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Seznam pouzitych zkratek

2,4-D
6CIP
ABA
aceton-dg
AHK
AHPs
ARF, ARFs
ARR, ARRSs
BAP

BPO

bs

BuOH
CDCl;
CDI

CDK

CK, CKs
CKX

CLV
CPIBA
CRF, CRFs
cZ

d

dd

dt

DBU
DCBA
DCC
DCM
DEACM
DHZ
DIAD
DMAP
DMF
DMNB

2-(2,4-dichlorfenoxy)octova kyselina

6-chlor-9H-purin

kyselina abscisova

deuterovany aceton

histidinkinasovy receptor z Arabidopsis thaliana
histidinfosfotransferové proteiny z Arabidopsis thaliana
transkrip&ni faktor/y auxinl (auxin response factor/s)
regulator/y odpovédi z Arabidopsis thaliana
6-benzylamino-9H-purin, N°-benzylaminopurin
benzoyl peroxid

Siroky singlet

butanol

deuterovany chloroform

1,1'-karbonyldiimidazol

cyklin-dependentni kinasa

cytokinin, cytokininy

cytokinindehydrogenasa (EC 1.5.99.2)

gen CLAVATA

2-(4-chlorfenoxy)isomaselna kyselina

faktor/y odpovédi (cytokinin response factors)
(2)-6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9H-purin), cis-zeatin
dublet

dublet dubletu

dublet tripletu

1,8-diazabicyklo[5.4.0]Jundek-7-en
3,4-dichlorbenzoova kyselina

N,N “dicyklohexylkarbodiimid

dichlormethan
[7-(diethylamino)kumarin-4-yllmethylova chranici skupina
6-(4-hydroxy-3-methylbut-1-ylamino)-9H-purin, dihydrozeatin
diisopropylazodikarboxylat

4-(dimethylamino)pyridin

N,N-dimethylformamid

4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylova chranici skupina



DMSO dimethylsulfoxid

DMSO-dg deuterovany dimethylsulfoxid

EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid

ekviv. ekvivalent

ESI'-MS hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem, pozitivhi mod

ESI-MS hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem, negativni méd

Et;N triethylamin

EtOAC ethyl-acetat

EtOH ethanol

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

IAA 2-(1H-indol-3-yl)octova kyselina

IBA 4-(1H-indol-3-yl)butanova kyselina, indol-3-maselna kyselina

INCYDE, INC 2-chlor-6-(3-methoxyfenylamino)-9H-purin

iP 6-(3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9H-purin, N®-isopentenyladenin

IPT adenylatdimethylallyltransferasa, isopentenyltransferasa
(EC 2.5.1.27)

J interakéni konstanta

Kin 6-furfurylaminopurin, kinetin

It laboratorni teplota

MBAP 6-(3-methoxybenzylamino)-9H-purin

MeCN acetonitril

MeOH methanol

MeOH-d, deuterovany methanol

NB nitrobenzylova chranici skupina

NBS N-bromsukcinimid

NHS N-hydroxysukcinimid

NMR nuklearni magneticka rezonance

NOAA 2-(naftalen-1-yloxy)octova kyselina

NPE 1-(2-nitrofenyl)ethylova chranici skupina

PE petrolether

ppm parts per million

S singlet

SAM stonkovy apikalni meristém

t triplet

TCBC 2,4,6-trichlorbenzoyl chlorid

td triplet dubletu

THF tetrahydrofuran



TLC tenkovrstevna chromatografie

tZ (E)-6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9H-purin,
trans-zeatin

WUS gen WUSCHEL

X-Gluc 5-brom-4-chlor-3-indolyl-3-glukuronid

e} chemicky posun
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Uvod a cile prace

Cytokininy a auxiny predstavuji jedny z nejvyznamnéjSich skupin fytohormona
podilejicich se na regulaci mnoha procest nezbytnych pro rlst a vyvoj rostlin. Ackoliv
byly puvodné objeveny diky svému antagonistickému plsobeni pfi in vitro
organogenezi, pozdéjSi vyzkumy prokazaly zapojeni téchto fytohormonu ve velkém
mnozstvi dalSich fyziologickych procesu odehravajicich se v ramci celé rostliny, jako
napf. kontrola apikalni dominance, vétveni prytu, zakladani postrannich kofenu
¢i regulace senescence. Studium funkci rostlinnych hormond byva nej¢astéji zalozeno
na sledovani morfologickych ¢i metabolickych zmén po exogenni aplikaci zkoumanych
latek nebo pomoci selektovanych mutantnich linii. Caged-biomolekuly pfedstavuji dalsi
alternativni zpUsob jak regulovat mnozstvi fytohormond v daném biologickém systému.
Fotolytického uvolnéni aktivnich latek je docileno pomoci UV svétla, jehoZz misto
pusobeni a dobu ozafovani Ize snadno specifikovat.

Pfed samotnym vypracovanim byly stanoveny cile této diplomové prace:

e zpracovani literarni reSerSe na téma fytohormony, fotolabilni chranici skupiny
a caged-fytohormony

e syntéza vybranych caged-fytohormonu s 2-nitrobenzylovou chranici skupinou

e charakterizace pfipravenych latek pomoci dostupnych fyzikalné-chemickych
metod

e studium fotolyzy pfipravenych caged-fytohormonu

o testovani vybranych latek v in vitro a in vivo systémech

11



Teoreticka cast

12



1 Cytokininy

Rostlinné hormony (téz fytohormony) jsou skupinou pfirozené se vyskytujicich
organickych latek, které jiz ve velminizkych koncentracich (1-50 pmol.g™ &erstvé
hmoty) ovlivAuji fyziologické procesy v rostlinach. Pro organismus nepfredstavuji zadné
vyzivové hodnoty, avSak funguji jako signalni molekuly, které zprostfedkovavaiji
a ovliviuji vyvoj rostlin. Na rozdil od sav€ich hormonl vSak nemusi byt fytohormony
syntetizovany pouze v konkrétnim pletivu, ale mize se jednat o soubory riznych pletiv
¢i jednotlivych bunék, ve kterych dané latky pfimo pasobi nebo jsou dale
transportovany do vzdalenéjSich Casti rostliny. V soucasné dobé je znamo mnoho
strukturné odliSnych skupin fytohormonu — mezi nejvyznamnéjsi patfi cytokininy (CKs),
auxiny, gibereliny, kyselina abscisova a ethylen (Davies, 2010).

Cytokininy byly poprvé objeveny skupinou prof. Skooga v roce 1955 jako faktory
nezbytné pro déleni bunék kalusu v pfitomnosti auxinG (Miller a kol., 1955). Prvnim
identifikovanym zastupcem se stal kinetin (6-furfurylaminopurin), izolovany pGvodné
jako degradaéni produkt DNA ze slediho spermatu (Miller a kol., 1956). O nékolik let
pozdéji byla v laboratofi prof. Lethama odhalena struktura prvniho pfirodniho CK,
zeatinu (6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9H-purinu), ziskaného z nezralého
endospermu kukufice (Letham, 1963). Tyto prvotni kroky vedly k objevim velkého
poCtu pfirozenych i syntetickych latek, které mohou diky své cytokininové aktivité
regulovat ruast a vyvoj rostlin. Na bunééné urovni CKs ovliviuji déleni a diferenciaci
bunék; vramci celé rostliny se podileji na kontrole apikalni dominance, oddaluji
listovou senescenci, reguluji transport zivin, stimuluji vyvoj chloroplasti a jsou
zapojené v reakcich rostlin na rizné typy biotickych i abiotickych stresu (Werner a
Schmiilling, 2009).

1.1 Struktura

Z pohledu chemické struktury jsou pfirozené cytokininy derivaty adeninu substituované
v poloze N® dvéma typy vedlejSich Fetézc (Obrazek 1). Isoprenoidni CKs obsahuji
nasyceny nebo nenasyceny alifaticky fetézec isoprenoidniho plvodu, zatimco druha
skupina nese heterocyklicky furfurylovy zbytek, benzyl nebo hydroxylovany benzyl.
DalSim specifickym typem cytokininG jsou syntetické derivaty fenylmoCoviny, které
byly puvodné objeveny vkokosovém mléce, avSak jejich pfirozenych vyskyt

v rostlinach nebyl prozatim potvrzen (Mok a kol., 1982; Takahashi a kol., 1978).
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Aromatické CKs: Isoprenoidni CKs:

Y
/ .

¢

kinetin isopentenyladenin
Syntetické CKs:
N NB-benzylaminopurin dihydrozeatin N)J\N
X
N| \> OH H H
k Z~N OH difenylurea
N
H
N
= o \
© V\L (LRI
ortho-topolin cis-zeatin N N S
H H
thidiazuron

OH
\(\@/ o

meta-topolin trans-zeatin

¢

Obrazek 1. Prehled vybranych struktur cytokinind.

Isoprenoidni
Skupinu isoprenoidnich cytokininl Ize dale délit podle pfitomnosti a pozice hydroxylové
skupiny na vedlejSim Ffetézci, ktera muze ovliviiovat aktivitu &i stabilitu molekuly.
methylbut-2-en-1-ylamino)-9H-purin) a N°-isopentenyladenin (iP; 6-(3-methylbut-2-en-
1-ylamino)-9H-purin), avSak jejich koncentrace se mulze v raznych druzich rostlin
¢i vyvojovych stadiich liSit (Sakakibara, 2006). SniZzena biologicka stabilita tZ a iP je
dana jejich nachylnosti k degradaci cytokinindehydrogenasou (CKX; EC 1.5.99.2).
DalSim typem isoprenoidnich cytokininu je isomerni forma trans-zeatinu, cis-zeatin
(czZ, (2)-6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-ylamino)-9H-purin), ktery je v dvoudéloznych
rostlinach méné bézny, avSak je dominantnim typem zeatinu v obilovinach a travach.
Poslednim zastupcem isoprenoidnich cytokininu je dihydrozeatin (DHZ; 6-(4-hydroxy-
3-methylbut-1-ylamino)-9H-purin), ktery jako jediny obsahuje nasyceny postranni

retézec.

Aromatickée

Isoprenoidni cytokininy byly zpoc€atku povazovany za jediné endogenni latky z této
skupiny fytohormonl. Tato domnénka byla vyvracena objevem topolin0 -
hydroxylovanych derivatt N°-benzylaminopurinu (BAP; 6-benzylamino-9H-purin), které
byly izolovany napf. z listh topolu (Populus x robusta Schneid) (Horgan a kol., 1975;
Strnad a kol., 1992) a huseniCku rolniho  (Arabidopsis thaliana)

(Tarkowska a kol., 2003). V rostlinach byly aromatické CKs nalezeny nejen ve formé
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volnych bazi, ale i jako nukleosidy, nukleotidy a glukosidy, coz potvrzuje
pravdépodobnou shodu ¢asti metabolickych drah s isoprenoidnimi cytokininy
(Strnad, 1997).

1.2 Metabolismus

Vyskyt konkrétnich typla cytokinind a jejich distribuce v organismu neni v pfirodé
univerzalni - lisi se u riznych druhu rostlin, tkani a méni se v prib&hu vyvoje rostliny.
Ackoliv je v soucasné dobé& znamo mnoho zastupci CKs, fyziologicka funkce kazdého
z nich nebyla prozatim zcela objasnéna. Predchozi vyzkumy vSak ukazuji, ze
se cytokininy mohou v rostliné nachazet ve tfech formach: jako aktivni molekuly,
transportni nebo zasobni formy a inaktivované fytohormony (Sakakibara, 2004).

Volné baze vykazuji vysokou biologickou aktivitu a pFedstavuji tak aktivni formu
fytohormonu. Pfislusné ribosidy a ribotidy (1-3 fosfatové jednotky) byvaji oznacovany
jako transportni formy cytokininG. Z hlediska aktivace receptoru reaguji vyraznéji pouze
tZ-ribosid a tZ-ribosid 5-monofosfat s isoformou receptoru AHK3 (Spichal a kol., 2004).

Hydroxylovany postranni fetézec tZ, ¢Z a DZ muze byt dale modifikovany
O-glykosylaci. Zmény poméru mezi volnymi bazemi a cukernymi konjugaty, konkrétné
O-glukosidy, v dusledku plsobeni environmentalnich faktorl potvrzuji, ze vazba
cukerné slozky vede k inaktivaci CK a vzniku zasobni formy (Sakakibara, 2004).
DalSi konjugaty, jako napf. N-glukosylové a N-alanylové derivaty, jsou obdobné jako
O-glukosidy metabolicky stabilngjSi nez volné baze (McGaw a Horgan, 1983).
Biologicka aktivita N7-, N9-glukosidi a N9-alanylovych CKs je vSak zanedbatelna
a byvaji proto oznacovany jako inaktivni formy cytokininu (Letham a kol., 1983).

Degradace CKs hraje velmi vyznamnou roli v udrzovani rovnovahy mezi akumulaci
metabolitd a jejich transportem v rostlinach. Reakce je katalyzovana enzymem CKX,
ktery odStépuje postranni fetézec fytohormonu za vzniku adeninu a pfisluSného
aldehydu. Substratova specifita jednotlivych isoenzymi CKX z A. thaliana se vSak
znacné lisi — napf. enzymy AtCKX2 a 4 degraduji isoprenoidni cytokininy (iP, tZ)
a jejich ribosidy, zatimco isoenzymy AtCKX1 a 7 preferuji glykosidy. O-glukosidy jsou
k pusobeni CKX rezistentni (Galuszka a kol., 2007).

1.3 Transport a signalizace

Cytokininy jsou mobilni fytohormony, které mohou pusobit jak v misté svého vzniku,
tak i na del8i vzdalenosti. Kromé& prosté difuze dochazi k aktivnimu toku cytokinind
do bunky, av8ak specifické transportéry nebyly dosud jednoznacné identifikovany

(Cedzich a kol., 2008). Experimenty s proteiny ze skupiny purinovych permeas
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prokazaly jejich schopnost rozpoznavat CKs a prenaSet je pfes membranu v symportu
s protony (Gillissen a kol., 2000). Nékteré z nich také pravdépodobné hraji roli pfi
vstupu latek do floému (Burkle a kol., 2003). Jako dal3i potencialni pfenasee CKs byly
oznaceny rovnovazneé nukleosidové transportéry objevené v ryzi (Hirose a kol., 2005)
a A. thaliana (Hirose a kol., 2008). Kvuli jejich nizké specifit¢ a absenci vyrazného
fenotypového projevu u mutantnich rostlin nebyvaji povazovany za pfili§ vyznamné
komponenty regulace vyvojovych procesl (EI-Showk a kol., 2013). V transportu
cytokinint na del$i vzdalenosti je pravdépodobné také zapojen protein ze skupiny ABC
(Arabidopsis ATP-binding cassette) transportéri, ktery je exprimovan prevazné
v kofenech a zprostfedkovava prfenos CKs xylémem do nadzemnich &asti rostliny
(Ko a kol., 2014; Zhang a kol., 2014).

Velmi nizké koncentrace cytokinini v pletivech a neznalost dalSich molekul
ucastnicich se syntézy Ci pfenosu signalu zpo€atku znemozfovaly podrobnéjsi studium
funkce téchto fytohormonu. Pralom pfiSel az s objevem genu CKI1 (CK-independent 1),
jehoz zvySena exprese v mutantnich rostlinach A. thaliana zpusobovala odpovédi
typické pro pfitomnost CKs (Kakimoto, 1996). Navazujici experimenty dale potvrdily
existenci proteinid zodpovédnych za pfenos fosfatu (histidinfosfotransferové proteiny
z A. thaliana, AHPs) (Miyata a kol., 1998; Suzuki a kol., 1998) zreceptoru na
regulatory odpovédi (Arabidopsis response regulators, ARRs) (Imamura a kol., 1998;
Sakai a kol., 1998; Urao a kol., 1998), které jakozto transkripCni faktory aktivuji expresi
primarnich genud pro cytokininy. Prvni CK receptor, pozdéji oznaCeny jako
CRE1/AHK4/WOL, byl vdak objeven az o nékolik let pozdéji (Inoue a kol., 2001; Suzuki
a kol., 2001). Analyzy genomu A. thaliana nasledné& odhalily existenci dalSich dvou
receptord, AHK2 a AHK3 (Yamada a kol., 2001). Ackoliv byla potvrzena lokalizace
receptord na plazmatické membrané (Kim a kol., 2006), nedavné vyzkumy odhalily
jejich mozny vyskyt v endoplazmatickém retikulu kukufice (Lomin a kol., 2011)
i A. thaliana (Caesar a kol., 2011; Wulfetange a kol., 2011).

Pfenos a zpracovani CK signalu byva také oznaCovano jako dvoukomponentni
signaliza€ni systém, ktery zahrnuje nékolikastupfiovou fosforylaci a je velmi podobny
signalnim kaskadam probihajicim v prokaryotech (Obrazek 2) (Hwang a Sheen, 2001).
Vazbou CK na extracelularni CHASE (cyclases/histidine kinases-associated sensing
extracellular) doménu histidinkinasového receptoru (Anantharaman a Aravind, 2001)
dochazi kjeho dimerizaci a nasledné autofosforylaci na histidinovém zbytku.
Fosfat je poté pfenesen na aspartat téhoz proteinu a dale na histidin pfitomny
v molekule AHPs (AHP1-5). Vyjimku vSak pfedstavuje AHPG, ktery neobsahuje
konzervovany histidinovy zbytek a plasobi jako negativni regulator fosforylacni kaskady

(Mahénen a kol., 2006). Histidinfosfotransferové proteiny nasledné putuji do jadra,
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kde dochazi k pfenosu fosfatové skupiny na ARR typu B (ARR1, 2, 10-14),
které reguluji expresi mnoha cilovych genl, v€etné ARR typu A (ARR4-9, 16)
(D'Agostino  a kol,, 2000). Kromé& =zapojeni vregulaci cirkadidlnich rytmu
(Ishida a kol., 2008) a fotomorfogenezi (Mira-Rodado a kol., 2007) funguje tato skupina
regulatori odpovédi jako negativni zpétna vazba vedouci k inhibici pfenosu CK signalu
(To a kol., 2007).

Dalsi slozkou signalizaéni kaskady jsou geny CRFs (CK response factors) kédujici
transkripéni faktory identifikované pldvodné v A. thaliana (Rashotte a kol., 2006).
Exprese nékterych z nich, konkrétné CRF2 a CRF5, je aktivovana plUsobenim ARRs
typu B. Fosforylované AHPs také indukuji translokaci CRFs z cytosolu do jadra,
kde aktivuji transkripci cytokininovych gena, pfi€emz exprese nékterych z nich mize
byt stimulovana i plsobenim ARRs typu B. Transkripce nékterych typll CRFs
(konkrétné CRF1, 3, 4) vSak neni regulovana CKs (Rashotte a kol., 2006) a jejich
zvysSena exprese muze byt indukovana napf. abiotickym stresem (Gupta a Rashotte,
2014; Shi a kol., 2012; Zwack a kol., 2013; Zwack a kol., 2015).

AHK2, AHK3,
AHK4/CRE1

/\ "'

2
AHPS
A ONTS Qﬁfi@ @
\Proteol\]za
‘ @ Genova
ARRs

T “\‘ G + oxoredl ﬁ

AHP6

_hovonda.

Genova exprese \ Transkripce regulovana CKs

Obrazek 2. Model cytokininové signalni kaskady. Cytokinin je pfijiman receptorem AHK lokalizovanym
v plazmatické membrané. Signal je dale zesilen sérii fosforylaénich reakci, kdy dochazi k pfenosu fosfatu
v ramci receptoru a nasledné na AHPs, které po translokaci do jadra aktivuji ARRs typu A nebo B.
Fosforylace vSak muze byt inhibovana plUsobenim pseudo-AHP, AHP6. Regulatory odpovédi typu A
funguji mimo jiné jako represory signalizacni drahy, zatimco ARRs typu B positivné ovliviiuji transkripci CK
genq, véetné genu pro ARRs typu A. Pasobenim CKs jsou také aktivovany CRFs, které se po translokaci
do jadra podileji na iniciaci exprese dalSich CK genu (podle Rashotte a kol., 2006).




1.4 Biologicka aktivita
Cytokininy se podileji na mnoha vyznamnych procesech rlstu a vyvoje rostlin.
Na bunécné urovni reguluji déleni a diferenciaci bunék; v ramci celého organismu
ovliviuji apikalni dominanci, kli€eni semen, listovou senescenci, mobilizaci zivin €i
odpovéd rostlin na bioticky a abioticky stres. V kooperaci se svétlem dale CKs
zprostifedkovavaji deetiolizaci a diferenciaci chloroplastt (Mok, 1994).

Tato skupina fytohormont byla plGvodné objevena diky své schopnosti
v pfitomnosti auxind stimulovat bunééné déleni (Miller a kol., 1955). Navazujici
vyzkumy prokazaly ucast CKs na indukci transkripce cyklinu D3;1, jehoz zvySena
exprese je nezbytna pro pfechod z G; do S-faze buné&ného cyklu (Soni a kol., 1995)
(Obrazek 3). Cytokininy jsou dale také zapojeny v procesu defosforylace tyrosinu
v molekule CDKA;1, ¢im dochazi k aktivaci tohoto enzymu a nasledné iniciaci M-faze
(Zhang a kol., 1996).

Kyselina  Gipereliny

absc:|sova
Auxmy ' ' ‘
CKs
< CycD CycD
Cukry /

Brassinosteroidy

M S

Aktivace genu nezbytnych
pro vstup do S-faze

CDKA/B
%4— CycA/B \
CDKA/B
Glberellny

CycA/B <— Auxiny
CKs

Obrazek 3. Model regulace bunééného cyklu v rostlinach. Exprese CDKA a cyklinli typu D v G; fazi je
regulovana rtznymi typy rlstovych faktor(i, véetné cukr( a fytohormonu. Aktivace komplexu cyklinD-CDKA
vyZzaduje disociaci inhibi¢niho proteinu ICK, jehoZz transkripce je stimulovana plsobenim kyseliny
abscisové, a dale také fosforylaci treoninového zbytku v CDKA zprostfedkovanou aktivacni kinasou
CDKD;1. Aktivni komplex cyklinD-CDKA béhem pozdni Gi-faze iniciuje fosforylaci retinoblastomového
proteinu (RB) a uvolfiuje komplex E2F-DP, ktery spousti transkripci geni nezbytnych pro postup do S-
faze. Pro pfechod mezi G, a M-fazi je nezbytna fosforylace treoninového zbytku CDK aktivaéni kinasou
CAK a defosforylace tyrosinu indukovana vlivem CKs. V zavéru cyklu dochazi k proteolyze cyklind B a
ukoné&eni mitézy (Stals a Inzé, 2001).
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1.4.1 Vyvoj kofene a prytu

Postembryonalni vyvoj rostlinnych organl je umoznén diky regulaci rovnovahy mezi
délenim a diferenciaci bunék ve specifické oblasti pletiva, ktera obsahuje pluripotentni
buriky a nazyva se stonkovy apikalni meristém (SAM). Cytokininy funguji jako dudlezité
regulatory funkce téchto meristému, coz bylo prokazano pozorovanim zmenseného
SAM a snizeného poctu listovych primordii u rostlin s nedostatkem CKs
(Werner a kol, 2001; Werner a kol., 2003), nefunkénimi receptory
(Higuchi a kol., 2004; Nishimura a kol., 2004; Riefler a kol., 2006) & absenci IPT
(Miyawaki a kol., 2006). V meristému je plsobenim KNOTTED1-like homeoboxovych
(KNOX) transkripénich faktorl stimulovana biosyntéza CKs (Yanai a kol., 2005)
a zaroven dochazi k potlaceni genu biosyntézy giberelint (Hay a kol., 2002; Sakamoto
a kol.,, 2001), coz umoznuje zachovani funkéni identity meristematickych bunék.
Ke zvysSeni hladiny cytokinind v horni ¢asti SAM také pfispiva aktivita enzymu LOG
(EC 3.2.2.n1), ktery prevadi biologicky inaktivni nukleotidy na volné baze
(Kurakawa a kol., 2007).

