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Seznam pouzitych zkratek
(Boc),0 — di-tert-butyldikarbonat

ACN - acetonitril

AcOH — kyselina octova
AIBN — azobisisobutyronitril
AM — arbuskulérni mykorhiza
Asp — kyselina asparagova

b.p. — teplota varu
Boc — tert-butyloxykarbonyl

br — broad singlet

CD — cirkulérni dichroismus
CDCl; — deuterovany chloroform
d — dublet

DACH - diaminocyklohexan

dba - dibenzilidenaceton

DCM - dichlormethan

DIBAL-H — diisobutylaluminium hydrid
DMAP — 4-dimethyl-aminopyridin
DME — dimethoxyethan

DMF — N,N-dimethylformamid
DMSO - dimethylsulfoxid

E3 — ubiqutin lipasa

ee — enantiomerni piebytek

EtsN — triethylamin

Et;SiH — triethylsilan

EtOAcC — ethylacetat

His — histidin

HMDS — hexamethyldisilazan
HPLC-MS — spojeni kapalinové chromatografie a hmotnosti spektrometrie
hv — UV zafeni

J — §tépici konstanta

m — multiplet

Me — methyl



MeOH — methanol

NBS — N-bromsukcinimid

NMR — nuklearni magneticka rezonance
OS - orobanchyl synthasa

ppm — parts per milion

p-TSA — para-toluensulfonové kyselina
r.t. — laboratorni teplota

s —singlet

Ser — serin

SFC komplex — Skp, Cullin, F-box obsahujici komplex
SN — nukleofilni substituce

t — triplet

t-BuOK - tert-butoxid draselny

THF — tetrahydrofuran

TLC — tenkovrstevna chromatografie
TMS — tetramethysilan

0 — chemicky posun



Obsah

Seznam pouzitych ZKIratek .........cccoiviiiiiiiiiiiicii e 6
L UVOM. e 10
2 CHLE PIACE .o vviee ittt ettt ettt ettt s e e s st e e abb e e e bt e e e nbb e e e be e e e nbe e e nnbee e 11
3 TEOTELICKA CAST ....viiuiiiiiii ettt e e re e 12
3.1 RUSIOVE TEZUIALOTY ..vvviiiiiieciiie ettt 12
3.2 Strigolaktony — 0bjev @ fUNKCE .........ccviiiiiie e 12
3.3 Rozdeleni strigolaktonll .......uveiiiviiiiiiieiiiie e 15
3.3.1  Piirodni strigolaKtOny .......ccoveverieiiiiiiiieiiee e 15
3.3.2  Strigolaktonova analoga ...........ceeiiiiiiiiiiiee 16
3.3.3  Strigolaktonova MImetiKa..........cecvvriiiiiiiniiiieieee e 17

3.4 Predpokladané mechanismy ptsobeni strigolaktont ...........cccevvviiiiciiniiiiiennnn, 18
3.5 Pusobeni strigolaktonti na moleKularni Grovni .........c.ccoovevinieiiniciicniecseen 22
3.6 Biosyntéza StrigolaKtontl..........ooveiiiiiiiieii e 24
3.7 Stereochemie StrigolaKtont.......c.veiviiiiiieiiire e 28
3.8 Strategické pristupy k syntéze strigolaktonU.........ccooceiiiriieeiiiiniiiiiiese e 34
3.8.1  Totalni syntéza piirodnich strigolaktont ...........ccceviriiriiiinieniiiiiien, 34
3.8.2  Syntéza strigolaktonovych analogli ..........cccccovveiiiiiiciiiec 41
3.8.3  Syntéza strigolaktonovych mimetik............cccoovveriiiininiieinescccen 45

4 VYsledKy @ dISKUSE .....oivviiiiiiiiciicc s 47
4.1 Priprava laktamovych Kruhll ..o 47
411  Ptiprava mono a dimethyl imidil ..........ccoooiiiiiiiiiiis 47
4.1.2  N-methylace monomethyl a dimethylimidQ ..........cccoceiiiiiniiniiiiin, 48
4.1.3  Redukce pfisluSnych imidl........cccooeiiiiiiiiiiiii 49
4.1.4  Ptiprava N-Boc laktamuil..........ccccoiiiiiiiiiiiiiiee 52
415  Priprava N-methyl-monomethyl laktamu ............ccocooiiiiniiiiie, 52
4.1.6  Bromace laktamovych Kruhll.........ccccooiiiiiiiiiiic 53

4.2 Priprava ABC SKEIOtU.......c.oiiiiiiiiiiiiiii e 53
4.3 Spojovani ABC skeletu s laktamovymi Kruhy ........c.cccooviiiiiiiiniin 54
4.4 Spojovani ABC skeletu s laktamovymi kruhy pomoci Pd-couplingu .................. 55
4.5 Strigolaktonova mimetika obsahujici laktamovy kruh ... 58
4.6 B1010ZICKE tEStOVANI ... vviiiiiiieiiii ettt e e 59



S EXperimentalnt CAST........uuiiiiiiiiiiiiiii i 62

TR 1Y/ 0o YU SSSOSSRRR 62
5.2 Piiprava strigolaktonovych analogli @ mimetiK.........cccocovviiveiiiinniiiininiee e, 62
5.3 Biolo@ICKE tESTOVANT ....cciuviiiiiiii i 82
0 ZLAVET ..ttt E et h e oAbt R e e a e e Rt e b e e be et e e nhe e beenteeenne e e 84
T LIEBIATUIE. ...ttt 85



1 Uvod

Nejmladsi skupina latek, kterd je zafazena mezi rostlinné hormony se nazyva
strigolaktony. U této skupiny rostlinnych regulatorti byly prozatim nalezeny tii funkce.
Prvni funkeci, diky niz byly objeveny, je schopnost iniciovat kli¢eni semen parazitickych
rostlin rodu Striga, Orobanche a Phelipanche. Nasledné bylo zjisténo, ze jsou také
Iniciatory vzniku symbidzy hostitelskych rostlin a AM hub. Posledni objevena funkce
se stala divodem toho, ze strigolaktony byly zafazeny mezi rostlinné hormony, jako
jsou cytokininy, auxiny a gibereliny. Strigolaktony totiz inhibuji vétveni nadzemnich
¢asti rostlin a tim tak pfimo ovliviiuji rust rostliny.

Strigolaktony lze rozdé€lit do tii skupin, a sice na pfirodni strigolaktony,
strigolaktonova analoga a strigolaktonovd mimetika. Nejvétsi pozornost je upfena
na ptipravu strukturné jednodussich analogii a mimetik, které se ale musi zdroven
ptiblizit aktivité pfirodnich strigolaktont. Pfiklad jednotlivych skupin lze demonstrovat

na (+)-strigolu, slouceniné GR 24 a benzoylbutenolidu (Obr. 1).

o) O. o

OH Egzo E<¥_
= =
(+)-strigol GR 24

Obr. 1 — Vybrani zastupci prirodnich strigolaktonu, strigolaktonovych analogii a

benzoyl-butenolid

mimetik.

Vyvoj a syntéza novych strigolaktonovych analogii a mimetik je dalezita pro
plné pochopeni biologickych dé&t v rostlinach, na kterych se podili. Dalsi jejich
potencidlni vyuziti je v zemédé¢lstvi, kde by mohly pomoci regulovat kliceni

parazitickych rostlin a chranit tak Grodu vyznamnych zemé&délskych plodin.
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2 Cile prace

Cilem teoretické casti diplomové prace je vypracovani literarni reSerSe na téma piirodni
strigolaktony, strigolaktonova analoga a strigolaktonova mimetika, jejich pusobeni,
ucinky a syntéza.

Cilem praktické Casti je priprava strigolaktonovych analogli a mimetik, které
ve své struktuie obsahuji laktamovy kruh. Syntéza bude zamétena na ptipravu latek
strukturné podobnych slouc¢eniné GR 24 a mimetik odvozenych od kyseliny benzoové.
Nejdiive budou pfipraveny jednotlivé laktamové kruhy a dale ABC skelet, ktery je
soucasti latky GR 24 a syntéza bude zakoncena piipojovanim pfipravenych fragmentd
(Obr. 2).

0.0
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Obr. 2 — Pristup pri pripravé strigolaktonovych analogii a mimetik.

Nedilnou soucasti praktické c¢asti bude biologické testovani zamétené na
porovnani aktivit mezi pfipravenymi analogy a GR 24, popfipad¢ inhibi¢ni test
ukazujici, zda-li se ptipravené latky budou chovat jako inhibitory, anebo iniciatory

kli¢end.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Riistové regulatory

V rostlinné iSi se mizeme setkat s nepiebernym mnozstvim latek, které mohou byt
produkovany a vyluCovany rostlinami v zavislosti na prostfedi, které je nuti se
adaptovat. Mnozstvi a slozeni téchto latek se méni v zavislosti na abiotickém nebo
biotickém stresu, na ktery rostliny reaguji vyvolanim anebo potlaCenim jejich
biosyntézy.

Jako ptiklad mize slouzit reakce rostliny na jeji poSkozeni. Rostlina je
vystavena stresu a dochazi k produkci rostlinnych hormont, jako jsou ethylen,
jasmonadty a salycilaty. Produkce téchto regulatorii zptisobi zvyseni resistence Vv dalSich
&astech rostliny a dokonce muze dochazet k ovlivnéni rostlin nachazejici se pobliz'.
Nékteré podobné piirodni latky jsou vyluCovany v tak malém mnozstvi, Ze jejich
izolace je velice obtizna.

Typickym piikladem takovych signdlnich molekul jsou rostlinné hormony
strigolaktony, které jsou vylucovany rostlinami do pudy ve velmi malych koncentracich
(10™'° a mén&) a zaroven dochazi k jejich rozkladu v rhizosféte, coz piedstavuje problém

pro jejich izolaci.

3.2 Strigolaktony — objev a funkce

V rostlinné 1i§i miZeme nalézt parazity, ktefi ke svému klieni pottebuji chemicky
stimul, kterému se fik4 stimulant kli¢eni. Takovyto stimulant je produkovéan kofenovym
systémem hostitelské rostliny a po uspésné iniciaci kliceni dochazi k napojeni parazita
na kofeny za pomoci haustorii, diky nimZ je mozné Cerpat Ziviny?’. Parazité patfici
do rodt Orobanche a Striga jsou vyznamnymi zastupci vyzadujici stimulant kliceni,
a proto mezi roky 1940 a 1950 bylo zkouméno mnozstvi rostlin, které by mohly tyto
stimulanty obsahovat a zaroven nalezeni vSech moznych hostitelt, ktefi jSou napadani
témito parazity*®>. Brown a kol. na zaklad® experimenti, které byly provadény
na extraktech z rostlinnych kofentd piedpovedél, ze stimulanty kli¢eni pro parazity rodu
Striga by mohly obsahovat ve své struktuie laktonovy kruh. Tato domnénka byla
podpotena relativni stalosti vyizolovanych latek v mirn¢€ kyselém prostiedi, ale naopak

v zasaditém prostiedi dochazelo k jejich rozkladu®.
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Izolace prvnich konkrétnich latek byla GspéSna vroce 1966. Nejdiive byly
stimulanty kli¢eni objeveny v baviniku (Gossypium hirsutum), ktery neni piekvapivé
hostitelem pro parazity, ale pfesto stimulanty obsahoval. Ziskané latky iniciovaly
kliceni semen parazitickych rostlin rodu Striga a byly pojmenovany (+)-strigol (1)

a strigyl acetat (2) (Obr. 3)".

OH % o  OAc Ef o
= N

(+)-strigol 1 strigyl acetat 2

Obr. 3 — (+)-Strigol a strigyl acetat.

O necelych 30 let pozdéji bylo zjisténo, ze kromé baviniku lze (+)-strigol (1)
izolovat i z dalSich druht rostlin jako je ¢irok (Sorghum bicolor), kukufice (Zea mays)
a proso (Panicum miliaceum)®. Z iroku byl ziskan krom& (+)-strigolu (1) i dalsi

strigolakton, ktery byl pojmenovany sorgolakton (3) (Obr. 4)°.

O. _o

@]
N
sorgolakton 3

Obr. 4 — Sorgolakton.

Vsechny doposud vyizolované latky iniciovaly kli¢eni semen rostlin rodu Striga,
ale nebyly znamy stimulanty, které by totéz zpusobovaly u parazitd rodu Orobanche.
Prvni takova latka byla vyizolovana v roce 1998 z exudatu kofent Cerveného jetele

(Trifolium pretense) a tato latka byla pojmenovana orobanchol (4) (Obr. 5)1.
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Obr. 5 — Orobanchol.

Zajimavou otdzkou bylo, pro¢ by hostitelské rostliny produkovaly strigolaktony,
které umozni jejich lokalizaci parazity, ktefi poté zptisobi jejich thyn. Tato otazka
dovedla védce k zamysleni, Ze musi existovat jiny divod, kvuli kterému jsou tyto latky
vylucovany do pidy. Odpovéd byla ziskdna vroce 2005, kdy byl izolovan
z kofenovych exudatt lekninu japonského (Lotus japonicus) dalsi strigolakton
5-deoxystrigol (5) (Obr. 6). Bylo zjisténo, Ze tato latka iniciuje vznik symbidzy mezi
rostlinou produkujici strigolakton a arbuskularnimi mykorhiznimi houbami
(AM houby). Dale bylo prokazano, ze kromé¢ iniciace této symbidzy strigolaktony
indukuji v&tsi vétveni hyfu AM hub .

o, o

O
-
5-deoxystrigol 5

Obr. 6 — 5-deoxystrigol.

Symbidza je dilezitd hlavné z diivodu poskytovani zivotné dulezitych zivin. AM
houby jsou mikroorganismy nachézejici se v pid¢ a ziskavajici Ziviny pomoci svych
hyf z okolniho prostfedi. Aby symbidza mohla Gspésné probihat je potieba kontaktu
houby s rostlinou, coz se déje pomoci specialnich utvart, nazyvajici se arbuskuly, které
jsou napojeny na kotfenovy systém hostitele. Arbuskuly jsou poté mistem, kde dochazi
k vyméné zivin mezi houbou a hostitelskou rostlinou, kterd poskytuje produkty
fotosyntézy™.

Ve strucnosti lze fici, Ze strigolaktony umoziiuji kliceni semen parazitickych
rostlin a iniciuji symbidzu. VySe bylo zminéno, Ze strigolaktony mohou produkovat

I rostliny, které nejsou hostiteli parazitickych rostlin. Zajimavym faktem je, Ze existuji
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také rostliny, které nejsou hostiteli pro AM houby, a presto strigolaktony produkuyji.
Mezi takové rostliny se fadi napiiklad huseniGek rolni (Arabidopsis thaliana)'® anebo
lupina bila (Lupinus albus)*. Na zakladg tdchto poznatkd se usoudilo, Ze strigolaktony
maji u rostlin jesté dalsi vyznamnou roli.

Prilom nastal v roce 2008, kdy dva nezavislé tymy objevily, Ze strigolaktony
umoznuji inhibici vétveni nadzemnich ¢asti rostlin. Obé skupiny zkousely aplikovat
vysS§i koncentrace strigolaktonli a poté pozorovaly uplné potlaceni vétveni ¢asti stonku,
pfiCemz Umehara a kol. provadéli testy na mutantech ryze a Gomez-Roldan a kol. na
mutantech hrasku. Ze ziskanych vysledkt bylo odvozeno, Ze by se mohlo jednat o jeden
z obrannych mechanismui. Rostlina snizi spotiebu zivin tim, Ze potla¢i vétveni stonku
a naopak se bude snazit zajistit maximalni symbiézu s AM houbami, které jsou

schopny rostlin¢ dodat zivotné dilezité Ziviny pro jeji preziti*>*°.

3.3 Rozdéleni strigolaktonii

3.3.1 Prirodni strigolaktony

Mluvi-li se o pfirodnich strigolaktonech, tak vSechny dosud objevené latky obsahuji
jako zaklad své struktury tricyklicky lakton, ktery je nazyvan jako ABC skelet. Dalsi
dulezitou soucasti je enoletherové spojeni (Obr. 7), které spojuje ABC skelet a furanovy
kruh, ktery je oznaovan jako D-kruh. U pfirodnich strigolaktont je dulezité uvést, ze
kromé& zmén na zdkladnim skeletu hraje podstatnou roli stereochemie, ktera zasadné
ovlivituje biologickou aktivitu strigolaktont. Stereochemie strigolaktonti bude probrana

v kapitole 3.7.

Obr. 7 — Obecné schéma struktury prirodnich strigolaktonii.

Vroce 2005 bylo zjisténo, ze piirodni strigolaktony jsou odvozené od

karotenoidd, jelikoz jejich biosyntéza je odvozena od biosyntézy karotenoidd, kde se
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predev§im uplatiiuji dioxygenasy, které jsou schopny odsStépit karotenoidni zbytek a
poté naslednou kaskadou reakci vznikaji piirodni strigolaktony'’. Biosyntéza

strigolaktont bude podrobné&ji probrana v kapitole 3.6.

3.3.2 Strigolaktonova analoga

Jak jiz bylo zminéno, ptirodni strigolaktony se v rostlinach, poptipad¢ v pad¢, nachazi
ve velmi malych koncentracich a jejich izolace by byla obtizna a nédkladna. Dalsi
moznosti je totalni syntéza, ale vzhledem k mnozstvi chirdlnich center a rozmanité
strukturni variabilité patii tato cesta mezi mén¢ efektivni.

Refenim je piiprava strukturné jednodussich derivati (strigolaktonovych
analogll), které¢ by si zachovaly biologickou aktivitu pfirodnich strigolaktonti. Takové
latky ve své struktufe obsahuji D-kruh, ktery je ptipojeny ke zbytku molekuly pomoci
enoletherového spojeni (Obr. 8).

Ak

Obr. 8 — Dulezita cast strigolaktonovych analogii.

Vyznamnou skupinou strigolaktonovych analogli jsou latky, které byly pfipraveny
tymem profesora Johnsona. Jedna se o slouceniny, které¢ jsou dodnes oznacovany
zkratkou GR. Tyto latky maji jednodussi strukturu, a ackoliv jejich aktivita je mensi nez
u piirodnich strigolaktond, tak jejich vyhodou je jednodussi ptiprava. Vyznamnymi

zéstupci jsou latky GR 24 (6) a GR 7 (7) (Obr. 9)'%*.
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Obr. 9 — Strigolaktonova analoga GR 24 a GR 7.

3.3.3 Strigolaktonova mimetika

Posledni a zaroven nejjednodussi skupinou strigolaktont jsou strigolaktonova mimetika.
Tyto latky obsahuji oproti vySe zminiovanym pouze D-kruh, ktery je pfipojen ke zbytku
struktury. Nékteré vybrané struktury jsou na Obr. 10.

O O
0.0 / /
SN
OO

sacharin-butenolid 8 benzoyl-butenolid 9 salicyl-butenolid 10
0._0._ _o
_F0 0._O.__0
X 0]
\ —
o~
0__0 o~
L<\¢O OH
derivat kyseliny felurové | 11 derivat kyseliny felurové 11 12

Obr. 10 — Vybrana strigolaktonova mimetika.

