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Seznam pouzitych zkratek

AIBN — azobisisobutyronitril

AM - arbuskularni mykorhiza

Asp — kyselina asparagova

4BD — 4-Br-debranon

Boc — t-butyloxykarbonyl

Boc2O — di-t-butyloxykarbonyl
CPMF — 5-(4-chlorofenoxy)-3-methylfuran-2(5H)-on
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EtOAcC — ethylester kyseliny octové
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1. Uvod a cile prace

Strigolaktony jsou rostlinné hormony, které se v oblasti védy a vyzkumu dostavaji ¢im dal
tim vice do poptedi. Chemicky jsou tyto latky odvozené od karotenoidti a mezi jejich znamé
funkce patfi inhibice vétveni nadzemnich Casti rostlin, zprostfedkovani arbuskuldrni
mykorhizy a iniciace kli¢eni semen parazitickych rostlin z rodu Striga a Orobanche.

Cilem teoretické Casti diplomové prace je vypracovani literarni reSerSe na téma
strigolaktony a jejich uloha v rostlinné fisi. Cilem experimentalni ¢asti je pfiprava novych
terciarnich amint, které ve své struktufe obsahuji strigoaktonovy butenolidovy kruh (D-
kruh) a jejich nasledna charakterizace prostfednictvim fyzikalné-chemickych metod.
Dilezitou soucasti praktické ¢asti bude otestovani nové piipravenych latek v biotestu na
kliceni semen parazitickych rostlin Striga a Orobanche (Phelipanche).

Parazitické rostlin z rodu Striga a Orobanche se tadi do skupiny kofenovych
parazitil, jejichZ Zivotni cyklus probihd z velké €asti pod zemi. Jejich semena jsou velmi
mald a v pudé dokazi prebyvat Zivotaschopné i nékolik desitek let. K jejich kli¢eni dochézi
pouze V piipadé, Ze jsou vystaveny specifickému stimulantu kli¢eni — strigolaktonu. Tyto
chemické stimulanty jsou produkovany kofenovym systémem hostitelskych rostlin. Velmi
Castymi hostiteli parazitickych rostlin Striga a Orobanche jsou hospodaisky vyznamné
plodiny (kukufice, rajéata, slunecnice, tabak, ryze, mrkev, ¢irok, zeli, nebo lusténiny).
Parazitismus téchto rostlin se tak stava v zasazenych oblastech obrovskym existencionalnim
a ekonomickym problémem.

Parazitické rostliny z rodu Striga jsou hojné rozsifeny v oblastech Afriky, Indie,
Indonésie a Nové Guinei. Vyskyt paraziti z rodu Orobanche je lokalizovan v oblastech

blizkého vychodu, vychodni Evropy, zdpadni Asie, Sttedozemniho mofe a Australie.



2 Teoreticka Cast

rv e

2.1. Strigolaktony a jejich uloha v rostlinné risi

V rostlinné 1iSi existuje nepieberné mnozstvi chemickych latek, které jsou rostlinami
produkovany a vylu¢ovany. Vznik téchto latek velice Casto tzce souvisi s adaptaci rostliny
na okolni prostfedi. V zadvislosti na abioticky ¢i bioticky stres rostliny vyvoléavaji ¢i potlacuji
biosyntézu danych latek. VétSina téchto latek se fadi k rostlinnym hormontm, jako jsou
ethylén, jasmonadty, salicylaty, auxiny, cytokininy, gibereliny, atd. Nékteré z téchto latek
jsou vylucovany ve velmi malém mnozstvi, a tak byla a je jejich izolace a identifikace
obtizné a obcas i ndhodna. Typickym piikladem jsou strigolaktony.

V pribéhu 50. let 20. stoleti bylo prozkoumano mnoho rostlin, s cilem nalézt
stimulanty kli¢eni parazitickych rostlin Striga a Orobanche (Brown a kol., 1951a; Brown
a kol., 1951b). Podafilo se sice nalézt n¢kolik aktivnich latek, avSak jejich struktura nebyla
urCena. Bylo vSak pozorovano, ze v bazickém prostiedi podléhaji tyto latky degradaci,
zatimco v mirné kyselém jsou relativné stabilni. (Brown a kol., 1952) a tak se piedpokladalo,
zZe tyto latky obsahuji ve své struktufe lakton.

V poloviné 60. let se Cookovi a jeho kolegim podafilo z kofenovych exudath
baviniku (Gossypium hirsutum) vyizolovat prvni latky, které stimulovaly kliceni semen
parazitl z rodu Striga v dostate¢ném mnozstvi pro stanoveni struktury. (Cook a kol., 1966).
Jednalo se o latky nazvané (+)-strigol (1) a strigyl acetat (2) (obr. 1). O nékolik let pozdéji
se stejnému tymu podafilo urcit chemické struktury téchto latek (Cook a kol., 1972).

Zajimavosti na tomto objevu je fakt, Ze bavinik neni hostitelem pro tyto rostlinné parazity.

0]
”/, O O
\D 0 OAc — 0
(+)-strigol strigyl acetat

1 2

Obr. 1 — Struktury prvnich vyizolovanych latek.

Kdyz se na pocatku 90. let podaftilo (+)-strigol izolovat i z dalsich rostlin jako je kukufice

(Zea mays), proso (Panicum miliaceum) a c¢irok (Sorghum bicolor), coz jsou hostitelé



parazitickych rostlin z rodu Striga (Siame a kol. 1993), bylo potvrzeno, ze strigolaktony jsou
produkovany jak hostitelskymi, tak nehostitelskymi rostlinami.

Na konci 20. stoleti byla objevena prvni pfirodni latka, ktera stimulovala kliceni
semen parazitickych rostlin z rodu Orobanche (Yokota a kol., 1998). Tento strigolakton byl
vyizolovan z kofenovych exudati jetele ¢erveného (Trifolium pretense) a byl pojmenovan
orobanchol (3) (Obr. 2). Jeho chemicka struktura byla navrzena podle jiz znamé struktury
(+)-strigolu (Mori a kol., 1999).

Vroce 2011 byl tento navrh pfezkouman a byla urCena presna Stereochemie
orobancholu, ktera je (-)-(3aR,4R,8bR,2'R)-orobanchol (4) (Obr. 2) (Ueno a kol., 2011). Od
okamziku upfesnéni struktury orobancholu (4) délime strigolaktony podle pfipojeni

C-kruhu k B-kruhu na latky strigolového, respektive orobancholového typu.

orobanchol orobanchol
-navrh dle podobnosti se strigolem -revidovana struktura
3 4

Obr. 2 — Prvni navrh orobancholu a jeho revidovana struktura.

Deset let po prvni izolaci orobancholu (4) byl objeven dalsi strigolakton sorgomol
(5) (Xie a kol. 2008). Pii jeho nasledném testovani se zjistilo, ze aktivita strigolaktont
je vyrazné ovlivnéna kromé koncentrace i roénim obdobim, a pfedevsim stereochemii a ani
vychazejici specifitou parazitické rostliny na dany strigolakton. Sorgomol (5) byl testovan
za identickych podminek na semenech parazitd Striga hermonthica a Orobanche minor.
Paraziticka rostlina Striga hermonthica kli¢ila pfi ptisobeni této latky az tisickrat vice nez
Orobanche minor, coZ je zpusobeno specializaci parazitickych rostlin zejména rodu
Orobanche na urcity druh hostitele, pficemz kazda rostlina mize produkovat strukturné

rozdilné strigolaktony.
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sorgomol =
5

Obr. 3 — Stimulant kliceni parazitické rostliny S. hermonthica.

Dosud bylo vyizolovano a identifikovano okolo 18-ti dalSich strigolaktont

(Dvorakova a Vangk, 2015). Nékteré vybrané struktury jsou znazornény na Obr. 4.

“ 0.,
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- Y ~
sorgolakton heliolakton zealakton

6 7 8

Obr. 4 — Vybrané struktury prirodnich strigolaktonii.

Bylo vsak zahadou, pro¢ rostliny vytvateji latky (strigolaktony), které umoznuji rast
a vyvoj parazitickych rostlin a tim poSkozuji sami sebe. V roce 2005 Akiyama a kol.
vyizolovali z lekninu japonského (Lotus japonicus) strigolakton 5-deoxystrigol (9) (Obr. 5)
(Akiyama a kol., 2005, Akiyama a kol., 2010) a zjistili, Ze tato sloucenina je schopna
iniciovat symbiozu mezi rostlinami a arbuskularné¢ mykorhytickymi (AM) houbami. Dalsi
experimenty s AM houbou Gigaspora margarita ukazaly, Ze kromé zprostiedkovani

symbidzy jsou strigolaktony silnymi vétvicimi faktory hyf téchto hub.