Rostliny si v apikalnich meristémech udrzuji skupiny totipotentnich bunék,
ze kterych nasledné vznika kofenovy systém a nadzemni &ast. Osud bunék
ve stonkovém apikalnim meristému je fizen regulacni kaskadou, ktera zahrnuje
skupinu gent CLAVATA (CLV) a WUSCHEL (WUS), které se navzajem ovliviuji.
Exprese WUS vede k syntéze peptidu CLV3, ktery aktivaci receptoru CLV1-CLV2
zprostfedkovava zpétnou vazbu vedouci k potlateni transkripce  WUS.
Tento transkripéni faktor dale potlacuje expresi ARRs typu A, €imZ je umoznéna
regulace spravné funkce meristému (Leibfried a kol., 2005).

Zcela odlisna situace se odehrava v kofenovém apikalnim meristému. Specifikace
a zachovani identity meristematickych bunék je Fizeno pfevazné hladinou auxin
a CKs jsou nezbytné pro regulaci bunécné diferenciace. U transgennich rostlin
s nedostatkem cytokininl byly pozorovany zmeény kofenového systému zpusobené
zvySenim poctu délicich se bunék (Werner a kol., 2003). DalSi vyzkumy prokazaly
zapojeni ruznych komponent cytokininové signalni drahy, konkrétné receptoru AHK3
a regulatort odpovédi ARR1 a ARR12, které jsou specificky exprimovany v pfechodné
zoné korene (Dello loio a kol., 2007). Transkrip&ni faktor ARR1 kontroluje expresi genu
SHY2, ktery iniciuje redistribuci auxinl, ¢imz je stimulovana diferenciace bunék
(Dello loio a kol., 2008). Protein SHY2 je naopak plUsobenim auxini degradovan,
coz vede k zachovani aktivity auxinovych transportérd (PIN) a délici schopnosti bunék
(Tian a kol., 2002). Vysledna rovnovaha mezi délenim a diferenciaci bunék regulujici
velikost kofenového meristému a rust kofene je tak dana interakci mezi CKs a auxiny

prostfednictvim SHY2.
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1.4.2 Listova senescence

Antisenescencni vlastnosti cytokinind byly poprvé pozorovany na oddélenych listech
fepené (Xanthium pennsylvanicum Wallr.) uz v roce 1957 (Richmond a Lang, 1957).
Inkubace listd ve vodném roztoku kinetinu vedla ke snizeni proteinovych ztrat
spojenych s odtrzenim listd a sou€asné oddalila degradaci chlorofylu. Podobny efekt
byl pozorovan i u jinych druhd rostlin a dokonce byla zaznamenana obnova zelenosti
listd (Dyer a Osborne, 1971). Externi aplikace CKs vSak muze vykazovat odliSné
vysledky v zavislosti na danych experimentalnich podminkach, coz bylo prokazano
porovnanim experimentd s BAP na listech A. thaliana. Ve tmé dochazelo k oddaleni
senescence, avSak na svétle byl patrny rychlej§i pokles obsahu chlorofylu
(Zacarias a Reid, 1990).

DalSi dikaz ucasti CKs v procesech senescence poskytly analyzy hladin téchto
fytohormonu v pribéhu vyvoje rostliny. Existence nepfimé Uméry mezi mnozstvim
cytokininl a stadiem senescence byla prokazana v nékolika druzich rostlin a pletivech
(Van Staden a kol., 1988). Navazujici vyzkumy potvrdily pokles v transkripci gent
kédujicich biosyntetické enzymy CKs v senescentnich listech, zatimco geny pro
cytokininové  degradaéni enzymy byly exprimovany ve VvétSi  mife
(Buchanan-Wollaston a kol., 2005).

Velmi elegantni zplsob studia zapojeni CKs v procesech senescence
pfedstavovaly experimenty s transgenni linii tabaku (Nicotiana tabacum) obsahujici
inkorporovany gen pro isopentenyltransferasu (IPT; EC 2.5.1.27). Exprese IPT pod
promotorem specificky aktivovanym senescenci (Senescence Associated Genel2,
SAG12) vedla ksyntéze CKs a naslednému oddaleni senescenénich procesu.
Po dosazeni dostatec¢né hladiny fytohormon( byla aktivita promotoru opét potlacena,
¢imz bylo zabranéno nezadoucimu nadmérnému hromadéni cytokinini. Transgenni
rostliny vykazovaly prodlouzenou zivotnost listd se zachovanim jejich fotosyntetické
aktivity, coz pfispélo ke zvySeni vynosu semen i biomasy oproti béZznym rostlinam
(Gan a Amasino, 1995).

Vyzkum mutantnich rostlin A. thaliana dale objasnil zasadni roli cytokininového
receptoru AHK3 v regulaci senescence listd. Mutace ve vazebné doméné tohoto
receptoru vedla ke konstitutivni expresi CK gen(, konkrétné ARR2, a v dusledku toho
dochéazelo ke zvysSeni Zivotaschopnosti listd (Kim a kol., 2006). Obdobny fenotyp byl
pozorovan u rostlin se zvySenou produkci transkripéniho faktoru CRF6, jehoz exprese
je indukovana pfitomnosti cytokinini (Zwack a kol., 2013). Tento negativni vliv CRF6
na senescenci v oddélenych listech vSak byl zpochybnén prostfednictvim experimentu
s intaktnimi rostlinami, v nichz byla senescence puUsobenim CRFs stimulovana
(Raines a kol., 2016).
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V prabéhu listové senescence dochazi kromé& mnoha dalSich procest také
k pfesunu Zivin z odumirajiciho pletiva do mist potfeby. Studium vilastnosti rostlin
s oddalenou senescenci odhalilo uast CKs na stimulaci exprese extracelularni
invertasy (B-fruktofuranosidasa, EC 3.2.1.26) a hexosovych transportérli, coz vedlo
ke zvySeni pfisunu zivin a senescenc¢ni projevy tak v danych listech nebyly spustény
(Balibrea Lara a kol., 2004; Ehness a Roitsch, 1997). ZvySeni intracelularni hladiny
glukosy a fruktosy pozorované v rostlinach tabaku vSak pravdépodobné spousti
odliSnou signalni drahu a vede ke stimulaci senescenénich procesl
(Swartzberg a kol., 2011).

2 Auxiny

Auxiny jsou dal$i vyznamnou skupinou fytohormonu zapojenych ve velmi Siroké Skale
biologickych mechanismu. Existence téchto rustovych regulatorti byla prfedpokladana
jiz v 80. letech 19. stoleti, kdy Charles Darwin pozoroval svétlem indukované zakfiveni
koleoptile trav (Darwin a Darwin, 1880). Latka zodpovédna za tento pohyb byla pozdéji
izolovana zfermentaénihno média (Salkowski, 1885) a identifikovana jako
2-(1H-indol-3-yl)octova kyselina (IAA) (Kogl a kol., 1934). Auxinova aktivita byla dale
definovana jako schopnost danych molekul stimulovat prodluzovani koleoptile
¢i dalSich stonkovych usek(l, a zaroven podporovat vznik kofenu. Gradient auxinu
v rostliné je vSak zodpovédny za regulaci mnoha dalSich vyvojovych procesu, véetné
kontroly apikalné-bazalni polarity, zachovani apikalni dominance, vzniku listovych
primordii a plodd, vyvoje kofene C¢i reakce na abioticky a bioticky stres
(Sauer a kol., 2013).

Vysoké koncentrace auxinll jsou vSak toxické, pfevazné pro jednodélozné rostliny
jako jsou travy a obilniny. Diky témto vlastnostem je v sou¢asné dob& mnoho sloucenin
s auxinovou aktivitou vyuzivano jako herbicidy. Syntetické auxiny jsou také soucasti
komeréné dostupnych pfipravkd  stimulujicich tvorbu adventivnich  kofenu

¢i synchronizaci kveteni (Grossmann, 2010).

2.1 Struktura

Z chemického hlediska jsou auxiny definovany jako nizkomolekularni organické
kyseliny obsahujici ve své molekule aromaticky kruh a karboxylovou skupinu. Kromé
nejrozsifenéjSino endogenniho auxinu — IAA — byly v rostlinach objeveny dalSi ftfi
pfirodni latky s auxinovou aktivitou, a sice kyselina indol-3-maselna (4-(1H-indol-3-
yl)butanova kyselina, IBA) (Ludwig-Muller a Epstein, 1991), 2-(-4-chlor-1H-indol-3-
yhoctova (Engvild, 1980) a 2-fenyloctova (Okamoto a kol., 1967) (Obrazek 4).
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Endogenni auxiny:
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-(1H-indol-3-yl)octova 4-(1H- |ndo| 3-yl)maselna 2-(4-chlor-1H- |ndc| 3-yl)octova 2-fenyloctova
kyselina kyselina kyselina kyselina

Syntetické auxiny:
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2-(2,4-dichlorfenoxy)octova  2-(2,4,5-dichlorfenoxy)octova 2-(naftalen-1-yl)loctova  3,6-dichlor-2-methoxybenzoova 4-amino-3,5,6-trichlorpikolinova
kyselina kyselina kyselina kyselina kyselina

Obrazek 4. Struktura vybranych pfirodnich a syntetickych auxina.

Za ucelem objasnéni role auxind v biologickych systémech bylo pfipraveno velké
mnozstvi syntetickych derivatl, které jsou Casto strukturné odliSné, avSak pulsobi
obdobné jako endogenni fytohormony. Analyzy vztah( mezi strukturou a biologickou
aktivitou danych molekul odhalily, Ze indolovy zaklad neni pro funkci auxinu nezbytny
a mulze byt nahrazen jinymi aromatickymi kruhy s podobnou velikosti. Synteticka
analoga byvaji stabilngjsi nez IAA (Dunlap a kol., 1986), avSak podléhaji stejné jako
IAA  enzymatické konjugaci s glukézou, ¢&imz dochazi kjejich inaktivaci
(Barendse a kol., 1987; Klem$ a kol., 1998; Smulders a kol., 1990). Mezi nejznamé;jsi
zastupce patfi kyselina 2-(naftalen-1-yl)octova, 2-(2,4-dichlorfenoxy)octova (2,4-D),
2-(2,4,5-trichlorfenoxy)octova (2,4,5-T), 3,6-dichlor-2-methoxybenzoova (dicamba)

a 4-amino-3,5,6-trichlorpikolinova (picloram).

2.2 Metabolismus

Hladiny koncentrace auxinl se méni nejen béhem vyvoje rostliny, ale i v ramci rliznych
pletiv, ¢imz dochazi k ustanoveni gradientu zodpovédného za biologickou funkci téchto
fytohormonu. Pro zachovani auxinového gradientu rostliny vyuzivaji slozitych
regulaCnich kaskad, které udrzuji procesy biosyntézy, transportu a inaktivace
v pozadované rovnovaze. Volna IAA je v rostlinach produkovana nékolika zpUsoby:
biosyntézou de novo z tryptofanu nebo jeho indolickych prekurzor(, hydrolyzou
esterovych a amidovych konjugatu nebo konverzi z IBA (Normanly a kol., 2010).

V rostlinach se nachazi nékolik typu auxinovych molekul, které vykazuji rdznou
potencialni kapacitu spoustét signalni kaskadu. V porovnani s IAA je IBA mnohem
méné aktivni sloueninou a je tak povazovana za doCasnou zasobni formu IAA.
Syntéza IBA z IAA pravdépodobné probiha obdobnym mechanismem prodluzovani
fetézce jako pfi biosyntéze mastnych kyselin (Ludwig-Muller a Hilgenberg, 1995),

analogicky zpétna konverze IBA na volnou I|AA vede stejnymi drahami jako
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peroxisomalni B-oxidace mastnych kyselin (Epstein a Ludwig-Muller, 1993; Zolman a
kol., 2008).

V rostlinnych pletivech se vétSina auxind nachazi v konjugované formé
se sacharidy, cukernymi alkoholy, aminokyselinami &i proteiny. Esterové a amidové
konjugaty predstavuji doCasné inaktivovanou formu auxind. O-glykosidy vznikaji
pfipojenim cukerné sloZky na molekulu auxinu prostfednictvim esterové vazby, jako
napf. IAA-inositol, IAA-glukosa, IAA-glykoproteiny a IAA-glukany (Normanly a kol.,
2010). Amidovou vazbou mohou byt na IAA navazany rGzné proteiny nebo
aminokyseliny jako alanin, leucin, aspartat ¢i glutamat (Kowalczyk a Sandberg, 2001,
Tam a kol., 2000). V menSi mife Ize v rostlinach detekovat aminokyselinové konjugaty
valinu, fenylalaninu &i tryptofanu (Kai a kol., 2007; Staswick, 2009).

Kromé docdasné inaktivace auxinl pomoci konjugace dochazi k jejich degradaci
dekarboxylativnimi (Ros Barceld a kol., 1990) nebo nedekarboxylativnimi oxida¢nimi
drahami (Ostin a kol., 1998). Konjugace s aparatem a glutamatem je vSak také
povazovana za ireversibilni proces a takto oznacené auxiny jsou pravdépodobné

uréeny k degradaci (Kowalczyk a Sandberg, 2001).

2.3 Transport a signalizace

V rostlinach existuji dva hlavni zpldsoby pohybu auxind: rychly, nepolarni transport
na delSi vzdalenosti je zprostfedkovavan floémem, zatimco pomalejSi tok auxind
z bunky do bunky je zavisly na pfitomnosti specifickych pfenasecl v plazmatické
membrané (Obrazek 5). Auxiny jako slabé kyseliny jsou v relativné kyselém pH
apoplastu protonovany a mohou snadno difundovat pfes membranu. V neutralnim
prostfedi cytoplazmy dochazi k jejich deprotonaci, coZ ma za nasledek zménu jejich
lipofilicity a akumulaci uvnitf buriky (Vanneste a Friml, 2009).

Kromé prosté difuze mulze byt vtok auxind do buriky usnadnén pomoci skupiny
transportérd AUX1/LAX, které funguji jako H*/IAA" symportéry (Bennett a kol., 1996;
Schnabel a Frugoli, 2004). Export auxinl je dale zprostfedkovan dvéma typy
prenasecl — P-glykoproteiny z rodiny ABCB transportért (Geisler a kol., 2005) a PIN
proteiny (Galweiler a kol., 1998; Luschnig a kol., 1998). Pfevazné polarni subcelularni
lokalizace PIN proteinl je zodpovédna za usmérfovani toku auxinu v pletivech
a nasledné ustanoveni specifického auxinového gradientu, ktery reguluje mnoho

dllezitych aspektl vyvoje rostlin (Vanneste a Friml, 2009).
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Obrazek 5. Chemiosmoticka hypotéza polarniho auxinového transportu. Nizké pH apoplastu je
udrzovano aktivitou H'-ATPas, které jsou lokalizované v plazmatické membrang. V kyselém prostredi
dochazi k protonaci auxinu (IAAH) a zvyseni lipofilicity, coz umoznuje snadnéjSi prechod IAAH pres
membranu. Kromé pasivni difuze jsou auxiny aktivné pfenaseny v symportu s protony, ktery
zprostfedkovavaji kanaly AUX1. Neutralni prostfedi cytosolu zplsobuje deprotonaci auxinu (IAA)
a naslednou akumulaci v burice. Odtok auxinu umoZfuji dva typy prenase€t — PIN proteiny
a P-glykoproteiny ze skupiny ABCB transportérd (PGP) (podle Vanneste a Friml, 2009).

Pro spusténi biologické odpovédi rostliny je nezbytny pfijem a zpracovani
auxinového signalu. Jednim z nejprostudovanéjSich receptorll auxinG je protein
TRANSPORT INHIBITOR RESISTANT1 (TIR1), ktery tvofi podjednotku E3 ubikvitin
ligasy (Dharmasiri a kol., 2005; Kepinski a Leyser, 2005). Vazba auxinu na receptor
iniciuje interakci TIR1 se skupinou proteinl AUXIN/INDOLE ACETIC ACID (Aux/IAA),
které jsou nasledné oznaCeny ubikvitinem a degradovany v 26S proteasomu.
V nepfitomnosti auxini tvofi Aux/IAA heterodimery s transkripénimi faktory AUXIN
RESPONSE FACTORS (ARFs) a tento komplex inhibuje genovou expresi. Degradace
Aux/IAA stimulovana auxiny tak vede k uvolnéni ARF a nasledné transkripéni odpoveédi
(Sauer a kol., 2013) (Obrazek 6).
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Obrazek 6. Schéma signalizaéni kaskady auxind. PFi nizké koncentraci auxin( jsou transkripéni
represory Aux/IAA stabilizovany a vytvari dimery s transkrip&nimi faktory ARFs. Ke vzniklému komplexu se
dale vaze korepresor TOPLESS (TPL), ¢imz dochazi k vysledné inhibici exprese pfislusnych genud. Vyssi
koncentrace auxinU aktivuji receptor TIR1, na ktery je dale pfes auxin pfipojena molekula Aux/IAA. Po
oznaceni Aux/IAA ubikvitinaci jsou tyto transkripéni represory degradovany v proteasomu 26S. Dosud
vSak nebylo objasnéno, zda ARFs funguji jako monomery, dimery nebo oboji (podle Vanneste a Friml,
20009).

Prvnim objevenym receptorem auxinl vSak byl AUXIN-BINDING PROTEIN
(ABP1), izolovany jiz vroce 1985 z koleoptile kukufice (Lobler a Klambt, 1985).
Experimenty s ABP1 potvrdily Ulohu tohoto proteinu v rychlych reakcich odehravajicich
se v blizkosti plazmatické membrany, jako napf. proudéni iontll vyvolané auxiny
(Barbier-Brygoo a kol., 1991) nebo prodluzovani bunék (Steffens a kol., 2001).
Navazujici vyzkumy poskytly ddkazy o zapojeni ABP1 v regulaci bunécného cyklu
a expanzi bunék (Braun a kol., 2008; David a kol., 2007), reorganizaci cytoskeletu pres
Rho-GTPasa-dependentni drahu (Xu a kol, 2010) a inhibici endocytézy
(Lin a kol., 2012; Robert a kol., 2010). Ackoliv se ABP1 vyskytuje pfevazné na
membrané endoplazmatického retikula, zmifiované experimenty potvrzuji jeho mozny
transport k plazmatické membrané anebo do extracelularniho prostoru. Zda je
endoplazmatické retikulum pouze shromazdistém pro inaktivni ABP1 ¢&ekajici na
transport k plazmatické membrané nebo maji ABP1 vlumenu a extracelularnim

prostoru odli§né funkce zatim nebylo objasnéno (Sauer a kol., 2013).

2.4 Biologicka aktivita

Jednim z nejvyznamnéjSich poznatkl o funkci auxind bylo odhaleni jejich
nerovnomérného rozmisténi v rostlinnych pletivech. Auxiny se mohou akumulovat
lokalné v jednotlivych bunkach ¢i skupinach bunék a vytvaret tak koncentracni maxima;
v jinych pfipadech dochazi k ustanoveni gradientu v ramci pletiv nebo i celé rostliny.
V rané embryogenezi dochazi ke specifikaci apikalni buriky a naslednému ustanoveni

kofenového i stonkového pélu pravé vlivem odliSnych koncentraci auxin v riznych
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oblastech pletiva (Vanneste a Friml, 2009). BEéhem postembryonalniho vyvoje auxiny
stimuluji  zakladani  listd, kvétd, kvétnich organd a lateralnich kofenu
(Benkova a kol., 2003). Auxin se zprvu hromadi v misté vzniku budouciho organu
(Heisler a kol., 2005) a poté vytvafi gradient podél osy sméru rlstu vznikajiciho
primordia (Benkova a kol., 2003). Jakmile je utvofen funkCni kofenovy meristém,
dochazi kustaleni auxinového gradientu sjeho maximalni koncentraci
v burikach klidového centra a kolumely (Friml a kol., 2002). Distribuce auxin hraje
také dllezitou roli pfi vyvoji listl, v nichz jejich zvySena koncentrace stimuluje vznik

cévnich svazkl (Mattsson a kol., 2003).

2.4.1 Tropismy

Vznik auxinového gradientu je také zodpovédny za specifické rlastové reakce
zpUsobené svétlem a gravitaci, tzv. tropismy. Indukovana redistribuce auxinu vede
ke stimulaci €i inhibici prodluzovani bunék, v zavislosti na koncentraci a typu pletiva,
a ma za vysledek asymetricky rist daného organu (Thimann, 1938). V dusledku
gravitace dochazi k akumulaci auxinu ve spodni &asti stonku i kofene, avSak reakce
obou organu je odlisSna. ZvySena koncentrace auxinu v kofeni zpuUsobuje inhibici
prodluzovani a kofen se ohyba smérem doll, zatimco v prytu je prodluzovani
stimulovano a stonek se zakfivuje opaénym smérem. V pfipadé fototropismu se auxin
hromadi v neosvétlené casti rostliny a ma za nasledek ohyb prytu smérem ke zdroji
zafeni (Tanaka a kol., 2006). Kromé tropismU je nerovnomérna distribuce auxinu takeé
spojovana s reakci rostlin k zastinéni. Zména spektralniho slozeni svétla vede
k lokalni aktivaci biosyntézy auxind a naslednému prodluzovani stonku
(Tao a kol., 2008).

2.4.2 Expanze bunék

Rust rostlinnych bunék je limitovan pevnosti jejich bunééné stény. Experimenty z prvni
poloviny 20. stoleti prokazaly, Ze pfitomnost auxinl stimuluje rozvolnéni bunécéné stény
a bunky mohou nasledné zvétSovat své rozméry (Heyn, 1931). Navazujici vyzkumy
zabyvajici se biologickymi funkcemi téchto fytohormonu potvrdily jejich zapojeni
v bunééné expanzi a objasnily mechanismus pusobeni. ZvySena koncentrace auxinu
stimuluje ¢innost H*-ATPasy a nasledny tok protont z buriky zpUsobuje okyseleni
apoplastu. Zménou pH jsou aktivovany enzymy zapojené v rozvolhovani bunécné
stény a je tak zahajen rlst. Pro zachovani turgoru je vS§ak nezbytny sekundarni aktivni

transport draselnych iontll do bunky (Hager, 2003).
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3 Caging a caged-fytohormony

Metoda ochranéni biomolekul neboli tzv. caging predstavuje velmi pfinosny chemicky
pristup pro doCasné zablokovani biologické aktivity pozadované latky. Této reverzibilni
inaktivace je dosazeno kovalentnim pfipojenim vhodné fotolabilni chranici skupiny
(tzv. caging group) na tu ¢ast molekuly, ktera je zodpovédna za jeji specifickou funkci
v biologickém systému. Je-li dana caged-slou€enina vystavena zafeni o vhodnych
vinovych délkach, dochazi k jeji fotolyze a uvolnéni plvodni aktivni slou€eniny. Tohoto
jevu muaze byt vyuzito pro ,zapnuti“ €i ,vypnuti“ konkrétni biologické odpovédi
pfislusného organismu. Caged-molekuly pfedstavuji hned nékolik vyhod: jejich
aktivace lze dosahnout ve velmikratkém d&ase ovlivnéném pouze délkou pulzu
a rychlosti pozorované reakce, diky fokusaci svételného paprsku pomoci &oCek
a zrcadel je mozné provadét fotolyzu i v jednotlivych burfkach, a zaroven nedochazi
k neZzadoucim metabolickym pfemé&nam aplikovanych latek (Kao, 2006).

