diplomové prace doc.

Megr. L. Plihalové, Ph.D.
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Tab. 10: Zdkladni ziskand krystalografickd data o-topolin mesyldtu

o-topolin mesylat

Sumarni vzorec C14H19N50sS
Mr 369,40
Teplota méreni 120,01 (10) K
Vinova délka 1,54184 A
Krystalova soustava Monoklinicka
Prostorova grupa P2:/c

Rozméry elementarni buriky o (A) = 10,3822 (4)
b (A) = 21,0265 (4)
c(A)=81025(2)

a(°)=90
6 (°)=107,466 (3)
v(?)=90

Objem elementarni buriky 1688,21 (9)

Pocet reflexi/parametry 2824/241

R [F2> 20 (F2)] 0,0324

Obr. 19: Molekulovad struktura o-topolin mesyldtu zndzornénd pomoci programu Ortep 3
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Obr. 20: Krystalovd struktura o-topolin mesyldtu. Zlutymi carami je zndzornéna elementdrni

burika o-topolin mesyldtu, zndzornénd v programu Ortep 3

Tab. 11: Vybrané geometrické parametry (délky vazeb) v o-topolin mesyldtu v Angstrémech

Vazba Délka vazby (A)

N1-C2 1,313
N1-Cé6 1,367
N3-C2 1,341
N3-C4 1,362
N3-H3 0,871
C4-C5 1,377
C5-Cé 1,414
C8-H8 0,960
N9-C8 1,327
01-C11 1,361
N6-C6 1,319
N7-C8 1,345
C9-C10 1,510
0O1-H1 0,850
N6-C9 1,466
N7-H7 0,870
N9-C4 1,359
N9-C8 1,327
C2-H2 0,960
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Tab. 12: Vybrané geometrické parametry popisujici velikost Ghli vazeb

Vazba Uhel (°)
C2-N1-C6 119,11
C2-N3-C4 116,96
C4-N3-H3 121,56
C6-N6-H6 118,85
C9-N6-H6 117,14
C8-N7-C5 106,74
C8-N9-C4 103,75
N1-C2-N3 126,12
N9-C4-C5 111,82
N3-C4-C5 120,16
C4-C5-N7 104,55
N7-C5-Cé 135,30
N6-C6-N1 119,31
N6-C6-C5 123,17
N9-C8-N7 113,14
N9-C8-H8 123,43

Tab. 13: Vybrané geometrické parametry popisujici torzni uhly

Torzni dhly (°)

C(5)-C(6)-N(6)-C(9)

C(6)-N(6)-C(9)-C(10)
N(6)-C(9)-C(10)-C(15)

-178,37
-91,49
118,34

Tab. 14: Vybrané geometrické parametry popisujici vodikové vazby. Délky vazeb jsou uvedeny

v Angstrémech (D - donor, H — vodik, A — akceptor).

Délka vazby Vazebny uhel (°)
D-H...A D-H H...A D..A D-H...A
N6-H6...02 0,83 1,988 2,839 165,85
N7-H7...05 0,87 2,638 3,191 122,52
N7-H7...02 0,87 1,99 2,751 145,37
05-H5...04 0,849 2,023 2,85 164,21
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Tab. 15: Porovndni torznich uhlt m-topolin mesyldtu a o-topolin mesyldtu s podobnymi slouceninami.

m-topolin  o-topolin  p-MeOtopolin  p-topolin BAP BAP o-topolin
CHiSOs  CH4SOs Hl Hl HBr  CHiCOOH
E((Sez))_-cc((gz))_ 17852  -178,37 178,9 179,52 -174,25 179,79 176,86
ggg:;ﬂ(‘fgi’) 164,11 -91,49 -129,5 88,93 80,90 144,19 8085
2((168;')%9135);) 96,37 118,34 49,7 7575 6826 -5416  -99,04

