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Seznam pouzitych zkratek

AM - arbuskularni mykorhiza

4BD — 4-Br-debranon
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D27 — B-karoten isomerasa

d — dublet

DCM - dichlormethan

DMAP — 4-dimethylaminopyridin

DMF — N,N-dimethylformamid

ES+ — ionizace pomoci elektrospreje
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1 Uvod a cile prace

Relativné nedavno objevenou skupinou rostlinnych hormont jsou strigolaktony. U této
skupiny je dosud znamo jen nékolik funkci. Mezi nejvyznamnéjsi z nich se tfadi iniciace
kli¢eni semen parazitickych rostlin z rodu Striga a Orobanche, iniciace arbuskularni
mykorhizy a inhibice vétveni nadzemnich ¢asti rostliny.

Miuizeme je rozdé€lit na pfirodni a syntetické. Na zakladé struktury se syntetické
strigolaktony déle déli na strigolaktonova analoga a strigolaktonova mimetika.

Prvnim cilem bakaléiské prace je vypracovani literarni reSerSe o zakladnim ucinku
strigolaktont. DalSimi cili jsou syntéza novych derivati purinu substituovanych v pozici
6 butenolidovymi kruhy a ptiprava derivata anilinu a benzylaminu s jejich naslednou
Charakterizaci prostiednictvim dostupnych fyzikalné-chemickych metod a jejich testovani

v biotestu na kliceni semen parazitickych rostlin.



2 Teoreticka Cast

2.1 Historie objevu strigolaktont

Jiz v prvni polovin¢ 19. stoleti bylo znamo, Ze parazitické rostliny z rodu Striga
a Orobanche potiebuji ke kliCeni svych semen specifické stimulujici latky, které jsou
produkovany jejich hostitelskymi rostlinami. Tento jev byl na pfelomu 19. a 20. stoleti
zkouman u dal$ich druhi z rodu Striga a Lathraea. Védci neustale hledali zdroj latek, které
zodpovidaji za iniciaci kliceni semen parazitickych rostlin Striga a Orobanche. Bylo
nalezeno mnoho rostlin produkujicich tyto stimulanty (Brown a kol., 1951a; Brown a kol.,
1951b). Podafilo se ziskat n€kolik Castecné Cistych aktivnich sloucenin, avSak jejich
struktura zistavala neznama. Predpokladalo se, ze by mohly obsahovat laktonovou
skupinu, jelikoz se prokazaly jako relativné stabilni v slabé kyselém prostiedi, zatimco
v zasaditém dochazelo k jejich rozkladu (Brown a kol., 1952).

Prvnim piirodnim stimulantem kli¢eni semen parazita z rodu Striga, s jiz ovéfenou
strukturou byl (+)-strigol (1) (Obr. 1). Tento stimulant byl vyizolovan v roce 1966
z kofenovych exudat baviniku (Gossypium hirsutum) (Cook a kol., 1966). O nékolik let
pozdé&ji se podatilo ziskat jesté dalsi pfirodni latku, ozna¢ovanou jako strigyl acetat (2)
(Cook akol., 1972). Na zakladé experimentt se zjistilo, Ze obé tyto latky jsou u¢innymi
stimulanty kli¢eni paraziti z rodu Striga (Cook a kol., 1966, Cook a kol., 1972).

O nékolik let pozd¢ji bylo pfipraveno a otestovano patnact terpenoidnich latek,
strukturné velice podobnych strigolu. U deviti z nich bylo prokazano, Ze spoustéji klic¢eni
paraziti Striga asiatica a Orobanche ramosa (Vail a kol., 1990).

Dalsim strigolaktonem, ktery byl izolovan byl sorgolakton (3), ktery byl objeven
v ¢iroku (Sorghum bicolor) (Obr. 1) (Hauck a kol., 1992).

Ke konci 20. stoleti byl (+)-strigol vyizolovan i z exudati dalSich rostlin. Témito
rostlinami byly — kukufice (Zea mays), proso (Panicum miliaceum) a ¢irok (Sorghum
bicolor). lzolace strigolu je dnes povazovana za vyznamny milnik ve vyzkumu
parazitického plevele (Siame a kol. 1993).

V roce 1998 doslo k identifikaci nového strigolaktonu izolovaného z kofenovych
exudati jetele ¢erveného (Trifolium pratense), ktery byl nazvan orobanchol (4) (Obr. 1).
Orobanchol byl prvnim pfirodnim stimulantem kli¢eni semen parazita z rodu Orobanche
(Yokota a kol., 1998). Prvni strukturu orobancholu navrhl Mori na zaklad¢ podobnosti
s (+)-strigolem (Mori a kol., 1999). Avsak pozdé&ji byla stereochemie orobancholu

revidovana a diky rozvoji spektralnich metod byla uréena pfesna prostorova struktura
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ptirodniho orobancholu, ktera je (-)-(3aR,4R,8bR,2'R)-orobanchol (5) (Ueno a kol., 2011).
Na zaklad¢ stercochemie mizZzeme strigolaktony rozdélit do dvou rodin — strigolové
a orobancholové. Tyto rodiny se lisi ve stereochemii vazeb na C kruhu molekuly

strigolaktonu.

@]
3 ~
sorgolakton

(+)-strigol

N
~
~
~
<

orobanchol
-prvni navrh (-)-(3aR,4R,8bR,2’R)-orobanchol

Obr. 1 — (+)-strigol, strigyl acetat, sorgolakton, nespravna struktura orobancholu,

skutecna struktura orobancholu.

2.2 Prirodni strigolaktony — struktura a biosyntéza

Pfirodni strigolaktony jsou slouceniny, slozené z ABC tricyklu a butenolidové skupiny
(D kruhu), které jsou vzajemné propojeny skrze enolétherovy mustek (Obr. 2) (Hauck
a kol., 1992).

o enolétherovy mustek

O0a)

NG (@)
?0
SN

Obr. 2 — Struktura prirodnich strigolaktonii.
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Tyto ptirodni latky jsou v rostlindch zastoupeny jen ve velmi malych mnoZzstvich
a bé¢hem purifika¢nich procesi mize dochazet k jejich degradaci (Rani a kol., 2008).

Predpoklada se, ze prirodni strigolaktony jsou odvozeny od karotenoidid. Jejich
prekurzorem je pravdépodobné karlakton (6), jehoz molekularni struktura se velice podoba
struktufe strigolaktont a vznika jako produkt tfi enzymatickych reakci (Obr. 3). V prvni
reakci enzym D27 izomeruje dvojnou vazbu C9-C10 all-trans-p-karotenu (7). Vysledny 9-
cis-pB-karoten (8) je nasledné prosttednictvim enzymu CCD7 rozstépen na 9-cis-f3-apo-10°-
karotenal (9) a p-ionon (10). CCD8 nasledné pietvari karotenal (9) na karlakton (6). Tato
slou¢enina obsahuje D-kruh a enolétherovy miustek, coz jsou zakladni ¢asti molekuly

strigolaktonu (Alder a kol., 2012).

9-cis-pB-apo-10’-karotenal

B-ionon

CCDg8

O
(e
6 —
karlakton

Obr. 3 — Biosyntéza karlaktonu.
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Dale je karlakton (6) pravdépodobné prostfednictvim enzymu MAX1 pietvaien
na 5-deoxystrigol (11) respektive 4-deoxyorobanchol (12) (Obr. 4). 5-deoxystrigol byl
vyizolovan v roce 2005 z lekninu japonského (Lotus japonicus). Pfi experimentech
se ukazalo, ze tato nova latka indukuje vétveni hyf u arbuskularné mykorhytickych (AM)
hub (Akiyama a kol., 2005).

Déle se predpoklada, ze ostatni piirodni strigolaktony vznikaji prostiednictvim
hydroxylaci, acetylaci, karboxylaci a oxidaci z 5-deoxystrigolu respektive 4-

deoxyorobancholu.

karlakton

(@] “uy,
o o
11 S 12 ~
5-deoxystrigol 4-deoxyorobanchol

Obr. 4 — Premena karlaktonu v 5-deoxystrigol respektive 4-deoxyorobanchol.