Jednou z dulezitych vlastnosti caged-molekul je jejich chemicka stabilita
a neaktivita v in vitro &i in vivo experimentech. VedlejSi produkty fotolyzy by nemély
interferovat se studovanymi procesy ¢i samotnou deprotekci a zaroveri nesmi spoustét
zadnou odpovéd daného systému. Deprotekce caged-molekul nej¢astéji probiha
vlivem UV zareni, které je vS§ak pohlcovano biologickym materialem a muze zpUsobit
jeho poskozeni. Vhodnéjsi alternativu pfredstavuje vyuziti chranicich skupin
absorbujicich ve vysSich vinovych délkach nebo vyuzivajicich tzv. dvoufotonovou
excitaci (Kao, 2006).

Samotna fotolyza probiha ve dvou krocich: nejprve dochazi k absorpci zareni
danou caged-latkou za vzniku nestabilniho intermediatu, ze kterého je v nasledujicim
kroku uvolnéna pozadovana aktivni molekula. Cely proces je fizen tfemi veli¢inami,
které charakterizuji danou slou¢eninu — jedna se o extinkéni koeficient, kvantovy
vytéZek fotolyzy a rychlostni konstantu vzniku produktu. Molarni extinkéni koeficient (&)
udava schopnost latky absorbovat svétlo. V pfipadé molekul, které silné pohlcuji
zafeni, Ize pozorovat hodnoty typicky 10* az 10> M™ cm™. U vétSiny dostupnych caged-
molekul se v8ak & pohybuje pouze v Fadu stovek az nékolika tisic M™* cm™. Kazdy
absorbovany foton ovSem nemusi vést k odstépeni fotolabilni chranici skupiny.
Pravdépodobnost uskute¢néni fotolyzy je oznaCovana jako kvantovy vytéZzek (@)
a u bézné pouzivanych caged-derivatu byva v rozmezi 0,05 az 0,2, tzn. pouze 5-20 %
zachycenych fotont zplUsobi UspéSné uvolnéni bioaktivni molekuly. Kinetiku
fotolytickych procesu déale popisuje rychlostni a ¢asova konstanta, které urcuji rychlost

pfechodu intermediatu na finalni produkt deprotekce (Kao, 2006).
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3.1 Fotolabilni chranici skupiny

Chranici skupiny, které Ize z molekuly odstépit aplikaci svételného impulzu, nasly své
primarni uplatnéni v organické syntéze. Diky rozvoji mnoha novych fotochemickych
metod je v soucasné dobé k dispozici Siroka Skala rdznych fotolabilnich chranicich
skupin, které se liSi nejen svou chemickou strukturou a rozmezim absorbovanych
vinovych délek, ale také rozdilnymi kvantovymi vytézky fotolyzy, rychlosti deprotekce,
vyuzitelnosti pro konkrétni funkéni skupiny &i vznikem pfipadnych vedlejSich produktt

s nezadoucimi vlastnostmi (Tabulka 1) (Bochet, 2002).

Tabulka 1. Prehled nejcastéji pouzivanych fotolabilnich chranicich skupin a jejich zakladnich
charakteristik. Vysvétlivky: ® — kvantovy vytéZzek, A — optimalni vinova délka pro deprotekci (Bochet,
2002; Givens a kol., 2012; Zabadal a Klan, 2001)

Fotolabilni chranici skupina Funkéni skupiny () A (nm)
2-nitrobenzyl -OH, -COOH, -NH, -O-P(O)R> 0,08-0,63 265-320
2-fenyl-2-oxoethyl -OH, -COOH, -NH_, -O-P(O)R> 0,11-0,41 250-350
fenoxy, benzyloxy -COOH 0,15 254
1-acyl-7-nitroindolin -COOH, -NH; 0,06-0,085 300-350
benzensulfonyl -OH, NH; 0,02-0,07 254
benzoin -OH, NH: 0,64 300-366
kumarin-4-ylmethyl -OH, -COOH, -NH> 0,03-0,2 360-500

Jednou z nejcastéji pouzivanych fotolabilnich chranicich skupin stale zlstava
2-nitrobenzylova (NB) skupina a jeji derivaty. Tyto molekuly vykazuji charakteristicky
absorpéni pas voblasti 275 nm (UV-C), ktery mlze presahovat az do UV-B
(Herrmann, 2012). Mezi hlavni vyhody vyuZiti patfi jejich kompatibilita s rozsahlym
spektrem funkénich skupin, relativné snadna syntéza, dostateCna svételna citlivost
a objasnény mechanismus fotolyzy (Adams a Tsien, 1993). Nejvétsi problém vSak
predstavuje vedlejSi produkt fotolyzy, 2-nitrosobenzaldehyd, ktery muze reagovat
s uvolfiovanou molekulou nebo dalSimi komponentami daného systému. Méné
reaktivni produkt vznika z 1-(2-nitrofenyl)ethylové (NPE) chranici skupiny, avSak obé
dvé skupiny vykazuji pouze slabou absorpci svétla nad 340 nm (Kaplan a kol., 1978).
Posun absorpéniho maxima k vy$Sim vinovym délkam, a tedy k méné energetickému
zafeni, je stimulovan pfitomnosti substituentd schopnych donovat elektrony, jako
napfiklad methoxy skupiny (Herrmann, 2012). ZvySena absorbance v rozmezi 300-
400 nm byla prokdzana u 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylovych (DMNB) derivata, avSak
jejich fotolyza poskytuje niz8i kvantové vytézky (Adams a Tsien, 1993).

Efektivni zpusob eliminace negativniho vlivu UV svétla na studovany biologicky

systém predstavuje tzv. dvoufotonova excitace ve vysSich vinovych délkach viditelného
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spektra, které se nachazeji mimo absorpéni maximum pouzité chranici skupiny.
Pohlcenim dvou fotonl soucCasné je dosazeno snizeni rozptylu svétla v tkanich
Ci pletivech, dochazi k preciznéjSimu ohraniCeni ohniska a zafeni tak pronika i do
hlubSich vrstev bunék. Pravdépodobnost dvoufotonové absorpce je vSak velmi nizka
a vpraxi lze tohoto jevu dosahnout pouze pfi pouZiti laserového paprsku.
Dvoufotonové chranici skupiny odvozené od 2-nitrobenzylu obsahuji ve své molekule
obvykle alesporn dvé aromaticka jadra, jejichz napojeni ovliviiuje vyslednou uspésnost
deprotekce (Obrazek 7). VysSich kvantovych vytézk( fotolyzy je vSak dosahovano

u rozsahlych konjugovanych systém (Bort a kol., 2013).

O PO ats
Bo e

/

R: (CoH,40),CH
HO (C2H40),CH3 5H

Obrazek 7. Struktura vybranych dvoufotonovych chranicich skupin. A — pfimé napojeni dvou
aromatickych kruhl; B — propojeni pfes acetylenovy mustek; C — propojeni pres ethylenovy mustek;
D — propojeni pfes oxazolovy mustek; E — napojeni pfes ethylenové mistky na fluorenové jadro.

Ackoliv zUstava vyuziti dvoufotonovych 2-nitrobenzylovych chranicich skupin primarné
v oblasti neurovéd (Gug a kol., 2008; Kantevari a kol., 2006; Matsuzaki a kol., 2010)
a mediciny (Bao a kol.,, 2012; Buhr a kol.,, 2015; Yang a kol., 2015), klasické
jednofotonové derivaty byly pouzity pro pfipravu velmi rozmanitého spektra caged-
molekul, véetné ATP (Kaplan a kol., 1978), cyklickych nukleotidi (Hagen a kol., 1996),
DNA/RNA (Tang a Dmochowski, 2006), Zn** iontG (Bandara a kol., 2009), inositol
fosfata (Walker a kol., 1989), oxidu dusnatého (Makings a Tsien, 1994) a v neposledni
fadé také rostlinnych hormonu - cytokinind (Hayashi a kol.,, 2012) a auxinu
(Kusaka a kol., 2009).
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3.2 Caged-fytohormony

Prestoze bylo v souasné dobé dosazeno mnoha vyznamnych pokrok( v oblasti
vyzkumu biologickych funkci rostlinnych hormont, mechanismy percepce a prenosu
signalu v bunkach nejsou u nékterych latek zcela objasnény. Vétsina fytohormonli ma
charakter slabych kyselin, coz napovida, ze tyto latky mohou volné difundovat
a membranové receptory nemusi byt jedinym mistem, kde dochazi ke spusténi signalni
kaskady (Allan a kol., 1998). Nedavné vyzkumy prokazaly, ze napf. Cast rUstovych
reakci rostlin k plsobeni auxinl je zprostfedkovana aktivovanym intracelularné
lokalizovanym receptorem (Sauer a kol., 2013).

Za ucelem objasnéni funkéni lokalizace percepce fytohormonu bylo provedeno
nékolik vyzkumu, béhem kterych byly pfirozené rostlinné hormony injek&éné vpravovany
pfimo do rostlinnych bunék (Anderson a kol., 1994; Gilroy a Jones, 1994). Tato
technika vSak neumozriiuje Casové odliSit proces samotného vpichu od nasledného
spusténi signalu, ¢imz mdlze dojit ke znacnému zkresleni ziskanych vysledku.
Caged-fytohormony tedy pfedstavuji idealni pfesného uvolnéni poZzadované latky, aniz
by doslo k nezadoucimu ovlivnéni buriky (Allan a kol., 1998).

V pfipadé rostlinnych hormona, které obsahuji karboxylovou skupinu, je pfiprava
fotolabilnich molekul relativné snadna. Karboxylové kyseliny reaguji s pfisluSnym
derivatem 2-nitrobenzylakoholu za vzniku pozadovaného caged-fytohormonu. Zvyseni
efektivity fotolyzy Ize dosahnout substituci benzylového uhliku, jako napf.
u 1-(2-nitrofenyl)ethylesterd. Pro syntézu vybranych caged-fytohormont (gibereliny,
kyselina abscisova, jasmonova, 2-(naftalenl-yl)octova) se osvédcCila aktivace téchto

kyselin metodou smésnych anhydridi (Ward a Beale, 1995).

3.2.1 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova (ABA) byla jednim z prvnich fytohormon(, na ktery byla pfipojena
fotolabilni chranici skupina. Reakci ABA s isobutylchloroformatem byl ziskan smésny
anhydrid, ktery nasledné reagoval s pfislusnym alkoholem za vzniku poZadované
caged-molekuly s NB nebo NPE chranici skupinou (Schéma 1) (Ward a Beale, 1995).
DalSi typy caged-ABA, 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylovy a [7-(diethylamino)kumarin-4-
yllmethylovy derivat, byly pfipraveny az o nékolik let pozdéji reakci kyseliny abscisové
s danym bromidem (Wright a kol., 2015).
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Schéma 1. Syntéza derivati kyseliny abscisové s fotolabilnimi chranicimi skupinami. A — tvorba
smésného anhydridu a nasledna esterifikace s alkoholem v pfitomnosti DMAP (Ward a Beale, 1995);
— reakce s bromidem DMNB/DEACM a DBU jako bazi (Wright a kol., 2015).

Pribéh fotolyzy NPE-ABA byl monitorovan UV spektroskopickymi metodami.
Roztoky latek byly ozafovany nefokusovanym svétlem rtutové vybojky a nasledné byl
sledovan pokles absorp¢niho maxima caged-molekuly (253 nm) a vznik absorpéniho
spektra nitrosoacetofenonu (280 nm, s raménkem pfi 315 nm). Kompletniho odstépeni
chranici skupiny 1-(2-nitrofenyl)ethylesteru bylo dosaZzeno po 5 min ozafovani,
v pfipadé 2-nitrobenzylesterl probihala fotolyza mnohem pomaleji. Estery
s 4-nitrobenzylovou skupinou zlstavaly v pribéhu ozafovani neménné. Kromé UV
analyzy byly produkty fotolyzy extrahovany a po naneseni na TLC desku porovnany
s vychozimi estery a puvodnimi fytohormony. U kyseliny abscisové byl kromé volné
aktivni formy detekovan dalSi produkt fotolyzy, identifikovany jako biologicky neaktivni
2-trans-isomer, ¢&imz byla potvrzena existence fotoisomeracni reakce ABA
(Ward a Beale, 1995).

Uginnost fotolyzy DMNB-ABA byla stanovena HPLC analyzou roztoku
ozafovaného fluorescenénim mikroskopem s nastavenou vinovou délkou 365 nm.
Kompletniho odstépeni chranici skupiny bylo dosazeno po 2 min ozafovani. Pfi pouziti
stejného svételného zdroje pro fotolyzu DEACM-ABA nebyl experiment Uspésny a pro
deprotekci byla pouzita elektroluminiscenéni dioda (LED, 405 nm). Uvolnéni aktivni
kyseliny abscisové probéhlo po 4 min od zapnuti LED. U obou caged-derivata byl
v pribéhu ozafovani pozorovan vznik trans-isomeru ABA (Wright a kol., 2015).

Biologicka aktivita caged-ABA byla testovana na svéracich burikach pruduchu
kifizatky (Commelina communis L.). Roztok 1-(2-nitrofenyl)ethylesterového nebo
4-nitrobenzylového derivatu byl injekéné vpraven do buriky a po 30 min inkubace byly
buniky 30 s ozafovany UV svétlem o vinové délce 360 nm. Fotolyzou NPE-ABA doslo

k poklesu turgoru, ktery byl detekovan jako zména v Sifce praduchové S§térbiny.
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Uzavirani priduchd bylo mozné pozorovat jiz po 2 min od zahajeni fotolyzy, zatimco
v pfipadé 4-nitrobenzylesteru nedochazelo k zadnym zménam (Allan a kol., 1994).
Stabilita DMNB-ABA i DEACM-ABA v biologickém systému byla ovéfena pomoci
reportérovych bunécnych linii. V pfitomnosti kyseliny abscisové nebo ozafeného
vzorku caged-ABA dochazelo k aktivaci signalni drahy vedouci k expresi
stanovovanych proteinli, avSak bez aplikace svételného impulzu nebyla tato reakce
spusténa. Toto pozorovani také potvrdily experimenty s jinymi tkanovymi kulturami,
ve kterych volna kyselina abscisova indukovala translokaci fuznich proteinl z jadra

ve stejné mire, jako caged-ABA vystavena puUsobeni svétla (Wright a kol.,, 2015).

3.2.2 Gibereliny

Prvni caged-gibereliny byly pfipraveny metodou smésnych anhydridi obdobné jako
v pfipadé NPE/NB-ABA, avSak vytézek syntézy byl nizky (Ward a Beale, 1995).
DalSi pozornosti se této skupiné fytohormont dostalo az v roce 2015, kdy byly reakci
s pfisluSnou chranici skupinou ve formé alkoholu pfipraveny caged-derivaty giberelinu
GA; (Schelkle a kol., 2015) (Schéma 2).

HO

CG-OH, TCBC,
EtzN, DMAP

THF,2h,0°Cazlt

OyN
GA-4-nitrobenzylester

Schéma 2. Syntéza caged-giberelinti. A/ Pfiprava derivatd GA; sjedno- (vlevo) a dvoufotonovou
chranici skupinou (uprostfed, vpravo). GC-OH = chranici skupina ve formé alkoholu B/ Klasické estery
caged-GA, syntetizované metodou smésnych anhydridd (postup viz kyselina abscisova).

32



Fotolyza caged-GA, byla testovana obdobnym postupem jako v pfipadé kyseliny
abscisové (Ward a Beale, 1995). Jednofotonové fotochemické vlastnosti caged-GA;
byly zkoumany prostfednictvim UV/VIS spektrofotometrickych metod pfi ozafovani
vzorku svétlem o vinové délce 350 a 412 nm. Béhem fotolyzy dochazelo k poklesu
absorbance pfi 400 nm a byl pozorovan vznik absorp&nich pasu pfi 350, 450 a 550 nm.
Uspé&snost dvoufotonové excitace byla stanovena HPLC analyzou, ktera zaznamenala
ubytek vychozi caged-GAs; po ozarfeni laserem (800 nm, 10 min) (Schelkle a kol.,
2015).

Experimenty s COS-7 bunkami potvrdily, Ze caged-GA; pfedstavuji stabilni, avSak
biologicky inaktivni formu fytohormonu. Schopnost indukovat dimerizaci proteint byla
obnovena az po aplikaci svételného pulzu, jehoz vlivem doslo k translokaci
sledovaného cytosolického proteinu EGFP-GID1 do mitochondrie (Schelkle a kol.,
2015).

3.2.3 Kyselina jasmonova
Syntéza caged-jasmonové kyseliny byla taktéz publikovana védeckym tymem Warda a
Bealeho, av3ak nebyla zvefejnéna Zadna daldi data tykajici se fotolyzy téchto latek

nebo jejich aplikace v biologickych systémech (Ward a Beale, 1995) (Obrazek 8).

0 = o = o Z
O
O o) /K
/(O ,,,/Z(o o
NO,
JA-1-(2-nitrofenyl)ethylester JA-2-nitrobenzylester JA-4-nitrobenzylester

Obrazek 8. Struktura syntetizovanych caged-derivatt kyseliny jasmonové.

3.2.4 Kyselina salicylova

Metoda smésnych anhydridd pFedstavuje vyhodny zplsob pfipravy caged-
fytohormonu, které ve své molekule neobsahuiji vice reaktivnich skupin. Tento postup
vS8ak neni aplikovatelny pro kyselinu salicylovou, ktera obsahuje reaktivni hydroxylovou
skupinu a pro jeji aktivaci bylo vyuZito reakce s N-hydroxysukcinimidem (NHS). Vznikly
ester nasledné reagoval s prislusSnym alkoholem z vzniku caged-kyseliny salicylové
s NB a NPE chranici skupinou (Schéma 3). Fotolyza vSech pfipravenych latek byla
testovana obdobné jako v pfipadé caged-ABA (Ward a Beale, 1995). Biologické

aplikace caged-salicylové kyseliny zatim nejsou znamy.
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R:

Navas
OH
©: NHS, DCC _R-OH, DMAP_ ©i
COOH aceton, 3 h COO N;\j MeCN, 1 h COOR O,N

O,N

Schéma 3. Syntéza caged-derivattl kyseliny salicylové. Aktivace karboxylové kyseliny pomoci NHS
v pfitomnosti DCC a nasledna esterifikace nitrobenzylovymi alkoholy katalyzovana DMAP.

3.2.5 Cytokininy

Prvni, a dosud jedina zminka o syntéze caged-cytokininl se objevila v roce 2012,
kdy tym prof. Hayashiho navrhnul a syntetizoval derivaty BAP a DHZ. Aktivaci
pFislusného alkoholu 1,1‘-karbonyldiimidazolem (CDI) a jeho naslednym pfipojenim na
vedlejSi Fetézec dihydrozeatinu vznikla caged-molekula, ktera vSak v podminkach
in vivo podléhala hydrolyze. Stabiln&jSi derivaty byly pfipraveny navazanim fotolabilni
chranici skupiny na adeninovy skelet v poloze N9. V rdmci dvoukrokové syntézy byl
nejprve syntetizovan ochranény 6-chlor-9H-purin, ktery byl nasledné substituovan
benzylaminem nebo 3-hydroxymethylbutylaminem za vzniku pozadovaného caged-

cytokininu (Schéma 4).

A:

LA
o Ry 0o~ "o
: )k
R;MgBr __col N/\ DHZ, Cs,CO; NO, r
1h-78 °C, “oeM, 1h THF, 12 h
NGz fho-c NO;
B:
cl
Rq:
N‘ X N\> HN (ONg
R
2 Br _ 6CIP, DBU LN/ N benzyl NH,/iP-NH, )i )\//L ~o
\
THF, 12 h
Ry NO, . BUOH, reflux3h || % I e
2
NO,
R, R,: OMe
H

Schéma 4. Syntéza caged-cytokininil. A/ Pfiprava sekundarniho alkoholu reakci 2-nitrobenzaldehydu
s prislusnym Grignardovym cCinidlem, reakce produktu s CDI za vzniku asymetrického karbonatu
nasledovana reakci s DHZ v pfitomnosti uhli¢itanu cesného. B/ Alkylace 6CIP 2-nitrobenzylbromidy
v pfitomnosti DBU nasledovana nukleofilni substituci v poloze C6 pfislusSnym aminem.

N7

L\‘N\>

Iz

Uspé&snost fotolyzy caged-cytokininGi byla stanovena pomoci HPLC analyzy roztokd
ozafovanych fluorofotometrem pfi 365 nm. Po 90 min vystaveni vzorku UV svétlu bylo
dosazeno maximalniho uvolnéni aktivniho fytohormonu.

Biologicka aktivita pfipravenych derivatl byla testovana pomoci kvalitativniho

i kvantitativniho ARR5::GUS biotestu, ktery prokazal zvySeni exprese B-glukuronidasy
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stimulované fotolytickym uvolnénim aktivnich cytokinind. Fyziologicka reakce rostlin
na zvySenou hladinu exogennich cytokininG byla sledovana jako mira inhibice rustu
kofene. Délka kofenl rostlin inkubovanych s BAP byla srovnatelna s vysledky
namérenymi u rostlin péstovanych v pfitomnosti ozafeného roztoku caged-BAP, €imz
byla potvrzena moznost vyuziti svétla pro regulaci aktivace biologické odpovédi in vivo
(Hayashi a kol., 2012).

3.2.6 Auxiny

Syntéza naftyl-1-octové kyseliny s NPE chranici skupinou byla publikovana v roce
1985 (Ward a Beale, 1995), avSak blizSi charakterizace biologickych vlastnosti
caged-auxinu byla provedena az o nékolik let pozdéji (Kusaka a kol., 2009). Vybrané
caged-fytohormony byly pfipraveny esterifikaci s rlznymi 2-nitrobenzylalkoholy
za vzniku rozsahlé knihovny latek (Schéma 5). Navazujici vyzkumy se dale zaméfily
na vyuziti kumarinovych chranicich skupin, které absorbuji zafeni o vysSich vinovych
délkach a mohou snaze podléhat fotolyze indukované napf. sluneénim zafenim
(Atta a kol., 2010). Pfipravené kumarinové derivaty IAA a naftoxyoctové Kkyseliny
(NOAA) byly nasledné pouzity jako potencialni nastroj pro postupné uvolfiovani
fytohormonu v polnich podminkach (Atta a kol., 2012). V nedavné dobé byla také
nastinéna moznost vyuZziti dvoufotonovych 4-methoxy-7-nitroindolinylovych skupin pro

syntézu caged-auxinll (Hayashi a kol., 2015).