4.5 Vysledky biologického testovani

4.5.1 Kalusovy test

V kalusovém biotestu byly latky porovnany ve svém Gcinku na rdst nediferenciovaného
pletiva Nicotiana tabacum (T. Murashige, 1962) a jejich relativni aktivita byla stanovena
v porovnani s internim standardem — benzylaminopurinem. Latky BAP nitrat a m-topolin
chlorid byly syntetizovany v ramci bakalarské prace (Klos, 2018) a zde byly pouze
otestovany k lepsSimu porovnani s ostatnimi latkami. Latky byly vZdy rozpustény ve vodé
a porovnany se svou plvodni latkou, ktera byla rozpusténa v DMSO. U latek m-topolin
nitrat, p-topolin nitrat, m-MeOBAP chlorid a m-MeOBAP nitrat se nepodafilo dosahnout
vychozi koncentrace ve vodé 10 mmol/I, a proto nebyly otestovany. Vétsina novych latek
ma srovnatelny ucinek v porovnani se svou puavodni latkou, viz tab. 16. Mirné vyssi
aktivitu mda pouze m-MeOBAP mesylat a p-topolin mesylat oproti své neprotonizované
formé. Aktivitu interniho standardu prevysily tfi [atky — BAP nitrat, m-MeOBAP mesylat

a kinetin.

Tab. 16: Relativni aktivita testovanych latek k BAP v kalusovém testu. Hodnoty vsech ldtek jsou uvedeny

pfi koncentraci 100 uM.

Latka Relativni aktivita k BAP [%]
BAP chlorid 99 + (6)

BAP nitrat 106 * (5)

BAP mesylat 95 + (4)

m-topolin 116 = (5)

m-topolin chlorid nerozpustén

m-topolin nitrat nerozpustén

m-topolin mesylat 95 + (4)
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Latka Relativni aktivita k BAP [%)]

o-topolin 78 £ (6)
o-topolin chlorid 88 £ (6)
o-topolin nitrat 82 £ (3)
o-topolin mesylat 72 £ (4)
p-topolin 58 + (6)
p-topolin chlorid 42 +(7)
p-topolin nitrat nerozpustén
p-topolin mesylat 66 * (6)
m-MeOBAP 89 + (6)

m-MeOBAP chlorid nerozpustén
m-MeOBAP nitrdt  nerozpustén
m-MeOBAP mesylat 103 + (2)
kinetin 109 + (4)
kinetin mesylat 93 £ (4)

4.5.2 Senescencni test

V senescencnim biotestu byly latky srovndvény z hlediska svého antisenescencniho
pUsobeni s internim standardem — benzylaminopurinem. Latky BAP nitrat, m-topolin
chlorid a m-MeOBAP chlorid byly syntetizovany v ramci bakalarské prace (Klos, 2018) a
zde byly pouze otestovany k lepSimu porovnani s ostatnimi latkami. Latky m-topolin
nitrat a p-topolin nitrat se nepodafilo Uplné rozpustit ve vodé na potrebnou koncentraci,
tudiz se od jejich testovani upustilo. Kinetin mesylat a vétsina soli m-topolinu a BAP maji
srovnatelné antisenescencni Ucinky jako referencni latka. Kinetin mesylat, BAP chlorid a
BAP nitrat v nizsich koncentracich aktivitu BAP prevysuji. Dale ma srovnatelny ucinek
o-topolin a o-topolin mesylat. Naopak soli m-MeOBAP mesylat a m-MeOBAP nitrat
mirné prevysuji aktivitu BAP. Nizké antisenescencni vlastnosti vykazuji p-topoliny a také
o-topolin chlorid a o-topolin nitrat, jehoz aktivita byla v senescenénim testu nulova, viz

tab. 17. Grafické porovndni soli odvozenych z BAP je uvedeno na obr. 21.

Tab. 17: Relativni aktivita testovanych latek k BAP v senescencnim testu. Hodnoty vsech ldtek jsou

uvedeny pri koncentraci 100 uM.

