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Derivaty 1,2,3-thiadiazol-5-yl mocoviny, jejich pouZiti pro regulaci senescence rostlin a
pripravky obsahujici tyto derivaty

Oblast techniky
Vynalez se tyka substituovanych derivati 1,2,3-thiadiazol-5—yl mogoviny, jejich pouziti jako

antistresovych latek pii regulaci rostlinné a starnuti rostlinnych organi a bunék, a p¥ipravkd tyto
derivaty obsahujicich.

Dosavadni stav techniky

Stresem indukovana senescence je dnes hlavnim problémem z agro—ekonomického thlu pohledu
a ohroZuje dostupnost potravin na celém svété. Je znamo pouze nékolik latek, které maji anti—
senescencni a/nebo antioxida¢ni vlastnosti, a fada z nich zéroven vykazuje nezadouci vedlejsi
acinky, jako je inhibice ristu kofene (tykd se na purinu zalozenych latek jako je 6-benzyl-
aminopurin (BAP) a zeatin). Z tohoto diivodu je potfeba poskytnout nové skupiny latek se silny-
mi antistresovymi vlastnostmi, které nevykazuji nezadouci vedlejsi tginky.

Pfedmétem tohoto vyndlezu je poskytnout nové mogovinové derivaty, které maji vy3si selektivitu

a index U¢innosti v inhibici starnuti rostlin a pfiznakl vyvolanych stresem, a to bez neZadoucich
inhibi¢nich u¢inki na vyvoj kofene.

Podstata vynalezu

Pfedmétem predlozeného vynélezu jsou 1,2,3-thiadiazol-5-yl-mo&ovinové derivaty obecného
vzorce |

kde
R2 je vodik;

R1 je vybran ze skupiny zahrnujici

C—Cs alkyl, substituovany alespoii jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici
hydroxy, C,—C, alkoxy, thio, C;—C, alkylthio, kyano a halogen;

C;—Cs alkenyl, popfipadé substituovany alespofi jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici hydroxy, C,—C4 alkoxy, thio, C;~C, alkylthio, kyano a halogen;

Co—Cs alkynyl, popfipadé substituovany alespoii jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici hydroxy, C,—C, alkoxy, thio, C;—C, alkylthio, kyano a halogen;
tetrahydrofuran—2—yl-methyl nebo tetrahydrofuran~3-yl-methyl, popfipadé substituovany

alespofi jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C,—C, alkoxy, thio,
C,—C, alkylthio, kyano a halogen;
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thiofen—2—yl-methyl nebo thiofen—3—yl-methyl, poptipadé substituovany alespoii jednim
substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C,—C, alkoxy, thio, C;-C, alkyl-
thio, kyano a halogen;

furan—2—yl-methyl nebo furan-3—yl-methyl substituovany alesponi jednim substituentem
vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C,—C, alkoxy, thio, C,—C, alkylthio, kyano a ha-
logen;

1,3—dioxolan—2—yl-methyl, popiipadé substituovany alespoii jednim substituentem vybra-
nym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C,—C, alkoxy, thio, C,—C, alkylthio, kyano a halogen,
tetrahydropyran—2—yl-methyl, tetrahydropyran-3—yl-methyl nebo tetrahydrofuran—4—yl-
methyl, popiipadé substituovany alespoii jednim substituentem vybranym ze skupiny zahr-
nujici hydroxy, C;—~C, alkoxy, thio, C,;-C, alkylthio, kyano a halogen;
(3,4—dihydro-2H—pyran—2-yl)methyl, (3,4—dihydro-2H-pyran-3—yl)methyl, (3,4—dihydro—
2H-pyran—4-yl)methyl, (3,4-dihydro-2H—pyran—5-yl)methyl nebo (3,4-dihydro-2H-
pyran—6-yl)methyl, poptipadé substituovany alespofi jednim substituentem vybranym ze
skupiny zahrnujici hydroxy, C;—C, alkoxy, thio C,—C, alkylthio, kyano a halogen.

Pfedmétem predlozeného vynalezu je pouziti 1,2,3-thiadiazol-5—yl-mocovinovych derivata
obecného vzorce I jako antistresovych latek a latek pro inhibici senescence rostlin, rostlinnych
organi a rostlinnych bunék.

S vyhodou, je-li R1 alkyl, alkenyl nebo alkynyl, tyto skupiny jsou substituovany na terminalnim
atomu alespoii jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C1-C4 alkoxy,
thio, C1-C4 alkylthio, kyano a halogen.

Generické ndzvy substituentil maji vyznamy, jak je definovano nize:
alkyl znamena rozvétvenou nebo linearni alkylovou skupinu;

alkenyl znamena rozvétveny nebo linearni uhlovodikovy fetézec s alespoii jednou dvojnou vaz-
bou;

alkynyl znamena rozvétveny nebo linearni uhlovodikovy fetézec s alespoii jednou trojnou vaz-
bou;

halogen je vybran ze skupiny zahrnujici fluor, chlor, brom a jod;

kyano oznacuje skupinu —CN;

hydroxy oznacuje skupinu —OH;

alkyloxy oznatuje skupinu ~O-alkyl, s vyhodou alkyloxy je methyloxy nebo ethyloxy;
thio oznacuje skupinu —SH;

alkylthio skupina oznaduje —S—alkyl, s vyhodou alkylthio je methylthio nebo ethylthio.

Pokud slougeniny podie tohoto vynalezu obsahuji chirdlni centrum, pak vSechny enantiomery,
smési enantiomert a racematii spadaji do ramce tohoto vynalezu. Pfedkladany vynalez dale zahr-
nuje sloueniny obecného vzorce 1, pokud jsou ve formé soli s alkalickymi kovy a kovy alkalic-
kych zemin, amonné soli nebo aminy, jakoZ i ve forme adi¢nich soli s kyselinami.

S vyhodou jsou R1 vybrany z: 2-hydroxy—ethyl, 3-hydroxy-propyl, 4-hydroxy-butyl, 5-
hydroxy—pentyl, 6-hydroxy—hexyl, 2-methoxy—ethyl, 3-methoxy—propyl, 4-methoxy-butyl, 5-
methoxy—pentyl, 6-methoxy—hexyl, 2-ethoxy-ethyl, 3—ethoxy—propyl, 4-ethoxy-butyl, 5-
ethoxy—pentyl, 6—ethoxy-hexyl, 2,2—dimethoxy—ethyl, 1,2—dimethoxy—ethyl, 1,2,2-trimethoxy—
ethyl, 3,3—-dimethoxy—propyl, (E)-4-hydroxy—-3-methyl-but-2—enyl, (Z)-4-hydroxy—3-methyl-
but—2-enyl, 3—methyl-but-2—enyl, isopentenyl, 2-hydroxy—propyl, 2-hydroxy—1-methyl-ethyl,
2-methoxy—propyl,  2-methoxy—I—methyl—ethyl,  3,3—dimethoxy—1-methyl-propyl, 3,3—
dimethoxy—2—methyl—propyl, 2,3,3—trimethoxy—propyl, 4,4—dimethoxy-butyl, 3,4,4-trimethoxy—
butyl, 2-thio—ethyl, 3—thio—propyl, 4-thio-butyl, 5-thio—pentyl, 6-thio-hexyl, 2-methylthio—
ethyl, 3—methylthio—propyl, 4-methylthio-butyl, 5-methylthio—pentyl, 6—methylthio-hexyl, 2—
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ethylthio—ethyl, 3—ethylthio—propyl, 4-ethylthio-butyl, S—ethylthio—pentyl, 6—ethylthio—hexyl,
vinyl, allyl, but-3—enyl, pent—4-enyl, hex—5—enyl, ethynyl, prop—2-ynyl, but-3—ynyl, pent—4—
ynyl, hex-5-ynyl, (Z)-buta—1,3—-dienyl, (1Z,3E)-penta—1,3—dienyl, (E)-penta—2,4—dienyl,
(1Z,3E)-hexa-1,3,5~trienyl, (2E,4E)-hexa-2,4—dienyl, (E)-hexa-3,5-dienyl, 2—chlor—ethyl, 3—
chlor—propyl, 4—chlor-butyl, 5—chlor—pentyl, 6—chlor-hexyl, 2-brom—ethyl, 3—brom—propyl, 4—
brom-butyl, S-brom-pentyl, 6-brom-hexyl, tetrahydrofuran—2-yl-methyl, tetrahydrofuran—3—
yl-methyl, thiofen—2-yl-methyl, (5-methyl-furan—2-yl}-methyl, 1,3—dioxolan—2—-yl-methyl,
tetrahydropyran—2-yl-methyl, 3,4-dihydro-2H-pyran—2-yl-methyl, 4-hydroxy—3—methylbutyl,
(Z)-1"-metyl-4-hydroxy-3-methylbut-2—enyl, (E)}-1'~methyl-4-hydroxy—3-methylbut—2—enyl.

