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1.Uvod

Strigolaktony (SL) jsou nejmlad$i skupinou rostlinnych hormonti. Pro své
potenciondlni zemé&délské a medicinské vyuZziti jsou hojné zkoumdany. Vzhledem
k jejich obtizné izolaci je snaha o vytvofeni novych syntetickych sloucenin, tzv.
strigolaktonovych analog a mimetik.

Strigolaktony jakoZto rostlinné hormony ovliviiuji rist rostlin v malych
koncentracich. Béhem studii v poslednich nékolika desetiletich bylo prokézéano, ze SL
stimuluji rust parazitickych rostlin rodt Striga a Orobanche. Také bylo zjisténo, ze
iniciuji vétveni hyf arbuskularnich mykorhiznich hub, urychluji senescenci listu,
ovliviiyji vétveni kotfentl a vzrlst axilarnich pupent.

Cilem této prace je sepsani reSerSe na téma strigolaktonll, se zamétenim na
jejich vliv na fylogenezi a vyvoj rostliny. V praci jsou také shrnuty poznatky o vztahu
SL, parazitickych rostlin a arbuskularnich mykorhiznich hub. Je zde
popsana biosyntéza SL a syntéza strigolaktonovych analog a mimetik. Prakticka ¢ast

je zaméfena na syntézu strigolaktonovych analog na bazi purinu.
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2. Teoreticka Cast

2.1 Raistové regulatory

vvvvvv

skupin jsou rostlinné hormony. Do této skupiny lze zafadit auxiny, cytokininy,
giberiliny, brassinosteroidy, kyselinu abscisovou, ethylen a strigolaktony.

Rostlinné hormony, tzv. fytohormony ovliviiuji riist rostlin ve velmi nizkych
koncentracich (10 mol/l). Jsou transportovany pomoci cévnich svazki, piipadné
volnou difuzi mezi buiikami. Stejné jako zivoc€isné hormony neptisobi v misté vzniku.
Na rozdil od nich nemaji vyhrazené misto u€inku, jsou tedy nespecifické. Jejich ucinek

je Casto podminén kooperaci nékolika hormont.

2.2 Prirodni strigolaktony

2.2.1 Struktura
Zakladem vSech piirodnich SL je tricyklicky lakton (tzv. ABC kruh), ktery je

substituovan riznymi substituenty. Jedinym spoleénym substituentem je o,f-
nenasyceny furanon (tzv. D kruh), ktery je ptipojen k zakladnimu skeletu pomoci enol-

etherové vazby (Obrazek 1) (Cavar et al., 2015).

C
QO
D —O
==
OH

Obrazek 1: Obecné schéma strigolaktonu.

V soucasné dobé je znamo bezmala 20 ptirodnich SL (Cavar et al., 2015).0dhaduje
se, ze rostlina dokaze syntetizovat nékolik desitek SL (Xie et al., 2010), ovSem my
jsme schopni detekovat pouze nekteré z nich, nebot” vzhledem k jejich nestabilité
muize dojit k jejich rozkladu pfi izolaci a purifikaci (Cavar et al., 2015). Také se
ptedpokladd, Ze jsme schopni detekovat pouze slouCeniny vyskytujici se ve veétsSim
mnozstvi (Dvorakova and Van¢k, 2015).

2.2.2 Objev strigolaktonii

Prvni sloucenina ze skupiny strigolaktonii byla izolovéna jiz roku 1966, kdy ji Cook a

spol. izolovali z kotene baviniku (Gossypium spp.) a dali ji trividlni nazev Strigol.
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Zjistovali, kterd z latek baviniku iniciuje kli¢eni parazitickych rostlin (rodt Striga a
Orobanche) pticemz zjistili, Ze to jsou prave strigolaktony (Cook et al., 1966).

Ptiklady ptirodnich strigolaktont jsou ukdzdny na obrazku 2.

O, 0O
HO o, oo, ©
(+)-Strigol (1) (+)-5-deoxystrigol (2) Carlakton (3)

OH

.\\O (o) .\\O (o) O (o)
””§ .”I§ \
OH o OH o o)
0 S 0
§/¥o §/¥o g/&o
(-)-Orobanchol (4) (-)-Solanacol (5) (+)-Sorgomol (6)

Obrazek 2: Nékteré z ptirodnich strigolaktont.

2.2.3 Arbuskularni mykorhizni houby
Roku 2005 byl popsan vztah strigolaktoni a arbuskuldrnich mykorhiznich hub

(AM hub). Pomoci biotestu se Stirovnikem japonskym (lotus japanicus) byl popsan 5-
deoxystrigol jako induktor vétveni hyf AM hub (Akiyama et al., 2005). O rok pozdéji
bylo popséano, ze stimulace kliceni spor je zalozena na aktivaci energetického
metabolismu v mitochondriich AM hub (Besserer et al., 2006; Besserer et al., 2008).
Arbuskularni mykorhizni houby jsou skupinou hub, kterd asociuje s koteny
vétsiny suchozemskych rostlin. Tato interakce je vyhodna jak pro rostlinu, tak pro
samostatnou houbu. Houba dodava rostliné zakladni ziviny jako fosfore¢nany,
dusi¢nany a dal$i mineraly z pidy, kdezto na oplatku obdrzi nékteré z produkti

fotosyntézy rostliny (van der Heijden et al., 1998; Akiyama and Hayashi, 2006).

2.2.4 Vliv strigolaktonii na kofenovy vzrist

Nékteré védce zaujala skutecnost, Ze SL jsou detekovany i u nemykotrofickych rostlin,
napt. u Arabidopsis thaliana (Goldwasser et al., 2008). Nejen z tohoto divodu se

ocekavalo, ze tyto latky budou mit i jiné vlivy na rostliny.
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Koncem roku 2008 byla popsédna role SL jako endogennich regulatori riistu
rostlin a to rovnou dvéma nezéavislymi skupinami. Roldan a spol. zjistili, ze SL inhibuji
vétveni kofenovych vyhonkt. Skupina prof. Umehary zjistila stejné informace. Taktéz
vyslovili domnénku, ze SL ovliviiuji nadzemni rlst rostlin a komunikaci mezi
sousednimi rostlinami. (Gomez-Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008).

Informaci, ze nedostatek SL zkracuje primadrni kofeny a naopak zvysSuje
hustotu laterarnich kotfenti potvrdily roku 2011 dvé nezavislé skupiny védcl (Kapulnik
et al., 2011; Ruyter-Spira et al., 2011). Stejného roku bylo zjisté€no, Ze strigolaktony
stimuluji vétveni kofenovych vlaskti (Kapulnik et al., 2011). O rok pozdéji bylo
popsano, ze inhibuji rist nahodilych kotfent (Kohlen et al., 2012).

Kotenovy vzrist je kontrolovan na zaklad€ vlivu SL na transport auxinl

(Crawford et al., 2010).

2.2.5 Vliv strigolaktonii na nadzemni rist rostlin

Jiz roku 2001 bylo zjisténo, Ze strigolaktony inhibuji rist axilarnich pupent (Foo et
al., 2001). O ctyti roky pozdéji bylo popsano, ze urychluji starnuti listd, tedy listovou
senescenci (Snowden et al., 2005). Jejich stimulativni G¢inky na druhotné tloustnuti
rostlin bylo popsano roku 2011 (Agusti et al., 2011). O dva roky pozdé&ji bylo zjisténo,
ze nezavisle na giberelinech pozitivné ovlivituji délku internodii (de Saint Germain et
al., 2013).

Funkce SL na rist rostlin jsou neustale ve stadiu vyzkumu. Nékteré vyzkumy
se zabyvaji vztahem SL a makro ¢i mikro prvki. Béhem poslednich deseti let se védci
zabyvaji také vztahem SL a dusiku ¢i fosforu. Je zkoumano, zda ma nedostatek fosforu
a dusiku vliv na exsudaci SL, tedy na jejich uvoliiovani (Yoneyama et al., 2007a;
Yoneyama et al., 2007b). Bylo zjisténo, Ze luSténiny schopné symbidzy s hlizkatymi
bakteriemi, které jsou schopné na zaklad¢ této symbidzy dusik ziskat, maji produkci
SL zavislou pouze na nedostatku fosforu. Naopak u zbylych rostlin, které mohou byt
napf. zavislé na AM houbéch, je exsudace SL stimulovdna nedostatkem dusiku i

fosforu (Yoneyama et al., 2012).
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Obrazek 3: Vliv SL na rostlinu. Stimulace ristu internodii (a), urychleni listové senescence (b),
stimulace vétveni kofenovych vlaski a rist primarnich kotfent (c), druhotné tloustnuti (d), inhibice ristu
axilarnich pupenti (e), inhibice riistu nahodilych (f) a postrannich (g) kofent (pievzato z Al-Babili and
Bouwmeester, 2015).