Latka Relativni aktivita k BAP [%]
BAP chlorid 104 + (5)

BAP nitrat 75 % (10)

BAP mesylat 56 £ (7)

m-topolin 108 + (4)

m-topolin chlorid 104 +(7)

m-topolin nitrat nerozpustén

m-topolin mesylat 84 +(13)
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Latka Relativni aktivita k BAP [%)]

o-topolin 79 £ (15)
o-topolin chlorid 26 £ (6)
o-topolin nitrat 0
o-topolin mesylat 81 +(15)
p-topolin 38 + (5)
p-topolin chlorid 36 +(6)
p-topolin nitrat nerozpustén
p-topolin mesylat 22 +(4)
m-MeOBAP 96 + (6)
m-MeOBAP chlorid 84 +(7)
m-MeOBAP nitrat 112 +(6)
m-MeOBAP mesylat 129 £ (7)
kinetin 99 + (4)
kinetin mesylat 97 £(12)
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Obr. 21: Srovndni aktivity soli odvozenych od benzylaminopurinu v senescencnim biotestu

4.5.3 Receptorovy test

U receptorového testu byla sledovdna interakce a spusténi signalni drahy
cytokininového receptoru CRE1/AHK4. Aktivita tZ, jakoZto interniho standardu, byla

porovndvana s testovanymi latkami. Vysledky jsou uvedeny vtab. 18. Optimalni
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koncentrace pro interakci s CRE1/AHK4 receptorem byla 50 uM u kazdé z hodnocenych
l[atek. Latky BAP nitrat, m-topolin chlorid a m-MeOBAP chlorid byly syntetizovany
v ramci bakaldarské prace (Klos, 2018) a zde byly pouze otestovany k lepsSimu porovnani
s ostatnimi latkami. U BAP a jeho soli je zfejmé, Ze interaguji s receptorem v podobné
mite jako tZ s vyjimkou BAP nitratu, jehoZ hodnotu z divodu velké smérodatné odchylky
nelze brat v dvahu. Latky odvozeny od m-topolinu &i kinetinu stimuluji cytokininovy
receptor AHK4 velmi podobnou mérou a jejich hodnoty jsou také srovnatelné s aktivitou
tZ v nevyssi mérené koncentraci. V pfipadé o-topolinu je nejvyraznéjsi aktivita o-topolin
nitrdtu, ktery vysoce prevysuje aktivitu interniho standardu pfi koncentraci 50 pM.
Naproti tomu soli p-topolinu a m-MeOBAP jsou neaktivni s vyjimkou m-MeOBAP
mesylatu, jehoZ aktivita je blizka aktivité tZ. Z hlediska nizSich koncentraci (1-10 uM) se
aktivité tZ nevyrovnava zadna latka, vyjimku tvori kinetin, m-topolin a m-MeOBAP

mesylat pfi koncentraci 10 uM. Grafické porovnani viz obrdzky 22-27.

Tab. 18: Relativni aktivita testovanych Idtek k aktivité tZ v receptorovém testu CRE1/AHKA4.

Latka Relativni aktivita k tZ [%]
BAP 90 + (10)
BAP chlorid 83 +(18)
BAP nitrat 59 + (48)
BAP mesylat 116 £ (3)
m-topolin 113 £ (9)
m-topolin chlorid 91 + (3)
m-topolin nitrat 87 +(36)
m-topolin mesylat 98 + (6)
o-topolin 56 + (4)
o-topolin chlorid 86 + (14)
o-topolin nitrat 175+ (29)
o-topolin mesylat 87 +(2)
p-topolin 3+(1)
p-topolin chlorid 4+ (1)
p-topolin nitrat 1+(0)
p-topolin mesylat 2+(1)
m-MeOBAP 1+(0)
m-MeOBAP chlorid 51(2)
m-MeOBAP nitrat 3+(1)
m-MeOBAP mesylat 90 + (4)
kinetin 126 +(3)
kinetin mesylat 71+ (7)
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Obr. 22: Zavislost relativni aktivity $-galaktosiddzy (receptor CRE1/AHK4) na koncentraci
pfipravenych soli BAP.
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Obr. 23: Zavislost relativni aktivity $-galaktosiddzy (receptor AHK4) na koncentraci pripravenych

soli m-topolinu.
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Obr. 24: Zavislost relativni aktivity 8-galaktosiddzy (receptor AHK4) na koncentraci pfipravenych

soli o-topolinu.
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Obr. 25: Zavislost relativni aktivity $-galaktosiddzy (receptor AHK4) na koncentraci pripravenych

soli p-topolinu.
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Obr. 26: Zavislost relativni aktivity 8-galaktosiddzy (receptor AHK4) na koncentraci pfipravenych

soli m-topolinu.
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Obr. 27: Zavislost relativni aktivity $-galaktosiddzy (receptor AHK4) na koncentraci pripravené soli

kinetinu.
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4.6 Vysledky polniho testu na jarnim je€meni var Francin