V dal$im vyhodném provedeni je sloutenina obecného vzorce I vybrana z: 1-2-hydroxy—ethyl)-
3-{1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea,  1—(3-hydroxy—propyl)-3-1,2,3]thiadiazo}-5—-yl-urea, 1—(4—
hydroxy-butyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-(5-hydroxy—pentyl)}-3-[1,2,3]thiadiazol-5—
yl-urea, 1—+6-hydroxy—hexyl)-3—[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1+(2-methoxy—ethyl-3-[1,2,3]-
thiadiazol-5—yl-urea, ~1-(3-methoxy—propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1{(4-methoxy—
butyl)-3—[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1—(5-methoxy-pentyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—
(6-methoxy—hexyl)}-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-(2—ethoxy—ethyl)}-3—-[1,2,3]thiadiazol-5—
yl-urea, 1-(3—ethoxy—propyl)-3—-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1+(4—ethoxy-butyl)-3—[1,2,3]thia-
diazol-5—yl-urea, 1—-(5—ethoxy—pentyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1+6—ethoxy—hexyl)-3—
[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1—(2,2-dimethoxy—ethyl)-3-]1 ,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1—(1,2—
dimethoxy—ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-3—(1,2,2—trimetho-
xy—ethyl)-urea, 1+(3,3—dimethoxy—propyl)-3—{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1<((E)4-hydroxy—
3—methyl-but-2-enyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1—(3-methyl-but-2—enyl)-3—[1,2,3]thia-
diazol-5-yl-urea,  1+2-hydroxy—propyl)}-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-(2-hydroxy—-1-
methyl—ethyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-(2-methoxy—propyl)-3—[1 ,2,3]thiadiazol-5-yl-
urea, 1-2-methoxy—1-methyl-ethyl)}-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—+3,3—dimethoxy—-1—
methyl-propyl)}-3-{1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1~(3,3—dimethoxy—2-methyl—propyl)}-3-[1,2,3]-
thiadiazol-5~yl-urea, 1-{1,2,3]thiadiazol-5-yl-3—2,3,3—trimethoxy—propyl)}-urea,  1<4,4—
Dimethoxy-butyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-[1,2,3]Thiadiazol-5-yl-3—(3,4,4tri-
methoxy-butyl)-urea, 1-(2-thio—ethyl}-3—[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—+(3—thio—propyl)-3—
[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(4—thio-butyl)-3-[1 ,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(5-thio—pen-
tyl}-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea,  1—(6-thio-hexyl)}-3-{1 ,2,3Jthiadiazol-5-yl-urea, 1-(2—
methylthio—ethyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1~(3—methylthio~propy!)}-3—[1 ,2,3]thiadiazol-
5-yl-urea, 1—(4-methylthio-butyl)}-3—[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1+(5-methylthio—pentyl)-3—
[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea,  1—(6-methylthio—hexyl)}-3-[1 ,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 12—
ethylthio—ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(3—ethylthio—propyl)}-3—[1,2,3]thiadiazol-5—
yl-urea, 1-(4—ethylthio-butyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1-(5—ethylthio—pentyl)}-3-[1,2,3]-
thiadiazol-5—yl-urea, 1{6—ethylthio-hexyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1-vinyl-3-1,2,3]-
thiadiazol-5—urea, 1-allyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-but—-3-enyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5—
yl-urea, 1-pent-4—enyl-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-hex—5—enyl-3-[1 ,2,3]thiadiazol-5-yl-
urea, l—ethynyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-prop—2—ynyl-3—-[1 ,2,3]thiadiazol-5—yl-urea,
1-but-3—-ynyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1-pent—4-ynyl-3—{1 ,2,3]thiadiazol-5—-yl-urea, 1-
hex—5—ynyl-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-(4-hydroxy—3—methylbutyl)-3-[1,2,3 ]thiadiazol~
S5—yl-urea, 1-((E)-1 '—methyl-4-hydroxy—3-methylbut—2-enyl)}-3-[1 ,2,3]thiadiazol-5-yl-urea,
1-((Z)-buta—1,3-dienyl)}-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1-((1Z,3E)-Penta—1 ,3—dienyl)}-3-1,2,-
3]thiadiazol-5-yl-urea, 1—((E)-penta—2,4—dienyl)-3—[1 ,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—+(1Z,3E)-
hexa-1,3,5-trienyl)}-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1+(2E,4E)-hexa-2,4—dienyl)-3-1,2,3]thia-
diazol-5-yl-urea, 1—((E)-hexa-3,5~-dienyl)}-3-[1,2,3 Jthiadiazol-5—yl-urea, 1—(2-chlor—ethyl)—
3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(3—chlor-propyl)}-3-[1 ,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(4—chlor-
butyl}-3-1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-(5—chlor—pentyl}-3-[1 ,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-(6—
chlor-hexyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-(2-brom—ethyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea,
1-(3-brompropyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-4-brom-butyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-
urea, 1—-(5-brom—pentyl)-3—[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1+6-brom-hexyl)-3-[1,2,3]thiadia-
zol-5—yl-urea, I1(tetrahydrofuran—2-yl-methyl)}-3—-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1tetrahydro-
furan—3—yl-methyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1—(thiofen—2—yl-methyl)-3-[1,2,3]thiadia-
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zol-5—yl-urea, 1-(5-methyl-furan—2—yl-methyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-(1,3—dioxo-
lan—2—yl-methyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(tetrahydropyran-2-yl-methyl)-3-[1,2,3]-
thiadiazol-5—yl-urea, 1—3,4—dihydro—2H—pyran—-2—yl-methyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea.

Slou&eniny podle pedkladaného vynalezu nevykazuji nezadouci inhibi¢ni aktivitu na rist kofe-
nt, ktera je typicka pro jiné anti—senescenéni slougeniny podle dosavadniho stavu techniky. I pfi
vysokych koncentracich negativni viiv na riist kofend neni piitomen, nebo je tento negativni vliv
siln& potlacen.

Slouceniny podle predkladaného vynalezu se mohou aplikovat na celé rostliny, rostlinné organy,
nebo na rostlinné buriky, napf. v tkanovych kulturach. Jsou vhodné zejména pro pouZiti v tkafio-
vych kulturach, protoZe nevykazuji inhibi¢ni efekt na rist a déleni rostlinnych bunék pfi vyso-
kych koncentracich a vykazuji minimalni toxicitu pro tyto buriky ve srovnani s jinymi anti-
senescenénimi slouteninami znamymi z dosavadniho stavu techniky. To umoZiiuje jejich pouziti
v $irokém koncentra¢nim rozmezi bez negativnich uc¢inki.

Dalsim aspektem tohoto vynalezu je pouZiti 1,2,3-thiadiazol-5—yl-derivati mocoviny obecného
vzorce | pro oddaleni degradace chlorofylu a senescence rostlinnych tkani, Tento pozitivni 4¢i-
nek souvisi s jedinednym efektem téchto derivatd na peroxidaci membranovych lipida. 1,2,3~
Thiadiazol-5—yl-mo¢ovinové derivaty podle predkladaného vynalezu brani peroxidaci membra-
novych lipidd, coZ dale zvySuje jejich anti-senescencni a anti—stresovou aktivitu.

Dal3im aspektem tohoto vynalezu je pouziti substituovanych 1,2,3—thiadiazol-5—yl-mocovino-
vych derivati obecného vzorce I jako inhibitori stresu a stresem indukované senescence
v produkei plodin, zejména obilovin (pSenice, je¢men, ryZe, kukufice, Zito, oves, €irok a pfibuzné
druhy), fepa (cukrova fepa a krmna fepa); malvice, peckovice a me¢kké ovoce (jablka, hrusky,
Svestky, broskve, mandle, tfe$ng, jahody a ostruziny); lusténiny (fazole, Cocka, hrach, sojové
boby); olejniny (fepka, hoiice, mak, olivy, slune¢nice, kokos, ricinus, kakaové boby, podzemni-
ce olejna); okurky (dyné, okurky, melouny); vlaknité rostliny (bavina, len, konopi, juta); citruso-
vé plody (pomerange, citrony, grapefruity, mandarinky); zelenina (3penat, skoficovnik, kafr) ne-
bo rostliny, jako je tabak, ofechy, lilek, cukrova titina, ¢aj, vinna réva, chmel, banany a piirodni
kauduk a 16¢ivé rostliny, stejné jako okrasné rostliny. Plevele, které maji byt kontrolovany mohou
byt jak jednodélozné tak dvoud&lozné, naptiklad: Stellaria, Nasturtium, Agrostis, Digitaria, Ave-
na, Setaria, Sinapis, Lolium, Solanum, Echinochloa, Scirpus, Monochoria, Sagittaria, Bromus,
Alopecurus, Sorghum halepense, Rottboellia, Cyperus, Abutilon, Sida, Xanthium, Amaranthus,
Chenopodium, Ipomoena, Chrysanthemum, Galium, Viola a Veronica.

Stresem miiZze byt zejména stres zplisobeny suchem a salinitou (salinni stres).

Vynélez dale zahrnuje anti-senescenéni a/nebo anti—stresové piipravky pro rostliny, rostlinné
organy a rostlinné buriky, obsahujici alespoti jednu slou¢eninu obecného vzorce I a alespoii jednu
pomocnou latku.

Vynélez se dale tyka zplsobu inhibice stresu a/nebo senescence v rostlinach, rostlinnych orga-
nech a/nebo v rostlinnych buiikach, ktery zahrnuje aplikaci alespoti jedné slou€eniny obecného
vzorce I na rostlinu, rostlinny organ a/nebo rostlinnou bunku.

Slou&eniny podle tohoto vynalezu mohou byt pfipraveny odborniku znimymi chemickymi zpi-
soby. S vyhodou mohou byt pfipraveny zpiisobem, ve kterém je 1,2,3-thiadiazol-5-yl-isokyanat
pfipraven konvenéni metodou (Kurita K. a Iwakura Y., J. Org. Chem. 41, 207071 (1976)) z 1,2,-
3-thiadiazol-5-ylaminu a difosgenu. 1,2,3-thiadiazol-5—ylisocyanat se pak necha reagovat s
odpovidajicim aminem, ¢imZ se ziskd poZzadovany produkt.

Slou¢eniny obecného vzorce I se pouZivaji v nemodifikované formé nebo vyhodn€ spole¢ng s
pomocnymi latkami bézné pouzivanymi pro formulaci pfipravki. Za timto G¢elem jsou pfipravky
vyhodné formulovany jako koncentraty u€innych latek, jakoz i suspenze a disperze, s vyhodou
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izotonické vodné roztoky, suspenze a disperze, zfedéné emulze, rozpustné prasky, poprasky,
granulaty, krémy, gely, olejové suspenze a také obalované formulace, napf. polymernimi latkami.
Stejné jako u typu pfipravku, zpisoby aplikace, jako je postiik, rozprasovéni, praskovéni, rozptyl,
natirani nebo zalévani, se voli v souladu se zamySlenymi cili a prevazujicimi okolnostmi. P¥i-
pravky mohou byt sterilizovany a/nebo mohou obsahovat dal§i pomocné latky neutralni povahy,
Jako jsou konzervaéni &inidla, stabilizatory, smadedla nebo emulgatory, solubilizaéni ¢inidla,
stejn¢ jako hnojiva, donory stopovych prvkii nebo jinych prostredki k dosazeni specialnich efek-
th.

Piipravky

Ptipravky obsahujici slouceniny obecného vzorce I (aktivni slozka) nebo jejich soli, a pokud je
tieba, jednu nebo vice pevnych nebo kapalnych pomocnych latek, jsou pFipraveny zndmymi zpu-
soby, napfiklad smisenim nebo mletim u&inné latky s pomocnymi latkami, jako jsou napt. roz-
poustédla nebo pevné nosice. Do pFipravkii mohou byt piidavany povrchové aktivni latky (sur-
faktanty).

V zavislosti na povaze sloueniny obecného vzorce I nebo jeji soli, kterd ma byt formulovana,
vhodné povrchové aktivni latky jsou neiontové, kationtové a/nebo aniontové povrchové aktivni
latky a jejich smési majici dobré emulzifika¢ni, dispergaéni a zvlh&ovaci vlastnosti. Priklady
vhodnych aniontovych, neiontovych a kationtovych smadedel jsou shrnuty napiiklad ve WO
97/34 485.

Také vhodné pro ptipravu kompozic, které obsahuji slougeniny, odvozené od 1,2,3—thiadiazol-
mocCoviny obecného vzorce I podle vynalezu, jsou povrchové aktivni latky b&zné pouzivané pri
formulaci prostfedki, které jsou popsany napt. v ,McCutcheon’s Detergents and Emulsifiers
Annual® MC Publishing Corp., Ridgewood New Jersey, 1981, Stache, H., , Tensid— Ta-
schenbuch®, Carl Hanser Verlag, MunichNienna, 1981 and M. and J. Ash, ,.Encyclopedia of Sur-
factants®, Vol-lIl, Chemical Publishing Co., New York, 1980-81.