Predlozené struktury znazornuji variabilitu strigolaktonovych mimetik. D- kruh
muze byt navazan v podstaté na jakykoliv snadno odstupujici zbytek struktury, coz je

A /4 r M o 72
odvozeno od ptedpoklddaného mechanismu ptsobeni 0,
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3.4 Predpokladané mechanismy pusobeni strigolaktonii

Prvnim krokem ve vSech bioprocesech, které strigolaktony iniciuji, je interakce
s receptorem, po které dochdzi ke kaskadé reakci a vyvolani odpovédi ve formé kli¢eni
semen parazitt, iniciaci symbidzy, anebo inhibici vétveni.

V ranych stadiich vyzkumut zabyvajici se strigolaktony nebyl znam protein,
se kterym jsou schopny interagovat, a proto byl v roce 1992 navrzen mechanismus
odvozeny na zékladé¢ chemickych poznatki. Tento model ptedpokladal ptitomnost
nukleofilu v aktivnim misté proteinu, ktery reaguje se strigolaktonem adi¢né-
elimina¢nim mechanismem za soucasného odstépeni D-kruhu. Zbytkovy ABC kruh je
vazan v receptoru a zpusobuje pravdépodobné zménu konformace proteinu, ktera spusti
kaskadu reakci. Tato domnénka byla potvrzena reakcemi s riznymi nukleofily
(benzenthiolat, p-methoxybenzylamin), které nahradily D-kruh v molekule GR 24 (6)*.
Navrzeny mechanismus je znazornén na Schématu 1 a zahrnuje pfirodni strigolaktony

a strigolaktonova analoga, které obsahuji enoletherové spojeni.
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Schéma I — Navrzeny mechanismus piisobeni prirodnich strigolaktonii a

strigolaktonovych analog.

V poslednich letech bylo hlavnim cilem najit a identifikovat protein interagujici se
strigolaktony, popfipad¢ zjistit jakym mechanismem se S$ifi signdl vyvolavajici
biologickou odpovéd'.

Prvnim stfipkem bylo objeveni genu, uplatiiujici se V transdukci signalu

strigolaktont. Tento gen byl nalezen v petiinii a ma oznaceni DAD2. Produktem tohoto
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genu je protein DAD?2 pattici mezi o/f hydrolasy. Zaroven z krystalové struktury bylo
zjisténo, ze v kavité tohoto enzymu se nachazi katalyticka tridda aminokyselin Ser-His-
Asp, ktera se strigolaktonem interaguje. Testy probihaly tak, Ze vyizolovany DAD?2
protein byl inkubovan s racemickou GR 24 (6). Na zakladé¢ HPLC-MS analyzy bylo
zjisténo, ze se ve vzorku nenachazi zadna vychozi latka, ale pouze formylovany ABC
kruh (ABC=CHOH) spolu s neznamou latkou, ktera byla pokladana za artefakt?.

O rok pozdéji byly objeveny proteiny pattici do stejné rodiny hydrolas jako
DAD?2. Jednalo se o protein D14 (DWARF14), ktery byl vyizolovan zryze a D14

(D14L) izolovany z Arabidopsis thaliana®?*

. Zéaroven byl proveden podobny test, kdy
byla laitka GR 24 (6) inkubovana s proteinem D14, kde byla zjisténa piitomnost
formylovaného ABC kruhu (ABC=CHOH), ale také hydroxy D-kruhu (D-OH)®. Zhao
a kolektiv se snazili ziskat krystalovou strukturu tohoto proteinu s navazanou GR 24
(6). Byl navrzen mechanismus, kde se zapojuje tridda aminokyselin Ser-His-Asp.
Po odstoupeni formylovaného ABC kruhu, je druhym produktem hydrolyzy otevieny
D-kruh na kterém je navazany Serin Gcastnici se iniciace hydrolyzy. Dal§im krokem je
pravdépodobné isomerizace dvojné vazby a nasledna konjugovana adice vody, ktera
poskytuje pozorovany intermediat navazany na serin proteinu D14. Laktonizaci

a eliminaci vody vznik4 hydroxy butenolid (D-OH) (Schéma 2)**.

H247(</O D218
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— S97 \ 3 ]
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l T -H,0
4 /O
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42° o &,
* 3\ HO 5\ H
Produkt 1 397 HO
W s97 W S97

Schéma 2 — Navrzeny mechanismus hydrolyzy GR 24 v proteinu D14.
19



Vyse zminény mechanismus neposkytuje idealni vysvétleni, jak by mohlo
dochazet k odstépeni D-kruhu, nicméné byl navrzen dalS$i mechanismus, ktery je vice
realisticky a navazuje na mechanismus znadzornény na Schéma 1. Zde se predpoklada,
ze dochazi ke koordinaci vody s C a D- kruhem strigolaktonii, coz vede k zastaveni
rotace D-kruhu. Tato koordinace zpisobi zvySeni entropie a umozni reakci vedouci
k odstépeni hydroxy butenolidu od formylovaného ABC kruhu za podpory triady

aminokyselin Ser-His-Asp (Schéma 3)%°.

CH,Asp
S
2
H .
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\ :,/ 0]
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: / // L) g O
HOH M o HO N0
TO~H----- OCH,S i (@) imi
K)‘./Hu )Ser adice O) d eliminace % \ + L
A N OH
O 0 Formylovany ABC skelet _/
Fragment
D-kruhu
(HO-D)

Schéma 3 — Predpokladany mechanismus hydrolyzy v proteinu.

Prozatim jsou jednotlivé mechanismy pouhymi navrhy a u obou piipadd je
dualezité upozornit, ze se zabyvaji pouze interakci s receptory v rostlinach, ktera miize
fungovat odliSnym mechanismem neZz v ptipadé AM hub.

Strigolaktonovd mimetika jsou dulezitymi derivaty, jelikoZ jsou strukturné
jednodussi oproti pfirodnim strigolaktonim a strigolaktonovym analoglim, ale
biologicka aktivita je zachovana. Jak jiz bylo dfive uvedeno, tyto mimetika postradaji
enoletherové spojeni a tudiz se predpoklada, ze jejich mechanismus ptisobeni bude jiny.
S prvnim navrhem pfisel profesor Zwanenburg a mechanismus spociva opét
V Michaelové¢ adici na D-kruh v pozici C4, nasledn¢ dochazi k protonovému transferu
a konecné eliminaci odstupujici skupiny (Schéma )% Pozdé&ji bylo zkoumano, jestli
pfitomnost methylové skupiny v pozici C4 bude mit vliv na kli¢eni semen parazita.
Ukézalo se, ze tato pfipravena mimetika nevykazuji aktivitu v iniciaci kliceni semen

parazitické rostliny Striga hermonthica?.
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Schéma 4 — Pravdeépodobny mechanismus strigolaktonovych mimetik.

Zminény mechanismus byl aktualizovan. Napiiklad butenolidy majici v pozici
C-5 aryloxyovy zbytek jsou pravdépodobné hydrolyzovany za odstépeni D-OH kruhu a
ten poté zpusobi konformaéni zmény proteinové kapsy podobné, jako je popsano
v kapitole 3.5.

Mechanismus spociva v Michaelové adici vody na butenolid, nasledovana
intramolekularni transesterifikaci za vzniku D-OH a kyseliny obsahujici arylovy zbytek.
Také se predpoklada, ze pokud je pfitomnd methylova skupina na pozici C4, tak

nemize dojit k adici vody, ktera je dileZita pro tuto drahu (Schéma 5)%.

0. O H,0 HO o

o
Y \Lgﬁo —X—> ArCOH + o
Ar = enzym ~
(HO-D)

Michaelova adice H,O na C-4

Tato dréha o blokow2 Eliminace
ato draha je blokovana
Me na C4 ArCO,H
0._0_ _0O HO
%( e intramolekularni >22 ° ')
Ar transesterifikace Ar O T
HO o H

Schéma 5 — Novejsi mechanismus piisobeni strigolaktonovych mimetik.

Dalsi skupinou strigolaktonovych mimetik jsou debranony, které obsahuji
acetalovy typ spojeni a tudiz pro né nemuze platit stejny mechanismus jako pro
butenolidy obsahujici aryloxy skupinu. V roce 2015 pfisli védci s tim, Ze 1 tyto latky se
Stépi na D-OH a zbytek struktury. Tento zavér byl odvozen na zakladé testi se

strigolaktonovymi mimiky, které mély v pozici C-5 fluorescen¢ni znacku na bazi
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fluoresceinu. Tato latka byla testovana na semenech Striga hermonthica, kde vSechna

vykli¢ena semena vylucovala fluorescencni fluorescein (Schéma 6).

COzEt O  strigolaktonovy
= receptor
LI L

fluorescein-OD (Yoshimulaktonova zelena) fluorescein
s fluorescenci

bez fluorescence

Schéma 6— Fluoresceinem znacené strigolaktonové mimikum.

3.5 Piisobeni strigolaktonii na molekularni Grovni
Objeveni proteinu, ktery je schopen interagovat se strigolaktony je prvni krok
K pochopeni, jak tyto rostlinné hormony pusobi. Po objeveni proteinu DAD2 byly
provedeny experimenty za pomoci dvouhybridniho systému, umoznujici zjistit protein-
proteinové interakce. Vysledkem bylo objeveni interakce mezi DAD2 a PhMAX2
(jeden z D3 homologi, coz je skupina proteint pisobici jako F-box proteiny), ale pouze
pokud byla pfitomna GR 24, bez pfidané latky k interakci nedochazelo®. PAMAX?2 je
sam o sob& soucasti tzv. SFC komplexu (Skp, Cullin, F-box obsahujici komplex)
ve kterém je F-box proteinem. Tento komplex se fadi mezi multikomponentni
E3 ligasy katalyzujici ubikvitinaci proteini umoznujici jejich degradaci v proteasomu.
Jak jiz bylo dfive uvedeno, transdukce signalu strigolaktond patrné zacina
za ucasti o/f hydrolasy. Strigolaktony jakoZzto rostlinné hormony nejsou jedinymi
zastupci, ktefi jsou schopni interagovat s timto enzymem. Dalsi skupinou hormond,
které vyuzivaji o/f hydrolasu K transdukci signalu jsou gibereliny, které¢ se vazi
do receptoru GIDI1, ktery vlivem ligandu méni svou konformaci a spousti signalni
drahu®. Jests pted objevenim struktury GID1 receptoru se védélo, ze se gibereliny
nejspise vazou do receptoru a poté dochazi Kk interakci s proteinem SLR1, ktery patii
do skupiny DELLA proteint, které zptisobuji potladeni indukce signalii giberelint?.
Otazka znéla, jestli signdlni drdha giberelinh mize byt podobna té
strigolaktonové. Prvnim krokem bylo zjiSténi strukturni podobnosti mezi GID1 a D14
(DAD2, D14L) proteiny pomoci rentgenové strukturni analyzy, diky niz se zjistilo, ze
GID1 obsahuje helikalni viko, které D14 nema. Nicméné bylo nékolika nezavislymi
tymy potvrzeno, ze tridda aminokyselin Ser-His-Asp, zptsobi odstépeni hydroxy
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D-kruhu (D-OH) od zbytku struktury strigolaktonti. D-OH se navaze do kavity proteinu
a tim dojde ke zméné konformace proteinu DL14. Zména konformace aktivuje
zformovany komplex, ktery zplsobi degradaci represoru v proteasomu24’25’30. Cela
sekvence je schematicky znazornéna na Obr. 11. Pokud se hydroxy D-kruh aplikuje bez
zbytku struktury, nedojde k zadnému ucinku. Pfedpoklada se, ze ABC kruh vytvari
lipofilni obal a je dalezity pro transport D-kruhu k receptoru?’.

vstup

(fizeno difuzi) !

SL + Protein-represorovy komplex

@ Odstépeni ABC jednotky | yyqrolytické stépeni SL — ABC=CHOH +HO-D
AR O -
—konformaéni zména v D14

— ubikvitinace a degradace represoru

a D degradace represoru

(kliéeni semen, vétveni nadzemni ¢asti atd]

Obr. 11 — Pravdépodobné piisobeni strigolaktonii na molekularni urovni.
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Navic bylo zjisténo na mutantech ryze, ze signalni drahu maze ovlivnit dalsi
protein, ktery je kodovan genem D53 a jeho produkt je substrdtem pro SCF
ubikvitinaéni komplex, ktery zpusobi ubikvitinaci proteinu D53 a jeho naslednou
degradaci v proteasomu a tim vyvolani inhibice vétveni. Naopak pokud je D53 mutovan
tak nemiize byt ubikvitnovan a nasledn¢ degradovan. V rostliné¢ dochazi k hromadéni
proteinu D53, coz vede k inhibici signalu strigolaktoni a nasledné zméné fenotypu,
ktery se vyznacuje v&tsim vétvenim™.

Receptor pro strigolaktony v rostlinnach byl nalezen, ale potvrzeni zda signalni

dréhami iniciaci kli¢eni semen parazitickych rostlin je totozna nebylo provedeno.

3.6 Biosyntéza strigolaktonii

Vroce 2005 se predpokladalo, ze piirodni strigolaktony jsou biosyntetizovany
podobnou cestou jako karotenoidy. Domnénka byla podpoiena testy na mutantech ryze,
ktefi méli pozménény metabolismus karotenoidd, popiipadé byly aplikovany inhibitory
jejich syntézy. Nasledné¢ byly odebrany kofenové exudaty a testovany, zda-li iniciuji
kli¢eni semen parazitickych rostlin Striga hermonthica a Orobanche crenata. V pripadé
S. hermonthica exudaty iniciovaly kli¢eni u 49 % semen, po aplikaci inhibitoru syntézy
karotenoid vedlo ke sniZeni kli¢ivosti na 11 %. V pfipadé O. crenata byly hodnoty
20 % a po aplikaci inhibitoru se kli¢ivost sniZila na 4 %"’

O ti1 roky pozd¢ji byla domnénka potvrzena dal§imi dvéma nezavislymi tymy.
Jednalo se o stejné skupiny, které se postaraly o objeveni funkce strigolaktonii jakoZto
inhibitord vétveni nadzemnich casti. Pouzité mutanty ryze, poptipadé hrachu, mély
mutaci zpUsobujici niz§i aktivitu Stépicich enzymi dioxygenasy 7 (CCD7)
a dioxygenasy 8 (CCD8), uplatnujici se v biosyntéze karotenoidi. U téchto mutantt

bylo zjisténo, Ze jsou strigolaktonove deficientni™*®.

O., 0O

" o
karlakton 13

Obr. 12 — Struktura karlaktonu — prekurzor prirodnich strigolaktonii.
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Prvnim krokem biosyntézy strigolaktoni je reversibilni reakce katalyzovana
proteinem D27 umoznujici 9-cis/all trans izomeraci p-karotenu. Nasledné¢ se do
biosyntézy zapojuje enzym CCD7, ktery stereospecificky $tépi dvojnou vazbu 9-cis-p-
karotenu Vv pozicich C9-C10°. U tohoto enzymu, at’ uz byl pfitomny v Arabidopsis
(MAX3), ryzi (D17/HTD1) nebo hrachu (RMS5), bylo prokazano, Zze hlavnim
substratem je vySe zminény 9-cis-p-karoten a naptiklad all-trans, 13-cis, 15-cis isomery
Stépeni nepodléhaly. Po Stépeni enzymem CCD7 vznikaji dva produkty — B-lonon a
9-cis-B-apo-10"-karotenal, ktery je dale modifikovan enzymem CCD8 (Arabidopsis —
MAXA4, ryze — D10, hrach — RMS1). U tohoto enzymu bylo zjisténo, Ze po aplikaci all-
trans-p-apo-10°-karotenalu vznika B-apo-13-karotenon, ale pokud byl aplikovan 9-cis-
B-apo-10’-karotenal, tak vznika dialezity meziprodukt karlakton (13) (Obr. 12), ktery
byl chybé&jicim ¢lankem ukazujici spojeni biosyntézy mezi karotenoidy a ptirodnimi
strigolaktony. Pfesny mechanismus neni zatim znam, nicmén¢ je urcity navrh, ktery se
snazi vysvétlit vznik tohoto meziproduktu. Predpokladd se, ze CCDS8 je schopny
katalyzovat kombinaci reakci jako jsou naptiklad cis/trans izomerace, opakované
oxidace, popiipadé presmyky podobajici se Baeyer-Villiger oxidaci. Béhem pusobeni
enzymu CCD8 by mélo dochazet ke vzniku druhého produktu, ktery zatim nebyl
identifikovan, coz je patrn¢ zptisobeno velice nizkou stabilitou této 1é1tky31.

Cytochromy P450 jsou monooxidasy, které ve své struktuie obsahuji hem a jsou
schopny katalyzovat Sirokou S$kalu reakci (C-hydroxylace, epoxidace, oxygenace
a atd.)*. Protein MAX1, nachazejici se v Arabidopsis, patii do rodiny cytochromi
CYP711. Vé&dci se snazili zjistit, jestli MAX1 pisobi ve stejné biosyntetické draze jako
proteiny MAX3 a MAXA4, které se podili na biosyntéze strigolaktont. Zajimavé je, Ze
protein MAX1 obsahuje ve své struktufe tzv. kotvici misto pro endoplazmatické
retikulum a na zaklad¢ tohoto poznatku se usoudilo, ze by se tento protein m¢l nachazet
v cytosolu, na rozdil od proteintt D27, CCD7 (MAX3) a 8 (MAX 4), které se nachazi
uvnitt plastidu33. V roce 2013 bylo potvrzeno, ze se MAX1 tcastni stejné biochemickeé
drahy jako MAX3 a 4. Seto a kol. objasnili, ze MAX1 se podili na pfeméné karlaktonu,
coz dokazali aplikaci **C znageného karlaktonu k proteinu MAX1. Vysledkem byla
konverze karlaktonu na latku strigolaktonového typu, ktera ale nebyla zatim

identifikovana®*.
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Je zajimavé, ze naptiklad v genomu ryze l1ze nalézt 5 homolognich genit MAX1
a vsSechny tyhle geny mohou produkovat proteiny, které se mohou ucastnit biosyntézy
strigolaktonti. VSechny tyhle homologni geny byly exprimovany v kombinaci s geny
OsD27, OsCCD7 (D17) a OsCCD8 (D10). Prvnim ze zkoumanych homologt byl gen
0s900, ktery v kombinaci s geny potiebnymi pro tvorbu karlaktonu (OsD27, OsCCD?7,
OsCCD8) zpuisobil vyznamné snizeni mnozstvi karlaktonu. Naopak doslo k produkci
ent-2"-epi  deoxystrigolu (4-deoxyorobanchol), coz bylo ovéfeno pomoci chiralni
LC/MS/MS. 1 ostatni homologni geny, které byly exprimovany vykazovaly produkci
ent-2-epi  deoxystrigolu, ale je dualezit¢é podotknout, Ze v mnohonasobné niz§im
mnozstvi. Dokonce i kvasinky, které jsou schopny exprimovat gen Os900, dokazaly
zprostiedkovat syntézu 4-deoxyorobancholu z karlaktonu (13). Tyto vysledky
demonstruji, Ze protein Os900 je enzym katalyzujici oxidaci karlaktonu za tvorby
strigolaktoni orobancholového podtypu, kdy umoznuje stereospecificky vytvorit

spojeni mezi B a C kruhem (Obr. 13)®.
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Obr. 13 — Biosyntéza prirodnich strigolaktonii.