2.3 Uloha strigolaktonii v rostlinach

Neustale se objevovala otdzka, pro¢ vlastné rostliny vylu€uji strigolaktony, kdyz tyto
slouceniny zodpovidaji za kli¢eni a vyvoj jejich neptatel. Proto se predpokladalo, ze musi
mit v pfirod¢ jesté néjakeé pozitivni role. Nékolik takovychto funkci jiz bylo odhaleno.
Mezi nejvyznamnéj$i z nich se fadi inhibice vétveni nadzemi Casti rostlin a iniciace

symbidzy mezi rostlinami a AM houbami.
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2.3.1 Vétvici faktory v procesu arbuskularni mykorhizy

cey

AM houby se fadi do skupiny ptudnich mikroorganismu, které ziji v symbidze s mnoha
rostlinami. Tyto houby pronikaji a vazi se na kofeny rostlin, kde vytvaii struktury
oznacované jako arbuskuly. Tyto struktury jsou mistem vymény latek mezi rostlinou a AM
houbou. Houba zasobuje rostlinu vodou a zivinami, které ziskava z pudy prostiednictvim
hyf. Hostitelska rostlina na oplatku poskytuje latky vznikajici v prabéhu fotosyntézy.
Arbuskularni mykorhiza patii mezi nejstarsi a viibec nejéastéjsi symbidzu na Zemi (Smith
a kol. 2008).

V roce 2005 profesor Akiyama a jeho kolegové hledali souvislosti mezi
arbuskularni mykorhizou a strigolaktony. Jejich experimenty byly zaméfeny na zkoumani
aktivity ptirodnich strigolaktoni v procesu vétveni hyf u AM houby Gigaspora margarita.
Vysledky experimentl ukazaly, Ze vSechny testované slouceniny jsou aktivnimi vétvicimi
faktory.

Strigolaktony jsou tedy pravdépodobné signalnimi molekulami, které kromé
iniciace kliceni semen podporuji také vétveni hyf u AM hub (Akiyama a kol., 2005,
Akiyama a kol., 2010).

2.3.2 Inhibice vétveni nadzemnich casti rostliny

V roce 2008 tymy Gomez-Roldana a Umehary objevily dalsi funkci strigolaktont. Zjistily,
ze se strigolaktony zapojuji v procesu inhibice vétveni stonku. Jeden tym testoval
strigolaktony na mutantech hrasku (Gomez-Roldan a kol., 2008) a druhy na mutantech
ryze (Umehara a kol.,, 2008). Vysledky ukazaly, Zze pii vysokych koncentracich
aplikovaného strigolaktonu dochazi k uplnému potlaceni tvorby postrannich vétvi.
Predpoklada se, ze tvorba strigolaktonli v rostliné je odezvou na stres a nedostatecné

mnozstvi Zivin. V téchto situacich se rostlina pfestane Uplné vétvit a zaméii se zcela

na symbiozu s AM houbami (Gomez-Roldan a kol., 2008; Umehara a kol., 2008).

2.3.3 Iniciace klieni semen parazitickych rostlin

Dalsi funkci strigolaktoni je iniciace kliCeni semen parazit z rodu Striga a Orobanche. Pti
zkoumani této funkce bylo provedeno mnoho rozsahlych studii. Jejich hlavnim zajmem
bylo zkouméni souvislosti mezi strukturou strigolaktond a jejich aktivitou. Na zakladé¢

experimentl se prokazalo, Ze bioaktivnim mistem je CD ¢ast molekuly.
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Aktivita strigolaktonti u jednoho parazitick¢ho druhu se miize zcela lisit od druha
ostatnich. Vyznamnou roli zde hraje pifedevsim ro¢ni obdobi, koncentrace a stereochemie
strigolaktonu. Tento jev lze pozorovat na piikladu strigolaktonu sorgomolu (13) (Obr. 5).
Sorgomol byl za stejnych podminek testovan na semenech paraziti z rodu Striga
a Orobanche. V piipadé Striga hermonthica se tento stimulant ukazal az tisickrat aktivnéjsi
nez v piipadé¢ Orobanche minor (Xie a kol. 2008). Sorgomol se piirozen¢ vyskytuje
Vv hostitelskych rostlinach parazita Striga hermonthica, zatimco u hostitele parazita
Orobanche minor ne, coz mize vysvétlovat rozdil v aktivité této latky. Dalsim dalezitym
faktorem aktivity téchto latek je tedy i specializace parazitické rostliny na dané plodiny

a z toho vyplyvajici specifita k danému strigolaktonu.

13 ~
sorgomol

Obr. 5 — sorgomol.

2.3.3.1 Sebevrazedné kli¢eni paraziti

Jednou z moznosti kontroly parazitického plevele je sebevrazedné kliceni. V této metode
je vyuzito efektu stimulantu kliceni, ktery je aplikovan v nepiitomnosti hostitele do pady
s dormantnimi semeny. Jakmile parazit za¢ne vlivem stimulantu kli¢it a nema k dispozici
hostitelskou rostlinu, postupné umird kvuli ,,vyhladovéni®.

Prvni latkou, ktera byla takto testovana, byl ethylen. Tento fytohormon byl shledan
jako vysoce ucinna latka indukujici kli¢eni semen Striga hermonthica (Egley, 1970).
Jelikoz se jeho vyuziti nakonec ukdzalo jako financné naro¢né a fytohormon vykazoval
aktivitu jen u nékterych parazitickych druhfi, muselo se od jeho vyuZziti v zeméd¢lstvi
nakonec ustoupit (Egley 1990).

Dale bylo experimentovano se strigolaktonovymi analogy. Jednalo se 0 GR
slouceniny, konkrétné GR24 a GR7 (viz kapitola 2.5.1). Testovani bylo provadéno
na semenech parazita S. hermonthica. Zpocatku se vysledky ukéazaly jako velice
presvédcivé, avSak ndsledné bylo pozorovéno, Ze v piidé dochazi k jejich postupné

degradaci, takze bylo ustoupeno i 0d jejich uzivani (Eplee a kol., 1987).
14



V soucasné dob¢ je potfeba neustale hledat dalsi latky a metody, kterymi by bylo
mozné co nejlépe eliminovat paraziticky plevel a zvysit tak vynosy hospodaiskych plodin.
Tato prace je zaméfena pravé na pripravu moznych stimulantt klieni semen rostlin z rodu

Orobanche a Striga.

2.4 Parazitické rostliny a jejich Zivotni cyklus

Striga a Orobanche se fadi mezi kofenové parazity, ktefi vétSinu svého Zivota zlstavaji
pod zemi. V urcité fazi zivota vytvari na povrchu zemé stonek, na kterém se postupné
vyviji kvéty. Jsou velmi dobfie piizptsobeni hostitelské rostliné (Joel, 1995) a diky tomu
jsou schopni vnimat velké mnozstvi signalti od hostitele, potiebnych pro iniciaci jejich
kliceni nebo vyvoj (Musselman, 1980).

Jejich semena jsou v piadé zpocatku Vv inaktivnim stavu. K jejich kli¢eni dochazi
pouze tehdy, jsou-li vystaveny specifické stimulujici latce — strigolaktonu, zodpovédné
za iniciaci kli¢eni. Takovéto stimulanty jsou vylu¢ovany kofenovym systémem hostitelské
rostliny. Cely zivotni cyklus je schématicky znazornén na Obr. 6 (Xie a kol., 2010).

Striga a Orobanche parazituji na mnoha rostlinnych druzich. Duvod, pro¢ se o tyto
rostliny véda zajima je ten, Ze krom¢ neuzitkovych rostlin napadaji také hospodaisky
vyznamné plodiny, jako je napt. ¢irok (Sorgum bicolor), kukutice (Zea mays), ryze (Oryza
sativa), hrach (Pisum sativum) nebo proso (Panicum miliaceum). Tito parazité jsou tudiz
velkym problémem v oblastech, kde jsou mistni obyvatelé zcela zavisli na téchto
plodinéch.