R O
CC>
NO, ¢
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@\AO RMgBr R R 0
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NOz " 5sc 1t @\)\OHM, @\/LO
THF, 2h
o NaBH, NO, NO, OO
MeOH
NO, : o
R:
o. o
o (L) :
e N o NO, D\
0
cl cl

IAA, K,COj, KI /@\/i NOAA, K,COj, KI
DMF, 2 h R, o Np DMF,50°C,2h

°WAEQ
-OH o
N (0] \ NH -OMe To(\o
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1
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Schéma 5. A/ Syntéza caged-auxint podle Kusaka a kol., 2009. Pfiprava sekundarniho alkoholu reakci
s Grignardovym cinidlem nebo redukci pfislusného ketonu nasledovana esterifikaci auxinu v pfitomnosti
DCC a DMAP. B/ Priprava kumarinovych derivati IAA a NOAA.
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Prubéh fotolyzy caged-auxinG in vitro byl v pribé&hu ozafovani monitorovan pomoci
HPLC. Biologicka aktivita pfipravenych latek byla testovana obdobné jako v pfipadé
caged-cytokinind. Vysledky DR5::GUS biotestu potvrdily G€innost fotolyzy chranici
skupiny po aplikaci svételného impulsu, avdak byla zaznamenana biologicka nestabilita
nékterych molekul vlivem pasobeni rostlinnych enzym( (Kusaka a kol., 2009). Kromé
klasickych auxinovych biotestll s A. thaliana bylo v pfipadé kumarinovych derivatu
provedeno testovani stability latek pfi vystaveni sluneénimu svétlu. Rostliny cizrny
(Cicer arietinum L.) byly péstovany v pfitomnosti caged-auxini po dobu 10 dni, béhem
nichz byl sledovan vyvoj kofent i prytl. Ziskané vysledky potvrdily potencialni moznost

efektivniho vyuziti caged-fytohormonu pro agrochemické aplikace (Atta a kol., 2012).
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Experimentalni cast
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4 Material a metody
4.1 Chemikalie

V experimentalni ¢asti této prace byly pouzity nasledujici chemikalie: Murashige-Skoog
medium,  5-brom-4-chlor-3-indolyl-B-glukuronid ~ (X-Gluc)  (Duchefa); aceton,
dichlormethan (DCM), diethylether, N,N-dimethylformamid (DMF), dimethylsulfoxid
(DMSO), ethanol (EtOH), ethyl-acetat (EtOAc), 30% H,O,, heptan, hexan, chloroform,
isopropanol, methanol (MeOH), NaCl, Na,CO3;, NaHCO3;, petrolether 40-65 °C (PE),
sacharosa, tetrahydrofuran (THF), toluen (Lach-Ner, s.r.0.); EDTA, Na,HPO,4, NaH,PO,
(Merck); KsFe(CN)s, KsFe(CN)es (Neolab); IAA, 2,4-D, kinetin (OIChemim, s. r. 0.);
CH3COOH, 98% H,SO,, HCI, 60-70% HNO; K,COs; Na,SO,, triethylamin (Ets;N)
(Penta s.r.0.); 2-nitrobenzylbromid, 2-(4-morfolino)ethansulfonova  kyselina,
3-brombenzaldehyd, 3,4-dichlorbenzaldehyd, 4-(dimethylamino)pyridin  (DMAP),
4-chlorfenoxyisomaselna kyselina, 4-methoxyfenylboronova kyselina,
4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylbromid, Amberlyst® 15, benzylamin, deuterovany aceton
(aceton-ds, deuterovany DMSO (DMSO-d¢), deuterovany chloroform (CDCly),
deuterovany methanol (MeOH-d,), diisopropylazodikarboxylat (DIAD), furfurylamin,
K,COs, NaBH,, N,N*-dicyklohexylkarbodiimid (DCO), Phytagel,
tetrakis(trifenylfosfin)palladium(0), trifenylfosfin, Triton-X100 (Sigma-Aldrich) a demi
voda. Cést vychozich latek pro pfipravu caged-cytokinind (3-methoxybenzylamin
hydrochlorid,  2-hydroxy-3-methylbenzylamin  hydrochlorid) byla ziskana od
Ing. Antonina Sturce, ostatni fytohormony a prekurzory pro jejich syntézu (BAP, iP,
INCYDE, 3-methylbut-2-en-1-amin hydrochlorid) byly pfipraveny v ramci Laboratofe
ristovych regulatora.

Sucha rozpoustédla byla pfipravena destilaci nad hydridem vapenatym
(dichlormethan) nebo sodikem (tetrahydrofuran). Pfiprava ostatnich suchych
rozpoustédel (DMF, DMSO, EtOH, MeOH, toluen) byla provedena dle Williamse
a Lawtona: pozadované mnozstvi rozpoustédla (20% m/v) bylo pfidano
k aktivovanému molekulovému situ (24 h, 300 °C) a suSeno pod chlorkalciovym
uzavérem po dobu 72 h (Williams a Lawton, 2010).

4.2 Metody

Syntéza za pomoci mikrovin byla provedena v mikrovinném reaktoru (MR) Discover SP
(CEM Corporation) v uzavieném systému. Reakéni smési byly zahfivany
v dynamickém modu s nasledujicim nastavenim — ramp time 2 min, hold time 15 nebo

45 min, pressure 300 PSI, power 120 W, powermax on.
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Pro kontrolu prub&hu reakci pomoci tenkovrstevné chromatografie (TLC) byly
pouzity hlinikové desky pokryté silikagelem 60 F254 (Merck, US). SloZeni pouzité
mobilni faze je uvedeno u jednotlivych latek. Vysledky TLC byly vizualizovany pomoci
UV lampy (Camag, Switzerland) pfi vinové délce 254 nm nebo pouZitim vizualizaCnich
Cinidel (vanilin — 3,2 g vanilinu, 200 ml EtOH, 1 ml konc. kyseliny octové, 2 ml konc.
kyseliny sirové; manganistan draselny — 2 g KMnQOy,, 20 g K,CO3, 300 ml H,O, 5 ml 5%
NaOH).

Pripravené latky byly separovany za pomoci sloupcové kapalinové chromatografie
ve sklenénych kolonach naplnénych silikagelem Davisil LC60A 40-63 Micron (Grace
Davison, UK). Slozeni pouzitych elu¢nich smési je uvedeno u konkrétnich latek.

Cistota produktil byla stanovena na vysokoUginném kapalinovém chromatografu
(HPLC Alliance 2690 Separations Module, Waters, Milford, MA, USA) s kolonou C18
Symmetry (Waters, UK) o rozmérech 2,1 x 150 mm a velikosti ¢astic 5 um. Vzorky byly
rozpustény v MeOH, pfipadné v DMSO a narfedény do MeOH na finalni koncentraci
10 pg/ml a naneseny v objemu 10 pl do pocate¢ni mobilni faze. Separace probihala
gradientovou eluci (0° — 90% A; 25’ — 10% A; 35’ — 10% A; 36’ — 90% A,; 45" — 10% A)
o prutoku 0,25 ml/min. Mobilni fazi A tvofil 15 mM HCOONH, o pH 4,0, mobilni fazi B
MeOH. Detekce analytll byla zprostfedkovana UV-VIS detektorem s diodovym polem
(PDA 2996, Waters, UK) pracujicim v rozmezi vinovych délek 210-400 nm.

Molekulova hmotnost pfipravenych latek byla méfena na hybridnim hmotnostnim
spektrometru s analyzatorem doby letu QqTOF (Waters, UK). Eluent z HPLC byl veden
do iontového zdroje (ESI), ktery byl vyhfivan na 120 °C. Napéti na kapilafe bylo
nastaveno na 3 kV, na vstupni §térbiné 20 V. K desolvataci dochazelo pfi 250 °C. Jako
zmlzovaci i desolvataéni plyn byl pouzit dusik. lonizace probihala v pozitivnim (ESI®)
nebo negativnim (ESI") modu, nasledna detekce ve FULLSCAN modu v rozsahu m/z
50-1000.

Ziskané produkty byly dale analyzovany pomoci nuklearni magnetické rezonance
(NMR) na spektrometru ECA-500 (Jeol, Japan) pfi frekvencich 500 MHz (‘H)
a 125MHz (**C). Méfeni probihalo v deuterovanych rozpoustédlech (DMSO,
chloroform). Chemické posuny byly kalibrovany na hodnoty pfisluSnych rozpoustédel —
'H 2,50 ppm residudlni pik DMSO, 7,26 ppm residuélni pik CHCl; a **C 39,5 ppm
signal DMSO-ds.

Absorpcni spektra vSech syntetizovanych produktd vrozmezi vinovych délek
200-500 nm byla zméfena na skenovacim spektrofotometru UV-2401 PC (Shimadzu,
Japan) nebo Agilent 8453E UV-Vis Spectroscopy System (Agilent Technologies Inc.,
USA). Latky byly rozpustény v DMSO a poté vyfedény do MeOH (20-50 puM, vysledna
koncentrace DMSO pod 1 %).
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4.3 Syntéza

4.3.1 Priprava prekurzort pro caged-fytohormony a priprava dvoufotonové

chranici skupiny

Syntéza 3,4-dichlorbenzoové kyseliny (1)

Cl Cl

Cl Cl
30% H,0O,, Amberlyst 15

CH3COOH, reflux 2 h

(kvant.)
Yo HO™ YO

Schéma 6. Priprava 3,4-dichlorbenzoové kyseliny.

3,4-dichlorbenzyladehyd (3,5 g, 20 mmol) byl rozsuspendovan s Amberlystem 15
v H-cyklu (175 mg, 5 hmotnostnich %) v kyseliné octové (5 ml, 4M). K suspenzi byl
pfikapan 30% peroxid vodiku (3 ml, 30 mmol) a vysledna smés byla refluxovana
2 hodiny. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo pH reakéni smési upraveno pomoci
sat. NaHCO3z na pH 8. Nasledné byla provedena extrakce nezreagované vychozi latky
do EtOAc (3x 20 ml). Vodna frakce byla okyselena 6M HCI na pH 2-3. Vznikla bila
srazenina byla Zfiltrovana, promyta vychlazenou vodou a vysuSena pii 50 °C

do konstantni hmotnosti (Yang a kol., 2013).

Syntéza (4,5-dimethoxy-2-nitrofenyl)methanolu (2)

0] o
MeOH, 1 h
~o NO, o NO,
Schéma 7. Redukce 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzaldehydu na (4,5-dimethoxy-2-nitrofenyl)methanol.

K suspenzi 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzaldehydu (5,2 g, 24,62 mmol) v MeOH (150 ml)
byl pomalu pfisypan NaBH, (450 mg, 11,9 mmol) a vznikly Zluty roztok byl michan po
dobu 1 h za laboratorni teploty. Po odpafeni MeOH byla reakéni smés rozdélena mezi
vodu (75 ml) a EtOAc (3x 50 ml). Spojené organické frakce byly vysuseny Na,SO,
a zakoncentrovany za snizeného tlaku na rotaéni odparce. Surovy produkt byl pouZit

pfimo do dalSi reakce (Blanc a Bochet, 2002).

40



Syntéza 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylbromidu (3)

0]
\O NO, DCM, 30 min, 0 °C \O NO,

Schéma 8. Bromace (4,5-dimethoxy-2-nitrofenyl)methanolu.

K roztoku latky 2 (1 g, 4,69 mmol) v DCM (46 ml) byl pfi 0 °C pomalu pfikapan PBrj
(486 ul, 5,16 mmol). Reakce probihala 30 min pfi 0 °C a poté byla ke smési pfikapana
voda (10 ml). Reakéni smés byla extrahovana do DCM (1x 10 ml) a po vysus$eni
Na,SO, byla organicka frakce odpafena. Ziskany produkt byl pouZit bez dalSi purifikace

do nasledné reakce (Feng a kol., 2012).

Syntéza 5-brom-2-nitrobenzaldehydu (4)
NO,

\O HNO3/H2SO4 _ \O
0°C It -
(kvant.)
Br Br

Schéma 9. Nitrace 3-brombenzaldehydu na 5-brom-2-nitrobenzaldehyd.

Ke smési konc. kyseliny dusi¢né (5 ml) a konc. kyseliny sirové (10 ml) byl pfi 0 °C
pfikapan 3-brombenzaldehyd (3 ml, 22,3 mmol). Reakce probihala 30 min pfi 0 °C
a poté 45 min pfi laboratorni teploté. Reakéni smés byla poté nalita do vychlazeného
sat. NaHCO; za vzniku svétle Zluté srazeniny, ktera byla Zfiltrovana a promyta vodou.
Ziskany produkt byl pouZit do nasledujiciho reakéniho kroku bez purifikace
(Peters a kol., 2013).

Syntéza (5-brom-2-nitrofenyl)methanolu (5)

N02 NOZ
~o NaBH, N OH
MeOH, 15 min, 0 °C - |t
(87 %)
Br Br

Schéma 10. Redukce 5-brom-2-nitrobenzaldehydu na (5-brom-2-nitrofenyl)methanol.

Kroztoku 2 (5,7 g, 22,3 mmol) v MeOH (102 ml) byl pfi 0 °C v nékolika davkach
pfisypan NaBH, (844 mg, 22,3 mmol) a vznikly oranzovy roztok byl michan 15 min pfi
laboratorni teploté. Po odpafeni MeOH byla reakce zastavena pfidanim vychlazené
vody (100 ml) a produkt byl extrahovan do EtOAc (5x 40 ml). Spojené organické faze

byly promyty sat. NaCl, vysuSeny Na,SO, a zakoncentrovany na rotaCni vakuové
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odparce. Surovy produkt byl precistén pomoci sloupcové kapalinové chromatografie
(mobilni faze PE/EtOAc 4:1 s EtOAc gradientem) (Boinapally a kol., 2014).

Syntéza 5-(4-methoxyfenyl)-2-nitrobenzylalkoholu (6)

NO,

NO, OH

4-methoxyfenylboronova kyselina,
OH [Pd(PPh3)4], Na,CO4 R
toluen, reflux, 16 h
(94 %)

Br

O

Schéma 11. Syntéza dvoufotonové fotolabilni chranici skupiny.

Suspenze 3 (332 mg, 1,43 mmol) a tetrakis(trifenylfosfin)palladia (330 mg, 20 mol %)
v suchém toluenu (24 ml, 0,06M) pod argonem byla michana 15 min pfi laboratorni
teploté. Byl pfikapan 2M roztok Na,COj3 (2,4 ml) a smés byla michana dalSich 30 min.
Nasledné byl do reakce po kapkach pfidan roztok 4-methoxyfenylboronové kyseliny
(327 mg, 2,15 mmol) v suchém EtOH (2 ml) a vysledna reakéni smés byla refluxovana
16 h. Po nafedéni do DCM (150 ml) byla organicka faze promyta vodou (2x 70 ml),
sat. NaHCO; (2x 70 ml) a po vysuseni Na,SO, zakoncentrovana za snizeného tlaku na
vakuové rotaéni odparce. Surovy produkt byl prec€istén pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie (mobilni faze PE/EtOAc 4:1 s EtOAc gradientem) (Aujard a kol., 2006).
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4.3.2 Obecny postup pro pripravu caged-cytokinint (latka 7-35)
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Schéma 12: Obecné schéma syntézy caged-cytokinini. a) 2-nitrobenzylbromid/4,5-dimethoxy-2-
nitrobenzylbromid, K.CO3, DMSO, 16 h; b) Ri-NHz, EtsN, MeOH, 100 °C, 4 h; ¢) R1-NHz, EtsN, MeOH,
120 °C, 45 min, MW.

Metoda A — jedno-krokova syntéza

N9/N3 alkylace (a): K suspenzi cytokininu (1 ekviv., typicky 0,36 mmol) a K,COs;
(2ekviv) v suchémDMSO (2 ml) pod argonem byl pfikapan roztok
2-nitrobenzylbromidu/  4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylbromidu (1,1 ekviv.) v suchém
DMSO (1 ml) a smés byla michana 16 h pfi laboratorni teploté. Po naliti na led byla
vznikla srazenina Zfiltrovana, promyta vychlazenou vodou a vysuSena pfi 50 °C.
Surovy produkt byl precistén pomoci sloupcové kapalinové chromatografie (mobilni
faze jsou uvedeny u jednotlivych latek). Touto metodou byly pfipraveny latky 11, 13,
14, 16, 18, 20, 22, 24, 25, 27, 28, 30, 31 a 32.

Metoda B — dvou-krokova syntéza

I. N9/N7 alkylace: viz vySe zminény postup a (latky 7-10)

II. nukleofilni substituce (b):

Roztok 6-chlor-9-(2-nitrobenzyl)-9H-purinu/6-chlor-9-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-9H-
purinu (1 ekviv., typicky 0,25 mmol), 2-hydroxy-3-methylbenzylamin hydrochloridu
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(1,2 ekviv.) a EtzN (3,5 ekviv.) vMeOH (2,5 ml) byl zahfivan v tlakové ampuli na
100 °C po dobu 4 h. Po zakoncentrovani na vakuové rotacni odparce byl odparek
rozsuspendovan v ledové vodé (10 ml). Vznikla srazenina byla Zzfiltrovana, promyta
vychlazenou vodou a vysuSena pfi 50 °C. Surovy produkt byl pfecistén pomoci
sloupcové kapalinové chromatografie (mobilni faze uvedeny u jednotlivych latek).

Touto metodou byly pfipraveny latky 34 a 35.

Postup c: 6-chlor-7-(2-nitrobenzyl)-7H-purin/ 6-chlor-7-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-
7H-purin (1 ekviv, typicky 0,345 mmol), pfislusny amin (1,5 ekviv.) a Et;N
(2 ekviv., v pfipadé hydrochloridd 3 ekv.) byl rozsuspendovan v MeOH (2,3 ml).
Reakéni smés byla zahfivana v mikrovinném reaktoru na 120 °C po dobu 45 min.
Po odpafeni MeOH za snizeného tlaku byl odparek rozdélen mezi vodu (5 ml) a EtOAc
(4x 10 ml). Spojené organické faze byly promyty sat. NaCl (1x 10 ml), vysuSeny
Na,SO, a odpafeny. Surovy produkt byl precistén pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie (mobilni faze CHCl:/MeOH s gradientem MeOH). Touto metodou byly
pfipraveny latky 12, 15, 18, 20, 23, 25, 28, 31 a 35.

4.3.3 Obecny postup pro pripravu caged-auxint (latka 36-41)

2-nitrobenzylbromid/
4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylbromid, )J\
R4 @)

i K,COs N

OH DMF, 16 h
(74-93 %)

NP o
R, = N /@i /©/ R, = H, OMe
H Cl Cl Cl Cl
Cl

Obrazek 9. Obecné schéma syntézy caged-auxinu.

Ri

Suspenze auxinu (1 ekviv., typicky 0,571 mmol) a K,CO3; (1,05 ekviv.) v suchém DMF
(4 ml) pod argonem byla michana 1 h pfi laboratorni teploté. Poté byl pfikapan roztok
2-nitrobenzylbromidu/ 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylbromidu (1 ekviv.) v suchém DMF
(2 ml) a vysledna smés byla michana dalSich 16 h. Po nafedéni vodou (10 ml) byl
produkt extrahovan do diethyletheru nebo EtOAc (4x 10 ml). Spojené organicka frakce
byly promyty sat. NaCl (3x 10 ml), vysueny Na,SO, a odpareny. Cast produktt byla
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ziskana v dostate¢né Cistoté, ostatni byly pFecistény pomoci sloupcové kapalinove

chromatografie (mobilni faze uvedena u konkrétnich latek).

4.3.4 Priprava caged-fytohormont s dvoufotonovou fotolabilni chranici

skupinou

Syntéza 5-(4-methoxyfenyl)-2-nitrobenzyl-2-(1H-indol-3-yl)acetatu (42)
O O

OH O o)
N 6, DMAP, DCC A O \
N DCM, 16 h, 0 °C - It N O2N

(75 %) H

Schéma 13. Syntéza caged-IAA s dvoufotonovou chranici skupinou.

Ke smési IAA (34 mg, 0,193 mmol), 6 (50 mg, 0,193 mmol) a DMAP (24 mg,
0,193 mmol) v suchém DCM (5 ml) pod argonem byl pfi 0 °C pfikapan roztok DCC
(40 mg, 0,193 mmol) v DCM (0,5 ml). Reakéni smés byla michana 10 min pfi 0 °C
a poté 16 h za laboratorni teploty. Po odpafeni rozpoustédla byl produkt precistén

sloupcovou chromatografii s DCM jako mobilni fazi.

Syntéza 6-chlor-9-[5-(4-methoxyfenyl)-2-nitrobenzyl]-9H-purinu (43)
Cl

Cl o
XN N
N ) 6, PPhs, DIAD Nl)j: N O
L Ay THF, 16 h LAy
N N
H (78 %) Q
O,N

Schéma 14. N9 alkylace 6-chlor-9H-purinu dvoufotonovou chranici skupinou.

K suspenzi 6-chlor-9H-purinu (50 mg, 0,324 mmol), 6 (101 mg, 0,389 mmol)
a trifenylfosfinu (102 mg, 0,389 mmol) v suchém THF (2 ml) pod argonem byl pfikapan
DIAD (79 ul, 0,389 mmol). Vysledna reakéni smés byla michana 16 h za laboratorni
teploty a poté zakoncentrovana za snizeného tlaku na vakuové rotaéni odparce.
Surovy produkt byl precistén pomoci sloupcové kapalinové chromatografie (mobilni
faze PE/EtOAc 4:1 s EtOAc gradientem, poté PE/EtOAc/MeOH 1:1:0,1).
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Syntéza 6-benzylamino-9-[5-(4-methoxyfenyl)-2-nitrobenzyl]-9H-purinu (44)

Cl o NH O
N . N
(0 (O e Y (Y
L - N MeOH, 120 °C, 15 min, MW L~ N
N N
(L o (L
O.N O.N

Schéma 15. Nukleofilni substituce 6-chlor-9H-purinu s dvoufotonovou chranici skupinou.

Smés 43 (50 mg, 0,126 mmol), benzylaminu (20 pl, 0,189 mmol) a EtzN (44 ul,
0,315 mmol) v suchém MeOH (1,89 ml) byla zahfivana v mikrovinném reaktoru na
120 °C po dobu 15 min. Po zakoncentrovani na rota¢ni vakuové odparce, byl odparek
rozsuspendovan ve vychlazené vodé (5 ml). Pevny podil byl Zfiltrovan, promyt

vychlazenou vodou a vysus$en pfi 50 °C do konstantni hmotnosti.

4.4 Studium fotolyzy pripravenych caged-fytohormon

V navaznosti na bakalafskou praci byly testovany dal3i zdroje zafeni, které by mohly
predstavovat efektivni nastroj pro od3tépovani fotolabilnich chranicich skupin.
Z dostupnych pfistroji byla vybrana UV lampa Lightningcure Lc8 (Hamamatsu Corp.,
USA) a UV crosslinker CL-1000 (UVP, UK).

