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1. Uvod a cile prace

Gibereliny (GA) jsou rostlinné hormony ovliviiujici fadu procesi probihajicich v télech
rostlin. Tyto hormony byly objeveny ve 30. letech 20. stoleti v Japonsku (Taiz and Zeiger,
2010), kde byly také poprvé izolovany z parazitické houby Gibberella fujikuroi (podle nové
klasifikace Fusarium fujikoroi). Tato houba je u rostlin zodpovédna za nemoc bakanae
(Hedden and Sponsel, 2015). Rostliny ryze, které jsou touto nemoci postizeny, jsou napadné
vyS$8i rychlosti svého vzrustu, a jejich fenotyp je celkové odlisny od fenotypu zdravych
jedinctd. Postizeni jedinci jsou celkoveé vyssi, tencéi a svétlejsi nez zdravé rostliny. Dalsim
symptomem nemoci jsou delsi a tenci listy, které napadné pteristaji listy zdravych jedincu.
U postizenych jedinct se objevuje také tendence k poléhavosti a u nékterych dokonce i
absence plodd.

To, Ze by nemoc mohla byt zpisobovana parazitickou houbou bylo navrzeno jiz roku
1912. Tato teorie byla ale experimentalné potvrzena az roku 1926, kdy Ewiti Kurosawa
demonstroval, ze pomoci sterilnich filtratd z vySe zminéné houby se da iniciovat vznik
symptomu bakanae u zdravych ryzovych sazenic. Roku 1939 pak byla ve formé krystalt
izolovana latka, ktera byla pojmenovana jako giberelin A. Dnes se jiz vi, ze se jednalo 0
smés nékolika latek podporujicich rist, které jsou dnes obecné oznacované jako gibereliny
(Raven and Peter, 1986).

V soucasnosti je znamo pies 130 riznych GA, avsak pouze 4 z nich jsou biologicky
aktivni (Shani et al., 2013). Mezi procesy regulované GA se fadi kliceni semen, prodluzovani
stonku, rast listd, vyvoj semen, kvéti a indukce enzymu amylazy. Piestoze GA jsou
pfitomny ve vSech organech kvetoucich rostlin, jejich nejvétsi koncentrace se nachazi
v nezralych semenech (Taiz and Zeiger, 2010). Mezi dalsi oblasti, které jsou bohaté na
pritomnost téchto hormont, pati mladé listy a koteny.

Tato bakalafska prace se sklada ze dvou ¢asti. Prvni ¢ast je zaméfena na podrobnou
literarni resersi s cilem pokryt a popsat stav literatury zahrnujici dnesni znalosti GA. Dale
pak na moznosti jejich znaceni s ohledem na jejich biologickou aktivitu a nasledné vyuziti
znacenych GA pfii studiu biologickych drah v ramci rostlin. Ve druhé ¢asti se za tato prace
zabyva moznosti syntetickych modifikaci kyseliny salicylové opét s ohledem na jeji
biologické vlastnosti. Ugelem této prace je modifikace kyseliny salicylové (SA) tak, aby
byla zachovéna jeji primdrni biologicka funkce, ale zaroven i tak aby bylo mozné na tuto
latku navazat relevantni ,,zna¢ku®. V budoucnosti bychom pak této znacené¢ latky mohli

vyuzit ke sledovani jejiho osudu v télech rostlin.
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2. Soucasny stav FeSené problematiky

2.1. Rostlinné hormony
Rostlinné hormony jsou signalni molekuly, jimiZz jsou ovliviiovany procesy probihajici

uvnité bunék. V misté puisobeni dochazi k interakci mezi hormony a specialnimi proteiny,
které se nazyvaji receptory. Skrze receptory je do buiiky pfenasen hormonalni signal, kterym
Jjsou nasledné ovlivnény procesy zde probihajici. Rostlinné hormony, neboli fytohormony,
jsou strukturné razné velké molekuly, syntetizované v rliznych esencialnich metabolickych
drahach. Tyto slouceniny jsou dilezité pro regulaci rostlinného ristu a vyvoje, a také
pro reakce na bioticky i abioticky stres. V rostlinach se obecné vyskytuji ve velmi nizkych
koncentracich a pusobi lokalné v misté syntézy nebo Vv pletivech, ktera mohou byt mistu
syntézy blizka i vzdalena (Santner et al., 2009). Jejich distribuce a rozlozeni jsou aktivné

fizeny.

HO
kyselina giberelova (GA)

a0
cytokininy (CKs)

Kyselina salicylova (SA)

kyselina abscisova (ABA) strigolaktony (SLs)

Obrazek 1: Rostlinné hormony reguluji veskeré aspekty rostlinného rtstu a vyvoje (Adaptovano

podle (Santner et al., 2009))

Dnes jsou mezi rostlinné hormony fazeny tyto latky: Kyselina abscisova (ABA),
kyselina indol-3-octova (IAA, jeden z auxina), brassinosteroidy (BRS), cytokininy (CKs),

12



strigolaktony (SLs), ethylen, kyselina jasmonova (JA), kyselina salicylova (SA) a kyselina
giberelova (GA) (Obrazek 1). Tato prace je detailn&ji zaméiena pouze na fytohormony, které

jsou odvozené od kyseliny giberelové, tedy na gibereliny.

2.2. Gibereliny

Gibereliny jsou skupinou rostlinnych hormont, které jsou dulezité pro kli¢eni semen,
prodluzovani stonku, rtist a vyvoj listl, dozravani pylu a indukci kveteni, nasazeni ploda a
pfekondvani dormance. Po strukturni strance jsou odvozeny od kyseliny giberelové.
V soucasné dobé je znamo 136 GA, pfi¢emz pouze Ctyii z nich jsou biologicky aktivni. Mezi
tyto Ctyii biologicky aktivni GA se fadi GA1, GAs, GA4 a GA7. V piirodé se GA vyskytuji
Vv cévnatych rostlinach, houbach a nékterych bakteriich (Hedden and Sponsel, 2015).

Jak moc dulezita je role GA ve vyvoji rostlin se ukdzalo ve druhé poloviné 20.stoleti
pii tzv. ,zelené revoluci®. Vysledkem této revoluce bylo zkraceni stonkt obili téméf o
polovinu, coz se podafilo vyslechténim nové trpasli¢i odridy. Kratsi stonky byly oproti
puvodnim vysokym stonkiim vyhodnéj$i hned z né€kolika divodi. U rostlin s krat§im
stonkem je vice energie ukladano do semen misto do prodluzovani stonku, coz se projevuje
vyssi nasadbou plodi. Krats$i stonky jsou také mnohem méné néachylné k poléhavosti
zpusobené vlivem pocasi. Tento vyznamny Slechtitelsky uspéch byl umoznén mutaci v GA
signalni draze (Band and Bennett, 2013), konkrétné v mutaci proteinu DELLA. Vysledkem
této mutace byla resistence DELLA proteinu k GA indukované degradaci (Daviere and

Achard 2013; Eckardt, 2007).

2.2.1. Struktura giberelini

Po strukturni strance jsou GA tetracyklické diterpenoidy, které se skladaji ze Ctyf péti
uhlikatych isoprenoidnich podjednotek. Jejich zakladni kostra je tvofena dvaceti uhlikatym
tetracyklickym ent-giberelanovym skeletem nebo devatenacti uhlikatym 20-nor-ent-
giberelanovym skeletem, tzv. ent-kaurenem. U biologicky aktivnich GA je pak jesté na
uhliku C-3 navazana B-hydroxylovd skupina, na uhliku C-6 karboxylovd skupina a
laktonovy kruh mezi uhliky C-4 a C-10.

CHj CH;

Obrazek 2: Ent-giberelan (2.1) a ent-Kauren (2.2)
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2.2.2. Biosyntéza giberelini

GA jsou biosyntetizovany (Obrazek 3) z geranygeranyl difosfatu (GGDP) za ptitomnosti tii
rozdilnych tfid enzymd, a to terpenovych synthas (TPSs), P450 monooxygenas (P450s) a 2-
oxoglutarat-dependentnich dioxygenas (20DDs) (Yamaguchi, 2008). Dvé TPSs, ent-copalyl
difosfat synthasa (CPS) a ent-Kauren synthasa (KS), jsou zapojeny do dvoukrokové reakce,
pii které se z GGDP tvoii tetracyklicky ent-kauren. Tyto reakce jsou lokalizovany v
plastidech.Vznikly ent-kauren je v nasledujici reakci vyuzit ke tvorbé GAz12, cozZ je obecny
prekurzor ostatnich GA. GA12 se z ent-kaurenu formuje postupné v Sesti oxida¢nich krocich.
Cela pfeména je katalyzovana dvéma enzymy ze tfidy P450 monooxygenas, ent-kauren
oxidasou (KO) a oxidasou kyseliny ent-kaureonové (KAO). KO je katalyzovana sekven¢ni
oxidace na uhliku C-19. Vysledkem této reakce je ent-kaureonova kyselina, ktera je nasledné
pfevedena na GA12 pomoci KAO. KO je lokalizovana ve vnéj$i membrané plastidi a KAO
v endoplazmatickém retikulu.

Ze Sesti vy$e zminénych biosyntetickych krokt se prvni téi odehravaji v plastidech a
jsou katalyzované ent-kauren oxidasou. Ent-kauren je zpracovavan za vzniku ent-kaurenalu
a nasledn¢ kyseliny ent-kaureonové. Princip jednotlivych reakei je totozny, vzdy se jedna o
hydroxylaci na uhliku C-19. Druha trojice oxidaci je katalyzovana oxidasou kyseliny ent-
kaurenové za vzniku GA1p. Substratem pro prvni oxidaci z této trojice je kyselina ent-
kaureonova. Produktem prvni oxidace je ent-7a-hydroxy kaureonova kyselina, ktera je dalsi
oxidaci vyuzita pro vznik GAr2-aldehydu. Ze vzniklého aldehydu se pfi finalni oxidaci tvofi
GAu12 (Hedden and Thomas, 2012).

V dalsich krocich je GA12 preveden na GAg4, coz je biologicky aktivni GA. Pfeména
GA12 na GA4 je katalyzovana dvéma oxidasami, GA20-oxidasou (GA200x) a GA3-oxidasou
(GA30x). Tato preména je lokalizovana na uhlicich C-20 a C-3. GA200x se katalyzuje
sekven¢ni oxidace na uhliku C-20, ktery se nasledné odstépuje za vzniku CO2 a y-laktonu.
GA200x je tedy zodpoveédna za produkei C19-GA, pti¢emz pro jejich tvorbu se jako substratu
vyuziva Coo-GA.

Dalsi biologicky aktivni GA1 je syntetizovan z GAs3 hydroxylaci v pozici 13. GAs3 je
tvofen Cinnosti enzymu GA13ox. V ryzi je tento enzym kodovan dvéma geny cytochromil
P450 oznacovanych jako CYP714B1 a CYP714B2 (Magome et al., 2013). Pro tvorbu GAs3
se jako substratu vyuziva GA12 (Yamaguchi, 2008).
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Plastidy

ent-Kaurenal

Endoplazmatické retikulum

CH,

GA/,-aldehyd

Cytosol

GA;s (R=H)
GA,4 (R=OH)

H,C ’,COZH CO,H
GA, (R=H) GA, (R=H) GA,, (R=H)
GA, (R=0H) GA,(R=OH) GA,y (R=OH)

Obriazek 3: Schéma biosyntézy giberelinl, (GGDP = Geranylgeranyl-difosfat, CPS = ent-Copalyl
difosfat, KS = ent-Kauren synthasa, KO = ent-Kauren oxidasa, KAO = oxidasa kyseliny ent-
Kaurenové, GA3ox = GA3-oxidasa, GA1l3ox = GAL3 oxidasa, GA20ox = GA20-oxidasa)
(adaptovano podle (Urbanova et al., 2012)
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2.2.3. Deaktivace giberelinti
Pro spravnou regulaci koncentrace biologicky aktivnich GA je nesmirné dilezity proces
jejich deaktivace. Deaktivace je zprostiedkovana nékolika riznymi mechanismy, kterym

jsou vénovany nasledujici podkapitoly.

2.2.3.1. 2B-Hydroxylace

Prvnim zpisobem deaktivace je 2B-hydroxylace (Obrazek 4), ktera je katalyzovana enzymy
20DDs, neboli GA2-oxidasami (GA20xs). GA2-oxidasy jsou rozdéleny do dvou skupin
podle toho, jestli jsou jako substrat vyuzivany GA s 19 ¢i 20 uhliky. Enzymy C20-GA20x se
od Ci19-GA2o0x lisi pfitomnosti proteinové domény, ktera neni piitomna u Ci19-GA20X
(Giacomelli et al., 2013). GA2o0xs jsou tedy vyuzivany jak biologicky aktivni GA, tak i jejich
bezprostiedni prekurzory (GAs a GAz). Tyto enzymy jsou podle fylogenetického
ptibuzenstvi déleny na tfidy I, II a III. Ttida III byla objevena teprve nedavno a vyuziva
pouze GA s 20 uhliky. Enzymy tfeti tfidy jsou pravdépodobné dulezité ve vycerpavani zasob
prekurzori GA (napiiklad GA12 a GAs3), které by jinak byly vyuzity pro biosyntézu
biologicky aktivnich forem (Yamaguchi, 2008). Je dulezité také zminit, ze dvojna vazba GA
v pozici C-2 brani v inaktivaci GA20xs (Ueguchi-Tanaka et al., 2005). Dvojna vazba v této

pozici se vyskytuje napiiklad u GAs.

GA9 (prekurzor)

= A

@ho 3B-hydroxylasa

GA, (bioaktivni) GAg (inaktivni) GA3, (katabolit)

Obrazek 4: Deaktivace GA pomoci GA2-oxidasy (GA20x), konkrétné pomoci Ci9-GA20x
(Adaptovano podle (Nakaminami et al., 2014)).

2.2.3.2. ELONGATED UPPERMOST INTERNODE (EUI)

Ve druhém deaktivacnim mechanismu (Obrazek 5) je vyuzito enzymu ELONGATED
UPPERMOST INTERNODE (EUI). Tento enzym je fazen mezi skupinu enzymu P450
monooxygenas a je oznacovany jako CYP714DI1. Diusledkem deaktivace pomoci EUI je
vznik epoxidu v pozici 16,17 na GA bez OH skupiny v pozici 13 (GA4, GAg a G12). Ptiklad
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této deaktivace mize byt nalezen V hornich internodiich ryze, kde je enzymem EUI
negativné pisobeno na GA fizenou regulaci prodluzovani bunék (Luo et al., 2006). EUI je
zde hlavnim deaktiva¢nim enzymem GA, coz je také podloZzeno faktem, ze se v téchto
rostlinnych organech, obsahuji-li mutaci genu pro tento enzym, ve vysokych koncentracich
akumuluji biologicky aktivni GA. U rostlin ryze, s nadmérnou expresi genu EUI, se v této
oblasti nachazi velké mnozstvi 16a,17-dihydrodiolt, které vznikaji z 16a,17-epoxidii
(Obrazek 5). Objevem tohoto enzymu byla vysvétlena pfitomnost GA 16a,17-dihydrodiold
v mnoha rostlinnych druzich. Tato skute¢nost poukazuje na to, Ze 16a,17-epoxidace GA by

mohla byt jejich hlavnim deaktivaénim mechanismem (Yamaguchi, 2008).