Striga spp. jsou skupinou obligatnich hemiparaziti patticich do Celedi zarazovité
(Orobanchaceae). Hlavnimi zastupci tohoto rodu jsou Striga hermonthica, Striga asiatica
a Striga gesneroides. Striga hermontica se vyskytuje ptevazné v Africe. Jejim nejcastéj$im
hostitelem je ¢irok, proso, kukufice a cukrova titina. Striga asiatica parazituje na kukufici,
coz vede k zavaznym ztratam na jeji trodnosti. Je rozsifena v oblastech Afriky, Indie,
Indonésie a Nové Guinei. Striga gesneroides napada prevazné fazole. Vyskytuje
se v Africe a Indii.

Orobanche spp. se fadi do skupiny holoparazitt, ktefi zcela postradaji jakykoliv
chlorofyl. Radi se rovndz do &eledi zarazovité (Orobanchaceae). Napadaji pievazngé
dvoudé€lozné rostliny jako je tabak, rajce, mrkev, okurka, zeli, slunecnice ¢i luSténiny.

Vyskyt téchto parazitii je lokalizovan v oblastech vychodni Evropy, blizkého vychodu,
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Stiredozemniho mofte, zapadni Asie a Australie. K nejSkodlivéjsim zastupclim tohoto rodu

se fadi Orobanche ramosa a Orobanche cernua (Parker, 2009).

paraziticka rostlina @- hostitelska rostlina

- ¢

e o a e \ 8

dormantni semena egotin | | T %
S0g & ) 8g®
é ? D 6

a b C

Obr. 6 — Zivotni cyklus parazitickych rostlin — Orobanche minor. (a) navozeni kliceni
semen parazita stimulujici latkou — strigolaktonem, (b) pripojeni semen k hostiteli
prostirednictvim haustorii, (c) zesileni pripojeni a riist parazita pod zemi po nékolik tydnii,
(d) tvorba kvetoucich vyhonkit nad zemi, (e) produkce mnoha novych semen, které

zustavaji Zivotaschopné po nékolik let (prevzato z Xie a kol., 2010).

2.5 Syntetické slouceniny

Ziskat strigolaktony piimo z rostlin ve vétSich mnozstvich je téméf nemozné, jelikoz
se V rostlinach vyskytuji ve velmi malém mnoZstvi a vlivem purifikacnich metod dochazi
k jejich rozkladu. Tento fakt pfimél védce k ptipravé novych syntetickych derivati.
Na zaklad€ jejich chemické struktury a pfedpokladaného mechanismu ucinku je miZeme

rozdélit na strigolaktonova analoga nebo strigolaktonova mimetika.



2.5.1 Strigolaktonova analoga — struktura a mechanismus
Strigolaktonova analoga jsou syntetické slouceniny, jejichz molekula se sklada z D kruhu,
enolétherového mistku a karboxylové skupiny (Obr. 7). Jejich struktura je téméf shodna
se strukturou piirodnich strigolaktonti, tudiz se pfedpoklada, Zze mechanismus jejich uc¢inku
bude stejny.

Nejvyznamngj$imi latkami této skupiny jsou GR24 (14) (Johnson a kol., 1981)
a Nijmegen-1 (15) (Obr. 7) (Nefkens a kol., 1997).

\
o)
o° 0 ° o O
C
Tk g A
o) o) o)

o L) o) @)
D 0] O o
~ 14 ~ 15 ~
GR24 Nijmegen-1

Obr. 7 — Vyznaceni dulezité casti strigolaktonovych analogii, struktura GR24

a Nijmegen-1.

Bioaktivita téchto latek se ukazala jako vysoka, a proto se 14 a 15 vyuzivaji jako
pozitivni kontroly v biotestech na kli¢eni semen parazitu (Graf 1; Graf 2) (Mangnus a kol.,
1992a; Nefkens a kol., 1997).
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Graf 1 — Srovnani klicivosti GR24 a Nijmegen-1 u parazita S. hermonthica.
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Graf 2 — Srovnani klicivosti GR24 a Nijmegen-1 u parazita O. crenata.

Pozitivni vysledky klicivosti téchto latek nasledné vedly k wvytvofeni ptedbézného

molekularniho mechanismu stimulace kli¢eni semen paraziti (Obr. 8).
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Obr. 8 — Predpokladany molekuldrni mechanismus stimulace kliceni semen.

Mechanismus zahrnuje atak nukleofilu (Michaelovu adici) ptitomného na/v receptoru
semene s naslednou eliminaci D kruhu. Tato chemicka interakce je pravdépodobné
zodpovédna za iniciaci klieni.

Dtlezitost zminované enolétherové casti molekuly byla dokazdna nahrazenim
dvojné vazby na enolétheru (>C=CH-O-) v molekule GR24 jednoduchou vazbou (>CH-
CH,-0-). Nasledné testovani ukazalo uplnou ztratu aktivity u takto pozménéné molekuly
(Mangnus a Zwanenburg, 1992; Zwanenburg a kol., 2009).

Do roku 2011 bylo ptipraveno jesté mnoho dalSich strigolaktonovych analogd,
které¢ byly nasledné¢ studovany jako stimulanty kliceni semen parazitickych rostlin

(Mangnus a kol., 1992b; Wigchert a Zwanenburg, 1999). Patii sem napf. acetonyl
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sacharin (16), p-tolylmalondialdehyd (17) a methoxycarbonyl phthalimidoacetic ester (18)
(Obr. 9) (Zwanenburg a Mwakaboko, 2011).
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18

methoxycarbonyl phthalimidoacetic ester

Obr. 9 — acetonyl sacharin, p-tolylmalondialdehyd, methoxycarbonyl phthalimidoacetic

ester.

Porovnani aktivit téchto pfipravenych strigolaktonovych analogi s GR24

je ukazano v Grafu 3 a Grafu 4.
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Graf 3 — Klicivost 16, 17, 18 v porovnani s GR24 u parazita S. hermonthica.
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Pii sledovani kli¢ivosti jednotlivych testovanych latek u parazita S. hermonthica pii
koncentraci 0,01 mg/L lze pozorovat pomérné¢ vysokou kli¢ivost latky 16 (kli¢ivost:
55,9 %) a 17 (klic¢ivost 34,4 %). Latka 16 se piekvapivé ukazala jako aktivnéjsi stimulant
kli¢eni nez pozitivni kontrola GR24 (kli¢ivost 43,2 %) (Graf 3).

100 -

80 -
S g0 - W rac GR24
b
<) m 16
3 40 -
= 17

20 - m18

0 .
0,1 mg/L 0,01 mg/L
koncentrace

Graf 4 — Klicivost 16, 17, 18 v porovnani s GR24 u parazita O. cernua.

V Grafu 4 1ze pozorovat, ze U parazita O. cernua pii stejné koncentraci (0,01 mg/L)
aplikované latky se opét jako vysoce aktivni ukazaly latky 16 (klic¢ivost 54,5 %) a 17
(klicivost 87,1 %). Latka 17 byla dokonce aktivnéjsi nez standard GR24 (kli¢ivost 81,6 %).

2.5.2 Strigolaktonova mimetika — struktura a mechanismus

Dalsi skupinou syntetickych strigolaktonti jsou strigolaktonova mimetika. Jedna
se 0 slou¢eniny, které jsou strukturné¢ daleko jednodus$si nez strigolaktonova analoga.
Ze strigolaktonového skeletu (ABCD) u nich zistala zachovana pouze butenolidova
skupina (D kruh) (Obr. 10).