Uspésnost fotolyzy caged-fytohormont byla kvalitativné stanovena pomoci TLC
analyzy. Pripravené latky byly rozpustény v MeOH (1mM, pod 2 % DMSO)
a za chlazeni ledem byly ozafovany v kadinkach umisténych ve vzdalenosti 5 cm od
svételného zdroje. Frakce odebirané ve stanovenych intervalech (30 s, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 10 min) byly naneseny na TLC desku (mobilni faze CHCIl/MeOH 9:1)
a porovnany s vychozi caged-molekulou a volnym fytohormonem.

Prubéh fotolyzy byl nasledné zhodnocen semi-kvantitativné pomoci HPLC-UV/VIS.
Testované latky byly rozpustény v DMSO a nafedény do MeOH (finalni koncentrace
1mM, pod 2 % DMSO). Prfipravené roztoky byly ozafovany (viz vySe) a v danych
intervalech (20 s, 40 s, 60 s, 90 s, 2, 3, 4, 6, 8, 10 min) byly odebirany alikvoty, které
byly pfeneseny do vialek a nafedény MeOH do objemu 1 ml s vyslednou koncentraci
testované latky 10 ug/ml. Pfipravené vzorky byly podrobeny standardni HPLC analyze
(viz Metody) a ziskana spektra byl vyhodnocena v programu MassLynx V4.1.

Uspésnost fotolyzy byla stanovena porovnanim ploch pikd vychozi caged-molekuly
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a uvolnéného fytohormonu. Eventudlni vedlejsi produkty fotolyzy byly do vyhodnoceni

zapocitavany.

4.5 Biologicka aktivita

45.1 ARR5::GUS biotest

Pro ovéfeni biologické aktivity caged-cytokinin( byla pouzita transgenni reportérova
linie Arabidopsis thaliana ARR5::GUS. Kvalitativni stanoveni exprese B-glukuronidasy
bylo provedeno podle postupu publikovaného Hayashim a kol., 2012. Semena byla
sterilizovana 70% EtOH s pfidavkem 0,01 % Tritonu-X a poté umisténa na pevné
MS médium (0,5x MS médium, 1 % sacharosa, 0,5 g/l 2-(4-morfolino)ethansulfonova
kyselina, 11 g/l phytagel, pH 5,6-5,7). Rostliny byly péstovany 2 dny pfi 4 °C ve tmé pro
navozeni synchronizace kli¢eni a nasledné kultivovany 4 dny ve fytotronu s rezimem
16 h svétlo/8 h tma a teplotou 22 °C.

Testované latky byly rozpustény v DMSO a poté ve sterilnim tekutém MS médiu
(finalni koncentrace 20 uM, 0,1 % DMSO). Z pfipravenych roztokd byly odpipetovany
2 ml, které byly pfeneseny do kadinek a za chlazeni ozafovany po dobu 10 min
ve vzdalenosti 5 cm od svételného zdroje (Lightningcure Lc8). V ramci optimalizace
metodologie byly semenacky ARR5::GUS inkubovany ve tmé v médiu s pfidavkem
ozafenych nebo neozarenych roztokl pfi teploté 24 °C po dobu 1, 2,5, 5 a 7 h.
Po oplachnuti barvicim GUS roztokem (0,1 M fosfatovy pufr pH 7,2, 10 mM
ethylendiamintetraoctova kyselina, 0,5 mM hexakyonozelezitan draselny, 0,5 M
hexakyanozeleznatan draselny, 0,1% Triton X-100) byly rostlinky inkubovany v roztoku
obsahujicim X-Gluc (1 mM 5-brom-4-chlor-3-indolyl-B-glukuronid) za laboratorni teploty
po dobu 30 min nebo 1 h. Po osu$eni byly semenacky pozorovany pod mikroskopem
SMZ 168 TL (Intraco micro, CR) pfi 20nasobném zvétseni.

Kvantitativni stanoveni aktivity B-glukuronidasy bylo provedeno podle protokolu
dostupného na serveru Aesculab (Aesculab 1). Testované latky byly rozpustény
v DMSO (finalni koncentrace 10mM) a odebrané frakce byly ozafovany v plastovych
zkumavkach po dobu 10 min ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla. K tfidennim
rostlinam byly pfidany ozafené nebo neozafené roztoky (vysledna koncentrace
testované latky 10uM, 0,1 % DMSO) a po inkubaci 17 h byla v poloviné vzorku
stanovena aktivita GUS méfenim fluorescence pfi excitatni/emisni vinové délce
365/460 nm. V druhé poloviné vzorku bylo po extrakci proteini do fosfatového pufru
stanoveno jejich celkové mnozZstvi metodou Bradfordové s méfenim absorbance
pfi 595 nm. Vysledna aktivita B-glukuronidasy byla vztaZzena na celkovy obsah

protein(.
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4.5.2 Kompeti¢ni receptorovy test

Schopnost pfipravenych latek interagovat s cytokininovym receptorem CRE1/AHK4
byla testovana pomoci transgenniho kmene E. coli KMIOO1-pINIII/AHK4 konstitutivhé
exprimujiciho cytokininovy receptor CRE1/AHK4 podle protokolu dostupného na
serveru Aesculab (Aesculab 2). Neozafeny zasobni roztok latky 13 (10mM v DMSO)
byl po nafedéni v 96-jamkové desce ve finalnich koncentracich (0,01nM, 0,1; 1, 10
a 50uM) testovan v kompetici s 10uM 2-[*H]-trans-zeatinem. Po ustanoveni rovnovahy
(30 min, 4 °C) byly vzorky centrifugovany, odstranén supernatant a po rozpusténi

peletu ve scintilaénim pufru byla zméfena residualni aktivita.

4.5.3 DR5::GUS biotest

Pro ovéfeni biologické aktivity caged-auxini byla pouzita transgenni reportérova linie
Arabidopsis thaliana DR5::GUS. Kvantitativni stanoveni aktivity B-glukuronidasy bylo
provedeno analogicky k biotestu ARR5::GUS.

4.5.4 Interakce s CKX

Inhibice cytokinindehydrogenasy byla testovana na rekombinantnim enzymu AtCKX2
(Frébort a kol., 2002). Pro testovani byla vybrana latka 31. Po rozpusténi v DMSO
(findlni koncentrace 10mM) byla polovina roztoku ozafovana UV lampou po dobu
10 min ve vzdalenosti 5 cm od svételného zdroje. MikrotitraCni deska s reakéni smési
obsahujici AtCKX2 byla po pfidani ozafenych a neozafenych vzork( inkubovana
ve tmé& po dobu 30 min pfi 37 °C. Po zastaveni enzymatické reakce pfidanim

35% kyseliny octové byla zméfena absorbance vzorkl pfi 578 nm.
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5 Vysledky a diskuze

Primarnim cilem této diplomové prace bylo kromé zpracovani literarni reSerSe také
rozSifeni knihovny jiz pfipravenych caged-fytohormont o dal§i derivaty, jejichz
biologicka aktivita bude doCasné blokovana pfitomnosti fotolabilni chranici skupiny.
V ramci stanoveni fyzikalné-chemickych vlastnosti danych latek (NMR, HPLC-MS) byla
pozornost zaméfena i na jejich absorpCni vlastnosti, které byly studovany
spektrofotometricky. Hlavnim zamérem bylo prokazat uspédnou deprotekci
caged-molekul pomoci optimalniho zdroje svétla a nasledné vyuZzit ziskané informace
pro studium chovani téchto latek v in vitro a in vivo systémech.

V navaznosti na bakalarskou praci byl znovu syntetizovan soubor vybranych
caged-cytokinin (BAP, iP, kinetin, 3MBAP, INCYDE) s 2-nitrobenzylovou skupinou
(NB), ktery byl pozdé&ji rozSifen o druhou sadu téchto latek substituovanych v poloze
N9 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylem (DMNB). Stejné fotolabilni chranici skupiny byly

také pouzity pro pfipravu vybranych caged-auxinu a jejich antagonistu.

5.1 Syntéza

5.1.1 Priprava prekurzorti pro caged-fytohormony a priprava dvoufotonové
chranici skupiny

V prabéhu diplomové prace byly pro syntézu caged-fytohormont pouzity jak komeréné

zakoupené sloucéeniny, tak i vychozi latky pfipravené z dostupnych chemikalii. Jedna

z molekul oznadovanych jako anti-auxiny, kyselina 3,4-dichlorbenzoova (1), byla

pfipravena oxidaci 3,4-dichlorbenzaldehydu podle Yanga a kol.,, 2013. V souladu

s publikovanymi vysledky bylo dosaZeno kvantitativniho vytéZku reakce.

3,4-dichlorbenzoova kyselina (1)
cl e bila pevna latka, vytézek 99 %
Cl e mobilni faze CHCIl;/MeOH 9:1, Rf = 0,39
e HPLC reten¢ni €as; Cistota (min, %): 24,92; 99
e ESI-MS m/z: 190,1 [M-H]
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) d (ppm): 7,76 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 7,82
(dd, J=8,2, 1,8 Hz, 1H); 8,04 (d, J = 1,8 Hz, 1H); 13,50 (s, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 129,33; 130,98; 131,06; 131,39; 131,53;
135,80; 165,45.
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Pro syntézu caged-molekul byly primarné pouzivany komeréné dostupné chranici
skupiny v podobé 2-nitrobenzylbromidu a 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylbromidu, avSak
druhy zminény bromid byl v ramci rozSifeni diplomové prace pfipraven dvoukrokovou
syntézou z 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzaldehydu. V prvnim kroku byla vychozi latka
redukovana na pfislusny alkohol podle postupu Blanc a Bochet, 2012, pfiCemz
bylo dosazeno vys$Siho, kvantitativniho vytéZzku. VysSiho vytéZzku oproti publikovanym
datbm zd¢lanku Feng a kol, 2012 bylo také dosazeno pfi bromaci

(4,5-dimethoxy-2-nitrofenyl)methanolu.

(4,5-dimethoxy-2-nitrofenyl)methanol (2)

_0O oH . Zluta pevna latka, vytézek 99 %

~ mz . mobilni faze PE/EtOAC 7:3, Rf = 0,13

. HPLC retencni €as; Cistota (min, %): 16,83; 96
. ESI*-MS m/z: 236,3 [M+Na]"

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 2,53 (s, 1H); 3,95 (s, 3H); 4,00 (s, 3H); 4,95
(s, 2H); 7,17 (s, 1H); 7,70 (s, 1H).

4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylbromid (3)

_0 Br o Zluta pevna latka, vytéZzek 99 %
- mz e mobilni faze PE/EtOAc 7:3, Rf = 0,30

e HPLC retencni €as; Cistota (min, %): 22,63; 43
e ESI-MS m/z: 277,2 [M+H]"

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 4,00 (s, 3H); 4,01 (s, 3H); 4,87 (s, 2H); 6,94
(s, 1H); 7,67 (s, 1H).

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla zaméfena na pfipravu caged-molekul
s fotolabilnimi chranicimi skupinami odvozenymi od 2-nitrobenzylu. Jednu z jejich
hlavnich nevyhod v8ak predstavuje absorpce UV zafeni, jehoz vlivem muze dochazet
k negativnimu ovlivnéni studovaného biologického systému. Méné poskozujici pFistup
zaloZzeny na dvoufotonové excitaci v infraCervené oblasti pFedstavuje zajimavou
alternativu aplikovatelnou v ramci syntézy dalSich caged-fytohormon(, které by mohly
byt vyuzity pro vyzkumy v podminkach in vivo.

V soucasné dobé je znamo neékolik 2-nitrobenzylovych derivatd, u nichz byla
prokazana schopnost dvoufotonové absorpce (Aujard a kol., 2006). Za u€elem vyvoje
metodologie pro syntézu caged-cytokininl a caged-auxinu s chranici skupinou tohoto

typu byla vybrana snadno syntetizovatelna struktura publikovana vramci vyse
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zminéného ¢lanku (Schéma 16, A). Z duvodu nedostupnosti prekurzort vsak byl
zvolen jiny synteticky postup vedouci k pfipravé (5-jod-2-nitrofenyl)methanolu jako
vychozi latky (Bao a kol., 2012) (Schéma 16, B). Tato Ctyfkrokova syntéza ovSem

poskytovala velmi nizké vytézky a jeji pouZiti bylo zamitnuto.

NO,
A:
NH, OH
4-MeOPhB(OH),,
_1)tBUONO, BF; _ __BHy _ [Pd(PPh3),], Na,CO3
COOH 2) Nal, aceton COOH THF toluen O
NO, 0O,
o\
| |
,,,,, BPOINBS o NaCOs
25 %) 14 %) DCM, reflux 36 h Br aceton/voda, reflux 48 h OH
NO, NO,

Schéma 16. A/ Syntéza dvoufotonové chranici skupiny podle Aujard a kol., 2006. tBuONO - tert-butyl
nitrit, 4-MeOPhB(OH). — 4-methoxyfenylboronova kyselina; B/ Pfiprava prekurzoru pro dvoufotonovou
chranici skupinu. a) m-toluidin (225 pl, 2,099 mmol), dusi¢nan guanidinu (256 mg, 2,099 mmol), konc.
H2SO4 (3 ml), 0 °C, 1 h. b) 7-methyl-4-nitroanilin (250 mn, 1,644 mmol), NaNO; (119 mg, 1,726 mmol), KI
(382 mg, 2,302 mmol), H>SO4, 0 °C, 2h.

Vysledné reakéni schéma vedouci k syntéze 2-nitrobenzylové dvoufotonové chranici
skupiny (viz Syntéza) bylo ziskano kombinaci dat z nékolika publikaci. Nitraci
3-brombenzaldehydu podle Peters a kol., 2013 bylo dosaZeno kvantitativniho vytézku
reakce, avdak NMR analyza potvrdila pfitomnost minoritniho podilu daldiho isomeru,
3-brom-2-nitrobenzaldehydu. Smés produktl byla separovana az po redukci, ktera byla
provedena podle postupu Boinapally a kol.,, 2014. Ve srovnani s publikovanymi
vysledky bylo dosazeno nizSiho vytéZzku reakce, ktery byl zplsoben pfitomnosti
zminénych isomerl. Pro nasledny Suzukiho coupling podle Aujard a kol., 2006 byl
pouzit pouze 5-brom-2-nitrofenylmethanol. Oproti popsanému postupu vSak nedoslo po
2,5 h ke kompletnimu odreagovani vychozi latky a reakéni smés byla po
zdvojnasobeni mnozstvi tetrakis(trifenylfosfin)paladia refluxovana po dobu 17 h.
Modifikaci metody bylo na rozdil od uvedeného &lanku dosazeno vys$siho vytézku
(94 %).

5-brom-2-nitrobenzaldehyd (4)

NO, o svétle Zluta pevna latka, vytézek 99 %
e} e mobilni faze PE/EtOAc 9:1, Rf = 0,32 (vanilin)
e surovy produkt byl pouzit pfimo do nasledné reakce
Br 'H NMR (500 MHz, CDCl;) & (ppm): 7,87 (dd, J = 8,5; 2,2 Hz, 1H):

8,02 (d, J = 8,5 Hz, 1H): 8,06 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 10,41 (s, 1H).
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5-brom-2-nitrofenylmethanol (5)

NO, o Dbila pevna latka, vytéZzek 87 %
OH e mobilni faze PE/EtOAc 2:1, Rf = 0,47 (vanilin)
e HPLC retencni &as; Cistota (min, %): 22,90; 97
Br e ESI'-MS m/z: 230,3 [M+H]"

'H NMR (500 MHz, CDCl) & (ppm): 2,33 (bs, 1H): 5,02 (s, 2H);
7,60 (dd, J = 8,9; 2,1 Hz, 1H); 7,98 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 8,00 (d, J = 8,6 Hz, 1H).

1BC NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 59,56; 126,58; 127,96; 130,72; 130,81,
141,00; 145,66.

5-(4-methoxyfenyl)-2-nitrobenzylalkohol (6)

NO, Zluta pevna latka, vytézek 94 %

OH mobilni faze PE/EtOAc 2:1, Rf = 0,40 (vanilin)
O HPLC retenéni €as; Cistota (min, %): 26,42; 98

ESI*-MS m/z: 260,2 [M+H]"

O 'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 3,82 (s, 3H); 4,90
(d, J =5,5Hz, 2H); 5,62 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 7,09 (d, J = 8,6 Hz, 2H);
7,72 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 7,76 (dd, J = 8,6; 1,8 Hz, 1H); 8,06
(d, J=0,9 Hz, 1H); 8,12 (d, J = 8,6 Hz, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 55,30; 60,18; 114,70; 125,03; 125,40; 125,45;
128,42; 130,31; 139,35; 144,92; 144,99; 160,05.

o<

5.1.2 Priprava caged-cytokininu
V ramci diplomové prace byly podle &lanku Hayashi a kol., 2012 syntetizovany vybrané
caged-cytokininy. Kromé latek s cytokininovou aktivitou (BAP, iP, MBAP, Kin) byly také
pfipraveny derivaty molekul interagujicich s metabolickymi (Zatloukal a kol., 2008)
a signalnimi drahami CKs (Nisler a kol., 2010). Oproti publikovanym vysledkim byla
pouzita jednokrokova syntéza probihajici pfimou alkylaci daného cytokininu,
coz predstavovalo rychlej§i metodu pro ziskani N9-substituovanych derivatd. Timto
postupem byly pfipraveny primarné N9-substituované caged-cytokininy, avsak byl
zaznamenan vznik dalSiho produktu v minoritnim zastoupeni. Tyto latky se podafilo
v nékolika pfipadech vyizolovat, purifikovat (11, 14, 25, 28) a nasledné& ovéfit jejich
strukturu pomoci 2D NMR experimentt (viz PFilohy A).

V pfipadé nékterych latek (34, 35) byla zvolena dvoukrokova syntéza sestavajici
z alkylace 6-chlor-9H-purinu a nasledné substituce 2-hydroxy-3-methylbenzylaminem

v pozici C6. Alkylaci purinu byl majoritné ziskan N9-substituovany derivat (8,10),
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nicméné byl sou¢asné pozorovan vznik mensiho mnozstvi N7 isomeru (7, 9), jehoz
struktura byla potvrzena také pomoci 2D NMR. Zménou reakénich podminek (pfidavek
baze o 25 %) bylo mozné zvysit podil vzniklého produktu ve prospéch
N7-substituovaného 6CIP, ktery byl dale vyuZzZit jako vychozi latka pro syntézu
N7-caged cytokinind v mikrovinném reaktoru (12, 15, 17, 19, 21, 23, 26, 29, 33).

Cilena syntéza N7 isomer( z latky 7 a 9 umoznila identifikaci minoritniho produktu
vznikajiciho pfimou alkylaci cytokinind (11, 14, 25, 28). PFi méfeni '"H NMR spekter
latek 11, 14, 25 a 28 v DMSO-d¢ byly ve spektrech zaznamenany dvé sady signalu
v poméru 2:1 s chemickymi posuny a $tépenim korelujici se strukturou pfipravenych
derivatli (viz Piiloha A1-A4). Porovnanim 'H spekter N9 a N7 isomerd s minoritnimi
produkty alkylace se zjistilo, Ze ani jedna ze sad signall neodpovida chemickym
posuniim N9 a N7 isomer(, a ze se tudiz jedna o jiné isomery (viz Pfiloha A5). P¥i
méfeni latky 11 v jinych rozpoustédlech (CDCl;, MeOH-d,, aceton-dg) dochazelo
k zméné pomérd odpovidajicich signall, coz naznacilo, ze se jedna pouze o jednu
latku ve dvou tautomernich formach.

Obdobnad  pozorovani byla zaznamenana v NMR  spektrech latek
pfipravenych vramci studie zaméfené na rozliSeni purinovych derivatd
substituovanych v poloze N9, N7 a N3 (dosud nepublikovana data). U zminénych latek
izolovanych v ramci diplomové prace byl pozorovan shodny trend jako u N3 derivatu,
jejichz struktura byla ovéfena pomoci 2D NMR experimentl. Ze ziskanych vysledk
vyplyva, Ze pfi téchto konkrétnich reakénich podminkach dochazi bé&hem pfimé
alkylace cytokininl ke vzniku smési N9 a N3 derivatd s majoritnim zastoupenim

prvniho z nich.
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Tabulka 2. Shrnuti fyzikalné-chemickych vlastnosti pfripravenych caged-cytokinini a jejich
derivatl. Vysvétlivky: a — 2-nitrobenzylova chranici skupina; b — 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylova chranici
skupina; Abs Amax — absorp&ni maximum odpovidajici pouZité chranici skupiné.

Substituent éni

. vytezek NMPLCretencni o Ao A

Latka (%) Cas; Cistota [M+H]* (nm)
c2 C6 N3 N7 N9 (min, %)

7 H- - a - 73 19,18; 97 290,4 -

8 H- . - - a 51 20,22; 99 289,8 -

9 H- - b - 18 20,15; 91 350,5 -

10 H- - - b 56 21,16; 99 349,8 -

11 H- a - - 20 mg 20,51; 99 361,6 -

12 H- - a - 83 22,41; 99 361,4 274

13 H- ) - - a 43 24,92; 99 360,2 268

Benzylamino-

14 H- b - - 34 mg 22,04; 99 4219 -

15 H- - b - 83 21,78; 99 421,8 278, 339

16 H- - - b 170 mg 25,34; 99 4219 272, 340

17 H- - a - 94 23,05; 99 339,4 273

18 H- ) - - a 20 25,36; 99 339,0 268

3-Methylbut-2-enylamino-

19 H- - b - 59 22,61; 99 400,7 -

20 H- - - b 168 mg 25,75; 98 398,9 272, 340

21 H- - a - 90 22,33; 99 391,5 273

22 H- ) - - a 21 24,89; 98 390,9 268

3-MeObenzylamino-

23 H- - b - 57 21,84; 99 451,8 -

24 H- - - b 149 mg 25,21; 98 450,8 275, 339

25 H- a - - 16 17,87; 99 351,6 -

26 H- - a - 83 20,11; 99 351,6 271

27 H- - - a 63 22,86; 99 350,6 269

Furfurylamino-

28 H- b - - 40 mg 19,74; 99 411,9 -

29 H- - b - 51 19,81; 99 411,7 277, 340

30 H- - - b 153 mg 23,37; 99 411,2 269, 337

31 Cl- - - a 91 28,60; 99 411,0 307

3-MeOfenylamino-

32 Cl- - - b 92 24,50; 99 470,6 306

33 H- - a - 85 23,72; 99 391,5 273

34 H-  2-OH-3-Methylbenzylamino- - - a 57 26,55; 99 390,9 267

35 H- - - b 49 26,80; 98 450,7 269, 340
6-chlor-7-(2-nitrobenzyl)-7H-purin (7)

O5N e kolona CHCl;
cl o Zlutd pevna latka, vytézek 73 %
N~ XN e mobilni faze CHCI3/MeOH 9:1, Rf = 0,50
mN/ N/> e HPLC retenéni ¢as; Cistota (min, %): 19,18; 97

e ESI*-MS m/z: 290,4 [M+H]
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 6,12 (s, 2H); 6,77
(dd, J = 7,6; 1,2 Hz, 1H); 7,60-7,67 (m, 2H); 8,23 (dd, J = 7,9; 1,5 Hz, 1H); 8,85 (s, 1H);
8,91 (s, 1H).
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3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 47,30; 122,42; 125,27; 127,63; 129,19;
132,46; 134,86; 142,35; 146,64; 151,53; 152,00; 161,78.