(kyselina octova
in vitro)

ch ”COzHCOZH
16,17-dihydro-16a,17-dihydroxy
GAy,

H3C ”COzHCOZH H3C ”COQHCOZH
GA12 16(x,17-epoxy GA12

(kyselina octova
in vitro)

—_—
HO
CH, CO,H
GA, 160,17-epoxy GA, 1GGA,‘17-d|hydro-1 6a,17-dihydroxy
4

Obrazek 5: Deaktivace GA pomoci enzymu ELONGATED UPPERMOST INTERNODE (EUI)
(Adaptovano podle (Zhu et al., 2006))

2.2.3.3. Giberelin methyltransferasy (GAMT1, GAMT?2)

Tretim deaktivacnim mechanismem je regulace hladiny GA skupinou enzymu giberelin
methyltransferas (GAMTL1,2) (Obrazek 6). Témito enzymy je katalyzovana methylace
karboxylové skupiny na uhliku C-6 GA. Lokalyzovany tyto enzymy jsou Ve vyvijejicich
se semenech. K methylaci se vyuziva s-adenosin-L-methioninu (SAM) jako methylového
donoru pro methylaci karboxylové skupiny GA za tvorby GA methyl esteri (MeGAs)
(Varbanova et al., 2007). V rostlin¢ Arabidopsis thaliana jsou tyto enzymy kodovany geny
GAMT1 a GAMT?2, jez jsou soucasti genové rodiny SABATH methyltransferas. Zminovana
rostlina je vzhledem ke své kratké genera¢ni dob¢ a malému jadernému genomu vyuzivana
jako modelovy organismus. GAMT2 se exprimuje hlavné ve vyvijecich se semenech a
obdobn¢ je zde lokalizovana i exprese GAMTL. Enzymy GAMT1 a GAMT2 jsou vyuzivany
biologicky aktivni GA a také jejich prekurzory, jakozto substraty pro produkci piislusnych

methyl estert. Exprese piislusnych gent se v semenech odehrava béhem vyvoje rostliny.
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U mutantd, s defektnimi geny téchto enzymt, byl ve vyvijejicich se semenech pozorovan
narGst biologicky aktivnich GA. Oproti semenim wild type rostlin jsou béhem kliceni
semena téchto mutantt vice tolerantni viéi inhibitorim biosyntézy GA. (Yamaguchi, 2008).
Nejnovéjsimi vyzkumy je poukazano na moznost zapojeni methylace GA v mechanismu
odpovédi na nedostatek vody. ZvySena exprese genu AtGAMNT1, genu methyltransferasy 1,
je zodpovédna za snizeni GA aktivity, nasledkem ¢ehoz je inhibice expanze listovych
epidermalnich bunék. Vysledkem inhibice expanze zminiovanych bunék je pak nizsi tvorba
sveéracich bun€k, coz vede ke vzniku menSich priduchi s menSimi pory a snizenou

propustnosti (Nir et al., 2014).

At-GAMTZ2
. . At-GAMTA i .
Giberelin A4 p— — = Methyl Giberelin A4
7
-~ EN
S-adenosin-L-methyonin S-adenosin-L-homocystein

Obrazek 6: Deaktivace GA pomoci enzymu giberelin methyltraseras (GAMT1,2) (adaptovano podle

internetového zdroje 1)

2.2.3.4. Tvorba glukosyl esteri a glukosida

Zatim posledni znamou moznosti deaktivace GA je tvorba GA-glukosyl estert a GA-
glukosidi (Obrazek 7). Tvorba glukosidi je zpusobena konjugaci GA s glukosou pfies
hydroxylovou skupinu GA. Podobna je i cesta vzniku esteri. Cilem esterifikace je 6-
karboxylova skupina GA, vyslednym produktem je tedy GA-glukosyl ester. Glukosidy GA
jsou zcela biologicky inaktivni, kdezto glukosyl-estery nikoliv. Vzniklé estery je mozné
pomoci enzymu pievést zpét na biologicky aktivni volnou kyselinu. Timto zptisobem jsou
pouzitelné jako zasoba GA. Tato hypotéza je potvrzena tim, ze pii biologickém testovani
byla estery, v zavislosti na druhu konjugatu a druhu testu, vykazovana biologicka aktivita.
Z rostlin pouzitych pfi testovani byly po ukonceni testil extrahovany biologicky aktivni GA,

které byly vysledkem hydrolyzy pouzitych konjugati (Schneider et al., 1992).
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GAg - 2-0-glukosid GA,q - 2-O-glukosid

Obrazek 7: Deaktivace GA pomoci tvorby glukosyl — esterti a glukosidi (adaptovano podle
(Schneider et al., 1992))

2.2.4. Biologicky aktivni gibereliny

Mezi biologicky aktivni GA jsou fazeny GA1, GAs, GAs a GA7 (Obrazek 8), ostatni GA se
v rostlinach vyskytuji pouze jako prekurzory biologicky aktivnich forem, ptipadné jako
jejich deaktivované metabolity. VSechny ¢tyfi biologicky aktivni GA se fadi mezi C1o-GA,
u vSech se vyskytuje 4,10-laktonovy kruh, karboxylova kyselina na uhliku C-6 a

hydroxylova skupina na C-3 v B-orientaci.

Obrazek 8: Biologicky aktivni gibereliny

Tyto Ctyfti biologicky aktivni GA se déli na dvé dvojice podle substituentu, ktery je
navazany na uhliku C-13. Podle tohoto zptisobu je mizeme rozd¢lit na 13-OH GA (GA: a
GA7) a 13-H GA (GA3 a GA4). Rozdil v biosyntéze téchto dvou skupin je, ze 13-H GA jsou
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syntetizovany non-13-hydroxyla¢ni cestou, kdezto u 13-OH GA je tomu naopak (Obrazek
9). 13-OH GA jsou syntetizovany tzv. ¢asnou 13-hydroxyla¢ni cestou. Ob¢ skupiny GA se
vyskytuji spolu v rostlinach ve stejnych organech, ale v riizné koncentraci. Napiiklad GA4
se vyskytuje v pomérné nizké koncentraci ve vegetativnich organech, zatimco Vv prasnicich
je jeho koncentrace podstatné vyssi (Magome et al., 2013). Pfi zkoumani terciarni struktury
GA receptoru byly odhaleny zbytky aminokyselin v misté, které je dilezité pro
svou interakci s jednotlivymi funkénimi skupinami biologicky aktivnich GA. Diky této
interakci jsou GA vazany ve vazebném misté receptoru. Toto misto je po navazani GA

uzavieno pomoci tzv. vicka “(Obrazek 10).

CP5KS
GGDP —d=  opt-Kauren

-

k. ent-Kaureonova COH
GA, (R=H)
KAO GA, (R=0H)
GAZox . GA13ox i GhAZox
GA“Q*--------- [1“12_\—’-}_(1.‘153 REEEEREES o Gng?

3 -
Y Y
T . ~ T
& GAys GAy, o
= * >~ GA200x<, * <
::_u:l ,5
3 GA, Ghiqg =
2 z
3 * * g

GAZox GAZox
i GA5y ---------- GAy -~ ~ GAgp ----e-e- = GAsg ::h
S * GA3ox * &
= GAZox GAZox &
GAs5y —--------- GA,4 GAy —-oaiis » GAg .0

{Binaktivni) (Binaktivni)

Obrazek 9: Schéma biosyntézy 13-H a 13-OH GA. (CPS = ent-copalyl difosfat synthasa, KS = ent-
Kauren synthasa, KO = ent-Kauren oxidasa, KAO = oxidasa ent-kaurenové kyseliny, GA20x = GA2-
oxidasa, GA130x = GA13- oxidasa, GA200x = GA20-oxidasa, GA30x = GA3-oxidasa) (adaptovano
podle (Magome et al., 2013))

Ackoliv biologicky aktivni GA jsou schopny nést i dalsi znaky, naptiklad dvojnou
vazbu mezi uhliky C-1 a C-2 (GA7 a GAs) nebo —OH skupinu na uhliku C-13 (GA1 a GA3),

nebyl pozorovan zadny efekt téchto odliSnosti na navazani GA do receptoru. Na druhou
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stranu pfitomnosti 2B-hydroxylové skupiny je zabranéno v zavieni hydrofobniho povrchu
receptorového vicka, ¢imz se GA stava biolgicky inaktivnim (Taiz and Zeiger, 2010).
Biologicka aktivita GA je pfimo umérna jejich afinité k receptoru, ktery je oznacovan
jako GIBBERELLIN INTENSITIVE DWARF 1 (GID1). Afinita GA: je vuc¢i tomuto
receptoru nizsi, nez afinita GA4 (Nakajima et al., 2006; Ueguchi-Tanaka et al., 2005). Tento
receptor byl poprvé objeven V rostliné ryze seté (Oryza sativa) a nasledné byl nalezen i jeho

homolog v rostlin¢ Arabidopsis.

GA

>

(T

Obrazek 10: Vazebné misto pro biologicky aktivni GA na receptoru GID1 (GA — Giberelin, GID1
— Giberelin Intensitive Dwarf 1)

Biologicka aktivita GA je dale zavisla na jejich schopnosti tvofit komplex slozeny
z GID1, GA aproteinu DELLA. Jako DELLA proteiny je oznacovana proteinova podrodina
transkripénich regulatori GA signalu s represorovou funkci tohoto signalu. Protein DELLA
je po interakci s GID1-GA komplexem degradovan ve 26S-proteasomu (Yamaguchi, 2008).
Nazev DELLA proteini je odvozen z pocatecni sekvence aminokyselin D, E, L, L, A
(Srikanth and Schmid, 2011).

DELLA proteiny jsou soucasti §ir§i proteinové rodiny oznacované jako GRAS
proteiny. Nazev této proteinové rodiny je odvozen ze zkratek prvnich tiéi ¢lent,
GIBBERELLIC ACID INSENSITIVE (GAI), REPRESSOR OF GAl (RGA)
a SCARECROW (SCR) (Hedden and Sponsel, 2015; Hirsch and Oldroyd, 2009). Proteiny
této rodiny (Obrazek 11) jsou prevazné tvoreny ftetezci 400-700 aminokyselin se
specifickymi motivy na C-konci. Témito motivy jsou: leucine heptad repeat | (LHR 1),
VHIID, Leucine heptad repeat Il (LHR II), PFYRE a motiv SAW. Na N-konci GRAS
proteinil se Vramci této proteinové rodiny Zadné vyznamnégj$i podobnosti nevyskytuji

(Hirsch and Oldroyd, 2009).
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Oproti tomu N-konce DELLA proteinii jsou vyznacné specifickou terminalni
sekvenci. V této sekvenci jsou obsazeny DELLA a TVHYNP motivy, které jsou pro regulaci
GA dalezit¢é (Hirano et al., 2008). DELLA proteiny jsou dale nositeli
dimerizacni/transkativacni domémy, C-terminacni represorové domény a regulacni domény

bohaté na serin a threonin (Hirsch and Oldroyd, 2009).

— A - 4 A .

variabilni oblast -~ konzervativni oblast

oblast bohata na leucin

L W

Obrazek 11: Obecna struktura GRAS proteinu (L=Leucin, N = Asparagin, S= Serin, Y= Tyrosin,

W= Tryptofan) (adaptovano podle Internetového zdroje 2)

GRAS proteinova rodina se déli do osmi mensich podskupin (Obrazek 12), které jsou
pojmenovany podle jejich ¢lent ¢i podle ur¢itého motivu aminokyselin v jejich struktufe.
Jednotlivymi podskupinami jsou DELLA, HAM, LS, PATI1, SCL4/7, SCL9, SCR, SHR.
GRAS proteiny se Vv rostlinném organismu zpravidla objevuji ve formé transkripcnich
regulatorti. Geny téchto proteind jsou umistény v jadre, kde jsou dokonce umistény i nekteré

samotné proteiny této rodiny.
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SCL26
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LLSCL
DELLA S0
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SCL22
SHR SCL27
SHR HAM

Obrazek 12: Fylogeneticky strom GRAS proteint (adaptovano podle Internetového zdroje 2)

2.2.5. Fyziologické ucinky giberelinii

Utinky GA je ovlivnén Siroky okruh rostlinného riistu, vyvoje a také odpovédi na okolni
prostiedi. Konkrétné se jedna o kli¢eni semen, prodluzovani stonku, rast listti, dozravani
pylu a indukci kveteni. Po jejich aplikaci se navysuje a urychluje tvorba plodu a v neposledni
fad¢ se také usnadiuje piekonavani dormance. V tomto pfipadé je ovSem nutné ozafeni
svétlem o uréité vinové délce, ¢i vystaveni nizké teploté po urcitou dobu (Ueguchi-Tanaka

et al., 2007).

2.2.6. Mechanismus ucinku giberelini

Jak jiz bylo nékolikrat zminéno, pomoci GA je ovlivnéna fada procest probihajicich v
rostlinach. Dikazem tohoto tvrzeni je fakt, Ze u mutantnich rostlin, postizenych defektem
genu dilezitych pro biosyntézu GA nebo pro odezvu na jejich signal, se vyskytuji malé a
tmave zelené zbarvené listy na vyrazng kratSich stoncich. U néktery z nich se také vyskytuje

defekt v kli¢eni semen, vyvoji kvétd, ¢i celkové opozdéné tvorbé kvétl. Vyssi koncentace

GA oproti normalni se pak projevuje vyssim a ten¢im fenotypem.
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Obecnym mechanismem hormondlni regulace rostlin je degradace proteint
Vv proteasomu 268, jejiz dasledkem je inaktivace represorovych proteinti. Pfikladem tohoto
systému je pravé DELLA protein, coz je negativni regulator aktivity GA (Obrazek 13).
Degradacni mechanismus byl prvné popsan U auxini, Casem se ale ukazalo, ze ubiquitin-
proteasomova draha je centrdlni pro vétSinu, ne-li pro vSechny signalni drahy rostlinnych
hormont. Mechanismus regulace je zalozen na malém proteinu, ubiquitinu, pomoci kterého
jsou oznacovany proteiny, které maji byt degradovany v proteasomu. Ubiquitin je prvné
aktivovany enzymem, ktery se oznacuje jako E1 ubiquitin-aktivaéni enzym. K aktivaci
tohoto enzymu, je potieba navazani ATP. Ubiquitinova znacka se nasledné prenese na druhy
enzym, E2 ubiquitin-konjugaéni enzym. Tento enzym se nasledné asociuje s nékterym
proteinem z velké rodiny proteinovych komplexi oznacovanych S-PHASE KINASE-
ASSOCIATED PROTEINL1 (Skpl)/Cullin/F-box (SCF) komplex. Funkce tohoto komplexu
je stejna jako funkce E3 ubiquitin ligasy. Pomoci F-box proteint se obvykle vaze velké
mnozstvi proteini do SCF komplexu, které nasledné¢ mohou byt oznaceny velkym
mnozstvim kopii ubiquitinu E3 ligdzy. Funkci takto vzniklého polyubiquitinového fetézce
je oznaceni proteinu pro 26S proteasom, coz je velky multiproteinovy komplex, jehoz funkci
je proteinova degradace. F-box proteiny jsou V rostlinaich kodovany velkym mnozstvim
gend a pravdépodobné jsou také zapojeny do degradace podobného mnozstvi cild.

Cast SCF komplexu je zahrnuta v signalni draze GA. Nicméné funkce receptoru GID1
neni stejna jako funkce F-box proteinti. Pokud je GA navazan na GID1, projde receptor
konforma¢ni zménou. Diky této zméné je nasledné umoznéno navazani DELLA

represorovych proteind. Timto krokem je iniciovana konformacni zména samotného
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I Reakce
. organismu ~~ Degradace
GA

Obrazek 13: Obecny mechanismus transdukce signalu GA (adaptovano podle (Hedden and
Sponsel, 2015) (GA — Giberelin; GID1 — Gibberellin Intensitive Dwarf 1; DELLA — DELLA
protein obsahujici motiv sloZzeny z aminokyselin D, E, L, L, A; F-BOX, SKP1, CUL1, RBX1
— proteinovy komplex)
proteinu DELLA a naslednd vazba vzniklého komplexu k SCFS-Y1, ve kterém je obsazen F-
box protein SLY1. Po ubiquitinaci je DELLA protein degradovan v proteasomu 26S.

V hormonalni signéalni draze se ¢asto uplatiiuje mechanismus negativni zpétnovazebné
regulace. Dobrym piikladem je pravé GA draha. Biologicky aktivni GA jsou syntetizovany
pomoci mnoha enzymaticky katalyzovanych reakci, pficemz posledni dva enzymy této
drahy jsou koédovany geny GA200x a GA30x. V piipadé nedostatku GA, se pomoci proteinu
DELLA spusti exprese zmiflovanych genl, coZ se projevi zvySenou biosyntézou GA.
Pomoci DELLA proteind je zaroven inhibovana exprese genti enzymi GA katabolismu,
napiiklad GA2o0x. Inhibici exprese genti pro GA20x Se snizuje degradace GA. Vysledkem
téchto dvou procest je narustajici koncentrace GA, ktera se projevuje degradaci DELLA
proteinu v proteasomu 26S. Touto cestou je tedy negativné regulovana vlastni koncentrace
GA v telech rostlin (Taiz et. All, 2015).

Signalizace GA je zalozena na mechanismu, ktery je fizen pomoci DELLA proteint.
DELLA proteiny se jako transkripéni regulatory zapojuji v potlacovani signalu GA. U ryze
a je¢mene setého (Hordeum vulgare) je pfitomen jeden gen proteinu DELLA, SLENDER
RICE1 (SLR1) a SLENDER1 (SLN1), jehoz funkci je potlaceni veskerych aspekti GA
odpovédi v téchto druzich. V Arabidopsis se piekvapivé vyskytuje pét riznych DELLA
proteinovych geni. Témito geny jsou: GA-insensitive (GAI), Represor gal-3 (RGA), RGA-
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likel (RGL1), RGL2 a RGL3. RGA a GAI jsou nejdilezitéjsi béhem vegetativniho rustu a
indukce kveteni, RGL2 pak pro kliceni semene. RGA, spolecné s RGL1 a RGL2 jsou
potiebné taky pro spravny vyvoj kvéta.