Obr. 10 — Vyznaceni zdkladniho skeletu (D kruhu) strigolaktonovych mimetik.
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Prvnim testovanym strigolaktonovym mimetikem byl sacharin-butenolid (19)
(Obr. 11). Tym prof. Zwanenburga ze zvédavosti tuto latku otestoval v biotestu na kliceni
semen parazitli spolecné s pfipravenymi analogy o kterych bylo psano diive (viz kapitola
2.5.1). Vysledna vysoka aktivita této latky byla velice piekvapiva (Graf 5; Graf 6) a vedla
k pfipravé dalSich mimetik. Jednalo se napi. o derivaty odvozené od kyseliny benzoové
(20) a salicylové (21) (Obr. 11). I u téchto sloucenin byla nasledné testovana jejich aktivita
na semenech paraziti S. hermonthica a O. cernua. Vysledky opét ukazaly zfetelnou
aktivitu v procesu iniciace kliceni. Kli¢ivost pfipravenych strigolaktonovych mimetik
U jednotlivych paraziti je zobrazena v Grafu 5 a Grafu 6 (Zwanenburg a Mwakaboko,
2011).

sacharin-butenolid benzoyl-butenolid salicyl-butenolid

Obr. 11 — Sacharin-butenolid, benzoyl-butenolid a salicyl-butenolid.
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Graf 5 — Klicivost 19, 20, 21 a jejich porovnani s GR 24 u parazita S. hermonthica
(GR24 pri koncentraci 1 mg/L nebyla testovana).
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Z Grafu 5 lze pozorovat, ze pii koncentraci 0,1 mg/L aplikované latky se v ptipadé
S. hermonthica jako nejpfesvédcivejsi latka ukazala latka 19 (klicivost 18,5%), ktera
se svoji aktivitou témer vyrovnala pozitivni kontrole GR24 (19,7 %). Latky 20 (kli¢ivost
8,7 %) a 21 (kli¢ivost 6,9 %) pii stejné koncentraci vykazovaly poloviéni aktivitu, nez
latka 19 a GR24. Avsak pfi niz$i koncentraci 0,01 mg/L se k aktivité strigolaktonového
analogu GR24 jiz neptiblizily.
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Graf 6 — Klicivost 19, 20, 21 a jejich porovnani s GR 24 u parazita O. cernua
(GR24 pri koncentraci 1 mg/L nebyla testovana).

Pti testovani téchto latek pfi stejné koncentraci (0,1 mg/L) na semenech parazita
O. cernua se jako nejvice aktivni ukazaly latky 20 (kli¢ivost 77,7 %) a 21 (klicivost
81,7 %), které téméf dosahovaly aktivity latky GR24 (klic¢ivost 85,7 %). Pfi niZsi
koncentraci si vysokou aktivitu pfi porovnani s GR24 udrzela jiz jen latka 21.

Bylo pozorovano, ze strigolaktony ve vodném prostfedni mohou podléhat
hydrolyze na 5-hydroxy-3-methylbutenolid (22) (Obr. 12) a zbytek molekuly. Nasledné
testovani latky 22 ukazalo, ze tento rozkladny produkt je zcela neaktivni stimulant kliceni

semen paraziti (Johnson a kol., 1976).
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5-hydroxy-3-methylfuran-
2(5H)on

Obr. 12 — 5-hydroxy-3-methylbutenolid.
Jelikoz tyto nové latky neobsahuji enolétherové spojeni, predpoklada se u nich
zcela odlisSny mechanismus biologického uc€inku nez u ptirodnich strigolaktont a analogt.
Na zakladné ziskanych vysledkii byl navrzen ptedpokladany mechanismus jejich ptsobeni

(Obr. 13). Nejprve dochazi k Michaelové adici nukleofilu na butenolid a nasledné

k pfesmyku protonu. Na zavér probiha eliminace odstupujici skupiny.

1Y o

e
I/° —™ _Jy)p° = e( )—OH
Nu Nu

O
J|/\/€70H - L€:O+L
Nu Nu

Obr. 13 — Predpokladany mechanismus ucinku strigolaktonovych mimetik.

L = odstupujici skupina

K ovéfeni tohoto mechanismu byly pfipraveny tfi 5-benzoyloxybutenolidy (23),
které vykazovaly zna¢nou aktivitu v procesu kli¢eni semen parazita S. hermonthica
(klicivost (%): X = H — 10 %; X = OCH3 — 37 %; X = NO; — 42 %) a nasledné tfi
butenolidy (24), u kterych byl nahrazen vodikovy atom na uhliku C-4 methylovou
skupinou (Obr. 14). Ptitomnost této methylové skupiny by méla zabranit nukleofilnimu
ataku, a proto by tyto slouCeniny nemély byt aktivnimi stimulanty kliceni semen
parazitickych rostlin. Test na kliceni semen parazita S. hermonthica prokazal, ze tyto latky

jsou zcela neaktivni (Zwanenburg a Pospisil., 2013).
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Obr. 14 — Mechanismus ucinku pri pritomnosti methylové skupiny na uhliku C-4.

2.5.2.1 Strigolaktonova mimetika inhibujici vétveni nadzemnich ¢asti rostlin

Bylo pfipraveno i n¢kolik strigolaktonovych mimetik, které nevykazovaly aktivitu pfi
kliceni semen parazitli, ale ukazaly se jako aktivni stimulanty v procesu inhibice vétveni
stonku rostlin. V roce 2011 bylo pfipraveno nékolik téchto latek. Jednalo se o 5-(4-
chlorphenoxy)-3-methylfuran-2(5H)-on (CPMF) (25) a 5-phenoxy-3-methylfuran-2(5H)-
on (PMF) (26) (Obr. 15). Pii testovani se CPMF ukazal jako aktivni inhibitor vétveni,
avSak PMF, ktery neobsahoval ve své molekule halogen, byl neaktivni (Fukui a kol.,

2011).
0 'e) o O
g g
cl \L( =
25 26

5-(4-chlorophenoxy)-3- 5-phenoxy-3-methylfuran-2(5H)-on
methylfuran-2(5H)-on

Obr. 15 — Struktura CPMF a PMF.

Tyto vysledky vedly k dal§im studiim a syntéze nékolika dalSich 5-phenoxy
derivatu s riznymi substituenty na phenoxy skupin¢é. Experimenty ukazaly, ze aktivita
téchto sloucenin souvisi praveé s druhem substituentu. Halogenované slouc¢eniny obsahujici
fluor, brom, jod nebo jiz zminovany chlor byly shledany jako aktivni (Graf 7). Kromé

halogenderivatt se jako aktivni ukéazaly jesté phenoxy slouceniny substituované nitrilovou,
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trifluormethylovou a methylovou skupinou. Za neaktivni ¢i velmi malo aktivni
je povazovana tert-butylova, butenolidova, methoxycarbonylova a methoxy skupina.

Z této studie se jako piesvédCiva sloucenina ukazala 4-Br-debranon (4BD) (27)
(Obr. 16) (Graf 7). Bylo zjisténo, ze ve vodném prostiedi mize 4BD podléhat hydrolyze
zavzniku furanonu (22) a fenolu (28) (4-bromophenol), coz potvrzuje skutecnost,

ze strigolaktonova mimetika nejsou pfili$ stabilnimi latkami (Obr. 16) (Fukui a kol. 2013).

o_ _0 HO_ _O OH
/©/ o 0 | :|
Br = = Br
27 2 28

4-Br-debranon (4BD) 5-hydroxy-3-methylfuran- 4-bromophenol
2(5H)-on

Obr. 16 — 4-Br-debranon, 5-hydroxy-3-methylfuran-2[5H]-on a 4-bromophenol.
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Graf 7 — Délka postranni odnoze stonku pri aplikaci 25, 26, 27 a GR24 u mutanta ryze
d10.
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3 Experimentalni ast

3.1 Chemikalie

Pro organickou syntézu bylo pouzito téchto chemickych latek: trifenylmethylchlorid, N,N-
dimethylformamid, pyridin, di-t-butyloxykarbonyl, uhli¢itan draselny, o-toluidin, 4-
dimethylaminopyridin, anilin, tetrahydrofuran, dichlormethan, triethylamin, benzylamin,
adenin, trifluoroctova kyselina, siran sodny bezvody, nasyceny roztok chloridu sodného, 9-
(oxan-2-yl)purin-6-amin, 0,5 M kyselina chlorovodikova, ethylacetat, petrolether, aceton,
methanol. Pouzita rozpoustédla byla dodana firmami Sigma Aldrich a Lachner. Slouceniny

GR24 a Nijmegen-1 byly darovany profesorem Zwanenburgem.