2.3 Syntetické strigolaktony

Izolace ptirodnich SL je pfistrojové i technicky velmi naro¢nd. Na izolaci 300 pg
alectrolu bylo pouzito 300 000 rostlin Vigny ¢inské (Vigna unguiculata) (Mori et al.,
1998). Piestoze soucasnd doba umoznuje lepSi technické mozZnosti, stile neni
jednoduché pfirodni SL izolovat. Syntéza ptirodnich strigolaktonii neni taktéz
jednoduché, nebot’ obsahuji velké¢ mnozstvi chirdlnich center. Na zaklad¢ téchto
divodu je snaha o syntetické derivaty SL, jejichz syntéza muze byt levnéjsi. Velkou
vyhodou syntetickych derivatli mohou byt jejich potencionalné lepsi vlastnosti. Tyto
derivaty mohou mit leps$i biologickou aktivitu, ale pfedev§im mohou byt stabilné;jsi
(Zwanenburg et al., 2009). Ptirodni SL totiz velmi snadno podléhaji hydrolyze a tudiz
se rozkladaji ve vodném prostiedi (Mangnus and Zwanenburg, 1992).

Podle pfitomnosti enol-etherové vazby dé€lime syntetické derivaty na
strigolaktonova analoga (Obrazek 4) a mimetika (Obrazek 5). Analoga maji enol-

etherovy miistek ve své struktufe, stejn¢ jako D-kruh, zachovany, je zde pozménén
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pouze ABC skelet. Oproti analogiim u mimetik mustek neni zachovan, zakladem jejich

molekuly je D-kruh.

e
R~ X0

Obrazek 5: Obecné schéma strigolaktonového mimetika.

2.3.1 Strigolaktonové analoga

Jak jiZ bylo zminéno vyse, strigolaktonové analoga maji ve své struktuie zachovan
zbytek C kruhu, enoletherovy mustek a D kruh. Jednim z prvnich syntetickych
strigolaktont se stala slou¢enina GR24. V této struktufe je pozménén pouze A kruh.
Dalsi z uméle ptipravenych strigolaktont je struktura GR7, u které je cely A kruh
odstranén. V piipad¢ odstranéni B kruhu vznika struktura GRS. VétSina z GR struktur
vykazuje témét stejnou biologickou aktivitu jako pfirodni strigolaktony. Na zakladé
ptipravy téchto struktur se o¢ekava, ze aktivni ¢asti molekuly je pravé enoletherovy

mustek a D kruh (Zwanenburg et al., 2016).

0.0 0.0 0 "°
o) O, o) o (0]
~ S S 0 S ©
(+)-GR24 (7) (+)-GR7 (8) GRS (9)

Obrazek 6: Struktura strigolaktonovych analog GR24, GR7 a GRS.

Nejvice se do podvédomi védcid, zabyvajicich se touto problematikou, dostala
struktura GR24, nebot se stala standardem pro veskeré biotesty (Mangnus and
Zwanenburg, 1992). GR24 bylo poprvé syntetizovano roku 1981 (Johnson et al.,
1981). Syntéza vychazi z l-indanonu (10), ktery je poté konvertovan na 1-
oxoindanyloctovou kyselinu (11). Ta je nasledné redukovana az na ABC skelet (12),
ke kterému je poté pfipojen D kruh (Schéma 1). Od této doby byly popsany dalsi tfi
metody pfipravy GR24 (7) (Mangnus et al., 1992; Wigchert et al., 1999; Malik et al.,
2010).
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0]

0 o) 0P 0
CO,H
T o O -
(@) (b) (c)

NG|
(10) (11) (12) (7)
- ~—0
(@ 1) HO,CCHO (b) 1)NaBH, 0,2NNaOH  (€) 1) HCO,Et, +-BuOK
benzen, At 2) p-TsOH, benzen, At 2) bromovany D-kruh

2)H,, Pd/C
Schéma 1: Obecné schéma ptipravy GR24 (Johnson et al., 1981).

2.3.2 Strigolaktony jako potencialni léCiva

Ptiprava syntetickych derivati oteviela nové moznosti vyzkumu strigolaktonii. Roku
2012 byly SL poprvé testovany jako potenciondlni 1é€iva rakoviny. Bylo testovano
nékolik syntetickych strigolaktonovych analog (Obrazek 7: Nékteré ze SL analog
testovanych na proliferaci bun¢k.) u kterych se prokédzala schopnost inhibice
proliferace bun¢k. Déle byla publikovéana schopnost téchto strigolaktonti indukovat
apoptdzu bunck prsniho karcinomu (Pollock et al., 2012). O dva roky pozdéji byly tyto
informace doplnény a byla publikovana schopnost SL inhibovat riist nadorovych linii
plic, prostaty, tlustého stfeva, ale také melanomu, osteosarkomu a leukémie (Pollock
et al., 2014). Nejnov¢jsi studie ukazuji schopnost SL indukovat poskozeni DNA a
inhibovat jeji opravy (Croglio et al., 2016).

(+) GR24 (7)

EGO5 (19)

Obrazek 7: Nekteré ze SL analog testovanych na proliferaci bunék.

2.3.3 Strigolaktonova mimetika

Druhou skupinou syntetickych strigolaktoni jsou mimetika. Tyto latky ve své
struktufe obsahuji D kruh substituovany riznymi zbytky. V soucasné dobé byly
ptipraveny dvé skupiny mimetik., jedny obsahujici fenoxy skupinu alkylovanou na D
kruhu, tzv. debranony a druhé, které ve své struktufe obsahuji aryloxy skupinu.

Zajimavé je, ze debranony nemaji téméf zadnou aktivitu v klieni parazitickych
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semen, ovSem ve velké mife ovliviiuji nadzemni rast rostliny. Mimetika obsahujici
aryloxy skupinu jsou, co se tyce iniciace kli¢eni parazitickych semen, obdobné¢ aktivni
jako GR24 (Fukui et al., 2011; Zwanenburg and Mwakaboko, 2011). Syntéza mimetik

spociva v substituci bromavaného D kruhu (Schéma 2).

Br._0 OH 0.0
o . /@/ . /©/ 0
Sy —
cl Cl

(13) (14) (15)
Schéma 2: Obecné schéma ptipravy strigolaktonovych mimetik (Fukui et al., 2011).

2.4 Biosyntéza strigolaktonu

Jak jiz bylo zminéno vyse, rostlinné hormony skupiny strigolaktonti se skladaji z ABC
skeletu a D —kruhu pfipojeného pfes enoletherovy miustek. Samotnd biosyntéza
(Schéma 3) této struktury byla objasnéna béhem posledniho desetileti a to pokusy in

vitro 1 in vivo (Seto et al., 2014).

9-cis-B-karoten (17)

i CCD7

., (0}
—O0
%O
11R-karlakton (3)

(+)-5-deoxystrigol (2)

Schéma 3: Biosyntéza strigolaktonii. Nejdfive dochazi k izomeraci karotenu za pomoci D27, poté za
katalyzy dioxygenas (CCD7, CCD8) ke vzniku karlaktonu. Ten je poté za katalyzy cytochromu P450
konvertovan na 5-deoxystrigol.
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Biosyntéza probihd v rostlinnych kotfenech, odkud jsou SL uvolnovany do
ostatnich pletiv (Akiyama et al., 2010). Na zakladé pokust s karotenoidnimi mutanty
kukuftice (Zea mays) a s inhibitory izoprenoidni biosyntetické cesty bylo prokazano,
ze SL vznikaji z karotenoidii (Matusova et al., 2005). Pozd&ji byly popsany také
meziprodukty a enzymy podilejici se na biosyntéze. Hlavni roli pfi St€peni karotenoidu
(16) na karlakton (19) maji dioxygenasy CCD 7, CCD 8 (Umehara et al., 2008) a
karotenoid izomerasa D27 (Seto et al., 2014). Karlakton (19) je poté pfeménén na 5-
deoxystrigol (2) za pomoci cytochrom P450 (Scaffidi et al., 2013).