Byla testovana aplikace nové ptipravenych cytokininovych soli na vynos jarniho jeémene
var. Francin. Aplikaci novych latek a také latky BAP na jarni jeCmen (var. Francin) se zvysil
pocet silnych odnozi o 36,11 az 55,56 % v porovnani s neoSetfenou kontrolou. Naopak
pocet stfednich odnoZi se sniZil 0 19,05 aZ 40,48 %. Doslo k navy3eni po&tu klasd na m?
u vSech testovanych latek o 6,62 az 12,06 % a také k celkovému vynosu zrna. Nejvétsi
narlst byl konkrétné u rostlin oSetfenych pomoci m-topolin mesylatu a to o 8,03 %.
Nejvétsi nardst poctu klast na m? (12,06 %) byl naopak pozorovdan u rostlin o$etfenych
pomoci BAP mesylatu. Lze fici, Ze pouZiti mesylatd misto origindlnich cytokinin
ovliviiuje tvorbu odnozi a zejména m-topolin mesylat kladné ovliviiuje i samotny vynos
jeCmene. Statisticka vyznamnost vysledku byla hodnocena pomoci t-testu. Pokud je
hodnota t-testu mezi 0,01 — 0,05, tak je vysledek statisticky vyznamny. V ptipadé, zZe
hodnota je mensi nez 0,01, je vysledek statisticky vysoce vyznamny nebo naopak nad

0,05 statisticky nevyznamny, viz tab. 19.

Tab. 19: Vysledky polniho testu

Kontrola m-topolin BAP

(neosetfeno) BAP mesylat mesylat
Koncentrace [umol/I] 5 5 5
Vynos zrna (t/ha) (vihkost 14 %) 7,42 7,42 8,01 7,74
% srovnano s kontrolou 100 100,13 108,03 104,34
T-Test 0,747 0,443 0,418
Silné odnoze (pocet) 1,8 2,8 2,45 2,75
% srovnano s kontrolou 100 155,56 136,11 152,78
T-Test 0,001 0,018 0,001
Stfedni odnoZe (pocet) 2,1 1,7 1,25 1,35
% srovnano s kontrolou 100 80,95 59,52 64,29
T-Test 0,149 0,008 0,004
Slabé odnoze (pocet) 1,85 2,1 1,8 2,25
% srovnano s kontrolou 100 113,51 97,3 121,62
T-Test 0,534 0,878 0,165
SUMA odnoii 5,75 6,6 5,5 6,35
% srovnano s kontrolou 100 114,78 95,65 110,43
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Kontrola m-topolin BAP
v oy BAP , .
(neosetieno) mesylat mesylat
T-Test 0,069 0,581 0,134
Vyska rostlin [cm] 82,8 82,5 83,1 83,2
% srovnano s kontrolou 100 99,64 100,36 100,48
T-Test - - -
Pocet klasti na m2 676,8 752 721,6 758,4
% srovnano s kontrolou 100 111,11 106,62 112,06
T-Test 0,15 0,39 0,094

4.7 Test rozpustnosti pomoci vypoctu z kalibracni krivky

U vSech novych latek byla stanovena, pomoci vypoctu z plochy pikd ziskanych z HPLC,

rozpustnost v destilované vodé a byla zjiSténa zpravidla lepsi rozpustnost nez u latek

pavodnich. V nékterych pripadech se rozpustnost zvysila az tisickrat jak je zfetelné z tab.

20 éi obr. 28.

Tab. 20: Porovndni koncentraci plvodnich latek ve vodé s Iatkami protonizovanymi pfislusnymi kyselinami.