3.2 Material

Piipravené slouc¢eniny byly biologicky testovany na semenech parazita Striga hermonthica
(Stdan 1994).

3.3 Metody

Reakce byly sledovdny prostiednictvim tenkovrstevné chromatografie (TLC)
na hlinikovych deskach (Silikagel 60 WF 254; Merck). Pro analyzu produktt bylo vyuzito
metody nuklearni magnetické rezonance (NMR). Ziskand spektra byla pofizena pfi
frekvenci 500 MHz (*H) a 125 MHz (*3C) na piistroji JEOL 500 ECA. Pro mé&feni bylo
vyuzito téchto rozpoustédel: deuterovany chloroforom (CDCl3) a deuterovany
dimethylsulfoxid (DMSO-ds). Kalibrace chemickych posunti byla provadéna na konkrétni
rozpoustddlo (5'H (CDCls) = 7.25 ppm; & **C (CDCls) = 77.2 ppm; 8*H (DMSO-dg) = 2.45
ppm; 8°C (DMSO-dg) = 40.11 ppm). Ke stanoveni &istoty latek bylo vyuzito metody
HPLC (150 mm x 2,1 mm, 5 um, Symmetry C18, Waters) s UV detektorem. K ziskani
hmotnostnich spekter bylo vyuzito pfistroje Q-TOF MICRO (Waters). K inkubaci semen
bylo vyuzito termostatu INOVA 42.
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3.4 Syntéza strigolaktonovych mimetik

3.4.1 Priprava purinovych derivati

3.4.1.1 Butenolidy odvozené od adeninu

NH, NH,
XN XN
() N > + CCIPh, - >
kN/ DMF, pyridin, r.t. k
29 30 CPh3
NH Boc__.Boc
2
N DMAP N
(b) k > + Boc,0 > >
THF, reflux I\
30 CPh3 a1 CPh3
Boc__ .Boc Boc
N K,CO N
o VI < U
7~ ~
N I\{ MeOH, reflux N I\{
31 CPh, 3 CPh,
(0]
Boc\NH o
Br \§ .Boc
(d) NN 0 N
LY v SO
kN/ N DCM, r.t. N N>
\
CPh |
’ 33 34 I\N N
CPh,
0] (0]
o 0]
\§ .Boc N\
N NH
(e NI N\ DCM, TFA N N\
L DR
NN N 11\{1
34 CPh, 35

Schéma 1 — Obecné schéma pripravy butenolidovych derivatii adeninu.
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Reakce probihaly v bezvodém prostiedi a v pfitomnosti inertniho plynu argonu.
(@) Do vysusené banky byl nejdiive pfidan adenin (9,99 mmol) rozpustény v N,N-
dimethylformamidu (10 ml) a nasledné trifenylmethylchlorid (10 mmol) rozpustény
v pyridinu (30 ml). Reakce probihala pfes noc pii laboratorni teploté. Poté byl k reakéni
smési piidan ethylacetat (150 ml) a destilovana voda (100 ml). Organicka faze byla
protiepana destilovanou vodou (4 x 100 ml). Prvni ¢ast produktu — pevna latka, ktera
vznikla béhem extrakce, byla zfiltrovana a ziskéna ve velmi vysoké ¢istoté. Organicka faze
obsahujici druhou ¢ast produktu byla vysuSena bezvodym siranem sodnym, zfiltrovana

a odpafena na vakuové odparce. Produkt byl pouzit v dal$i syntéze bez ¢isténi.

9-trityl-9H-purin-6-amin

NH, Vytézek: kvantitativni, Zlutobila pevna latka
N N\> 'H NMR (CDCls; 500 MHz) & (ppm): 5.97 (s; 2H), 7.13 — 7.15 (m;
”\N’ N 6H); 7.29 — 7.30 (m; 9H), 7.74 (s; 1H), 8.02 (s; 1H).
CPh,
30

(b) K produktu 30 (1 mmol) byl ptidan tetrahydrofuran (47,5 ml). Po nékolika
minutdch byl pridan di-t-butyloxykarbonyl (3 mmol) a 4-dimethylaminopyridin
(0,1 mmol). Reakce probihala pies noc pii refluxovani a jeji pribéh byl kontrolovan
pomoci TLC. Po ukonéeni reakce byla reakéni smés zfiltrovana a k surovému produktu
byla pfidana 0,5 M kyselina chlorovodikova (50 ml) a ethylacetat (50 ml). Vodna faze byla
protifepdna S ethylacetitem (3 x 50 ml), nasledné vysuSena bezvodym siranem sodnym,
zfiltrovana a odpafena na vakuové odparce. Surovy produkt byl dle NMR ziskan ve vysoké

Cistoté a byl pouzit do dalsi reakce.

N-(3,3-dimethylbutanoyl)-3,3-dimethyl-N-(9-trityl-9H-purin-6-yl)butanamid

Boc. N Boc Vytézek: kvantitativni, Zlutobild péna
N 'H NMR (CDCl3; 500 MHz) & (ppm): 1.41 (d; J = 13,45 Hz; 18H),
N
II\ _ \> 7.11 —7.13 (m; 6H), 7.24 — 7.25 (m; 2H), 7.27 — 7.29 (m; 7H), 8.04
N N

cphy, (S 1H), 852 (s; 1H).
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(¢) Surovy produkt 31 (1 mmol) byl rozpustén v methanolu (47,5 ml). Nasledné byl
ptidan uhli¢itan draselny (3 mmol). Reakce probihala 3 hodiny pfi refluxu a kontrola jejiho
pribéhu byla provadéna pomoci TLC. Reak¢ni smés byla odpaiena na vakuové odparce.
K surovému produktu byla pifidana 0,5 M kyselina chlorovodikova (50 ml) a ethylacetat
(50 ml). Vodna faze byla protiepana s ethylacetatem (3 x 50 ml). Ziskana organicka faze
byla dale protfepana nasycenym roztokem chloridu sodného a nasledné vysusena
bezvodym siranem sodnym a zfiltrovana. VSechna rozpoustédla byla prostiednictvim
vakuové odparky odpafena a surovy produkt byl vycistén na sloupcové chromatografii

(silikagel, petrolether : ethylacetat; 10:1 —1:0).

3,3-dimethyl-N-(9-trityl-9H-purin-6-yl)butanamid

Boc., Vytézek: 81 %, zlutobila péna
. N\H . 'H NMR (CDClg; 500 MHz) & (ppm): 1.52 (s; 9H), 6.02 (s; 1H),
L. R 7.11—7.16 (m; 6H), 7.27 — 7.33 (m; 9H), 7.89 (s; 1H), 8.45 (s; 1H).
\
CPh,
32

(d) Do vysusené dvouhrdlé banky byl pfidan suchy dichlormethan a nasledné
bromfuranon (33) (1,2 mmol) a produkt 32 (1 mmol). Reakce probihala pies noc pfi
laboratorni teploté a jeji pritbéh byl kontrolovan pomoci TLC. Reakéni smés byla odpatena

a surovy produkt byl ziskan ve vysoké ¢istoté (dle NMR).