Dale bylo studovéno, jestli se ostatni MAX1 homologni geny Ucastni dalSich
krokd biosyntézy. Bylo zjisténo, Zze pokud byl exprimovan gen Os1400, tak dochazi
ke snizovani mnozstvi 4-deoxyorobancholu a ke zvySovani mnozstvi pfirodniho
orobancholu (4) a predpoklada se, ze enzym Os1400 je orobanchol synthasa. Navic se
z téchto vysledka usuzuje, ze nejdiive dochazi k tvorbé 4-deoxyorobancholu a az poté
dochazi k modifikacim na B-C kruhu vedouci k pfirodnim strigolaktoniim
orobancholového typu®.

Uvazuje se, Ze diversita strigolaktonii je ddna pravé modifikacemi na uz
zformovaném ABC skeletu. Domnénka byla podpoiena biotesty, které se provadély
na ciroku (Sorghum bicolor). K testované rostlingé byl pfidan deuteriem znaceny

5-deoxystrigol (5) (Obr. 14) a ent-2-epi-5-deoxystrigol (14) (Obr. 14). Tyto znacené
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latky byly absorbovany kofeny a pfeménény na sorgomol (15) (Obr. 14) a ent-2"-epi-
sorgomol (16) (Obr. 14), které byly poté izolovany z kofenovych exudatd. Schéma
pfemény je znazornéno na Obr. 14. Pokud byl zaroven aplikovan inhibitor cytochromu
P450 k této konverzi nedochazelo a piitomnost téchto enzymu je patrné dulezitd pro
tvorbu p¥irodnich strigolaktonii v rostlinach®.

Porozuméni biosyntézy strigolaktond tak zatim neni kompletni a je potfeba
vyplnit mnoho mezer nez bude pochopeno, jak je rostlina schopna tyto hormony

syntetizovat.

5-deoxystrigol (5) ent-2"-epi-5-deoxystrigol (14)

Sorghum bicolor ¢

sorgomol (15) ent-2"-epi-sorgomol (16)

Obr. 14 — Premény 5-deoxystrigolu a ent-2 -epi-5-deoxystrigolu.

3.7 Stereochemie strigolaktont
Uz pii zbéZzném pohledu na vSechny pfirodni strigolaktony lze vypozorovat, Ze ve své
struktufe obsahuji nékolik chirdlnich center a zjistit pfesnou strukturu jednotlivych
zastupcl nebylo vzdy jednoduché.

Jako ptiklad lze uvést orobanchol, ktery byl izolovan uz vroce 1998
z kotenovych exudati cerveného jetele a jeho struktura byla pouze navrzena na zakladé
spektralnich dat'®. Aby se potvrdila struktura orobancholu, kterd byla navrhnuta,
syntetizoval Matsui a kolektiv derivaty, které by mohly odpovidat navrzené struktuie a
ty pak byly jednotlivé porovnany s latkou nachazejici se v kofenovych exudatech za

pomoci GC-MS. Puvodné navrzena struktura obsahovala OH skupinu na A kruhu (17)
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(Obr. 15). Po jejich syntéze bylo zjisténo, Ze spektralni data neodpovidaji. Naopak se
shodovala spektra jiné ptipravené latky (18) (Obr. 15). Mori a kolektiv piedpokladali,
7e hledanym strigolaktonem je struktura (18) (Obr. 15) a Ze stereochemie odpovida (+)-
strigolu (1). Navic se po téchto zjisténich a tvahach véfilo, Ze vSechny pfirodni

strigolaktony maji absolutni stereochemii podobnou (+)-strigolu (1) .

(0] P O///, O ",
(17 (18) 4)

Obr. 15 — Predpokladané struktury 17, 18 a sprdavna struktura orobancholu 4.

Zlom nastal v roce 2011, kdy se znovu prové&iovaly aktivni latky z kofenovych
exudati Cerveného jetele, kdy bylo prokazano, Ze struktura orobancholu, ktera byla
navrzena vroce 1999, odpovida, ale absolutni stereochemie je odlisna. Tim bylo
vyvraceno, Ze je orobanchol (4) odvozen od (+)-strigolu (1)

Neméné zaludné bylo objevovani struktury alektrolu, ktery byl objeven
a izolovan z lusténiny vigna v roce 1992. Prvnimi ptedpoklady, jak by mohl alektrol
vypadat, byly odvozeny na zakladé fyzikalné-chemickych vlastnosti a chovani béhem
chromatografickych analyz, které byly vztazeny vzhledem k vlastnostem vuéi (+)-
strigolu (1). Navrzena struktura (19) je zndzornéna na Obr. 16. Zaroven se
predpokladalo, Ze stereochemie odpovida (+)-strigolu (1)*. V roce 1998 se Mori
a kolektiv pokouseli strukturu (19) (Obr. 16) pfipravit, coz se jim povedlo, ale
na zakladeé srovnani spektralnich a chromatografickych dat zjistili, ze se nejednd o tutéz
pfirodni latku®. Hned v témze roce byla jinym tymem navrzena odlisna struktura, ktera
by mohla odpovidat spektralnim datim, které byly prozatim ziskany*. Zda-li tato
struktura opravdu odpovida ptirodnimu alektrolu, bylo upfesnéno az o 10 let pozdé;i,
kdy se skupina profesora Zwanenburga pokousela strukturu (20) syntetizovat. Totalni
syntéza byla Gspésna az do posledni kroku, kde zbyvalo odstépit Silylovou chranici
skupinu, ktera se nachédzela na hydroxy skupin¢. Béhem deprotekce doslo ke spontanni
intramolekularni transesterifikaci a vzniku piivodni navrzené struktury (19) (Obr. 16)*.
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Struktura alektrolu zlstavala zatim neobjasnéna, ale v roce 2008 bylo zjisténo,
ze alektrol lze izolovat 1 zjetele. Na zaklad¢ detailnich spektralnich
a chromatografickych analyz byla odvozena uz tfeti struktura, jak by mohl alektrol
vypadat. Jednalo se o orobanchyl acetat (21) (Obr. 16), ktery jiz byl syntetizovan, ale
bohuzel pro nedostatek dat, se kterymi by se dala izolovana struktura porovnat, nebylo

potvrzeno, jestli se jedna opravdu o alektrol®.

Oo.__0
(19) = (20) —

Obr. 16 — Prepokldadané struktury alektrolu.

O tfi roky pozdé&ji, byla kone¢né potvrzena spravna struktura alektrolu, ktery lze
izolovat z vigny a jetele. Béhem zjistovani se alektrol izoloval z kofenovych exudati
jetele. Kromé spektralnich a chromatografickych dat se také zjistovalo, jak je izolovana
latka schopna staet rovinu polarizovaného svétla, popiipad€ byly zméfena CD spektra,
ve kterych se vyuziva cirkularné polarizované svétlo. Po téchto méfenich byla
jednozna¢né zjisténa struktura alektrolu (22) (Obr. 17), vcetné jeho absolutni

stereochemie®,

O
=
alektrol (22)

Obr. 17 — Struktura alektrolu.

Oba dva zastupci demonstruji slozitost a rozmanitost t€chto ptirodnich latek, u kterych
hraje zasadni roli jejich stereochemie, kterou neni vzdy jednoduché urcit.

Do této chvile bylo nalezeno pfiblizné 10 pfirodnich strigolaktonti mezi néZ patii
naptiklad vySe zminény (+)strigol (1), sorgolakton (3) a orobanchol (4). Na zakladé
absolutni stereochemie dosud znadmych piirodnich strigolaktond, Ize jednotlivé zastupce
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rozdelit do dvou skupin (rodin). Prvni skupinou jsou strigolaktony, které maji ve své
struktufe stejnou stereochemii BCD spojeni jako pfirozené se vyskytujici (+)strigol (1).
Do této rodiny lze zatadit piirodni strigolaktony jako jsou (+)-sorgolakton (3), (+)-
sorgomol (15), (+)-deoxystrigol (5) (Obr. 18)*,

(+)-strigol (1)

: 0.0 HO
gt

O//"r O O///,, O O//’u O
— 0] — (0] — @)
sorgolakton (3) sorgomol (15) 5-deoxystrigol (5)

Obr. 18 — Prirodni strigolaktony patrici do rodiny odvozené od (+)-strigolu.

Druhou rodinou jsou pak pfirodni strigolaktony, které maji stereochemii BCD
spojeni odvozenou od pfirozené se vyskytujiciho orobancholu (4). Zde se fadi naptiklad

fabachyl acetat (23), orobanchyl acetat (24) a solanakol (25) (Obr. 19)*.
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orobanchol (4)

fabacyl acetat (23) orobanchyl acetat (24) solanakol (25)

Obr. 19 — Prirodni strigolaktony patrici do rodiny odvozené od orobancholu.

Slozitost piirodnich strigolaktonti, 1ze znazornit na (+)-strigolu (1), kdy tato
jedina latka ma celkové 8 stereoizomert, kdy v rostlinach se nachazi pouze (+)-strigol
(1) a zbylych 7 stereoizomert bylo pripraveno synteticky™. Struktury viech moznych

stereoizomeru (+)-strigolu jsou znazornény na Obr. 20.
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OH “—Q

(+)-strigol (1) (+)-2’-epi-strigol (25) (+)-5-epi-strigol (26)  (+)-5-epi-2"-epi-strigol (27)

ent-strigol (28) )-ent-2"-epi-strigol (29) )-ent-5-epi-strigol (30) (-)-ent-5-epi-2 -epi-strigol (31)

Obr. 20 — Stereoizomery (+)-strigolu.

Znalost absolutni stereochemie neni dulezitd jen pro identifikaci jednotlivych
prirodnich strigolaktonti nachazejici se v rostlinach, ale hraje zasadni roli pfi aktivité
téchto latek. Tato skutenost je opét demonstrovana na stereoizomerech (+)-strigolu (1).
Vsech 8 stereoizomeril bylo testovdno, jestli budou iniciovat kliceni semen parazitické
rostliny Striga hermonthica. Biotesty ukazaly, ze nejvice aktivni je pfirozené se
vyskytujici (+)-strigol (1), ktery zpisobil kliceni u 95 % semen pii koncentraci 10°M.
Ostatni stereoizomery pfi stejné koncentraci ani zdaleka nedosahuji, tak vysoké aktivity
(Graf 1)*.
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Graf 1 — Biotest stereoizomerii (+)-strigolu na kliceni semen S. hermonthica.

3.8 Strategické pristupy k syntéze strigolaktonii

Syntéza strigolaktond je dulezita nejen z pohledu vyzvy pro organické chemiky, ale
zejména kvuli jejich malému mnozstvi a obtiznosti izolace z kofenovych exudati
rostlin. Také se jedna o dilezity nastroj, ktery pomaha rozlustit strukturu a stereochemii
pfirodnich strigolaktonli, coz nékdy nebylo snadné, jak bylo popsano vyse.
V nésledujicich podkapitolach jsou probrany piistupy syntézy piirodnich strigolakton,

strigolaktonovych analogi a strigolaktonovych mimetik.

3.8.1 Totalni syntéza prirodnich strigolaktoni
Ptiprava pfirodnich strigolaktoni je zaloZena zejména na tfech klicovych krocich.
Nejprve se jednd o piipravu samotného ABC skeletu, ktery je obsazen u vSech
pfirodnich strigolaktonti a nasledné se provadi potiebné modifikace na tomto skeletu,
které se tykaji hlavné kruhit A a B. Finalnim krokem syntézy je navazani D-kruhu.
Tento sled reakci neni striktné urcen a lze ho pozménit tak, ze nejdiive lze k ABC
skeletu napojit D-kruh a az poté se provadi modifikace A a B kruhu, vedouci
k jednotlivym zastupctim.

Nejvice kroki zcelé totalni syntézy vyzaduje ptiprava ABC skeletu. Jako
priklad 1ze uvést syntézu, ktera vychazi z relativné snadno dostupného mesityl oxidu,
ktery je nejdiive pieveden na derivat cyklohexen karboxylové kyseliny, ktery nasledné

podléha Nazarové cyklizaci za vzniku AB skeletu a po sérii dalSich reakci je ziskan
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ABC skelet, ktery obsahuje 2 stereogenni centra. Pfednostné vznika cis-BC lakton
a pres pritomnost 2 stereogenich center vznikaji pouze dv¢ latky (racemicky ABC
skelet 32). Vytézky jednotlivych krokd se v priméru pohybuji okolo 80 %, a celkovy

vytézek pak 20 %*". Obecna piiprava ABC skeletu je znazornéna na Schématu 7.

o]
7 kroku S'Me3
SnCI4

[Nazarovar.]

4 kroky

rac. ABC skelet (32)

Schéma 7 — Obecné znazornéni pripravy ABC skeletu prirodnich strigolaktonii.

Ptipojovani D-kruhu ke zbytku struktury je provadéno zejména cestou, ktera
zahrnuje formylaci ABC skeletu v piitomnosti baze a vznikly enolat poté reaguje
s bromovanym, popiipadé chlorovanym D-kruhem. Jako baze se hojné vyuziva tert-
butoxid draselny, hydrid sodny anebo tercidrni aminy. Pfesny mechanismus napojeni
D-kruhu k ABC skeletu neni popsan. Pro bromaci pftislusného D-kruhu se vyuziva
zejmeéna radikalové bromace za pouziti NBS a radikélovach iniciatorti. Finalni napojeni
D-kruhu probihd bez stereochemické kontroly a v piipadé pouZiti racemického ABC
skeletu (32) wvznika smés diasteromerd. Ptiklad vzniku diasteromerni smési je
demonstrovan na 5-deoxystrigolu  (Schéma 8). Diasteromery lze separovat
chromatograficky, poptipads rekrystalizaci®'.
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D-kruh
X + AN
O/z,,, (@) > (@)
o o
= =
rac. 32
rac. 5-deoxystrigol (33) rac.-2 -epi-5-deoxystrigol (34)
(jeden z enantiomeru) (jeden z enantiomeru)

Schéma 8 — Napojeni D-kruhu na racemicky ABC skelet.

Existuji dva zptsoby jak docilit stereokontroly napojeni D-kruhu. Prvni pfistup
vyuziva homochiralniho D-kruhu, ktery lze ziskat Diels-Alderovou reakci mezi
anhydridem kyseliny monomethyl maleinové a cyklopentadienem. Jedna karbonylova
skupona je zredukovéna za vzniku hydroxy laktonu, ktery je podroben kinetickému
rozliSeni za pomoci PS lipasy. Enantiomerné ¢isty hydroxy lakton je poté chlorovan

pomoci thionyl chloridu (Schéma 9).

0 lf
¢

Diels-Alderovarr. O
0]
0) o]
. OH
LiAIH(OtBut)3 o PS lipasa 90% ee
B — e
vinyl acetat (o)
o) OH
0]
) 0O OAc
SOCl, 90% ee
O —>» 0]
OH Cl
90% ee )
0] 0]
1) TFA
O —F—>» O
2) SOCl,
OAc Cl
90% ee *)

Schéma 9 — Priprava homochiralniho prekurzoru D-Kruhu.
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Takto ptipraveny D-kruh je napojen klasickym zpiisobem, jako je popsano vyse
a poslednim krokem je odstépeni cyklopentadienu, které se provadi termicky v ortho-

dichlorbenzenu®®. Této strategie se vyuziva napiiklad pii syntéze sorgolaktonu (3)

(Schéma 10)*.
i 0O
1)KOt-But, HCOOEt -
> AN
2) o S
rac. ABC skelet K:Eéo ,

cl
)

o-dichlorbenzen | reflux

0,

, O
~ o
Sorgolakton (3)

Schéma 10 — Syntéza sorgolaktonu.

Druhym pfistupem je vyuziti napojeni D-kruhu za katalyzy paladiem a pouZiti
chiralniho Trostova DACH-fenyl ligandu. Tato strategie byla zatim pouZita pro piipravu
strigolaktonovych analogi GR 24 (6) a GR 7 (7)°, jejichz syntéza s vyuzitim
asymetrické katalyzy je probrana v kapitole 3.8.2.

Konkrétnim ptikladem riznych piistupl totalni syntézy ptirodnich strigolaktonti
lze zndzornit na strigolu. Prvni totalni syntéza byla uspésné provedena uz v roce 1974.
Jako vychozi latka byl pouzit 2,2-dimethylcyklohexanon (35) (Schéma 11), u kterého se
vyuzila Nazarova cyklizace pro vznik AB kruhu, ktery byl poté alkylovan za vzniku
ketoesteru (36) (Schéma 11). Pied uzavienim C-kruhu byla zavedena hydroxy skupina
na A-kruh, cela syntéza ABC skeletu byla s vytézkem 30 %. Nakonec na odpovidajici
racemicky ABC skelet (37) (Schéma 11) byl piipojen D-kruh®. Dalsi p¥istupy vychazeji
zjiné pocatecni vychozi latky a to citralu (38) (Schéma 11) s celkovym vytéZzkem
16 %2 anebo a-iononu (39) s celkovym vyt&zkem 28 % (Schéma 11)>, jina syntéza
zase zaCina kondenzaci mesityloxidu (40) a ethyl acetoacetatu (41) (Schéma 11)

s celkovym vytézkem 38 %>*. Ve viech uvedenych ptikladech je syntéza ABC skeletu
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zdlouhava a vyzaduje mnozstvi krokt, které se hodi pro laboratorni vyuziti, ale ne pro

pfipravu ve vétSim meétitku. Na schématu 11 jsou obecné zndzornény jednotlivé

syntézy.
o]
o O 1) allylova bromace o
4 kroky CO;Me  2) AgOAC
— '
(35) (36) OH
(@] (o) rac. ABC skelet (37)
l ; |
10 kroku X |
~ | —» rac. 37 8 kroku 3 rac. 37
(38) (39)
= COEL g kroka
— - rac. 37
o} O
(40) (41) napojeni
D-kruhu

o o
S 0 S ©
rac. strigol (1) rac. epi-strigol (25)
(jeden z enantiomeru) (jeden z enantiomeru)

Schéma 11 — Obecné syntetické pristupy pripravy strigolu.