POvodni latka

¢ plvodni latky [mM]

Protonizovana latka

c protonizované latky [mM]

o-topolin chlorid 178,47
o-topolin 0,03 o-topolin nitrat 11,38
o-topolin mesylat 82,30
p-topolin chlorid 19,14
p-topolin 0,02 p-topolin nitrat 10,45
p-topolin mesylat 1208,43
m-topolin chlorid 30,46
m-topolin 0,06 m-topolin nitrat 0,52
m-topolin mesylat 24,011
BAP chlorid 30,92
BAP 0,37 BAP nitrat 26,41
BAP mesylat 354,13
m-MeOBAP chlorid 11,51
m-MeOBAP 0,21 m-MeOBAP nitrat 6,40
m-MeOBAP mesylat 47,54
Kinetin 0,14 Kinetin mesylat 92,56

60



o-topaolin
o-topolin chlorid
o-topolin nitrat
o-topolin mesylat
p-topolin
p-topolin chlorid
p-topolin nitrét
p-topolin mesylat
m-topolin
m-topolin chlorid
m-topolin nitrat
m-topolin mesyldt
BAP

BAP chlorid
BAPnitrat

BAP mesylat
FMeOBAP
m-MeOBAP chlorid

11,38
82,3

19,14
10,45
30,46
24,01
30,92

26,41

11,51

178,47

354,13

1208,43

m-MeDBAP nitrat
m-MedBAP mesylat
kinetin

kinetin mesylat

47,54

92,56

B POvodni latka
Chlorid

B Nitrat

W Mesylat

0,01

0,1 1

10 100

1000
c[mM]

10000

Obr. 28: Porovndni rozdilu rozpustnosti mezi plvodnimi ldtkami a Iatkami protonizovanymi

pfislusnymi kyselinami. Pro lepsi prehlednost je graf v logaritmickém méritku.
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5 Diskuze

Protonizace vSech trindacti latek se obesla bez jakychkoli problému. Vsech tfinact nové
vzniklych soli aromatickych cytokinin(i bylo charakterizovano pomoci metod EA, HPLC,
LC-MS, NMR a XRPD a dvé latky dokonce pomoci monokrystalové rentgenostrukturni
analyzy. Vysledky elementérni analyzy potvrdily, Ze se jednd o sledované latky. Cistota
vdech latek byla vétsi nez 99 %. 'H NMR analyza taktéZ potvrdila strukturu nové
syntetizovanych ladtek. Hmotnostni spektrometrie pouze potvrdila, Ze se stdle jedna o
tutéz latku a nenastala zména struktury, avSak nepotvrdila, jestli doslo k protonizaci.
Anionty kyselin nebyly patrné v pozitivhim ani negativnim médu. VSechny zaznamy
protonizovanych cytokininG mély odlisSny difraktogram od plvodnich latek, tudiz
rentgenova praskova difrakce potvrdila, Ze se jednd o krystalickd chemicka individuua.
V jednom pripadé, konkrétné u o-topolin chloridu, se difraktogram ziskat nepodafilo,
jelikoz byla pripravend latka zifejmé amorfniho charakteru a nepovedlo se ji
vykrystalizovat.

U latek m-topolin mesyldt a o-topolin mesylat se podafilo vypéstovat
monokrystal. U m-topolin mesylatu je ziejmé, Ze ke zvySeni rozpustnosti prispiva nejen
kyselina methansulfonova, ktery prohlubuje vazebné moiZnosti pro rozsahlejsi sit
vodikovych mustk(, ale pravdépodobné také zjevna zména v torznich uhlech oproti
podobnym slouceninam, jejichZz krystalova struktura byla publikovdna v minulosti
(Umadevi et al., 2001; Raghunathan et al., 1983; Travnicek et al., 2004 a 2007). Je nutno
podotknout, Ze zména rozpustnosti nebyla tak zdsadni jako napfiklad u o-topolin
mesylatu, u kterého doSlo rovnéZz kvySe zminénym zméndm. Dlvodem je
pravdépodobné molekula methanolu, ktera je jako solvent navazana na molekulu o-
topolin mesylatu a stabilizuje krystalickou strukturu pomoci vodikovych vazeb, jak
ukazala monokrystalova rtg difrakce.