N-(3,4-dimethyl-5-ox0-2,5-dihydrofuran-2-yl)-3,3-dimethyl-N-(9-trityl-9H-purin-6-
yhbutanamid

0 Vytézek: kvantitativni, bila péna
o) 'H NMR (CDCls; 500 MHz) & (ppm): 1.59 (s; 9H), 1.87 (s; 3H),
N N’BOC 2.09 (s; 3H), 6.67 (s; 1H), 7.26 — 7.31 (m; 15 H), 8.46 (s; 1H), 8.79
NN (s; 1H).
LY
NN
CPh,
34
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(e) K surovému produktu 34 (1 mmol) byl piidan suchy dichlormethan (2,6 ml)
a trifluoroctova kyselina (2,6 ml). Reakce probihala 3 hodiny pii laboratorni teplotg.
Pribéh byl sledovan pomoci TLC. Po ukonceni reakce byla reak¢ni smés odpaiena (TFA
azeotrop s CHCI3). Finalni produkt nebyl ziskan, jelikoZz odstranéni chranicich skupin
z latky 34 vedlo k hydrolyze findlniho produktu 35 na adenin (29) a furanon (36)
(Schéma 2).

O
(0]
N\ NH,
NH HO
H,0 NN ©
N 2 \> + Y
N — > | ~
> 7N
Ly NTR
N H
35 29 36

Schéma 2 — Rozklad 35 na 29 a 36.
5-hydroxy-3,4-dimethylfuran-2(5H)-on

'H NMR (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.77 (s; 3H), 1.97 (s; 3H),

(0]
/\Leio 6.08 (s; 1H), 6.88 (m; 1H).

36

3.4.1.2 Butenolidy odvozené od 9-(oxan-2-yl)purin-6-aminu

NH,
| > — | )
);€: o kN/ N> DCM, r.t. I\N/ N>

o - O

Schéma 3 — Obecné schéma pripravy butenolidovych derivatii 9-(0xan-2-yl)purin-6-aminu.
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Reakce probihala v bezvodém prosttedi a v pfitomnosti inertniho plynu argonu.
Do vysusené baiiky byl nejdiive ptfidan suchy dichlormethan (2,6 ml) s naslednym
ptidavkem bromfuranonu (1 mmol) a 9-(oxan-2-yl)purin-6-aminu (1 mmol). Reakce
probihala pfes noc pfi laboratorni teplot¢ a jeji pritbéh byl sledovan pomoci TLC.
Po ukonceni reakce byla k reakéni smési pfidana destilovana voda a vodna faze byla
vytfepana s ethylacetatem. Organicka faze byla vysuSena bezvodym siranem sodnym.
Nésledné byla organicka faze zfiltrovana a zahusténa prostfednictvim vakuové odparky.

Analyza 'H NMR ukazala, Ze k reakci nedoslo.

3.4.2 Piiprava derivati odvozenych od anilinu a benzylaminu

3.4.2.1 Derivaty anilinu

NH, [ ]
Br (o)
o)
S + — HN_ g
R; DCM, r.t. o
=
R, - CH; H Ry

Schéma 4 — Obecné schéma pripravy derivatii anilinu.

Reakce probihala v bezvodém prosttedi a v pfitomnosti inertniho plynu argonu. Do predem
vysuSené dvouhrdlé barniky byl nejdiive pfidan suchy dichlormethan (2,6 ml) s naslednym
ptidavkem bromfuranonu (1 mmol) a anilinu (1,5 mmol). Reakce probihala 24 hodin pfi
laboratorni teplot¢ a jeji pritbéh byl sledovan pomoci TLC.

Po ukonceni reakce byla reakéni smés zfiltrovana a nasledné odpatena s vyuzitim
vakuové odparky. Surovy produkt byl vy¢istén pomoci sloupcové chromatografie
(silikagel, petrolether : ethylacetat; 10:1 —3:1).
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3,4-dimethyl-5-(phenylamino)-furan-2(5H)-on

Vytézek: 49 %, pevné hnéda latka
'H NMR (DMSOds; 500 MHz) & (ppm): 1.74 (s; 3H), 1.94 (s; 3H),
HN_ o 6.26 (d; J = 10,7 Hz; 1H), 6.69 — 6.72 (m; 1H), 6.78 — 6.81 (m; 3H),
);g‘o 7.11-7.15 (m; 2H).
38

3C NMR (DMSOdg; 125 MHz) & (ppm): 8.9, 12.6, 88.4, 114.4,
119.3, 125.3, 129.5, 146.0, 156.0, 173.3.

MS (ES+), m/z: 203.88 [M+1].
3-methyl-5-(phenylamino)-furan-2(5H)-on

Vytézek: 11%, pevna hnéda latka
'H NMR (CDCls3; 500 MHz) & (ppm): 1.98 (d: J = 1,5 Hz; 3H), 6.23

HN. o (s; 1H), 6.86 —6.95 (m; 4H).
o
\
I€: C NMR (CDCls; 125 MHz) & (ppm): 10.8, 86.2, 115.2, 121.1,
39 129.5, 134.8, 142.6, 143.7, 172.5.

MS (ES+), m/z: 187.84 [M+1].

Finalni produkt 39 byl uchovavan v mrazicim boxu pii teploté -20°C, ale i pfes to byl

pozorovan hydrolyticky rozklad na anilin (40) a furanon (22) (Schéma 5).

NH,
o HO_ o
HN. o — e + <~/ ©
Efo
Sy
39 40 22

Schéma 5 — Rozklad 39 na 40 a 22.
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anilin

NH, MS (ES+), m/z: 93.61 [M+1].

>

40
5-hydroxy-3-methylfuran-2(5H)-on
HO 'H NMR (CDCls. 500 MHz) & (ppm): 1.97 (t; J = 1.6 Hz; 3H), 6.08

(0]
\L€=O (s; 1H), 6.88 (m; 1H).
MS (ES+), m/z: 114.64 [M+1].

22

3.4.2.2 Derivaty benzylaminu

NH,
Br e)
o
— + — HN 9]
Ri DCM, rt. . )=0
Ri

Schéma 6 — Obecné schéma pripravy derivati benzylaminu.

Reakce probihala za inertnich podminek (argon) a v bezvodém prostiedi. Do vysusené
tithrdlé banky byl nejdiive pfidan suchy dichlormethan (2,6 ml) a nasledné bromfuranon
(L mmol) a benzylamin (1 mmol). Reakéni smés byla michana za laboratorni teploty
po dobu 24 h a jeji pribéh byl kontrolovan pomoci TLC.

Po skonceni reakce byla reakéni smés zfiltrovana. Pevna slozka byla odstranéna
a zbyla reak¢ni smés nasledné odpatena s vyuzitim vakuové odparky. Surovy produkt byl

vyc€istén pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, petrolether : ethylacetat; 10:1 — 2:1).
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5-(benzylamino)-3,4-dimethylfuran-2(5H)-on
Vytézek: 51 %, pevna bila latka

'H NMR (CDCl;, 500 MHz) & (ppm): 1.80 (s; 3H), 1.90 (s; 3H),
HN. o 4.27 (d; J = 14,9 Hz; 1H), 4.89 — 4.93 (m; 2H), 7.00 — 7.45 (m; 4H).

0]
NS
)/\6: 3C NMR (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 8.2, 10.9, 42.8, 83.0, 127.2,

41
128.0, 128.4, 129.3, 137.2, 147.9, 170.4.

MS (ES+), m/z: 217.89 [M+1].
5-(benzylamino)-3-methylfuran-2(5H)-on

Piiprava findlniho produktu se nezdafila. Pii analyze TLC bylo
pozorovano velké mnozstvi skvrn a pifi vyhodnocovani NMR spektra

(*H) nebylo mozné vlivem velkého mnozstvi signalii identifikovat

o)
Lg‘o jakykoliv produkt.
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3.4.2.3 Derivaty o-toluidinu

NH,
Br o)
(@]
- + _ HN 0
R1 DCM, r.t. — (@)
Ri

R, CH;H

Schéma 7 — Obecné schéma pripravy derivatu o-toluidinu.

Reakce probihala v bezvodém a inertnim prostiedi (argon). Do suché dvouhrdlé banky byl

ptidan suchy dichlormethan (2,6 ml) a nasledné¢ bromfuranon (1 mmol) a o-toluidin
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(1,5 mmol). Reakéni smés byla michana 24 hodin pfi laboratorni teploté a jeji prubéh byl
analyzovan pomoci TLC.