6-chlor-9-(2-nitrobenzyl)-9H-purin (8)

Cl °
W :

NO, .

kolona CHCI/EtOAC 4:1

bila pevna latka, vytézek 51 %

mobilni faze CHCIs/MeOH 9:1, Rf = 0,68
HPLC retenéni &as; Cistota (min, %): 20,22; 99
ESI*-MS m/z: 289,8 [M+H]"

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 5,85 (s, 2H); 7,00 (s, 1H); 7,58
(t, J = 8,2 Hz, 2H); 8,12 (s, 1H); 8,70 (s, 2H).

¥C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 44,51; 125,25; 129,36; 129,42; 130,88;
134,51; 147,44; 147,79; 149,29; 151,88; 152,22.

6-chlor-7-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-7H-purin (9)

O,N .
7 KQ N
NTX—N o— ®
LAy .

kolona PE/EtOAc/MeOH 4:1 az 1:1:0,2

svétle Zluta pevna latka, vytézek 18 %

mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,63
HPLC retencéni €as; Cistota (min, %): 20,15; 91
ESI*-MS m/z: 350,5 [M+H]*

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,62 (s, 3H); 3,89 (s, 3H); 6,03 (s, 2H); 6,47
(s, 1H); 7,79 (s, 1H); 8,78 (s, 1H); 8,84 (s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 47,57; 56,12; 56,17; 108,56; 110,95; 122,37;
125,87; 139,65; 142,38; 148,17; 151,18; 151,93; 153,51; 161,66.

6-chlor-9-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-9H-purin (10)

Cl e kolona PE/EtOAc/MeOH 4:1 az 1:1:0,2
NI X N\> o svétle Zluta pevna latka, vytézek 56 %
kN/ N e mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,72
o e HPLC reten¢ni Cas; Cistota (min, %): 21,16; 99
4 NO, e ESI"-MS m/z: 349,8 [M+H]"
0 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,73 (s, 3H): 3,82 (s, 3H);

5,74 (s, 2H); 6,98 (s, 1H); 7,66 (s, 1H); 8,61 (s, 1H); 8,73 (s, 1H).
13C NMR (125 MHz, DMSO-dg) d (ppm): 44,91; 56,14; 56,25; 108,41; 113,45; 124,30;
130,78; 140,36; 147,45; 148,33; 149,10; 151,69; 152,08; 153,08.
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6-benzylamino-3-(2-nitrobenzyl)-3H-purin (11)

e svétle Zluta pevna latka, vytéZzek 20 mg

e mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,33

e HPLC retencni &as; Cistota (min, %): 20,51; 99

NH

NN e ESI'-MS m/z: 361,6 [M+H]"

§ \N\> 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds)  (ppm): viz PFiloha Al
N

6-benzylamino-7-(2-nitrobenzyl)-7H-purin (12)

e kolona CHCI; s MeOH gradientem
(P O,N e svétle Zluta pevna latka, vytéZzek 83 %
" @ e mobilni faze CHCl,/MeOH 9:1, Rf = 0,44
NN e HPLC retencni &as; Cistota (min, %): 22,41; 99
&N/ N/> e ESI*-MS m/z: 361,4 [M+H]"

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 4,55 (d, J = 5,8 Hz;
2H); 6,20 (s, 2H); 6,26 (dd, J = 7,6; 1,2 Hz, 1H); 6,81-6,83 (m, 2H); 7,12 (dd, J = 4,9;
1,8 Hz, 3H); 7,26 (t, J = 5.8 Hz, 1H); 7,59-7,66 (m, 2H); 8,24 (dd, J = 8,4; 2,3 Hz, 2H);
8,46 (s, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 42,75; 47,90; 111,37; 125,34; 126,25; 126,31;
127,25; 128,01; 128,87; 133,77; 134,92; 139,54; 146,40; 146,73; 150,17; 152,46;
159,74.

6-benzylamino-9-(2-nitrobenzyl)-9H-purin (13)

e kolona CHCI3/MeOH 19:1 s MeOH gradientem
o svétle zZluta pevna latka, vytézek 43 %

e mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,70

e HPLC retenéni €as; Cistota (min, %): 24,92; 99

NH

N
L N> e ESI'-MS m/z: 360,2 [M+H]*
N
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 4,71 (bs, 2H): 5,75 (s, 2H);
6,91 (d, J = 7,4 Hz,1H); 7,18-7,37 (m, 5H); 7,58 (t, J = 6,5 Hz, 1H);
NO,

7,66 (t, J = 6,5 Hz, 1H); 8,14 (d, J = 8,3 Hz, 2H); 8,21 (s, 1H); 8,45
(bs, 1H).
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13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43,44; 44,04; 119,51; 125,60; 127,16; 127,78;
128,74; 129,39; 129,60; 132,54; 134,93; 140,61; 141,58; 147,91; 149,66; 153,31;
154,92.

6-benzylamino-3-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-3H-purin (14)

e  svétle Zluta pevna latka, vytézek 34 mg

) mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,66

) HPLC retencni €as; Cistota (min, %): 22,04, 99
N e  ESI"-MS m/z: 421,9 [M+H]"

NS\

m \N> '"H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): viz Pfiloha A2

NH

6-benzylamino-7-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-7H-purin (15)
e kolona CHCI; s MeOH gradientem

EP O,N o svétle zluta pevna latka, vytézek 83 %

f@o\ e mobilni faze CHCly/MeOH 9:1, Rf = 0,40

N N o— e HPLC retencni ¢as; Cistota (min, %): 21,78; 99

/> e ESI-MS m/z: 421,8 [M+H]"
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,27 (s, 3H); 3,89
(s, 3H); 4,58 (d, J = 5,8 Hz, 2H); 5,77 (s, 1H); 6,12 (s, 2H); 6,90-6,92 (m, 2H); 7,13-7,15
(m, 3H); 7,30 (t, J = 5,8 Hz, 1H); 7,79 (s, 1H); 8,27 (s, 1H); 8,38 (s, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 42,81; 48,15; 55,48; 56,16; 108,55; 108,63;
111,35; 2x 126,38, 126,44, 2x 127,70; 127,90; 139,14, 139,64, 146,52; 147,83; 150,13,
152,52; 153,47; 159,58.

NH
]
k\N N

6-benzylamino-9-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-9H-purin (16)
e svétle Zluta pevna latka, vytéZzek 170 mg
e mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,53
e HPLC retenéni Cas; Cistota (min, %): 25,34; 99
e ESI™-MS m/z: 421,9 [M+H]"
I _L.> ™ NMR (500 MHz, DMSO-de) & (ppm): 3,71 (s, 3H); 3,86 (s, 3H);
4,70 (s, 2H); 5,66 (s, 2H); 6,89 (s, 1H); 7,20 (t, J = 7,2 Hz, 1H); 7,28
P t, J = 7,5 Hz, 2H); 7,33 (d, J = 7,3 Hz, 2H); 7,70 (s, 1H); 8,14
NO2 (s, 1H); 8,20 (s, 1H); 8,40 (s, 1H).
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3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 42,86; 43,92; 56,06; 56,13; 108,33; 112,76;
118,92; 125,60; 126,58; 127,13; 128,18; 140,07; 140,23; 140,72; 148,08; 149,09;
152,61; 153,01; 154,37.

6-(3-metylbut-2-en-1-ylamino)-7-(2-nitrobenzyl)-7H-purin (17)
. kolona CHCI; s MeOH gradientem
)\L o svétle zluta pevna latka, vytézek 94 %
//O ) mobilni faze CHCIs/MeOH 9:1, Rf = 0,35
) HPLC retenéni €as; Cistota (min, %): 23,05; 99
k e  ESI-MS m/z: 339,5 [M+H]"
H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,52 (s, 3H); 1,57 (s, 3H); 3,86 (t, J = 5,7 Hz,
2H); 4,90-4,93 (m, 1H); 6,12 (s, 2H); 6,27 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 6,73 (t, J = 5,5 Hz, 1H);
7,55-7,62 (m, 2H); 8,21 (dd, J = 7,8; 1,7 Hz, 1H); 8,30 (s, 1H); 8,39 (s, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) d (ppm): 17,72; 25,34; 38,04; 47,64; 111,47; 122,04;
125,19; 126,51; 128,83; 133,01; 133,53; 134,72; 146,39; 146,49; 150,16; 152,48;
159,51.

6-(3-metylbut-2-en-1-ylamino)-9-(2-nitrobenzyl)-9H-purin (18)
e kolona CHCIy/MeOH 19:1 s MeOH gradientem

N o svétle zluta pevna latka, vytézek 20 %
NH e mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,64
le N N\> e HPLC retenéni €as; Cistota (min, %): 25,36; 99
N N e ESI"-MS m/z: 339,0 [M+H]*

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,64 (s, 3H); 1,67 (s, 3H);
No, 403 (bs, 2H); 528 (t J = 6,0 Hz, 1H); 5,70 (s, 2H); 6,84
(d, J = 7,6 Hz, 1H); 7,55 (td, J = 6,7; 1,5 Hz, 1H); 7,62 (td, J = 6,1; 1,2 Hz, 1H); 7,91
(bs, 1H); 8,11 (dd, J = 8,3; 1,5 Hz, 1H); 8,14 (bs, 2H).
3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 18,32; 25,87; 38,14; 43,91; 122,63; 125,50;
129,24; 129,50; 132,51; 133,61; 134,81; 141,21; 147,82; 153,23; 154,73.

6-(3-metylbut-2-en-1-ylamino)-7-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-7H-purin (19)

e Zlutd pevna latka, vytéZzek 59 %

N O2N e mobilni faze CHCl/MeOH 9:1, Rf = 0,34
NH //Q/O\ e HPLC retenéni &as; gistota (min, %): 22,61; 99
Nl X N/> O™ o ESI*-MS m/z: 400,7 [M+H]"
N© N 'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 8 (ppm): 1,55 (s, 3H);
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1,58 (s, 3H); 3,42 (s, 3H); 3,88 (s, 3H); 3,91 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 4,99 (t, J = 6,6 Hz, 1H);
6,00 (s, 1H); 6,03 (s, 2H); 6,75 (t, J = 5,5 Hz, 1H); 7,77 (s, 1H); 8,28 (s, 1H); 8,30
(s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 17,64; 25,27; 37,94; 47,99; 55,58; 56,12;
108,45; 109,43; 111,50; 121,85; 127,16; 133,32; 139,35; 146,03; 147,83; 150,14;
152,50; 153,32; 159,35.

6-(3-metylbut-2-en-1-ylamino)-9-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-9H-purin (20)

o svétle zZluta pevna latka, vytézek 168 mg

o e  mobilni faze CHCly/MeOH 9:1, Rf = 0,63
NH e HPLC retenéni ¢as; Cistota (min, %): 25,75; 98
le X N\> e ESI-MS m/z: 398,9 [M+H]"
NZ N 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,67 (d, J = 15,9 Hz, 6H);
o 3,71 (s, 3H); 3,86 (s, 3H); 4,05 (s, 2H); 5,30 (s, 1H); 5,65 (s, 2H);
4 NO, 6,87 (s, 1H); 7,69 (s, 1H); 7,86 (s, 1H); 8.10 (s, 1H); 8,20 (s, 1H).
Y 3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 17,85; 25,40; 37,68;

43,87; 56,07; 56,13; 108,33; 112,63; 118,93; 122,18; 125,71; 133,12; 140,21, 140,45;
148,07; 148,90; 152,65; 153,02; 154,19.

6-(3-methoxybenzylamino)-7-(2-nitrobenzyl)-7H-purin (21)

O e kolona CHCI; s MeOH gradientem
(P/ O,N e svétle Zluta pevna latka, vytézek 90 %
e mobilni faze CHCI;/MeOH, Rf = 0,30
. N\H N//O e HPLC retenéni €as; Cistota (min, %): 22,33; 99
P N/> e ESI*-MS m/z: 391,5 [M+H]"

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,65 (s, 3H); 4,53
(d, J = 5,8 Hz, 2H); 6,20 (s, 2H); 6,27 (dd, J = 7,6; 0,9 Hz, 1H); 6,36 (d, J = 7,6 Hz, 1H);
6,58 (s, 1H); 6,70 (dd, J = 7,9; 2,1 Hz, 1H); 7,03 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 7,25 (t, J = 6,0 Hz,
1H); 7,57-7,64 (m, 2H); 8,23 (dd, J = 7,9; 1,5 Hz, 1H); 8,26 (s, 1H); 8,45 (s, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 42,85; 47,89; 54,90; 111,37; 111,65; 112,24;
118,36; 125,33; 126,25; 128,87; 129,06; 133,75; 134,91; 141,23; 146,34; 146,71;
150,17; 152,44; 159,12; 159,70.
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6-(3-methoxybenzylamino)-9-(2-nitrobenzyl)-9H-purin (22)
NG e kolona EtOAC/PE 1:1, 2:1
e bila pevna latka, vytézek 21 %
e mobilni faze CHCIl;/MeOH 9:1, Rf = 0,63
e HPLC retencni ¢as; Cistota (min, %): 24,89; 98
P N e ESI*-MS m/z: 390,9 [M+H]"
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,67 (s, 3H); 4,64 (bs, 2H):
5,71 (s, 2H); 6,75 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,17 (td, J = 8,0 Hz; 1,2 Hz,
NOz2  1H); 7,54 (t, J = 7,6 Hz, 1H); 7,62 (t, J = 7,6 Hz, 1H); 8,42 (bs, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 42,86; 43,51; 54,91; 111,83; 113,08; 118,97;
119,42; 125,06; 128,85; 129,06; 129,27; 131,99; 134,39; 141,05; 141,68; 147,38;
149,14; 152,75; 154,37; 159,21.

6-(3-methoxybenzylamino)-7-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-7H-purin (23)
e svétle Zluta pevna latka, vytéZzek 57 %
mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,39

O\
O,N
//Q/O\ e HPLC retenéni ¢as; Cistota (min, %): 21,84; 99
H
x—N o—
»

N e ESI'-MS m/z: 451,8 [M+H]"

'\i B 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm): 3,30 (s, 3H); 3,66
(s, 3H); 3,88 (s, 3H); 4,57 (d, J = 5,8 Hz, 2H); 5,82 (s, 1H);

6,11 (s, 2H); 6,45 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 6,65 (s, 1H); 6,71 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 7,03

(t, J=7,9 Hz, 1H); 7,29 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 7,77 (s, 1H); 8,28 (s, 1H); 8,36 (s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 42,91; 48,12; 54,83; 55,49; 56,10; 108,51;

108,74; 111,38; 111,71; 112,48; 118,46; 127,58; 128,92; 139,09; 141,30; 146,45;

147,85; 150,15; 152,48; 153,47; 159,15; 159,52.

6-(3-methoxybenzylamino)-9-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-9H-purin (24)
O o svétle Zluta pevna latka, vytéZek 149 mg
e mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,57
e HPLC reten¢ni Cas; Cistota (min, %): 25,21; 98
N e ESI"-MS m/z: 450,8 [M+H]"
N'k t Y H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,69 (s, 3H); 3,71 (s, 3H);
N" N 3,86 (s, 3H): 4,67 (s, 2H); 5,66 (s, 2H); 6,77 (d, J = 7.3 Hz, 1H),
@) 6,88-6,91 (m, 3H); 7,19 (t, J = 7,8 Hz, 1H); 7,69 (s, 1H); 8,14 (s, 1H);
NO2 820 (s, 1H); 8,37 (s, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 42,83; 43,94; 54,89; 56,04;

NH
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56,13; 108,34, 111,81; 112,71, 112,96, 118,92; 119,32, 125,63, 129,25; 140,22,
140,76; 141,70; 148,08; 149,10; 152,61; 153,02; 154,36; 159,21.

6-furfurylamino-3-(2-nitrobenzyl)-3H-purin (25)
- e kolona CHCI; s MeOH gradientem

O
o bila pevna latka, vytézek 121 mg
NH e mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,45
Nm)ﬁ:"‘\> e HPLC retencni ¢as; Cistota (min, %): 17,87; 99
T e ESI*-MS m/z: 351,6 [M+H]"

d 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): viz Pfiloha A3
NO

6-furfurylamino-7-(2-nitrobenzyl)-7H-purin (26)

e kolona CHCI; s MeOH gradientem

O
OoN e svétle Zluta pevna latka, vytézek 83 %
NH //O e mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,23
NZ N e HPLC retencni &as; Cistota (min, %): 20,11; 99
k\N | N/> e ESI"-MS m/z: 351,6 [M+H]"

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 4,52 (d, J = 5,8 Hz, 2H); 5,79 (dd,
J = 3,1; 0,9 Hz, 1H); 6,16 (s, 2H); 6,25-6,26 (m, 1H); 6,28 (dd, J = 7,6; 0,9 Hz, 1H);
7,20 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 7,44-7,44 (m, 1H); 7,59 (dtd, J = 20,9; 7,6; 1,5 Hz, 2H); 8,22
(dd, J=7,9; 1,2 Hz, 1H); 8,32 (s, 1H); 8,44 (s, 1H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 36,93; 47,81; 105,84; 110,25; 111,51; 125,28;
126,35; 128,84; 133,65; 134,83; 141,57; 146,38; 146,80; 149,92; 152,33; 152,64;
159,77.

6-furfurylamino-9-(2-nitrobenzyl)-9H-purin (27)
- o kolona CHCI; s MeOH gradientem

O . svétle Zluta pevna latka, vytézek 63 %
NH . mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,63
NI X N\> e  HPLC retenéni éas; &istota (min, %): 22,86; 99
kN/ N e  ESI'-MS m/z: 350,6 [M+H]"

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 4,66 (bs, 1H), 5,72 (s, 2H),
NO, 6,22 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 6,33 (dd, J = 3,1 Hz, 1,8 Hz, 1H), 6,86
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(d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,51 (d, J = 0,9 Hz, 1H), 7,54 (td, J = 8,0 Hz; 0,9 Hz, 1H), 7,62
(td, J = 7,3 Hz; 0,9 Hz, 1H), 8,11 (dd, J = 8,3 Hz; 1,2 Hz, 1H), 8,18 (bs, 1H), 8,19
(s, 1H), 8,32 (bs, 1H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 36,97, 44,05, 107,28, 110,98, 119,57, 125,61,
129,36, 129,61, 132,53, 134,93, 141,70, 142,36, 147,91, 149,76, 153,20, 153,44,
154,609.

6-furfurylamino-3-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-3H-purin (28)
\— 5 o svétle zluta pevna latka, vytézek 40 mg
e mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,50
NH e HPLC retencni Cas; Cistota (min, %): 19,74; 99
N& AN N\> e ESI-MS m/z: 411,9 [M+H]"
N~ N

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): viz Pfiloha A4
/
o : NO

6-furfurylamino-7-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-7H-purin (29)

2

\_o e kolona CHCI; s MeOH gradientem
q OoN o svétle Zluta pevna latka, vytézek 51 %
NH //Q/O\ e mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,37

N* N o— e HPLC reten¢ni Cas; Cistota (min, %): 19,81; 99

N % e ESI™-MS m/z: 411,7 [M+H]"
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,36 (s, 3H); 3,88 (s, 3H); 4,57
(d, J = 5,5 Hz, 2H); 5,92 (s, 1H); 5,93 (d, J = 2,8 Hz, 1H); 6,06 (s, 2H); 6,28-6,29
(m, 1H); 7,21 (t, J = 5,8 Hz, 1H); 7,41-7,42 (m, 1H); 7,77 (s, 1H); 8,33 (s, 2H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) d (ppm): 36,81; 48,06; 55,54; 56,13; 106,10; 108,53;

109,14; 110,22; 111,53; 127,32; 139,20; 141,59; 146,44; 147,82; 149,93; 152,36;
152,64; 153,40; 159,60.

6-furfurylamino-9-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-9H-purin (30)

J bila pevna latka, vytézek 153 mg

(ONGZ
. mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,72
NH . HPLC retencni Cas; Cistota (min, %): 23,37; 99
NN e  ESI"-MS m/z: 411,2 [M+H]"

| \
kN/ N> 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,71 (s, 3H); 3,86 (s, 3H);
4,68 (s, 2H); 566 (s, 2H); 6,23 (d, J = 2,8 Hz, 1H); 6,35
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(d, J = 2.8 Hz, 1H); 6,88 (s, 1H); 7,53 (d, J = 0,6 Hz, 1H); 7,70 (s, 1H); 8,14 (s, 1H);
8,24 (s, 2H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 36,42; 43,93; 56,07; 56,13; 106,65; 108,34;
110,43; 112,69; 118,98; 125,60; 140,22; 140,85; 141,81; 148,08; 152,51; 152,93;
153,02; 154,13.

2-chlor-6-[(3-methoxyfenyl)amino]-9-(2-nitrobenzyl)-9H-purin (31)

e  kolona CHCI;/EtOAC 4:1
HN/©\O/ e  svétle zluta pevna latka, vytézek 91 %
NTX N\ . mobilni faze CHCIs/EtOAc 4:1, Rf = 0,52
Cl)l\N/ N> . HPLC retenéni €as; Cistota (min, %): 28,60; 99

e  ESI*-MS m/z: 411,0 [M+H]"

'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 3,76 (s, 3H); 5,78
(s, 2H); 6,69 (dd, J = 8,3; 2,1 Hz, 1H); 6,96 (d, J = 7,9 Hz, 1H);
7,27 (t, J = 8,1 Hz, 1H); 7,47 (dd, J = 8,3; 1,2 Hz, 1H); 7,60-7,63 (m, 2H); 7,69
(td, J = 7,6; 1,3 Hz, 1H); 8,19 (dd, J = 8,1; 1,4 Hz, 1H); 8,35 (s, 1H); 10,40 (s, 1H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 43,98; 54,97; 107,13; 108,74; 113,40; 118,85;
125,25; 128,88; 129,28; 129,32; 141,48; 134,59; 139,95; 142,58; 147,32; 151,09;
152,42; 152,55; 159,35.

NO,

2-chlor-6-[(3-methoxyfenyl)amino]-9-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-9H-purin (32)

. svétle Zluta pevna latka, vytézek 92 %
HNO\O/ . mobilni faze CHCI;/EtOAc 9:1, Rf = 0,41
N7 N\ . HPLC retenéni ¢as; Cistota (min, %): 24,50; 99
N AN/ N> e  ESI*-MS m/z: 470,6 [M+H]"
'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 3,75 (s, 3H); 3,81
O vo, (530 388 (s, 3H) 5,66 (s, 2H) 6,67 (1 I = 82 Hz, 1H); 705
-0 (s, 1H); 7,25 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 7,46 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 7,59

(s, 1H); 7,72 (s, 1H); 8,25 (s, 1H); 10,32 (s, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 44,54; 54,94; 56,17; 106,99; 108,41; 108,66;
113,27; 113,56; 118,75; 124,71; 129,27; 140,00; 140,28; 142,23; 148,28; 150,97;
152,28; 152,32; 153,04; 159,33.
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6-[(2-hydroxy-3-methylbenzyl)amino]-7-(2-nitrobenzyl)-7H-purin (33)

e kolona CHCI;/MeOH s gradientem MeOH
(Pf HO,N e bila pevna latka, vytéZek 85 %
//@ e mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,38
e HPLC retencni Cas; Cistota (min, %): 23,72; 99
k e ESI*-MS m/z: 391,5 [M+H]"

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,12 (s, 3H): 4,43
(d, J = 5,8 Hz, 2H); 6,18 (s, 2H); 6,31 (dd, J =7,5; 1,4 Hz, 1H); 6,41 (dd, J =7,3; 1,2
Hz, 1H); 650 (, J = 75 Hz, 1H); 691 (d, J = 6,4 Hz, 1H); 7,31
(t, J =6,0 Hz, 1H); 7,57-7,63 (m, 2H); 8,24 (dd, J = 7,8; 1,7 Hz, 1H); 8,31 (s, 1H); 8,45
(s, 1H); 9,56 (s, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 16,43; 39,76; 47,94; 111,39; 118,94; 124,78;
125,35; 125,45; 126,01; 126,47; 128,93; 129,20; 133,56; 134,91; 146,42; 146,91;
149,97; 151,94; 152,77; 159,55.