(o]
Q:O
Y
(+)-5-deoxystrigol

9

Obr. 5 — Struktura vyizolovand z lekninu japonského.
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V piirodé vsak existuji i rostliny, které nevyuzivaji symbiézu s AM houbami,
a i ptresto strigolaktony produkuji. Pfedpokladalo se tedy, ze strigolaktony musi mit jesté
jinou funkci. Ta byla objevena v roce 2008 dvéma na sob& nezavislymi tymy. Tym Gomez-
Roldana provadél experimenty na mutantech hrachu (Pisum sativum) a tym Umehary
na mutantech ryze (Oryza sativa) (Gomez-Roldan a kol., 2008; Umehara a kol., 2008),
pfiCemz na obouch plodinach bylo prokazano, ze strigolaktony inhibuji vétveni stonku

rostlin.

2.3 Struktura a biosyntéza prirodnich strigolaktont
Pifirodni strioglaktony jsou latky, jejichZ zékladni struktura je tvofena tricyklickym ABC
skeletem a furanovym kruhem (D kruh) (Hauck a kol., 1992). Tyto dvé ¢asti jsou vzajemné

spojeny prostiednictvim enoletherového mustku (Obr. 6).

OO
C
O0a
0G0
/T

enoletherové spojeni

Obr. 6 — Obecna struktura prirodnich strigolaktonii.

Na pocatku 21. stoleti se objevili prvni domnénky o tom, Ze by biosyntéza
strigolakton® Vv rostlinach mohla souviset s biosyntetickou drahou karotenoidi. Matusova
a kol. tuto domnénku potvrdili v roce 2005 (Matusova a kol., 2005). Provadéli experimenty
na mutantech ryze S pozménénou biosyntetickou drahou karotenoidt, popft. aplikovali
inhibitory karotenoidni biosyntézy. Poté odebrali a otestovali exudaty téchto rostlin
v biotestu na kli¢eni semen parazitickych rostlin Orobanche crenata a Striga hermonthica.
Semena obou parazitickych rostlin, u kterych nebyl pouZit inhibitor karotenoidni biosyntézy,

kli¢ila mnohonasobné¢ vice, nez semena s aplikovanym inhibitorem (Graf 1).

12
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Graf 1 — Klicivost semen parazitickych rostlin S. hermonthica a O. crenata bez inhibitoru

a s inhibitorem karotenoidni biosyntézy.

Od tohoto pozorovani se tak odvijel vyzkum biosyntézy strigolaktonli. Bylo
navrzeno, ze prvnim krokem je reakce katalyzovana izomerazou D27 (DWARF27), ktera
zpusobuje izomeraci dvojné vazby C9-C10 v all-trans-f-karotenu (10) (Alder a kol., 2012).
Dale dochazi k rozstépeni vzniklého 9-cis-f-karotenu (11) prostiednictvim enzymu CCD7
(Carotenoid cleavage dioxygenase 7) na B-ionon (13) a 9-cis-f-apo-10"-karotenal (12).
Nasledné do biosyntézy vstupuje enzym CCDS (Carotenoid cleavage dioxygenase 8), ktery
zpusobuje konverzi 9-cis-p-apo-10°-karotenalu na karlakton (14), coz je dosud jediny znamy
prekurzor piirodnich strigolaktonti. Pfi testovani jeho biologické aktivity bylo zjisténo, ze se

nepodili na zadné ze znamych strigolaktonovych funkci (Obr. 7).

13
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Obr. 7 — Obecné schéma biosyntézy karlaktonu.

Karlakton je pak dale modifikovan prostfednictvim homolognich enzymi MAX1
(Zhang a kol., 2014). V ryzi se nachazi 5 homolognich geni MAX1, které mohou tyto
enzymy exprimovat. Bylo prokazano, ze jeden z homologi MAXI1 katalyzuje oxidaci
karlaktonu na kyselinu karlaktonovou (15) a nasledn¢ na 4-deoxyorobanchol (ent-2"-epi-5-
deoxystrigol) (16), coz je prekurzor orobancholové rodiny strigolaktont. Dal$i z homologt
MAX1 nasledné pretvaii 4-deoxyorobanchol na (-)-orobanchol (6). Obdobnym
mechanismem pravdépodobné vznika také prekurzor strigolové rodiny strigolaktont, (+)-5-

deoxystrigol (9) (Obr. 8).

14



éi\)\ karlakton
MAX1 l

kyselina karlaktonova
XN

NAXl

(-)-orobanchol
N 4

aww

Obr. 8 — Obecné schéma konverze karlaktonu na (-)-orobanchol a 5-deoxystrigol.

V huseni¢ku (Arabidopsis thaliana) se vSak vyskytuje pouze jeden gen MAX1,
a i presto v ném dochazi k syntéze strigolaktonti jako je napt. (+)-strigol a (-)-orobanchol
(Goldwasser a kol., 2008; Abe a kol., 2014). Tento gen stejné jako v ryzi exprimuje enzym,
ktery umoziuje konverzi karlaktonu na kyselinu karlaktonovou, avsak jiz nedochazi k dalsi
transformaci na deoxystrigol, respektive deoxyorobanchol (Abe a kol., 2014). Bylo vsak
pozorovano, ze kyselina karlaktonovad mtize byt nasledn¢ methylovana dosud nezndmym
enzymem na methylkarlakton (methylester kys. karlaktonové) (17). Tato sloucenina oproti
karlaktonu vykazuje mirnou aktivitu pii potlacovani vétveni stonku, coz je typicka funkce
strigolaktont. V dalsi fazi biosyntézy mize dochazet k oxidaci methylkarlaktonu enzymem

LBO (lateral branching oxidoreductase) na dosud neidentifikovany produkt (Obr. 9). Neni
15



vSak prokazané, ze strigolaktony mohou vznikat i timto alternativnim zpisobem, nebo ze

touto cestou vznika jen methylkarlakton a jeho derivaty.

HO.__0O 00
? LBO
A _— NN _— > ?
0L _0 00
1{:0 L{:O
—
kyselina karlaktonova methylkarlakton
15 17

Obr. 9 — Obecné schéma konverze kyseliny karlaktonové na methylkarlakton a dosud neidentifikovany

produkt.

2.4 Syntetické strigolaktony

Strigolaktony se v rostlinach a kofenovych exudatech vyskytuji jen ve velmi nizkych
koncentracich a béhem jejich purifikace ¢asto dochazi k jejich degradaci. Ziskat je tedy
ve vétsim mnozstvi je velmi pracné a Casové naro¢né. TaktéZ totalni syntéza piirodnich
strigolaktonti je naro¢na a vzhledem k nutnosti dodrzeni pfesné stereochemie i draha. Tento
problém lze vyftesit ptipravou novych syntetickych sloucenin, u kterych by zistala
zachovana biologicka aktivita. Takovéto latky lze z hlediska chemické struktury rozdélit na

strigolaktonova analoga a strigolaktonova mimetika.

2.4.1 Strigolaktonova analoga

Nove syntetické derivaty, které svoji chemickou strukturou velmi pfipominaji pfirodni
strigolaktony jsou strigolaktonova analoga. Jedna se o slouceniny, u kterych ztstal z ptivodni
struktury pfirodnich strigolaktonti zachovan D-kruh, enolétherové spojeni a karboxylova
skupina. Nejvyznamnéjsimi slouceninami této skupiny jsou GR24 (18) a Nijmegen-1 (19)
(Obr. 10) (Johnson a kol., 1981; Nefkens a kol., 1997).
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Obr. 10 — Vyznaceni zdkladni struktury strigolaktonovych analog a struktury standardii pro biotesty

na kliceni semen paraziti.

Tyto latky vykazuji vysokou biologickou aktivitu, a proto jsou dodnes vyuzivany
jako pozitivni kontroly pfi biologickém testovani kli¢ivosti semen parazitickych rostlin rodu

Striga (Graf 2) tak Orobanche (Graf 3) (Nefkens a kol., 1997; Mangnus a kol., 1992).
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Graf 2 — Klic¢ivost semen parazita S. hermonthica po aplikaci GR24 a Nijmegen-1.

Pii sledovani aktivity jednotlivych testovanych latek u parazita S. hermonthica pfi

koncentraci 1 mg/L Ize pozorovat pomérné vysokou kli¢ivost obou testovanych latek. Pfi
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aplikaci desetkrat nizsi koncentrace dosSlo k mirnému zvysSeni kli¢ivosti racematu GR24,
zatimco v pripadé latky Nijmegen-1 doSlo témét k vymizeni aktivity (Graf 2).
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Graf 3 — Klicivost semen parazita O. crenata po aplikaci GR24 a Nijmegen-1.