Cytokininova aktivita jednotlivych, noveé pfipravenych soli byla stanovena pomoci
kalusového, senescencniho a receptorového CRE1/AHK4 biotestu. Plvodni latky byly
testovany v DMSO a jejich soli byly vidy rozpustény v destilované vodé. Z vysledku
receptorového testu lze usuzovat, Ze u vétSiny cytokininovych soli se adice kyseliny
neprojevila vyznamné na vysledné biologické aktivité dané Iatky. V nizSich koncentracich

byly latky G¢inné, v porovnani s referenénim tZ, jen velmi zfidka. Mezi latky vykazujici
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cytokinovou aktivitu na receptorech CRE1/AHK4 patfi kinetin, kinetin mesylat, m-topolin
a m-MeOBAP mesylat. Aktivita kinetinu pfi koncentraci 1 uM se takrka shoduje s jeho jiz
drive publikovanou aktivitou (Spichal et al., 2004). Prekvapujici je aktivita m-MeOBAP
mesylatu, ktery vtomto receptorovém testu, jakoZzto jediny derivdt m-MeOBAP,
dosahoval biologické aktivity, coz by mohlo byt zplsobeno zménou struktury
zpusobenou kyselinou methansulfonovou. Tato skutecnost by vSak musela byt
potvrzena pomoci rozsadhlejSiho testovani. V antisenescenénim biotestu méla vétsina
latek srovnatelné ucinky jako referencni BAP. Soli BAP (nitrat, chlorid) dosahovaly
lepsich ucinkl nez pavodni latka, naopak BAP mesylat dosahoval srovnatelné aktivity s
pavodni latkou. Lze tedy fici, Ze adice soli neovlivnila negativné antisenescencni uc¢inek
BAP, naopak ve formé iontll mlze byt tento cytokinin Uc¢innéjsi v nizsich koncentracich.
Vyssi ucinnost v nizsSich koncentracich plati také pro kinetin a kinetin mesylat. Ostatni
latky maji srovnatelnou nebo nizsi aktivitu nez referenéni BAP. Vyssi Ucinnost pfi
koncentraci 100 UM md opét m-MeOBAP mesylat. Kalusovy test opét podporil
myslenku, Ze biologicka aktivita se nijak zvlast nelisi mezi plivodni a protonizovanou
formou cytokininu a vétsSina latek dosahla srovnatelnych vysledkl jako standard. Zde,
stejné jako v predeslych dvou biotestech, vykazoval zvySenou aktivitu m-MeOBAP
mesylat a lze tedy fici, Ze biologicka aktivita této soli je vy$si nez u plvodni baze, jejiz
aktivita koresponduje s jiz dfive publikovanym vyzkumem (DolezZal et al., 2006). Lze se
domnivat, Ze jeji rozsahlejsi studie by mohla pfinést slibné vysledky.

Polni experiment ptinesl| zajimavé vysledky o Ucincich dvou latek in vivo. Po
oSetreni jarniho jeémene (var. Francin) pomoci m-topolin mesylatu vzrostl vynos zrna o
8,03 %. Naopak zvyseny pocet klasti na m? 0 12,06 % byl zaznamenan u BAP mesylatu.
Byla opét podpofena myslenka, Ze adice kyseliny methansulfonové na pfislusny
cytokinin by mohl mit pozitivni vliv na Gc¢inek latky v rostliné in vivo. Z hlediska porovnani
pavodni latky (BAP) a jeji soli (BAP mesylat) lze fici, Ze dosahovali velmi podobnych
vysledk(l. Ze statistického hodnoceni polniho experimentu pomoci t-testu vyplynulo, Ze
z vysledk(l je statisticky vyznamny pocet silnych odnozi u m-topolin mesylatu. Déle
statisticky vysoce vyznamny je pocet silnych odnozi u BAP a BAP mesylatu, a pocet
stfednich odnoZi u m-topolin mesylatu a BAP mesylatu. Zbytek vysledku je mozno
povaZovat za statisticky nevyznamné. Zminéné dvé latky vykazovaly slibné Gc¢inky na