2.5 Mechanismus interakce

Mechanismus interakce strigolaktontl s receptorem dosud nebyl pfesné prozkouman a
neni zcela jasny. V soucasné dob¢ existuji dvé teorie, jak by strigolaktony mohly
s receptorem interagovat (Dvordkova and Van¢k, 2015).

Prvni z téchto mechanisml je navrzen pro piirozené strigolaktony a pro
analoga. Na zdkladé¢ reakce GR24 snukleofilem ptedpokldda, Ze dochazi k
Michaelisové adici nukleofilu na enol-etherovou vazbu. Na zaklad¢ této reakce
dochazi k eliminaci D-kruhu (Schéma 4). Tato teorie byla navrzena jiz roku 1992.

(Mangnus and Zwanenburg, 1992).

O\ fe) o
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Schéma 4: Michaelisova adice nukleofilu na enol-etherovou vazbu GR24.

Druhy mechanismus byl navrzen téméf o dvé dekady let pozdéji a to pro mimetika.
Tento mechanismus je zaloZen na adici nukleofilu na D-kruh (konkrétné na pozici C3),
pficemz dochézi k eliminaci D-kruhu na pozici C2 (Schéma 5Chyba! Nenalezen zdroj

odkazi.) (Zwanenburg and Mwakaboko, 2011).
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Schéma 5: Nukleofilni adice na C3 pozici D-kruhu (L pfedstavuje dobie odstupitelnou skupinu).

2.6 Parazitické rostliny

Jednou z nejzavaznéjsich biologickych hrozeb, co se tyce celosvétové potravy, jsou
parazitické rostliny rod Striga, Orobanche, Alectra a Phelipanche (Artuso et al.,
2015). Jedna se o rody rostlin, které parazituji na zemédélsky vyznamnych plodinach,
Striga spp. predevsim na obilovinach (kukufice, ryze, proso, ¢irok), Orobanche spp.
na lusténinach (Cocka, fazole, hrasek, vikev) ¢i na rajcatech, bramborech, tabaku a
konopi (Humphrey et al., 2006; Rubiales et al., 2009; Zwanenburg et al., 2009).

Skody na zemédélskych plodinich mnohdy byvaji pro zeméd&lce mnohdy
fatalni, ztraty ptesahuji 7 miliard dolarti rocné (Rubiales et al., 2009). Striga spp. se
nejvice vyskytuje na uzemi Afriky a Asie, nicméné nékteré druhy byly popsény i na
uzemi Ameriky (Obrazek 8). Orobanche spp. se kromé Strigou postizenych oblasti
vyskytuje také na izemi Evropy (Obrazek 9) (Parker, 2012).

Obrazek 8: Svétova distribuce S. hermotica. Ctvercové znaky znazoriiuji postizené zems, ¢im vtsi je
znak, tim vetsi jsou ztraty na zemédélsky vyznamnych plodinach (pfevzato z Parker, 2012).
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Obrazek 9: Svétova distribuce O. ramosa a O. aegyptiaca. Ctvercové znaky znazoriuji postizené zemg,
¢im vetsi je znak, tim veétsi jsou ztraty na zeméde€lsky vyznamnych plodinach (ptevzato z Parker, 2012).

Ackoliv Striga a Orobanche jsou odlisné rody paraziti a napadaji odliSné
plodiny na riznych koutech svéta, tak maji velmi podobny Zzivotni cyklus
(Bouwmeester et al., 2003). Prave zivotni cyklus (Obrazek 10) je jejich velkou zbrani
a pro nas tak velkou hrozbou. Ro¢n¢ produkuji nékolik desitek tisic drobnych a velmi
odolnych seminek, které ¢ekaji v ptidé na vhodny cas k vykli¢eni. Za neptiznivych
podminek zde dokazi ptezit fadu let (Butler, 1995; Humphrey et al., 2006). Klic¢eni je
iniciovano tzv. stimulantem kli¢enim, kterym jsou pravé SL uvoliiované hostitelskou
rostlinnou (Cook et al., 1966). Hostitelska rostlina uvolituje SL do rhizosféry, ty
stimuluji parazitické rostliny k vykliceni. Thned po vykli¢eni se pomoci specidlnich
organt, tzv. haustorii parazité napoji na hostitelskou rostlinu a cerpaji z ni Ziviny,
asimilaty a vodu potiebnou ke svému rustu, tim dochazi k posSkozeni hostitelské
rostliny, dochazi ke snizeni vynosu, rostlina je oslabend a hrozi jeji thyn (Butler,

1995).

20



Obrazek 10: Zivotni cyklus parazitickych rostlin. Nejdiive dojde k uvolnéni semen parazitickych rostlin
(a). V ptipadg¢, Ze se v okoli vyskytuje rostlina uvoliiujici do pidy strigolaktony dojde k jejich vykliceni
(b), k naslednému napojeni na hostitelskou rostlinu (¢) a k ristu (d). Postupem ¢asu dorlsta nova
rostlina (e) (upraveno z Xie et al., 2010).

Parazitli je obtizné se zbavit, nebot’ poskozuji hostitelské rostliny ihned po
vykli¢eni. Klasické pleti je neucinné, protoze k nému dochazi v ase, kdy parazitim
vyrustaji nadzemni ¢asti a to jsou jiz hostitelské rostliny poskozené (Bouwmeester et
al., 2003).

Jako velmi u¢inna metoda se ovSem jevi tzv. sebevrazedné kliceni. Tato
metoda vyuZziva jedné z méla slabin téchto rostlin a to, Ze po vykliceni maji jen né€kolik
malo dnli na napojeni se na hostitelské rostliny, v opa¢ném ptipadé dochézi k jejich
uhynu. Proto jsou snahy o aplikaci SL do pady, kdy dojde k vykli¢eni paraziti a
v piipad¢ absence hostitelské rostliny k jejich naslednému tthynu. Teprve poté se na
oSetfenou pidu zaseji zemédé€lsky vyznamné plodiny (Kgosi et al., 2012).

Strigolaktony maji velky potencial, nebot’ se jedna o slouceniny pfirozené se
vyskytujici v rhizosféie (Cook et al., 1966). OvSem je nutné zminit, Ze zatim nebyla
nalezena dostatecné neselektivni sloucenina, ktera by stimulovala kli¢eni vSech rodii

parazitickych rostlin (Cavar et al., 2015).
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2.6.1 Mechanismus indukce kli¢eni parazitickych semen

Ocekava se, ze kliceni parazitickych semen je iniciovano napojenim SL na receptorovy
protein (Reizelman et al., 2003). Nalezeni struktury proteinu byla velkéa vyzva, nebot’
by mohla objasnit mechanismus ptisobeni strigolaktonti. Nékteré skupiny védei se
snazily pfipravit fluorescencni derivaty SL (Anne Beveridge et al., 2010; Prandi et al.,
2013) a pomoci nich nésledné identifikovat receptorovy protein avsak touto cestou se
heledany protein nepodatilo nalézt.

Nakonec bylo uvazovano, ze strigolaktonti by mohli mit podobny mechanismus
pusobeni jako gibereliny. Pomoci rentgenové strukturni analyzy, kdy zjisténo ze GID1
a D14 jsou si podobné. A tudiz byl protein D14 vybran za kandidéta dal§iho vyzkumu.
Bylo popsano, ze D14 obsahuje katalytickou triddu Ser-His-Asp (Nakamura et al.,
2013), kdy tato tridda odstépuje hydroxy D kruh (D-OH) ze strigolaktonii. Tento
strigolaktonovy zbytek (D-OH) pak interaguje v kavité s proteinem zptisobi zménu
jeho konformace. Zména konformace spousti celou fadu procesti vedoucich az
k degradaci represoru (Kagiyama et al., 2013; Nakamura et al., 2013; Zhao et al.,
2013). V pripad¢ parazitickych rostlin nebyl receptorovy protein doposud izolovan,

ovsem piedpoklada se jeho podobnost s proteinem DL14.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material a metody

3.1.1 Chemikalie

Pro syntézu byly pouzity tyto chemické latky nakoupeny od firmy Sigma Aldrich:
triethylamin > 99,5%, 6-chloropurin > 99%, benzylamin 99%, bromacetonitril 97%,
uhli¢itan drasenly 99,995%, terc-butoxid draselny > 98%, ethylformiat > 98%, brom
99,99%, diethylester kyseliny malnové 99%, DIBAL, hydroxid sodny > 85%,
tetrahydroboritan sodny 90%, lithiumaluminium hydrid 95%, 1M TBAF v THF,
chlorid sodny > 99%, siran sodny > 99%, ethylbromacetat > 98%, methylformiat
> 97%, dimethylsulfat > 99%, anhydrid kyseliny izomaselné 97%, anhydrid kyseliny
benzoové > 95%, vanilin. Anhydrid kyseliny octové a vinan sodno draselny byly
koupeny v Cistoté p.a. od firmy Lach-ner. Chlorid sodny p.a. a manganistan draselny
>99% od spolecnosti Penta. Silikagel byl pofizen od firmy Grace Davison. Dale byly
pouzity tyto slouceniny pfipravené v laboratofi organické syntézy Centra Regionu
Hana: ethanolat sodny, ethylchloracetat, brommethylfuranon.