V Grafu 3 lze pozorovat, ze u parazitické rostliny O. crenata pii stejné koncentraci
(1 mg/L) aplikované latky byla aktivita obou testovanych sloucenin opét pomérné vysoka.
Pti pouziti desetkrat nizsi koncentrace doslo tentokrat ke snizeni aktivity obou sloucenin.
Z uvedenych grafli je také patrné, Ze latkou s lepSi aktivitou a obecnéjSim pouzitim

V biotestech je latka GR24. Naproti tomu je Nijmegen-1 snaze pfipravitelnym.

2.4.2 Strigolaktonova mimetika

Dalsi skupinou syntetickych derivatl jsou strigolaktonova mimetika. U téchto strigolaktont
zustal z ptivodniho ABCD skeletu zachovan jen D-kruh (Obr. 11). Jedna se tedy o strukturné

zcela odlisné latky, a tak se predpoklada, Ze mechanismus ptisobeni bude také odlisny.
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Obr. 11 — Vyznaceni zdkladni struktury strigolaktonovych mimetik.
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K objeveni téchto sloucenin doSlo zcela nahodou, kdyZz profesor Zwannenburg
se svym tymem otestoval sacharin-butenolid (20) (Obr. 12) spole¢né se strigolaktonovymi

analogy v biotestu na kli¢eni semen parazitii (Zwanenburg a Mwakaboko, 2011).

sacharin butenolid
20

Obr. 12 — Struktura prvniho testovaného strigolaktonového mimetika.

Biologicka aktivita této zcela nové, strukturné odlisné latky byla piekvapive vysoka.

Porovnani jeji aktivity se standardem GR24 je znazornéno v Grafu 4 a Grafu 5.
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Graf 4 — Klicivost semen parazita S. hermonthica po aplikaci GR24 a 20.

Pii sledovani klicivosti testované latky 20 a racemické smési GR24 u parazita
S. hermonthica pii koncentraci 0,1 mg/L lze pozorovat, Ze se jeji aktivita téméf shoduje
s aktivitou standardu GR24. Pti desetindsobném snizeni koncentrace aplikovanych latek
(0,01 mg/L) doslo ke zvyseni aktivity racemické smesi GR24, avSak v ptipad¢ latky 20 tomu

bylo obracené.
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Graf 5 — Klicivost semen parazita O. crenata po aplikaci GR24 a 20.

V Grafu 5 Ize pozorovat, ze u parazita O. crenata pii koncentraci 0,1 mg/L aplikované
latky, klicila latka 20 v porovnani s pozitivni kontrolou GR24 mnohonasobné méné nez
u parazita S. hermonthica. Pti desetinasobném snizeni koncentrace doslo témét k vymizeni
aktivity latky 20, zatimco aktivita racematu GR24 zGstala zachovana.

Tento vyznamny milnik v pfipravé strigolaktonovych derivatt vedl k syntéze mnoha
dalsich sloucenin. Struktury nékterych vybranych strigolaktonovych mimetik jsou
zobrazeny na Obr. 12 (Zwannenburg a Mwakaboko 2011; Fukui a kol., 2013; Cala a kol.
2016; Samejima a kol., 2016).
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Obr. 12 — Vybrani zaStupci strigolaktonovych mimetik.
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Vyse vyobrazené latky (Obr. 12) byly testovany na semenech paraziti z rodu
Orobanche a Striga. Jako aktivni se ukazaly latky 21, 22, 23 a 25.

Strigolaktonové mimetikum 21 bylo testovano na semenech parazita S. hermonthica
a jeho klic¢ivost pfi aplikované koncentraci 0,1 mg/l dosahovala 38,1 %. Pti desetindsobném
snizeni koncentrace aplikované latky doslo k poklesu aktvity na 9,9 %.

Latka 25 stimulovala kliceni semen parazitické rostliny O. cernua pti koncentraci 0,1
mg/l z 81,7 %, zatimco kicivost latky 22 na semenech téhoz parazita pii stejné koncentraci
byla pouze 58,3 %. Mimetikum 23 bylo testovano na semenech parazita
O. cumana a jeho klic¢ivost pii koncentraci 0,1 mg/l dosahovala 80,3 %. Pii stondsobém
snizeni koncentrace aplikované latky (0,01 mg/l) doslo u latky 21 jen k mirnému snizeni
aktivity (72,4 %), avsak latka 22 byla pfi této koncentraci témét neaktivni (2,1 %). U latky
23 doslo pii stonasobném snizeni koncentrace k poklesu klicivosti na 24,1 %.

Latka 24 byla zcela neaktivnim stimulantem kli¢eni semen parazitd z rodu Striga
a Orobanche (Fukui a kol., 2013). Pfi jejim dal§im testovani na mutanech ryze d10 se vSak

ukdazalo, ze se jedna o velmi silny inhibitor vétveni stonku.

2.5 Strigolaktony — mechanismus piisobeni

Prvni faze biologickych procest, kterymi dochazi ke kli¢eni semen parazitd, je interakce
strigolaktonu s receptorem. V dal$im kroku pak pravdépodobné dochazi k modifikaci
receptoru a dal$im reakcim, které vedou ke kli¢eni semen parazitd.

I bez znalosti strigolaktonového receptoru byl prvni pfedpoklddany mechanismus
navrzen profesorem Zwannenburgem v roce 1992 (Mangnus a Zwanenburg, 1992). Tento
mechanismus zahrnuje atak nukleofilu ptitomného v receptoru semene s naslednou adi¢né-

elimina¢ni reakci vedouci k odstépeni butenolidového kruhu (D-kruhu) (Obr. 13).
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~ o ~ 0 (6} 0 0 0
N7 N ©
CH, CH, ~ —_— — 0]
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Obr. 13 — Predbézny mechanismus piisobeni strigolaktonovych analog a prirodnich strigolaktonii.
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K potvrzeni tohoto hypotetického mechanismu byly provedeny reakce GR24
s thiofenoldtem a a-benzylthiolatem coz jsou silna nukleofilni ¢inidla. Vysledné produkty
téchto reakci mély nahrazeny D-kruh jednotlivymi nukleofily (26) (Obr. 14) (Mangnus
a Zwanenburg, 1992).
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Obr. 14 — Reakce GR24 s thioldatem sodnym.
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K Gplnému ovéteni tohoto mechanismu bylo nezbytné znat interagujici receptor
strigolaktonti. Hlavnim cilem tedy bylo nalézt tento receptor a zjistit, jakym zplsobem
strigolaktony zajist'uji komunikaci v rostlinach.

Prvni kri¢em pii jeho hledani byla identifikace genu, ktery se podili
na strigolaktonové signalizaci (Hamiaux a kol., 2012). Tento gen nese oznaceni DAD2 a byl
identifikovan v petunii v roce 2012. Produktem tohoto genu je protein DAD2. S vyuzitim
rentgenové krystalografie bylo zjisténo, Ze se jedna o o/ hydrolasu, slozenou ze sedmi
J skladanych listi a sedmi o helixd (Obr. 15). Pfi detailngj$im zkoumani jeho krystalové
struktury bylo odhaleno, Ze enzym DAD?2 obsahuje sekvenci aminokyselin Ser-His-Asp,

ktera je schopna ptimé interakce se strigolaktonem.

Obr. 15 — Krystalova struktura proteinu DAD2 (vytvoreno v programu PyMOL).
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K ovéteni hypotézy, ze se DAD2 opravdu zapojuje v signalizaci strigolaktonu, byly
provadény experimenty se strigolaktonovym analogem GR24 (Hamiaux a kol., 2012).
Hamiaux a jeho kolegové nechali inkubovat tento protein s racemickou smési GR24 (18).
Nasledné vzorek zanalyzovali s vyuzitim metody HPLC/MSMS a pozorovali, ze se v ném
nachazi kromé GR24 i formylovany ABC tricykl (Obr. 16) a neznama latka, kterou

povazovali za artefakt.

- a
10004 GR24 @ﬂ N
EOD 1 o [} —o
2 600 Té’{"
2 4004
200
0 - |
B

400~ GR24+DAD2

- 300 @:}1; A
A

g
< 200
100~
0 — 1

1 * T |
0 10 20 30 40

Retentni ¢as (min)

Obr. 16 — (A) HPLC spektrum GR24, (B) HPLC spektrum po inkubaci GR24 s DAD2 proteinem (prrevzato

a upraveno z Hamiaux a kol., 2012).