6-[(2-hydroxy-3-methylbenzyl)amino]-9-(2-nitrobenzyl)-9H-purin (34)
o kolona CHCls/aceton 9:1

OH ) bila pevna latka, vytézek 57 %
NH . mobilni faze CHCls/aceton 9:1, Rf = 0,35
NN . HPLC retenéni €as; Cistota (min, %): 26,55; 99
&N/ N\> e  ESI*-MS m/z: 390,9 [M+H]*

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,15 (s, 3H); 4,52
(d, J = 3,6 Hz, 2H); 5,76 (s, 2H); 6,70 (t, J = 7,6 Hz, 1H); 6,85
(d, J=7,6 Hz, 1H); 7,00 (d, J = 7,0 Hz, 1H); 7,08 (t, J = 7,6 Hz, 1H);
7,57 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 7,63 (t, J = 7,6 Hz, 1H); 8,14 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 8,27
(s, 1H); 8,72 (s, 1H); 10,52 (s, 1H).
13C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 16,49; 43,67; 118,96; 119,13; 125,09; 125,49;
128,13; 128,72; 129,07; 129,81; 131,89; 134,44; 141,57; 147,28; 148,89; 152,05;
153,39; 153,64 — 1 signal pod DMSO, 1 signal neni vidét.

NO,
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6-[(2-hydroxy-3-methylbenzyl)amino]-9-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-9H-purin
(35)
e svétle Zluta pevna latka, vytézek 49 %
OH e mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,71
e HPLC retenéni €as; Cistota (min, %): 26,80; 98
NN e ESI'-MS m/z: 450,7 [M+H]"
QN/ N\> 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 2,14 (s, 3H); 3,72 (s, 3H);
3,86 (s, 3H); 4,51 (s, 2H); 5,66 (s, 2H); 6,68 (t, J = 7,6 Hz, 1H); 6,89
/O NO, (s, 1H); 6,99 (d, J = 7,0 Hz, 1H); 7,05 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 7,69 (s, 1H);
-G 8,16 (s, 1H); 8,30 (s, 1H); 8,63 (s, 1H); 10,51 (s, 1H).
1BC NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 16,49; 44,06; 2x 56,13;
108,36; 112,79; 118,86; 119,10; 2x 125,40; 125,50; 128,03; 129,79; 140,21; 141,23;
148,13; 148,85; 151,90; 153,04; 153,39; 153,62 — 1 signal pod DMSO.

NH

5.1.3 Priprava caged-auxint

Jednim z dalSich cild této diplomové prace bylo doplnit pfipraveny soubor caged-
fytohormonu o fotolabilni derivaty auxinu, jakozto vyznamnych fytohormonu, které
ve spolupraci s cytokininy reguluji vyznamné procesy rustu a vyvoje rostlin. Prvni
caged-auxiny byly pfipraveny metodou smésnych anhydridu, které nasledné reagovaly
s primarnim nebo sekundarnim alkoholem za vzniku poZadovaného derivatu
(Ward a Beale, 1995). V ramci diplomové prace byl zvolen jednodu$si postup pro
syntézu auxinovych esteru, ktery byl zaloZzeny na pfipravé draselné soli daného auxinu
a nasledné substituci pfislusSnym bromidem. Reakéni podminky byly v porovnani
se syntézou caged-cytokinini obdobné, pouze byl snizen nadbytek baze a alkylaniho
Cinidla a jako rozpoustédlo byl pouzit DMF. Uvedenym zpusobem byla pfipravena
skupina 6 caged-derivatd, mezi nimiz byly kromé pfirozenych auxinl (36, 37) i latky
s herbicidnimi (38, 39) a antiauxinovymi ucinky (40, 41). Podobné reakéni schéma bylo
publikovano v ramci patentu, ktery se zabyval syntézou fotolabilnich agrochemikalii
(Morgenstern, 2013). V popsaném postupu bylo pro tvorbu soli 2,4-D vyuzito organické
baze EtsN a reakce probihala v THF pfi 75 °C po dobu 15 h. Ziskany kvantitativni
vytéZzek byl oproti vysledkim dosazenym v této diplomové praci vyssi (vytézky 74-
90 %).
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Tabulka 3. Shrnuti fyzikalné-chemickych vlastnosti pfipravenych caged-auxini. Vysvétlivky: a —
2-nitrobenzylova chranici skupina; b — 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylova chranici skupina; Abs Amax —
absorp€ni maximum odpovidajici pouZité chranici skupiné.

. . . o HPLC retencni ¢as; + Abs A
0, ’ max
Latka Auxin  Substituent Vytézek (%) Gistota (min, %) MS [M+H] (nm)
36 a 88 27,12; 99 311,3 267
1AA
37 b 74 27,65; 97 3714 281, 340
38 a 93 29,05; 99 372,7 260
2,4-D
39 b 80 28,91; 97 432,6 289, 339
40 CPIBA a 74 29,45; 99 367,3 260
41 DCBA a 82 31,24; 99 343,2 250

Kromé auxinovych esterll z primarnich alkohol( je mozné pfipravit caged-derivaty
se stéricky branénym esterem, ¢ehoz Ize dosahnout reakci se sekundarnim alkoholem.
V ramci publikovanych experimentl bylo prokazano, ze struktura vedlejSiho fetézce
daného alkoholu ovliviiuje biologickou stabilitu caged-molekuly a introdukci
napf. aromatického kruhu Ize zabranit nezZadoucimu enzymatickému rozstépeni
esterové vazby (Kusaka a kol., 2009). V navaznosti na tento ¢lanek byl proveden
pokus o reprodukci publikované syntézy, avSak ani pfi pouziti riznych vychozich latek
a optimalizaci reak&nich podminek nebylo dosazeno pfijatelnych vytézka (Schéma 17).
Pro ucely diplomové prace byla uvedena syntéza zavrhnuta, nicméné pro navazujici
vyzkumy predstavuje pfiprava dalSiho derivatu 2-nitrobenzylové chranici skupiny
zajimavou alternativu.

R R,
R
N -2 Ry = methyl, butyl
o a OH @) 1 = metnyl, y
E)\A 25-48 % d\ D?FSI}:DEA:P > ©\)\ R = auxin
NO, ( ) NO, ’ NO,

Schéma 17. Syntéza caged-auxintl esterifikaci ze sekundarniho alkoholu. a) MeMgClI (3 ekviv.)/RyLi
(1,1 ekviv.), THF/Et,0, -78/-15/0 °C.

2-nitrobenzyl 2-(1H-indol-4-yl)acetat (36)
0O o Zlutd kapalina, vytéZzek 88 %
o NO2 o  mobilni faze CHCly/MeOH 9:1, Rf = 0,44 (vanilin)
N\ /@ e HPLC retenéni &as; &istota (min, %): 27,12; 99
N o ESI"-MS m/z: 311,3 [M+H]'
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,86 (s, 2H); 5,45 (s, 2H); 6,96-6,99 (m, 1H);
7,07-7,10 (m, 1H); 7,28 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 7,36 (d, J = 8,3Hz, 1H); 7,49

(d, J = 7,9 Hz, 1H); 7,60 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 7,68-7,71 (m, 1H); 8,11 (d, J = 8,3 Hz, 1H);
10,98 (s, 1H).
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¥C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 30,53; 62,44; 106,62; 111,44; 118,45; 118,52;
121,12; 124,25; 124,82; 127,02; 129,20; 129,22; 131,57; 134,00; 136,09; 147,32;
171,21,

4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl 2-(1H-indol-4-yl)acetat (37)

o) e  svétle Zluta pevna latka, vytézek 74 %
o~ 1'%« mobilni faze CHCIy/MeOH 9:1, Rf = 0,68
A\ . HPLC retenéni €as; Cistota (min, %): 27,65; 97
N J o e ESIMSmiz 3714 M+HT

N 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,49 (s, 3H); 3,84
(s, 3H); 3,87 (s, 2H); 5,43 (s, 2H); 6,86 (s, 1H); 6,98 (t, J = 7,4 Hz, 1H); 7,08
(t, J = 76 Hz, 1H); 7,32 (s, 1H); 7,36 (d, J = 82 Hz, 1H); 7,53
(d, J=7,9 Hz, 1H); 7,67 (s, 1H); 11,01 (s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 30,32; 55,68; 56,04; 62,57; 106,64; 108,12;
110,16; 111,44; 118,44; 118,63; 121,17; 124,35; 126,66; 127,02; 136,15; 139,31;
147,71; 153,17; 171,11.

2-nitrobenzyl 2-(2,4-dichlorfenoxy)acetat (38)
o NO, ° kolona CHCl;
OQJ\ o o svétle Zluta pevna latka, vytézek 93 %
CI/@m /\© . mobilni faze CHCI;//MeOH 9:1, Rf = 0,87
(vanilin)
e HPLC retencni €as; Cistota (min, %): 29,05; 99
e ESI"-MS m/z: 372,73 [M+NH,]"
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 5,10 (s, 2H); 5,555 (s, 2H); 7,16
(d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,35 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,60 (s, 1H); 7,64 (t, J = 7,6 Hz, 1H); 7,71
(d, J=7,1Hz, 1H); 7,79 (t, J = 7,6 Hz, 1H); 8,15 (d, J = 8,1 Hz, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 62,99; 65,28; 115,10; 122,36; 124,94; 125,21;
127,94, 129,31, 129,43; 129,47; 131,06; 134,18; 147,15, 152,09; 167,84.

4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl 2-(2,4-dichlorfenoxy)acetat (39)

o NO, . kolona CHCI;/MeOH 40:1 s MeOH

radientem
o M, g

e  svétle Zluta pevna latka, vytéZek 80 %
Cl

Cl O
o | o mobilni faze CHCIls/MeOH 9:1, Rf = 0,70

(vanilin)
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. HPLC retencni ¢as; Cistota (min, %): 28,91; 97

e  ESI'-MS m/z: 432,69 [M+NH,]"

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,87 (s, 3H); 3,88 (s, 3H); 5,08 (s, 2H); 5,50
(s, 2H); 7,14 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,19 (s, 1H); 7,34 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,59 (s, 1H);
7,70 (s, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 56,10; 56,27; 63,30; 65,36; 108,21; 111,57;
115,07; 122,35; 125,21; 125,50; 127,93; 129,45; 139,71; 148,10; 152,11; 153,19;
167,85.

2-nitrobenzyl 2-(4-chlorfenoxy)-2-methylpropanoat (40)

Cl e  Zluta kapalina, vytézek 74 %
O\H)(O@/ . mobilni faze CHCI/MeOH 9:1, Rf = 0,77

O,N o) (vanilin)

. HPLC retencni €as; Cistota (min, %): 29,45; 99

. ESI*-MS m/z: 367,3 [M+NH,]"
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,54 (s, 6H); 5,552 (s, 2H); 6,82
(dd, J = 6,7; 2,1 Hz, 2H); 7,27 (dd, J = 6,7; 2,1 Hz, 2H); 7,60-7,66 (m, 2H); 7,76
(td, J=7,5; 1,1 Hz, 1H); 8,10 (dd, J = 8,3; 1,2 Hz, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) d (ppm): 24,89; 63,60; 79,23; 120,71; 124,90; 126,03;
129,15; 129,64; 129,86, 130,52; 134,05; 147,59; 153,71, 172,42.

2-nitrobenzyl 3,4-dichlorobenzoat (41)

Cl . kolona PE/EtOAc 10:1 s EtOAc gradientem
Cl e bila pevna latka, vytéZek 82 %
NO, . mobilni faze CHCl;/MeOH 9:1, Rf = 0,83
o O/\© . HPLC retenéni &as; Cistota (min, %): 31,24; 99
. ESI*-MS m/z: 343,2 [M+NH,]"

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 569 (s, 2H); 7,64-7,67
(m, 1H); 7,83 (d, J = 8,5 Hz, 3H); 7,94 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 8,12 (s, 1H); 8,14
(d, J = 8,2 Hz, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 63,76; 124,91; 129,34; 129,56; 129,58;
129,70; 130,83;130,92; 131,36; 131,88; 134,24; 136,71; 147,51; 163,52.
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5.1.4 Priprava caged-fytohormont s dvoufotonovou chranici skupinou

Ackoliv v souCasné neexistuji publikace zabyvajici se pfipojenim 2-nitrobenzylové
dvoufotonové chranici skupiny na molekulu jakéhokoliv rostlinného hormonu, jedna se
0 postup dobfe prozkoumany v bunééné biologii a neurovédach (Warther a kol., 2010).
Jednim z dalSich cila této prace bylo vyvinout metodologii pouZitelnou pro syntézu
dvoufotonovych derivatd cytokinin a auxinu. Esterifikaci IAA pomoci DCC a DMAP byl
pfimo ziskan pozZadovany ochranény produkt (42), zatimco pro pfipravu caged-
cytokininu byla zvolena dvoukrokova syntéza. V prvni reakci byla provedena Mitsunobu
alkylace na 6CIP vedouci regioselektivné ke vzniku N9 derivatu (43), ktery byl
nasledné podroben nukleofilni substituci benzylaminem v poloze C6 (44).
Pro  navazujici vyzkumy  pFedstavuje  zajimavou  alternativu  konverze
5-(4-methoxyfenyl)-2-nitrobenzylalkoholu na pfislusny bromid, napf. reakci s PBrs,
a nasledna alkylace 6CIP v pozicich N7 a N3. Ovéfeni toho postupu bude

pravdépodobné soucasti disertacni prace.

[5-(4-methoxyfenyl)-2-nitrobenzyl]-2-(1H-indol-3-yl)acetat (42)

0 . Zluta pevna latka, vytézek 75 %
o o . mobilni faze DCM, Rf = 0,50 (vanilin)
N\ N e HPLC retencni Cas; Cistota (min, %):
N O2N .
H 30,01; 99

e ESI'-MS m/z: 417,4 [M+H]"
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,84 (s, 3H); 3,89 (s, 2H): 5,53 (s, 2H);
6,91-6,95 (m, 1H); 7,03-7,09 (m, 3H); 7,32 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 7,38 (d, J = 7,9 Hz, 1H);
7,45 (dt, J = 9,7; 2,6 Hz, 2H); 7,53 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 7,63 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 7,81
(dd, J = 8,6; 2,1 Hz, 1H); 8,14-8,18 (m, 1H); 11,03 (s, 1H).
13C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 30,79; 55,33; 62,66; 106,59; 111,51; 114,66;
118,44, 118,60; 121,15; 124,30; 125,57; 125,88; 126,02; 127,01; 128,28; 129,49;
132,74; 136,14; 145,04; 145,19; 160,12; 171,21.

6-chlor-9-[5-(4-methoxyfenyl)-2-nitrobenzyl]-9H-purin (43)

Cl o °* Zluta pevna latka, vytézek 78 %
Nl)j:N\> Q . mobilni faze PE/EtOAc/MeOH 1:1:0,1, Rf = 0,55
kN/ N (vanilin)
Q . HPLC retencni Cas; Cistota (min, %): 27,37; 95
O,N . ESI*-MS m/z: 396,3 [M+H]*
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'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,79 (s, 3H); 5,93 (s, 2H); 7,04
(dt, J = 9,5; 2,6 Hz, 2H); 7,56 (d, J = 1,8 Hz, 1H); 7,60 (dt, J = 9,5; 2,6 Hz, 2H); 7,88
(dd, J = 8,7; 2,0 Hz, 1H); 8,22 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 8,76 (s, 1H); 8,77 (s, 1H).

13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 44,93; 55,30; 114,68; 126,25; 126,84; 127,98;
128,54; 129,53; 130,82; 131,13; 145,36; 145,92; 147,77, 149,18; 151,79; 152,19;
160,21.

N-benzyl-9-[5-(4-methoxyfenyl)-2-nitrobenzyl]-9H-purin-6-amin (44)
e Zlutd pevna latka, vytézek 93 %
e mobilni faze CHCI;/MeOH 9:1, Rf = 0,71
o HPLC retencni €as; Cistota (min, %): 29,21; 98

NH O—
\ )\/EN e ESI-MS m/z: 467,4 [M+H]"
QN/ N 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,79 (s, 3H);
4,70 (s, 2H); 5,79 (s, 2H); 7,03 (d, J = 8,9 Hz, 2H);
. N 7,20 (t, J = 7,2 Hz, 1H); 7,28 (t, J = 7,5 Hz, 2H),
2

7,33-7,34 (m, 3H); 7,51 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 7,84
(dd, J = 8,6; 2,1 Hz, 1H); 8,19 (s, 1H); 8,20 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 8,24 (s, 1H); 8,43
(s, 1H).

5.2 Studium fotolyzy pripravenych caged-fytohormonu

V ramci fyzikalné-chemické charakterizace pfipravenych caged-fytohormont byla
zméfena absorpéni spektra 20-50uM roztokd v MeOH (pod 2 % DMSO) v rozmezi
200-500 nm. V pfipadé vSech testovanych caged-molekul byla zaznamenana vyrazna
absorpce zafeni pod 240nm zplUsobena aromatickym charakterem latek.
U N9-substituovanych 2-nitrobenzylovych derivatd byla pozorovana vyrazna absorpce
zareni v oblasti 267-269 nm (Graf 1, vlevo), pfi¢emz N7 isomery vykazovaly posun
absorpénich maxim o 2-6 nm kvyS8S§im vinovym délkdm. Ziskané hodnoty byly
vsouladu sdaty uvadénymi pro tento typ fotolabilni chranici skupiny
(Herrmann, 2012). Vyjimku prfedstavuje latka 31, u niz doSlo k vyraznému posunu
absorp¢niho maxima k 307 nm, jelikoZz se jedna o anilinopurin substituovany chlorem
v pozici C2 (Graf 1, vpravo). Dal§iho posunu absorpce k vy§$im vinovym délkam muaze
byt dosazeno pfitomnosti skupin donujicich elektrony, jako napf. OCH; v pfipadé
DMNB, coz nasledné umozniuje pouziti jinych svételnych zdroji poskytujicich zafreni
v oblasti 365 nm (Young a Deiters, 2007). V pfipadé DMNB-fytohormonl byl

zaznamenan vznik dvou absorp&nich pasu — hlavni absorpéni maximum v oblasti
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269-278 nm a minoritni Siroky absorpCni pas s maximem v rozmezi vinovych délek
337-340 nm (Graf 1, vlevo).
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Graf 1. Vlevo/ Absorpcéni spektrum latek 13 a 16. Absorbance roztokl pfipravenych latek v MeOH (50-
20uM, pod 2 %DMSO) byla méfena v kiemennych kyvetach vrozmezi vinovych délek 200-500 nm.
V pfipadé latky 13 bylo zaznamenano absorp&ni maximum pouzité chranici skupiny pfi 268 nm, zatimco
u latky 16 byly pozorovany dva absorpéni pasy v oblasti 272 a 340 nm. Vpravo/ Absorpéni spektrum
latky 31. Absorbance roztoku v MeOH (20uM, pod 2 % DMSO) byla méfena v rozmezi 200-500 nm.
Chranici skupina vykazovala nejvysSi absorbanci pfi 307 nm.

Stanoveni absorpénich viastnosti pfipravenych latek umoznilo pfesnéjsi specifikaci
pozadavkl pro hledani idealniho zdroje svétla, ktery by umozrioval fotolyzu pouzitych
chranicich skupin. Jako jeden z potencialné vyuzitelnych pfistroju byl testovan
UV crosslinker CL-1000 (254 nm). Roztok vzorku (ImM 13 v MeOH) byl ozafovan ve
vzdalenosti 5 cm od lampy po dobu 10 a 20 min, avSak konverze caged-latky na aktivni
fytohormon bylo dosazeno pouze z 50 % (TLC analyza). VyhodnéjSi zdroj UV zafeni
pfedstavovala lampa Lightningcure Lc8 s vysokotlakou rtutovou vybojkou
charakterizovanou vysokymi intenzitami svétla v oblastech pod 400 nm. Vznik
fotolytickych produktt byl detekovatelny jiz v ramci nékolika sekund od zapnuti
pristroje, a proto byla tato UV lampa pouZita pro veSkeré nasledné experimenty
s caged-molekulami.

Pribéh fotolyzy byl kvalitativné monitorovan pomoci TLC analyzy ozafovanych
vzorkl (1mM roztok v MeOH, pod 2 % DMSO). Podle rychlosti vzniku volného
fytohormonu byl nasledné zvolen €asovy interval pro maximalni dobu ozafovani vzorku
(10 min) a odebirani alikvotd pro semi-kvantitativni stanoveni uspésnosti deprotekce
pomoci HPLC-UV/VIS. Z naméFfenych hodnot byly sestaveny grafy vyjadfujici zavislost
relativniho mnozZstvi uvolnéné aktivni molekuly na dobé& pulsobeni UV svétla, jeho
intenzité a na koncentraci daného caged-fytohormonu. V pfipadé latky 13 byla
pozorovana 50% konverze na volny cytokinin po jiz po tfech minutach ozafovani

(100% intenzita svétla) (Graf 2, 13a). Snizenim intenzity svétla na polovi¢ni hodnotu
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bylo dosaZzeno oCekavaného zpomaleni prabéhu fotolyzy a k uvolnéni aktivni molekuly

z 50 % doSlo az mezi 7 a 10 min od zahajeni experimentu (Graf 2, 13b).
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Graf 2. Zavislost relativhiho mnozstvi uvolnéného fytohormonu (BAP) na dobé ozarovani vzorku a
intenzité pouzitého UV svétla. Roztok 13 (ImM v MeOH, pod 2 % DMSO) byl za chlazeni ozafovan ve
vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla, jehoz intenzita byla nastavena na 100 % (modra) a 50 % (Cervena).
Frakce odebirané ve stanovenych €asovych intervalech byly nasledné méfeny pomoci HPLC-UV/VIS.
PIna ¢ara znaci ubytek testované caged-latky, pferuSovanou Carou je znazornén vznik aktivni formy
fytohormonu.