Také byly pouzity tyto rozpoustédla: acetonitril, methanol, dimethylformamid,
tetrahydrofuran, tetrachlormethan, dichlormethan, ethanol, aceton, petrolether a
ethylacetat. Rozpoustédla byly dodany od firem Sigma Aldrich, Lach-ner a Penta, ve
vSech ptipadech v Cistoté p.a..

Pro méteni spekter NMR byly pouzity tyto deuterované rozpoustédla dimethyl
sulfoxid — ds 99,9 % D a chloroform — d 99,8 % D od firmy Sigma Aldrich.

3.1.2 Pristroje a vybaveni
K urceni struktury latek bylo vyuzito metody nuklearni magnetické rezonance métené
na pfistroji JEOL 500 ECA. Méfeni bylo provadéno pti frekvenci 500 MHz u jader 'H
a 125 MHz u jader '3C skalibraci chemickych posunii pro konkrétni pouzité
rozpoustédlo.

Cistota latek byla stanovena pomoci vysokoué¢inné kapalinové chromatografie
s vyuzitim (150 mm x 2,5 mm x 5 pm) s reverzni fazi (Symmetry C18, Waters).
Hmotnostni spektrometr byl pouzit Q-TOF MICRO (Waters).
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Pro tenkovrstvou kapalinovou chromatografii byly pouzity hlinikové desky 60
WF 254 od firmy Merck. Analyty na TLC desti¢ckach byly detekovany pomoci UV
lampy od firmy Camag,

K zahusténi roztokl byla pouzita odparka od spolec¢nosti Hei-Tec Heidolph.

3.1.3 Metody
Pribéh vSech reakci byl kontrolovan pomoci TLC na hlinikovych deskach Silikagel.

Desky byly vyvijeny v téchto mobilnich fazich etrolether : ethylacetit = 1:1,

petrolether : ethylacetat : methanol 1:1:0,1 nebo chloroform : methanol = 9:1.
Vizualizace probihala pomoci UV lampy pti 254 nm, ptipadné byly barveny v roztoku

vanilinu a manganistanu draselného.
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3.2 Postupy syntézy

3.2.1 Priprava derivati odvozenych od anhydridi

Reakce probihala v bezvodém prostiedi v pritomnosti inertniho plynu argonu. V
pfedem vysusSené baiice byl rozpustén 1 eq 6-chloropurinu (20) (0,50 g) v 15 ml
acetonitrilu. Za stdlého michani byl postupné piidan anhydrid organické kyseliny
(5eq) a 4eq (1,80 ml) triethylaminu. Reakce byla nasledné zahfivana na refluxni
teplotu po dobu asi 30 minut. Pribéh reakce byl kontrolovdn za pomoci TLC
(DCM : MeOH = 9:1). Po jejim ukonceni byla ptfidana destilované voda a produkt byl
extrahovan do dichlormethanu. Organickd faze byla vysuSena za pomoci siranu
sodného a solanky, poté prefiltrovdna. Rozpoustédlo bylo odpafeno za pomoci
vakuové odparky. Zbytek nezreagovaného anhydridu byl odstranén za pomoci
vakuové destilace. Tato reakce byla provedena s anhydridem kyseliny octové (21),
izomaselné (22) a benzoové (23). Pro dalsi reakce se pokracovalo pouze s derivatem

kyseliny octové.

cl Cl
o o Ets;N N7 >N
NZ SN - — > >
k\N | N> RJ\OJ\R AcN, reflux k\N N
g 3 e
(20) o
Ri=H(21) Ry = H (24)
R2 = C3H7 (22) R2 = C3H7 (25)
R3 = CgH11 (23) R3 = CgH41 (26)

Schéma 6: Schéma ptipravy derivati odvozenych od anhydrida organickych kyselin.

Nasledna reakce probéhla za pomoci mikrovinného reaktoru. Ve zkumavce byl
rozpustén 1 eq (120 mg) produktu (24) v 4,75 ml methanolu. Poté byl pfidan 1,5 eq
(116 pl) benzylaminu (27) a 2eq (198 pl) triethylaminu Reaktor byl nastaven
nasledovné: 120°C, RT 2 min., HT 15 min., vykon 100 W, maximalni tlak 300 psi.
Nasledné byly 2/3 methanolu odpafeny za pomoci dusiku a poté ptidan petrolether,

doslo k vysrazeni produktu.
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Schéma 7: Schéma ptipravy 1-(6-(benzylamino)-9H-purin-9-yl)ethan-1-one.

3.2.2 Priprava derivatii bromacetonitrilu

Reakce probihala v inertni argonové atmosféte. V pfedem vysusené, dvouhrdlé, baiice
byl rozpustén 1 eq (1,00 g) 6-chloropurinu (20) v 25 ml DMF. Poté bylo pfidano 2,5 eq
(1,25 ml) bromacetonitrilu (29) a 1,2 eq (0,94 g) uhli¢itanu draselného. Reakce
probihala pies noc pii pokojové teploté. Reakce byla kontrolovdna pomoci TLC
(EtOAc : PE : MeOH = 1:1:0,1). Produkt byl nasledné extrahovan do ethylacetatu
(4x 15 ml). Organicka faze byla nasledné pomoci solanky a siranu sodného vysusena,
prefiltrovana a nasledné pomoci vakuové odparky zahusténa. Vysledna latka byla
procisténa pomoci sloupcové chromatografie (silikagel; petrolether : ethylacetat :

methanol4:1:0->1:1:0,1).
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Schéma 8: Schéma ptipravy 2-(6-chloro-9H-purin-9-yl)acetonitrile

Do pfedem vysuSené batky s argonovou atmosférou byl pfidan 1eq (100 mg)
produktu z predchozi reakce (30), 5,17 ml THF a 1,5 eq (47,5 ul) ethylformiatu (31).
Reakce byla schlazena na 0°C, poté byl po dvou davkach ptidan terc butoxid draselny
(2 eq, 115,59 mg). Asi po pul hodiné od zreagovani vychozi latky (kontrola TLC,
EtOAc : PE : MeOH = 1:1:0,3) byl pfidan 2x 1,5 eq (2x 51,21 pl) dimethylsulfatu.. Po
skonceni reakce byl produkt extrahovan do ethylacetatu, organicka faze byla nasledné
vysuSena a odpafena. Produkt byl prociStén pomoci sloupcové chromatografie
s gradientem PE :EtOAc:MeOH, 4:1 :0 ->1:1:0,3. Za pomoci nuklearni
magnetické rezonance a vysokoucinné kapalinové chromatografie bylo zjisténo, ze

produkt nevznikl.
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Schéma 9: (Z)-2-(6-chloro-9H-purin-9-yl)-3-ethoxyacrylonitrile.

3.2.3 Priprava derivata kyseliny malonové

Do 100 ml trojhrdlé banky bylo pfidano 15 ml diethylmalonatu (33) a 15 ml
tetrachlormethanu. Poté byl za pomoci injekéni stiikacky postupné ptidan brom (34)
(5,3 ml) a to tak, aby reakce neustale slabé refluxovala. Na baiiku byl pfipojen chladi¢
a hadicka odvad¢jici vznikajici bromovodik do vody. Po ukoncéeni byla reak¢ni baiika
mirné zahtata, aby se uvolnil zbytek bromovodiku. Reakce byla katalyzovana svétlem.

Vysledny produkt vznikl v dostate¢né Cistoté.

O O hv
+ Br — » _~ PN
/\O)J\/U\O/\ z CCly, reflux OJ\/U\O
(33) (34) (35)

Schéma 10: Schéma piipravy diethyl 2-bromomalonate.