Dalsi studie provadéné na ryzi a Arabidopsis thaliana vedly k odhaleni dal$iho genu
oznacovaného jako DWARF14 (D14) (Zhao a kol., 2013). Produktem genové exprese
D14 je protein D14. Kpochopeni jeho funkce, jej Zhao se svym tymem
vyizolovali z A. thaliana (AtD14) a z ryze (OsD14). Nasledné provedli jejich krystalizaci
a jednotlivé krystalové struktury porovnali. Zjistili, Ze se jedna o enzymy ze stejné rodiny
ao/p hydrolas (Obr. 17).
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Obr. 17 — Krystalové struktury proteinii AtD14 a OsD14 (prevzato a upraveno ze Zhao a kol., 2013).

Po jejich dikladnéjsim prozkoumani se je rozhodli porovnat také s DAD2 proteinem.
Vysledky ukazaly, Ze se struktury vSech tii proteinti téméf celé piekryvaji, a tak usoudili,
ze se pravdépodobné jedna o ortologni proteiny. Nasledné byla snaha ziskat krystalovou
strukturu D14 s navazanym analogem GR24. To se vSak nepodafilo, namisto toho byla
ziskéana krystalova struktura proteinu D14 s kovalentné navazanym rozkladnym produktem
2,4,4-trihydroxy-3-methyl-3-butenalem. K potvrzeni ptedpokladu, ze i protein D14
je soucasti strigolaktonové kaskady byly provedeny obdobné experimenty s GR24 jako
v piipad¢ proteinu DAD2 (Nakamura a kol., 2013). Nakamura a kolektiv nechali opét
inkubovat tento analog s proteinem D14, coz vedlo opét k tvorbé¢ formylovaného ABC
tricyklu, ale navic ik tvorbé hydroxybutenolidu (D-OH), ktery Hamiaux a jeho tym
povazovali za artefakt (Zhao a kol., 2013).

Veskeré tyto poznatky vedly k vytvofeni predbézného mechanismu, ve kterém
se zapojuje aminokyselinova triada Ser-His-Asp (Zhao a kol.,, 2013). Po vniknuti
strigolaktonu do kavity enzymu D14 dochazi pravdépodobné k jeho hydrolyze, ktera
je iniciovana aminokyselinovou tirddou. Nasledkem je odstoupeni formylovaného ABC
kruhu a vznik otevieného butenolidového kruh s navazanym serinem (Scaffidi a kol., 2012).
V dalsi fazi pravdépodobné dochazi k izomerizaci dvojné vazby a adici vody, ktera vede
k tvorbé meziproduktu navazaného na serin enzymu D14. Na zavér probiha eliminace vody
a laktonizace D-kruhu, coz vede ke vzniku hydroxy butenolidového kruhu (D-OH)
(Obr. 18).
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Obr. 18 — Predbézny mechanismus piisobeni enzymu D14.

Tento mechanismu vsak ptepoklada nukleofilni atak na karboxyl D-kruhu a zcela
ignoruje mnohem smysluplngjsi atak nukleofilu na enoleterovy mustek v takzvané
Michaelov¢ adici. Profesor Zwanenburg se svymi kolegy navrhl alternativni mechanismus,
ktery respektuje chemické chovani jednotlivych ¢asti struktury (Zwannenburg a kol., 2013).
Tento navrzeny mechanismus pocita se zastavenim rotace D-kruhu v disledku koordinace
vody mezi C a D-kruhem strigolaktonového skeletu. Diky tomu dojde ke zvySeni entropie
reakce, coz umozni Michaelovu adici vody na C-kruh, ktera zptisobi pfi elimina¢nim kroku
reakce odstépeni hydroxy D-kruhu od formylovaného ABC tricyklu. Vse za katalyzi jiz

zminéné aminokyselinové triady (Obr. 19).

25



1
O,CH
2~ R HO 0]
o
O
r\ Y
. Ace T\gz
His R ) -
H %
_j/ adice o’ eliminace 0
— o) H —_— + L

) (o]
e Y. P \ % -~
wO~H---OCH,Ser 0 ) O _on
z W
0 formylovany ABC tricykl 1(0

fragment D-kruhu
(D-OH)

Obr. 19 — Predpokladany mechanismus hydrolyzy strigolaktonii v D14.

Vyse uvedeny mechanismus lze aplikovat pouze u pfirodnich strigolaktonu
a strigolaktonovych analog, nikoli v§ak u strigolaktonovych mimetik. Jak jiz bylo uvedeno
Vv kapitole 2.4, strigolaktonova mimetika maji z ptivodni struktury zachovan pouze D-kruh
azcela postradaji enolétherové spojeni, tudiz mechanimus U¢inku musi byt odlisny
od ptirodnich strigolaktonti a strigolaktonovych analogti. Prvni mechanismus pro
strigolaktonova mimetika byl opét navrZzen profesorem Zwanenburgem (Zwanenburg
a Mwakaboko, 2011). Nejdiive dochazi k Michaleové adici nukleofilu na D-kruh v pozici
uhliku C-4 a poté k pfesmyku protonu. Zavérem je eliminovana odstupujici skupina
(Obr. 20) K potvrzeni tohoto navrhu bylo pfipraveno sedm 5-benzoyloxybutenolidi (27)
(28) (Obr. 21) (Zwannenburg a kol., 2013). Ctyfi z nich iniciovali kli¢eni semen parazita
S. hermonthica. U zbylych tfech byl vodikovy atom v pozici C-4 nahrazen methylem.
Ptitomnost methylové skupiny by méla znemoznit nukleofilni atak, tudiz by tyto slouc¢eniny
nemély byt aktivatory kli¢eni semen parazitickych rostlin. Vysledky testl ukézaly, Ze tato

mimetika jsou opravdu neaktivnimi stimulanty kli¢eni semen parazita S. hermonthica.
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Obr. 20 — Predpokladany mechanismus piisobeni strigolaktonovych mimetik.
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Obr. 21 — Mechanismus puisobeni strigolaktonovych mimetik pri pritomnosti methylové skuupiny v pozici
C-4.

Tento mechanismus neumoznuje vznik hydroxy D-kruhu (D-OH) a proto, kdyz bylo
prokazéano, ze pii hydrolyze strigolaktoni v receptoru dochézi ke vzniku tohoto kruhu a ze
tento kruh je nezbytny pro aktivovani signdlni drdhy byl tento mechanismus revidovan
(Zwannenburg a kol., 2016a). Mechanismus zahrnuje Michaelovu adici vody na D-kruh,
s naslednou intramolekularni transesterifikaci, ktera vede ke vzniku hydroxy butenolidu
a kyseliny s arylovym zbytkem. U sloucenin, které maji v pozici C-4 methylovou skupinu
se predpoklada, ze by nemély byt aktivni, jelikoz u nich nemuaze dojit k Michaelové adici

(Obr. 22).
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Obr. 22 — Revidovany mechanismus piisobeni strigolaktonovych mimetik.

V piipad¢ debranont (24) (Obr. 12), vSak musi existovat alternativni mechanismus. Jak jiz

bylo zminéno, tak tyto latky jsou silnymi inhibitory vétveni stonku a misto aroyloxy skupiny
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obsahuji fenoxy skupinu. V tomto piipadé tedy nemize dochazet k Michaelové adici vody
na butenolid v pozici C-4 a naslednému odstépeni hydroxy D-kruhu.

V roce 2015 bylo pozorovéano, ze i u fenolickych sloucenin dochazi rozstépeni
strigolaktonu na hydroxy butenolid a zbytek molekuly (Tsuchiya a kol., 2015). Tsuchiya
a kolektiv piipravili stirgolaktonové mimetikum s navazanou fluorescen¢ni znackou (29)
na bazi fluoresceinu v pozici C-5. Tuto latku aplikovali na semena parazita S. hermonthica
a po dobu 72 hodin sledovali fluorescenci. V ptipadé kli¢eni semen, doslo k odstoupeni
D-OH (31) od fluorescen¢ni znacky (30) (Obr. 23). Dusledkem této zmény byl nartst

fluorescence. Zadny relevantni mechanismus viak zatim nebyl navrzen.

O strigolaktonovy O
CO,Et o receptor __ CO,Et
Ssues . q
L L
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Yoshimulaktonova zelena (fluorescein-0-D) fluorescein s fluorescenci D-OH
bez fluorescence 30 31
29

Obr. 23 — Strigolaktonové mimetikum znacené fluorescencni znackou.

2.6 Strigolaktony — receptorova signalizace

Podobné¢ jako v ptipadé auxinové, jasmonatové ¢i giberelinové signalizace je transdukce
signalu strigolaktony zaloZena na hormonem-aktivované proteolyze. Zakladni komponentou
tohoto signalizaéniho mechanismu je tzv. SCF komplex (Skp, Cullin, F-box protein
obsahujici komplex), ktery se fadi mezi tzv. E3 ubikvitin ligasy umoznujici polyubikvitinaci
proteintll a tim jejich naslednou degradaci v proteasomu.