Dalsi mozny zpusob degradace proteinit DELLA je skrze pozitivni regulator GA
odpoveédi PHOTOPERIOD-RESPONSIVE1 (PHORL1), ktery se nachazi u rostliny Lilek
brambor (Solanum tuberosum). Tento regulator se podoba U-box ubiquitin E3 ligaze.

U Arabidopsis byla nalezena jesté jedna mozna cesta regulace, a to pfes negativni
regulator SPINDLY (SPY), ktery byl jinak identifikovan také u jeémene a petanii (Petunia
hybrida). Timto regulatorem by hypoteticky mohly byt modifikovany ¢i aktivovany DELLA
proteiny (Fleet and Sun, 2005).

2.2.6.1. Prekonani dormance a kli¢eni semen

V pfipad€ nepiiznivych podminek pro kliceni jsou zrald semena mnoha druhl rostlin
schopna zapocit tzv. dormanci. Dormance je proces, pii némz jsou do¢asné pozastaveny ¢i
omezeny fyziologické procesy zZivych organismi, vV tomto konkrétnim piipadé v semenech
rostlin. Doba po kterou je tento stav udrzovan, je rtuzna, jeji délka je zavisla na genotypu
dané rostliny a také na vné&jsich podminkach. (Dubreucq et al., 2000).

Dormance a kli¢eni jsou procesy ovliviiované velkym mnozstvim genu. Tyto dva
procesy jsou zavislé na strukturach semene, obzvlasté pak na téch, které jsou nejblize
embryu, a dale pak na faktorech, které jsou schopny ovliviiovat rist samotného embrya.
Vyvojové faktory mohou pochazet jiz z mateiské rostliny, ale také mohou byt produkovany
samotnym embryem (Koornneef et al., 2002). Dormance je pak definovana jakozto selhani
zdravych Zivotaschopnych semen pii dokonc¢eni kliceni za vhodnych podminek.

Semena obilovin jsou slozena ze tii ¢asti: embrya, endospermu a obalu, perikarpu. U
embrya se vyskytuje specialni organ s absorpéni funkci, ktery se nazyva scutellum.
Endosperm je slozen ze dvou vrstev, prvni je $krobové a druha aleuronova. Skrobova vrstva
je umisténa centralng a je tvofena mrtvymi silnosténnymi buitkami se skrobovymi zrny. Jeji
obal je tvofen aleuronovou vrstvou, ktera je tvofena ze zivych bunék, jejichz funkci je
produkce hydrolytickych enzym@ do endospermu b&hem kli¢eni. Buniky této vrstvy jsou
citlivé na GA. Funkci produkovanych hydrolytickych enzymu je rozklad skladovanych
zasob energie na jednoduché cukry a aminokyseliny, které jsou nasledné transportovany do
embrya skrze scutellum.

Kli¢eni semen je podminéno vhodnymi podminkami. Jednou z téchto podminek je

dostatek vody, pfti kterém se uvolnuji GA z embyra, ve kterém jsou syntetizovany. Jak jiz
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bylo vySe zminéno, buiiky aleuronové vrstvy jsou citlivé na GA, pficemz pozitivni reakce
se vyskytuje hlavné u GAs. V odpovéd’ na tyto hormony se za¢nou v buiikach této vrstvy
produkovat hydrolytické enzymy. Nejvyznamnéj$im z nich je o-amylaza. Cinnosti GA je
tento enzym ovlivnén hned dvéma zpusoby. Prvnim u¢inkem GA je blokace inhibitort
transkripce a translace genti pro a-amylazu. Druhym u¢inkem je stimulace a-amylazové
aktivity pomoci biologicky aktivnich GA. Touto cestou je iniciovana nova syntéza enzymu
z aminokyselin, misto toho aby byl aktivovan jiz existujici enzym. Mechanismus u¢inku GA
na o-amylazu je zalozen opét na degradaci DELLA proteini. Po jejich degradaci se
zvysuje exprese GAMY B proteinti. MY B proteiny jsou jednou ze tfid transkrip¢nich faktort
vsech eukaryoti. GAMYB se nasledné vazi na receptor GARE (Gibberellic Acid Response
Element), ktery je pfitomen v promotoru genu a-amylazy, ¢imz se aktivuje jeho exprese. a-
amylasa je po své syntéze transportovana z aleuronovych bunék cestou s vyssi koncentraci
Ca?* jontd. Cinnosti o-amylazy a ostatnich hydrolas se rozkladaji $krobova zrna na
jednodussi latky. Ziskané Ziviny jsou nasledné pohlceny scutellem a poté transportovany do
rastovych oblasti embrya, kde jsou vyuzity pro jeho vyvoj (Taiz and Zeiger, 2010).

Roku 2012 byla na semenech GA-deficientniho mutanta Arabidopsis gal, provedena
proteomicka studie se zajimavymi vysledky. Touto studii se prokazalo, ze ackoliv GA jsou
dlikezité pro dokonceni kliceni, nejsou jiz piimo zapojeny do dal$ich procest v jeho
prubéhu. Béhem experimentu bylo v pribéhu kli¢eni detekovano celkové 46 proteinovych
zmén, ale pouze jedna znich byla zavislda na GA. Konkrétné se jednalo o zménu
Vv cytoskeletalnim komponentnu a-2,4-tubulinu, coZ je povazovano za diikaz toho, Ze semena
mutantu gal jsou metabolicky aktivni i ptesto, Ze kliCeni neni tplné dokonéeno (Rajjou et
al., 2012).

2.2.6.2. Stimulace ristu stonku
Dal8im uc¢inkem GA na vyvoj rostlin je stimulace dlouZivého riistu stonku. Dikazem pro
toto tvrzeni je to, ze mutanti s GA deficitem jsou trpasli¢iho vzristu a naopak jedinci s vyssi
koncentraci GA oproti normalu jsou podstatné vys$siho vzrustu. Deficit byva velmi Casto
zpusobovan mutaci v biosyntetickych enzymech, anebo overexpresi genti katabolickych
enzymil GA, jakym je tieba GA2-oxidasa .

Do samotné stimulace ristu stonku je zapojeno mnoho transkripénich faktord. Jednim
z nich je tabakovy protein REPRESSION OF SHOOT GROWTH (RSG). Funkeci tohoto
faktoru je aktivace transkripce genu pro kauren oxidasu. Nadprodukce dominantni negativné

mutované formy RSG se pak projevuje deficitem v biosyntéze GA. Nasledkem deficitu
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je trpaslic¢i fenotyp postizené rostliny. Pomoci RSG je také zabranéno overexpresi gend pro
GA2-oxidasy. RSG se tedy podili na zpétnovazebné regulaci téchto enzymi.

Dalsim proteinem zapojenym do prodluzovani stonku je protein APETALA2 (AP2),
coz je typ transkripéniho faktoru DWARF AND DE-LAYED FLOWERING1 (DDF1) a
MADS-boxprotein AGAMOUS-LIKE15 (AGL15). Overexprese faktoru DDF1 nebo
AGLIS5 se projevuje GA deficifentnim trpasli¢im fenotypem rostlin. Pti overexpresi DDF1
se snizuje akumulace GA, coz potvrzuje, Ze je tento faktor zodpovédny za potlaceni exprese
genll pro biosyntézu GA. Faktor AGL15 se vaze na promotor genu AtGA20x6, ¢imz je
poukazano na to, ze by tento faktor mohl byt také zapojen do regulace hladiny GA.

Poslednimi dvéma transkripénimi faktory jsou SNEEZY (SNE) a LUCIFERASE
SUPER-EXPRESSORL1 (LUE1), oba byly identifikované v Arabidopsis. Prvni zmifiovany
faktor, SNE je homologem F-box proteinu SLY1 a jeho funkci je podpora degradace
proteinu DELLA. Druhy zminovany je gen LUE1. Timto genem je kddovan ortolog kataninu
p60, ptficemz ztrata funkce genu LUEL se projevuje zménou Orientace mikrotubulti a
nasledné i krat$i délkou stonku. Obdobné se projevuje i zvySena exprese genu AtGA200x
(Fleet and Sun, 2005).

2.2.6.3. Stimulace ristu hypokotylu

GA jsou také zapojeny do prodluZzovani hypokotylu. V soucasné dobé& je znamo, Ze
prodluzovani bun¢k a délka hypokotylu Arabidopsis je ovlivnéna n€kolika riiznymi faktory.
Témito faktory jsou ethylen, auxiny a brassinosteroidy.

Vseobecné jsou rostliny zavislé na dennim svétle, piicemz se tato zavislost projevuje
jiz u sazenic. Hypokotyl fotomorfogennich sazenic rostoucich za vhodnych podminek
nabyva syté zelené barvy s plné vyvinutymi délohami, kdezto etiolizovani jedinci rostouci
pii nedostatku dennho svétla se vyznacuji relativné dlouhym a svétlym hypokotylem, jenz
byva zakoncen apikalnim vrcholem. Kotyledon u etiolyzovanych jedincii nebyva vibec
vyvinuty a hladina GA je u téchto rostlin vyssi, nez u jedinct rostoucich za piihodnych
podminek.

U etiolizovanyhch jedincii se sniZzenou hladinou GA, se zvySuje exprese svétlem
indukovanych gentl a jejich fenotyp je blize fenotypu fotomorfogennich rostlin. Tento jev je
zpusobem DELLA proteiny RGA a GAl, jejichz Cinnosti je potlacena GA inhibice
fotomorfogeneze. Proteiny RGA a GAI jsou také podpofeny Cinnosti ethylenu a auxinu,

jejichZ spolecnd integrace s GA signalni drdhou je zapojena V plsobeni proti DELLA
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proteinil a zaroven je jejich ¢innost potiebna pro tvorbu apikalniho vrcholu (Fleet and Sun,

2005).

2.2.6.4. Stimulace ristu kofenti

Dalsim piedpokladanym tc¢inkem GA na vyvoj rostlin, je stimulace ristu kofenii. V piipadé
nedostatku GA byvaji kofeny postizenych jedinct vyrazné kratsi nez je tomu u wild type
jedinct stejného druhu. Po cilené mutaci gent pro DELLA proteiny RGA a GAI se jejich
délka obnovuje. Kotfenovy rust je podporovan degradaci pravé téchto proteint, piicemz
degradace RGA je navic podnicena iauxiny. Ethylen se v tomto pfipad¢ projevuje jako

inhibitor kofenového dlouzeni (Fleet and Sun, 2005).

2.2.6.5. Vyvoj listt a jejich morfogeneze

GA jsou zapojeny i do vyvoje listd a jejich morfogenze. Udrzovani ristového apikalniho
meristému a iniciace listovych primordii je primarné fizeno pomoci KNOTTED1 (KN1),
coz je homeoboxovy (KNOX) transkripéni faktor, a dale pak pomoci GA. U rostlin
s jednoduchymi listy, jako jsou tieba druhy Arabidopsis nebo tabak (Nicotiana), je exprese
KNOX genti lokalizovana v meristému, ve kterém je vyloucena exprese genit GA200x. GA
Jsou misto toho akumulovany Vv listovych primordiich téchto druhd, kde se také podileji na
podpofte rustu. Interakci mezi KNOX geny a GA byva postizen tvar listd. Dobrym piikladem
je rajée jedlé (Solanum lycopersicum L), které se vyznacuje Clenitymi listy. KNOX geny
jsou zde exprimovany v meristémech stejné jako v listovych primordiich. V téchto
rostlinnych organech je snizend hladina GA, coz se projevuje vyssi Clenitosti listd.
Overexpresi KNOX gent je v rostlinach tabaku, Arabidopsis a rajéat potlacena exprese genu
GA200x, coz je divodem tvorby lalo¢natych listii s ektopickym meristémem.

Overexprese KNOX genu POTATO HOMEOBOX1 (POTH1) v bramborach se
neprojevuje pouze potlac¢enim exprese GA200x, coz je divodem vzniku malych vrasc¢itych
listt, ale také podporou tvorby hliz. GA v tomto piipadé€ slouZi jako inhibitory tvorby hliz.
Represi GA200x se ukazuje, ze regulace GA biosyntézy pomoci hemoboxovych genii se
nevztahuje pouze na listy (Fleet and Sun, 2005).

2.2.6.6. Indukce kveteni
Kveteni je dillezitym meznikem ve vyvoji rostlin. Vegetativni faze Zivota rostliny se béhem
tohoto procesu méni na fazi reproduktivni. Indukce kveteni je nejdilezitéjsi casti z hlediska

reprodukéni strategie a také z hlediska vyuziti omezenych zdroji (Komeda, 2004).
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To, Ze je rostlina piipravena ke kveteni se da rozpoznat jiz ptfed samotnou tvorbou
kvéth. Jednim z typickych znaki je tvorba kvétniho stonku. I kdyz béhem tohoto procesu
muze dale dochazet k vegetativnimu rustu rostliny, povazuje se jeho vznik za naznak
reprodukéniho rustu. Piechod z vegetativniho do reprodukéniho stavu byva doprovazen
tvorbou kvétniho meristému. U Arabidopsis se vegetativni meristém méni na meristém
kvétenstvi a ten nasledn¢ na meristém kvétni (Mutasa-Gottgens and Hedden, 2009).

Ptechod do reproduk¢niho stavu rostlin je spojeny s piekonanim juvenilniho stadia
rostliny a tedy dospivanim. Tento proces je Casto spojovan se zménami vV morfologii listd,
tvorbou povrchovych struktur (trichomy) a rozvojem cévnich svazkl v listech. Pfechod
z juvenilniho stadia je iniciovan pomoci GA a je ovlivilovan pomoci mMiRNA172 a kvétniho
integratoru FLOWERING LOCUS T (FT) (Daviére et al., 2008). Prvni zmiftovany regulator
je zapojeny v regulaci homeotickych genti. Druhy pak piimo v pfechodu do dospé€lého stadia
rostliny (Chen, 2004; Lauter et al., 2005).

U nékterych druht rostlin je pro ptechod z juvenilniho stadia nutné vystaveni nizsim
teplotam. Tento proces se oznacuje jako vernalizace. Piikladem muze byt druh Lolium
perenne, ktera se fadi mezi tzv. dlouhodenni rostliny. U téchto rostlin se da urychlit nastup
kveteni tim, ze se uméle prodlouzi doba po kterou jsou béhem dne vystaveny svétlu. U
zminovaného druhu je mozno dosahnout piechodu z juvenilniho stadia i pokud nebyla
vystavena dennimu svétlu po dostateéné dlouhou dobu. Pfechod je mozné iniciovat aplikaci
GA, ale to pouze v ptipadé, ze rostlina byla vystavena vernalizaci. Vernalizace je zde pro
piechod z juvelnilniho stadia nezbytna, pokud ji rostlina nebude vystavena, nebude fungovat
ani aplikace GA ani dostate¢né vystaveni svétlu (Macmillan et al., 2005).

Jak jiz bylo psano vyse, tvorba kvétl je spojena s prechodem vegetativniho meristému
V meristém kvétenstvi a ndsledné kvétni meristém. Pfechod z vegetativniho meristému je
spojen s expresi n€kolika riznych gend, ktera je regulovana pomoci GA. Geny meristému
kvétenstvi jsou SUPRESSOR OF OVEREXPRESION OF CONSTANS 1 (SOC1), SHORT
VEGETATIVE PHASE (SVP) a AGAMOUS Like 24 (AGL24). Tvorba kvétniho meristému
je pak umoznéna diky expresi genti LEAFY (LFY) a APETALA 1 (AP1), které jsou mimo
jiné zodpovédné za potlaceni aktivity genli meristému kvétenstvi (Liu et al., 2007). Exprese
geni SOCL i LFY je podporovana GA. Ob¢ exprese jsou ovliviiovany pifimo proteiny
DELLA (GAI/RGA), nebo neptimo skrze GAMYB (Achard et al., 2004; Gocal et al., 2001).
Gen LFY je z hlediska kveteni podstatny pro propojeni indukce kveteni pomoci GA a
pusobeni svétla po delsi ¢asovy usek (viz. dlouhodenni rostliny). Gen SOCL1 je pak dulezity

pro propojeni pisobeni GA, vernalizace a autonomni cesty kveteni (Fleet and Sun, 2005;
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Moon et al., 2003). SOC1 ve spojeni s AGL24 je také potiebny pro transkripci LFY. GA jsou
také zapojeny v kontrole hladiny LFY pomoci proteinu DELLA, ato skrze regulaci
miRNA159, kterou je negativné regulovan MYB33 (soucast transkripéniho faktoru
GAMYB), jenz je potieba pro transkripci LFY.