(24

Metoda, ktera Ize vyuzit pro vyrobu ve vétSim méfitku, se opét nejdiive zamétuje na
vybudovani ABC skeletu postupem znizornénym na schématu 7, poté nasleduje
oxidace A kruhu a nakonec napojeni D-kruhu klasickym zpisobem (Schéma 12).
Posledni krok lze zatadit pied oxidaci, ktera se po pfipojeni D-kruhu provadi pomoci
oxidu selenicitého, a nakonec nasleduje oxidacné/redukéni sekvence, ktera umoziuje

ménit konfiguraci hydroxy skupiny na A-kruhu (Schéma 13)*.
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rac. ABC skelet
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0. ° 0.0
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OH OH
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D-kruhu 1 + 25

37
Schéma 12 — Jeden z pristupii praktické syntézy strigolu

0. P 0P
AN + X
O,,/ﬁ (@] 0 O
Efo 0
\
rac.-2"-epi-5-deoxystrigol (34)

rac. 5-deoxystrigol (33)
(jeden z enantiomeru) (jeden z enantiomeru)

dioxan | SeO,

0/,
(0]
-
rac. 45 rac. 46
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2) NaBH,
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/

OIn

1 + 25

Schéma 13 — Alternativni cesta praktické syntézy strigolu
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Dalsim dulezitym zastupcem je orobanchol (4), ktery je nejvice vyskytujici se
ptirodnim strigolaktonem. Jeho totdlni syntéza spociva v podobném postupu, ktery se



uplatiuje u syntézy strigolu (Schéma 12). Piipraveny ABC skelet je oxidovan a vznikaji
dva produkty v poméru 3:1 v neprospéch latky (43) (Schéma 12), ktera se pouziva pro
dal$i kroky syntézy. Nasledné je keto skupina na B-kruhu zredukovana a pomoci
Mitsunobu reakce je invertovano centrum. Poslednim krokem je opét napojeni D-kruhu
ke zbytku struktury (Schéma 14). Syntéza znazoriiuje ptipravu ptvodni predpokladané
struktury orobancholu, ktera se nakonec ukazala jako $patna®’. P¥rodni orobanchol je

enantiomer latky 50.

CrO
32 s 42 + 43
0.0
43 NaBH4 Mltsunobu r.
CeCI3 /
OH
(47) (48)
napojeni 0P 0 °
48 D-kruhu >
X X
oH 9n0 on ON\-o
Efo 0
= =
rac. orobanchol (49) rac. 2'-epi- orobanchol (50)
(jeden z enantiomeru) (jeden z enantiomeru)

Schéma 14 — Jeden z pristupu syntéz orobancholu.

Jina syntéza vedouci k orobancholu vyuziva allylového pfesmyku alkoholu, ktery se
ptipravuje ze syn-epoxidu (51) (Schéma 15) nachazejici se na ABC skeletu. Je dulezité
podotknout, ze zaroven vznika i anti-epoxid (52) (Schéma 15) ze kterého lze ptipravit
strigol. Jednotlivé epoxidy vznikaji v poméru 1:1,5 v neprospéch syn-epoxidu (51)
(Schéma 15)>. Pokud by se srovnaly jednotlivé syntézy orobancholu, které jsou zde
uvedeny, tak tato syntéza poskytuje o trochu lepsi pomér oproti syntéze znazornéné

vyse (Schéma 14).
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Schéma 15 — Alternativni pristup syntézy orobancholu.

Jednotlivé syntézy ptirodnich strigolaktonti ukazuji, Ze nejvice krokli vyzaduje
ptiprava ABC skeletu. Nicméné i pfes mnozstvi reakci, které jsou potieba, 1ze nckteré
postupy vyuzit i k pfipravé v gramovém mnozstvi. Dal§im kritickym bodem je zavedeni
funk¢nich skupin na kruhy A a B, kam patii pfedevsim selektivni oxidace téchto kruht,

w7 v ’ , 7 . v ’ . o 47
popiipade zavedeni spravné stereochemie v molekule ptirodnich strigolaktoni

3.8.2 Syntéza strigolaktonovych analogi

Hledani strigolaktonovych analogli, které by byly jednodu$si oproti pfirodnim
strigolaktonim probihalo na zaklad¢ zjiSténi, které Casti struktury jsou nezbytné pro
biologickou aktivitu. Strigolaktonova analoga jsou definovana jako slouceniny, které
obsahujici D-kruh, ktery je pfipojen k a,f-nenasycenému enonu pomoci enol-
etherového spoj eni*’

Zjistovani esencialnich ¢asti pro aktivitu 1ze demonstrovat na strigolu, ktery byl
systematicky zjednodusovan. Nejdiive doslo k zdaméné A-kruhu strigolu za benzenové
jadro, kdy vznikla latka pojmenovana GR 24 (6). Pokud se cely A-kruh odstrani, vznika
latka GR 7 (7). Obé dvé zminéné latky jsou vyrazné aktivni v iniciaci kli¢eni semen
parazitickych rostlin®’. Prvky, které hraji dillezitou roli v aktivité strigolaktoni jsou

znazornény na Obr. 21.
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Spravna stereochemie
je nezbytna

* 0
Modifikace na A-kruhu D )=o0
neovlivnuje aktivitu

Obr. 21 — Duilezité casti pro aktivitu strigolaktonovych analogii.

Nejvetsi pozornost je upiena predev§im na latku GR 24, ktera se pouziva jako
pozitivni kontrola ve vSech testech co se tyka biologické aktivity strigolaktond.
Rozsifeni této latky v biotestech zpuasobilo aktivni zajem o jeji syntézu. Prvni syntéza
byla provedena skupinou profesora Johsona, kde vychozi latkou byl 1-indanon, ktery
byl pfeveden na 1-oxo-indanyloctovou kyselinu, ktera je nasledné redukovana a poté
zacyklena za vzniku ABC skeletu'®. Mangus a kolektiv malinko pozménil syntézu
vedouci k 1-oxo-indanyloctové kyseliné (53) (Schéma 16), dale pak pokracoval
obdobné jako Johnson a kolektiv®. Je popsana jesté dal§i syntéza, ktera op&t vychazi
z 1-indanonu, ale vtomto piipadé dochazi ke kondenzaci s glyoxalovou kyselinou.
Produkt kondenzace se redukuje vodikem a ziska se opét 1-0xo-indanyloctova kyselina
(53) (Schéma 16)*. Stobbeho kondenzace mezi benzaldehydem a methyl sukcinatem je
prvnim krokem efektivni syntézy vedouci opdt k (53) (Schéma 16)°. Vsechny

4 zakladni metody syntézy GR 24 jsou znazorné€ny na Schématu 16.
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Schéma 16 — Zakladni metody pripravy GR 24.

=

Vyse bylo zminéno, ze strigolaktonova analoga lze pfipravit za pomoci paladiového
couplingu. Publikovana metoda byla pouzita pro enantioselektivni syntézu GR 24, GR 7
a Nijmegen-1. Enantioselektivni syntéza vyuziva v klicovém kroku napojeni D-kruhu
pomoci chiralniho Trostova ligandu DACH-fenyl. V reakci dochazi k O-alkylaci
formylovaného ABC skeletu za pomoci D-kruhu obsahujici v pozici C-5 odstupujici
skupinu. Zwanenburg a kolektiv vyuzivali jako odstupujici skupinu tert-butyl karbonat
a jako zdroj paladia Pdy(dba)s. Pti ptipravé GR 24 pouzili racematy obou reagujicich
komponent, kdy nakonec dostali smés diasteromerti a dosahli 90 %, respektive 100 %
enantiomerniho ptebytku. V pfipadé¢ Nijmegenu-1 (59) (Schéma 17), ktery obsahuje

pouze 1 chiralni centrum, dosahli enantiomerniho piebytku 96 % (Schéma 17).
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Schéma 17 — Enantioselektivni syntéza strigolaktonovych analogu.

Vyuziti chirdlnich ligandii a katalyzatorti je elegantni, ale bohuzel cenové
nevyuzitelné ve vyrobé ve vétSim mefitku. Potenciondlni vyuziti téchto latek
v agrochemickych aplikacich vyzaduje jednoduché postupy, které by byly snadno
aplikovatelné. Aktualné se nejvice vyuziva spiSe separace za pomoci chiralnich kolon
nez vyuziti enantioselektivni syntézy. V poslednich letech se ukazuje, Ze skupina latek
obsahujici pouze D-kruh strigolaktonii (strigolaktonovd mimetika) vykazuji slibné
aktivity zejména v oblasti iniciace kliCeni semen parazitickych rostlin a jejich
jednoducha struktura je predurcuje jako kandidaty pravé pro vyuziti v agrochemickych

aplikacich®’.
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3.8.3 Syntéza strigolaktonovych mimetik

Strigolaktonovd mimetika jsou definovana jako latky, které obsahuji D-kruh
strigolaktontl, na kterém je v pozici C-5 napojen zbytek struktury. V této chvili jsou dvé
skupiny strigolaktonovych mimetik.

Do prvni skupiny patii latky s fenoxy skupinou. Jedna z nejaktivnéjsich latek je
para-bromo-fenyloxy butenolid (60), ktery sice neni tak aktivni v iniciaci kliceni semen
parazitickych semen, ale na druhou stranu je u¢innym inhibitorem vétveni nadzemnich
¢asti. Tato skupina latek se oznacuje jako debranony a na aromatickém jadie obsahuji
rizné substituenty, které ovliviiyji jejich aktivitu, ktera je obecné vysoka predevsim, co

se ty&e inhibice v&tveni, u kterého dosahuji podobné aktivity jako GR 24°%

OH Br 0)
X =

X= Br (60), Cl, CHj, atd.

0
0 O O
Br. [e) Jj\
| X ONa =0 _DMF o, | X o
/F * [
X X

X=H, 0-OH, p-OMe, p-NO,

O
o O O
HO
O T
pyridin Y/
N Cl —_

@)L C S D OAJ%
/G S =
X X

X=H, p-OMe, p-NO,

Schéma 18 — Obecny postup syntézy strigolaktonovych mimetik.

Druhou skupinou jsou latky, které byly pfipraveny Vv podstaté soucasné s debranony.
Tyto mimetika obsahuji aryloxy skupinu napojenou na D-kruh v pozici C-5. Tyto latky
se vyznacuji jako iniciatory kliceni paraziti, zejména u parazitické rostliny Orobanche
cernua®. Obg skupiny latek jsou jednoduché na piipravu a jejich syntéza spociva

V substituci bromovaného D-kruhu a pfisluSnym zbytkem struktury, popfipadé se
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vyuziva hydroxy butenolidii a acylchloridl. Jednotlivé syntézy jsou znazornény na

Schématu 182026°8

46



4 Vysledky a diskuse

Cilem praktické casti diplomové prace byla pfiprava strigolaktonovych analogl
a mimetik, které¢ ve své struktuie obsahuji D-laktamovy kruh. Syntéza byla zamétena
pifedevsim na analoga podobna slouceniné GR 24, kterd je obecné piijimana jako
pozitivni kontrola ve vSech biotestech tykajicich se strigolaktonové aktivity. Strukturni
podobnost mezi GR 24 a pfipravenymi analogy umoziiuje jejich porovnani a urceni
jestli se jedna o inhibitory popiipad¢ aktivatory. Piipravena analoga poté byla testovana
V biotestu urcujici aktivitu vuci iniciaci klieni semen parazitické rostliny Striga
hermonthica. Pii syntéze byla strategie nejdiive zaméfena na metodologii pfipravy
jednotlivych laktamovych kruhti. Nasledovala syntéza ABC skeletu a nakonec

spojovani jednotlivych fragmentd (Schéma 19).

R1
o0 0 ° ,
X N
A R - N 2L€:O
R
o HO
N
o)

O
R1\ 1
o N o R
p HO N
(0] , X + O
R2 R2 =

Schéma 19 — Obecné zndazornéni pripravy strigolaktonovych analog a mimetik.
4.1 Priprava laktamovych kruhi

4.1.1 Priprava mono a dimethyl imidi
Prvnim krokem syntézy byla piiprava piislusnych cyklickych imidd 63 a 64. Jako

vychozi latka byl pouzit komeréné dostupny anhydrid kyseliny dimethylmaleinové,
respektive anhydrid kyseliny monomethylmaleinové. Jako zdroj amoniaku slouzil
HMDS (hexamethyldisilazan)™, respektive octan amonny®.
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HMDS, MeOH

o) >
O DMF, r.t. ©
s Y
CH3COONH,
R » R

R= Me (61) AcOH, reflux R= Me (63)
R=H (62) R=H (64)

Schéma 20 — Priprava mono a dimethylimidu.

Metoda vyuzivajici HMDS probihala za laboratorni teploty, kdy dochazelo
k aplné konverzi vychozi latky. V reakci byl MeOH pouzit jako reakéni komponenta,
ktera z HMDS generovala methoxytrimethylsilan a amoniak, ktery poté reagoval s 61
za vzniku 63. Pfitomnost methoxytrimethylsilanu byla potvrzena autory Davis
a kolektiv, ktef vyuzili GC-MS a NMR (*H a *C)*. Po &isténi produktu pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu byla ziskana pevna bila latka s vytézkem 90 %.
Obdobné podminky byly aplikovany i pro ptipravu imidu 64. Podminky se lisily pouze
ve zvySené teploté (80 °C), kdy byl ziskan produkt jako pevna bila latka ve vytézku
63 %. Literatura udava vytézek 80 %°. V obou piipadech lze zaménit kyslikovy atom
za dusik pomoci octanu amonného jakozto zdroje amoniaku. Touto metodou bylo
dosazeno nizsiho vytézku v obou ptipadech, kdy 63 byla ziskana ve vytézku 80 % a 64
ve vytézku 56 %. V piipadé metody, kde se pouziva HMDS, se sice dosahuje vyssich
vytézki, ale je potteba 10-ti nasobného pirebytku HMDS. I pies niz$i vytézky se v ramci
uspor preferoval postup vyuzivajici octan amonny V kyseliné octové z divodu

jednodussi manipulace a izolace produkti.

4.1.2 N-methylace monomethyl a dimethylimida
Jednotlivé imidy 63 a 64 byly methylovany na dusikovém atomu. V piipadé

dimethylového imidu 63 byly testovany dvé methylaéni Cinidla, a to methyljodid
a dimethylsulfat. S prvnim zminovanym c¢inidlem probihala reakce s vytéZzkem
38-40 % a reakéni doba byla 12 hodin®®. Pouziti dimethylsulfitu vedlo ke zvyseni
vytézku na 70-73 % a zaroven ke zkraceni reakcéni doby na polovinu. Obé zminéné
reakce probihaly v acetonu za pfitomnosti uhli¢itanu draselného jako baze (Schéma 21).
Vysledny produkt 65 byl ¢istén vakuovou destilaci, po které byl ziskan jako bezbarva

olejovita kapalina.
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H /
OxN KoCOj, X ON-N
~ 0o > =~ o
R Aceton, reflux R
R= Me (63) R= Me (65)
R= H (64) R= H (66)
Methylaéni Vytézek (63) Cas
¢inidlo (X)
CHal 38-40 % 12 h
Me,SO4 70-73 % 6 h

Schéma 21 — Methylace monomethyl a dimethylimidu.

Imid 66 byl ptipravovan jen za pomoci dimethylsulfatu, kdy reak¢ni podminky
zustaly zachovany. V tomto ptipadé byl celkovy vytézek nizsi (52 %) a vysledny imid
66 byl cistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu a ziskan ve formé

bezbarvé olejovité kapaliny.

4.1.3 Redukce prisluSnych imidi
Jednotlivé imidy 63, 64, 65, 66 byly podrobeny dvoustupiiové redukci, kdy nejdiive

doslo k redukci na piislusné hydroxylaktamy. V pfipad¢ imida 63 a 65 se jednalo
0 symetrické substraty, kde nebylo potieba pouziti objemnéjSiho redukéniho €inidlo.
Reakce byla provedena v methanolu a vlastnim redukénim ¢inidlem byl borohydrid
sodny (Schéma 22).

R R
0) ! HO (
o NaBH, o
S MeOH, 0°C =
R,=H (63) R,=H (67)
R,= Me (65) R,= Me (68)

Schéma 22 — Redukce symetrickych imidii 63 a 65.

Oba produkty byly cistény pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu.
Hydroxylaktam 67 byl ziskan jako pevna bila latka s vytézkem 68-73 %. Produkt 68 byl
izolovén jako bezbarva olejovita kapalina s vytézkem 92 %.

V pfipad¢ monomethylovych imidi 64 a 66 bylo zapotfebi redukovat

karbonylovou skupinu na pozici C-5. Pro regioselektivni redukci bylo zapotiebi pouziti
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objemnéjsiho redukéniho €inidla, které by pfistupovalo z méné stéricky branéné strany.

K redukci byl pouzit DIBAL-H. V literatufe je udavan vytézek 98 % pfii regioselektivité

99:1 ve prospéch hydroxylaktamu 69. Ziskané vysledky odpovidaly literatuie a vytézek

byl nepatrné niz$i (93 %). Vysledny produkt 69 byl ¢istén pomoci sloupcové

chromatografie na silikagelu a izolovan jako pevna bila latka. DalSi moznosti je

rekrystalizace z ethylacetatu (Schéma 23).%.

R R
O HO__N
0] DIBAL-H 0]
=~ —> Sy
THF, -78°C
R=H (64) R=H (69)
R= Me (66) R= Me (70)

Schéma 23 — Regioselektivni redukce nesymetrickych imidii 64 a 66.

Mase a kolektiv vysvétluji regioselektivni redukci 64 komplexaci redukéniho

¢inidla s karbonylovym kyslikem na C-5. Pfipadna kompletace na kyslik nachézejici se

na C-2 je limitovéna stérickou zabranou zptsobenou substituentem R (Schéma 24).

H

DIBAL-H
| o (r)
. -
“0 Nko
C5 ‘CZ
o)
]

v

OH
R, R
| N-R? | N-R?
O OH
C2 adukt C5 adukt
minoritni majoritni

Schéma 24 — Predpokladany mechanismus regioselektivni redukce imidu 64.
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Pti ptipravé hydroxylaktamu 69 bylo zjisténo, Ze je ¢astené rozpustny ve vode.
Pokud byla béhem zpracovani pouzita liquid-liquid extrakce, ¢ast produktu ziistavalo ve
vodné fazi a tim dochéazelo ke snizovani vytézku reakce. Ukazalo se, ze nejlepsi
strategii izolace Zzreakéni smési je vyuziti extrakce V Soxhletové reaktor.
Regioselektivita redukce byla ovéfena pomoci 2D-NMR (HMBC), kde vodik
nachazejici se na uhliku C -5 neinteragoval s uhlikem methylové skupiny (Obr. 22).

HMBC
H na C-5 bez interakce s uhlikem CHg3 skupiny

Obr. 22 — Zndzornéni signalu HMBC v hydroxylaktamu 69.

Pii pouziti stejného postupu pii redukci imidu 66, nebyl ocekavany produkt 70
detekovan a dochazelo pouze k degradaci vychozi latky. Piiprava potiebného N-methyl
laktamu byla pfepracovana viz. kapitola 4.1.5.