Pfi porovnani krystalové struktury D14 (popt. DAD2) a giberelinového receptoru
GID1 bylo zjisténo, ze D14 neobsahuje helikalni viko jako je tomu v ptipadé GID1 (Jiang
a kol., 2013; Nakamura a kol., 2013; Zhao a kol. 2013) avsak byla v enzymu D14 dokazana
pfitomnost aminokyselinové triady Ser-His-Asp, diky které dochazi k odstépeni hydroxy
butenolidu (D-OH) od zbytku molekuly strigolaktonu. Prvni navrh strigolaktonové signalni
kaskady byl pak odvozen od znamé giberelinové signalizace (Obr. 24) (Ueguchi-Tanaka a

kol., 2007). Po vazb¢ D-OH do aktivniho mista receptoru dojde ke zméné konformace
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proteinu D14, ktery je v komplexu s proteinem SLR1 pattici do skupiny DELLA proteind,
Tato konformaéni zména zpusobi degradaci SLR1 proteinu v proteasomu podobné jak je
tomu u GID1 v piipadé signalni drahy giberilini (Hedden, 2008; Murase a kol., 2008).
(Obr. 24). Jiz Johnson v roce 1976 pozoroval, ze pokud se aplikuje D-OH bez zbytku
molekuly, nedojde k zadnému efektu (Johnson a kol., 1976). Tento fakt dokazuje, ze pro
transdukci signalu je nezbytna 1 druha ¢ast molekuly strigolaktonu, ktera pravdépodobné
vytvaii obal hydroxy D-kruhu umoziujici jeho transport do kavity receptoru (Obr. 24)
(Zwannenburg a kol., 2016a).
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(
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Hydrolyza strigolaktonu —> ABC=CHOH + D-OH
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=> ubikvitinace a proteolyza represom

Strigolakton + represorovy komplex
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Kliceni semen, inhibice vétveni stonku atd.
Obr. 24 — Predpokiddany mechanismu piisobeni strigolaktonit na proteinové tirovni.
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Na podzim roku 2016 doslo k vyznamnému okamziku. Profesor Yao se svym tymem
totiz ziskal z A. thaliana krystalovou strukturu proteinu D14 v jeho aktivni formé
s navazanym 4-Br-debranonem (24) (Yao a kol., 2016). S vyuzitim molekularné
biologickych metod pfipravili proteinovy komplex AtD14-D3-ASK1. Nereceptorova cast
tohoto komplexu D3-ASK1 umozni stabilizaci receptoru AtD14 po vazbé strigolaktonu
a zaroven zpomali probihajici hydrolyzu. Toto dosud nebylo mozné, jelikoZ receptor nebyl
stabilizovan.

Nasledné bylo pozorovano, ze v prubéhu hydrolyzy dochazi k rozstépeni D-kruhu,
ze kterého vznikd meziprodukt, ktery se muze kovalentné vazat na histidin
z aminokyselinové triady (de Saint Germain a kol., 2016; Yao a kol., 2016). Tato vazba
pravdépodobné zpiisobi destabilizaci receptoru, jeho konformacni preménu ¢i jiné
povrchové zmény nezbytné pro biologickou aktivitu. Poté postupné dochazi k uzavirani
vzniklého intermediatu uvniti receptoru AtD14 a tim k postupnému zmenSovani jeho Kavity.
Nasledné je zminény meziprodukt konvertovan na D-OH a poté uvolnén z kavity receptoru.

Nakonec dochazi k proteolytickému rozstépeni receptoru v proteasomu (Obr. 25).

Vazba Strigolaktonu do kavity Nukleofilni atak serinu Tvorba kovalentni vazby s histidinem Uvolnéni D-OH z kavity a nasledna
na D-kruh degradace receptoru.

Obr. 25 — Interakce strigolaktonu s receptorem (prevzato a upraveno z Waters a kol., 2017).

2.7 Moznosti kontroly parazitického plevele
Jednim z cild védclh zabyvajicich se strigolaktony je nalézt zptisob, jak lze efektivné
kontrolovat rist parazitického plevele. V soucasné dobé¢ je znamo nékolik zptisobi, kterymi

se Ize vyporadat s parazitickymi rostlinami a zvysit tak vynosy hospodarskych plodin.

2.7.1 Ovlivnéni biosyntézy strigolaktonii

Jednou z moznosti kontroly parazitického plevele je snizeni mnozstvi strigolaktont

vylucovanych do rhizosféry, kde dochazi ke stimulaci kliceni semen parazitickych rostlin.
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Toho lze dosdhnout kiizenim rostlin, popi. cilenou mutagenezi genu zapojujicich
se v biosyntéze ¢i transportu strigolaktoni. Tento zplisob se ukazal jako efektivni feSeni
problému parazitismu u rajcat, fazoli, hrachu, kukuftice ¢i ryze (Fernandez-Aparicio a kol.,
2014; Jamil a kol., 2011; Yoneyama a kol., 2015). Na druhou stranu, nizké koncentrace
strigolaktoni mohou mit negativni vliv na ostatni oblasti hospodaistvi, popi. ha AM
mykorhizu, ¢imz je tato metoda velmi limitovana. Toto omezeni by mohlo byt
pravdépodobné piekondno cilenou mutagenezi konkrétnich bunék, pletiv nebo organi,
avsak jedna se o velmi slozity a finan¢né naro¢ny postup.

Diky poznatkiim o transkripcnich procesech strigolaktonové biosyntézy byla
navrzena alternativni metoda. Principem je vzajemna zaména jednotlivych strigolaktonoych
typtl béhem biosyntézy. Napiiklad kli¢ivost semen parazitické rostliny S. hermonthica je
vyrazné ovlivnéna druhem strigolaktonu. Bylo pozorovano, Ze tento parazit uptednostiuje
strigolovy typ strigolaktonti pfed orobancholvym, avsak u S. gesnerioides je tomu naopak
(Cardoso a kol., 2014; Tsuchiya a kol., 2015). Zhang se svym tymem pozoroval, ze v ryzi
karlakton oxidasa zpisobuje konverzi kyseliny karlaktonové na 4-deoxyorobanchol, coz je
prekurzor orobancholové rodiny strigolaktonti (Zhang a kol., 2014). Tudiz pokud by byl
tento enzym zaveden naptiklad do ¢iroku, tak by mohlo dojit ke konverzi produkce
strigolaktontl strigolové rodiny do orobancholové, ¢imz by se tak cirok stal témét
nedetekovatelny pro parazita S. hermonthica. Tato metoda neni v soucasné dobé zatim
proveditelna, jelikoz nejsou dosud znamy vSechny enzymy podilejici se na diverzifikaci
strigolaktontl (napf. hydroxylaci ABC kruhu, konverzi kyseliny karlaktonové na (+)-
deoxystrigol, atd.). (Jamil a kol., 2012; Cardoso a kol., 2014).

2.7.2 Sebevrazedné kliceni parazita

Dalsi mozZnosti je sebevrazedné kli¢eni parazitickych rostlin. Tato metoda vyuziva stimulant
kliceni, ktery se aplikuje v nepfitomnosti hostitelské rostliny do pidy kontaminované
parazitickymi semeny. Poté¢ dojde ke kli¢eni semen a vyvoji parazita, ktery bez pritomnosti
hostitele umira na ,,vyhladovéni®.

Egley a Dale v roce 1970 testovali timto zptisobem ethylen. Vysledky experimentt
ukézaly, ze se jedna o velmi G€innou latku iniciujici kli€eni semen parazitické rostliny
S. hermonthica (Egley a Dale 1970). Od jeho vyuziti se vSak muselo nakonec upustit. Pfi
dal$ich testovanich bylo zjisténo, Ze tento fytohormon stimuluje kli¢eni semen jen n¢kterych

parazitli, a navic jeho samotna aplikace je financné naro¢na (Egley a kol., 1990).
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V 80. letech Eplee a Norris provadély experimenty se strigolaktonovymi analogy
GR7 a GR24. Testovani bylo provadéno na semenech parazitické rostliny
S. hermonthica. Laboratorni vysledky byly povzbudivé, ale realnému pouziti branila
nestabilita latek v pudé. (Eplee a Norris, 1987).

Vroce 2016 profesor Zwannenburg a kolektiv aplikovali racemické smeési
strigolaktonti Nijmegen-1 a Nijmegen-1-Me na tabakova pole zamoiena semeny parazitické
rostliny Orobanche ramosa (Zwannenburg a kol., 2016b). Tyto pokusy prokazali, ze pii
dodrzeni vSech nutnych podminek je sebevrazedné kli¢eni metoda, kterd je pouzitelnd v
praxi na velkych plochach. V nékterych lokalitach dochazelo k redukci vyskytu parazit o
vice nez 95 %. Dalsi vyhoda této metody je pomala degradace téchto stimulanti v ptidé, diky
¢emuz se snizuje riziko jejich potencialni fytotoxicity pii kontaktu s vysazenou plodinou.
Ovsem dalsi vyvoj metody je nutny pro optimalizaci postupl a zajisténi efektivnosti

Vv prostredich s riznym klimatem.