V dalSim kroku studia deprotekce caged-fytohormonu byla sledovana koncentracni
zavislost rychlosti fotolyzy. Roztoky latky 13 o rliznych koncentracich (1; 0,5; 0,1mM
v MeOH, pod 2 % DMSO) byly ozafovany a analyzovany podle standardniho postupu
(viz Material a metody). Ziskana data potvrdila vliv koncentrace studované latky na
rychlost odsStépeni fotolabilni chranici skupiny (Graf 3). NejpomalejSiho pribéhu
fotolyzy bylo pfekvapivé dosazeno ozafovanim 0,5mM roztoku vzorku 13, avSak pro

ovéfeni tohoto vysledku bude nezbytné dany experiment zopakovat.
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Graf 3. Zavislost rychlosti fotolyzy na koncentraci testované latky. Roztok 13 (1mM v MeOH, pod 2 %
DMSO) byl za chlazeni ozafovan ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla, jehoz intenzita byla nastavena na

100 % (13a) a 50 % (13b). Frakce odebirané ve stanovenych €asovych intervalech byly nasledné méfeny
pomoci HPLC-UV/VIS.
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Fotolyza vSech pfipravenych latek byla dale studovana na 1mM roztocich v MeOH
(pod 2% DMSO) pfi 100% intenzité svétla. V pfipadé NB-derivatl cytokininG byl
zaznamenan rychly pribéh deprotekce bez vyraznéjSiho vzniku vedlejSich produktt
fotolyzy. U vétSiny caged-molekul (13, 18, 22, 31) bylo dosazeno 50% konverze
na aktivni molekulu jiz po 4. minuté ozafovani, avSak v pfipadé latky 27 byla tato
rovnovaha mezi caged a volnym fytohormonem pozorovana az pfi maximalni délce
vystaveni vzorku UV svétlu (viz Pfiloha B3). Fotolyza NB-auxinl poskytovala méné
jednoznaéné vysledky. V pfipadé latky 38 byl béhem ozafovani zaznamenan postupny
narlst koncentrace aktivniho fytohormonu (PFiloha B8), avSak u dalSich testovanych
caged-auxint dochazelo s postupem &asu k degradaci uvolnénych molekul a vzniku
velkého mnozstvi vedlejSich produktl fotolyzy (Pfiloha B7, B9, B10). Toto pozorovani
je pravdépodobné vysledkem fotooxidacnich procesu, kterym mohou nékteré auxiny
podléhat (Fukuyama a Moyed, 1964; Galston, 1950; Chaudhary a kol., 2001), avSak

vliv UV zafeni na molekuly s anti-auxinovou aktivitou nebyl studovan.

V pfipadé fotolyzy DMNB-derivatd byl pomoci TLC analyzy pozorovan vznik
aktivnich fytohormon(l pouze u latek 16, 24 a 32. V porovnani se skupinou NB
caged-molekul byl zaznamenan pomalejsi prabéh fotolyzy a u latky 16 dochazelo
v pribéhu ozafovani k vyraznému ubytku vzniklé aktivni formy (Graf 4). Tento
negativni efekt muze byt zpusoben nevhodnosti pouzité UV lampy jako
nemonochromatického zdroje, ktery emitoval zafeni o pfilis vysoké intenzité
i mimo oblasti absorp&nich maxim chranicich skupin.
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Graf 4. Porovnani pribéhu fotolyzy 2-nitrobenzylového (13) a 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylového
(16) derivatu BAP. Roztoky latek (1mM v MeOH, pod 2 % DMSO) byly za chlazeni ozafovany ve
vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla a frakce odebirané ve stanovenych €asovych intervalech byly nasledné
méfeny pomoci HPLC-UV/VIS.
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5.3 Biologicka aktivita

5.3.1 ARRS5::GUS biotest

Biologicka aktivita pfipravenych caged-cytokinini byla v navaznosti na praci Hayashi
a kol., 2012 testovana pomoci kvalitativniho a kvantitativniho ARR5::GUS biotestu.
V ramci diplomové prace byly optimalizovany inkubacni doby nezbytné pro aktivaci
exprese a naslednou histochemickou lokalizaci B-glukuronidasy. Dostate¢né indukce
exprese enzymu bylo dosazeno pfi inkubaci rostlin s testovanou latkou (13) po dobu
7 h s naslednym barvenim pomoci chromogenniho substratu po dobu 1 h. Tento
postup byl nasledné vyuzit pro testovani biologické aktivity latek 19 a 33 (Pfiloha C1).
V pfipadé negativni kontroly (médium s DMSO) byla pozorovana aktivita
B-glukuronidasy v blizkosti kofenové ¢&epi¢ky v misté aktivniho déleni bunék, kde
dochazi k biosyntéze cytokinind. U rostlin kultivovanych v médiu s obsahem
neozarenych caged-cytokinint, konkrétné latky 13, byla s narlstajicim ¢asem indukce
GUS detekovana znatelna aktivita B-glukuronidasy, zejména v diferenciacni zoné
kofene a v cévnich svazcich. V pfipadé ozarfenych roztokd doSlo k uvolnéni aktivni
formy cytokinind a k dramatickému narustu exprese GUS, coz se projevilo modrym
zbarvenim po celé délce kofene. U latek 19 a 33 byl zaznamenan oCekavany vysledek,
tzn. aktivita B-glukuronidasy byla pozorovana pouze u ozafenych vzorku.

Biologicka aktivita vybrané skupiny caged-cytokininu (13, 18, 22, 27, 31 a 34) byla
dale stanovena prostfednictvim ARR5::GUS biotestu kvantitativné. Rostliny A. thaliana
byly inkubovany v médiu s pfidavkem ozafeného nebo neozafeného vzorku (finalni
koncentrace 10uM) po dobu 17 h a po pfidani fluorogenniho substratu byla méfenim
fluorescence stanovena aktivita p-glukuronidasy. Vysledky biotestu prokazaly
pfitomnost aktivnich cytokinind v médiich s obsahem roztoku latek vystavenych
UV svétlu, avSak podobna mira aktivace GUS byla zaznamenana i u vzorkd bez
ozafeni (Graf 5, vlevo). Ze ziskanych dat vyplyva, Ze pfi pouzitych koncentracich byly
testované caged-cytokininy schopné interagovat s cytokininovymi receptory a spoustét
signalni drahu nezavisle na aplikaci UV zareni. Tyto pfekvapivé vysledky nejsou zcela
v souladu s daty publikovanymi v praci Hayashi a kol., 2012, kde v pfipadé
neozafeného caged-BAP a caged-DHZ byla pozorovana pouze nizka aktivita
B-glukuronidasy srovnatelna s hodnotami dosazenymi u negativni kontroly. Schopnost
testovanych latek aktivovat cytokininovou signalni kaskadu je pravdépodobné dana
malymi rozméry a zpusobem napojeni pouzité chranici skupiny, ktera se mulze
pfizpUsobit prostorovému uspofadani aktivniho mista receptoru, aniz by doSlo
k naruSeni interakci nezbytnych pro pfijem cytokininového signalu. Minimalni rozdil

mezi aktivitou GUS v rostlinach inkubovanych v pfitomnosti ozafeného a neozareného
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roztoku testovanych latek muze byt také zpusoben pfili§ vysokymi koncentracemi
aplikovanych caged-cytokininG. Pro ovéfeni této hypotézy byla testovana zavislost
exprese ARR5::GUS na koncentraci testované latky (13). Vysledky biotestu potvrdily,
Ze v nizkych koncentracich caged-cytokininl lze pozorovat pouze minimalni indukci

exprese B-glukuronidasy (Graf 5, vpravo).
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Graf 5. Vlevo/ Stanoveni aktivity B-glukuronidasy v transgennich rostlinach A. thaliana.
Ze zasobnich roztok( testovanych latek (finalni koncentrace 20uM) byly odebrany alikvoty, které byly
za chlazeni ozafovany po dobu 10 min ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla. Semenacky ARR5::GUS
byly inkubovany v tekutém MS médiu s pfidavkem neozareného (-UV) a ozareného (+UV) vzorku po dobu
17 h pfi 24 °C. Po pfidani fluorogenniho substratu byla méfenim fluorescence stanovena aktivita GUS.
Vpravo/ Zavislost aktivity B-glukuronidasy na koncentraci testované latky. NB-001 UV - latka 13
vystavena UV svétlu; NB-001 — latka 13 bez ozafeni.

V navaznosti na tyto vysledky prokazujici parcialni biologickou aktivitu
N9-substituovanych caged-cytokininG byl stejnému testovani podroben i N3 isomer
(11). Ziskané vysledky potvrdily indukci exprese GUS pouze vlivem UV zafeni (Graf 6).
U neozarfeného vzorku o koncentraci 1uM byla aktivita B-glukuronidasy srovnatelna
s negativni kontrolou (DMSQO), zatimco po ozafeni byl pozorovan vyrazny narust
exprese GUS. V pfipadé vy3Si koncentrace testované latky bez aplikace UV doSlo
k nepatrnému zvySeni bazalni aktivity daného enzymu, avSak rozdil mezi ozafenym
a neozafenym vzorkem byl markantni. Mira aktivity B-glukuronidasy u obou ozafenych
vzorkl dosahovala v porovnani s pozitivni kontrolou (BAP) nizSich hodnot, coz Ize

vysvétlit nekvantitativnim prabéhem fotolyzy.
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Graf 6. Stanoveni aktivity B-glukuronidasy v transgennich rostlinach A. thaliana. Ze zasobniho
roztoku latky 11 (finalni koncentrace 20uM) byly odebrany alikvoty, které byly za chlazeni ozafovany
po dobu 10 min ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla. Semenacky ARRS5::GUS byly inkubovany
v tekutém MS médiu s pfidavkem neozafeného (-UV) a ozafeného (+UV) vzorku (koncentrace 1uM,
10uM) po dobu 17 h pfi 24 °C. Po pfidani fluorogenniho substratu byla méfenim fluorescence stanovena
aktivita GUS.

5.3.2 Kompeti¢ni receptorovy test

Jelikoz latka 13 indukovala expresi reportérového genu B-glukuronidasy v ARR5::GUS
testu i bez aktivace UV svétlem, zajimala nas mira interakce neozafeného vzorku
s cytokininovym receptorem AHK4. V kompeti¢nim testu se ukazalo, Zze dana latka je
od koncentrace 0,1uM schopna vytladovat 2-[*H]tZ z aktivniho mista a v maximalni
testované 50uM koncentraci klesla zbytkova radioaktivita na 56 % (Graf 7). Hodnota Ky

byla stanovena na 123 uM.
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Graf 7. Vysledek kompetiéniho receptorového testu. NB-001 — latka 13 bez ozafeni.

Vysledky testovani biologické aktivity caged-cytokinini v receptorovych testech
ukazaly, Ze pfipojeni NB chranici skupiny do polohy N9 na purinovém skeletu nevedlo
zcela ke ztraté biologické aktivity, a ve vysSich koncentracich (10uM) byly schopny

interagovat s receptorem a spoustét signalni drahu. Vroce 2011 byly publikovany

76



krystalové struktury vazebné domény AHK4 v komplexu srdznymi cytokininy
(Hothorn a kol., 2011). Cytokininy se vazou do nepolarni vazebné kapsy receptoru
postrannim fetézcem a s proteinem vytvafi jedinou pfimou vodikovou interakci
s Asp262, prostfednictvim atomu dusiku v pozici N6 a N7. Zbylé vodikové interakce
jsou zprostfedkovany pfes molekuly vody (Obrazek 10). Vstup do vazebného mista
v pritomnosti ligandu je blokovan smyckou receptoru a jediné spojeni vnitfni kavity
s vnéjs§im okolim predstavuji dva kanaly vedouci k C2 a N9 atomim cytokininu.
Caste¢na aktivace receptoru NO9-substituovanymi caged-cytokininy mize byt
zpusobena tim, Ze ligand zapadne cely do vazebného mista nebo pfipojeny

NB-substituent sméfuje ven do vodného prostredi.

Obrazek 10. Krystalova struktura receptoru AHK4 v komplexu siP. Vlevo/ Celkovy pohled na
vazebnou doménu. Vpravo/ Detail vazebného mista — molekuly vody (modré kuli¢ky), vodikové interakce
(Cerna preruSovana ¢ara).

Z vysledku biologické aktivity N3-substituovanych caged-cytokinind vyplyva, Ze tyto
derivaty pfedstavuji zajimavéjsi alternativu oproti N9 isomerim, jelikoz jejich biologicka
aktivita je zcela blokovana pfipojenou chranici skupinou i pfi vysokych koncentracich
(10uM). Nejzajimavéjsi variantou pro nasledné biologické aplikace jsou v8ak dosud
netestované N7 derivaty, u nichZ se vlivem pfipojeni substituentu pfedpoklada, ze takto

vzniklé ligandu budou nekompatibilni s vazebnym mistem receptoru.

5.3.3 DR5::GUS biotest

Pfipravené caged-auxiny byly testovany in vivo v DR5::GUS biotestu. Vysledky testu
ukazaly, Ze indukce exprese B-glukuronidasy probihala stejnou mirou jak bez, tak i po
aplikaci UV zafeni (Graf 8). Ziskana data koreluji s dfive publikovanymi poznatky
o nestabilité esterd auxinG s primarnimi alkoholy vuci enzymatické aktivité esteras

v rostlinnych burikach, jejichz plisobenim dochazi k uvolnéni aktivni latky i bez fotolyzy.
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Mozné feSeni predstavuje pfiprava stéricky branénych esterd auxini se sekundarnimi

alkoholy, které vykazuji zvy$enou biologickou stabilitu (Kusaka a kol., 2009).
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Graf 8. Stanoveni aktivity B-glukuronidasy v transgennich rostlinach A. thaliana. Ze zasobnich
roztokll latek 36, 38 a 40 (findlni koncentrace 20uM) byly odebrany alikvoty, které byly za chlazeni
ozafovany po dobu 10 min ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla. Semenacky DR5::GUS byly inkubovany
v tekutém MS médiu s pfidavkem neozafeného (-UV) a ozafeného (+UV) vzorku po dobu 17 h pfi 24 °C.
Po pfidani fluorogenniho substratu byla méfenim fluorescence stanovena aktivita GUS.

5.3.4 Interakce s CKX

Schopnost latky 31 inhibovat cytokinindehydrogenasu byla testovana
na rekombinantnim enzymu AtCKX2. Fylogenetickd analyza aminokyselinovych
sekvenci znamych cytokinindehydrogenas prokazala vysokou podobnost této isoformy
s AtCKX4 a ZmCKX1 z kukufice (Zea mays). Z hlediska substratové specifity tyto
enzymy preferuji v neutralnim az slabé alkalickém pH pouze volné baze cytokinind.
Tato preference pro aktivni formy cytokininG je dana pfitomnosti glutamatu (Glu348)
u vstupu do aktivnino mista, ktery uzavira substrat ve vazebném misté enzymu
a vytvari vodikové vazby s dusikem v pozici N9 a N3 (Galuszka a kol., 2007)
(Obrazek 11).

Obrazek 11. Krystalova struktura ZmCKX1 v komplexu s iP. Vlevo/ Celkovy pohled na strukturu.
Vpravo/ Detail vazebného mista — molekuly vody (modré kuli¢ky), vodikové interakce (zZluta pferusovana
Cara).
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V ramci diplomové prace byla provedena modifikace inhibitoru
cytokinindehydrogenasy oznacovaného jako INCYDE (Zatloukal a kol., 2008).
V dusledku pfipojeni fotolabilni chranici skupiny v poloze N9 byla znemoznéna
interakce této latky s enzymem. Po ozafeni doslo k uvolnéni aktivni formy inhibitoru,
ktery byl schopny interagovat s CKX. V pribéhu fotolyzy nedochazelo ke kvantitativni
konverzi a ziskana inhibiéni kfivka nebyla totozna s daty odpovidajicimi INCYDE,

avSak byl zaznamenan shodny trend.

0,350
0,250 - }
/ \‘/
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Graf 9. Interakce latky 31 s cytokinindehydrogenasou z A. thaliana. Ze zasobniho roztoku latky 31
(finalni koncentrace 10uM) byla odebrana frakce, ktera byla za chlazeni ozafovana po dobu 10 min
ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla a nasledné testovana mira inhibice AtCKX2.
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6 Zaver
Tato diplomova prace se zabyvala syntézou derivatu fytohormonu s fotolabilnimi
chranicimi skupinami, jejich fotolyzou a biologickou aktivitou vin vitro a in vivo
biotestech. V teoretické &asti byla vypracovana literarni reSerSe zaméfena na struktury
a biologické funkce dvou hlavnich skupin fytohormonu - cytokininG a auxin(. V ramci
této prace byl dale vytvofen souhrn nej¢astéji pouzivanych chranicich skupin a dosud
pfipravenych caged-fytohormonu. V experimentalni ¢asti bylo syntetizovano celkem
25 caged-cytokininl a 6 caged-auxinu, jejichz struktura byla v ruznych pozicich
modifikovana pfipojenim 2-nitrobenzylové nebo 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylové
fotolabilni chranici skupiny. Kromé fyzikalné-chemické charakterizace pfipravenych
latek byla testovana jejich stabilita pfi ozafeni UV svétlem. Biologicka aktivita
vybranych caged-fytohormonu byla dale zkoumana v rdznych biotestech.

Z vysledka biologickych testll vyplyva, Ze N9-substituované cytokininy
s 2-nitrobenzylovou chranici skupinou nejsou pfili§ vhodné pro dalSi biologické
aplikace, jelikoz interaguji s AHK4 a spousti cytokininovou signalni drahu. Jako
vyhodnéjSi varianta se jevi N3, pfipadné N7 derivaty, jejichz aktivita je zavisla na
ozareni UV svétlem. U vétSiny caged-cytokinind s 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzylovou
skupinou nebyla pozorovana uspésna deprotekce a bude nezbytné najit vhodnéjsi
zdroj svétla nebo zoptimalizovat podminky fotolyzy. V pfipadé caged-auxinu
testovanych v DR5::GUS bhiotestu nebyl zaznamenan rozdil mezi ozafenymi

rostlinnych esteras.
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Pfilohy A

'H NMR spektra N3-substituovanych caged-cytokininti
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Porovnani *H NMR spekter latek 11 (zelend), 12 (hnéda) a 13 (modra) méfena v DMSO-ds.



Pfilohy B

Fotostabilitni studie vybranych caged-fytohormonu
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Porovnani pribéhu fotolyzy latky 18 pfi 100% (modra) a 50% intenzité UV zareni

(zelena). Roztoky latky (ImM v MeOH, pod 2 % DMSO) byly za chlazeni

ozafovany ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla a frakce odebirané ve

stanovenych €asovych intervalech byly nasledné méfeny pomoci HPLC-UV/VIS.

Plnou Carou je vyznacen pokles koncentrace testované caged-latky, pferuSovana
¢ara znaci vznik aktivni formy fytohormonu (iP).
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Porovnani prabéhu fotolyzy 2-nitrobenzylového (22) a 4,5-dimethoxy-2-
nitrobenzylového (24) derivatu MBAP. Roztoky latek (1mM v MeOH, pod 2 %
DMSO) byly za chlazeni ozafovany ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla a frakce
odebirané ve stanovenych €asovych intervalech byly nasledné méfeny pomoci
HPLC-UV/VIS. Plnou Carou je vyznalen pokles koncentrace testované caged-
latky, pferuSovana €ara znaci vznik aktivni formy fytohormonu (MBAP).
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Piiloha B3
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Pribéh fotolyzy latky 27 pfi 100% intenzité UV zafeni. Roztok latky (ImM v MeOH,
pod 2 % DMSO) byl za chlazeni ozafovan ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla a
frakce odebirané ve stanovenych Casovych intervalech byly nasledné méfeny
pomoci HPLC-UV/VIS. Plnou Carou je vyznalen pokles koncentrace testované
caged-latky, pferuSovana ¢ara znaci vznik aktivni formy fytohormonu (kin).
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Priloha B4
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Prubéh fotolyzy latky 34 pfi 100% intenzité UV zafeni. Roztok latky (ImM v MeOH,
pod 2 % DMSO) byl za chlazeni ozafovan ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla a
frakce odebirané ve stanovenych Casovych intervalech byly nasledné méfeny
pomoci HPLC-UV/VIS. Plnou €arou je vyznacen pokles koncentrace testované
caged-latky, pferuSovana ¢ara znaci vznik aktivni formy fytohormonu (HMBAP).
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Porovnani pribéhu fotolyzy latky 31 pfi 100% (modra) a 50% intenzité UV zafeni
(zelend). Roztoky latky (ImM v MeOH, pod 2 % DMSO) byly za chlazeni
ozafovany ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla a frakce odebirané ve
stanovenych €asovych intervalech byly nasledné méfeny pomoci HPLC-UV/VIS.
Plnou Carou je vyznacen pokles koncentrace testované caged-latky, pferusovana
Cara znaci vznik aktivni formy fytohormonu (INC).

Priloha B6

100
90 -
80 -
70 -

60 -
p— 3
50 -+
= «p= |[NC
40 - —p— 30

30 1 == INC

Relativni mnozstvi (%)

20 ~
10 -

Doba ozarovani (min)

Porovnani prabéhu fotolyzy 2-nitrobenzylového (31) a 4,5-dimethoxy-2-
nitrobenzylového (32) derivatu INC. Roztoky latek (1mM v MeOH, pod 2 % DMSO)
byly za chlazeni ozafovany ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla a frakce
odebirané ve stanovenych €asovych intervalech byly nasledné méfeny pomoci
HPLC-UV/VIS. Plnou Carou je vyznaCen pokles koncentrace testované caged-
latky, pferuSovana €ara znaci vznik aktivni formy fytohormonu (INC).
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Priloha B7
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Prabéh fotolyzy latky 36 pfi 100% intenzité UV zafeni. Roztok latky (ImM v MeOH,
pod 2 % DMSO) byl za chlazeni ozafovan ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla a
frakce odebirané ve stanovenych c&asovych intervalech byly nasledné méfeny
pomoci HPLC-UV/VIS. Plnou Carou je vyznacen pokles koncentrace testované
caged-latky, pferuSovana ¢ara znac€i vznik aktivni formy fytohormonu (I1AA).
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Prubéh fotolyzy latky 38 pfi 100% intenzité UV zafeni. Roztok latky (ImM v MeOH,
pod 2 % DMSO) byl za chlazeni ozafovan ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla a
frakce odebirané ve stanovenych Casovych intervalech byly nasledné méfeny
pomoci HPLC-UV/VIS. Plnou Carou je vyznaCen pokles koncentrace testované
caged-latky, pferudovana ¢ara znaci vznik aktivni formy fytohormonu (2,4-D).
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Priloha B9
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Prubéh fotolyzy latky 40 pfi 100% intenzité UV zafeni. Roztok latky (ImM v MeOH,
pod 2 % DMSO) byl za chlazeni ozafovan ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla a
frakce odebirané ve stanovenych Casovych intervalech byly nasledné méfeny
pomoci HPLC-UV/VIS. Plnou Carou je vyznacen pokles koncentrace testované
caged-latky, pferuSovana ¢ara znac€i vznik aktivni formy fytohormonu (CPIBA).
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Prubéh fotolyzy latky 41 pfi 100% intenzité UV zafeni. Roztok latky (ImM v MeOH,
pod 2 % DMSO) byl za chlazeni ozafovan ve vzdalenosti 5 cm od zdroje svétla a
frakce odebirané ve stanovenych €asovych intervalech byly nasledné méfeny
pomoci HPLC-UV/VIS. Plnou Carou je vyznacen pokles koncentrace testované
caged-latky, pferuSovana ¢ara znaci vznik aktivni formy fytohormonu (DCBA).
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Prilohy C

Vysledky kvalitativnhiho ARR5::GUS biotestu
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Priloha C1
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