Po ukonceni reakce byla reakéni smés zfiltrovana a pevna Cést odstranéna. Zbytek
reakéni smési byl odpafen S vyuzitim vakuové odparky. Nasledné¢ byl surovy produkt
vyc€istén pomoci sloupcové chromatografie. Pro ¢isténi produktu 43 byl pouzit silikagel
(petrolether: ethylacetat; 1:1). U produktu 44 bylo pro purifikaci vyuzito klasického
silikagelu (petrolether: dichlormethan: aceton; 1:1:0,5), i silikagelu s reverzni fazi (C18)

(methanol: destilovana voda; 3:1).
3,4-dimethyl-5-(o-tolylamino)-furan-2(5H)-on

Vytézek: 59 %, pevna hnéda latka
'H NMR (CDCls; 500 MHz) & (ppm): 1.89 (s; 3H), 2.05 (s; 3H),
HN_ o 2.16 (s; 3H), 6.05 (s; 1H), 6.86 (t; J = 14,98 Hz; 1H), 7.05 (d;

);6:0 J=7,95 Hz, 1H), 7.10 (d; J = 7,34 Hz; 1H), 7.16 (t; J = 15,28 Hz;
1H).

13C NMR (CDCls; 125 MHz) & (ppm): 8.8, 12.3, 17.5, 88.3, 113.7,
120.9, 124.4, 127.3, 127.4, 130.6, 142.2, 153.7, 172.9.

MS (ES+), m/z (%): 217.88 [M+1].
3-methyl-5-(o-tolylamino)-furan-2(5H)-on

Vytézek: 71 %, pevnd hnédooranzova latka
'H NMR (CDCls; 500 MHz) & (ppm): 2.05 (s; 3H), 2.16 (s; 3H),
6.05 (s; 1H), 6.86 (t; J = 14,98 Hz; 1H), 7.05 (d; J=7,95 Hz, 1H),

0]
\Lgio 7.10 (d; J = 7,34 Hz; 1H), 7.16 (t; J = 15,28 Hz; 1H).

44
Vysledny produkt se podafilo pfipravit, avSak pii jeho Ccisténi

na kolon¢ s vyuzitim silikagelu i silikagelu s reverzni fazi (C18) byl
pozorovan rozklad. Vzniklo velké mnozstvi neidentifikovatelnych

produktt (TLC, *H NMR).
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3.5 Biologické testovani

Biologické testovani bylo provadéno na semenech parazita Striga hermonthica. Sterilizace
semen byla provadéna za stalého michani po dobu 5 minut v roztoku Sava (4,7 g aktivniho
chléoru/100 ml), do néhoz byl ptidan detergent Triton X-100 (1% v/v). Nasledné byla
sterilizovana semena zfiltrovana ptes fritu a promyta destilovanou vodou. Po ukonceni
sterilizace byla semena susena po dobu 3 hodin.

Pfed pouzitim semen bylo nachystano nékolik Petriho misek, na jejichz dno byly
vlozeny dva kruhov¢ filtracni papiry (pramér 9 cm). Na tyto dvé vrstvy filtra¢nich papirt
byly napipetovany 3 ml destilované vody a nasledné ptilozeno 25 skelnych filtra¢nich
¢tverct o velikosti 1x1 cm. Na jednotlivé Ctverce byla aplikovana semena.

Na kazdy skelny ¢tverec bylo ptidano ptiblizn€ 25 kust semen. Po piidani semen
byly jednotlivé ¢tverce piikryty dal$im ¢tvercem a byly na né napipetovany dalsi 3 ml
destilované vody. Na zavér byla Petriho miska uzaviena a vlozena do uzaviratelného
plastového sacku. Semena byla inkubovéna pti 23°C po dobu 14 dni.

Po inkubaci byly jednotlivé skelné Etverce se semeny vyjmuty z Petriho misek
a vysuseny prostfednictvim filtraéniho papiru. Do ¢istych Petriho misek byly vlozeny dva
papirové kruhy o priméru 9 cm a Sifce 1 cm. Na tyto kruhy byly napipetovany
2 ml destilované vody. Do takto pfipravenych Petriho misek byly vlozeny 4 suché étverce
se semeny. Nasledné¢ bylo na ctverce aplikovano 100 pl roztoku latky o testované
koncentraci. Poté byly Petriho misky uzavieny a vlozeny do uzaviratelného plastového
sacku.

Aplikace testovanych latek byla provadéna ve tfech koncentracich, které byly
pfipraveny postupnym fedénim. Latka byla rozpusténa v potfebném mnoZstvi acetonu
a destilované vody tak, aby vyslednd koncentrace zasobniho roztoku odpovidala
koncentraci 10* M. Z tohoto zasobniho roztoku byl odpipetovan 1 ml a poté doplnén
naobjem 100 ml destilovanou vodou. Timto byl ziskan roztok o koncentraci
10° M s objemovym obsahem acetonu 0,1 %. Z tohoto roztoku byl odpipetovan 1 ml
adoplnén na 10 ml destilovanou vodou. Takto byl ziskan roztok o koncentraci 107 M
S objemovym obsahem acetonu 0,01 %. Z tohoto roztoku byl odpipetovan 1 ml a opét
doplnén na objem 10 ml. Takto byl ziskan roztok o koncentraci 10 M s objemovym
obsahem acetonu 0,001 %.

Jako negativni kontrola byla pouzita destilovana voda s obsahem acetonu

0,1 % (v/v) a 0,001% (v/v). Pozitivnimi kontrolami byly roztoky Nijmegen-1 a GR 24,
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které byly pfipraveny identicky jako testované latky. VSechny koncentrace byly testovany
ve 2 opakovanich.

Semena S. hermonthica v Petriho miskach s aplikovanymi roztoky byla inkubovana
po dobu 6 dni pii teplote 27°C.

Po uplynulé dob¢ inkubace byla semena spocitana pod binokularni lupou a byla

stanovena procentualita klicivosti.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Derivaty adeninu

Prvni Céast syntézy byla zaméfena na piipravu novych strigolaktonovyh mimetik
odvozenych od purinu. V prvnich krocich syntézy (a-c) byl adenin (29) ochranén
chranicimi skupinami (-CPhg, -Boc). V dalsi ¢asti syntézy (d) byl substituovan bromovany
furanon (33) v pozici 5 piipravenym adeninovym derivatem (32). V poslednim kroku (€)
piipravy strigolaktonovych mimetik byly Vv kyselém prostfedi odstranény chranici skupiny
(-Boc, -CPhg).

Boc_  .Boc
N
DMAP N
)j: Y + CCIPhy ————— )j: ) + Boo ———— N >
I\ DMF, pyridin, r.t. k THF, reflux I\
@) CPh, (b) CPh3
29 20 31
o)
)
Boc
NH N\ .Boc
Br o) N
K,CO; XN o N
. RPN
MeOH, reflux DCM, r.t. ||\ _ N>
© CPh3 (d) . o,
32 33 34
@)
0 Vytézek:
) NH 30 kvant.
31 kvant.
_
N 32 81%
DCM, TFA N
’ l _ \> 34 fkvant.
© NT TN 35 0%
H
35

Schéma 8 — Obecné schéma pripravy derivatit o-toluidinu
Priprava produkti 30, 31, 32 a 34 byla uspésna. Finalni produkt (35) se ziskat

nepodafrilo, jelikoz pii pokusu o odstranéni chranicich skupin z produktu 34 doslo téz

k odhydrolyzovani furanonu (36) (Schéma 9).
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N\ NH 1 HO
O
H,O N Pi o
N N > l > + =~
» 7N
L. NH
N N
H
35 29 36

Schéma 9 — Rozklad 35 na 29 a 36.