2.7.3 Rozklad strigolaktonii v piidé pred stimulaci semen

Jak bylo zminéno, strigolaktony mohou velice snadno podléhat hydrolyze, a to predevSim
v bazickém pH. Ukazalo se vSak, Ze tato z pohledu aplikaci negativni vlastnost mize byt
I ku prospéchu. Nebot’ v okamziku, kdy jsou strigolaktony vylouc¢eny kofenovym systémem
do pudy 0 zasaditém pH, dochazi k jejich relativné rychlému rozkladu. Diky tomu nemohou
pak tyto latky stimulovat kliceni semen parazitti.

Aby mohla byt tato mySlenka uskutecnéna, je potteba znat biologicky polocCas
rozpadu daného strigolaktonu. Profesor Zwannenburg pozoroval, Ze jeho hodnota vyrazné
klesa s rostoucim pH, a Ze rovnéz zavisi na struktuie strigolaktonu (Kannan a Zwannenburg,
2014; Kannan a kol., 2015; Mangus a Zwannenburg, 1992). Byly tedy provadény
experimenty strigolaktonovych analog GR24 a Nijmegen-1 s riznymi bazickymi roztoky.
Jako nejefektivnéjsi deaktivatory téchto latek se ukazal roztok tetraboritanu sodného (borax)
0 pH 9,2-9,3 a roztok thiomocoviny, ktera je silnym nukleofilnim ¢inidlem, a tudiz zptisobi
hydrolyzu strigolaktonii pfesn¢ podle diive navrZzeného mechanismu (Obr. 13). Pfi
laboratornich pokusech s rajcaty bylo prokézano, Ze pouziti, téchto dvou roztoki je velice
efektivnim a levnym feSenim kontroly klieni parazitického plevele, a navic pokud
koncentrace téchto roztokll nepfesahne hodnotu 5 mM, nejsou toxické pro ostatni rostliny.
Nevyhodou této metody je nutnost opakovaného pouziti uvedenych roztoki, coz vede k

postupnému zvySovani pH piidy a jejimu nadmérnému hnojeni.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Pouzité chemikalie byly zakoupeny od firem Sigma Aldrich, VWR, Litolab, Lachner
a Penta. Pro organickou syntézu byly pouzity tyto latky: ethyl acetat (EtOAc), petrolether
(PE), aceton, chloroform (CHClIs), deuterovany chloroform (CDCls), deuterovany dimethyl
sulfoxid (DMSO-ds) dichlormethan (DCM), acetonitril (MeCN), uhli¢itan draselny
(K2CO3), bromcyklopentan, 2-brompropan, N-bromsukcinimid (NBS), azobisisobutyronitril
(AIBN), tetrahydroboritan sodny (NaBHa4), tetrachlormethan (CCla), tetrahydrofuran (THF),
ethyl chlorformiat, hydrid sodny (NaH), siran sodny bezvody, chlorid sodny (NaCl),
diethylether (Et.O), tetrahydridohlinitan litny (LiAIH4), kyselina chlorovodikova,
jodmethan, di-t-butyloxykarbonyl (Boc20), hydroxid sodny (NaOH), triethylamin (TEA),
fenylacetaldehyd, acetaldehyd, methanol (MeOH), jodid draselny (KI), hydrogenuhli¢itan
sodny, formamid, benzylamin, anilin, 0-methoxyanilin, m-methoxyanilin, p-methoxyanilin,
chlorid amonny, 25% vodny roztok amoniaku, N-methyl-p-kyanoanilin, m-kyanoanilin,
methoxid sodny (MeONa), paraformaldehyd, morfolin, benzen, pentan, benzofenon, sodik
(Na), hydrid vapenaty (CaHz). Tetrahydrofuran (THF) byl susen nad sodikem (Na)
v piitomnoti indikatoru benzofenonu. Dichlormethan a acetonitril byl susen nad hydridem
vapenatym a oddestilovany. Ostatni rozpoustédla byla suSena pomoci aktivovaného
molekulového sita (3A).

Pro biologické testovani bylo pouzito téchto chemikalii: Triton X-100, Savo, sterilni
voda, 100 mM HEPES (pH 7,5), Plant preservative mixture (PPM™) od firmy Plant Cell
technology, aceton, sterilni agarosa, MTT 5g/1, lyza¢ni roztok (10% (v/v) Triton X-100 a
0,04% (v/v) HCI v isopropanolu).

3.2 Biologicky material
Biologické testovani ptipravenych slou¢eniny bylo provadéno na semenech parazita Striga

hermonthica (Sudan 2007, hostitelska rostlina neznama) a Phelipanche ramosa (Francie

2015, hostitelska rostlina — brukev fepka (Brassica napus)).

3.3 Metody

Pribéh reakci byl sledovan pomoci tenkovrstevné chromatografie (TLC) na hlinikovych

deskach od firmy Merck (Silikagel 60 WF 254). Pro ¢isténi produktti bylo vyuzito silikagelu
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od firmy Sigma Aldrich (velikost &astic 230-400 mesh; velikost port 60 A). Pripravené
slouceniny byly analyzovany pomoci metody nuklearni magnetické rezonance (NMR).
Jednotliva spektra byla ziskana pfi frekvenci 125 MHz (*3C) a 500 MHz (*H) na pistroji
JEOL 500 ECA od firmy JEOL Ltd. K méfeni byla pouzita tato rozpoustédla: deuterovany
dimethylsulfoxid (DMSO-de) a deuterovany chloroforom (CDCIl3). Chemické posuny byly
kalibrovany na konkrétni rozpoustédlo (5'H (DMSO-ds) = 2.45 ppm; $*C (DMSO-ds) =
40.11 ppm; 8'H (CHCI3) = 7.25 ppm; 8 *3C (CDCls) = 77.2 ppm). Cistota latek byla
stanovena s vyuzitim metody HPLC (150 mm x 2,1 mm, 5 pm, Symmetry C18, Waters)
s UV detektorem. Hmotnostni spektra byla zméfena na pfistroji Q-TOF MICRO (Waters) a
pfipadn¢ GC-MS methodou na piistroji Thermo-Finnigan TraceGC ultra s hmotnostnim
spektrometrem Thermo-Finnigan Polaris Q. K odpafeni rozpoustédel bylo vyuZito
vakuovych odparek od firmy Heidoplh Instruments. Syntéza s vyuZitim mikrovln probihala
vV mikrovlnném reaktoru CEM Discover SP. Bromace furanont byla provadéna pti vinové
délce 365 nm s vyuzitim UV lampy UVP BLAK-RAY™ B-100AP (100 W). Semena
parazitickych rostlin byla inkubovédna v termostatu INOVA 42. Elementarni analyza byla
provadéna na pfistroji Thermo Finnigan Flash-1112 series EA. Absorbance vyklicenych

semen byla ziskana pomoci multidetekéniho readeru Synergy H1 od firmy BioTek.
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3.4 Syntéza novych strigolaktonovych mimetik

3.4.1 Priprava sekundarnich amint

3.4.2.1 Piiprava N-methylanilinu (postup A)

Boc
NH, “NH SNH
DMAP NaH
+ BOCZO —» + —| —>
MeCN THF, 70°C
Produkt 1 Produkt 2

Schéma 1 — Schéma piipravy N-methylanilinu.

Do vysusené dvouhrdlé banky s argonem byl postupné pfidan anilin (160 mmol), suchy
acetonitril (160 ml) a Boc2O (240 mmol). Po 5 minutach michani byl k roztoku pfidan
DMAP (16 mmol) a reakce byla michana pii laboratorni teploté po dobu 4 hodin. Jeji pribéh
byl sledovan pomoci TLC. Po 4 hodinach byla k reakéni smési pfidana 1 M kyselina
chlorovodikova (100 ml). Reak¢éni smés byla extrahovana ethyl acetaitem (3 x 40 ml).
Spojené organické faze byly protiepany nasycenym roztokem chloridu sodného (2 x 40 ml)
a poté vysuSeny bezvodym siranem sodnym a zfiltrovany. Rozpoustédlo bylo odpafeno na
vakuové odparce. Surovy produkt (Produkt 1) (Schéma 1) byl rekrystalizovan z ethyl
acetatu.