Pripravené hydroxy laktamy 71, 72, 73 byly podrobeny redukci vedouci
k vyslednym laktamovym kruhtim. Ve vSech piipadech byla redukce provedena pomoci
triethylsilanu za piitomnosti Lewisovy kyseliny fluoridu boritého (Schéma 25)**. Ve
vSech ptipadech byly produkty ziskdny v dostatecné Cistoté a mohly byt pouzity do dalsi
reakce. Produkty 71 (bila pevna latka) a 72 (svétle zluta kapalina) byly ziskany
s vytézkem 97 % a laktam 73 (bila pevna latka) byl ziskan s vytézkem 92 %.

R’ R’
HOL N Et;SiH, BF3 Et,0 N
S > =0
R2 DCM, -78°C R2
R', R?= H, Me (67) R', R>= H, Me (71)
R', R?= Me, Me (68) R', R?= Me, Me (72)
R', R?=H, H (69) R', R?= H, H (73)

Schéma 25 —Redukce hydroxy laktamii 67, 68, 69.

Predpoklada se, ze Lewisova kyselina v reakci generuje iminiovy iont, ktery je poté
snadno redukovan pritomnym triethylsilanem®”.
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4.1.4 Priprava N-Boc laktami

V piipad¢ laktam@ obsahujici volny dusik (71 a 73) bylo zapotiebi pted finalni bromaci
tyto dusiky ochranit protektivni skupinou. Jako chranici skupina byl vybran tert-
butyloxykarbonyl skupina (Boc). Reak¢éni podminky byly v obou pfipadech stejné, kdy
byl pouzit di-tert-butyl bikarbonat jako zdroj chranici skupiny a DMAP, ktery slouzil
jako nukleofilni katalyzator reakce (Schéma 26).

H Boc
N (Boc),0, DMAP N
— (@] > — O
R ACN, r.t. R
R= Me (71) R= Me (74)
R=H (73) R=H (75)

Schéma 26 — Protekce laktamu 71 a 73.

Chranény laktam 74 byl ziskan ve vysokém vytézku 88 % (svétle oranzova olejovita
kapalina) a dostate¢né ¢istoté, kdy mohl byt pouzit rovnou do dalsi reakce. Laktam 75
bylo potieba cistit pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu a byl izolovan

s vytézkem 63 % jako svétle zlutd pevna latka.

4.1.5 Piiprava N-methyl-monomethyl laktamu
Vyse bylo uvedeno, ze laktam 76 se nepodafilo pfipravit plivodn¢ navrzenou

metodologii, kterd zahrnovala methylaci imidu (Schéma 21), regioselektivni redukci
(Schéma 23) a redukci hydroxylaktamu (Schéma 25), z divodu degradace vychozi latky
pfi regioselektivni redukci. Nové navrZzeny piistup spocival ve vyuziti jiz ptfipraveného
laktamu 73, ze kterého se nejdiive piipravila sodna stl za pomoci NaH, ktera pak byla

alkylovana dimethylsulfatem (Schéma 27).

H 1) NaH /
N 2) Me,SO, N

O ———————» o)
=~ THF, 0°C =~
73 76

Schéma 27 — Alkylace laktamu 73.

Cela reakce probihala v bezvodém prostiedi a inertni atmosféte. Produkt byl ¢istén

pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu a izolovan jako zluta kapalina
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s vytézkem 34 %. Reakce byla zkouSena i s jinym alkyla¢nim c¢inidlem (CHsl), ale

Vv tomto pripadé k reakci viibec nedoslo a byla izolovana zpét vychozi latka.

4.1.6 Bromace laktamovych kruhi
V literatufe popsanad radikalova bromace laktamu 75 vyuzivala N-bromsukcinimidu

(NBS) pro zdroj bromového radikalu a AIBN jako radikalovy iniciator. Reakce byla
provadéna v CCly pii 80 °C s vytézkem 75 %°°. Bromace laktamii 72, 74, 76 nebyly
publikovany. Produkty 77, 78, 79, 80 byly pfipraveny za podminek podobnych
literatute s tim rozdilem, Zze reakce byla navic po celou dobu ozafovana UV svétlem

(365 nm) (Schéma 28).

R! R’

1 Br 1

N AIBN, NBS N

o) » /0
RZ CCly, 105°C, hv R2

R', R?= Me, Me (72) R', R?= Me, Me (77)
R', R?= Boc, Me (74) R', R?= Boc, Me (78)
R, R%= Boc, H (75) R, R?= Boc, H (79)
R', R?= Me, H (76) R', R?>= Me, H (80)

Schéma 28 — Bromace jednotlivych laktamu 72,74, 75, 76.

Produkty 77 (oranzova kapalina, vytézek 95 %), 78 (oranzova olejovita kapalina, 92 %)
a 80 (oranzova olejovita kapalina, 80 %) byly ziskany v dostate¢né Cistoté a mohly byt
pouzity do dal$i reakce. Latka 79 byla Cisténa pomoci sloupcové chromatografie na

silikagelu a izolovéna s vytéZkem 70 % jako pevna svétle Zluta latka.

4.2 Priprava ABC skeletu

Pti syntéze ABC skeletu, ktery je soucast strigolaktonového analoga GR 24 (6), byl
pouzit postup, ktery publikoval Mangnus a kolektiv™®. Jako vychozi latka byl pouzit
1-indanon (81), ktery se nejdifive acyloval v a-poloze pomoci diethylkarbonatu a
nasledné¢ alkylovan pomoci ethyl bromoacetitu za vzniku keto diesteru 82. Cela
sekvence se provadi v jednom kroku. Produkt 82 je poté pouzit do dalsi reakce, kde
dochdzi v kyselém prostiedi k hydrolyze esterti a nasledné dekarboxylaci a-karboxylové
skupiny nachazejiciho se na a-uhliku. Produkt reakce 53 byl opét pouzit v dalsim kroku

bez piedchoziho ptecisténi (Schéma 29).
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1) NaH
0 0O

o) 2) (EtO),CO O o
3) BrCH,COOEt CH3COOH, HCI OH
DMF, 65°C reflux

O~ 'OEt
81 82 53

Schéma 29 — Priprava ketokyseliny 53.

Vznikld ketokyselina 53 byla redukovana pomoci borohydridu sodného za
vzniku hydroxy kyseliny 83. Poslednim krokem syntézy byla kysele katalyzovana
laktonizace, kdy vznika racemicky ABC skelet 84 (Schéma 30).

O O
OH NaBH4 NaOH p -TSA
HZO r.t. benzen reflux

53 rac. 84

Schéma 30 — Priprava racemického ABC skeletu 84.

Finalni produkt 84 byl nakonec ¢istén pomoci sloupcové chromatografie na
silikagelu a izolovan ve formé pevné bilé latky. Vytézky jednotlivych reakénich krokt
se shodovaly s publikovanymi vysledky, kdy vytézek celé syntézy vedouci k ABC
skeletu 84 &ini 63 %>,

4.3 Spojovani ABC skeletu s laktamovymi kruhy

Metoda, ktera byla pouzita, se vyuziva i pii syntéze GR 24, ktera je popsana v kapitole
3.8.2. Ptipojovani spociva ve vygenerovani draselného enolatu odvozeného od ABC
skeletu 84 a naslednou O-alkylaci bromovanym D-kruhem. V ptipadé¢ ptipravy GR 24
je pripojovani provadéno dvéma kroky. Nejdiive dochazi ke generovani draselného
enolatu, které probiha v THF, ktery je poté odpaien. Nasledné je ke vzniklé soli ptidan
DME. Nakonec je do reakce pfidan bromovany laktonovy kruh. Vytézky této reakce se
pohybuji v rozmezi 30-35 %°.

V ptipadé¢ bromovanych laktamu 77, 78, 79, 80 bylo vyuzito obdobného
postupu, s tim rozdilem, Ze pfislusny enolat byl pfipraven rovnou v DME a po tplné
konverzi, ktera byla sledovana pomoci TLC, byl pfidan bromovany laktam (77, 78, 79,
80) (Schéma 31).
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1) HCO,Me, t-BuOK, DME
2) laktam (77, 78, 79, 80) N
’ R1

r.t. O !

% N
~ @)
R2
1 2_

R', R%= Me, Me (77) R, R“= Me, Me (85)
R, R%= Boc, Me (78) R', R?= Boc, Me (86)
R', R2= Boc, H (79) R', R?= Boc, H (87)
R', R?= Me, H (80) R, R2= Me, H (88)

Schéma 31 — Pripojovani laktamovych kruhii 77, 78, 79, 80 k ABC skeletu 84.

V piipadé produkti 85 a 88 byly ziskany vytézky kolem 28 %, ale v piipad¢ produktii
86 a 87 byly ziskany vytézky 64 % a 55 %.

Vsechny finalni produkty vznikaly jako smés diasteromeri a ve vSech ptipadech
bylo potieba pouzit silikagelu, ktery byl pasivovan pomoci EtsN. V ptipadé pouziti
silikagelu bez pasivace se nepovedlo odseparovat nezreagovany enolat a bromovany
laktam, ktery se piridaval v mirném ptebytku. Pfedpokladalo se, Ze jednotlivé
diasteromery pijdou od sebe rozdélit, coz se podafilo pouze v ptipadé produktu 87, ale
prozatim neni urcena jejich pfesna stereochemie. Zbyvajici produkty byly izolovany
jako smés disteromerti. ReSenim jejich separace by mohlo byt pouziti preparativni
HPLC, které se z ¢asovych duvodi neprovadélo. Dale byla zjistovana konfigurace
dvojné vazby pomoci 1D NOE DIFF NMR experimentu a ve vSech pfipadech se jedna

0 E-izomery.

4.4 Spojovani ABC skeletu s laktamovymi kruhy pomoci Pd-couplingu
Kromé klasického pfistupu, ktery je pouzivan vyse, lze k napojovani D-kruhu
strigolaktont vyuzit Pd-coupling. Reizelman a Zwanenburg publikovali syntézu GR 24,
ktera vyuziva pro ptipojeni D-kruhu enantioselektivni paladiem katalyzovany coupling.
Jako chordlni ligand je vyuzit Trostiiv DACH-fenyl fosfin. Autofi dosahli vytézku 90 %
a vysokého enantiomerniho ptebytku, v ptipadé GR 24 (6) byl 90 % a 57 byl 100 %
(Schéma 32).
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HO GR 24 (6) o
54 90% ee =
rac- 9% (S,S)- 56
>

3% Pd,(dba), S

o)
rac. 55 Q GR24(57) |__ »=0
A s o 100% ee

NH HN

PPh, Ph,P

9% (S,S)- 56
Schéma 32 — Klicovy krok enantioselektivni syntézy GR 24.

Tento postup byl pouzit pro laktamové kruhy 89 a 91, které obsahovaly v pozici C-5
odstupujici skupinu tert-butyl karbonat.

Pfiprava laktami, které se vyuzivaji v couplingu, vychazela zjiz pfipravenych
hydroxy laktamli 67 a 68, na které byla zavedena tert-butyloxykarbonylova skupina
(Boc). Pro tuto reakci byly vyuzity obdobné podminky, ve kterych byla provadéna
protekce laktamti 74 a 75 (Schéma 26).

R R
HO ,\j BocO 1
(Boc),O, DMAP
— (@] > — O
ACN, r.t.
R=H (67) R= Boc (89)
R= Me (91)

Schéma 33 — Priprava laktamu 89, 90 a 91.

Laktam 91 byl ziskan jako tmavé oranzova pevna latka svytézkem 90 %
Vv dostatecné Cistot¢ a mohl byt pouzit do dal§i reakce. Laktam 89 touto modou
nepodafilo pfipravit. Dochazelo pouze k navazani tert-butyloxykarbonylové skupiny na
kyslik a laktamovy dusik zistal volny (90). Modifikované strategie ptipravy 89 se

vyuzilo zavedenim Boc skupiny jiz na vychozi imid 63. Reakce byla provedena za
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stejnych podminek, pouzitych pro Boc protekci v predeslych piipadech. Produkt 92 byl
ziskan v kvantitativnim vytézku a dostatecné Cistoté jako svétle Cervena kapalina.
Dalsim krokem byla redukce pomoci NaBH,; v MeOH, kdy byla ziskana 93 jako bila
pevna latka s vytézkem 70 % a dostateCné cCistoté. Poslednim krokem poté bylo
zavedeni tert-butyloxykarbonylové skupiny na kyslik za zisku laktamu 89, ktery byl
¢istén pomoci sloupcové chromatografie a ziskan s vytézkem 88 % jako svétle zluta

kapalina (Schéma 34).

Boc

o H o /
N (Boc),0, DMAP N NaBH _ NaBH,
0 ' O————~ . >
S ACN, r.t. S MeOH, 0°C
63

92
(Boc),0, DMAP
ACN, r.t.

BocO

s

Schéma 34 — Druha strategie pripravy laktamu 89.

Druha komponenta pro PD-coupling, enol 54, byla pfipravena z ABC skeletu 84.
Vychozi latka byla rozpusténa v methyl formiétu, ktery slouzil i jako ¢inidlo, poté byl
K roztoku pfidan tert-butoxid draselny. Po okyseleni a extrakci byl enol 54 vyizolovan

jako pevna bilé latka s vytézkem 92 % a v dostate&né &istotd (Schéma 35)°°.

(@) O 1) methyl formiat (@) O
2) t-ButOK -
AN
HO

rac.84 rac. 54
Schéma 35 — Priprava enolu 54.

Samotny coupling byl proveden za podobnych podminek jako uvadi Reilzelman

a Zwanenburg, s tim rozdilem, ze byl pouzit jiny ligand. Jednalo se o DACH-pyridil
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(94), ktery byl zvolen z divodu jeho cenové dostupnosti. Cela reakce probihala
v suchém DCM, ktery byl zaroven zbaveny kysliku (freeze pump thaw). Jako baze byl
pouzit suchy EtsN (Schéma 36).

0-"° Boco R 15% (S,S)- 94 0
0Pn N 5% Pd,(dba)s
N (@] ) X
= DCM, r.t o R
HO -
rac. 54 R= Boc (89) — (0]
R= Me (91)
N NN
N\ _ R= Me (85)
R= Boc (86)
NH HN
ok
94

Schéma 36 — Priprava produktit 85 a 86 pomoci Pd-couplingu.

Jako prvni bylo zkouSeno pfipojit laktam 89. Béhem reakce byl pozorovan
ubytek vychoziho enolu 54 pomoci TLC. Po Gplném zreagovani byla reakce zpracovana
a bylo zméfeno NMR. Podle analyzy nebyl vidén produkt 86 ani zadna z dalSich
reakénich komponent (54, 89). Vzhledem ke komplexnosti reakéni smési nebyla smés
dale analyzovana. Ve druhém piipadé byly pouzity stejné podminky, kdy bylo opét
pozorovano uplné odreagovani vychoziho enolu 54. Reakce byla zpracovana a ¢isténa
pomoci sloupcové chromatografie. Povedlo se izolovat majoritni produkt reakce jako
svétle Zlutou pevnou latku. Srovnanim NMR spekter finalniho produktu 85,
piipraveného klasickou cestou a Pd-couplingem bylo potvrzeno, Ze se jedna o tytéz
produkty. Pro porovnani lze uvést, ze klasickou metodou byl produkt 85 ziskan
s vytézkem 28 % a za pomoci paladia byl vytézek 16 %. Divodem pouziti couplingu
bylo ovéteni, jestli tuto metodu Ize pouzit i pro laktamové kruhy. Nizsi vytézek miize
souviset s pouzitim jiného ligandu, nez uvadi literatura a do budoucna by se mohlo
zam&fit na optimalizaci této reakce a navysit tak vytézek reakce. Jednotlivé

diasteromery nebyly separovany, tudiz nelze ovéfit enantiomerni piebytek.

4.5 Strigolaktonova mimetika obsahujici laktamovy kruh
Strigolaktonova mimetika byla pfipravena z dostupného chloridu kyseliny benzoové a

prislusnych hydroxy laktama 67, 68 a 69, které byly ziskany jako meziprodukty pfi
58



syntéze vedouci k pfipravé strigolaktonovych analogli. Reakéni podminky byly
pevzaty z piipravy mimetik odvozenych od hydroxybutenolida®®. Reakce byly
provadény v suchém DCM a jako baze byl pouzit suchy pyridin (Schéma 37).

R', R?= H, Me (67) R', R?= H, Me (94)
R', R?>= Me, Me (68) R', R?= Me, Me (95)
R' R?=H, H (69) R', R?=H, H (96)

Schéma 37 — Priprava strigolaktonovych mimetik 94, 95, 96.

Ve vSech ptipadech byly produkty ¢istény pomoci sloupcové chromatografie na
silikagelu. Produkt 94 byl ziskan jako pevna svétle Zluta latka s vytézkem 66 %,
produkt 95 jako bezbarva olejovita kapalina s vytézkem 43 % a produkt 96 jako bila
pevna latka s vytézkem 59 %. Posledni z hydroxylaktam 70 se nepovedlo pfipravit,

protoze béhem redukce pomoci DIBAL-H doslo k jeho rozkladu viz. kapitola 4.1.3.

4.6 Biologické testovani

Biologické testovani bylo zaméfeno na zjisténi, iniciaci kli¢eni semen parazitické
rostliny Striga hermonthica. Testovany byly pouze analoga 85, 86, 87, kdy u posledniho
zminéného analogu se povedlo separovat jednotlivé diasteromery a byly otestovany
kazdy zvlast. Pfesny postup biotestu je popsan v kapitole 5.3.

Biotest spocival v porovnani aktivity jednotlivych analogti vici GR 24, ktera
slouzila jako pozitivni kontrola. Soub&zné byl provadén inhibi¢ni test, ktery spocival
v aplikaci GR 24 a priislusného analoga soucasné. Smyslem tohoto testu bylo zjistit,
zda-li néktery z analogt je schopen snizit aktivitu GR 24 a tim inhibovat kli¢eni semen.

Vsechny testované latky (GR 24, 85, 86, 87a, 87b) byly aplikovany ve vodném
roztoku o koncentraci 10° M s 0,1 % acetonu (v/v). Negativni kontrolou byla voda
obsahujici 0,1 % acetonu (v/v). V ptipad¢ pozitivni kontroly bylo pozorovano kliceni u
87 % semen. Nejvice aktivnim analogem byla 85, ktera méla mirné vyssi aktivitu oproti
pozitivni kontrole a iniciovala kliceni u 89 % semen. U ostatnich analogii byla
pozorovana vyrazné nizsi aktivita. U latky 86 klicilo 5 % semen, u 87a 6 % a u 87b

15 % (Graf 3)
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Graf 3 — Porovnani klicivosti vii¢i sementim Striga hermonthica mezi GR24 a latkami

85, 86, 87a, 87h.

Vysoka aktivita analoga 85 bude muset byt jesté potvrzena, protoze aplikovany
roztok obsahoval 4 latky (2 sety diasteromert, kazdy 2 enantiomery). V prvni fadé bude
potieba zkusit otestovat jednotlivé diasteromery a zjistit, ktery z nich je vice aktivni.
Dalsi vyzvou je otestovani jednotlivych enantiomerd, které bude potfeba rozdélit na
chiralni koloné. Vysoka aktivita muze byt zptisobena i kombinaci jednotlivych latek a
proto je dulezité jednotlivé latky separovat a otestovat zv1ast.