Ve 100 ml baiice byl postupné smichan 1eq (1,00 g) 6-chloropurinu (20), 1,3 eq
(2,01 g) diethyl-2-brommalonétu (35), 20 ml DMF a 2,5eq (2,24 g) uhli¢itanu
draselného. Reakce probihala 12 hodin. Produkt byl nasledné extrahovan do
ethylacetatu. Organicka faze byla vysuSena pomoci solanky a siranu sodného, po
zfiltrovani byla zahusténa na vakuové odparce. Produkt byl rozpusStén v diethyletheru

a nésledné protiepan ve vode, coz vedlo k jeho krystalizaci.
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Schéma 11: Schéma piipravy diethyl 2-(6-chloro-9H-purin-9-yl)malonate.

V baiice byl rozpustén 1 eq (105,4 mg) produktu (36) =z piedchozi reakce
v 3,37 ml DCM. Baiika byla ochlazena za pomoci suchého ledu na -78°C, poté bylo
po kapkach ptidano redukéni ¢inidlo DIBAL (1 eq, 0,33 ml). Po uplynuti 2 hodin byla
reakce ohtata na -20°C, poté byla zastavena za pomoci Rochellovy soli. Produkt byl
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vyttepan do DCM, vysusen a odpafen. Tato reakce byla provedena s riiznymi

reak¢nimi podminkami a riznymi redukénimi ¢inidly (Tabulka 1).

Tabulka 1: Reakéni podminky vyuzity pti redukci diethyl 2-(6-chloro-9H-purin-9-yl)malonatu.

Redukéni Eq Rozpoustédlo Teplota [°C] Cas [hod]
¢inidlo
DIBAL 1 DCM -78 2
DIBAL 2,1 DME -10 48
NaBH4 0,5 DME 0 24
LiAlH,4 1,5 THF 0 72

cl cl

(36) (37)
Schéma 12: Obecné schéma piipravy ethyl 2-(6-chloro-9H-purin-9-yl)-3-oxopropanoate.

3.2.4 Priprava derivati bromoctové kyseliny

V pfedem vysuSené dvojhrdlé baiice s argonovou atmosférou byl rozpustén 1 eq
(2,00 g) 6-chloropurinu (20) v 15 ml DMF. Nasledn¢ bylo ptidano 2,5 eq (4,49 g)
uhli¢itanu draselného a 1,2 eq (1,73 ml) ethylbromacetatu (38). Reakce probihala ptes
noc pii pokojové teploté. Produkt byl extrahovan do ethylacetatu, vysuSen,
prefiltrovan a nésledné odparen. Vzorek byl nasledn€ nasorbovan na silicu a procistén

pomoci sloupcové chromatografie (PE : EtOAc: MeOH, 10: 1:0->1:1:0,1).
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Schéma 13: Schéma pfipravy ethyl 2-(6-chloro-9H-purin-9-yl)acetate.

Produkt (39) z ptedchozi reakce (1 eq, 120 mg) byl rozpustén v ethanolu (3,32 ml).
Poté byl piidan 1,5 eq (83 pl) benzylaminu (27) a 2 eq (139 pl) triethylaminu. Reakce
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probihala v mikroviném reaktoru s timto nastavenim: 120°C, RT: 2 min, HT: 15 min,
power: 120W, power on: max, pressure: 300. Po dokonceni reakce byl produkt
rozpustén v methanolu, rozpoustédlo bylo odpatreno. S pomoci vychlazené destilované

vody doslo ke krystalizaci produktu. Ten byl nasledné ptefiltrovan.
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Schéma 14: Schéma piipravy ethyl 2-(6-(benzylamino)-9H-purin-9-yl)acetate.

Reakce probihala v inertni atmosféie argonu. Ve vysuSené batice byl rozpustén 1 eq
(30 mg) produktu z ptedchozi reakce (40) ve 2 ml THF. Poté bylo ptfidano 1,5 eq
(8,94 ul) methyl formiatu (41). Reakce byla nasledné¢ ochlazena na 0°C, poté byl ve
dvou davkach ptidan 1,5 eq (16,2 mg) terc butoxidu draselné¢ho. Po asi 2,5 hodinach
po kapkach pfidan 1,5 eq (9,58 pl) dimethylsulfatu, po hodiné ptidano jesté¢ jednou
stejné mnozstvi. Reakce probihala pfes noc. Produkt byl extrahovan do ethylacetatu a
nasledné odpafen. Za pomoci sloupcové chromatografie byl produkt prociStén

(silikagel, PE : EtOAc: MeOH, 10:1:0->1:1:0,1).
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Schéma 15: Schéma ptipravy ethyl (Z2)-2-(6-(benzylamino)-9H-purin-9-yl)-3-methoxyacrylate.

3.2.5 Priprava derivati chloroctové kyseliny

Ve 100 ml bance byl smichan 1,15eq (9,5 ml) ethylformiatu (31) v 50 ml
diethyletheru. Poté byl pfidan 1 eq (12,74 g) ethylchloracetatu (43). Poté byla reakce
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ochlazena na 0°C a postupné prikapan ethanolat sodny (pfipraven smisenim, na ledu,
0,95 eq, 2,29 g,chloridu sodného a 25 ml ethanolu). Reakce probihala pies noc.

Produkt byl nasledné¢ extrahovan do diethyletheru, vysuSen a odpaten.
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Schéma 16: Schéma ptipravy ethyl 2-chloro-3-oxopropanoate.

Do ptedem vysuSené banky s argonovou atmosférou byl pfidan aceton (5 ml) a poté
v ném rozpustén 1 eq (100,0 mg) produktu z ptedchozi reakce (44). Poté byl ptidan
1 eq (106,2 mg) uhli¢itanu draselného a 1 eq (136,1 mg) bromovaného D-kruhu (13).
Reakce probihala pres noc. Produkt byl nasledné extrahovan do ethylacetatu, vysusen
a zahu$tén pomoci vakuové odparky. Za pomoci sloupcové chromatografie byl

produkt vyc¢istén (silikagel, PE : EtOAc,40: 1 ->3:1).
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Schéma 17: Schéma ppravy ethyl (Z)-2-chloro-3-((4-methyl-5-ox0-2,5-dihydrofuran-2-yl)oxy)
acrylate.

V 50 ml vysuSené barice sargonovou atmosférou byly smichdny 2 eq (30 mg)
produktu z ptedchozi reakce (45) a 1 eq (23,9 mg) 6-chloropurinu (20). Smés byla
nasledné rozpusténa ve 2 ml THF. Poté byly pfidany 2 eq (194 ul) TBAF, po
promichani byla reak¢éni smés ochlazena na -50°C. Pfi snizené teploté reakce probihala
48 hodin. Smés produktii byla proc¢isténa pomoci sloupcové chromatografie (silikagel,

PE : EtOAC : MeOH, 10:1:0->1:1:0,1).
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3 7 &
LI LY e X
+ N _———
N\ O/\)J\O k\Nl N> Aceton, -50°C o\ﬂ)\/o o
Cl H [ o)
O —
(4%) (20)
(46)

Schéma 18: Schéma piipravy ethyl (Z)-2-(6-chloro-9H-purin-9-yl)-3-((4-methyl-5-0x0-2,5-
dihydrofuran-2-yl)oxy)acrylate.

K 1 eq (30 mg) surové smési z ptredchozi reakce (46) bylo ptidano 1,5 eq (13,9 pl)
benzylaminu (27)a 2 eq (23,8 pl) triethylaminu. Ke smési byly pfidany 2 ml ethanolu.
Reakce probihala v mikrovinném reaktoru za nasledujicich podminek: 120°C, RT:

2 min, reakéni ¢as 15 min, vykon 120 W, maximalni tlak 300 psi

cl
N/
N NH
<\N / N) EtsN N=
—_— N
EtOH, 120°C & )
NT™N

O x-0-_0
§ WHV \L{:o NH, MW
o = Om)\yo o
@) 0
46
(46) ! L('
@

Schéma 19: Schéma pfipravy ethyl (Z)-2-(6-(benzylamino)-9H-purin-9-yl)-3-((4-methyl-5-oxo0-2,5-
dihydrofuran-2-yl)oxy)acrylate.

31



3.3 Vysledky

Prvné byla v rdmci této bakalafské prace snaha pfipravit strigolaktonové derivaty
s purinovym skeletem s vyuzitim anhydridd organickych kyselin. Acylace zbytku
kyseliny na purinovy skelet byla relativné snadna (24, 25, 26), ovSem problém vznikl
pfi alkylaci purinu na 6. pozici (28). Misto kyzeného produktu vznikl

benzylaminopurin (48).