Formulace pfipravku obsahuje vahové od 0,1 do 99 % (w/w), zejména pak od 0,1 do 95 % (wiw)
aktivni slozky odpovidajici latce nebo smési latek obecného vzorce I, pfiemz obsahuje i od 5 do
99,9 % smési pfisad ¢i farmaceutickych nosi&i, a to v zavislosti na zptsobech aplikace, a popfi-
pad€ obsahuje i vahové od 0,1 do 25 % smacedla.

Ackoliv jsou komer¢ni produkty obvykle pripravovany ve formé koncentrati, koneény uZivatel
upotfebi nafedény pripravek. Kompozice miize proto obsahovat i dalsi prisady, Jjakymi jsou stabi-
lizatory, napf. rostlinné oleje nebo epoxidované rostlinné oleje (epoxidovany palmovy olej 0;1,
fepkovy nebo olivovy olej), odpéiiovade, napt. silikonovy olej, konzervaéni ptipravky, stabiliza-
tory, zvlhcovadla anebo emulgatory, viskozitni &inidla, pojiva, lepidla, a také hnojiva a dalsi ak-
tivni pfisady. S vyhodou jsou pouzivany ptipravky nasledujiciho sloZeni: (% = hmotnostni pro-
cento).

Emulgované koncentraty:

aktivni slozka: 1 az 90 %, s vyhodou 5 az 20 %
smécedlo: 1 az2 30 %, s vyhodou 10 az 20 %
kapalny nosi¢: 5 az2 94 %, s vyhodou 60 az 85 %
Prasky:

aktivni slozka: 0,1 az 10 %, s vyhodou 0,1 az 5 %
pevny nosic: 99,9 az 90 %, s vyhodou 99,9 az 95 %
Suspenzni koncentraty:

aktivn{ slozka: 5az75 %, s vyhodou 10 az 50 %
voda: 94 az 24 %, s vyhodou 88 az 30 %
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smacedlo: 1 az 40 %, s vyhodou 2 a7 30 %
Smacivé prasky:

aktivni slozka: 0,5 az 90 %, s vyhodou 1 az 80 %
smacedlo: 0,5 a7 20 %, s vyhodou 1 az 15 %
pevny nosic: 5 az 95 %, s vyhodou 15 az 90 %
Granule:

aktivni slozka: 0,1 az 30 %, s vyhodou 0,1 az 15 %
pevny nosic: 99,9 az 70 %, s vyhodou 99,9 az 85 %

Kompozice mohou rovnéz obsahovat dalsi pfimési, jakymi jsou stabilizatory, naptiklad rostlinné
oleje nebo epoxidované rostlinné oleje (epoxidovany kokosovy olej, fepkovy olej nebo s6jovy
olej), odpétiovade, napf. silikonovy olej, konzervacni latky, regulatory viskozity, pojiva, zahus-
tovadla, a také hnojiva a dal3i aktivni latky. Pro pouziti slougenin obecného vzorce I nebo jejich
soli, nebo kompozic je obsahujicich, se pouzivaji rozdilné metody a technologie, kterymi jsou
napiiklad nasledujici:

i) Obalovani osiva

a) Obalovani osiva smagivou praskovou formulaci slouceniny obecného vzorce I nebo jeji soli, a
to michanim v nadobé az do stejnorodé distribuce na povrchu semen (suché obalovani). Pfi tako-
vé procedufe je pfiblizng 1 az 500 g sloudeniny obecného vzorce I nebo jeji soli, (4 g aZ 2 kg
smacivého prasku) pouzivano na 100 kg osiva.

b) Obalovani osiva emulzifikovanym koncentratem slouceniny obecného vzorce I nebo jeji soli,
v souladu s metodou a) (mokré obalovani).

¢) Obalovéni osiva cestou mageni semen po dobu 1 az 72 h v tekutiné obsahujici od 100 do
1000 ppm (0,01 az 0,1 %) slouceniny obecného vzorce I nebo jeji soli, a s vyhodou nasledné¢ho
ususeni semen (imerzni obalovani).

Obecng jsou latky vzorce I nebo jejich soli pouzivany v mnozstvi od 1 do 1000 g, s vyhodou od 5
do 250 g, na 100 kg semen, aviak v zavislosti na metodice, ktera rovnéz umoZfiuje pfidani dal-
$ich aktivnich latek nebo mikroZivin; uréené koncentraéni limity se mohou pohybovat nahoru
nebo dolii (opakované obalovani).

ii) Aplikace cisternové smési

Kapalna formulace je aplikovana v mnoZstvi od 0,005 do 5,0 kg na hektar. Takova cisternova
aplikace se provadi pfed anebo po seti.

iii) Aplikace do semenné brazdy

Sloucenina obecného vzorce I nebo jeji siil, je zavedena do oteviené brazdy oseté semenem ve
formé emulzifikovaného koncentratu, smac¢ivého pradku nebo granuli. Jakmile je semenna brazda
zaklopena, je riistovy regulator aplikovan cestou obvykle pouZzivanou pfi pre—emergentnim pro-
cesu.

iv) Kontrolované uvoltiovani aktivnich latek

Slougeniny obecného vzorce I nebo jejich soli, jsou aplikovany v roztoku k mineralnim granulo-
vanym nosi¢iim nebo polymerizovanym granulim (mocovina, formaldehyd) a jsou vysuSeny.
V piipadg, Ze je to zadouci, tak se provadi obalovani, které umozfiuje postupné uvolfiovani latky
v méfitelnych mnozstvich po ur¢itou specifickou periodu (obalované granule).
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Objasnéni vykresti

Obr. 1. Uinek slouceniny 6 na vyvoj rostlin penice, které byly vystaveny salinnimu stresu. Levé
obrazky pfedstavuji rostliny, které byly oSetfeny jednou 100 mM vodnym roztokem slou€eniny 6
na pocatku experimentu. Pravé obrazky pfedstavuji kontrolni rostliny, které byly zality pouze
vodou. Sedm dni po vysadbé rostliny byly o3etfeny 75 mM roztokem NaCl. Byly pofizeny foto-
grafie 25 (A, B) a 30 (C) dni po vysadbe.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Vychozim materidlem pro slou¢eniny obecného vzorce I je 1,2,3-thiadiazol—5—yl-amin, ktery
byl ziskan t TCI Europe. 1,2,3-Thiadiazol-5~ylamin se ptevede na 5—isokyanato-1,2,3—thiadia-
zol michanim 1,2,3-thiadiazol-5—yl-aminu s nadbyteénym mnozstvim difosgenu v THF. Slou-
Ceniny obecného vzorce I mohou byt potom pfipraveny mirnym zahfivanim 5—isokyanato—1,2,3—
thiadiazolu a odpovidajiciho aminu (komer&né dostupné od Sigma Aldrich, Olchemim, TCI Eu-
rope) v piitomnosti katalytického mnozstvi triethylaminu v THF. Aminy slougenin obsahujicich
hydroxylovou skupinu, byly chranény tert-butyldimethylsilylovou skupinou pfed kondenzaci
s 5—isokyanato-1,2,3~thiadiazolem; odstranéni chranici skupiny se provadi v propanolické HCI,
vse podle Greene TW a Wuts PGM; Protective Groups in Organic Synthesis 3rd ed., New York,
(1991).

Elementarni analyzy (C, H a N) byly mé&feny na EA1108 CHN analyztoru (Fissons Instru-
ments). Teplot€ tani byl stanoven na pfistroji BUCHI Melting Point B-540 a je neupraven. Ana-
lyticka tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na destickach silikagelu 60 WF254
(Merck), v mobilni fazi CHCl;:MeOH:konc. NH,OH (8:2:0,2, v/v/v). ES+ hmotova spektra byla
naméfena za pouZiti ptimého nastiiku na Waters ZMD 2000 hmotovém spektrometru. Hmotnost-
ni interval pfi méfeni byl 10 aZ 1500 u. Spektra byla métena za pouziti cyklickych skent o délce
3,0 sekundy, pfi napéti na vstupni §té&rbing 25 V a teploté vypafovaciho bloku 150 °C, desolva-
tacni teplot¢ 80 °C a pritoku desolvata¢niho plynu 200 lhodinu. Ziskana data byla zpracovana
pomoci programu MassLynx data system. NMR spektra byla méfena na pfistroji Jeol 500 SS pfi
teploté 300 K a frekvenci 500,13 MHz (‘H). Vzorky byly pfipraveny rozpusténim danych latek
v DMSO-d;. Tetramethylsilan (TMS) byl pouZit jako inertni standard.

Priklad 1
Piiprava 5—isokyanato~1,2,3—thiadiazolu

Syntéza izokyanitti z aminti byla popsana jiz dfive (Kurita K. a Iwakura Y., J. Org. Chem. 41,
2070-71 (1976)). Detailng, 1,2,3—thiadiazol-5—yl amin (1,01 g, 10 mmol) byl rozpustén v THF
(40 mL) a pfidavan po kapkach do roztoku difosgenu (2,6 g, 13 mmol) v THF (100 mL). Reakéni
smés byla michana po dobu 40 minut pfi teploté —10 °C; pak se reakéni smés kratce zahfeje na
teplotu 30 °C. Po zahf4ti, se rozpoustédlo a prebytek difosgenu odpafi. Zluty pevny zbytek byl 5-
isokyanato—1,2,3—thiadiazol, ktery se znovu re-suspenduje v diethylétheru a odfiltruje se. Vyts-
zek: 95%, "H NMR (8, ppm, DMSO-d6): 7,75 (1H, s, CH).

Priklad 2
Ptiprava 1-(2-Hydroxy-propyl)}-3—{1,2,3)thiadiazol-5-yl-mo&oviny (25)
1-Amino—propan—2-ol (0,097 g, 1,3 mmol) se smisi s THF (10 mL) a triethylamin (0,262 g;

2,6 mol) a pak tert-butyldimethylsily! chlorid (0,286 g, 1,9 mmol) byl ptidan. Smés byla michana
pfi laboratorni teplot€ po dobu 24 hodin. Pak tert-butyldimethylsilyl chlorid byl odfiltrovan a
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mateéné louhy byly odpateny. 2—Trimethylsilanyloxy—propylamin (0,13 g) se pouZije bez dalsi
analyzy. S—isokyanato-1,2,3—thiadiazol (111,8 mg, 0,88 mmol) se smisi s 2—trimethylsilanyloxy—
propylaminem (130 mg, 0,88 mmol) v THF (10 mL) a katalytickym mnoZstvim triethylaminu.
Reakéni smés byla michana pii teploté¢ 60 °C po dobu 24 hodin ve vysokotlaké tub€. TLC
(CHCl3:MeOH, 4:1) ukézala Gplnou konverzi vychozich slou¢enin na O—chranénou mocovinu.
Rozpoustédlo bylo nahrazeno 5 mL 2—propanolu a odstranéni chranici skupiny bylo provedeno
5-6 M kyselinou chlorovodikovou v 2—propanolu (3 mL). Smés byla michana 17 hodin. Roz-
poustédlo se odpafi a zbytek se suspenduje ve vodé (10 mL). Produkt byl extrahovan pomoci
ethylacetatu (4x 4 mL). Ethylacetat byl nahrazen diethyletherem a bilé krystaly odfiltrovany.
Vytézek: 63 mg bilé latky (35,2 %). TLC (chloroform—methanol, 4:1): jeden jediny spot; bez
vychoziho materialy, HPLC &istota: 98 +%. 'HNMR (DMSO-d6): 2,95 — 3,01 (1H, m, CHy),
3,10 - 3,16 (1H, m, CH,), 1,00 (3H, d, ] = 6,11, CH3), 3,66 (1H, heptet, ] = 6,72, CH), 4,78 (1H,
d, J = 4,28, OH), 6,91 (1H, s(br), NH), 8,46 (1H, s, CH), 10,64 (1H, s, NH).