V ptipadé latky 86 a jednoho z diasteromert 87a, lze fici, Ze se nejedna o
iniciatory kliceni. Protoze pifi porovnani S negativni kontrolou, kde se klicivost
pohybovala okolo 3 %, jsou hodnoty podobné. Kli¢eni semen u negativni kontroly je v
rozmezi standardni chyby biotestu, ktera se nevymika obvykle pozorovanému kli¢eni.

Pro ovéfeni, jestli jsou latky 86, 87a a 87b inhibitory, byly jednotlivé latky
spolecné s latkami 85 a 87b testovany i v inhibi¢nim testu. Jednotliva analoga byla
aplikovana spolecné s GR 24, kdy koncentrace testované latky i GR 24. U latky 85
s GR 24 vzhledem k aktivité testované latky kli¢ivost 86 % nepiekvapila, ovSem vysoka

kli¢ivost byla pozorovana i u ostatnich testovanych latek 86, 87a, 87b (Graf 4).
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Graf 4 — Inhibicni test mezi GR 24 a latkami 85, 86, 87a, 87b.

Z vysledku nelze odvodit, zda latky 86, 87a a 87b mohou byt inhibitory kliceni.
Pokud ano, jsou patrné uc¢inné jen pii vysoké koncentraci vzhledem ke koncentraci GR
24. Je dilezité podotknout, ze takovyto inhibicni test byl provadén poprvé a jednalo se
0 testovaci pokus, tudiz je potieba tento test optimalizovat. Lze ptedpokladat, ze latky

86, 87a, 87b prosté nejsou biologicky aktivni vii¢i sementm Striga hermonthica.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Metody

Reakce byly sledovany pomoci tenkovrstevné chromatografie (TLC) na hlinikovych
deskach pokrytych silikagelem 60 WF 254 (Merck). Pro vizualizaci TLC byla pouzita
UV lampa (Camag) pii vinové délce A 254 nm.

Spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) byl ziskana na piistroji Jeol 500
ECA pii frekvenci 500 MHz (*H) a 125 MHz (**C). Pro méfeni latek byly pouZity tyto
rozpoustédla: deuterovany chloroform (CDCIl3) a deuterované DMSO (DMSO-d6).
Chemické posuny jsou udavany v jednotkach ppm a jejich kalibrace byla provedena na
rozpoustddlo & (CHCl3) = 7.24 ppm; & (DMSO-d5) = 2.49 ppm pro jadra *H, pro *C
& (CDCl3) =77 ppm; 6 (DMSO-d6) = 39.5 ppm.

Hmotnostni spektra byla méfena na hmotnostnim spektrometru znacky Waters
(Q-TOF MICRO). HPLC C¢istota pripravenych latek byla ziskana na koloné s reverzni
fazi (150 mm x 2,1 mm, 5 pm, Symmetry C18, Waters). Vzorky byly rozpustény
v mobilni fazi, naneseny na Kkolonu a ecluovany linearnim gradientem
(methanol/mravencan amonny, pH = 4) pfi pritoku 0,3 ml/min. UV detekce probihala
V rozmezi vlnovych délek 200-400 nm.

Bromace laktamovych kruhii byla provadéna pomoci UV lampy znacky Black-
Ray B-100AP (100W, 365 nm). Semena parazitické rostliny Striga hermonthica byla
inkubovana v termostatu znacky Biological termostat BT 120. Vyklicend semena byla

pocitana pomoci mikroskopu znaky Motic Microscopy (SMZ 168 TL).

5.2 Priprava strigolaktonovych analogi a mimetik

3,4-dimethyl-1H-pyrrol-2,5-dion (63)

Anhydrid 61 (1 mmol) byl rozpustén v DMF (4 ml). Do roztoku byl za laboratorni
teploty ptidan HMDS (10 mmol) a methanol (5 mmol). Reakce byla michana pii
laboratorni teploté po dobu 10 hodin. Po skonceni reakce bylo DMF ¢&astecné odpateno
na vakuové odparce a odparek byl zifedén vodou. Produkt byl extrahovan pomoci
liquid:liquid extrakce (EtOAc : H;O). Organicka faze byla vytfepana nasycenym
roztokem chloridu sodného a vysusena bezvodym siranem sodnym, ktery byl odstranén

filtraci. Produkt byl zakoncentrovan na vakuové odparce a vyc€istén pomoci sloupcové

62



chromatografie (silikagel, petrolether : ethylacetat, 1:1). Cisty produkt byl ziskan jako
pevna bila latka s vytézkem 90 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 3(ppm): 1.96 (s, 6H), 7.43 (bs, 1H).

3C NMR (125 MHz, CDCl3) &(ppm): 8.70, 138.41, 172.42.

3-methyl-1H-pyrrol-2,5-dion (64)

Anhydrid 62 (1 mmol) byl rozpustén v kyseliné octové (3,7 ml). Nasledné byl pridan
octan amonny (2,5 mmol). Reak¢ni smés byla zahiata na reflux pomoci olejové 1azné.
Po 5-ti hodinach byl roztok ochlazen na laboratorni teplotu. Po skonceni reakce bylo
z reakéni smési odpafeno rozpoustédlo. Odparek byl ziedén studenou vodou a poté
extrahovan pomoci liquid:liquid extrakce (EtOAc : H,0). Organicka faze byla vysuSena
nasycenym roztokem chloridu sodného a bezvodym siranem sodnym, ktery byl
odstranén filtraci. Produkt byl zakoncentrovan na vakuové odparce a vycistén pomoci
sloupcové chromatografie (silikagel, petrolether : ethylacetat, 1:1). Cisty produkt byl

ziskan jako pevna bila latka s vytézkem 56 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 3(ppm): 2.0-2.07 (m, 3H), 6.32-6.33 (m, 1H), 7.66 (br. s,
1H).

3C NMR (125 MHz, CDCls) §(ppm): 10.78, 128.30, 146.72, 170.80, 171.94.

1,3,4-trimethyl-1H-pyrrol-2,5-dion (65)

Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon). Imid 63
(1 mmol) byl rozpustén v acetonu (6,25 ml). K roztoku byl pfidan uhli¢itan draselny
(1,2 mmol). Reakéni smés byla michana po dobu 30-ti minut pfi laboratorni teploté. Po
uplynuti doby byl do roztoku po kapkéach piidan dimethylsulfat (1 mmol) a reakéni
smés byla refluxovana po dobu 8 hodin a roztok byl nasledné ochlazen na laboratorni
teplotu a poté zfiltrovan. Produkt byl zakoncentrovan na vakuové odparce a nasledné
destilovan za snizeného tlaku (b.p. 55-65°C/0,08 Torr). Cisty produkt byl ziskan ve

forme bezbarvé olejovité kapaliny s vytézkem 73 %.
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'H NMR (500 MHz, CDCls) §(ppm): 1.93 (s, 6H), 2.96 (s, 3H).
3C NMR (125 MHz, CDCl3) 8(ppm): 8.64 (2xC), 23.72, 137.19 (2xC), 172.31 (2xC).

1,3-dimethyl-1H-pyrrol-2,5-dion (66)

Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféte (argon). Imid 64
(1 mmol) byl rozpustén v suchém acetonu (6,25 ml). K roztoku byl pfidan uhli¢itan
draselny (1,2 mmol). Reakéni smés byla michana po dobu 30-ti minut pfi laboratorni
teploté. Po uplynuti doby byl do roztoku pfikapan dimethylsulfat (1,2 mmol) a reak¢ni
smés byla refluxovana po dobu 4 hodin a roztok byl nasledné ochlazen na laboratorni
teplotu a poté zfiltrovan. Produkt byl zakoncentrovan na vakuové odparce a Cistén
pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, petrolether : ethylacetat, 3:1). Cisty

produkt byl ziskdn ve formé bezbarvé olejovité kapaliny s vytézkem 52 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls3) 8(ppm): 2.06 (d, J=1.83 Hz, 3H), 2.97 (s, 3H), 6.30-6.32
(m, 1H).

B3C NMR (125 MHz, CDCl3) 5(ppm): 10.98, 23.75, 127.34, 145.76, 170.96, 171.96.

5-hydroxy-3,4-dimethyl-1H-pyrrol-2(5H)-on (67)

Imid 63 (1 mmol) byl rozpustén v methanolu (10 ml). Roztok byl ochlazen pomoci
ledové 1azn€ na 0°C. Kroztoku byl po ¢astech pfidan borohydrid sodny (2,5 mmol).
Reakce byla michana 10 minut pii 0°C a poté byla ohtata na laboratorni teplotu. Po
1 hodiné byla reakce ukoncena pfidanim 10 ml vody. Z reak¢éni smési byl odpaien
methanol na vakuové odparce. Vodny roztok byl extrahovan pomoci liquid:liquid
extrakce (H2O : EtOAcC). Organicka faze byla vysuSena nasycenym roztokem chloridu
sodného a bezvodym siranem sodnym, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl
zakoncentrovan na vakuové odparce a vyciStén pomoci sloupcové chromatografie
(silikagel, DCM : MeOH, 9:1). Cisty produkt byl ziskin jako pevna bila latka
s vytézkem 73 %.
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'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 8(ppm): 1.57 (s, 3H), 1.77 (s, 3H), 5.04 (d, J = 8.9 Hz,
1H), 5.77 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 8.12 (br. s, 1H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 3(ppm): 8.43, 11.74, 80.61, 127.84, 151.55, 173.19.
MS (ES+), m/z (%): 128.34 [M+1] (100)

5-hydroxy-1,3,4-trimethyl-1H-pyrrol-2(5H)-on (68)

Imid 65 (1 mmol) byl rozpustén v methanolu (10 ml). Roztok byl ochlazen pomoci
ledové lazné¢ na 0°C. K roztoku byl po ¢astech pridan borohydrid sodny (2,5 mmol).
Reakce byla michana 10 minut pii 0°C a poté byla ohfata na laboratorni teplotu.
Po 3 hodinach byla reakce ukonéena piidanim 10 ml vody. Z reak¢éni smési byl
odpafen methanol na vakuové odparce. Vodny roztok byl extrahovdn pomoci
liquid:liquid extrakce (H,O : EtOAc). Organicka faze byla vysuSena nasycenym
roztokem chloridu sodného a bezvodym siranem sodnym, ktery byl odstranén filtraci.
Produkt byl zakoncentrovan na vakuové odparce a vyc€iSten pomoci sloupcové
chromatografie (silikagel, DCM : MeOH, 9:1). Cisty produkt byl ziskan jako bezbarva

olejovita kapalina s vytézkem 92 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 3(ppm): 1.69 (s, 3H), 1.94 (s, 3H), 2.90 (s, 3H), 4.89 (s,
1H).

13C NMR (125 MHz, CDCl3) 8(ppm): 8.32, 11.11, 26.10, 85.63, 128.76, 148.89, 171.43
MS (ES+), m/z (%): 142.40 [M+1] (100)

5-hydroxy-3-methyl-1H-pyrrol-2(5H)-on (69)

Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféte (argon). Imid 64
(1 mmol) byl rozpustén v suchém THF (10 ml). Nasledné byla reak¢éni smés ochlazena
na -78°C pomoci lazné (aceton/suchy led) a do takto zchlazeného roztoku byl ptikapan
DIBAL-H (1,5 mmol). Reak¢ni smés byla michana pii -78°C po dobu 2 hodin a poté

byla ohfata na laboratorni teplotu. Reakce byla ukoncena pfidanim roztoku vinanu
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sodno-draselného. Vznikly roztok byl michan po dobu 3 hodin pfi laboratorni teploté.
Po uplynuti doby byl produkt sorbovan na silikagel jako vodny roztok a extrahovan
pomoci soxhletovy extrakce (rozpoustédlo EtOAc). Cisty produkt byl ziskan jako bila

pevna latka s vytézkem 93 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 8(ppm): 1.65-1.66 (m, 3H), 5.25 (m, 1H), 5.77 (d, J =
8.9 Hz, 1H), 6.54-6.55 (m, 1H), 8.30 (br. s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) 8(ppm): 10.20, 77.92, 134.65, 141.67, 172.24.

MS (ES+), m/z (%): 114.30 [M+1] (100)

3,4-dimethyl-1H-pyrrol-2(5H)-on (71)

Reakce byla provedena vbezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon).
Hydroxylaktam 67 (1 mmol) byl rozpustén vsuchém DCM (10 ml). Poté byl
za laboratorni teploty pfidan Et3SiH (1 mmol). Reakéni smés byla ochlazena na -78°C
pomoci 1azné (aceton/ suchy led) a do takto zchlazeného roztoku byl po kapkach piidan
BF3.Et,0 (1 mmol). Reak¢ni smés byla michana po dobu 30-ti minut. Po uplynuti doby
byl do roztoku ptidan dalsi ekvivalent Et3SiH (1 mmol) a BF3.Et,0 (1 mmol). Reak¢ni
smés byla michana pii -78°C po dobu 10-ti minut a poté byla ohfata na laboratorni
teplotu, pii které byla reakce michana 3 hodiny. Po uplynuti doby byla reakce ukoncena
piidanim nasyceného roztoku NaHCOj3 (10 ml). Vznikly roztok byl extrahovan pomoci
liquid:liquid extrakce (H,O : DCM). Organickd faze byla vysuSena nasycenym
roztokem chloridu sodného a bezvodym siranem sodnym, ktery byl odstranén filtraci.
Produkt byl zakoncentrovan na vakuové odparce a byl ziskdn v dostatecné cistoté

s vytézkem 97 % jako bila pevna latka.

'H NMR (500 MHz, CDCls) §(ppm): 1.77 (br. s, 3H), 1.95 (s, 3H), 3.78 (s, 2H), 7.18
(br.s, 1H).

3C NMR (125 MHz, CDCl3) 8(ppm): 8.19, 13.22, 49.99, 128.34, 148.95, 176.39.
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MS (ES+), m/z (%): 112.40 [M+1] (100)

1,3,4-trimethyl-1H-pyrrol-2(5H)-on (72)

Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon).
Hydroxylaktam 68 (1 mmol) byl rozpustén v suchém DCM (10 ml). Poté byl za
laboratorni teploty pfidan Et3SiH (1 mmol). Reakéni smés byla ochlazena na -78°C
pomoci lazné (aceton/suchy led) a do takto zchlazeného roztoku byl po kapkach pfidan
BF3.Et,0 (1 mmol). Reak¢éni smés byla michana po dobu 30-ti minut. Po uplynuti doby
byl do roztoku ptidan dalsi ekvivalent Et3SiH (1 mmol) a BF;.Et;O (1 mmol). Reakéni
smés byla michana pii -78°C po dobu 10-ti minut a poté byla ohfata na laboratorni
teplotu, pfi které byla reakce michédna pfes noc. Po uplynuti doby byla reakce ukoncena
pfidanim nasyceného roztoku NaHCO3 (10 ml). Vznikly roztok byl extrahovan pomoci
liquid:liquid extrakce (H,O : DCM). Organicka faze byla vysuSena nasycenym
roztokem NaCl a bezvodym Na;SO,, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl
zakoncentrovan na vakuové odparce a byl ziskdn v dostatecné Cistote s vytézkem 97 %

jako svétle zluta kapalina.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 1.78 (br. s, 3H), 1.94 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 3.70 (s,
2H).

3C NMR (125 MHz, CDCls) 8(ppm): 8.80, 12.95, 29.12, 56.28, 128.99, 145.13, 172.96

MS (ES+), m/z (%): 126.37 [M+1] (100)

3-methyl-1H-pyrrol-2(5H)-on (73)

Reakce byla provedena vbezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon).
Hydroxylaktam 69 (1 mmol) byl rozpustén v suchém DCM (10 ml). Poté byl za
laboratorni teploty pfidan Et3SiH (1 mmol). Reakéni smés byla zchlazena na -78°C
pomoci 1azné (aceton/suchy led) a do takto zchlazeného roztoku byl po kapkach ptidan
BF3.Et,0 (1 mmol). Reak¢ni smés byla michana po dobu 30-ti minut. Po uplynuti doby
byl do roztoku ptidan dalsi ekvivalent Et3SiH (1 mmol) a BF;.Et;0 (1 mmol). Reakéni

smés byla michana pfi -78°C po dobu 10-ti minut a poté byla ohfata na laboratorni
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teplotu, pfi které byla reakce michéna ptes noc. Po uplynuti doby byla reakce ukoncena
ptidanim nasyceného roztoku NaHCOj3 (10 ml). Vznikly roztok byl extrahovan do DCM
(3 x 15 ml). Organicka faze byla vysuSena nasycenym roztokem NaCl a bezvodym
Na,SO,, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl zakoncentrovan na vakuové odparce

a byl ziskan v dostatec¢né Cistoté s vytézkem 92 % jako bila pevna latka.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 3(ppm): 1.89-1.88 (m, 3H), 3.89-3.90 (m, 2H), 6.74 (s,
1H), 7.62 (br. s, 1H)

3C NMR (126 MHz, CDCl3) 8(ppm): 10.92, 46.56, 135.39, 138.32, 175.82

tert-butyl 3,4-dimethyl-2-ox0-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-karboxylat (74)

Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféie (argon). Laktam 71
(1 mmol) byl rozpustén v suchém acetonitrilu (10 ml). Za laboratorni teploty byl ptidan
(Boc),O (1,25 mmol) a pot¢ DMAP (0,6 mmol). Reakéni smés byla michana pfi
laboratorni teploté po dobu 3 hodin. Po uplynuti doby byl roztok zfedén DCM (20 ml)
a poté extrahovan 5% HCI. Organicka faze byla vysuSena nasycenym roztokem NaCl
a bezvodym Na,SOy4, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl zakoncentrovan
na vakuové odparce a byl ziskan v dostatené Cistoté s vytéZkem 88 % jako svétle

oranzova olejovita kapalina.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 1.53 (s, 9H), 1.77 (br. s, 3H), 1.98 (br. s, 3H), 4.08
(m, 2H).

3C NMR (125 MHz, CDCls) 8(ppm): 8.47, 13.39, 28.21, 52.92, 82.56, 129.03, 149.05,
149.90, 170.39.

tert-butyl 3-methyl-2-oxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-karboxylat (75)

Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféte (argon). Laktam 73
(1 mmol) byl rozpustén v suchém acetonitrilu (10 ml). Za laboratorni teploty byl pfidan
(Boc),O (1,25 mmol) a poté DMAP (0,6 mmol). Reakéni smés byla michana pii
laboratorni teploté po dobu 3 hodin. Po uplynuti doby byl roztok zfedén DCM (20 ml)
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a poté extrahovan 5% HCI (3 x 15 ml). Organicka faze byla vysusena nasycenym
roztokem NaCl a bezvodym NapSO4 ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl
zakoncentrovan na vakuové odparce a c¢istén pomoci sloupcové chromatografie
(silikagel, petrolether : EtOAc, 1:1). Cisty produkt byl ziskan ve formé svétle Zluté
pevné latky s vytézkem 63 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 3(ppm): 1.53 (s, 9H), 1.85-1.87 (m, 3H), 4.18-4.16 (m,
2H), 6.78-6.77 (m, 1H).