Aktivace genil LFY je nejvice ovliviiovana GAz a GA4. GA4 je mimo jiné také hlavnim
biologicky aktivnim GA v Arabidopsis, coz je prokazano faktem, Ze béhem ptipravy na
kveteni se jeho koncentrace ve stonkovém vrcholu podstatné zvySuje (Srikanth and Schmid,
2011).

2.2.6.7. Vyvoj kvétu a pylu
Ackoliv GA nejsou piimo potiebné pro diferenciaci ¢i specializaci kvétnich organt, jsou i
tak dulezité pro jejich spravny vyvoj, ba dokonce jsou pro tento proces piimo
nepostradatelné (Griffiths et al., 2006). Rostliny Arabidopsis s mutaci v GA draze jsou ¢asto
sterilni. Casteény deficit v této draze se projevuje saméi sterilitou, kterd je zptsobena
abnormalnim vyvojem ty¢inek a prasnika (Hu et al., 2008; Chhun et al., 2007) a extrémni
deficit GA je pak divodem sterility sami¢i (Goto and Pharis, 1999). Pro spravny vyvoj
prasniku je tfeba vyssi koncentrace GA, nez pro vyvoj pestikil, okvétnich a kalisnich listkt.
U Jedinct s GA deficitem, ¢i s chybou v signalni draze, se obvykle objevuji kratsi prasniky,
nez u jedincu bez deficitu. Krat$i vzrist je zptsoben redukci prodluzovani bunék nitky
v disledku nedostatku GA (Cheng et al., 2004).

Kromé spravného vyvoje prasniki, jsou GA dilezité pro tvorbu zivotaschopného pylu.
U mutantd Arabidopsis s deficitem GA je pozastavena mikrosporogeneze (Cheng et al.,
2004). Tvorba pylu je GA ovlivnéna také ptes vystelku prasnych pouzder (tapetum), jejiz
vyvoj je u deficientnich jedinct narusen. PiedCasna degenerace vystelky byva spojena praveé
se zastavenim mikrosporogeneze. Tapetum je zcela zasadni pro spravny vyvoj pylu. Jeho
prostiednictvim jsou vyzivovana pylova zrna, je soucasti jejich obalu a v neposledni fadé se
uplatiiuje pii dehescenci (pukani prasnych vaki) (Goldberg et al., 1993). Dale je tapetum
povazovano za hlavni zdroj produkce GA béhem vyvoje prasnikt. V prubéhu tohoto vyvoje
se zde ve vysoké mife exprimuji biosyntetické geny, pficemz nejvyssi hodnoty exprese se
daji naméfit tésné pred dehescenci. Po jejim ukonceni se mira exprese rapidné sniZuje, ne
vSak v samotnych pylovych zrnech. Tam je mira exprese stale vysoka (Hu et al., 2008).
Exprese biosyntetickych genii se v prasnicich spousti az po ukonceni meiozy, kdezto geny

signalni kaskady jsou exprimovany jesté pied jejim zahajenim (Chhun et al., 2007).
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Vyvoj kvéti a pylu u rostlin je ovlivnén degradaci DELLA proteini RGA, RGLI
aRGL2 (Cheng et al., 2004). GA ale nejsou zapojeny do samotné specifikace kvétnich
organd, ta je ovlivnéna homeotickymi geny. Exprese téchto geni je podnicena pomoci genu
LFY (Yu et al., 2004). Nicméné, expresi homeotického genu AGAMOUS (AG), ktery je
dilezity pro tvorbu tyCinek a pestiku, se spousti exprese GA-biosyntetického genu
AtGA30x1 v kvétnim meristému (Gomez-Mena et al., 2005). V pozdéjsich stadiich vyvoje
se pomoci GA spousti exprese genit APETALA3 (AP3), PISTILLATA (PI1) a AG.

Blizs$i studii vlivu RGA na vyvoj kvéti u Arabidospis bylo zjisténo, Ze stejné mnozstvi
genl je up 1 down regulovano pomoci tohoto DELLA proteinu. Velké mnozstvi RGA-
regulovanych genti je exprimovano v ty¢inkdch a ¢ast téchto genti je mimo jiné regulovana
kyselinou jasmonovou, ktera je potiebna pro spravny vyvoj prasnikd a dozravani pylu. (Hou
et al., 2008).

Do vyvoje pylu je zapojen i transkripéni faktor GAMYB. V primordiich ty¢inek, a pak
také ve vystelce prasnych pouzder, je vysoce exprimovan gen OSGAMYB. Vysledkem
mutace vedouci ke ztrat¢ OSGAMYB jsou vady Vv prasnicich a premeiotickém vyvoji pylu
(Fleet and Sun, 2005).

2.2.6.8. Tvorba plodu a partenokarpie
GA se do vyvoje plodl zapojuji primarné az po tispé$ném opyleni. Jejich umélou aplikaci je
vS8ak mozné iniciovat tvorbu plodill 1 bez néj, takto vzniklé plody jsou ale partenokarpni a
tedy bez semen.

Vysledkem exogenni aplikace GA na zrajici ovoce je jeho pomémné velky vzrist a
prodlouZeni stopky, coz se ukdzalo jako dobra obrana proti napadeni houbovou infekci, ktera

je zvlaste problematicka pfi tésném kontaktu jednotlivych ploda (naptiklad u révy vinné).

2.2.6.9. Vyvin semen
Zajimavym jevem, vyskytujicim se u mutantd s nedostatecnou tvorbou GA ¢i piipadné u

transgennich rostlin se zvySenou inaktivaci GA, jsou neplodna, neboli hlucha, semena. Tento
jev by ve velmi mladych semenech mohl byt zptisobeny nizkou koncentraci biologicky
aktivnich GA. Exogenni aplikace je vtomto piipadé neucinna, aplikovany GA se totiz
nedostava dovnitt semen. Nedostatecné tvorby GA se da zbavit opakovaou mutaci geniit GA

signalni drahy (Swain and Singh, 2005)
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2.3.Kyselina salicylova
Kyselina salicylova (SA) patii k jedném z nejjednodussich rostlinnych hormont (Obrazek

14). Jeji primarni funkci v rostlinném organismu je endogenni signalizace. Konkrétné SA
hraje nezanedbatelnou roli pii obran¢ organismu proti patogeniim a Skiidcim. Dalsi funkci
SA v néekterych rostlinnych organismech je fyziologickd modifikace téchto rostlin a
reproduktivni vyvoj (Raskin et al., 1995).

(0]
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OH

kyselina salicylova (SA)

Obrazek 14: Kyselina salicylova (SA)

Z pohledu lidského pokoleni je SA vyuzivanou latkou jiz od poc¢atku véka. Tim, Ze se
hojné vyskytuje v kute vrby (Salix ssp.), nebylo pro naSe prapiedky tézké zjistit jeji
blahodarné ucinky na lidsky organismus — schopnost sniZzovat horecku (antipyretické
vlastnosti) a bolest (analgetikum). Je tedy az s podivem, Ze nam zabralo vice jak 3000 let
(prvni dolozené uzivani kyseliny salicylové) nez jsme zjistily, ze pouhou acetylaci volné
hydroxy skupiny prudce zvy$ime farmakodostupnost této kyseliny (vyroba Aspirinu®, Bayer
1895).

2.3.1. Biosyntéza kyseliny salicylové
V rostlinach je SA biosyntetizovana nékolika riznymi cestami (Obrazek 15). Syntéza vzdy

zacina u kyseliny Sikimové, ktera je transformovéna na kyselinu chorismovou, coZ je obecny
prekurzor pro aromatické slouCeniny a to v€etné esencialnich aromatickych aminokyselin.

V jedné z moznych biosyntéz SA se kyselina chorismova pietvoii na fenylalanin, a ten
je nasledné¢ pomoci PAL (fenylalanin amoniak-lyasy) transformovan na kyselinu (E)-
skoficovou. Z kyseliny skoficové se mohou vytvofit hned dva SA prekurzory, kyselina
ortho-kumarova a kyselina benzoova. Kyselina benzoova je nasledné pievedena na kyselinu
salicylovou pomoci enzymu BA2H (kyselina benzoova 2-hydrolasa).

Druha biosynteticka moznost vedouci k syntéze SA je transformace kyseliny
chorismové na kyselinu isochorismovou s vyuzitim enzymu ICS (isochorismat synthasy).
Kyselina isochorismova je nasledné pfevedena na kyselinu salicylovou pomoci enzymu IPL
(isochorismat pyruvat lyasy). Geny spojené s tvorbou enzymu ICS se nachazi u riznych

rostlinnych druht, a to ve velikém mnozstvi. Z tohoto diivodu se d4 pfedpokladat, ze je tato
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biosyntetickd draha tou hlavni biosyntetickou drahou vyuZzivanou rostlinami pii biosyntéze

SA (Wildermuth et al., 2001).
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kyselina sikimova ——————— 3 —— > dalSi aromaticke
o COOH y slouceniny
Cs
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COOH kyselina chorismova
COOH
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- = —
COOH OH

P~ / \ COOH
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kyselina (E) - skoricova kyselina salicylova

kyselina benzoova

Obrazek 15: Biosyntéza kyseliny salicylové (BA2H = kyselina benzoova 2-hydrolasa. ICS =

isochromismat synthasa, IPL = isochromat pyruvat lyasa, PAL = fenylalanin amoniak lyasa)

2.3.2. SAV obrané proti patogeniim
V minulém stoleti bylo zjiS§téno, ze vystaveni rostliny ur€itému patogenu muize vést ke

tvorb& resistence vici sekundéarni infekci. Roku 1960 se prokazalo, Ze rostlina tabaku
nakaZena tabdkovym mozaikovym virem (TMV) vykazuje jak lokalni, tak i systémovou
resistenci vici sekudarnimu nakazeni pomoci TMV. Schopnost rezistentni odpovédi celé
rostliny se nazyva systémoveé ziskana rezistence (Systemic Acquired Resistance — SAR).
SAR byla pozorovana i v listech tabaku, které byly mistu primarniho vyskytu viru pomérné
vzdalené (Ryals et al., 1994).

Paklize je rostlina vystavena jednomu patogenu z velké rodiny riznych patogent,
dochazi k aktivaci SAR. Je zajimavé, ze nasledna rezistentni odpovéd’ organismu bude
efektivni i vi¢i vSem ostatnim patogentim, jako jsou bakterie, viry, houby i oomyceta (Ryals
et al., 1996). Tato resistence je spojena s produkci Pathogenesis-Related (PR) proteind, a

geny kodujici syntézu téchto proteinti jsou nejvice indukovany pomoci SA. Klicem globalni
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rezistence rostliny se tak tedy stava kaskada iniciaci syntézy riznych PR proteint a tato
odpovéd rostlinného organismu se nazyva SAR.

Roku 1979 bylo zjisténo, ze stejné PR proteiny jako ty indukované pomoci TMV,
mohou byt indukovany aplikaci SA. Pomoci aplikace SA se tak da napodobit napadeni
rostliny virem TMV, coz se projevi hromadénim produkti PR genti shodnych s témi, které
se hromadi v pfipadé napadeni redlnym patogenem (Ryals et al., 1996).

Dalsi experimenty prokazaly, ze SA je pro aktivaci SAR velmi diilezita. U Rostlin,
které jsou deficientni pii tvorbé SA k aktivaci SAR nedochézi. U takto postizené rostliny se
naopak objevuje zvySena citlivost vii¢i virulentnim patogentim. SA je tedy pro obranu rostlin
klicova.

2.3.3. Syntetické analogy SA aktivujici SAR

Schopnost SAR rozvijet rostlinnou rezistenci vii¢i velkému mnozstvi riznych patogenti je
velice atraktivni z pohledu zemédélstvi. Bohuzel ¢ista SA neni vhodnym kandidatem pro
svou fytotoxicitu a také kvuli nevhodnému profilu k vyuziti v polnich podminkach. Jako
vhodné nahrazky se ukazaly dvé latky oznacované jako INA (2,6-dichloroiso-nikotinova
kyselina) a BTH (7-karboxy benzo-1,2,3-thiodiazol). S vyuzitim téchto dvou strukturnich
analogti SA dochazi k indukci SAR a zaroven je ziskano podobné spektrum rezistence proti
patogentiim jako pfi pouZziti SA. Navic tyto dvé latky nejsou toxické vici mikroorganismim

(Kessman et al., 1994).

Os_OH HO_ _O

(e) OH
OH SN S,
| N
Cl N Cl N

kyselina salicylova INA BTH
(2-hydroxy-benzoova kyselina))|(2,6-dichloroiso-nikotinova kyselina)| | (7-karboxy benzo-1,2,3-thiadiazol)

Obrazek 16: Struktura kyseliny salicylové a jejich funkénich analog

Ob¢ tyto latky (Obrazek 16) maji podobnou strukturu jako SA, ktera se sklada
Z planarniho aromatického kruhu s karboxylovou skupinou. Na zaklad¢ této analogie si 1ze

ptedstavit, Ze vSechny tyto latky jsou schopné interakce se spole¢nym receptorem.

2.3.4. ldentifikace SA receptoru
K identifikaci potencialniho receptoru SA bylo vyuZito radioznacené kyseliny salicylové a

jejich biosyntetickych prekurzorti (Obrazek 17). Pomoci této metody se povedlo v rostliné

tabaku najit hned nékolik proteind vazajicich SA (SABPs — Salicyl acid binding proteins),
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liSicich se jak svymi vlastnostmi tak i strukturou. Nejlépe popsané jsou zatim pouze dva -

SABP1 a SABP2.

0 0 0

* * *
OH

(C?-(MC) kyselina salicylové) (C?-(MC) kyselina benzoové) (CB-(”C) kyselina skoricova )

Obrazek 17: C znaCena kyselina salicylova a jeji biosyntetické prekurzory vyuzité k identifikaci
SA receptoru

Pti bliz§im prozkoumani se ukéazalo, ze SABP1 je enzym s kataldzovou aktivitou.
Tedy, ze SA po svém navazani snizuje jeho aktivitu. Toto se nésledné projevuje
nahromadénim H2Og, ktery je také signalni molekulou aktivujici SAR (Chen et al., 1991).
Tato hypotéza, i kdyZ hojné diskutovana byla nedavno podrobné prozkoumana, a jako
takova vyloucena kvili relativné nizké afinité tohoto enzymu k SA (Hunt et al., 1996).

Druhym mozZznym a zaroven popsanym vazebnym proteinem pro SA, je protein
SABP2. Tento protein po navazani SA vykazoval zna¢nou lipazovou aktivitu. To, Ze je tento
enzym zapojen do rostlinné obrany dokazuje fakt, Ze u rostlin tabdku s uml¢enym genem
kodujici tento protein dochéazi ke zvySeni citlivosti rostliny vii¢i TMV a zarovei tyto rostliny

nejsou schopny aktivovat SAR (Kumar et al., 2003).

2.4. Znacené rostlinné hormony

Hlavnim divodem pro syntézu znac¢enych rostlinnych hormonti je touha znat zptisob jejich
transportu Vv télech rostlin. V soucasné dob¢ je znadmy pouze zplsob transportu auxintl.
Transport ostatnich rostlinnych hormont je stale neznamy. Roku 2013 byly ptipraveny ¢tyfi
fluorescenéné znacené derivaty biologicky aktivnich GA (Obrazek 18). Tyto znaené

molekuly byly pouzity pro vyzkum distribuce GA v kofenovém systému Arabidopsis.

36



CO,H

Obrazek 18: Fluorescenéné znacené derivaty GAs (Shani et al., 2013)

Jednotlivé derivaty byly aplikovany na Sest dni staré sazeniCky Arabidopsis skrze
ristové médium na bazi agaru. Ptipravené derivaty byly aplikovany po dobu dvou hodin.
Prestoze takto byly testované latky aplikovany na cely povrch koteni, byla pii nasledné
detekci nejvyssi koncentrace znaceného GAs nalezena v endodermalnich bunkach
prodluzovaci zoény kofene. V Meristematick¢ a diferenciatni zéné¢ kotene pak byla
lokalizovana pouze velmi nizkd koncentrace znaceného derivatu. BliZSi analyzou bylo
zjisténo, ze hromadéni znacenych molekul v endodermalnich burikach je lokalizovano ve
vakuolach a v mens§im rozsahu také v jadre. Znaceny derivat GA4 byl v kofenovém systému
distribuovan obdobné jako GA3z, ale na rozdil od néj, byl dvé hodiny po aplikaci také
detekovan ve stélé. Dale pak byla jeho akumulace vyssi v endodermalnich bufikach hlavniho
kotene neZ v kofenech postrannich. Znacené derivaty aplikované po delsi ¢asovy usek se
akumulovaly v tranzitnich oblastech mezi prodluzovaci a meristematickou zoénou. V piipadé
pouziti zna¢eného derivatu GA4 byla také nalezena velmi mald koncentrace v primarni kiife

meristému (Shani et al., 2013).