Ptiklad 3
Ptiprava 1-(2—chlor—ethyl)-3—{1,2,3]thiadiazol-5—yl-mocCoviny (65)

S-Isokyanato—1,2,3-thiadiazol (0,127 g, 0,001 mol) se smisi s 2—chlor—ethylaminem hydrochlo-
ridem (0,116 g; 0,001 mol) v dichlormethanu (DCM, 10 mL) a triethylaminem (0,151 g,
0,0015). Reakéni smés byla michana pfi teploté 50 °C po dobu 24 hodin. Po ochlazeni na teplotu
mistnosti byl triethylamonium chlorid odstranén z reakcni smési extrakei vodou (3x 2 mL). DCM
vrstva se susi nad MgSO, a rozpoustédlo odpafeno. Zbytek byl resuspendovan v diethyletheru a
7luta srazenina odfiltrovana. Vytézek: 0,13 g bilé latky (63,1%). TLC (chloroform-methanol,
9:1): jeden jediny spot; bez vychoziho materialu, HPLC Cistota: 98 +%. 'H NMR (DMSO-d6):
3,45 (2H, g, J = 6,30, CH,), 3,65 (2H, q, ] = 6,30, CH,), 7,24 (1H, t, J = 6,30, NH), 8,47 (1H, s,
CH), 10,87 (1H, s, NH).

Priklad 4
P¥iprava 1—(2,2—-dimethoxy—ethyl}-3—-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-mocovina (16)

5-Isokyanato—1,2,3—thiadiazol (0,127 g, 0,001 mol) se smisi s 2,2-diethylaminem (0,105 g,
0,001 mol) v THF (6 mL) a katalytickém mnoZstvi triethylaminu. Reakéni smés byla michana pfi
teploté 60 °C po dobu 24 hodin. Po ochlazeni na teplotu mistnosti se rozpoustédlo odpafi a zby-
tek se rozpusti v DCM a sraZi se diethyletherem . Bila sraZenina se odfiltruje. Vytézek: 0,151 g
bilé latky (65,1%). TLC (chloroform—methanol, 9:1): jeden jediny spot; bez vychoziho materialu,
HPLC &istota: 98 +%. 'H NMR (DMSO—d6): 3,36 — 3,39 (8H, m, CH2, 2xCH3), 4,38 (1H, t, J =
5,0, CH), 6,21 (1H, t, J = 5,5, NH), 8,28 (1H, s, CH), 10,30 (1H, s(br), NH).

Piiklad 5
Ptiprava 1-Allyl-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-mocoviny (50)

5-Isokyanato—1,2,3—thiadiazol (127 mg, 1 mmol) se smisi s allylaminem (57,1 mg; 1 mmol) v
THF (6 mL) a katalytickém mnoZstvi triethylaminu. Reakéni smés byla michana pfi teploté 60 °C
po dobu 24 hodin. Po ochlazeni na teplotu mistnosti se rozpoustédlo odpafi a zbytek se Cisti
sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze CHCI3: MeOH, 9:1). Vytézek: 120 mg
bilé latky (66,6 %). TLC (chloroform—methanol, 9:1): jeden jediny spot; bez vychoziho materia-
lu, HPLC &istota: 98 +%. 'H NMR (CDCl:—d)): 3,75 (2H, d, J=5,15, CH,), 497 (1H, d, J =
10,31, CHy), 5,04 (1H, d, J = 17,18, CH,), 5,68 (1H, octet, J1 = 5,15, J2 = 6,87, CH), 6,13 (1H,
s(br), NH), 8,19 (1H, s(br), CH), 10,14 (1H, s(br), NH).
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Priklad 6
Pfiprava 1-2-methoxy—ethyl)}-3—{1,2,3]thiadiazol-5—yl-mogoviny (6)

S>-Isokyanato-1,2,3~thiadiazol (v mnoZzstvi 12,7 g, 0,1 mol) byl smichan s 2—-methoxyethyl-
aminem (7,51 g, 0,1 mol) v THF (600 mL) a katalytickém mnoZstvi triethylaminu (600 ul). Re-
akéni smés byla michana pii teploté 50 °C po dobu 24 hodin. Po ochlazeni na teplotu mistnosti se
rozpoustédlo odpafi na pevny zbytek, a produkt se krystaluje z ethanolu. SraZenina se odfiltruje,
promyje étherem (2x 100 mL) a susi se v susarné pfi teploté 60 °C do konstantni hmotnosti. Vy-
tezek: 13,0 g bilé latky (64,3 %). TLC (chloroform-methanol, 9:1), jeden jediny spot; bez vycho-
ziho materialu, HPLC ¢istota: 98 +%. 'H NMR (DMSO—d): 3,22 (3H, s, CH;), 3,28 (2H, t, J =
5,73, CHy), 3,36 (2H, t,J = 5,15, CH,), 7,03 (1H, t, J = 5,73, NH), 8,45 (1H, s, CH), 10,67 (1H, s,
NH).

Tabulka 1

Slouceniny ptipravené zpisobem podle prikladi 2-6

No R1 R2 Elementarni analyza
vypodteno/nalezeno
%C %H %N ES MS
[M+H]"
1 | 2-hydroxy-ethyl 31,9/32,2 | 4,3/44 |30,0/30,3 189,3
2 | 3-hydroxy-propyl 35,6/353 | 5,0/4,8 |27,7/27.,5 203,1
3 | 4-hydroxy-butyl 38,9/38,4 |5,6/57 |25,9/262 217,1
4 | 5-hydroxy-pentyl 41,7/42,0 | 6,1/6,3 | 24,3/24,5 231,3
S | 6-hydroxy-hexyl 44,3/44,5 |6,6/6,8 |23,0/22,8 | 245,11
6 | 2-methoxy-ethyl 35,6/35,8 |5,0/52 |27,7/280 | 2032
7 | 3-methoxy-propyl 38,9/38,6 |5,6/54 |259/257 | 2172
8 | 4-methoxy-butyl 41,7/42,0 16,1/6,0 |24,3/244 | 231,22
9 | 5-methoxy-pentyl 44,3/44,1 |6,6/6,6 |23,0/23,3 245,1

46,5/46,8 | 7,0/7,1 |21,7/21,8 259,2
38,9/39,2 |5,6/54 1259260 | 2172
41,7/41,8 16,1/6,1 |24,3/24,5 231,2
44,3/44,5 | 6,6/6,5 |23,0/23,2 245,1
46,5/46,2 | 7,0/7,2 | 21,7/21,5 239,2
48,5/48,4 | 7.4/7,3 |20,6/20,7 | 273.4
36,2/36,5 |5,2/53 |24,1/238 2333
36,2/36,6 | 5,2/54 (24,1239 | 2333
36,6/36,4 | 54/53 [21,4/21,6 | 2633
39,0/39,3 15,7/5,6 |22,8/22,7 | 2463
42,1/42,0 |5,3/5,5 |24,5/24,8 2293

10 | 6-methoxy-hexyl

11 | 2-ethoxy-ethyl

12 | 3-ethoxy-propyl

13 | 4-ethoxy-butyl

14 | 5-ethoxy-pentyl

1§ | 6-ethoxy-hexyl

16 | 2,2-dimethoxy-ethyl

17 | 1,2-dimethoxy-ethyl

18 | 1,2,2-trimethoxy-ethyl

19 | 3,3-dimethoxy-propyl
20 | (E)-4-hydroxy-3-methyl-
but-2-enyl

21 | 3-methyl-but-2-enyl

22 | isopentenyl

23 | 4-hydroxy-3-methylbutyl
24 | (E)-1"-methyl-4-hydroxy-
3-methylbut-2-enyl

25 | 2-hydroxy-propyl

26 | 2-hydroxy-1-methyl-ethyl
27 | 2-methoxy-propyl

28 | 2-methoxy-1-methyl-
ethyl

45,3/45,1 |57/5,8 |26,4/26,5 | 213,3
45,3/45,0 | 5,7/5,7 |26,4/26,8 | 2133
41,7/41,8 16,1/6,0 |24,3/24,0 | 231,44
44,6/44,8 |58/59 |23,1/22,7 | 2434