BBC NMR (125 MHz, CDCls) &(ppm): 11.12, 28.18, 49.45, 82.85, 135.64, 137.89,
149.96, 169.95.

1,3-dimethyl-1H-pyrrol-2(5H)-on (76)

Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféie (argon). Do suchého
THF (10 ml) byl pfidan NaH (1,5 mmol). Poté byl roztok ochlazen na 0°C pomoci
ledové lazné. K takto ochlazenému roztoku byl po kapkach pfidan laktam 73 (1 mmol)
rozpustény V suchém THF (2 ml). Reak¢ni smés byla michana 10 minut pfi 0°C a poté
ponechana ohfat na laboratorni teplotu, pfi které byla michana po dobu 30-ti minut.
Po uplynuti doby byl do reakéni smési piidan dimethylsulfat (1,05 mmol). Reakce byla
michana po dobu 3 hodin. Po uplynuti doby byl produkt filtrovan pies kiemelinu
a filtrat poté zakoncentrovan na vakuové odparce. Produkt byl ¢istén pomoci sloupcové
chromatografie (silikagel, DCM : MeOH, 9:1) a izolovan jako zluta kapalina
s vytézkem 38 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 3(ppm): 1.87-1.89 (m, 3H), 3.03 (s, 3H), 3.80 (br. s, 2H),
6.61-6.63 (m, 1H).

3C NMR (125 MHz, CDCls) §(ppm): 11.52, 29.46, 52.61, 134.61, 136.02, 172.22.

5-bromo-1,3,4-trimethyl-1H-pyrrol-2(5H)-on (77)
Reakce byla provedena v inertni atmosféie (argon). Laktam 72 (1 mmol) byl rozpustén
v CCl4 (10 ml), poté byl piidan NBS (1,1 mmol) a AIBN (0,006 mmol) za laboratorni
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teploty. Reakéni smé byla zahfata na 80°C pomoci olejové lazné a zaroven ozafovana
UV lampou (365 nm) po dobu 5-ti hodin. Po uplynuti doby byla reakéni smés ochlazena
na laboratorni teplotu a poté zchlazena na -20°C. Zchlazeny roztok byl poté zfiltrovan
a zakoncentrovan na vakuové odparce. Produkt byl ziskdn v dostatecné Cistoté jako

oranzova kapalina s vytézkem 95 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 1.82-1.83 (m, 3H), 2.07 (s, 3H), 2.99 (s, 3H), 5.95
(br. s, 1H).

tert-butyl 2-bromo-3,4-dimethyl-5-oxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-karboxylat (78)

Reakce byla provedena v inertni atmosféie (argon). Laktam 74 (1 mmol) byl rozpustén
v CCly (10 ml), poté byl piidan NBS (1,1 mmol) a AIBN (0,006 mmol) za laboratorni
teploty. Reakéni smé byla zahtata na 80°C pomoci olejové lazné a zaroven ozafovana
UV lampou (365 nm) po dobu 4 hodin. Po uplynuti doby byla reakéni smés ochlazena
na laboratorni teplotu a poté zchlazena na -20°C. Zchlazeny roztok byl poté zfiltrovan
a zakoncentrovan na vakuové odparce. Produkt byl ziskdn v dostatecné Cistoté jako

oranzova kapalina s vytézkem 92 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 1.58 (s, 9H), 1.83 (br. s, 3H), 2.10 (br. s, 3H), 6.29
(br.s, 1H).

tert-butyl 5-bromo-3-methyl-2-oxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-karboxylat (79)
Reakce byla provedena v inertni atmosféie (argon). Laktam 75 (1 mmol) byl rozpustén
v CCly (10 ml), poté byl piidan NBS (1,1 mmol) a AIBN (0,006 mmol) za laboratorni
teploty. Reak¢ni smés byla zahtata na 80°C pomoci olejové 1azné a zaroven ozarovana
UV lampou (365 nm) po dobu 4 hodin. Po uplynuti doby byla reakéni smés ochlazena
na laboratorni teplotu a poté zchlazena na -20°C. Zchlazeny roztok byl poté zfiltrovan
a zakoncentrovan na vakuové odparce. Produkt byl c¢istén pomoci sloupcové
chromatografie (silikagel, petrolether : EtOAc, 2:1) a izolovan jako pevna zluta latka
s vytézkem 70 %.
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'H NMR (500 MHz, CDCl3) 8(ppm): 1.59 (s, 9H), 1.95-1.94 (m, 3H), 6.43-6.45 (m,
1H), 6.88-6.90 (m, 1H).

3C NMR (125 MHz, CDCl3) &(ppm): 10.85, 28.12, 57.86, 84.51, 134.85, 140.67,
147.73, 167.13.

5-bromo-1,3-dimethyl-1H-pyrrol-2(5H)-on (80)

Reakce byla provedena v inertni atmosféte (argon). Laktam 76 (1 mmol) byl rozpustén
v CCl4 (10 ml), poté byl piidan NBS (1,1 mmol) a AIBN (0,006 mmol) za laboratorni
teploty. Reak¢ni smés byla zahtata na 80°C pomoci olejové lazné a zaroven ozafovana
UV lampou (365 nm) po dobu 6,5 hodiny. Po uplynuti doby byla reakéni smés
ochlazena na laboratorni teplotu a poté zchlazena na -20°C. Zchlazeny roztok byl poté
zfiltrovan a zakoncentrovan na vakuové odparce. Produkt byl ziskan v dostate¢né

Cistoté jako oranzova olejovita kapalina s vytézkem 80 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 1.94-1.95 (m, 3H), 2.99 (s, 3H), 6.07 (br. s, 1H),
6.83-6.84 (M, 1H)

ethyl 2-(2-ethoxy-2-oxoethyl)-1-0x0-2,3-dihydro-1H-inden-2-karboxylat (82)

Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféte (argon). K NaH
(2,2 mmol) bylo ptidano suché DMF (1,4 ml) a diethylkarbonat (4 mmol) pfi
laboratorni teploté. Vznikly roztok byl ohtdt na 65°C pomoci olejové lazné.
K ohfaté reakéni smési byl po kapkach ptidan indanon 81 (1 mmol) rozpustény v 1 ml
DMF. Reakce byla michéna pii 65°C po dobu 1 hodiny. Po uplynuti doby byl
do reak¢ni smési pridan ethyl bromoacetat (1,5 mmol). Reakce byla michana pii 65°C
dalsi 2 hodiny a poté ochlazena na laboratorni teplotu, pfi které byla reakéni smés
zneutralizovana pomoci AcOH. Surova reakéni smés byla zakoncentrovana na vakuoveé
odparce. Odparek byl rozpustén ve smési Et,0 : H,O (10 ml : 10 ml) a poté vodna faze
extrahovana Et;O (3 x 10 ml). Organicka faze byla protfepana nasycenym roztokem
NaCl a vysusena bezvodym Na,SO,, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl
zakoncentrovan na vakuové odparce a ziskan jako hnéda kapalina s vytézkem 80 %,

ktera byla pouzita do dalsi reakce bez predchoziho ¢isténi.
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2-(1-0x0-2,3-dihydro-1H-inden-2-yl) octova kyselina (53)

Keto diester 82 (1 mmol) byl rozpustén ve smési AcOH (0,3 ml) a 6M HCI (0,3 ml).
Vznikly roztok byl zahtat na reflux pomoci olejové lazné a nechan refluxovat po dobu
4 hodin. Po uplynuti doby byla reakéni smés ochlazena na laboratorni teplotu, poté byla
ziedéna H,O (5 ml) a vodna faze extrahovana EtOAc (5 x 10 ml). Organicka faze byla
vytiepana nasycenym roztokem NaCl a vysuSena bezvodym Na,SO,, ktery byl
odstranén filtraci. Produkt byl zakoncentrovan na vakuové odparce a ¢iStén pomoci
sloupcové chromatografie (silikagel, petrolether : EtOAc, 4:1). Cisty produkt byl ziskan

ve form¢ oranzové pevné latky s vytézkem 87 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 2.63 (q, J = 9.8 Hz, 1H), 2.89 (dd, J= 17.0, 4.4
Hz, 1H), 3.00-3.05 (m, 2H), 3.47 (dd, J = 17.1, 7.6 Hz, 1H), 7.39-7.39 (m, 1H), 7.45 (d,
J=7.9Hz, 1H), 7.60 (td, J = 7.5, 1.1 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 7.6 Hz, 1H).

13C NMR (125 MHz, CDCls) &(ppm): 33.17, 35.20, 43.78, 123.96, 126.63, 127.47,
134.92, 136.38, 153.54, 174.35, 207.17

2-(1-hydroxy-2,3-dihydro-1H-inden-2-yl) octova kyselina (83)

Ketokyselina 53 (1 mmol) byla rozpusténa v H,O (10 ml) a 0,2 M NaOH (1 mmol).
K roztoku byl pfiddn NaBH4. Reakéni smés byla michdna pti laboratorni teploté po
dobu 3 hodin. Po uplynuti doby byla reakce ochlazena na 0°C pomoci ledové lazné
a poté okyselena 6M HCI na pH 4. Reakéni smés byla extrahovana do Et,O. Organicka
faze byla vytfepana nasycenym roztokem NaCl a vysuSena bezvodym Na,SO,, ktery
byl odstranén filtraci. Produkt byl zakoncentrovdn na vakuové odparce a ziskéan jako
zluta pevna latka s vytézkem 90 %, ktera byla pouzita do nasledné reakce bez dalsiho

Sisténi.
'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 2.50 (dd, J= 16.5, 8.9 Hz, 1H), 2.83-297 (m, 4H),

3.37-3.43 (m, 1H), 7.30 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.52 (t,J = 6.9 Hz,
1H), 7.68 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 9.83 (br. s, 1H).
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3C NMR (125 MHz, CDCls) 8(ppm): 33.17, 35.20, 43.78, 123.96, 126.63, 127.47,
134.92, 136.38, 153.54, 174.35, 207.17.

3,3a,4,8b-tetrahydro-2H-inden[1,2-b]furan-2-on (84)

Hydroxy kyselina 83 (1 mmol) byla rozpusténa v benzenu (4 ml). K roztoku byla za
laboratorni teploty pfidana p-TSA (0,03 mmol). Reakéni smés byla zahtata na 80°C
pomoci olejové lazné a michana po dobu 8 hodin. Po uplynuti doby byl benzen odpafen
na vakuové odparce. Odparek byl rozpustén v Et;O a poté extrahovan nasycenym
roztokem Na,COj. Organicka faze byla vytfepana nasycenym roztokem NaCl
a vysusena bezvodym Na,SQOy, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl zakoncentrovan
na vakuové odparce a ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, DCM). Cisty

produkt byl ziskan ve formé pevné bilé latky s vytézkem 85 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 2.38 (dd, J = 18.0, 5.5 Hz, 1H), 2.86-2.93 (m,
2H), 3.29-3.37 (m, 2H), 5.88 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.26-7.36 (m, 3H), 7.47 (d, J = 7.6 Hz,
1H).

3C NMR (125 MHz, CDCls) &(ppm): 35.77, 37.42, 38.00, 87.78, 125.44, 126.46,
127.67, 130.08, 138.82, 142.58, 177.07.

MS (ES+), m/z (%): 175.02 [M+1] (100)

(E)-1,3,4-trimethyl-5-((2-0x0-3a,4-dihydro-2H-indeno[1,2-b]furan-3(8bH)-
ylidene)methoxy)-1H-pyrrol-2(5H)-on (85)
Pro piipravu latky byly pouzity nasledujici dva postupy:

1) Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon).
ABC skelet 84 byl rozpustén v suchém DME (10 ml). Poté byl do roztoku piidan
methyl formiat (1,5 mmol). Reakéni smés byla ochlazena na 0°C pomoci ledové 1azné
a nasledné byl ptidan tert- butoxid draselny (1,2 mmol) ve tfech porcich. Reakéni smés
byla ohfata na laboratorni teplotu a michana pies noc. Po Gplném odreagovani 84 byl
ptidan bromovany laktam 77 rozpustény v DME (3 ml). Reakéni smés byla michana pfi

laboratorni teploté ptes noc. Poté bylo DME odpafeno na vakuové odparce. Odparek
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byl rozpustén ve smesi DCM : H,O (10 ml : 10 ml) a vodna faze extrahovana DCM (3 x
15 ml). Organicka faze byla vytfepana nasycenym roztokem NaCl a vysuSena
bezvodym Na,SO,, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl zakoncentrovan na vakuové
odparce a ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (silikagel pasivovany pomoci Et3N,
petrolether : EtOAc, 1:1). Cisty produkt byl ziskan ve formé& pevné bilé latky
s vytézkem 28 %.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 8(ppm): 1.8-1.85 (m, 6H), 1.81-1.91 (m, 6H), 2.92 (s, 3H),
2.93 (s, 3H), 3.10-3.12 (m, 2H), 3.44-3.50 (m, 2H), 3.94-3.99 (m, 2H), 5.35 (s, 2H),
5.94 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.1-7.19 (m, 2H), 7.22-7.34 (m, 8H), 7.49 (d, J = 7.3 Hz, 2H)

13C NMR (125 MHz, CDCl3) 3(ppm): 8.80, 8.83, 11.29, 11.32, 26.92, 29.79, 37.62,
37.66, 39.05, 39.09, 85.81, 92.64, 111.79, 111.84, 125.19, 126.57, 127.60, 130.06,
133.24, 133.34, 139.08, 139.11, 142.63, 143.94, 144.06, 149.51, 149.65, 170.89,
170.98, 171.78

MS (ES+), m/z (%): 326.62 [M+1] (100)

2) Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon).
Laktam 91 (2 mmol) byl rozpustén v suchém DCM (7,7 ml), ktery byl pfedem zbaveny
kysliku pomoci freeze pump thaw. Do roztoku byl za laboratorni teploty ptidan
Pd(dba)s (5 %) a ligand 94 (15 %). Reakéni smés byla michana po dobu 20-ti minut pii
laboratorni teploté. Po uplynuti doby byl ptidan enol 54 (1 mmol) a EtsN (1 mmol)
a roztok byl michan po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté. Po uplynuti doby byl
odpafen DCM a reakéni smés byla okamzité nanesena na sloupcovou chromatografii
(silikagel pasivovany pomoci Et3N, petrolether : EtOAc, 1:1). Cisty produkt byl ziskan

s vytézkem 16 % jako pevna bila latka.
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(E)-tert-butyl-3,4-dimethyl-2-ox0-5-((2-0x0-3a,4-dihydro-2H-indeno[1,2-b]furan-
3(8bH)-ylidene)methoxy)-2,5-dihydro-1H-pyrrole-1-karboxylat (86)
Pro pfipravu latky byly pouzity nasledujici dva postupy:

1) Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon).
ABC skelet 84 byl rozpustén v suchém DME (10 ml). Poté byl do roztoku piidan
methyl formiét (1,5 mmol). Reakéni smés byla ochlazena na 0°C pomoci ledové 1azné
a nasledn¢ byl pridan tert- butoxid draselny (1,2 mmol) ve tiech ptidanich. Reakéni
smés byla ohfata na laboratorni teplotu a michéna ptes noc. Po Gplném odreagovani 84
byl pfidin bromovany laktam 78 rozpustény v DME (3 ml). Reakéni smés byla
ponechana pfi laboratorni teploté pfes noc. Po uplynuti doby bylo DME odpateno na
vakuové odparce. Odparek byl rozpustén ve smési DCM : H,O (10 ml : 10 ml) a vodna
faze extrahovana DCM (3 x 15 ml). Organickd faze byla vytfepana nasycenym
roztokem NaCl a vysuSena bezvodym Na,SO,, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl
zakoncentrovan na vakuové odparce a CiSt€én pomoci sloupcové chromatografie
(silikagel pasivovany pomoci Et3N, petrolether : EtOAc, 1:1). Cisty produkt byl ziskan
ve formé pevné zluté latky s vytézkem 64 %.

2) Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféte (argon).
Laktam 89 (2 mmol) byl rozpustén v suchém DCM (7,7 ml), ktery byl pfedem zbaveny
kysliku pomoci freeze pump thaw. Do roztoku byl za laboratorni teploty pifidan
Pd,(dba)s (5 %) a ligand 94 (15 %). Reakéni smés byla michana po dobu 20-ti minut pii
laboratorni teploté. Po uplynuti doby byl piidan enol 54 (1 mmol) a EtzN (1 mmol)
a roztok byl michan po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploty. Po uplynuti doby byl

odpafen DCM a poté zméteno NMR, které neukazalo ptitomnost produktu.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 8(ppm): 1.43 (s, 9H), 1.54 (s, 9H), 1.85-1.86 (m, 6H),
1.96-1.97 (m, 6H), 3.00-3.07 (m, 2H), 3.35-3.45 (m, 2H), 3.89-3.93 (m, 2H), 5.83-5.87
(m, 2H), 5.94 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.17-7.32 (m, 8H), 7.47-7.49 (m, 2H), 7.52 (d, J = 2.4
Hz, 1H), 7.54 (d, J = 2.4 Hz, 1H)

3C NMR (126 MHz, CDCl3) 8(ppm): 28.20, 37.49, 37.63, 38.95, 60.49, 84.40, 84.46,
85.81, 91.18, 91.93, 125.14, 125.27, 126.50, 126.59, 127.54, 127.57, 130.04, 131.57,
131.90, 146.41, 146.60, 148.21, 148.37, 153.48, 154.46, 167.84, 168.01, 171.81, 171.84
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MS (ES+), m/z (%): 412.77 [M+1] (100)

(E)-tert-butyl-3-methyl-2-0x0-5-((2-0x0-3a,4-dihydro-2H-indeno[1,2-b]furan-
3(8bH)-ylidene)methoxy)-2,5-dihydro-1H-pyrrole-1-karboxylat (87)

Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféie (argon). ABC skelet
84 byl rozpustén v suchém DME (10 ml). Poté byl do roztoku pfidan methyl formiat
(1,5 mmol). Reak¢ni smés byla ochlazena na 0°C pomoci ledové 14zné a nasledné byl
pridan tert- butoxid draselny (1,2 mmol) ve tfech ptfidanich. Rek¢éni smés byla ohiata
na laboratorni teplotu a michana pfes noc. Po uplném odreagovani 84 byl pfidan
bromovany laktam 79 rozpuStény v DME (3 ml). Reakéni smés byla ponechdna pii
laboratorni teploté pfes noc. Po uplynuti doby bylo DME odpateno na vakuové odparce.
Odparek byl rozpustén ve smési DCM : H,O (10 ml : 10 ml) a vodné faze extrahovéana
DCM (3 x 15 ml). Organicka faze byla vytfepana nasycenym roztokem NaCl
a vysusSena bezvodym NaySQOy, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl zakoncentrovan
na vakuové odparce a ¢istén pomoci sloupcové chromatografie (silikagel pasivovany
pomoci EtzN, petrolether : EtOAc, 1:1). Cisty produkt byl ziskan ve formé pevné Zluté
latky s vytézkem 55 %.