Do vysuSené dvouhrdlé banky s argonem byl ptidan hydrid sodny (3 mmol) a suchy
tetrahydrofuran (10 ml). Po chvili michani byl k roztoku pfidan Produkt 1 (2,5 mmol)
a za 10 minut nasledn¢ jodmethan (2,75 mmol). Reakce byla zahtata na teplotu 70 °C,
michana pfi této teploté 3 hodiny a jeji pribéh byl kontrolovan pomoci TLC (PE : EtOAc;
1:1). Poté byla reak¢éni smés ponechana zchladnout na teplotu mistnosti a byla k ni pomalu
ptikapavana 6 M kyselina chlorovodikova (9 ml). Pak byla reakéni smés opét zahtata
nateplotu 70 °C apfi této teplot¢ michana 2 hodiny. Po zchladnuti byla reakce
zneutralizovana 1 M hydroxidem sodnym na pH 7. Reakéni smés byla extrahovédna
diethyletherem (3 x 10 ml). Spojené organické faze byly protfepany nasycenym roztokem
chloridu sodného (2 x 10 ml), vysuSeny bezvodym siranem sodnym a zfiltrovany.
Rozpoustédlo bylo odpafeno na vakuové odparce. Surovy produkt (Produkt 2) (Schéma 1)
byl ptecistén na sloupcové chromatografii (silikagel; petrolether : ethyl acetat; 10:1 — 3:1;

Rf (e : Et0Ac; 1:1) = 0,75) (Kim a kol., 1975)
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3.4.2.2 Priprava N-methylbenzylaminu (postup B)

2T
2T

NH,
N
0 N LiAlH,
+ — —_—
)J\NH 80 °C, MW 0 THF, 70 °C
2

Produkt 3 Produkt 4
Schéma 2 — Schéma piipravy N-methylbenzylaminu.

Do reakéni zkumavky byl pfidan benzylamin (1 mmol) a formamid (1 mmol). Reakéni
zkumavka byla vlozena do mikrovinného reaktoru a reakéni smés byla michana po dobu
30 minut pfi teploté 80 °C Maximalni tlak byl nastaven na 260 PSI (18 bard) a maximalni
vykon na 300 W. Poté byla kyveta vyjmuta z reaktoru a reakéni smes byla ptelita z reakéni
zkumavky do jednohrdlé baiiky. Reakéni smés byla michana pii teploté 80 °C pies noc.
Ziskany surovy produkt (Produkt 3) (Schéma 2) byl vy¢istén na sloupcové chromatografii
(silikagel; dichlormethan : ethyl acetat; 15:1 — 4:1; Rf (pe : etoac; 1:1) = 0,5).

Produkt 3 (15 mmol) rozpustény v suchém tetrahydrofuranu (40 ml) byl pfidan
do dvouhrdlé vysusené baiky s argonem. Reakéni smés byla michana po dobu 10 minut pfi
teploté 0 °C a poté k ni byl po ¢astech ptidan tetrahydridohlinitan litny (45 mmol). Roztok
byl nésledné zahtivan pfti teplot€¢ 70 °C po dobu 2 hodin. Pribéh reakce byl kontrolovan
pomoci TLC (PE : EtOAC; 3:1). Po odreagovani byla reakéni smés zchlazena na teplotu 0
°C a byl kni pfikapavan nasyceny roztok chloridu amonného (15 ml). Roztok byl poté
zfiltrovan a reak¢ni smés byla extrahovana dichlormethanem (2 x 40 ml). Spojené organické
faze byly protfepany nasycenym roztokem chloridu sodného (2 x 20 ml), vysuSeny
bezvodym siranem sodnym a zfiltrovany. Rozpoustédlo bylo odpafeno na vakuové odparce.
Surovy produkt (Produkt 4) (Schéma 2) byl vycistén na sloupcové chromatografii
(silikagel; dichlormethan : ethyl acetét : 25% vodny roztok amoniaku; 3:1:0,01 — 0:1:0,05;
Rf (e : et0Ac; 1:1) = 0,5) (Lebleu a kol., 2014).
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3.4.2.3 Priprava N-methylanizidind (postup C)

Produkt 5 Produkt 6

Schéma 3 — Schéma pripravy N-methylanizidinii.

Do vysuSené dvouhrdlé banky s inertni atmosférou (argon) byl pfidan suchy tetrahydrofuran
(80 ml). Rozpoustédlo bylo ochlazeno v ledové lazni na teplotu 0 °C a byl ptidan
methoxyanilin (24 mmol) a hydrid sodny (34 mmol). Po 10 minutach michani byl k roztoku
ptfidan ethyl chlorformiat (29 mmol). Po dalSich 5 minutich byla odstranéna ledova lazen
a reakéni smes byla ohfata na laboratorni teplotu. Reakce probihala az do uplné konverze
(4 h) a jeji prabéh byl kontrolovan pomoci TLC (PE : EtOAc; 3:1). Nasledné byla reakéni
smés znovu ochlazena v ledové 1azni na teplotu 0 °C a byla k ni pfikapana voda (40 ml).
Reakéni smés byla dale extrahovana diethyletherem (3 X 40 ml). Spojené organické faze
byly prottepany nasycenym roztokem chloridu sodného (2 x 30 ml), vysuSeny bezvodym
siranem sodnym a zfiltrovany. Rozpoustédlo bylo odpafeno prostfednictvim vakuové
odparky a surovy produkt (Produkt 5) (Schéma 3) byl vy¢istén sloupcovou chromatografii
(silikagel; petrolether : ethyl acetat; 15:1 — 5:1; Rf (pe : et0ac; 3:1) = 0,45).

Produkt 5 (18 mmol) byl dan do vysusené dvouhrdlé barnky s argonem. Nasledné
k nému byl pfidan suchy diethylether (80 ml). Roztok byl zchlazen v ledové 14zni na teplotu
0 °C a po 10 minutach michani byl pomalu pfidan tetrahydridohlinitan litny (36 mmol).
Nésledné byla ledova lazen odstranéna a reakéni smés byla ponechdna se ohfat na
laboratorni teplotu. Reakéni smés byla michana 4 hodiny a jeji prib¢h byl sledovan pomoci
TLC (PE : EtOAc; 4:1). Poté byla reakéni smés opét zchlazena v ledové lazni na teplotu O
°C abyla k ni pomalu ptikapavana 1 M kyselina chlorovodikova (40 ml). Reak¢ni smés byla
extrahovana diethyletherem (3 x 40 ml). Spojené organické faze byly protfepany nasycenym
roztokem chloridu sodného (2 x 30 ml), poté vysuSeny bezvodym siranem sodnym a

zfiltrovany. Rozpoustédlo bylo odpateno na vakuové odparce a surovy produkt (Produkt 6)
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(Schéma 3) byl ptecistén na sloupcové chromatografii (silikagel; petrolether : ethyl acetat;

10:1 — 5:1; Rf (e : Et0Ac; 3:1) = 0,38) (Wesely a Swoboda, 1951).

3.4.2.4 Piiprava N-methyl-m-kyanoanilinu (postup D)

NH, SNH

NaBH,
+ (CH,0), + MeONa >
MeOH, 70 °C
CN CN

Schéma 4 — Schéma pripravy N-methyl-m-kyanoanilinu.

Do vysusené banky s argonem byl pfidan suchy methanol (13,5 ml), methoxid sodny
(1,25 mmol), m-kyanoanilin (2,5 mmol) a parformaldehyd (3,5 mmol). Reakéni smés byla
michéana po dobu 5 hodin pfi laboratorni teploté a poté byla zchlazena na 0 °C. Nasledné byl
po castech piidan tetrahydridoboritan sodny (2,5 mmol). Roztok byl dale michan pfi teploté
70 °C po dobu 20 minut. Poté byla reakéni smés ponechdna zchladnout laboratorni teplotu
a byl kni ptikapan 10% hydroxid sodny (15 ml). Reak¢éni smés byla extrahovana ethyl
acetatem (2 X 15 ml). Spojené organické faze byly protfepany nasycenym roztokem chloridu
sodného (2 x 15 ml), poté vysuseny bezvodym siranem sodnym a zfiltrovany. Rozpoustédlo
bylo odpafeno na vakuové odparce. Surovy produkt byl vyciStén na sloupcové
chromatografii (silikagel; petrolether : ethyl acetat; 15:1 — 3:1; Rf (pe: Etoac; 3:1) = 0,4)
(Barluenga a kol., 1984).