rostliny a urcité budou znovu testovany, pfipadné i na jinych typech rostlin.
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U vSech protonizovanych latek se zvysila rozpustnost ve vodé. Prokazatelné
nejvyssi rozpustnosti dosahl p-topolin mesylat, u kterého doslo ke zvySeni rozpustnosti
vice nez 60000krat a ndsledné BAP mesylat, kde doslo ke zvySeni témér 1000krat.
Vysoké rozpustnosti dosahl také o-topolin chlorid s vysokou pravdépodobnosti pravé
proto, Ze byl amorfni. Velice zajimavé by bylo srovnani rozpustnosti jeho amorfni formy
s formou krystalickou, coz by mohlo byt predmétem pfistiho studia. Je zndmo, Ze
amorfni latky byvaji casto rozpustnéjSi a maji vysSi biodostupnost, avsak jejich
nevyhodou je nizka fyzikalni a chemicka stabilita (Kratochvil et al., 2011). DalSi zajimavou
latkou, u niz by mohlo byt vyuzitelné zvySeni rozpustnosti ve vodé, je kinetin. Kinetin ma
prokazatelny vliv na diferenciaci keratinocytll (Berge et al., 2006, 2008), pUsobi
preventivné na keratinocyty vystavené zarenim UVB a sniZzuje tvorbu thyminovych
dimerd
(McDaniel et al., 2005). Dale byl potvrzen jeho antiagregacni efekt na trombocyty in vitro
(Sheu et al., 2003) ¢i in vivo (Hsiao et al., 2003), coz by potenciondlné mohlo vést k jeho
vyuziti jakozto prevence proti trombdze nebo k lécbé trombofilie. Ze tfi pouzZitych
kyselin zvySovala nejvice rozpustnost kyselina methansulfonova, pravdépodobné
z dlvodu vétsiho poctu vodikd ve své strukture dostupnych pro tvorbu vodikovych
mustka. Soli kyseliny chlorovodikové a kyseliny dusi¢né jsou v rozpustnosti srovnatelné.
Je treba brat v Uvahu, Ze stanoveni rozpustnosti cytokininovych soli probéhlo pomoci
vypoctu z kalibracni kfivky a byla provedena pouze jedna sada méfeni, coZ znamen3, Ze

redlné hodnoty rozpustnosti se mohou mirné lisit.
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6 Zaver

V této diplomové préci bylo pfipraveno tfindct novych soli latek, které jsou odvozeny ze
struktury substituovaného purinu, za pouZiti tfi rdznych kyselin. Fyzikalné-chemicka
charakterizace potvrdila, Ze doslo k protonizaci nové syntetizovanych latek. Latky m-
topolin mesylat a o-topolin mesylat byly vykrystalizovany a jejich struktura byla detailné
charakterizovana pomoci rentgenové difrakce na jejich monokrystalech. Methanol,
pozorovan jakozto soucast krystalické soustavy o-topolin mesylatu, ma pravdépodobné
zasadni vliv na zvyseni rozpustnosti. Z cytokininovych biotestll je patrné, Ze vytvoreni
soli cytokininu nema negativni vliv na jeho biologickou aktivitu. Naopak v nékterych
pfipadech doslo k razantnimu zlepSeni biologické aktivity, naptiklad u m-MeOBAP
mesylatu. Potvrzeni a urceni ddvodul, pro¢ tomu tak je, by mohlo byt predmétem
nasledujici prace. Latky m-topolin mesylat a BAP mesylat dosahly pozitivnich vysledk
pfi testech in vivo, avSak pro jednoznacné stanoveni jejich aktivity by bylo nutné je
podrobit rozsdhlejSimu testovani. V testu rozpustnosti dosahly zlepsené rozpustnosti
prakticky vSechny latky. Nejvyraznéji vsak rozpustnost aromatickych cytokinin( ve vodé
ovlivnila kyselina methansulfonova. Z tohoto dlvodu se jeji pouZiti jevi jako nejlepsi

varianta ke zlepSeni rozpustnosti dalSich latek v pristich pracich.
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