2.4.1. Znaceni signalnich molekul

Signalni molekuly je moZné znacit pomoci dvou riznych zptsobd. Prvnim zplsobem je
znaceni pomoci radioaktivnich izotopl a druhym zpisobem pomoci fluorescenéné vazané
sondy. Experimenty s radioaktivné znacenymi GA se prokazalo, Ze se tyto hormony v télech
rostlin k pohybuji. O samotném mechanismu transportu ¢i o mechanismu distribuce GA je

zatim znamo jen malo (Shani et al., 2013).
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O objasnéni toho mechanismu se pokusil Dr. Eilon Shani roku 2013. Pro tento
experiment byly pouzity fluorescencné znacené biologicky aktivni derivaty GA.
Fluorescenéni sonda byla navazana ptes amidovou formaci na uhlik C-6 (Shani et al., 2013).
Karboxylova skupina v této pozici by vSak podle doposud zjisténych informaci méla byt

esencidlni pro biologickou aktivitu GA.

2.4.2. Vyuziti zna¢enych signalnich molekul
Znacené signalni molekuly se vyuzivaji pro zjisténi zda-li, ptipadné jakym mechanismem,
se transportuji v télech organismu. D4 se tak téz zjistit, jestli se zkoumané latky hromadi

v n¢které konkrétni tkani ¢i pletivu.

2.4.3. Typy znadek — Fluorescen¢ni vs. Radiozna¢ené molekuly
V této podkapitole budou struéné popsany obecné zpusoby znadeni signalnich molekul,
jejich nasledna detekce a konkrétni pouziti na GA. Budou zde zminény oba zpiisoby znaceni,

radioaktivni i fluorescen¢ni.

2.4.3.1. Radioaktivni znaceni

Radioaktivni znaceni signalnich molekul se provadi pomoci radioaktivnich izotopl. Mezi
pouzivané izotopy se fadi napiiklad izotop vodiku ®H nebo izotop uhliku *C. Zna¢eni GA
tritiem bylo vyuzito naptiklad pfi zkoumani receptorovych geni AtGID1 pro receptor GID1.
Pfi vyzkumu téchto gent se pouzival derivat GA4, 16,17-Dihydro-GAs (Nakajima et al.,
2006). V praxi je dostacujici, pokud je na sledované molekule pfitomen alespon jeden
radioizotop. Dulezité je, aby pouZzitym radioizotopem nebyly ovlivnény vlastnosti sledované
latky, jako jsou naptiklad chemické vlastnosti ¢i biologicka aktivita enzymu, homornu nebo

jakékoliv jiné sledované latky (Internetovy zdroj 3).

2.4.3.2. Detekce radioaktivné znacenych molekul

Pfi detekci znacenych latek se vyuziva snadno detekovatelnych ¢astic, které jsou emitovany
radioizotopy. Emitované ¢éstice je pomérné snadné sledovat ve zkoumanych tkanich nebo
tkanovych extraktech. Nejcastéji vyuzivanou metodou detekce je tzv. autoradiografie. V této
metod¢ se radioaktivné znacené buiiky, nebo bunécné €asti, prekryji fotografickou emulzi,
ktera je citliva na radiaci. V této emulzi jsou obsazeny castice stiibra, jejichz distribuce je
stejna jako distribuce radioaktivniho materialu ve vzorku. Autoradiografické studie jsou
klicové pro urceni intraceluldrni lokalizace mista syntézy. Dal$im vyuZitim je sledovani

pohybu znacenych molekul.
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fotograficka emulze
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Obrazek 19: Autoradiografie — radioaktivni fotograficka emulze obsahujicich stiibrné soli (AgBr)

je umisténa na tritiem znacené bunky, které jsou piichycené na vrstvé skla (v pfipadé svételné

mikroskopie) nebo na miizku potazenou vrstvou uhliku. Oblasti bunky, které obsahuji znacené

molekuly, jsou emitovany radioaktivni ¢astice. Ty jsou pak vychytavany stiibrem obsazenym

v emulzi. Ve chvili, kdy se vyvolava fotografické emulze, se mista, kde se nachazi sttibro, zabarvi

do Cerna — v pripad¢ svételné mikroskopie. Pokud je vyuzivana elektronova mikroskopie, jevi se

mista emitujici zafeni jako mald vlnita vlakna (pievzato z Internetového zdroje 3)

z internetového zdroje 4)

Obrazek 20: Zatizeni pro autoradiografii Storm 820 Phosphor er (pfvzato
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2.4.3.3. Radioaktivné znacené GA

Radioaktivné znacené derivaty GA byly vyuzity pro studium enzymu biosyntézy GA1
V rostliné hrachu setého (Pisum sativum). Pomoci této studie bylo zjisténo, ze jednotlivé
enzymy zapojené do biosyntézy jsou prostorové oddélené. Dale bylo zjisténo, ze apikalni
vrcholy ziejmé nejsou zapojeny v produkci GA; ¢i jeho nejblizsich prekurzord. Prestoze se
v dobé provedeni tohoto pokusu jesté mnoho nevédelo o ucincich GA v ostatnich organech,
byla ptitomnost radioaktivné znacenych GA v dalSich mistech jasnych dikazem existence
pohybu GA v rostlinach. Pro tento pokus bylo vyuzito derivatd [17-H2]GA: a[17-
13C 3H2]GA20 (Smith, 1992).

2.4.4. Fluorescen¢ni znaceni

Fluorescencni znaceni se na rozdil od radioaktivniho znaceni provadi tak, ze se sledovana
molekula ozna¢i pomoci fluorescenéni sondy. Fluorescen¢ni sonda je latka, kterou je po
ozateni svétlem o konkrétni vinové délce emitdno zéfeni 0 jiné vinové délce. Jedna se o typ
luminiscence, pii kterém je zafeni emitovano pouze kratky ¢asovy usek po ozafeni.
Sledovand molekula se fluorescencné znaci pres kratky fetézec atomt, tzv. linker. Délka
zvoleného linkeru je dulezita pro jeji vliv na biologickou aktivitu sledované latky. V piipadé
pozorovani biologicky aktivni latky je nutné, aby navazanou fluorescen¢ni sondou nebyla
naru$ena biologicka aktivita této latky. Velkou vyhodou oproti radioaktivnimu znaceni je

moznost sledovani molekul v realném ¢ase

2.4.4.1. Detekce fluorescencné znac¢enych molekul

Detekce fluorescencné znacenych derivati se provadi naptiklad pomoci fluorescencni
konfokalni mikroskopie. Touto metodou je mozné vizualizovat specifické proteiny v Zivych
1 fixovanych bunikach. Excitace fluorescencné zna¢nych molekul se provadi ozafenim

pomoci svétla o vinové délce 494 nm . Vinova délka vyzafené emise je 521 nm.

2.4.4.2. Fluorescen¢né znacené GA

V roce 2013 byly pfipraveny a otestovany Ctyfi fluorescenéné znacené derivaty GAs
(Obrazek 18). Syntetizované latky se liSily hlavné v délce linkeru, ptes ktery byla ke GA3
pfipojena fluorescencni sonda. | pfesto, Ze sonda byla navazana pies karboxylovou skupinu
na uhliku C6, byla udajn¢ zachovéana biologicka aktivita vzorku. Po uspéchu s timto

derivatem byl stejnym zptsobem piipraven derivat GAs (Shani et al., 2013).
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2.4.5. Biologicka aktivita fluorescencné znacenych derivati giberelinii

Derivaty zminované v piredchozi podkapitole byly testovany ohledné jejich biologické
aktivity. Pro testovani byla pouzita mutantni rostlina Arabidopsis, gal, jejiz semena se
vyznacovala nizkou kli¢ivosti. Po exogenni aplikaci derivatu GAs, doslo k obnové kli¢eni.
Efektivita derivati GAs (Obrazek 18) 2.7 a 2.10 byla na kliceni semen gal mala, oproti tomu
efektivita druhych dvou derivatd 2.8 a 2.9 byla podstatn¢ vyssi. Aplikaci samotného
fluoresceinu nebylo dosazeno zadného efektu.

Na ¢tyt denni sazenice wild type Arabidopsis bylo piisobeno pomoci paclobutrazolu,
¢imz doslo k zastaveni biosyntézy GA. Paclobutrazol je inhibitorem cytochromu P450
dependentni monooxygenasy, katalyzujici oxidac¢ni syntézu ent-kaurenové kyseliny z ent-
kaurenu (Rademacher, 2000). Aplikaci paclobutrazolu je tedy inhibovana biosyntéza jiz
vV jednom ze zakladnich krokt. Na takto ovlivnénené rostliny se nésledné aplikovaly 4
derivaty GA z predchoziho prikladu. Vysledek byl podobny, jako u obnovy kli¢eni semen.
Molekuly 2.7 a 2.10 se projevily jen malym efektem, zatimco pfti aplikaci 2.8 a 2.9 se
¢asteéné obnovila elongace hypokotylu a zcela i elongace kofene. Témito tidaji se potvrdilo,
ze GAs mize byt oznacen fluoresceinem a zaroven bude zachovana jeho biologicka aktivita.

Obdobné byl testovan i stejn¢ znaceny derivat GAs. Pii testech byla znacenym
derivatem vykazovana srovnatelna aktivita s neznacenym GAs. Fluorescenéni znaceni je

tedy mozné s uspéchem aplikovat i na ostatni derivaty GA. (Shani, 2013).

2.5. Shrnuti

Teoretickd Cast byla zaméfena na shrnuti dosavadnich znalosti o fytohormonech
giberelinech. Tato ¢ast méla dva hlavni tkoly. Prvnim z nich bylo pokryti znalosti tykajiich
se historie, struktury, biosyntézy, deaktivace, mechanismu ucinku a fyziologického ptisobeni
GA v télech rostlin. Druhym ukolem bylo poskytnuti informaci o moznostech znaceni a
nasledného vyuziti téchto molekul. V prvni €asti prace bylo zminéno, Ze v souc¢asné dobé
jsou znamy celkem 4 biologicky aktivni GA (GA1, GAs, GA4 a GA7), pficemz veskeré jsou
syntetizovany z geranylgeranyl difosfatu pes ent-kauren a kyselinu ent-kaureonovou. Dale
byly zminény zptsoby deaktivace GA a jejich mechanismus ucinku skrze degradaci proteinu
DELLA v navaznosti na fyziologické uCinky téchto hormont na rist a vyvoj rostin.
V neposledni fadé byly popsany moZnosti a vyuziti radioaktivniho znaceni GA pomoci
izotopu vodiku 3H a uhliku *C. Nakonec bylo zminéno znaéeni GA pomoci fluoresceinu
a nasledné vyuziti znacenych derivati k vyzkumu pohybu a akumulace téchto molekul

V ramci rostlin.
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3. Experimentalni ¢ast

V této Casti se nachazi prehled pouzitych chemickych latek vyuzitych pii syntéze, pirehled
vyuzitych metod pouzitych Vv ramci fyziko-chemické analyzy produkti reakci, piehled
metod vyuzitych pfi sledovani chemickych reakci, detailni optimalizované syntetické
postupy stejné jako charakterizované izolované latky. Piehled vSech dosazenych vysledkt
se nalézd v kapitole 4. Diskuze vysledki v kontextu vyzkumného projektu se naléza

v kapitole 5.

3.1. Chemikalie
Pro jednotlivé kroky byly pouzity tyto chemikalie: 2,5-Dihydroxybenzoovéa kyselina,

metanol (CHsOH), kyselina chlorovodikova (HCI), kyselina sirova (H2SQOs), siran sodny
(Na2S0Os), 1,4-dibrombutan, 1,5-dibrompentan, 1,6-dibromhexan, uhli¢itan draselny
(K2CO3), aceton, ftalimid draselny, methylester kyseliny salicylové, jodid sodny (Nal),
tetrabutylamonium bromid (TBABT), ledova kyselina octova (CH3COOH), dichlormethan
(DCM), dimethylformamid (DMF), di-tert-butyl dikarbonat (Boc20), 1,6-diaminohexan,
chloroform (CHCIs3), fluorescein isothiokyanat, N,N-diisopropylethylamin (DIPEA),
acetonitril (CHsCN), 6-karboxyfluorescein, 1-[Bis(dimethylamino)methylen]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]pyridinium3-oxid hexafluorofosfat (HATU), hydroxid lithny monohydrat
(LIOH.H20). Veskeré¢ latky byly, paklize neni uvedeno jinak, pouzity ve stejné Cistoté,
Vv jaké byly dodany. 1 M vodny roztok HCI a nasyceny vodny roztok NaCl byly pfipraveny

technickym personalem Laboratofe rustovych regulatori (LRR).

3.1.1. Vizualizaéni roztoky pro TLC
Metody piipravy:

(@) Zasadity roztok KMnOs byl ptipraven rozpusténim 9 g KMnOs a 20 ¢
K2COs ve 150 ml 10% NaOH

(b) Vanilinovy roztok byl ptipraven rozpusténim 2 g vanilinu ve 100 ml
ethanolu obsahujici 1ml koncentrované H2SOa.

(© Hannesianuv vizualizacni roztok byl ptipraven rozpusténim 12 g

kyseliny fosfomolybdenové v 250 ml ethanolu.

3.2. Metody

Veskeré reakce byly provadény, paklize neni uvedeno jinak, v bezvodém prostiedi.
Aparatury byly Zihany plamenem pod neustalym pozitivnim tlakem inertniho plynu (argon).

Veskera rozpoustédla pouzitéd pro reakce byla, paklize neni uvedeno jinak, zbavena pfitomné
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vlhkosti pomoci standartnich postupt, a to nasledovné: THF bylo destilovano z kovového
sodiku s vyuzitim ketylového radikalu jako indikatoru, CH2Cl> byl destilovan z CaH,
bezvody CH3:OH, DMF a aceton byly pfipraveny technickym personalem Laboratoie
ristovych regulatort dle standardizovanych postupti.

Pro sloupcovou chromatografii (CC) bylo vyuzito silikagelu jako stacionarni faze a
smési petrolether (P.E.) : EtOAc (V/V), pokud neni uvedeno jinak, jako mobilni faze. Pfi
déleni sloupcovou chromatografii bylo pouzito postupného gradientu, kdy polarnéjsi frakce
mobilni faze byla skokové piidavana do mobilmi faze (naptiklad dle nésledujiciho postupu:
PE:EtOACc=20:1->10:1->4:1->2:1. Eluované frakce byly jimany po 5 - 30 mL frakcich a
jejich obsah byl monitorovan pomoci TLC. Frakce obsahujici stejny produkt byly spojeny a
nasledné odpateny na rota¢ni vakuové odparce (RVO).