35,6/35,9 15,0/4,8 |27,7274 | 203,1
35,6/358 15,051 1277/7,5 203,2
38,9/38,7 |5,6/5,6 |259/26,2 | 2172
38,9/38,5 |5,6/58 |259/257 | 2173
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29 | 3,3-dimethoxy-1-methyl- | H 41,5/41,8 |6,2/6,1 | 21,5/21,1 261,4
propyl
30 | 3,3-dimethoxy-2-methyl- { H 41,5/41,7 16,2/6,3 | 21,5/21,2 261.4
propyl
31 | 2,3 3-trimethoxy-propyl H 39,1/39,4 | 5,8/5,9 | 20,3/20,5 2712
32 | 4,4-dimethoxy-butyl H 41,5/41 6,2/6,1 |21,5/21,8 261,44
33 | 3,4,4-trimethoxy-butyl H 41,4/8 6,3/6,3 | 19,3/19,0 2904
34 | 2-thio-ethyl H 29,4/29,5 |4,0/4,1 |27,4/27,8 205,3
35 | 3-thio-propyl H 33,0/33,2 |4,6/4,5 |25,725,5 2184
36 | 4-thio-butyl H 36,2/36,1 | 5,2/5,3 |24,1/243 233,4
37 | 5-thio-pentyl H 39,0/39,0 |5,7/5,5 |22,7/28,0 2474
38 | 6-thio-hexyl H 41,5/41,6 |6,2/6,0 |21,5/21,5 261,2
39 | 2-methylthio-ethyl H 33,0/33,2 | 4,6/4,5 |25,7/25,8 2182
40 | 3-methylthio-propyl H 36,2/36,0 |5,2/5,4 |24,1/23,8 2333
41 | 4-methylthio-butyl H 39,0/39,1 | 5,7/5,6 |22,7/22,8 247 .4
42 | 5-methylthio-pentyl H 41,5/41,5 |[6,2/6,3 |21,5/21,2 261,3
43 | 6-methylthio-hexyl H 43,8/43,5 |6,6/6,5 |20,4/20,4 2754
44 | 2-ethylthio-ethyl H 36,2/36,5 |52/53 |24,1/244 233,4
45 | 3-ethylthio-propyl H 39,0/38,6 |5,7/5,6 |22,7/229 247 4
46 | 4-ethylthio-butyl H 41,5/413 |6,2/6,3 | 21,5/21,7 2612
47 | S-ethylthio-pentyl H 43,8/43,7 | 6,6/6,5 | 20,4/20,3 2753
48 | 6-ethylthio-hexyl H 45.8/45,7 | 7,0/6,8 |19,4/19,5 2893
49 | vinyl H 35,3/35,5 |3,5/3,4 | 33,0/33,0 171,3
50 | allyl H 39,1/39.4 | 4,4/4,5 | 30,4/30,2 185,3
51 | but-3-enyl H 42,4/42,6 | 5,1/52 |28,3/28,6 199,1
52 | Pent-4-enyl H 453/453 |5,7/5,8 | 26,4/26,7 213,4
53 | Hex-5-enyl H 47.8/47,7 |6,2/6,0 |24,8/25,0 2274
54 | Ethynyl H 35,7/35,8 12,4/2,4 |33,3/33,2 169,2
55 | Prop-2-ynyl H 39,5/39,8 |3,3/3,4 | 30,8/30,9 183.,3
56 | But-3-ynyl H 42,9/42,7 | 4,2/4,1 | 28,6/28.,4 1973
57 | Pent-4-ynyl H 45,7/45,6 | 4,8/4,6 |26,7/26,6 2113
58 | Hex-5-ynyl H 482/48,2 | 5,4/5,5 |25,0/25,2 2252
59 | (Z)-Buta-1,3-dienyl H 429/42,7 14,1/4,2 | 28,6/28,3 197,4
60 | (1Z,3E)-Penta-1,3-dienyl | H 45,7/46,0 | 4,8/4,9 |26,7/26,4 211,4
61 | (E)-Penta-2,4-dienyl H 45,7/45,9 | 4,8/5,0 |26,7/26,4 2114
62 | (1Z,3E)-Hexa-1,3,5- H 48,6/48,5 | 4,5/4,5 |25,2/25,0 2233
trienyl
63 | (2E,4E)-Hexa-2,4-dienyl |H 48,2/48,0 | 5,4/5,5 |25,0/24,7 2254
64 | (E)-Hexa-3,5-dienyl H 48,2/48.4 | 5,4/5,6 | 25,0/25,1 225,4
65 | 2-chlor - ethyl H 29,1/29,3 | 3,4/3,5 | 27,1274 207.,6
66 | 3-chlor - propyl H 32,7/32,5 | 4,1/4,0 | 25,4/25,5 221,8
67 | 4-chlor - butyl H 35,8/35,7 | 4,7/4,8 |23,9/242 235,6
68 | S-chlor - pentyl H 38,6/39,8 |5,3/54 |22,5/22,1 249.8
69 | 6-chlor - hexyl H 41,1/39,8 | 5,8/5,6 |21,3/21,2 263,8
70 | 2-brom - ethyl H 23,9241 | 2,8/2,9 |22,3/22,6 252,2
71 | 3-brom - propyl H 27,2/27,5 |3,4/3,5 |21,1/21,0 266,2
72 | 4-brom - butyl H 30,1/30,5 | 4,0/3,9 |20,1/20,4 280,2
73 | 5-brom -pentyl H 32,8/33,1 |4,5/44 |27,3/27,0 2943
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74 | 6-brome-hexyl H | 35,2/35,1 4,9/49 | 18,2/18,6 308,1
75 | tetrahydrofuran-2-yl-methyl H |42,1/42,0 5,3/54 |24,5/24,3 229,1
76 | tetrahydrofuran-3-yl-methyl H |42,1/42,0 5,3/54 | 24,5243 229,1
78 | thiophen-2-yl-methyl H | 40,0/40,3 3,3/3,3 |23,3/23,5 2412
79 | (5-methyl-furan-2-yl)-methyl H | 454/45,6 |4,2/4,4 |23,5/23,4 239,3
80 | 1,3-dioxolan-2-yl-methyl H |36,5/36,7 |4,4/42 |243/241 231,1
81 | tetrahydropyran-2-yl-methyl H 144,6/44,7 |5,8/6,0 |23,1/23,0 2432
82 | 3,4-dihydro-2H-pyran-2-yl- H | 45,0/44,8 5,0/4,8 |23,3/23,6 241,2
methyl
91 | (Z)-4-hydroxy-3-methyl-but-2- H |42,1/42.3 5,3/5,4 |24,5/24,5 229,2
-enyl
Piiklad 7

Anti-senescenéni aktivita novych slougenin testovanych v senescenénim testu na listovych seg-
mentech pSenice kultivovanych ve tmé

Semena ozimé pSenice Triticum aestivum cv. Hereward byla promyta pod tekouci vodou po 24 h
a poté vyseta do vermikulitu nasyceného Knopovym Zivnym roztokem. Nadoby se semeny byly
umistény do klimatizované riistové komory s 16/8 hodinovou svételnou periodou (svételna inten-
zita 50 mmol.m-2.s-1) a teplotou 15 °C. Po 7 dnech mély semena&ky vyvinuty prvni praporcovy
list a druhy list za€inal proristat. Z prvnich listii vzdy od 5 rostlin byly odebrany vrcholové sekce
dlouhé pfiblizné 35 mm, které byly zkraceny tak, aby jejich vaha byla presné 100 mg. Bazalni
konce téchto 5 listovych segmentii byly umistény do jamek mikrotitradnich polystyrenovych
desticek obsahujicich 150 mL roztoku testovaného derivétu. Desti¢ky byly umistény do plastové-
ho boxu vystlaného filtraénim papirem, ktery byl nasycen vodou za i¢elem maximalni vzdugné
vlhkosti. Po 96 hodinach inkubace ve tm& p¥i 25 °C byly listové sekce vyjmuty a chlorofyl extra-
hovan v 5 mL 80% ethanolu zahtatim pi 80 °C po dobu 10 min. 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 listii a listovych vrcholit inkubované v deionizované
vod€. Vypoctené hodnoty jsou primérem z 5 opakovéni a cely experiment byl zopakovan mini-
maln€ 2krat. V kazdém experimentu byla otestovana aktivita novych sloudenin a porovnana
s aktivitou N9-nesubstituovaného rodidovského cytokininu, ktery je znam velmi vysokou cytoki-
ninovou aktivitou. Testované cytokininy byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO) a zasobni
roztok doplnén vodou na 10° M. Tento zasobni roztok byl dile fedén testovacim médiem
v koncentraénim rozsahu 10°® az 10™* M. Finalni koncentrace DMSO v médiu neprevysila 0,2 %
a v teto koncentraci neovliviiovala biologickou aktivitu testu. Hodnoty ICs, byly stanoveny pro
standard (BAP) a pro nové slougeniny.

Vsechny testované slou¢eniny obecného vzorce I vykazuji pozitivni vliv na oddaleni senescence
v segmentech listd pSenice ve tm&. Viechny nové pfipravené a testované 1,2,3-thiadiazol-5-yl
derivaty mo€oviny obecného vzorce I prekrogily anti-senescenéni aktivitu BAPu. Diileité je, ze
vétSina testovanych 1,2,3-thiadiazol-5-yl derivatii mo&oviny obecného vzorce I piekrodila anti—
senescencni aktivitu BAPu alespoii o jeden nebo dva rady.
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Tabulka 2

Vliv novych slougenin na oddaleni senescence v dekapitovanych segmentech listd Triticum aesti-
vum cv. Hereward ve tmée.

No | Latka Senescenéni
biotest
(ICsp, uM)/s.d.
6-benzylaminopurine (BAP) 155 | (£22)
1 | 1-(2-hydroxy-ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 26 | (+4,5)
2 | 1-(3-hydroxy-propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 9,1 | (#2,7)
6 | 1-(2-methoxy-ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 0,95 | (£0,24)
7 | 1-(3-methoxy-propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 11,4 | (£3,8)
8 | 1-(4-methoxy-butyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 25,5 | (&5,2)
9 | 1-(5-methoxy-pentyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 31| (£5)
10 | 1-(6-methoxy-hexyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 45 | (£11)
16 | 1-(2,2-dimethoxy-ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-3-yl-urea 2,9 | (£1,3)
20 L;g(f)-4-hydroxy—3—methyl—but—2-enyl)—3-{ 1,2,3thiadiazol-5-yl- 12,6 | (+4.0)
21 | 1-(3-methyl-but-2-enyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 97 | (x15)
25 | 1-(2-hydroxy-propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 3,5 | (+0,6)
28 | 1-(2-methoxy-1-methyl-ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 8,6 | (£3,5)
34 | 1-(2-thio-ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 18 | (+4,3)
35 | 1-(3-thio-propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 12 | (£2,9)
39 | 1-(2-methylthio-ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 3,1 (=11
42 | 1-(5-methylthio-pentyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 10,5 | (0,9)
50 | 1-allyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 7,11 (#2,1)
55 | 1-(prop-2-ynyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 22 | (£8,2)
65 | 1-(2-chlor - ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 14 | (£0,8)
75 | 1-(tetrahydrofuran-2-yl-methyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 11,2 | (4,2)
78 | 1-(thiophen-2-yl-methyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 32 | (+£8)
79 | 1-((5-methyl-furan-2-yh)-methyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 45 1 (£8,5)
Piiklad 8

Anti—senescenéni aktivita novych slougenin testovanych v senescencnim testu na listovych seg-
mentech p3enice pii pisobeni svétla

Schopnost novych slouenin zpomalit degradaci chlorofylu v listech pSenice byla testovana také
ve svételnych podminkach. Experiment byl proveden, jak je popsno v pfikladu 7 s modifikacemi
takto — inkubace listi se slou¢eninami byla provedena pfi periodé osvétleni 8/16 (tma/svétlo —
umol.m_z.s’l) pii 22 °C po dobu 7 dnd. Jak je ukazano v tabulce 3, viechny vybrané nove slouce-
niny ukazaly silng&j$i pozitivni G¢inky na oddéleni senescence v segmentech listd pSenice ve své-
telnych podminkach ve srovnani s BAP. Nové pfipravené substituované 1,2,3-thiadiazol-5-yl
derivaty mo&oviny obecného vzorce 1 jsou mnohem siln€jsi anti-senescencni slouceniny, ve
srovnani s BAP ve zpomaleni senescence v optimélnich svételnych podminkach.
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Tabulka 3

Vliv novych sloucenin na oddaleni senescence v dekapitovanych segmentech listd Triticum aesti-
vum cv. Hereward na svétle.