Paraleln¢ s ptipravou produktu 35 byl vyzkousen dalsi alternativni postup ptipravy
strigolaktonovych mimetik odvozenych od purinu. Jednotlivd mimetika méla byt
pfipravena ptimym spojenim bromovaného furanonu (33) s purinem (45). Tato substitu¢ni

reakce byla provadéna za laboratorni teploty v suchém dichlormethanu (Schéma 10).

NH, NH
Br N N
0 N7 TEA NTX
N
o LS o DY
S N~ °N DCM, r.t. N
33 45 37

Schéma 10 — Spojeni 33 s 45.

Analyza 'H NMR spektra a TLC ukézala, Ze piiprava finalniho produktu 37 byla
neuspé$na. Na TLC bylo mozné pozorovat, ze ke konverzi vychozi latky (45) ve finalni
produkt (37) nedoslo, coZ bylo nasledné potvrzeno i analyzou *H NMR spektra.

Ptiprava novych strigolaktonovych mimetik odvozenych od purinu se tedy nedatila
a zdala se byt ztratou Casu. TudiZ bylo potieba ovéfit, zda je viibec mozné spojit D-kruh
ptes dusik s dalsi latkou. Néasledné byla tedy syntéza zaméfena na piipravu modelovych

sloucenin.
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4.2 Modelové slou¢eniny — derivaty anilinu a benzylaminu

Dalsi cast syntézy byla zamétena na piipravu modelovych struktur — strigolaktonovych
mimetik odvozenych od anilinu, benzylaminu. Jednotlivé latky byly pifipraveny substituci
bromfuranonu (33) a (46) v pozici 5 sdanym aminem. Tato substitu¢ni reakce byla

provadéna v suchém dichlormethanu za laboratorni teploty (Schéma 11).

n R
=0 + > /)0
R; DCM, r.t. Ry
33R,=CH, 40n =0 48n =0 Vytézek:
46 R, =H R, =H R1=CH; 38—R;=H,R,=CH;,n=0 49%
39-R,=H,R,=H,n=0 11%
47n =1 41-R,=H,R,=CHj,n=1 51%
R, =H 42-R,=H,R,=H,n=1 0%

43-R,;=CH;, R,=CH;,n=0 59%
44-R,;=CH;,R,=H,n=0 0%

Schéma 11 — Spojeni 33, 46 s 40, 47, 48.
Finalni produkty 38, 39, 41, 43 byly purifikovany prosttednictvim sloupcové
chromatografie s vyuzitim klasického silikagelu. Po purifikaci byly produkty skladovany

v mrazicim boxu pfi teploté -20°C. | pfestoze byla pfipravena mimetika uchovavana pfi tak

nizké teploté, bylo mozné pozorovat u produktu 39 hydrolyticky rozklad (Schéma 12).

NH,
o HO_ o
HN_ o — = + </ °
Q:o
S
39 40 22

Schéma 12 — Rozklad 39 na 40 a 22.
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Ptiprava finalniho produktu 42 byla netspésna. Pfi TLC analyze i v 'H NMR
spektru bylo pozorovano velké mnozstvi signalu.

Finalni produkt 44 byl pfipraven uspé$né. Nasledné byl purifikovan pomoci
sloupcové chromatografie s vyuzitim silikagelu. Pfi TLC analyze byl bohuzel zaznamenan
jeho rozklad. Tato latka byla poté CiSténa také na silikagelu s reverzni fazi (C18). Nasledna
analyza produktu pomoci TLC a NMR bohuzel opét ukazala, Ze i tento zptsob purifikace
vedl k rozkladu. Ukéazalo se, Ze tento produkt je velmi nestabilni a tak nedoslo k jeho

testovani.

4.3 Biologicka aktivita

Bioaktivita novych piipravenych sloucenin byla otestovana ve standardizovaném biotestu
(Mangnus a kol., 1992c).

Postup provedeni biotestu je zminén v kapitole 3.5. K testovani byla pouzita
semena rostlinného zastupce Striga hermonthica. Jako pozitivni kontroly byly aplikovany
slou¢eniny GR24 a Nijmegen-1. Testovani bylo provedeno pro gradient koncentraci
jednotlivych slou¢enin. Biologické testovani bylo provadéno v dubnu a semena rostliny
Striga hermonthica v ptipadé GR24 klic¢ila v rozmezi od 5,5 % do 56 % v zavislosti
na zvySovani koncentrace. Kli¢ivost kontroly Nijmegen-1 se pohybovala v rozmezi
od 1,3 % do 23 % v zavislosti na zvySovani koncentrace.

Spolehlivost biotestu byla ovétena negativni kontrolou (destilovana voda), ve které
byla pfislusnd koncentrace acetonu (0,1 % a 0,001 %). U negativni kontroly pfi
koncentraci acetonu 0,1 % a 0,001% nebylo pozorovano zadné kliceni.

V biotestu na kli¢eni semen paraziti byly testovany latky 38, 41 a 43. Na zaklad¢
navrzeného mechanismu, ktery je popsan v kapitole 2.5.2 se ptedpokladalo, ze by tyto
latky mély byt zcela neaktivnimi iniciatory kli¢eni. Vysledky biotestu vSak ptekvapivé
ukazaly, ze derivaty 38 a 41 jsou aktivnimi stimulanty kliceni semen parazita
S. hermonthica (Tab. 1) (Graf 8).
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Tab.1 — Klicivost 41, 43, 45, GR24 a Nijmegen-1 pFi koncentraci 10°M, 10" M a 10 M

u semen parazita S. hermonthica.

kli¢ivost (%) + SE
testovana latka koncentrace
10° M 107 M 10 M
38 7,5 1,8 1,3 1,06 1,3 1,1
41 44,1 10,8 1,2 0,98 0,0 0,0
43 0,0 + 0,0 0,0 + 0,00 00 = 00
GR24 55,8 53 35,4 6,95 55 2,1
Nij-1 23,2 55 15,1 0,35 1,3 1,0

Miuzeme pozorovat, ze kli¢ivost jednotlivych latek se sniZzuje s postupnym

snizovanim koncentrace aplikované latky (Graf 8).

70 -
60 -
50 -
—4—38
40 - ——41
20 | 43
——GR24
20 - —o— Nij-1
10 -
0 - = .

10-6 M 10-7M 10-8 M

Graf 8 — Klicivost 38, 41, 43 a jejich srovnani s GR24, Nijmegen-1 u semen
S. hermonthica.

Vysledky testovani jsou o to piekvapivéjsi, jelikoz kromé ptitomnosti methylu
v pozici C-4 butenolidového kruhu, struktury obsahuji i pomérné S$patné odstupujici
skupinu (amin) v pozici C-5. Pro vysvétleni aktivity bude nejprve nutné otestovat
samostatné aminy jako potencidlni aktivatory klieni parazitickych semen. V ptipadé,
zZe se podaii prokazat, Ze za biologickou aktivitu zodpovidaji opravdu nové derivaty, zaradi
se tak po bok karikinini (Flematti a kol., 2010) a seskviterpen laktonti (Galindo a kol.,
2002) do skupiny latek, jejichz struktura vyzaduje jiny mechanismus uc¢inku, nez jaky
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jenavrzen pro strigolaktonovda mimetika. Na mechanismu pusobeni Kkarikinind

a seskviterpen laktonii se vV soucasné dob¢ bada.

5 Zavér

Préace byla zpoc¢atku zaméfena na piipravu novych strigolaktonovych mimetik odvozenych
od purinu, ale jejich piiprava se nezdatila. Proto byla pifipravena 4 nova dusikata mimetika,
avSak pouze 3 z nich se ukazaly jako stabilni. Tyto 3 slouCeniny byly testovany na iniciaci
kli¢eni semen parazit z rodu Striga. Na zaklad¢ biologického testovani se ukazalo, ze dvé

ze tH testovanych latek vykazuji aktivitu. Latka 41 byla 0 */s méné aktivni neZ pozitivni

kontrola GR24 a latka 38 vykazovala '/s aktivity GR24 pii koncentraci 10° M.
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