K méteni NMR spekter byl pouzit spektrometr JEOL 500 JNM-ECA 500 MHz
pracujici pii frekvenci 500 MHz (*H) a 126 MHz (*3C). Méteni byla provadéna za laboratorni
teploty, pricemz vzorky byly rozpustény a nasledné méfeny v jednom z nasledujicich
rozpoustédel: aceton-ds, CDCl3 anebo DMSO-de. Chemické posuny zbytkového signalu
nedeuterovaného, resp. ne zcela deuterovaného rozpoustédla slouzily ke kalibraci métenych
'H NMR spekter. Chemické posuny zbytkovych nedeuterovanych resp. &asteéné
nedeuterovanych rozpoustédel v daném rozpoustédle jsou nasledujici: aceton-ds (2,17 ppm);
CDCls (7,27 ppm), DMSO-ds (2,52 ppm) (Gotlieb et al. 1997). Ve spektrech 3C bylo
vyuzito ke kalibraci charakteristického signalu atomu *C substituovaného atomy vodiku 2H.
Chemické posuny jsou nasledujici: aceton-ds (29,84 ppm, prostiedni signal); CDCls (77,23
ppm, prostiedni signal), DMSO-des (39,52 ppm, prostiedni signal). Finalni produkty byly
purifikovany pomoci kolonové chromatografie na silikagelu (viz vySe). M¢cfeni
hmotnostnich spekter bylo realizovano na pfistroji znacky Waters (Q-TOF MICRO).
Elementarni analyzy byly provedeny na pfistroji EA1112 Flash analyser (Thermo-Finnigan).
Prubéh reakei byl monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) na silikagelu. Pro
tento typ operace byly pouzity aluminiové desky pokryté silikagelem 60 SIL G/UV2s4
s fluorescentnim indikatorem (Machery-Nagel nebo Sigma-Aldrich). Jednotlivé slouceniny
pfitomné v reakéni smési byli dale vizualizovany pomoci vizualiza¢nich roztoka jejichz
ptiprava je popsana v kapitole 3.1.1. Teploty tani byly méteny na pfistroji SMP 30 (Stuart®)

a nejsou korigovany.
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3.3.  Organicka syntéza

3.3.1. Methyl 2,5-dihydroxybenzoat (3)
OH O Os_OMe
OH AcCl HO

2 MeOH, I.t., 48 h 3 OH

OH
Roztok kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové 2 (3 g, 19,5 mmol, 1.0 ekviv) byl rozpustén
vV MeOH (50 mL, 0.39M vu¢i 2) a vyslednd smés byla ochlazena na 0°C. Acetyl chlorid
(2.78 mL, 39 mmol, 2.0 ekviv) byl pomalu pfikapan a vysledna smés byla nasledné michana
pti 0°C po dobu 30 minut (chladici 1azeii odebrana) a pti RT po dobu 48 h. Cely roztok byl
nasledné odpafen na RVO a vysledny surovy produkt (3.0g; 99%) byl ve formé bilé
krystalické latky skladovan pii -5 °C pro dalsi pouziti.

Produkt 3: b.t. 81-83 °C; bila krystalickd latka; *H NMR (500 MHz, CDCls) § (ppm):
10.36 (s, 1H), 7.28 (dd, J = 9.5, 3.5 Hz, 1H), 7.02 (dd, J = 9.0, 3.0 Hz, 1H), 6.89 (d, J=9.0
Hz, 1H), 4.98 (s, 1H), 3.94 (s, 3H); *C NMR (CDCls, 125 MHz) § (ppm): 170.2, 155.7,
147.7,124.1, 118.5, 114.8, 112.2, 52.4; MS (ESI*; m/z; %): 169 (100) [M+H]".

3.3.2. Priprava monoftalimid bromidi 6a-c

0 @]
C) ® Br
N K + Br > N
©:/<\< \/\Mf\Br aceton (0.2M), /\6/\(\%1
P 5a-c, (3.0 ekviv) 70 °C, 24 h % a-c

n=1,2.3

Obecny postup: K roztoku 1,4-dibromalkanu (5a-c) (90,3 mmol; 3,0 ekviv) v acetonu (500
ml; 0,2 M vici 4) byl za stalého michani pfidan ftalimid draselny (4) (10 g; 30,1 mmol; 1,0
ekviv). Vysledna smés byla ponechana v 1azni o teploté 70 °C za stalého michani refluxovat
po dobu 24 hodin. Po ukonceni reakce byla smés ochlazena na laboratorni teplotu a
zfiltrovana za sniZzeného tlaku. Filtrat byl zakoncentrovan na RVO a odparek byl ¢istén
pomoci sloupcové chromatografie (SiO; P.E.:EtOAc = 20:1->10:1->4:1).

2-(4-bromobutyl)isoindoline-1,3-dione (6a): bila krystalicka latka (8.6g; 86%); b.t.
78-80 °C; *H NMR (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 7.85 (dd, J=5.4, 3.1 Hz, 2H), 7.73 (dd,
J=5.4, 3.0 Hz, 2H), 3.73 (t, J=6.7 Hz, 2H), 3.45 (t, J=6.4 Hz, 2H), 1.89 (m, 4H); *C NMR
(CDCl3) 6 (ppm): 168.5, 134.1,132.2, 123.4, 37.1, 32.9, 30.0, 27.4; MS (ESI*; m/z; %): 282
(100) [M]*, 284 (95) [M+2]*; Elementalni analyza vypocitana pro C12H12BrNO2 (282): N,
4.96; C, 51.09; H, 4.29; nalezeno: N, 4.97; C, 51.07; H, 4.31.
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2-(5-bromopentyl)isoindoline-1,3-dione (6b): bila krystalicka latka (8.5 g; 85 %); b.t.
77-79 °C; 'H NMR (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 7.82 (m, 2H), 7.71 (m, 2H), 3.68 (t, 2H, J
= 7.5 Hz), 3.38 (t, 2H, J = 7 Hz), 1.88 (m, 2H), 1.69 (m, 2H), 1.46 (m, 2H); *C NMR
(CDCl3) 6 (ppm): 168.31, 133.86, 132.01, 123.13, 37.56, 33.34, 32.11, 27.65, 25.31; MS
(ESI*; m/z; %): 292 (100) [M]*, 294 (96) [M+2]".

2-(6-bromohexyl)isoindoline-1,3-dione (6¢): bila krystalicka latka (8.6g; 90 %); b.t.
57-59 °C; 'H NMR (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 7.86-7.83 (m, 2H), 7.73-7.70 (m, 2H), 3.69
(t, 2H, J = 6.9 Hz), 3.40 (t, 2H, J = 6.9 Hz), 1.88-1.61 (m, 4H), 1.49 - 1.37 (m, 4H); *3C
NMR (CDClz) 6 (ppm): 168.42, 133.87, 132.10, 123.17, 37.81, 33.70, 32.58, 28.40, 27.69,
26.00.; MS (ESI*; m/z; %): 310 (100) [M+H]", 312 (97) [M+2]"; Elementalni analyza
vypocitana pro C14H16BrNO2: N, 4.52; C, 54.21; H, 5.20; nalezeno: N, 4.56; C, 54.19; H,
5.23.

3.3.3. Substitu¢ni reakce mezi fenolem 3 a alkylbromidem 6

O ? P 0
B ; o
HO : J oMe CEéN/\/\Mn r Ky,COj (1,2 ekvw); (j::éNW“ OMe
6b, n=2 DMF, 70 °C, 4 h 7b,n=2
3 OH (0] 6c,n=3 0 7c:n=3 ort

Obecny postup: Roztok methyl esteru 3 (500 mg; 3,62 mmol; 1,0 ekviv) a K2CO3 (600 mg;
4.3 mmol; 1,2 ekviv) v DMF (36 ml; 0,1 M vici 3) byl michan po dobu 10-ti minut pii 1.t.
Bromoalkyl ftalimid 6 (3,62 mmol; 1,0 ekviv) byl ptidan do roztoku a vysledna reakéni smés
byla umisténa ve vyhtaté olejové lazni o teploté 75°C (vnitini teplota roztoku se pohybovala
Vv pritbéhu reakce v rozpéti 69-71 °C). Vysledny roztok byl michan pfi této teploté po dobu
4 hodin. Poté byla reakéni smés ochlazena na laboratorni teplotu a extrahovana pomoci
EtOAc (3x75 ml). Spojené organické vrstvy byly promyty pomoci solanky (50 ml),
vysuSeny nad NaSOs a odpafeny na RVO. Odparek byl ¢istén pomoci sloupcové
chromatografie (SiOz; P.E..EtOAc = 20:1->10:1->4:1).

Methyl 5-((5-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)pentyl)oxy)-2-hydroxybenzoat (7b): bila
krystalicka latka (693 mg, 50 %); b.t. 155-157 °C; *H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm):
9.55 (s, 1H), 7.80 (dd, J = 5.5, 3.5 Hz, 2H), 7.57 (dd, J = 5.5, 3.5 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 1.5
Hz, 1H), 6.87 (dd, J = 7.5, 1.5 Hz, 1H), 6.79 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 3.96 (s, 3H), 3.90 (t, J =
7.6 Hz, 2H), 3.36 (t, J = 7.5 Hz, 2H), .70 (p, J = 7.7 Hz, 2H), 1.61 (p, J = 7.7 Hz, 2H), 1.33
(p, J = 7.8 Hz, 2H); 13C NMR (125 MHz, CDCls) & (ppm): 169.79, 168.93, 153.76, 151.83,
132.21, 132.04, 125.48, 121.67, 116.93, 116.13, 111.31, 69.64, 52.08, 39.64, 28.76, 28.71,
24.31; MS (ESI™; m/z; %): 384 (68) [M+H]".
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Methyl  5-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)-2-hydroxybenzoat (7c): bila
krystalicka latka (9 mg, 65 %); b.t. 172-173 °C; *H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8.89
(s, 1H), 7.82 — 7.78 (m, 2H), 7.57 (dd, J = 5.5, 3.5 Hz, 2H), 7.17 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 6.86
(dd, J=7.5,1.5Hz, 1H), 6.80 (d, J= 7.5 Hz, 1H), 3.97 (t, J = 4.5 Hz, 2H), 3.96 (s, 3H), 3.39
(t, J=7.6 Hz, 2H), 1.79— 1.72 (m, 2H), 1.72 — 1.62 (m, 2H), 1.47 — 1.31 (m, 4H); 3C NMR
(125 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 169.79, 168.93, 153.76, 151.83, 132.21, 132.04, 125.48, 121.67,
116.93,116.13, 111.31, 69.64, 52.08, 39.64, 28.76, 28.71, 27.55, 26.49; MS (ESI*; m/z; %):
398 (82) [M+H]".

3.3.4. 5-((6-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)hexyl)oxy)-2-hydroxybenzaldehyde (11c)

O e} o (o]
HO\dLH Br K2COs (1,2 ekviv) o
+ N/\/\/\/ > N H
OH 6c (1,0 ekviv) ~ DMF, 70°C,9h OH
10 (1,0 ekviv) o) 78 % O 11c

Do roztoku aldehydu 10 (500 mg, 3,62 mmol, 1.0 ekviv) v DMF (36 mL, 1.0M vuci 10) byl
pfidan K2CO3 (600 mg, 4.3 mmol, 1.2 ekviv) a vysledny roztok byl michan za 1.t. po dobu
10 minut. Do této heterogenni smési byl ptidan alkyl bromid 6c (1.12 g, 3,62 mmol, 1.0
ekviv) a vysledny roztok byl umistén v predehiaté olejové lazni nastavené na 75 °C (vnitini
teplota se pohybovala mezi 69-71 °C) a michan po dobu 9 h. Po ochlazeni na 1.t. byla
vysledna reak¢éni smés roziedéna vodou (50 mL) a extrahovana pomoci EtOAc (3x75 mL).
Spojené extrakty byly promyty pomoci solanky (50 mL), suseny nad Na,SO4 a odpateny na
RVO. Odparek byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiOz; P.E.:EtOAc = 10:1->4:1-
>2:1->1:1) a poskytl produkt 11c (1.04 g; 78 %) ve formé svéle zlutého gelu.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § (ppm): 10.40 (s, 1H), 7.90 (s, 1H), 7.82 (dd, J = 5.3,
2.9 Hz, 3H), 7.70 (dd, J = 5.3, 2.9 Hz, 3H), 7.28 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.07 (dd, J = 8.9, 3.1
Hz, 1H), 6.83 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 3.98 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.69 (t, J = 7.3 Hz, 3H), 1.84 —
1.74 (m, 2H), 1.70 (dt, J = 15.0, 7.6 Hz, 3H), 1.56 — 1.46 (m, 3H), 1.41 (dd, J = 15.3, 7.9 Hz,
2H); 3C NMR (125 MHz, CDCls) § (ppm): 190.01, 168.66, 162.83, 155.74, 150.87, 134.08,
132.25, 125.43, 123.71, 123.36, 114.39, 113.40, 69.09, 37.99, 36.74, 31.67, 29.24, 28.63,
26.69, 25.79; MS (ESI*; m/z; %): 368 (63) [M+H]".
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3.3.5. 6-(3-carboxy-4-hydroxyphenoxy)hexan-1-aminium chloride (13c)

0 o NaClO, (1.2 ekviv) 0 o
N/\/\/\/O\Cf‘\H HSO3(NH) (2,2 ekvng N/\/\/\/O\@f‘\OH
o  Me OH THF/H,0 = 2:1 (VIV) 5 12¢ o

0]
e ®
cl HgN/\/\/\/O\(:fJ\OHW‘ NH,-NH, . H,0
13¢ OH J EtOH, 50 °C

Roztok aldehydu 11c (400 mg, 1,09 mmol, 1,0 ekviv) ve smési THF/H20 = 2:1 (V/IV) (9
mL, 0,14M vici 11¢) byl ochlazen na 0 °C (voda/led) a michan po dobu 5 minut. Do tohoto
roztoku byl pfidan roztok HSO3(NH2) (211 mg, 2,2 mmol, 2,0 ekviv) ve vod¢ (2,2 mL, 1,0
M roztok). Po dalSich 3 minutach byl pfikapan roztok NaClO2 (108 mg, 1,2 mmol, 1,1 ekviv)

ve vodé (1,2 mL, 1,0M roztok) a vysledna reakéni smées byla michdna pti 0 °C po dobu 2 h.
Vysledna reakéni smés byla roziedéna pomoci H2O (110 mL) a celd reakéni smés byla
extrahovana pomoci CH2Cl2 (3x100 mL). Spojené extrakty byly promyty solankou (75 mL),
suseny nad Na>SOj4 a odpateny na RVO. Vysledna karboxylova kyselina 12¢ (1,09 mmol,
1.0 ekviv) byla rozpusténa v EtOH (10 mL, 0,IM vu¢i 12c) a do této smésy by piidan
hydrazin monohydrat (1.06 mL, 41,8 mmol, 20 ekviv). Vysledna reakéni smés byla umisténa
do olejové 1azné vyhtaté na 75 °C a refluxovana pod inertni atmosférou po dobu 6 h nez byla
ponechdna schladnout na L.t. Vysledna smés byla rozfedéna vodou (20 mL) a nasledné bylo
pH smési upraveno na pH = 3,5 pomoci 2 M vodného roztoku HCI. Vyslednd smés byla
zfiltrovana a té€kava slozka filtratu (EtOH) byla odpafena na RVO. Zahustény filtrat byl
ochlazen na 0 °C (voda/led) a do této smési byl ptidan 10 M vodny roztok NaOH (~10 mL).
Vodna faze byla nasledné extrahovana pomoci CH2Cl> (4 x 25mL) a spojené extrakty byly
promyty solankou (15 mL), suseny nad Na>SOs a zfiltrovany. Roztok byl opatrné zahustén
na RVO za l.t. na pfiblizné % objemu a znovu ochlazena na 0 °C (voda/led). Do této smé&si
byl nasledné piidan roztok HCI1 v bezvodém i-Propanolu (2 mL, 7.0 M) a vysledna smés byla
odpaiena na RVO a poskytla amoniovou sul kyseliny 13c (19 mg, 6 % z aldehydu 11c) ve
form¢ Zlutooranzovych krystalti.

b.t. 190 °C (rozklad); *H NMR (500 MHz, DMSO) & (ppm): 8.23 (broad s, 1H), 7.59
(s, 1H), 7.00 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.00 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.94 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 6.94 (d,
J=7.5Hz, 1H), 4.27 (broad s, 3H), 3.93 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 2.77 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.03 —
1.92 (m, 2H), 1.79 — 1.62 (m, 2H), 1.37 — 1.23 (m, 4H); 3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) &
(ppm): 170.96, 153.85, 151.70, 119.81, 119.36, 115.26, 111.91, 69.64, 40.75, 30.83, 28.71,
28.11, 26.49; MS (ESI™; m/z; %): 254 [M]".
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3.3.6. tert-butyl (5-aminopentyl)karbamat (15)
Boc,0 (1,0 ekviv)

.Boc
HZN\/\/\/\NH2 g H2N/\/\/\N
14 (5.0 equiv) CHCl3, L.t., 24h 15 H
83 %

K roztoku Boc20 14 (10,91 g; 49.99 mmol; 1,0 ekviv) v chloroformu (800 ml; 0,06 mol/l
vaci 14) byl, za stalého michani pfi teploté 0 °C, ptikapavan roztok aminu 15 (23,24 g;
199.98 mmol; 5,0 ekviv) v CHCIs (80 ml; 2,5 M mol/l viaéi 15). Reakéni smés byla
ponechana za stalého michani pfi laboratorni teploté po dobu 24 hodin. Po ukonceni reakce
byla smés zfiltrovana, filtrat byl zakoncetrovan na RVO a nasledné rozpustén v ethylacetatu
(400 ml). Vysledny roztok byl promyt pomoci solanky (3 x 150ml), susen nad Na>SO4
a odpaten na RVO. Odparek byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2; P.E.:EtOAC
= 2:1->1:1) a poskytl produkt 15 (8,4 g; 83%) ve form¢ viskozniho gelu.