NH

Nk/ | N\> k\ | N\> Z N
N N
N )R NN
(20) o N }\
R = H (24) o R
R, = C4Hy (25) R =H (28)
R3 = CeH11 (26)

Schéma 20: Schéma vzniku derivatl s vyuzitim anhydridu kyselin.

1-(6-chloro-9H-purin-9-yl)ethan-1-one
Vytézek: 59 %, bila krystalick4 latka

Cl N '"H NMR (DMSO-ds; 500 MHz) § (ppm): 2,89 (s, 3H); 8,93
Nk\)\/[,? (s, 1H); 9,11 (s, 1H).
N
o)\

13C NMR (DMSO-ds; 125 MHz)  (ppm): 21,7; 130,7;
147,1; 148,2; 151,8; 155,4; 172,6.

(24)

1-(6-chloro-9H-purin-9-yl)-2-methylpropan-1-one
Vytézek: 67 %, bila krystalicka latka

Cl 'H NMR (DMSO-ds; 500 MHz) § (ppm): 1,26 (d, J =
Nk/ | N\> 6,72 Hz, 1H); 4,14 (sept, J = 6,74 Hz, 6H); 8,92 (s, 1H);
N N

N\{&O 9,11 (s, IH).

(25) 13C NMR (DMSO-ds; 125 MHz) & (ppm): 9,0; 46,0; 145,9;

150,5; 151,1; 152,0; 153,5; 174,8.
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(6-chloro-9H-purin-9-yl)(phenyl)methanone

cl Vytezek: 10 %

"( | N\> "H NMR (DMSO-ds; 500 MHz) § (ppm): 7,55 — 7,61 (m, 5H);

N
U, 875(s 1H); 9,01 (s, 1H).

(26)

N-benzyl-9H-purin-6-amine

Vytézek: 67 — 80 %, bila krystalicka latka
"H NMR (DMSO-ds; 500 MHz) & (ppm): 4,19 (d, J = 5,81
Hz, 1H); 4,65 (s, 2H); 7,15 - 7,27 (m, 5H); 8,05 (s, 1H); 8,11

NH
AN (s, 1H); 12,90 (s, 1H).
R
NT N
(48) MS (ES+), m/z: 226,03 [M+1].

Dalsi zvolenou metodou pfipravy strigolaktonovych derivati byla alkylace

bromacetonitrilu (29) na purin (20). Pii analyze NMR bylo zjisténo, ze pfipravena

latka (30) dale nereagovala.

Cl
cl = N
N)\/[N\> — Nk\)N\/lEN\>

|
SN
H Vi
(20) N
(30)

Schéma 21: Schéma vzniku derivati acetonitrilu

2-(6-chloro-9H-purin-9-yl)acetonitrile

C

|
N
- > N\iz\il\? OJ
'

(32)

Vytézek: 35 %, bila krystalicka latka
Cl
)\/EN '"H NMR (DMSO-ds; 500 MHz) § (ppm): 5,56 (s, 2H); 8,69
N ~
IS
N

(s, 1H); 8,84 (s, 1H).

)
N/

(30)
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147,1; 149,9; 151,8; 152,6.



Pti reakcich vyuzivajici derivaty kyseliny malonové byl nejdiive ptfipraven diethyl-2-
brommalonat (35). Tento produkt byl nasledné alkylovan na 6-chloropurin, poté byla
snaha o redukci jedné z karboxylové skupina malondtu na skupinu aldehydovou.
Ptestoze byla tato reakce vyzkouSena nékolikrat s riznymi podminkami a redukénimi

¢inidly (DIBAL, KOH, NaBH4, LiAlHy), tak vzdy s neuspéSnym koncem.

Cl

o o o o NK/ | N\> ( N)\\LN\>
/\OJ\/U\O/\ T /\O)H/U\O/\ TTOWON e N
Br oﬁ o(_\\ 0
33) (35) % ° —/ 0
(36) (37
Schéma 22: Schéma vzniku derivati malonové kyseliny.
diethyl 2-bromomalonate
Vytézek: 83 %, kapalina
O O
~c PN 'H NMR (CDCl3; 500 MHz) & (ppm): 1,29 (t, J =
Br 5,58 Hz, 6H); 4,28 (q, J = 9,78 Hz, 4H); 4,81 (s, 1H).
(35)
diethyl 2-(6-chloro-9H-purin-9-yl)malonate
Vytézek: 78 %
'"H NMR (CDCl3; 500 MHz) & (ppm): 1,32 (t, J = 7,03
Hz, 6H); 4,33 (q,J= 7,34 Hz, 4H); 6,23 (s, 1H); 8,54 (s, 1H);
8,73 (s, 1H).

Cl

NﬁN
| N

LY (

\/Oﬁ C NMR (CDCl3; 125 MHz) & (ppm): 14,0; 58,4; 63,7; 130,5;
O

145,2; 151,1; 151,5; 152.,4; 163,8.
(36)

MS (ES+), m/z: 213,4 [M+1].

Cistota: 94,26 %

Daéle bylo vyuzito derivati bromoctové kyseliny. Byly pfipraveny dva meziprodukty
(39) a (40). Pti snaze navazat ethylfotmiat (31) ovSem dosSlo u vychozi latky

k ptfesmyku ethylové skupiny za skupinu methylovou.
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( (
(40) (42)

Schéma 23: Schéma reakci vyuzivajicich ethyl derivat bromoctové kyseliny.

ethyl 2-(6-chloro-9H-purin-9-yl)acetate
Vytézek: 29 %, bila krystalick4 latka
"H NMR (DMSO-ds; 500 MHz) & (ppm): 1,17 (t,J=7,34 Hz,

Cl 3H); 4,14 (q,J="7,03 Hz, 2H); 5,23 (s, 2H); 8,64 (s, 1H); 8,76
> (s, 1H).
N
O{ 3C NMR (DMSO-ds; 125 MHz) & (ppm): 14,5; 45,3; 62,2;
( 131,0; 148,3; 149,7; 152,1; 152,5; 167.9.
(39)

MS (ES+), m/z: 240,98 [M+1].

Cistota: 99,50 %

ethyl 2-(6-(benzylamino)-9H-purin-9-yl)acetate

Vytézek: 90 %, bila krystalicka latka
'H NMR (DMSO-ds; 500 MHz) & (ppm): 1,17 (t, J = 7,82
NH Hz, 3H); 3,42 (s, 1H); 4,12 (q, J= 7,03 Hz, 2H); 4,66 (s, 2H);
= N
I\L > 5,03 (s, 2H); 7,13 — 7,33 (m, 5H); 8,09 (s, 1H); 8,14 (s;,1H).
N N
O{ MS (ES+), m/z: 311,94 [M+1].
( Cistota: 97,18 %
(40)
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methyl 2-(6-(benzylamino)-9H-purin-9-yl)acetate
'"H NMR (DMSO-ds; 500 MHz) & (ppm): 1,19 (s, 3H); 3,65
(s, 2H); 4,65 (s, 1H); 5,05 (s, 2H); 7,17 - 7,32 (m, 5H); 8,09

NH (s, 1H); 8,13 (s, 1H).
N/ N
D
N~ N MS (ES+), m/z: 297,90 [M-+1].
O¥
/O
(49)

Poslednimi provedenymi reakcemi k piipravé strigolaktonovych derivati byly reakce
s vyuzitim chlorderivati octové kyseliny. Nejprve zreagoval ethylchloracetat (43) a
ethanolat sodny za vzniku ethyl-2-chlor-3-oxopropanoatu (44). Nasledné byl
aldolovou kondenzaci ptipojen D kruh (45). Cela struktura byla na alkylovana na 6-
chloropurin (46). Poslednim krokem bylo pfipojeni benzylaminu (27). Kromé¢

kone¢ného produktu (47) by mohl mit potenciondlni biologickou aktivitu také

meziprodukt (45).
o 0
CI\)OJ\OJ - o@CI)koJ - ’@KON)?\OJ -
“ (@4) us)
cl
EN/ ) Nr; NH

N=
E—
§ N
o} o
|/ \H)\/ O, o N N)
o = OT\)\VO 0
(46) f g _ 79
(47)

Schéma 24: Schéma vzniku derivat chloroctové kyseliny.

ethyl 2-chloro-3-oxopropanoate

o Vytézek: 29 %, ¢ira kapalina

o OJ '"H NMR (CDCl3; 500 MHz) § (ppm): 1,26 — 1,34 (m, 3H);
of 4,22 — 4,30 (m, 2H); 4,72 (s, 1H); 9,48 (s, 1H).
(44)
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3C NMR (CDCI3; 125 MHz) & (ppm): 14,2; 61,7; 77,1;
163,1; 188,6.