No. | Latka Senescenéni
biotest
(IC50 ],LM)/Sd
6-benzylaminopurin (BAP) 12,5 | (#3,3)
2 | 1-(3-hydroxy-propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 0,31 | (0,1)
6 1-(2-methoxy-ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 0,03 | (£0,02)
7 1-(3-methoxy-propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 0,4 | (0,08)
16 | 1-(2,2-dimethoxy-ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 0,16 | (£,04)
20 | 1-((E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl- 0,61 | (£0,22)
urea
25 | 1-(2-hydroxy-propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 0,10 | (0,02)
28 | 1-(2-methoxy-1-methyl-ethyl)-3-[ 1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 0,43 | (£0,03)
50 | 1-allyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 0,25 | (£0,08)
S§ | 1-prop-2-ynyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 1,3 | (£0,62)
65 | 1-(2-chlor - ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 0,7 | (£0,28)
75 | 1-(tetrahydrofuran-2-yl-methyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 0,42 | (0,22)
Priklad 9

Ochrana pfed peroxidaci membranovych lipidii v psenici

Typickym projevem provazejicim senescenci je zvy3eni hladiny reaktivnich kyslikovych derivati
a nasledna peroxidace membranovych lipidii. Proto byly stanoveny hladiny malonyldialdehydu
(MDA), oxidativniho markeru poskozeni membranovych lipidd, v oddélenych listech pSenice
vystavenych pisobeni ptipravenych derivati nebo BAPu po dobu &yt dni v temnu, jak bylo
popsano v piikladu 7. Hladiny MDA byly stanoveny pomoci kyseliny thiobarbiturové (TBA).
100 mg Cerstvého rostlinného materislu bylo homogenizovano pomoci oscilatniho mlyna
(MM301, Retsch, Germany), s 1 mL 80% methanolu. Surovy extrakt byl centrifugovan pii
10,000xg po dobu 5 minut, 100 pL alikvot supernatantu byl protiepan se 100 pL 0,5% (w/v)
TBA obsahujicimi 0,1% (w/v) trichloroctovou kyselinu, a vysledny roztok byl inkubovan 30
minut pfi 95 °C. Vzorky byly rychle ochlazeny na ledu a centrifugovany 5 minut pfi 1000xg.
Absorbance supernatantu byla zmé¥ena pti 532 nm s korekei pfi 600 nm a mnoZstvi vzniklého
komplexu MDA-TBA bylo vypogitano z extinkéniho koeficientu 155 mM™ em™.

Nové vybrané derivity vyrazng snizuji peroxidaci membrénovych lipidd ve srovnani s neosetie-
nou kontrolou a vzorky osetfené BAP (Tabulka 5 — hodnoty vyjadiuji obsah MDA, coZ je pro-
dukt rozkladu membranovych lipidi). Neja&inngjsi slouceniny 6 a 74 sniZuje uroveti membrano-
vé lipidové peroxidace ve starnoucich oddélenych listech pSenice na 44,6% a 50,2%. Je zajimavé,
Ze ackoli BAP vyrazné zpozd'uje senescenci v samostatnych listech pSenice ve tmé&, nesniZuje
peroxidaci membranovych lipidd vyznamné ve srovnani s neodetfenou kontrolou. Nicméné tato
skuteCnost by mohla vysvétlit, pro¢ je BAP méng ucinny nez nové sloudeniny obecného vzorce I
v pSeni¢ném senescenénim testu.

Nove pripravené derivaty obecného vzorce I maji ochrannou funkci pfed negativnim pisobenim
reaktivnich forem kysliku, které se hromadi v tkanich béhem senescence listu.
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Tabulka 4

Efekt novych latek na peroxidaci membranovych lipidi v pribéhu senescence extirpovanych lis-
ta Triticum aestivum cv. Hereward v temnu.

MDA
No Testovana latka

(nmol/g FW)

Neosetiena kontrola 21,5 (£2,8)

6-benzylaminopurin (BAP) 19,1 (x1,7)

2 | 1-(3-hydroxy-propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 16,4 (£1,6)

6 |1-(2-methoxy-ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 9,6 (£0,7)
7 | 1-(3-methoxy-propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 14,4 (+0,8)
16 | 1-(2,2-dimethoxy-ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 11,6 (£1,2)

20 | 1-((E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea | 15,8(+0,7)
25 | 1-(2-hydroxy-propyl)-3-[1,2,3]Jthiadiazol-5-yl-urea 12,6 (£0,83)
28 | 1-(2-methoxy-1-methyl-ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 13,9 (£0,9)
50 | 1-allyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 17,4 (£1,3)
55 | 1-prop-2-ynyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 14,1 (z1,1)
65 | 1-(2-chlor - ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 16,4 (+0,5)
75 | 1-(tetrahydrofuran-2-yl-methyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 15,2 (£0,7)

Priklad 10

1-(2—-methoxy—ethyl)-3-1,2,3]thiadiazol-5—yl-mo&ovina (slou¢enina 6) oddaluje senescenci
rostlin pSenice stresovanych salinnim stresem

Zasoleni je jednim z hlavnich problémd, které negativni ovliviiuji drodnost pidy a omezuje rist a
produkei rostlin (Richards, L. A. (Ed.) 1954. Diagnosis and Improvement of Saline and Alkali
Soils. USDA Agriculture Handbook 60, Washington D. C.). Pfi salinnim stresu, miZze nastat
fyziologické sucho, prebytek soli rostlindm narusuje bunécné funkce a poSkozuje fyziologickée
procesy, jako jsou fotosyntéza a dychani (Leopold A. C. and Willing R. P., 1984. Evidence for
toxicity effects of salts on membranes. In: Staples, R. C., Toenniessen G. H. (Eds.), Salinity Tole-
rance in Plants. John Wiley and Sons, New York: 67-76, Marschner H., 1995. Mineral Nutrition
of Higher Plants. Academic Press, London), které spoleéné vedou ke stresem-vyvolané sene-
scenci rostlinnych organt, a miize mit za nasledek smrt rostlin.

Pro zkoumani uéinku slougeniny 6 na soli-vyvolanou senescenci, semena ozimé pSenice, T7i-
ticum aestivum cv. Hereward, byly promyty pod tekouci vodou po dobu 24 hodin a pak vysety do
1 L nadoby na perlit nasakly vodou, nebo 100 nM vodnym roztokem slouceniny 6. Nadoby byly
umistény v ristové komote pii 25 °C s 16/8 h svétlo/tma pfi intenzité 50 umol.m *s™'. Sedm dni
po vysadbg byly rostliny oSetfeny 75 mM roztokem NaCl. Rostliny se nechaly rist a po 25 a 30
dnech od vysadby byly pofizeny jejich fotografie.

Na obréazku 1 se ukazuje, Ze pouZiti sloudeniny 6 miZe zpomalit senescenci pSeni¢nych rostlin,
které jsou péstovany v solnych stresovych podminkach. Obrazek 1A ukazuje celkovy pohled na
mladé rostliny psenice 25 dni po vysadbé (pravy kontejner) a bez (levy kontejner) pouZiti slouce-
niny 6. Zatimco rostliny na obrazku vlevo maji prvni list mrtvy a druhy list je Zloutnouci, rostliny
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na obrazku vpravo maji prvni list Zloutnouci a druhy list zeleny. Viz detail v obraze 1B. Obrazek
1C ukazuje detail rozvoje starnuti na rostlinach 30 dni po vysadbg. Fotografie jasn¢ ukazuji, ze
sloucenina 6 signifikantn& oddaluje stresem indukovanou senescenci pSeni¢nych rostlin. Tento in
vivo experiment je dikazem toho, 7e sloutenina 6 prodluzuje fotosyntetickou Zivotnost rostlin
pSenice, které byly vystaveny stresu Zivotniho prostiedi.

Piiklad 11

1,2,3-thiadiazol-5-yl-derivaty mocoviny neinhibuji riist primarnich kofenii ani tvorbu postran-
nich kofent u Arabidopsis thaliana

Anti-senescen¢ni latky jsou znamy jako negativni regulatory prodluzovani kofent a tvorby late-
ralnich kofenti (Werner, T., et al., Proc. Natl Acad Sci US4 98, 10487-92, 2001) a jejich exogen-
ni aplikace v koncentraci vy3$i nez 1 uM &asto zplisobuji aplnou inhibici riistu kofene. Abychom
prozkoumali in vivo u¢inek novych derivatd na rist a vyvoj kofene, semena Arabidopsis thaliana
(wild~type Col-0) byla sterilizovana a zaseta na vertikalni desky na % Murashige—Skoog médi-
um (obohacené o 0,1% sacharézu a 6 g/L phytagel) obsahujicim 100 nM BAP nebo 1,2,3-
thiadiazol-5-yl-mogovinovy derivat, nebo 0,01% DMSO (kontrola rozpougtédla). Po vernalizaci
(4 dny ve tmé, 4 °C), desky byly pfevedeny do riistové komory (22 °C, 8/16 svétlo/tma). Dva
tydny po pfenosu, semenadky byly vyfotografovany a prodlouZeni kotene a tvorba lateralnich
kofeni byla hodnocena pomoci Scion image software (Scion Corp., Frederick, MD, USA). Nej-
méne€ 40 rostlin bylo méfeno pro kazdé osetieni.

Zatimco kofeny rostlin, které rostly v pfitomnosti BAPu (tabulka 6), byly vazn& a vyznamné
retardované, kofeny rostlin, které rostly v p¥itomnosti 1,2,3~thiadiazol-5—yl-mo&ovinovych deri-
vatl se vyvinuly normalng (tabulka 6). Délka primarniho kofene nebyla vyznamné zkracena tes-
tovanymi 1,2,3—thiadiazol-5-yl-moc€ovinovymi derivaty ve srovnani s neosetfenou kontrolou,
stejné tak jako ani vytvofeni postrannich kofenii (tabulka 6) nebylo ovlivnéno. Oba kotenové
parametry byly plus/minus stejné, nebo dokonce vys3i nez kofenové parametry kontrolnich rost-
lin. To znamena, Ze nové pfipravené substituované derivaty obecného vzorce I nemaji negativni
vliv na rist a vyvoj kofene ve 100 nanomolarni koncentraci na rozdil od vaZné inhibi¢niho G&in-
ku BAPu a tak mohou byt s vyhodou pouzity pro semena, sazenice a o¥etfeni kofene v $ir$im
rozsahu koncentraci, nez BAP a bez nezadoucich inhibi¢nich t&inki.