'H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 1.37 (m, 9H), 1.36 — 1.49 (m, 10H), 2.68 (t, 2H),
3.11(q, 2H), 4.77 (s, 1H); 13C NMR (126 MHz, CDCls) § (ppm): 26.7, 28.6, 30.2, 33.8, 40.6,
42.2; 79.0, 158.3; MS (ESI*; m/z; %): 217 [M+H]".

3.3.7. 4-((6-((terc-butoxykarbonyl)amino)hexyl)karbamoyl)-2-(6-hydroxy-3-oxo-3H-
xanthen-9-yl) kyselina benzoova (17)

B Q
HZN/\/\/\N oc H
15 H Boc” NN O
H
1. DIPEA (3,0 ekviv), HATU (1,0 ekviv) CO.H
DMF, I.t., 48 h 2

- 17 AN
2. LiOH (10 ekviv)
MeOH/H,0 = 3:1 (V/V), I.t., 24 h HO o o

Roztok fluoresceinu 16a (25 mg; 66,43 pmol; 1,0 ekviv) v DMF (0,5 ml; 0,13 mol/l vici
16a) byl michan za 1.t. a DIPEA (11,6 pl) nasledovany HATU (25,26 mg; 1,0 ekviv) byl
posupné pridan. Po péti minutach stalého michani za laboratorni teploty byl k reakéni smési
ptidan roztok aminu 15 (29.5 mg; 136.37 umol; 2,0 ekviv) v DIPEA (24 pl) a vysledna smés
byla ponechana za stalého michani pfi L. t. pod inertni atmosférou reagovat po dobu 48 hodin.
Poté byla reakéni smés odpaiena do sucha na RVO a odparek byl nésledné rozpustén ve
smési MeOH:H>0 = 3:1 (12 mL, V/V). Ke smési byl ptidan LiOH (2,5 mg) a reak¢ni smés
byla ponechana za stalého michani pti laboratorni teploté po dobu dalSich 24 hodin. Reakéni
smes byla nasledné nafedéna destilovanou vodou (20 ml) a okyselena na pH 2-3 pomoci 1
M vodného roztoku HCI. Po okyseleni byla smés extrahovana pomoci EtOAc (3 x 20 ml),
suSena nad MgSOs a odpafena na RVO. Odparek byl nasorbovan na 2 g SiO», nanesen na

kolonu a produkt vymyt pomoci smésy P.E.:EtOAc = 1:1 (V/V) obohacenou o 1 %
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(objemové) kyseliny octové (1 x 10 mL) a nasledné pomoci smésy P.E.:EtOAc = 1:2 (V/V)
obohacenou o 1 % (objemoveé) kyseliny octové (2 x 10 mL). Po odpafeni jsem ziskal 6 mg
nazloutlé¢ho gelu.

Latka 17: 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 8.21 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.16 (d,
J=75Hz, 1H), 8.04 (dd, J =7.4, 1.6 Hz, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.24 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 6.92
(d, J=11.0 Hz, 1H), 6.76 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 6.50 (dd, J = 7.5, 1.5 Hz, 1H), 6.31 (d, J =
11.0 Hz, 1H), 5.75 (s, 1H), 5.71 (s, 1H), 5.69 (s, 1H), 3.19 (dt, J = 17.9, 7.7 Hz, 2H), 3.06
(t, J=4.9Hz, 2H), 1.59 — 1.52 (m, 4H), 1.42 (s, 9H), 1.34 - 1.29 (m, 4H); LC-MS: Ry = 36.9
min, [M-H] = 573,2.

3.3.8. 5-(3-(6-((terc-butoxykarbonyl)amino)hexyl)thioureido)-2-(6-hydroxy-3-oxo-
3H-xanthen-9-yl) kyselina benzoova (18)

.B
/C//s H2N/\/\/\N oC S
N~ 15 H NHu\N/\/\/\/ “Boc
Podminky A
O CH,CN, It., 24 h O
16b >
COH Podminky B HO,C

DIPEA (5 ekviv)
O O CH,Cly, It 24 hod O O
HO

Podminky A: Roztok fluoresceinu 16b (80 mg; 205 mmol; 1,0 ekV|v) v acetonitrilu (15 ml;
0,014 mol/1 vii¢i 16b) byl ptidan do roztok aminu 15 (66,26 mg; 308 mmol; 1,5eq) v CH3CN
(5 ml; 0,06mol/l vi¢i 15) a vysledna reak¢éni smés byla ponechana za stalého michani pii 1.
t. reagovat po dobu 24 hodin. Po ukonceni reakce byla reakéni smés zakoncentrovana na
RVO a nasorbovana na 1,5 g SiO». Nasorbovana reakéni smés byla nanesena na kolonu a
produkt byl vymyt pomoci smésy P.E.:EtOAc = 2:1 (V/V) obohacenou o 1 % (objemové)
kyseliny octové. K promyti bylo pouzito 2 x 10mL smésy rozpoustédel. Po odpateni jsem
ziskal 51 mg naZloutlého gelu.

Podminky B: Roztok fluoresceinu 16b (120 mg; 308.2 mmol; 1 ekviv) v CH2Cl> (20 ml;
0,015mol/l) byl ochlazen na 0 °C (voda/led) a DIPEA (160 ul) nasledovana roztokem aminu
20 (99 mg; 460 mmol; 1,5eq) v CH2Cl2 (5 ml, 0,092mol/l) byla ptidana. Vysledna reak¢ni
smés byla ponechéna za stdlého michani pfi 1. t. reagovat po dobu 24 hodin. Po ukonceni
reakce byla reakéni smés zakoncentrovana na RVO, nasorbovana na 2 g SiO». Nasorbovana
reakéni smés byla nanesena na kolonu a produkt byl vymyt pomoci smésy P.E.:EtOAc = 2:1
(VIV) obohacenou 0 1 % (objemové) kyseliny octové. K promyti bylo pouzito 3 x 10 mL

této smesy rozpoustédel. Po odpateni jsem ziskal 117 mg nazloutlého gelu.
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Latka 18: *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 8.26 (s, 1H), 8.01 (d, J = 1.6 Hz,
1H), 7.74 — 7.61 (m, 1H), 7.54 (dd, J = 7.5, 1.5 Hz, 1H), 7.14 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.05 (d, J
=11.0 Hz, 1H), 6.75 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 6.49 (dd, J = 7.5, 1.5 Hz, 1H), 6.36 (d, J = 11.0 Hz,
1H), 5.77 (5, 1H), 5.70 (s, 1H), 5.64 (s, 1H), 3.69 (t, J = 4.8 Hz, 1H), 3.41 (t, J = 4.8 Hz, 1H),
3.04 (dt, J = 10.1, 7.5 Hz, 1H), 1.59 — 1.48 (m, 1H), 1.36 — 1.28 (m, 1H), 1.26 (s, 1H); LC-
MS: Ry = 38.7 min, [M-H]" = 604.7.
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4. Vysledky

Vramci mé bakalaifské prace jsem pfipravil slouceniny, které jsou prezentovany
v experimentalni ¢asti (kapitola 3). V této kapitole se zaméfim na shrnuti vysledka
experimentu, které jsem v ramci této prace provedl a které vedly K ptipravé vySe popsanych
latek. V kapitole 3 se tedy nalézaji pouze optimalizované postupy pfipravy. Diskuze
vysledkt v $ir§im kontextu se naléza v kapitole 5. Syntetickym cilem mého snazeni bylo
ptipravit latku 1 (Obrazek 21).

0

HoaN o ~~C
2 \dj\OH
1 OH

Obrazek 21: Cilova molekula 1

4.1. Syntéza zacinajici z 2,5-dihydroxybenzoové Kkyseliny zaloZena na
tzv. Gabrielové syntéze amini
Nejprve jsem se zaméfil na piipravu methyl esteru od 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny 2

(Tabulka 1). Esterifikace byla provadéna za podminek kyselé katalyzy (Fisherova
esterifikace), i kdyz nejlepSich vytézkt jsem dosahl pii vyuziti diazomethanu jako
methyla¢niho ¢inidla (Tabulka 1, experiment 4). Z diivodu nebezpecnosti ale byla reakce
nasledné provadéna za podminek kysel¢ katalyzy v methanolu (experiment 2). Tyto reakéni
podminky byly také vyuzity ve chvili, kdy byla esterifikace provedena ve vétsim méfitku

(Tabulka 1, experiment 5).

Tabulka 1: Optimalizace ptipravy methyl esteru 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny 2

0 0
HO@OH > HO\©\)‘\OMe
2 OH 3 OH
Experiment Reaké¢ni podminky Izolovany

vytézek [%]

1 kat. H2SOs, MeOH (0.1M), "'T, 72 h 48 %

2 AcClI (2 ekviv.), MeOH (0.1M), I.t., 48 h 92 %

3 kat. H,SO4, MeOH (20 ekviv), toluen (0.1M), [IT, 72 h 65 %

4 CH:N, v Et;O (4 eqkviv), MeOH (0.1M), 0 °C, 30 min 98 %

52 AcClI (2 ekviv.), MeOH (0.1M), L.t., 48 h 91 %

3 Reakce byla provedena pro 5.0 g kyseliny 2.

51



Druhou etapou syntézy byla reakce mezi draselnou soli ftalimidu 4 a dibromoalkany
5a-c (Schéma 1). Reakce probihaly s adekvatnim vytézkem hned pfi prvnim pokusu, takze

nebyly optimalizovany.

o) 6]
N@K@ + Br\/\/\Br [ — - N/\/\/Br
aceton (0.2M), 6a (86 %)
4 5a (3.0 ekviv) 70°C, 24 h °
©::N6K® + BB —————> NNy
aceton (0.2M),
A 5b (3.0 ekviv) 70°C, 24 h N 85 %)
0 6]

aceton (0.2M),
5c (3.0 ekviv) 70°C,24h

Br
CE:ENG K® + Br\/\/\) > N/\/\/\/ Br

Schéma 1

Po pripraveni alkyla¢niho ¢inidla 5 jsem mohl pfistoupit k regioselektivni alkylaci 5-
hydroxy skupiny na esteru 3 (Tabulka 2). Po optimalizaci jsme byly schopni pfipravit cilovy
produkt 7b a 7c v 50 %, respektive 65%, vytézku (Tabulka 2, experimenty 4 a 5). Produkt
7a obsahujici kratsi ¢tyt uhlikaty fetézec mezi C5 hydroxy skupinou a chranénou aminovou
skupinou se pfipravit sice povedlo, ale pouze ve velmi malém mnozstvi. Z tohoto divodu
ani tento produkt nebyl izolovan a charakterizovan (experimenty 1-3).

Nasledné jsem se zaméfil na odchranéni ftalimidové skupiny u aminu 7b (

Tabulka 3). Bohuzel, ani pii opakovanych pokusech se tato operace nepovedla
uskuteénit. Dana reakce bud’to neprobihala (zadna konverze vychoziho ftalimidu 7b nebyla
pozorovana) nebo vedla ke komplexni neidentifikovatelné smési reakénich produktid. Ani
pii jednéch z testovanych reakénich podminek nedoslo k identifikaci a tim padem ani k

izolaci cilové latky 9b.
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Tabulka 2: Optimalizace regioselektivni substituce C5 umisténi hydroxy skupiny na esteru 3

0 0
Ho\@fj\owle . ©:‘<\<N/\/\(\*nBr - ©:‘<‘<NW]O\©fJ\OMe
3 > on O abnzz O 7hn-2 oH
6c,n=3 7¢,n=3
Experiment Reakéni podminky Pomér Izolovany
identifikovanych vytézek®
produkti®: ) [90]
1 3 (1,0 ekviv), 6a (1,0 ekviv), K.COs3 (1,2 7a:8a:3 = 10:20:11 n.a.
ekviv), DMF, 70 °C, 4 h
2 3 (1,0 ekviv), 6a (1,0 ekviv), K.CO3 (1,2 7a:8a:3 = 4:36:85 n.a.
ekviv), aceton, 55 °C, 60 h
3 3 (1,0 ekviv), 6a (1,0 ekviv), K.CO3 (1,2 7a:8a:3=5:19:72 n.a.
ekviv), aceton/voda = 3:1 (V/V), 55 °C, 13 h
4 3 (1,0 ekviv), 6b (1,0 ekviv), K.COs3 (1,2 7b:8b:3=83:2:5 50 %
ekviv), DMF, 70 °C, 4 h
5 3 (1,0 ekviv), 6¢ (1,0 ekviv), K.COs (1,2 7c:8c:3 =82:1:7 65 %
ekviv), DMF, 70 °C, 4 h
6 3 (1,0 ekviv), 6b (1,0 ekviv), Ko.COs3 (1,2 7b:8b:3 =75:2:3 n.a.
ekviv), aceton, 55 °C, 13 h
7 3 (1,0 ekviv), 6b (1,0 ekviv), KoCO3 (1,2 7b:8b:3 = 46:12:52 n.a.
ekviv), aceton/voda = 3:1 (V/V), 60 °C, 13 h
8 3 (1,0 ekviv), 6¢ (1,0 ekviv), KoCOs5 (1,2 7c:8c:3=12:6:49 n.a.
ekviv), aceton, 55 °C, 13 h
9 3 (1,0 ekviv), 6¢ (1,0 ekviv), K.COs (1,2 7c:8c:3=11:3:46 n.a.
ekviv), aceton/voda = 3:1 (V/V), 60 °C, 13 h

3 Pomér z 'H NMR spektra reakéni smési. Pomér reprezentuje molarni pomér produktii.
b Dal3i identifikovany(é) vedlejsi produkt(y) viz niZe.
%) Vztahuje se na izolovany plné charakterizovany produkt.

O

(0]
le) (0]
@:EN/\/\M,] \dLOMe
8a, n=1 N
O  8b, n=2 0T
8c, n=3 (6]
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Tabulka 3: Odchranéni ftalimidové chranici skupiny v esteru 7b

O
(6] O
N\/\/\/O\CELOMG - . H2N\/\/\/O\©\)J\0Me

0 7b 9b

OH OH
Experiment Reakéni podminky Konverze 7b®  Produkt?®

[%0] [%0]
1 NaOH (50 % vodny roztok), l.t., 24h <5 % -
2 KOH (50 % vodny roztok), 1.t., 24h <5% -
3 KOH (50 % vodny roztok), 50 °C, 24h ~30 % -
4 KOH (50 % vodny roztok), 100 °C, 24h ~60 % -
5 | NH2-NH..H.0 (20 ekviv), EtOH, L.t., 24h >98 % -
6 NH2-NH,.H,0 (10 ekviv), EtOH, L.t., 24h >08 % -
7 NH2-NH.H20 (20 ekviv), iPrOH, I.t., 24h >98 % -
8 NH2-NH2.2HCI (20 ekviv), EtOH, I.t., 24h >98 % -

3 Uréeno pomoci *H NMR spektra reakéni smési.

4.2. Syntéza zacinajici z 2,5-dihydroxybenzaldehydu zaloZena na tzv.

Gabrielové syntéze aminii
Syntéza cilové kyseliny 1 byla zalozena na reakci 2,5-dihydroxy benzaldehydu 10, ktery

byl reagovan s ftalimidobromidem 6c¢ (Schéma 2).

0O 0 o O
HO K,COj5 (1,2 ekviv) 0
OH 6¢c (1,0 ekviv) DMF, 70 °C, 9 h 11¢c,n=3 OH
- o (0]
10 (1,0 ekviv) O 78 %
Schéma 2

Vysledny aldehyd 7¢ byl nasledné oxidovan na karboxylovou kyselinu 12¢ s vyuzitim
chloritanu sodného (Schéma 3). Dana reakce probéhla za Gplné konverze 11c a poskytla
kyselinu 12c jako medovity viskézni gel. Tato latka byla okamzité pouzita v nasledné

hydrazinolyze a poskytla kyselinu 1 ve formé ammonionvé soli 13c (Schéma 3).
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0]

0 0 NaCIO; (1.2 ekviv) 0
N/\/\/\/O\©\)LH HSO3(NHy) (2.2 ekviv) NW/O\@\)\OF
11c oH THF/H,0 = 2:1 (VIV) 12¢ on

(e} (¢}
o ® 0 6% pres dva kroky
cl H3N/\/\/\/o\dLOH | NH,-NH, . H,0
13c OH J EtOH, 50 °C

Schéma 3

4.3. Priprava modifikovanych derivata fluoresceinu k zavéSeni na

cilové molekuly
Druhym cilem mé prace bylo otestovat pfipojeni aminového linkeru k derivatim

fluoresceinu. Z tohoto divodu jsme piipravily monochranény diamin 15, ktery byl nasledné
reagovan se dvéma zastupci fluoresceinovych barviv 15a a 15b za tii riznych reakénich
podminek (Schéma 4). Vysledné produkty 17 a 18 byly charakterizovany pouze na zakladé
méfeni 'H NMR spekter a LC-MS analyz reakénich smési. Vysledy téchto reakci tedy musi
byt znovu provéfeny s ohledem na jejich vytéznost, plnou charakterizaci vyslednych

produktu a reproduktibilitu.