Cistota: 100,00 %

ethyl (Z)-2-chloro-3-((4-methyl-5-0x0-2,5-dihydrofuran-2-yl)oxy)acrylate
Vytézek: 44 %

'"H NMR (CDCls; 500 MHz) § (ppm): 1,31 (t, J = 6,11
Hz, 3H); 2,02 (s,3H); 4,27(q, J = 7,03 Hz, 2H); 6,19

’& 2 | (s, 1H); 6,98 (s, 1H); 7,86 (s, 1H).
N\ oﬁ)ko

(45) 3C NMR (CDCls; 125 MHz) § (ppm): 10,9; 14,2; 62.1;
100,0; 107,5; 136,2; 141,1; 150,9; 162,7; 170,3.

MS (ES+), m/z: 247,56 [M+1].

ethyl (Z)-2-(6-chloro-9H-purin-9-yl)-3-((5-0x0-2,5-dihydrofuran-2-yl)oxy)
acrylate

Cl Surova smeés
N=
SN
NT>N

rojo‘)wo\Lo{:O

(46)

MS (ES+), m/z: 365,56 [M+1].
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3.4 Diskuze

Cilem bakalarské prace bylo pfipravit nova strigolaktonova analoga majici ve své
struktufe purinovy heterocyklus. Za cil byly vybrany dva zékladni strukturni motivy
lisici se pfipojenim purinového skeletu na zakladni motiv strigolaktonovych analog.
Zakladnim motivem SL analog je mysleno spojeni o, nenasycen¢ho karboxylu s D-
kruhem pfes enoletherovy mistek.

Prvni strukturni motiv reprezentovany strukturou (50) je charakteristicky
pfipojenim purinu v pozici N9 na karboxylovou funkci strigolaktonového zbytku za
vzniku amidu karboxylové kyseliny.

U druhého zamysleného strukturniho motivu novych analog je purin pfipojen
pfes dusik vpozici 9 na o uhlik o, nenasycené¢ho karboxylu za vzniku
trisubstituované dvojné vazby. (Obrazek 11).

Tato analoga byla pfipravovana pro svou potencionalni biologickou aktivitu

jakozto stimulatory kliceni parazitickych rostlin rodi Striga a Orobanche.

NH NH NH
|
N

O T O
k\)\/E,f N N
ﬁo
\ (0] O
(0] 0 (0]
Q O:Sj Oﬁj
\
(¢]
(50) (51) (52)

Obrazek 11: Cile syntézy, strigolaktonova analoga obsahujici purinovy skelet.

3.4.1 Priprava derivatu kyseliny (50)

Pti ptiprava derivatu (50) bylo zamysleno vyuzit acylaci purinu pomoci anhydridu
ptislusné kyseliny (53) (Nishikawa et al., 1986) a substituci alkoholové ¢asti
enoletheru (Kondratov et al., 2005) (Schéma 25).
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N7 >SN NH NENE
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kN }o — Nk\)\/lE:\> — k\Nl N> — N+N
N
\ © 0 o
. (™ BN 3 SN

0 o] \ (53)
\ \
0 (54)

(50) (55)

Schéma 25: Retrosyntéza derivatu 50.

Pted pfipravou strukturné slozitéjsiho anhydridu (53), byl postup otestovan na
jednoduchych modelovych anhydridech kyselin octové, izomdselné a benzoové.
Reakce byla provedena s refluxujicim acetonitrilu za pfitomnost baze. Vytézky pro
alifatické kyseliny byly pramérné (67 respektive 59%), kdezto u kyseliny benzoové
byl vytézek velmi slaby (10%) (Schéma 26).

cl Cl
o o EtsN N7 SN
N~ N\ + — | \>
k\N | N> RJ\OJ\R AcN, reflux k\N N
: S
(20) 0
Ry =H (21) Ry = H (24)
R, = C3H7 (22) Rz = C3H7 (25)
R3 = CgH1q (23) R3 = CgH41 (26)

Schéma 26: Schéma ptipravy acylovanych 6-chlorpurint.

Nésledné byl proveden modelovy experiment s cilem ovétit podminky substituce 6-
chlor-9-acetylpurinu v pozici 6 benzylaminem. Byly pouzity standardni podminky
vyuzivajici se pii pripravé 6-aminoalkyl-9-substituovanych purinii v mikroviném

reaktoru. (Schéma 27).
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SNT N MeOH, 120°C N N\>
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(24) (27) o}

(28)

Schéma 27: Podminky reakce 6-chlor-9-acylpurinu s benzylaminem.

Pti analyze NMR bylo zjisténo, Ze kyzeny produkt (28) nevznikl, misto toho byl pii
kazdém pokusu jako jediny produkt identifikovan 6-benzylaminopurin (48) (Schéma

28) a to ve vytezku 67 — 80 %.

N

NH

N —_— NH
N~ N\ Z N
S o
(2;)) (48)

Schéma 28: Schéma rozkladu 28 na BAP.

Vzhledem k odstépovani acylu od purinu pfi alkylaénim kroku bylo od pokusu
pfipravit strigolaktonovy analog prvniho typu upusténo a pozornost byla zamétena na

ptipravu druhého strukturniho motivu.

3.4.2 Priprava derivata acetonitrilu (51)

Jako prvni mozZnost pfipravy strigolaktonového analoga s purinem v a-pozici
nenasyceného karboxylu byla vybrana moznost alkylovat substituovany acetonitril
pomoci aldolové kondenzace a dale obdobnym postupem jak vySe zminény analog

prvniho strukturniho typu (Schéma 29).
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o) 0 (32) (30) (29)
(51) (56)

Schéma 29: Restrosynteticka analyza pfipravy SL analoga odvozeného od acetonitrilu.

Nejdiive byl ponechdan reagovat bromacetonitril s 6-chloropurinem v DMF za
pfitomnosti baze za vzniku odpovidajiciho 9-substituovaného derivatu (35%) (30) jako

vedlejsi produkt byl téz vyizolovan 7-substituovany purin (20%) (Schéma 30).

cl Cl Cl //:N
N7 N K;COs3 NN N
ALY LY DMF, rt sy Ny %
N il
H
4
(20) (29) 7 (87)
(30)

Schéma 30: Priprava 9-acetonitlril-6-chlorpurinu.

Produkt (30) byl nésledné rozpustén v suchém tetrahydrofuranu, poté byl pfidan
terc.butoxid draselny a ethylformiat (31). Na zdklad¢ analyzy NMR bylo zjisténo, ze
chtény produkt aldolové kondenzace (32) nevznikl (Schéma 31) a byla pii kazdém
pokusu vyizolovana zpét vychozi latka. Ackoliv nebyly pouzity dal$i podminky se na
zaklad¢ experimentl s derivaty esteru kyseliny octové (viz nize) predpoklada, Ze
vibec nedochazi k deprotonaci a-uhliku, pravdépodobné z divodi stericko-

elektronového vlivu purinu.

Cl Cl
N7 N [e) N7 N
o N mok o
NT N N THROC N /N\/O\/
4 Y
N/ N/

(30) (31) (32)

Schéma 31: Podminky aldolové kondenzace.
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3.4.3 Priprava derivati s vyuzitim bromoctové kyseliny (52)
Paralelné s derivatem odvozenym od acetonitrilu byl pfipravovan derivat odvozeny od

kyseliny octové (Schéma 32)

N / QX
/ o 0 °
0 (60) (59) (58) (39) (38)
Schéma 32: Restrosynteticka analyza piipravy SL analoga odvozeného od esteru kyseliny octové.
Nejprve byl na alkylovan 6-chloropurin ethylbromacetdtem za vzniku N°-

substituovaného derivatu (39) s vytézkem 29 %, N’- derivat vnikal jen ve velmi malém

mnozstvi (3 %). (Schéma 33)

O
N
cl N)\/E N cl
N OJ K2COq k\N | N> //Z<O/\
N/ | \> 4 T T . N/ | N
K\N N o DMF, rt o§) s N/>
H Br 0o N
(20) (38) ( (61)

Schéma 33: PHiprava 9-ethylacetat-6-chloropurinu.
V ptipadé tohoto derivatu byl z modelovych divodi pozménén piivodné zamysleny
postup a produkt (39) byl rovnou alkylovan benzylaminem za vzniku latky (40)
s vybornym vytézZkem 90 % (Schéma 34).

cl
N7 | N NH
k\N N EtsN Nk Z | N\>
o¥ EtOH, 120°C SN” N
5 HN MW o§)
( (27) o
(39) (
(40)

Schéma 34: Podminky reakce 9-ethylacetatu-6-chloropurinu s benzylaminem.
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K ptipravenému produktu (40) vsuchém THF byl v pfidan methyl formiat a
tercbutoxid draselny. Podle teoretického mechanismu bylo ocekavéano, ze dojde
k deprotonizaci a-uhliku ethylacetitu a k naslednému napojeni methylformidtu
takzvanou aldolovou kondenzaci (Schéma 35). Bohuzel produkt aldolové kondenzace
(42) nebyl pozorovan. Jedinym vyizolovanym probuktem byl methyl ester vychozi

latky, ktery vznikal transesterifikaci diky ptitomnosti dimethylsulfatu v reakéni smési.