87a

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 1.56 (s, 9H), 1.97-1.98 (m, 3H), 3.09-3.13 (m,
1H), 3.38-3.43 (m, 1H), 3.88-3.93 (m, 1H), 5.93 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.07-6.08 (m, 1H),
6.63-6.64 (m, 1H), 7.20-7.33 (m, 4H), 7.49 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 2.4 Hz, 1H)

BC NMR (125 MHz, CDCls) &(ppm): 28.17, 37.40, 38.96, 48.86, 88.67, 110.52,
125.17, 126.55, 127.54, 130.00, 135.71, 138.87, 139.14, 142.66, 148.28, 153.14,

167.45, 171.78, 175.60

MS (ES+), m/z (%): 398.76 [M+1] (25)
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87b

1H-NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 1.46 (s, 9H), 1.98 (br. s, 3H), 3.02-3.06 (m, 1H),
3.36-3.41 (m, 1H), 3.89-3.92 (m, 1H), 5.95 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.05 (br. s, 1H), 6.67
(br. s, 1H), 7.20 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.27-7.33 (m, 2H), 7.50 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.54-
7.55 (M, 1H)

13C NMR (125 MHz, CDCls) 8(ppm): 10.91, 28.07, 37.43, 38.95, 84.76, 85.80, 89.47,
110.13, 125.26, 126,50, 127.53, 130.03, 135.86, 138.49, 142.58, 148.14, 154.12,
167.64, 171.79

MS (ES+), m/z (%): 398.76 [M+1] (45)

(E)-1,3-dimethyl-5-((2-ox0-3a,4-dihydro-2H-indeno[1,2-b]furan-3(8bH)-
ylidene)methoxy)-1H-pyrrol-2(5H)-on (88)

Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon). ABC skelet
84 byl rozpustén v suchém DME (10 ml). Poté byl do roztoku ptiddn methyl formiat
(1,5 mmol). Reakéni smés byla ochlazena na 0°C pomoci ledové 14zn€ a nasledné byl
pfidan tert- butoxid draselny (1,2 mmol) ve tfech pfidanich. Rekéni smés byla ohtfata na
laboratorni teplotu a michdna pies noc. Po uplném odreagovani 84 byl piidan
bromovany laktam 80 rozpustény v DME (3 ml). Reakéni smés byla ponechana pii
laboratorni teploté ptes noc. Po uplynuti doby bylo DME odpateno na vakuové odparce.
Odparek byl rozpustén ve smési DCM : H,O (10 ml : 10 ml) a vodné faze extrahovéna
DCM (3 x 15 ml). Organicka faze byla vytfepana nasycenym roztokem NaCl
a vysuSena bezvodym Na,SO4 ktery byl odstranén filtraci.. Produkt byl
zakoncentrovan na vakuové odparce a CiSt€én pomoci sloupcové chromatografie
(silikagel pasivovany pomoci Et3N, petrolether : EtOAc, 1:1). Cisty produkt byl ziskan

ve formé pevné Zluté latky s vytézkem 27 %.
'"H NMR (500 MHz, CDCls3) §(ppm): 1.95-1.96 (m, 3H), 2.95-2.96 (m, 3H), 3.05-3.10
(m, 1H), 3.41-3.46 (m, 2H), 3.91-3.97 (m, 1H), 5.55-5.56 (m, 1H), 5.94 (d, J = 7.9 Hz,

1H), 6.53-6.54 (m, 1H), 7.23-7.32 (m, 4H), 7.48 (d, J = 7.6 Hz, 1H)
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3C NMR (125 MHz, CDCl3) 8(ppm): 11.27, 15.35, 26.89, 39.02, 56.81, 57.29, 65.95,
85.98, 89.93, 90.16, 90.29, 111.67, 125.23, 126.53, 127.59, 130.10, 134.11, 134.16,
140.60, 142.65, 150.04, 150.16, 169.67, 170.30, 172.02

tert-butyl (1,3,4-trimethyl-5-0x0-2,5-dihydro-1H-pyrrol-2-yl) karbonat (91)

Reakce byla provedena vbezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon).
Hydroxylaktam 68 (1 mmol) byl rozpustén v suchém acetonitrilu (14 ml).
Za laboratorni teploty byl ptfidan (Boc),O (1,25 mmol) a pot¢ DMAP (0,6 mmol).
Reakéni smés byla michéna pii laboratorni teploté po dobu 3 hodin. Po uplynuti doby
byl roztok zfedén DCM (20 ml) a poté extrahovan H,O (3 x 15 ml). Organicka faze byla
vytfepana nasycenym roztokem NaCl a vysuSena bezvodym Na,SO,4, ktery byl
odstranén filtraci. Produkt byl zakoncentrovan na vakuové odparce a ziskan jako tmavé

oranzova pevna latka v dostate¢né Cistoté. Vytézek reakce byl kvantitativni.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 8(ppm): 1.52 (s, 9H), 1.79 (s, 3H), 1.89 (s, 3H), 2.92 (s,
3H), 6.06 (br. s, 1H).

tert-butyl 3,4-dimethyl-2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-karboxylat (92)

Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon). Imid 63
(1 mmol) byl rozpustén v suchém acetonitrilu (10 ml). Za laboratorni teploty byl pfidan
(Boc),O (1,25 mmol) a pot¢ DMAP (0,6 mmol). Reakéni smés byla michana pfi
laboratorni teploté po dobu 3 hodin. Po uplynuti doby byl roztok ziedén DCM (20 ml)
a poté extrahovan 5% HCI (3 x 15 ml). Organicka faze byla vytfepana nasycenym
roztokem NaCl a vysuSena bezvodym Na,SO,, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl
zakoncentrovan na vakuové odparce a ziskan jako svétle Cervena kapalina v dostate¢né

Cistoté. Vytézek reakce byl kvantitativni.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 1.55 (s, 9H), 1.97 (s, 6H).
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tert-butyl 2-hydroxy-3,4-dimethyl-5-oxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-karboxylat (93)

Imid 92 (1 mmol) byl rozpustén v methanolu (10 ml). Roztok byl ochlazen pomoci
ledové lazné na 0°C. K roztoku byl po castech piidan borohydrid sodny (2 mmol).
Reakce byla michana 10 minut pii 0°C a poté byla ohfata na laboratorni teplotu. Po
3 hodinach byla reakce ukoncena ptidanim 10 ml vody. Z reakéni smési byl odpaten
methanol na vakuové odparce. Vodny roztok byl extrahovan EtOAc (5 x 20 ml).
Organickd faze byla vysuSena nasycenym roztokem chloridu sodného a bezvodym
siranem sodnym, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl zakoncentrovan na vakuové

odparce a ziskan jako pevna bila latka s vytézkem 70 % a dostate¢né Cistote.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 3(ppm): 1.56 (s, 9H), 1.78 (s, 3H), 1.99 (s, 3H), 5.64 (br. s,
1H).

tert-butyl-2-((tert-butoxykarbonyl)oxy)-3,4-dimethyl-5-oxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-
1-karboxylat (89)

Reakce byla provedena vbezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon).
Hydroxylaktam 93 (1 mmol) byl rozpustén v suchém acetonitrilu (10 ml).
Za laboratorni teploty byl ptfidan (Boc),O (1,05 mmol) a pot¢ DMAP (0,4 mmol).
Reakéni smés byla michédna pfi laboratorni teploté po dobu 3 hodin. Po uplynuti doby
byl roztok ziedén DCM (20 ml) a poté extrahovan 5% HCI (3 x 15 ml). Organicka faze
byla vysuSena nasycenym roztokem chloridu sodné¢ho a bezvodym siranem sodnym,
ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl zakoncentrovan na vakuové odparce a CiStén
pomoci sloupcové chromatografie (silikagel, petrolether: EtOAc, 4:1). Cisty produkt byl

izolovan jako svétle zlutd kapalina s vytézkem 88 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 1.51 (s, 18H), 1.79 (s, 3H), 1.92 (s, 3H), 6.67 (br.
s, 1H).

(E)-3-(hydroxymethylen)-3,3a,4,8b-tetrahydro-2H-indeno[1,2-b]furan-2-on (54)
Reakce byla provedena v bezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon). ABC skelet
84 (1 mmol) byl rozpustén v methyl formiatu (10,5 ml). Vznikly roztok byl ochlazen na

0°C pomoci ledové lazn€. Do zchlazené reakéni smési byl pfidan t-ButOK (5 mmol).
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Reakce byla michana pti laboratorni teploté pies noc. Po uplynuti doby byla reakce
ukonc¢ena ptidanim 1M HCI (10 ml). Vodna faze byla extrahovana EtOAc (3 x 15 ml).
Organickd faze byla vysuSena nasycenym roztokem chloridu sodného a bezvodym
siranem sodnym, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl zakoncentrovan na vakuové

odparce a ziskan v dostatecné Cistote s vytézkem 92 % jako bila pevna latka.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 2.97 (dd, J = 17.0, 2.9 Hz, 1H), 3.30 (dd, J = 16.8,
8.9 Hz, 2H), 3.82-3.87 (m, 1H), 5.86 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.21-7.30 (m, 3H), 7.40 (d, J =
7.3 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 11.20 (br. s, 1H).

3,4-dimethyl-5-0x0-2,5-dihydro-1H-pyrrol-2-yl benzoat (94)

Reakce byla provedena vbezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon).
Hydroxylaktam 67 (1 mmol) byl rozpustén v suchém DCM (3,3 ml). Poté byl do
roztoku piidan chlorid kyseliny benzoové (1,5 mmol) a suchy pyridin (2,0 mmol).
Reakéni smés byla michéna pfi laboratorni teploté po dobu 2 hodin. Po uplynuti doby
byla reakce ukoncena ptidanim H,O (10 ml) a poté okyselena na pH 4. Vodna faze byla
extrahovana EtOAc (3 x 15 ml). Organicka faze byla vysusena nasycenym roztokem
chloridu sodného a bezvodym siranem sodnym, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl
zakoncentrovan na vakuové odparce a preciStén pomoci sloupcové chromatografie
(silikagel, petrolether : EtOAc, 2:1). Cisty produkt byl ziskén jako pevna svétle zluta
latka s vytézkem 66 %.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 8(ppm): 1.85 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 6.25 (br. s, 1H), 6.81
(or. s, 1H), 7.42-7.46 (m, 2H), 7.57-7.60 (m, 1H), 8.01-8.03 (m, 2H).

3C NMR (125 MHz, CDCl3) &(ppm): 8.37, 11.91, 81.23, 128.65, 129.13, 129.91,
131.32, 133.83, 147.45, 167.00, 173.68.

1,3,4-trimethyl-5-0x0-2,5-dihydro-1H-pyrrol-2-yl benzoat (95)
Reakce byla provedena vbezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon).
Hydroxylaktam 68 (1 mmol) byl rozpustén v suchém DCM (3,3 ml). Poté byl do

roztoku ptidan chlorid kyseliny benzoové (1,5 mmol) a suchy pyridin (2,0 mmol).
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Reakéni smés byla michdna pii laboratorni teploté pies noc. Po uplynuti doby byla
reakce ukoncena pfidanim Hp,O (10 ml) a poté okyselena na pH 4. Vodna faze byla
extrahovana EtOAc (3 x 15 ml). Organicka faze byla vysuSena nasycenym roztokem
chloridu sodného a bezvodym siranem sodnym, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl
zakoncentrovan na vakuové odparce a preciStén pomoci sloupcové chromatografie
(silikagel, petrolether : EtOAc, 1:1). Cisty produkt byl ziskan jako bezbarvé olejovita

kapalina s vytézkem 43 %.

'H NMR (500 MHz, CDCl3) 8(ppm): 1.86 (s, 3H), 1.91 (s, 3H), 2.95 (s, 3H), 6.56 (br. s,
1H), 7.45-7.49 (m, 2H), 7.60-7.63 (m, 1H), 8.05-8.06 (m, 2H).

3C NMR (125 MHz, CDCls) 8(ppm): 8.76, 11.52, 27.21, 84.75, 128.72, 129.09,
130.00, 131.53, 133.87, 145.12, 166.63, 171.79

4-methyl-5-oxo0-2,5-dihydro-1H-pyrrol-2-yl benzoat (96)

Reakce byla provedena vbezvodém prostiedi a inertni atmosféfe (argon).
Hydroxylaktam 69 (1 mmol) byl rozpustén v suchém DCM (3,3 ml). Poté byl do
roztoku pfidan chlorid kyseliny benzoové (1,5 mmol) a suchy pyridin (2,0 mmol).
Reakéni smés byla michéna pfi laboratorni teploté po dobu 3 hodin. Po uplynuti doby
byla reakce ukoncena piidanim H,O (10 ml) a poté okyselena na pH 4. Vodna faze byla
extrahovana EtOAc (3 x 15 ml). Organicka faze byla vysusena nasycenym roztokem
chloridu sodného a bezvodym siranem sodnym, ktery byl odstranén filtraci. Produkt byl
zakoncentrovan na vakuové odparce a preciStén pomoci sloupcové chromatografie
(silikagel, petrolether : EtOAc, 1:1). Cisty produkt byl ziskan jako pevna bila latka
s vytézkem 59 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls) 3(ppm): 1.96 (s, 3H), 6.43 (s, 1H), 6.74 (br. s, 1H), 6.78
(br. s, 1H), 7.43-7.46 (m, 2H), 7.57-7.61 (m, 1H), 8.00-8.03 (M, 2H).

3C NMR (125 MHz, CDCls) §(ppm): 10.78, 79.20, 128.64, 129.02, 129.93, 133.84,
136.83, 138.69, 166.84, 172.82
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5.3 Biologické testovani

Biotest byl provadén na semenech parazitické rostliny Striga hermonthica. Nejdtive
byla semena sterilizovdna pomoci vodného roztoku chlornanu sodného (2 g aktivniho
chloru/100 ml) a ptidaného Tritonu X-100 1% (v/v). Sterilizace probihala 5 minut, poté
byla semena piefiltrovana pies sklenénou fritu a promyta destilovanou vodou. Semena
byla ponechana volné vyschnout po dobu 3 hodin.

Do 6-ti jamkové plastové desticky byly pfidany 2 kusy filtra¢niho papiru do
kazdé jamky, které byly navlhéeny 3 ml destilované vody. Do kazdé jamky byly
ptidany 3 skelné filtra¢ni disky o priméru 1 cm. Na tyto disky byla ptidana semena
(okolo 25 na kazdy skelny disk). Semena byla pfikryta druhym skelnym filtraénim
diskem. Do kazd¢ jamky byly opét piidany 3 ml destilované vody. Desticka byla
uzaviena a vlozena do uzaviratelného plastového sacku. Takto nachystané desti¢ky byly
dany do inkubatoru, kde byly inkubovany ve tmé pti 27°C po dobu 2 tydn.

Po uplynuti doby inkubace byly jednotlivé skelné filtra¢ni disky vyjmuty
z desticky a vysuseny na filtraénim papiie po dobu 1 hodiny. Pfed vracenim skelnych
filtra¢nich diski byly z 6-ti jamkové desticky odebrany filtracni papiry, dno bylo
vysuSeno buni¢inou a poté byly ptidany skelné filtracni disky se semeny (3 disky do
kazd¢ jamky).

Jednotlivd analoga byla aplikovana v jedné koncentraci, kterd byla ptipravena
fedénim zéasobniho roztoku. Zasobni roztok jednotlivych latek (GR 24, 85, 86, 87a,
87b) byl piipraven rozpusténim jednotlivych latek v 1 ml acetonu, kdy byla ziskana
koncentrace 10°M. Tento roztok byl dale fedén 100x, kdy byla ziskdna koncentrace
10°M a dale byl fedén jesté 10x, kdy byla ziskana finalni koncentrace 10° M
s objemovym obsahem acetonu 0,1%. Negativni kontrola byla fedéna stejnym
zpusobem bez pfitomnosti jakékoliv latky. Roztoky pro inhibiéni test byly fedény ze
zasobniho roztoku o koncentraci 10°M tak, aby finalni roztok obsahujici GR 24
a pfislusny analog kdy koncetrace testované latky i GR 24 byla 10® M s obsahem
acetonu 0,2 %.

Na jednotlivé skelné filtra¢ni disky bylo napipetovano 100 pl ptislusné latky,
poptipad¢ smeési GR24 a jednotlivych analogt. Poté bylo napipetovano 4 ml destilované

vody do mezikruzi 6-ti jamkové desticky. Desticka byla uzaviena a vloZena do
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plastového uzaviratelného sacku. Takto pfipravena semena byla inkubovéana ve tmé po
dobu 6 dni pfi teplote 27°C.
Po uplynuti doby inkubace byla vykli¢ena semena spocitana pod mikroskopem

a stanoveny procenta vyklicenych semen.
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6 Zavér

Vramci této diplomové prace byla pfipravena 4 strigolaktonova analoga
a 3 strigolaktonova mimetika, kterd ve své struktufe obsahuji laktamovy D-kruh.
V ramci ptipravy téchto latek byly uspésné aplikovany syntetické postupy uplatiujici se
pfi syntéze strigolaktonovych analogli a mimetik obsahujici D-laktonovy kruh.

Latky 85, 86, 87a a 87b byly podrobeny biologickému testovani zaméteného
na aktivitu vaci iniciaci kliCeni semen parazitické rostliny Striga hermonthica
a inhibi¢ni test, ktery mél urcit, zda-li n¢ktera z latek ptsobi jako inhibitor. Vybornou
aktivitu méla latka aktivita latky 85, jez méla aktivitu vys§i nez pouzitd pozitivni
kontrola GR 24 (89 % oproti 87 %). Ostatni testované latky nebyly pfilis aktivni
a nejedna se patrné o inicidtory kli¢eni.

V ramci dalSiho studia tohoto tématu by bylo zdhodno se zaméfit na nize
uvadéné problémy. V ptipadé latky 85 by bylo dobré potvrdit jeji aktivitu. Zejména pak
odd¢lit a otestovat vSechny diasteromery zvlast' a v dalsi fazi i enantiomery a ur€it,
ktera z latek je zodpovédna za aktivitu. Dale je nutné otestovat i zbyvajici pfipravené
latky 88, 94, 95 a 96, aby toto testovani bylo kompletni. Kromé testu kli¢ivosti by
mohla byt pfipravena analoga a mimetika otestovana 1 v ostatnich oblastech
strigolaktonové aktivity.

Syntetickd ¢ast by mohla byt obohacena o optimalizaci kroku pouzivajici Pd-
coupling pro ptipojeni ABC skeletu a D-laktamového kruhu. Navic byl navrzen postup
pfipravy zbyvajiciho strigolaktonového mimetika 97, ktery vyuzivd bromovaného

laktamu 80 a sodnou stl kyseliny benzoové (Schéma 38).

0
N
o} B / O N
I N /
ONa + — o E— . (0)
DMF
80 97

Schéma 38 — Alternativni pristup pro pripravu 97.
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