=15 -



10

15

CZ 305649 B6

Tabulka 6

Vliv novych slou¢enin na délku primarniho kofene a poget postrannich kotenli Arabidopsis thali-

ana
Délka Pocet
1 primérniho lateralnich
No Testovana latka Kot M
ofene kofentt
(mm/s.d.) (%s.d.)
Neosetfend kontrola 42 (£11) 14 (£8)
6-benzylaminopurin (BAP) 15 (5) 3,6 (2)
2 | 1-(3-hydroxy-propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 39 (£9) 12 (£6)
6 | 1-(2-methoxy-ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 48 (£15) 17 (£9)
7 | 1-(3-methoxy-propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 40 (£10) 14 (10)
16 | 1-(2,2-dimethoxy-ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 45 (£9) 19 (£9)
20 | 1-((E)-4-Hydroxy-3-methyl-but-2-enyl)-3-
[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 32(9) 11(6)
25 | 1-(2-hydroxy-propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 35 (+£0,8) 12 (£8)
28 111;251-methoxy-1-methyl-ethyl)-3-[1,2,3]th1ad1azol-5-yl- 41 (£13) 16 (£7)
50 | 1-Allyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 42 (£12) 14 (£10)
55 | 1-Prop-2-ynyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea 40 (£10) 15 (£8)
65 | 1-(2-chlor - ethyl)-3-[1,2 3]thiadiazol-5-yl-urea 36 (£8) 12 (£8)
75 }llifltler‘::hydroﬁlran-}yl-methy1)-3-[1,2,3]thlad1azol-5- 44 (£16) 17 (x6)

Priklad 12

Testovani ekotoxicity 1-2-methoxy—ethyl)-3-1,2,3]thiadiazol-5—yl-urey (latka 6)

Ekotoxicita byla testovana Ustfednim kontrolnim a zkusebnim tstavem zem&délskym,
Narodni referenéni laboratofi (CIA akreditovana zkusebni laboratof ¢. 1071).
Pouzity byly nasledujici metody s nasledujicimi vysledky:
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Zkouska Identifikace metody Vysledek zkousky
[kg/ha]
FC EC20 JPP UKZUZ, postup €. 31300.1 | nedetekovan
FCEC50 | JPP UKZUZ, postup & 31300.1 | nedetekovan
FCLOEC | JPP UKZUZ, postup & 31300.1 | nedetekovan
FCNOEC | JPP UKZUZ, postup & 31300.1 | nedetekovan
ECEC20 | JPP UKZUZ, postup & 31290.1 | nedetekovan
ECEC50 | JPP UKZUZ, postup & 31290.1 | nedetekovan
ECLOEC | JPP UKZUZ, postup & 31290.1 | nedetekovén
ECNOEC | JPP UKZUZ, postup & 31290.1 | nedetekovan
SNA EC20 | JPP UKZUZ, postup & 31220.1 | nedetekovan
SNA EC50 | JPP UKZUZ, postup &. 31220.1 | nedetekovan
SNA LOEC | JPP UKZUZ, postup & 31220.1 | nedetekovan
SNA NOEC | JPP UKZUZ, postup & 31220.1 | >0
OECD-C | JPP UKZUZ, postup &. 31200.1 | netoxicky
Nejistota uvadi 95% interval spolehlivosti,

Piiklad 13

1,2,3—thiadiazol-5-yl-derivaty moGoviny nejsou cytotoxické viiéi lidskym koznim fibroblastiim
(bunécna linie BI)

Cytotoxicita vybranych pfipravenych slougenin vii¢i lidskym ko¥nim fibroblastim (bun&&n4 linie
BJ) byla stanovena ve standardnim Calceinovém AM testu. Buiiky byly udrzovany v plastiko-
vych lahvich pro tkafiové kultury a péstovany v Dublecco modifikovaném Eagle médiu pro bu-
nécné kultury (DMEM) pii teploté 37 °C v atmosféte 5% CO, a 100% vlhkosti. Buiiky byly vy-
sety do 96jamkovych mikrotitratnich destidek (Nunc, Dansko) a po 12 hodinach preinkubace,
byly pfidany testované latky, aby koneéna koncentrace byla v rozmezi od 0 do 100 puM. Buriky
byly inkubovéany po dobu 72 hodin. Na konci inkuba¢ni doby byl pfidan Calcein AM v PBS
v kone¢né koncentraci 1 pg / ml. Po dalsi 1 hoding inkubace byla métena fluorescence pti 485/-
538 nm (ex/em) pomoci Fluoroskan Ascent (Labsystems, Finsko). Hodnoty ICs, (4. koncentrace
zpisobujici sniZeni konverze kalceinu AM na 50%) byly spogitany ze ziskanych kfivek. Viechny
experimenty byly opakovany &tyfikrat s maximélni odchylkou 15 %. Vzhledem k omezené roz-
pustnosti latek ve vodé, vSechny testované slougeniny byly rozpustény v DMSO a zfedény vodou
na koneé¢nou koncentraci DMSO 0,6%.

Pomoci tohoto testu bylo zjisténo, Ze z4dna ztestovanych latek: 1-+(3-hydroxy—propyl)-3—
[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea (2) 1-2-methoxy—ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea (6), 1—(3—
methoxy—propyl)}-3-1,2,3]thiadiazol-S—yl-urea (7), 1-(2,2—-dimethoxy—ethyl)}-3-[1,2,3]thiadia-
zol-5-yl-urea (16), 1«((E)}-4-hydroxy—3-methyl-but-2-enyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea
(20), 1-(2-hydroxy—propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea (25), 1+2-methoxy—1-methyl-
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ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea (28), 1-allyl-3-{1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea (50) 1-prop—
2-ynyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea (51), 1—+2—chlor—ethyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea
(65) a 1—(tetrahydrofuran—2—yl-methyl)-3—{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea (75) nebyla toxicka pro
lidské kozni fibroblasty, a to az do nejvyssi testované koncentrace 100 uM. Zamérn€ byly vybra-
ny nejaktivn&jsi latky, u kterych se pfedpoklada praktické vyuziti v zemédélstvi a s nimiz mohou
lidé ptijit do styku pfi manipulaci.

Ptiklad 14

Pripravky

Aktivni slozkou v pipravcich miize byt kterakoliv slou¢enina obecného vzorce 1.
Al. Emulgovatelné koncentraty a) b) c) d)

Aktivni slozka 5% 10% 25% 50%

dodecylbenzensulfonan vapenaty 6% 8% 6 % 8 %
polyoxyethylovany ricinovy olej

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

oktylfenol polyglykol ether - 2% - 2%
(7-8 mol ethylen oxid)

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

Emulze o vyzadované finalni koncentraci mohou byt ziskdny z takového koncentratu ziedénim
vodou.

A2. Roztoky a) b) c) d)
Aktivni slozka 5% 10% 50% 90%
1-methoxy—3—(3-methoxy—

propoxy)—propan - 20%  20% -
polyethylenglykol MW 400 20 % 10 % - -
N-methyl-2—pyrrolidon - - 30 % 10 %
smés aromatickych uhlovodikil 75%  60% — —
CoCr2

Roztoky jsou vhodné k aplikaci ve formé mikrokapének.

A3. Smacgivé prasky a) b) c) d)
Aktivni slozka 5% 25% 50% 80%
ligninsulfonan sodny 4 % — 3% -
laurylsulfat sodny 2% 3% - 4%
diisobutylnaftalensulfonat sodny - 6 % 5% 6 %
oktylfenol polyglykol ether - 1% 2% -

(7-8 mol ethylen oxid)

vysoce disperzni kyselina kfemicita 1 % 3% 5% 10 %

kaolin 87% 61% 37% -

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

A4. Potahované granule a) b) c)

Aktivni slozka 0,1% 5% 15%
vysoce disperzni kyselina kiemiéita 09% 2% 2%
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anorganicky nosi¢ 99.,0% 93% 83%
(0,1 az 1 mm)
napt. CaCOj; nebo SiO,

Aktivni sloZka je rozpusténa v methylenchloridu a nasprejovana na nosié. Rozpoustédlo je odpa-
feno ve vakuu.

AS. Potahované granule a) b) c)
Aktivni slozka 0,1% 5% 15%
polyethylenglykol MW 200 1,0% 2% 3%
vysoce disperzni kyselina kiemi¢ita 09% 1% 2%
anorganicky nosi¢ 98,0% 92% 80%

(AE 0,1 az 1 mm)

napt. CaCOj3 nebo SiO,

Jemné rozemleta aktivni sloZka je v mixéru stejnosmérné nanesena na nosic zvlhCeny polyethy-
lenglykolem. Takto jsou ziskany nepra$né granule.

A6. Extrudované granule a) b) c) d)
Aktivni sloZka 0,1% 3% 5% 15 %
ligninsulfonan sodny 5% 2% 3% 4%
karboxymethylcelulosa 4% 2% 2% 2%
kaolin 970% 93% 90% 79%

Aktivni sloZka je smisena a rozemleta s pomocnymi latkami a sloZka je zvlhéena vodou. Smés je
extrudovana a ususena v proudu vzduchu.

A7 Prachy a) b) c)
Aktivni slozka 0,1% 1% 5%
talek 399% 49% 35%
kaolin 60,0% 50% 60%

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

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

lignosulfonat sodny 3% 3% 4% 5%
karboxymethylcelulosa 1% 1% 1% 1%
37% vodny roztok formaldehydu 02% 02% 02% 02%
emulse silikonového oleje 08% 08% 08% 0,8%
voda 86% 78% 64% 38%

Jemn¢ rozemleta aktivni slozka je smichana s pomocnymi latkami. Vznikly suspenzni koncentrat
umoZiiuje ptipravu suspenze o pozadované koncentraci ziedéném vodou.
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PATENTOVE NAROKY

1. 1,2,3—thiadiazol-5-yl-derivaty mocoviny obecného vzorce I

o
oM AN
'\I\\,\,/s \g/
(1),
kde
R2 je vodik;

R1 je vybran ze skupiny zahrnujici
C,—Cs alkyl, substituovany alespoti jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici
hydroxy, C,—C, alkoxy, thio, C;—C, alkylthio, kyano a halogen;
C,—C, alkenyl, popfipadé substituovany alespori jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici hydroxy, C,—C, alkoxy, thio, C;—C, alkylthio, kyano a halogen;
C,—Cs alkynyl, poptipadé substituovany alespoti jednim substituentem vybranym ze skupiny
zahrnujici hydroxy, C,—C, alkoxy, thio, C,—C, alkylthio, kyano a halogen;
tetrahydrofuran—2—yl-methyl nebo tetrahydrofuran—-3—yl-methyl, popfipad€ substituovany
alespofi jednim substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C,—Cy alkoxy, thio,
C,—C, alkylthio, kyano a halogen;
thiofen—2—yl-methyl nebo thiofen-3—yl-methyl, poptipadé substituovany alesponi jednim
substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C,—Cs alkoxy, thio, C,—C, alkyl-
thio, kyano a halogen;
furan—2—yl-methyl nebo furan—3-yl-methyl substituovany alespoii jednim substituentem
vybranym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C,—C, alkoxy, thio, C,—C, alkylthio, kyano a ha-
logen;
1,3—dioxolan—2-yl-methyl, popiipadé substituovany alespoii jednim substituentem vybra-
nym ze skupiny zahrnujici hydroxy, C;~C, alkoxy, thio, C,—C, alkylthio, kyano a halogen;
tetrahydropyran—2-yl-methyl, tetrahydropyran—3—yl-methyl nebo tetrahydropyran—4—yl-
methyl, popiipadé substituovany alespoti jednim substituentem vybranym ze skupiny zahr-
nujici hydroxy, C,;—Cy alkoxy, thio, C,—C, alkylthio, kyano a halogen;
(3,4—dihydro-2H-pyran—2-yl)methyl, (3,4—dihydro-2H-pyran—-3—yl)methyl, (3,4—dihydro—
2H-pyran—4—yl)methyl, (3,4—dihydro-2H-pyran—5-yl)methyl nebo (3,4-dihydro-2H-
pyran—6-yl)methyl, popiipadé substituovany alespoii jednim substituentem vybranym ze
skupiny zahrnujici hydroxy, C;—C, alkoxy, thio, C,—C, alkylthio, kyano a halogen.