N (P

N L THF0C N ﬁ&(H k\N N> /
Oie( ©

0]

( (42)

Schéma 35: Reakéni schéma aldolové kondenzace.

Reakce byla opakovéana, s cilem zjistit zda dochazi k deprotonaci na a-uhliku. Pfi této
varianté byla po pfidani /BuOK namisto methylformiatu pfidéna deterovand voda

respektive CH30D. (Schéma 36).
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Schéma 36: Schéma deprotonizace 9-ethylacetatu-6-chloropurinu.

Zadna inkorporace deuteria vSak nebyla pozorovéana, z ¢ehoz lze vyvodit zavér, ze
k deprotonizaci vibec nedochazi pravdépodobné z ditvodi strukturné-elektronickych

vlivu purinu.

3.4.4 Priprava derivata s vyuZzitim malonové kyseliny (52)
Dalsi zvolenou metodou k piipravé strigolaktonovych analog bylo pouziti diesteru
kyseliny malonové. Tento postup mél poskytnout stejny strigolaktonovy derivat, ktery

byl zamyslen ptipravit pomoci ethyl esteru kyseliny octové (Schéma 37).

Cl
R j t ﬁ@»
oy /N e i
N O

o o
-/ 42 A 0 W g
o
L g <
O (693 (62) 37) (36) (35)

Schéma 37: Restrosynteticka analyza piipravy SL analoga odvozeného od diesteru kyseliny malonové.

Nejdiive bylo nutno piipravit nabromovany tento diethyl malonat. (35). Radikalova
bromace brémem v refluxujicim CCls pfi souCasném ozafovanim reakéni smési
ultrafialovym zatenim (365 nm) poskytla chtény produkt s izolovanym vytézkem 83%
(Schéma 38).

44



o O

(0] O hv
+ Br B N N
/\OMO/\ Z CCl, reflux OJ\/U\O

Br
(33) (34) (35)

Schéma 38: Reakéni podminky bromace diethyl malonatu.

Bromderivat diesteru malonové kyseliny (35) byl nasledné alkylovan na purin. Reakce
probéhla za standartnich podminek za laboratorni teploty relativné snadno za vzniku

78 % latky (36) (Schéma 39).

Cl
Cl

N7 N
N)\/EN\ KoCOs N v (
+ —_—
O

N o
Br NN \\8\\(
H — o)

(o]

(35) (20)
(36)

Schéma 39: Schéma piipravy diethyl 2-(6-chloro-9H-purin-9-yl)malonatu.

Dalsim krokem byla redukce jedné z karboxylovych skupin malonové kyseliny. Tato
reakce byla provedena nékolikrat s riznymi redukénimi €inidly (DIBAL, NaBHa,
LiAlH4) a s riznymi reakénimi podminkami (Tabulka 2), ov§em ve vSech ptipadech

za rozkladu vychozi latky a vzniku velmi komplexni smési (Tabulka 2).

Tabulka 2: Rzné podminky redukce jedné z karboxylovych skupin malonatu.

Redukéni  Rozpou$tédlo  Teplota [°C] Cas [hod]  VytéZek (%)

¢inidlo

DIBAL DCM -78 2 0
DIBAL DME -10 48 0
NaBH, DME 0 24 0
LiAlH4 THF 0 72 0

3.4.5 Priprava derivata s vyuZitim chloroctové kyseliny (52)

Posledni cestou pfipravy strigolaktonovych analog s purinovym skeletem kterd byla

zkou$ena v ramci této prace je vyuziti derivati chloroctové kyseliny (Schéma 40).
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Schéma 40: Restrosynteticka analyza piipravy SL analoga odvozeného od esteru kyseliny octové.

Nejprve byl ponechan reagovat ethylchloracetat s ethanoldtem sodnym za vzniku

ethyl-2-chlor-3-oxopropanoatu (44) ve vytézku 29 %..
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Schéma 41: Reakéni podminky vzniku ethyl 2-chloro-3-oxopropanoatu.

Tento produkt nasledné¢ pieveden v bazickém prostiedi na enol, ktery byl
zachycen bromovanym D-kruhem za vzniku kli€¢ového prekurzoru (45) (44%
vytézek) (Schéma 42). Produkt (45) je sam o sob¢ strigolaktonovym analogen a po
optimalizaci jeho syntézy bude i on otestovan v biologickych testech na

strigolaktonovou aktivitu.
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Schéma 42: Reakéni podminky vzniku ethyl (Z)-2-chloro-3-((4-methyl-5-0x0-2,5-dihydrofuran-2-
yl)oxy)acrylatu.
Produkt (45) byl alkylovan 6-chlorpurinem v acetonu pii -50°C za ptitomnost
tetrabutylamonium fluoridu (Schéma 43). Pii HPLC analyze surové reakéni smési,
byla zjiSténa pfitomnost Ctyf majoritnich latek, pfi ¢emz jedna z nich m¢éla
molekulovou hmotnost odpovidajici produktu (46). Obsah této latky podle HPLC byl
20%.
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Schéma 43: Reakéni podminky vzniku ethyl (Z)-2-(6-chloro-9H-purin-9-yl)-3-((4-methyl-5-0x0-2,5-
dihydrofuran-2-yl)oxy)acrylatu.

Pti pokusu o vycisténi na sloupcové chromatografii vSak dochazelo k tiplnému
rozkladu ptitomnych latek a tak pro dalsi reakci byla vyuzita surova reakéni smés
s potencialnim obsahem produktu (46) 20 %.

Tato surovd smés byla ponechédna reagovat v mikrovlnném reaktoru s benzylaminem

(Schéma 44).
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Schéma 44: Reak¢ni podminky vzniku ethyl (Z)-2-(6-(benzylamino)-9H-purin-9-yl)-3-((4-methyl-5-
0x0-2,5-dihydrofuran-2-yl)oxy)acrylatu.
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V tomto piipadé¢ pomoci HPLC/MS analyzy surové reakéni smési byl identifinovam
jediny produkt a to konkrétné benzylamino purin (BAP). Vzhledem ke skutecnosti ze
vychozi smés neobsahovala volny 6-chlorpurin (dle HPLC/MS analyzy) se
predpoklada, ze vznikly BAP pochazi z hydrolyzy ptivodné chténého produktu (47) a
tudiz dalSi optimalizaci pfipravy latky (46) a (47) by mélo byt mozné se dostat
k chténym strigolaktonovym analogti.

Dalsi moznosti je provést alkylaci latku (45) pfimo benzylaminopurinem.
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4 7.aver

V ramci této prace byla vypracovana literarni reserse, ve které byly stru¢né shrnuty
dosud znamé informace o strigolaktonech. Jsou zde popsany ucinky SL na rist a vyvoj
rostliny, vztah SL a arbuskularnich mykorhiznich hub. Déle je popséana interakce mezi
strigolaktony a parazitickymi rostlinami rodt Striga a Orobanche. Je zde shrnuta jejich
biosyntéza, a nastinéna zakladni syntéza strigolaktonovych analogli a mimetik.

V ramci praktické €asti je popsan postup syntézy strigolaktonovych analog
obsahujici purinovy heterocyklus.

Bohuzel zadna z vyzkousenych syntetickych cest neposkytla chtény finalni
produkt, ale nakonec byl objeven postup, ktery by mohl po dalsi optimalizaci opravdu
poskytnout chténé latky.

Béhem syntézy bylo pfipravenou nové analogum (45), které sice neobsahuje

purinovy skelet, ale bude v budoucnu otestovan na strigolaktonovou aktivitu.
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