Boc,0 (1,0 ekviv)

- /\/\/\ .Boc
HZN\/\/\/\NH2 » HoN H
14 (5.0 equiv) CHCl3, Lt., 24h 15
83%
HO o) o)

1. DIPEA (3,0 ekviv), HATU (1,0 ekviv)

DMF, L.t., 48 h _ Z
2. LIOH (10 ekviv) HO,C

MeOH/H,0 = 3:1 (VIV), I.t., 24 h H

N\/\/\/\ .Boc
N
17 O
HO o) o)
40¢

Podminky A
CH,CN, I.t,, 24 h HO,C O

Podminky B 18

DIPEA (5 ekviv) NHH
CH,Cly, I.t., 24 hod N~ -Boc

r N
S H
Schéma 4
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5. Diskuze

Jak jiz bylo zminéno v ptedchazejicich kapitolach, ma bakalarské prace se sklada ze dvou
do znaéné miry nesourodych ¢asti. Teoretickd neboli literarni ¢ast se zabyva gibereliny,
zatimCO experimentalni neboli praktickd Cast je vénovana piipravé derivatu kyseliny
salicylové modifikované na pozici C5 (Obrazek 21). Tato zdanliva nelogi¢nost ma ovsem
svij dobry divod. Toto usporaddni nam umoznilo spojit pod jednu ,,stiechu dva projekty,
jeden zaméteny na gibereliny a druhy na derivaty kyseliny salicylové.

Jeden z dlouhodobych projekti v nasi skupiné je zaméfen na piipravu a syntetické
modifikace derivati fytohormont — giberelinii. BohuZel cena téchto latek, a to vcetné téch
cenove nejdostupnéjsich jako je giberelin As, je diskvalifikuje jakozto vychozi latky pro
studenty bakalafského studia bez vétSich zkuSenosti v oblasti organické syntézy.

Druhym projektem, z ¢asového pohledu kratkodobym, na kterém se naSe skupina
podili, je SAR studie zaméfena na identifikaci role kyseliny salicylové, respektive
mechanismu, jakym kyselina salicylova interferuje s cluster-based traffikingem
Vv rostlinnych bunkach (Du et al., 2013). V prubéhu SAR studie provadéné v ramci nasi
skupiny (organicka syntéza) a skupiny profesora J. Frimla (AIT) (biologicka ¢ast) bylo
zjisténo, Ze derivaty kyseliny salicylové substituované v pozici C5 lze pouzit k navodéni
endocytozy studovanych proteinti. C5 substituované derivaty kyseliny salicylové tedy maji
shodné vlastnosti s kyselinou salicylovou. Ostatni studované derivaty kyseliny salicylové

vykazovaly tento efekt jen ve velmi malé mife (nepublikované vysledky).

e D
HO 7O

HOL ¢
3 5

Misto modifikace
kyseliny salicylové )

\

Obrazek 22: Kyselina salicylova a misto vytipované pro piipojeni postranniho fetézce

Ve svétle téchto zjisténi jsme se rozhodli pripravit C5 substituovany derivat kyseliny
salicylové nesouci na C5 atomu uhliku linker opatfeny aminoskupinou v termindlni pozici 1
(Obrazek 21). Zde umisténa aminoskupina by nasledné méla slouzit ke dvéma uceltim.
Zaprvé jako ,spojka“ k navazani na nosi¢ vyuzitelny v ramci afinitni chromatografie
(spoluprace s doktorem I. Chamrddem) a zadruhé jako ,,spojka® vyuzitelna k navazani
fluorescenéni znacky vhodné pro sledovani osudu molekuly pomoci fluorescenéni

spektroskopie. Ob¢ tyto metody by méli biologim ze skupiny profesora Friemla pomoci
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identifikovat zpisob jakym kyselina salicylova ovlivituje biologické procesy v ramci
rostlinné bunky.

Mym cilem bylo ptipravit latku 1 a pfi té prilezitosti ziskat co nejvice informaci, jak
teoretickych, tak i praktickych, které bychom mohli nasledné vyuzit v kontextu syntézy
znacenych giberelind.

Nase retrosyntéza latky 1 vychazela z predpokladu, Zze cilova latka muize byt
pfipravena s vyuzitim regioselektivni alkylace 2,5-dihydroxysubstituovaného esteru 3
(Obrazek 23). Jako alkylaéni ¢inidlo jsme zamysleli pouzit 1-bromo-w-amino alkan 19
opatieny chranici skupinou pro koncovy amin, kterd by zabranila aminoskupiné reagovat
jako nukleofil pii substitu¢ni reakci. Pfedpokladali jsme, ze se ndm podaii nalézt podminky
za kterych bromoalkan 19 bude regioselektivné alkylovat C5 hydroxy skupinu v pfitomnosti
C2-hydroxy skupiny.

0

HQNMO\E:E‘\OH

1 OH

R . C2 - hydroxy skupina
» P =chranici skupina

L n=4,5neb06 i "~ N‘M’Br ' \©\)LOCEH?’B

CS hydroxy skupina

Obrazek 23: Retrosyntéza cilové molekuly 1

Nas predpoklad byl zalozen na dvou argumentech. Prvnim bylo to, Ze C5 hydroxylovy
vodikovy atom pijde snaze deprotonovat protoze je kineticky labilngjsi. Tato labilita je
zpusobena tim, Ze je stericky méné branén. V ortho a ortho” pozicich jsou zde pouze
vodikové atomy. C2 hydroxylovy vodikovy atom je nejenom stericky méné dostupny,
v ortho pozici vii¢i hydroxylu se totiz vyskytuje methyl esterova skupina, ale vodikovy atom
je navic stabilizovan pomoci intramolekularni vodikové vazby (Obrazek 24). Druhym
argumentem je, ze V okamziku kdy dojde k deprotonaci vodiku na hydroxylu, fenolovy
alkoholat ptfitomen na C5 bude reaktivnéj$i, respektive méné stabilizovany, a to jak
Z kinetickych (generovany aniont je méné stericky branén), tak termodynamickych (C2

fenolovy anion bude Iépe stabilizovan diky mezomernimu efektu) divoda (Obrazek 24)
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CS hydroxy skupina

C2 - hydroxy skupina
\©\)kOCH3 §

deprotonace - (1) E E © % :
0 O\©\)LO\/ \©5L Ao |
HO oCHs | o-H o
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1 stericka dostupnost I o Q HO. _CHj !
""""""""""" i ‘@ " e T -~ o
E o—H [¢] o) E

...........................................................................

Obrazek 24: Porovnani stabilit/reaktivit hydroxy skupin a odpovidajicich aniontd na C2 a C5

V ramci esteru 3

Tento pristup nam také umozni pfipravit, paklize to bude potieba, cilovou molekulu 1
s riznou délkou linkeru mezi vlastni kyselinou salicylovou a aminoskupinou, kterd bude
slouzit k pfimému pfipojeni kyseliny salicylové k nosi¢i (afinitni chromatografie) nebo
fluorescencni znacce. Aplikace tohoto postupu ndm tedy umozni ,reagovat na
experimentalni data* v okamziku, kdyby se cilova molekula ukazala jako nevhodné pro
zamyslenou biologickou studii tim, Ze bude mozné zménit délku ¢i charakter linkeru.
Zamysleny monoalkan 19 mél byt ptipraven z odpovidajicich linearnich 1,®-dibromoalkanti
5 a draselné soli ftalimidu 4. Ftalimidovou funkéni skupinu jsme si vybrali jako prvni
moznou chréanici skupinu pro amin, protoZze je jednak snadno dostupna, snizuje nukleofilicitu
dusikového atomu (stabilizace volného elektronového paru na dva karbonyly) a lze ji
odstranit bazickou hydrolyzou. Takto bychom mohli v poslednim kroku syntézy odchranit
jak amin, tak hydrolyzovat methyl esteru na volnou kyselinu.

Syntéza molekuly 1 zacala esterifikaci 2,5-dihydroxy kyseliny 2 (viz Tabulka 1).
Z diivodu pfitomnosti 3 nukleofilnich center (2 hydroxyskupiny a karboxylova skupina)
jsme se zaméfili na Fisherovu syntézu estert karboxylovych kyselin, ktera probiha za kyselé
katalyzy. Jako nejlepsi se nam osvédcila piiprava pomoci in situ v methanolu generované
kyseliny chlorovodikové, kterd nasledné katalyzovala esterifika¢ni reakci. Vedlejsi produkt,
methyl ester kyseliny octové, generovan pii reakci acetyl chloridu s methanolem byl

nasledné pti work-upu reakce odpaten spolu s methanolem na RVO. Jesté lepSich vysledkt
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jsme dosahli pii esterifikaci S pomoci diazomethanu, ale tento postup jsme nasledné pro
ptipravu esteru 3 Vv multigramovych mnozstvich zavrhli z bezpe¢nostnich davodu.
U diazomethanu totiz pti vétsich koncentracich hrozi nebezpeci exploze a je také potencialné
karcinogenni.

Hned poté jsme se zamétily na reakci mezi dibromoalkany 5a-c S draselnou soli
ftalimidu 4 (Schéma 3). Jediny problém pfi této reakci je tvorba disubstituovanych produkti,
které by mohly ucinit purifikaci monosubstituovaného produktu 6 zna¢né obtiznou. Tomuto
jsme predesli tak, Ze jsme nechali reagovat 1 ekvivalent ftalimidové soli 4 s nadbytkem (3
ekvivalenty) dibromoalkanu 5. Nadbytek dibromoalkanu 5 byl od monosubstituovaného
produktu 6 velice lehce separovatelny diky velikému rozdilu v lipofilit¢ mezi mono a
dibromoalkany. MnozZstvi rekuperovaného dibromoalkanu 5 se pohybovalo v rozmezi 1,5-
1,8 ekvivalentu. Rekuperovany dibromoalkan byl nasledné znovu vyuzit pii pfipravé nové
Sarze odpovidajici slouceniny 6.

Nyni jsme mohli pfistoupit k regioselektivni alkylaci esteru 3 pomoci alkyla¢nich
¢inidel 6a-c. Abychom co nejvice vyuzili ofekdvané o néco vétsi reaktivity fenolatu
generovaného na hydroxy skupiné C5 (pKa ~ 10), termodynamicka baze (K2COs, pKa ~15;)
v kombinaci s polarnimi protickymi (aceton, nebo aceton/voda) i aprotickymi (DMF)
rozpoustédly byla testovana (Tabulka 2). Ukazalo se, Ze nejvhodnéjsi je pouzit aprotické
polarni rozpoustédlo (suché DMF). Za téchto podminek vznikal monoalkylovany produkt
prednostné v pozici C5 (~90% nadbytek v porovnani s ostatnimi produkty reakce). Je
zajimavé, ze tohoto vysledku jsem dosahl pouze pii vyuziti alkylacnich ¢inidel 6b a 6c.
V ptipad¢ reagentu 6a vznikal jako klavni produkt produkt dialkylace na C2 a C5 hydroxy
skuping. Pomér produktt byl uréen z *H NMR spekter surovych reakénich smési na zakladé
integrace odpovidajicich skupin a na zdkladé specifického posunu nékolika z nich. Zejména
jsem se zaméfil na esterové methylové skupiny CHs (pro latku 3, 3.94 ppm; 7a-c, 3.96 ppm;
8a-c, 3.90-3.91 ppm) a dale pak na pfitomnost signalu C2 hydroxylového vodiku u slouc¢enin
3a7a-c(8.5-9.1 ppm).

Jakmile jsem mél pfipraveny produkt 7b (prvni pfipraveny produkt), okamzité jsem
zacal testovat jeho konverzi na methyl ester cilového produktu 9b (

Tabulka 3). Bohuzel velice rychle se ukazalo, Ze bazicka hydrolyza nejenze nevede
k odchranéni ftalimidu, ale ani methyl ester na karboxylové kyseliné neni hydrolyzovan.
Paklize byly podminky poné€kud drsnéjsi (vyssi teplota), zaalo dochazet k pomalé konverzi
vychozi latky, ale tvorba produktu 9b nebo produktu 1 odpovidajiciho odchranéni, ci

nasledné hydrolyze methyl esteru, nebyla pozorovana. Nasledné jsem se pokusil odchréanit
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ftalimid pomoci hydrazinolyzy — ani v tomto okamziku se nam ale nepovedlo pfipravit
cilovou latku 9b.

LC-MS chromatogramy ani *H NMR spektra reakénich smési nam bohuzel nedaly
74dné voditko co by se mohlo s vychozi latkou stat. Uskali, které nam tato reakce pfinesla
tedy nemohla byt odhalena. Jednou z moznosti, o které jsme uvazovali bylo, Ze odchranéna
amino skupina by mohla intramolekularné substituovat methoxy skupinu v methyl esteru za
vzniku amidu 20 (Schéma 5). Latku odpovidajici tomuto produktu se sice nepovedlo ani
izolovat ani detekovat, ale byla to piece jenom alespon né¢jaka relevantni hypotéza.

Y (
0 HN OH
HoN \/\/\/O\@f‘\OMe —_— (@
9b OH d 20

Schéma 5

Rozhodli jsme se tedy aplikovat nasi retrosyntézu na strukturné obdobnou latku, 2,5-
dihydroxybenzaldehyd 10 a navazat karboxylovou skupinu ptimo oxidaci aldehydu bez
piechodu na odpovidajici ester. Takto bychom zabranily vytvoieni aktivovaného karbonylu,
ktery by mohl podlehnout intramolekularni cyklizaci. Oc¢ekavali jsme, Ze regioselektivni
alkylace bude probihat obdobn¢ jako v ptipadé odpovidajictho methyl esteru 3. Nemylili
jsme se a cilova latka 11c byla pfipravena v 78% vytézku dle podminek optimalizovanych
pro alkyla¢ni ¢inidlo 6¢ a ester 3 (Schéma 2). Oxidace aldehydu 11c pomoci chloritanu
sodného nasledovana okamZitou hydrazinolyzou ftalimidové skupiny nam, po obtiZzném
zpracovani, které zahrnovalo né€kolikanasobné acidobazické vytiepavani, poskytla cilovou
latku 1 ve form& ammoniové soli 13c za velmi nizkého 6% vytézku (Schéma 3).

Druhym cilem mé prace bylo otestovat pfipojeni fluorescen¢nich skupin na modelovy
substrat. Protoze se mi nepodatilo pfipravit latku 1 v dostateéné relevantnim mnozstvi, tak
jsem se rozhodl toto pfipojeni vyzkouset alespoit na monochranéném diaminu 15 (Schéma
4). V tomto ptipadé viechny tfi testované reakce probihali tak jak méli a podle analyzy ‘H
NMR spekter, stejn¢ jako LC-MS chromatogramt poskytly kyzené produkty. Tyto produkty
ale nebyly plné¢ charakterizovany, a tak nejsou plné popsany v experimentalni ¢asti této

prace.
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6. Zavér

V ramci mé bakalaiské prace jsem se V literdrni ¢asti snazil postihnout veskeré dilezité
informace obsazené v literarnich zdrojich spojené s gibereliny, kyselinou salicylovou a
fluorescen¢né znaCenymi rostlinnymi hormony.

V ramci praktické ¢asti jsem se zaméfil na syntézu mé cilové molekuly, derivatu
kyseliny salicylové 1. Latku jako takovou se mi sice nepoved lo pfipravit, ale ziskal jsem ji
alespon v podob¢ jeji ammoniové soli 13c, i kdyZ pouze v 6 % vytézku. Tato situace méla
za nasledek, ze jsem nemohl dosahnout svého druhého cile, otestovani navazani
fluorescen¢ni znacky na modelovy substrat, s vyuzitim derivatu kyseliny salicylové (malo
vychozi latky). Proto jsem alternativné vyzkousel tento protokol s vyuzitim
monochranéného 1,m-diaminu 15. VSechny tfi testované reakce probéhli Gispésné a poskytly

kyzené produkty 17 a 18.
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