2. Derivaty podle naroku 1, kde je-li R1 alkyl, je tento alkyl substituovany na terminalnim
atomu alespofi jednou skupinou vybranou ze skupin hydroxy, C1-C4 alkoxy, thio, C1-C4 alkyl-
thio, kyano a halogen.

3. Derivaty podle naroku 1, kde RI je vybran ze skupiny zahrnujici 3-hydroxy—propyl, 4-

hydroxy-butyl, 5-hydroxy-pentyl, 6-hydroxy—hexyl, 2-methoxy—ethyl, 3—methoxy—propyl, 4-
methoxy—butyl, 5-methoxy—pentyl, 6-methoxy—hexyl, 2—ethoxy—ethyl, 3—ethoxy—propyl, 4-
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ethoxy—butyl, S—ethoxy—pentyl, 6-ethoxy-hexyl, 2,2-dimethoxy—ethyl, 1,2—dimethoxy—ethyl,
1,2,2—trimethoxy—ethyl, 3,3—dimethoxy—propyl, (E)}-4-hydroxy-3-methyl-but-2—enyl, (Z)4—
hydroxy-3-methyl-but-2—-enyl, 3-methyl-but-2—enyl, isopentenyl, 2-hydroxy—propyl, 2-
hydroxy—1-methyl-ethyl, 2-methoxy—propyl, 2-methoxy—1-methyl—ethyl, 3,3—dimethoxy—1-
methyl—propyl, 3,3-dimethoxy—2-methyl-propyl, 2,3,3—trimethoxy—propyl, 4,4—dimethoxy—
butyl, 3,4,4-trimethoxy-butyl, 2—thio—ethyl, 3~thio—propyl, 4—thio-butyl, 5—thio—pentyl, 6-thio—
hexyl, 2-methylthio—ethyl, 3—methylthio—propyl, 4-methylthio—butyl, 5—methylthio—pentyl, 6~
methylthio-hexyl, 2—ethylthio—ethyl, 3—ethylthio—propyl, 4-ethylthio-butyl, 5—ethylthio—pentyl,
6—ethylthio-hexyl, vinyl, allyl, but-3-enyl, pent—4-enyl, hex—5—enyl, ethynyl, prop—2—ynyl, but—
3-ynyl, pent—4-ynyl, hex~5-ynyl, (Z)-buta—1,3—dienyl, (1Z,3E)-penta—1,3—dienyl, (E)-penta—
2,4-dienyl, (1Z,3E)-hexa—1,3,5—trienyl, (2E,4E)-hexa-2,4—-dienyl, (E)-hexa-3,5-dienyl, 2-
chlor—ethyl, 3—chlor—propyl, 4—chlor-butyl, 5—chlor-pentyl, 6—chlor-hexyl, 2-brom—ethyl, 3—
brom—propyl, 4-brom-butyl, 5-brom—pentyl, 6-brom—hexyl, tetrahydrofuran—2-yl-methyl, tet-
rahydrofuran-3-yl-methyl, thiofen—2—yl-methyl, (5-methyl-furan-2—yl)}-methyl, 1,3—dioxolan—
2-yl-methyl, tetrahydropyran—2-yl-methyl, 3,4—dihydro-2H—pyran—2-yl-methyl, 4-hydroxy—
3—methylbutyl, (Z)-1'-metyl-4-hydroxy—-3-methylbut—2—enyl, (E)-1"-methyl-4-hydroxy—3—
methylbut-2—enyl.

4. Derivaty podle naroku 1, kde slougenina obecného vzorce I je vybrana ze skupiny zahrnujici
nasledujici latky: 1-2-hydroxy—ethyl)-3—[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1<(3-hydroxy—propyl)-
3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, ~ 1-(4-hydroxy—butyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 15—
hydroxy-pentyl}-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—<(6-hydroxy-hexyl)-3—1,2,3]thiadiazol-5—
ylurea, 1-(2-methoxy—ethyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—<(3-methoxy-propyl)-3-[1,2,3]-
thiadiazol-5-yl-urea,  1—+(4-methoxy—butyl}-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1{(5—methoxy—
pentyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1-(6~methoxy—hexyl)-3—[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—
(2—ethoxy—ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-(3—ethoxy—propyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—
yl-urea, 1-(4—ethoxy-butyl)}-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1-(5—ethoxy—pentyl}-3-[1 ,2,3]thia-
diazol-5-yl-urea,  1{6-ethoxy-hexyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—<2,2—dimethoxy—
ethyl)-3-1,2,3Jthiadiazol-5—yl-urea, 1—(1,2-dimethoxy—ethyl)}-3—[1 ,2,3]thiadiazol-5—yl-urea,
1-{1,2,3]thiadiazol-5-yl-3(1,2,2-trimethoxy—ethyl)-urea, 1—3,3—dimethoxy—propyl)-3—{1,2.-
3]thiadiazol-5~yl-urea, 1+(E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl}-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-
urea, 1-3—methyl-but-2-enyl)}-3-[1,2,3]thiadiazol-5~yl-urea, 1-(2-hydroxy—propyl}-3-{1,2,-
3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-(2-hydroxy—1-methyl-ethyl}-3—-{1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1-(2—
methoxy—propyl)-3—{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(2—-methoxy-1 —methyl—ethyl)-3-[1,2,3]thia-
diazol-5—yl-urea, 1-(3,3—dimethoxy—1-methyl-propyl)-3—[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(3,3—
dimethoxy—2-methyl-propyl)}-3—{1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 11 ,2,3]thiadiazol-5-yl-3—2,3,-
3—trimethoxy—propyl)-urea, 1+4,4-Dimethoxy-butyl)}-3-[1 ,2,3Jthiadiazol-5-yl-urea, 1-[1,2,3]-
Thiadiazol-5-yl-3—(3,4,4—trimethoxy-butyl)}-urea, 1—(2-thio—ethyl}-3—-1 ,2,3]thiadiazol-5-yl-
urea, 1-(3—-thio—propyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(4-thio-butyl)-3-[1,2,3 Jthiadiazol-5—
yl-urea, 1-5—thio—pentyl)-3—{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—6-thio-hexyl}-3—-[1,2,3]thiadia-
zol-5-yl-urea, 1-2-methylthio—ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1—(3—-methylthio—
propyl)-3-{1,2,3]thiadiazo}-5—yl-urea, 1-(4-methylthio—butyl)-3—[1,2,3 Jthiadiazol-5-yl-urea,
1—(5-methylthio—pentyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1~(6—methylthio—hexyl)-3-[1,2,3]thia-
diazol-5-yl-urea, 1{2—ethylthio—ethyl)-3—[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(3—ethylthio—propyl)-
3-[1,2,3}thiadiazol-5—yl-urea, 1—(4—ethylthio—butyl}-3—{1 ,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1—(5—ethyl-
thio—pentyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1-(6-ethylthio—hexyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5-yl-
urea, 1-vinyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-allyl-3—-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-but—3—
enyl-3-1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-pent—4—enyl-3-[1 ,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-hex—5—
enyl-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-ethynyl-3-[1 »2,3 ]thiadiazol-5—yl-urea, 1-prop—2-ynyl-
3-[1,2,3]thiadiazol-5-y}-urea, 1-but-3—-ynyl-3-[1 ,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-pent—4—ynyl-3—
[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1-hex—5—ynyl-3—[1 ,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-(4-hydroxy-3—
methylbutyl)-3—{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1~((E)-1'-methyl-4-hydroxy—3—methylbut—2—
enyl)-3-1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea,  1-((Z)-buta—1 ,3—dienyl)}-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea,
1-((1Z,3E)-Penta-1,3—dienyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1«((E)-penta-2,4—dienyl)-3-{1,-
2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1+(1Z,3E)-hexa-1,3,5-trienyl}-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-
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((2E,4E)-hexa-2,4—dienyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(E)-hexa-3,5-dienyl}-3-{1,2,3]-
thiadiazol-5—yl-urea, 1-(2—chlor—ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(3—chlor—propyl)-3—
[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(4—chlor—butyl)}-3—(1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1—(S5—chlor—pen-
tyl}-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1-(6—chlor-hexyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 12—
brom—ethyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1—-(3—brom-propyl)-3—{1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea,
1—(4-brom-butyl)-3-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1-(5-brom—pentyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-
urea, 1—6-brom-hexyl}-3-[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(tetrahydrofuran—2—yl-methyl)-3—
[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(tetrahydrofuran—3—yl-methyl)-3—[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, 1-
(thiofen—2—yl-methyl)-3—-{1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(5—methyl-furan—2—yl-methyl)-3—
[1,2,3]thiadiazol-5—yl-urea, 1—(1,3—dioxolan—2—yl-methyl)-3—{1,2,3]thiadiazol-5~yl-urea, 1-
(tetrahydropyran—2-yl-methyl)-3-[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea, = 1—3,4—dihydro-2H-pyran—2—
yl-methyl)-3—[1,2,3]thiadiazol-5-yl-urea.

5. Pouziti derivati podle kteréhokoliv z pfedchazejicich naroki jako antistresovych latek pro
rostliny a/nebo pro inhibici senescence rostlin, rostlinnych organti a/nebo rostlinnych bunék.

6. Pouziti podle naroku 5, kde slouceniny obecného vzorce I se pouziji pro oddaleni degradace
chlorofylu a senescence rostlinnych tkani a organi.

7. Pouziti podle naroku 5, kde slou¢eniny obecného vzorce I se pouZiji jako inhibitory stresu a
stresem indukované senescence v produkci plodin, zejména obilovin, cukrové fepy, malvic, pec-
kovic a mékkého ovoce, lusténin, olejnin, okurek, citrusového ovoce a zeleniny nebo rostlin, jako
je tabak, ofechy, lilek, cukrova titina, ¢aj, vinné hrozny, chmel, banany a pfirodni kaucuk a lécivé
rostliny, stejné jako okrasné rostliny.

8. Pouziti podle naroku 5, kde slouéeniny obecného vzorce I se pouZiji jako inhibitory stresu a
stresem indukované senescence v produkci plodin, pfi¢emz stresem je stres zplisobeny suchem
nebo salinitou.

9. Anti-senescenéni a/nebo antistresové pripravky na celé rostliny, rostlinné organy a/nebo
rostlinné butiky, vyznaé€ené tim, Ze obsahuji alespori jednu slouCeninu obecného vzorce
[ a alespoii jednu pomocnou latku.

10. Zpiisob inhibice senescence a/nebo stresu v rostlindch, v rostlinnych orgénech a/nebo
v rostlinnych butikach, vyznaé&eny tim, Ze zahrnuje aplikaci alespoti jedné slouceniny
obecného vzorce I, jak je definovana v naroku 1.

11. Zpiisob piipravy sloucenin obecného vzorce I podle ndroku 1, vyzmalujici se
tim, Ze z1,2,3-thiadiazol-5—ylaminu a difosgenu se pfipravi 1,2,3—thiadiazol-5—yl-isokyanat,

ktery se dale uvede do reakce s odpovidajicim aminem obecného vzorce RIR2NH, ve kterém
jsou R1 a R2, jak je definovano v naroku 1.

1 vykres
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