3.4.2.5 Priprava N-benzylanilinu, N-ethylanilinu a N-ethylbenzylaminu
(Postup E)

UL o
n 0 TEA, NaBH, (M R
+ R >
H MeOH, r.t.
n=0;R=Ph n=0; R =CH,Ph
n=0;R=H n=0;R=CH;3CH,
n=1,R=H

n=1; R =CH,CH,

Schéma 5 — Schéma pripravy N-benzylanilinu, N-ethylanilinu a N-ethylbenzylaminu.
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Do vysuSené jednohrdl¢ baiky s argonem byl pfidan suchy methanol (3,6 ml), anilin
(4,7 mmol), aldehyd (4,7 mmol) a triethylamin (6,6 mmol). Reak¢éni smés byla michana
4,5 hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byl roztok ochlazen v ledové 1azni na teplotu 0 °C
a byl k nému pomalu ptikapavan tetrahydridoboritan sodny (4,7 mmol). Reakéni smés byla
michana dalSich 10 minut pii teploté 0 °C a nasledné 30 minut pii laboratorni teploté. Déle
byla k reakéni smési piikapana voda (5 ml). Reak¢éni smés byla extrahovana hexanem
(2x 10 ml). Spojené organické faze byly protiepany s nasycenym roztokem chloridu
sodného (2 x 10 ml), vysuSeny bezvodym siranem sodnym a zfiltrovany. Rozpoustédlo bylo
odpafeno pomoci vakuové odparky a surovy produkt byl pfeCistén na sloupcové

chromatografii (silikagel; petrolether : ethyl acetat; 15:1 — 3:1; Rf (pe : Et0Ac; 3:1) = 0,45).

3.4.2.6 Priprava N-isopropylanilinu a N-cyklopentylanilinu (Postup F)

R

NH, NH
Kl
+ R—Br >
MecCN, 170 °C, MW
R = isopropyl
cyklopentyl

Schéma 6 — Schéma pripravy N-isopropalaminu a N-cyklopentylaminu.

Do reakéni zkumavky byl ptidan bezvody acetonitril (15 ml), anilin (6,3 mmol), bromalkyl
(2,2 mmol) a jodid draselny (0,53 mmol). Reakéni zkumavka byla vlozena mikrovinného
reaktoru a reakéni smés byla michana po dobu 15 min pfi teploté 170 °C. Maximalni tlak
byl nastaven na 250 PSI (17 barlt) a maximalni vykon na 300 W. Po ukonceni zahtivani byla
reak¢ni zkumavka vyjmuta z reaktoru a k reak¢éni smési byl prilit dichlormethan (2 x 10 ml).
Organicka faze byla nejprve protiepana nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho
(2x10ml) a poté nasycenym roztokem chloridu sodného (2 x 10 ml). Nasledné byla
organickd faze vysuSena bezvodym siranem sodnym a zfiltrovana. Rozpoustédlo bylo
odpareno na vakuové odparce. Surovy produkt byl vycistén na sloupcové chromatografii
(silikagel; petrolether : ethyl acetat; 15:1 — 8:1; Rf (pe: Etoac; 1:1) = 0,6) (Romera a kol.,
2004).
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3.4.2 Priprava bromfuranont

3.4.2.1 Redukce anhydridu (Postup G1)

Schéma 8 — Schéma redukce anhydridu.

Do vysuSené baiiky s inertni atmosférou (argon) byl dadn anhydrid (1 mmol) a nésledné
suchy tetrahydrofuran (100 ml). Roztok byl zchlazen v ledové lazni na 0 °C. Poté byl
k reakéni smési piidan tetrahydridoboritan sodny (2,5 mmol). Reakéni smés byla michana
pti teploté¢ 0 °C a kontrolovana pomoci TLC (PE : EtOAc; 1:1) az do tplné konverze
(3 hodiny). Po tiech hodinach byla k reak¢éni smési piidana voda (50 ml). Nasledné byla
reakéni smées okyselena kyselinou chlorovodikovou na pH 1. Produkt byl extrahovéan ethyl
acetatem (2 X 50 ml). Spojené organické faze byly protfepany nasycenym roztokem chloridu
sodného (2 x 40 ml), nésledné¢ vysuSeny bezvodym siranem sodnym a zfiltrovany.
Rozpoustédlo bylo odpafeno na vakuové odparce a surovy produkt byl vyciStén

na sloupcové chromatografii (silikagel; petrolether : ethyl acetat, 1:1; Rf pe : etoac; 1:1)= 0,5).

3.4.2.2 Redukce anhydridu (Postup G2)

0 NBS, AIBN 0
0 > 0
S ccly, 105°C, UV S
R R

R=CHy; H

Schéma 8 — Obecné schéma bromace furanonu.

Do vysuSené dvouhrdlé banky s argonem byl pfidan tetrachlormethan (100 ml) a nasledné
furanon (19 mmol) (Matsuo a Shindo, 2011). Po chvili michani byl k roztoku ptidan AIBN
(0,115 mmol) a NBS (21 mmol). Reakéni smés byla zahiata v olejové lazni na 105 °C
a ozarovana UV lampou (vlnova délka 365 nm). Pritbéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC

(PE : EtOAc; 1:1) az do uplné konverze. Po ukonceni reakce byl roztok ochlazen na 0 °C
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a po 20 minutach zfiltrovan. Tetrachlormethan byl odpafen na vakuové odparce. Ziskany
produkt byl vycistén na sloupcové chromatografii (silikagel; petrolether : ethyl acetat;

4:1 — 1:1; Rf (e : EtoAc; 1:1) = 0,5).

3.4.3 Priprava dusikatych strigolaktonovych mimetik

(Postup H1)

RZ
B |
"\O R1-NH-R? RN\ -0
o " 0
—y —
R DCM, r.t. R
R = H; CH,

Schéma 9 — Schéma pripravy strigolaktonovych mimetik — bez pouziti baze.

Do vysusené dvouhrdlé bailkky sargonem byl pfidan suchy dichlormethan (15 ml),
bromfuranon (1 mmol) a sekundarni amin (1,5 mmol). Reakce probihala 6 hodin
za laboratorni teploty a jeji pribéh byl kontrolovan pomoci TLC (PE : EtOAc; 1:1).

Po skonceni reakce byl dichlormethan odpaten na vakuové odparce.

(Postup H2)

R2
B N
r 1
° RL-NH-RZ, TEA R ©
- Sy
R DCM, r.t. R
R = H; CH,

Schéma 10 — Schéma pripravy strigolaktonovych mimetik — S pouzitim triethylaminu.

Do vysuSené dvouhrdlé banky byl pfidan dichlormethan (10 ml) a triethylamin (2 mmol).
Po chvili michani byl k roztoku pfidan bromfuranon (I mmol) a sekundarni amin

(1,5 mmol). Reakce probihala 24 hodin za laboratorni teploty. Jeji prub¢h byl sledovan
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pomoci TLC (PE: EtOAc; 3:1). Po 24 hodinach bylo na vakuové odparce odpaieno

rozpoustédlo.

(Postup H3)

R2
B N
r .
0 1 2 Rl 0
o RUNH-R%K,CO, o
~ —_— ~
R DCM, r.t. R
R=H; CH,

Schéma 11 — Schéma pripravy strigolaktonovych mimetik — S pouZitim uhlicitanu draselného.

Do vysuSené dvouhrdlé bariky sargonem byl piidan suchy dichlormethan (10 ml),
bromfuranon (1 mmol), sekundarni amin (1,5 mmol) a uhli¢itan draselny (1,1 mmol).
Reakce probihala pfi laboratorni teploté a byla kontrolovana pomoci TLC (PE : EtOAC; 3:1)
az do uplné konverze. Nasledné byla k reakéni smési ptidana voda (10 ml) a reak¢éni smés
byla extrahovédna dichlormethanem (2 x 10 ml). Spojené organické faze byly protfepany
nasycenym roztokem chloridu sodného (2 x 10 ml), poté vysuSeny bezvodym siranem
sodnym a zfiltrovany. Dichlormethan byl odpafen na vakuové odparce. Dimethylové
produkty (R = CHz3) byly vycistény na sloupcové chromatografii (silikagel; petrolether :
ethyl acetat; 15:1 — 3:1; Rf pe : Et0Ac; 1:1) = 0,4 — 0,6). Monomethylové produkty (R = H)
byly rozpustény v ethyl acetatu, zfiltrovany a odpafeny na vakuové odparce. Surové
produkty byly rekrystalovany ze smési benzen : petan (Rf (e : etoac; 1:1) = 0,3 — 0,6) (Fukui a
kol., 2011).

3.5 Biologické testovani pripravenych slou¢enin

Biologické testovani bylo provadéno na semenech parazitd Striga hermonthica

a Phelipanche ramosa podle standardizovaného protokolu (Pouvreau a kol., 2013).

3.5.1 Sterilizace a kondicionace semen
Do 25 ml plastové falkony byl pfidan 100% Triton X-100 (250 pl) a 10% Savo (5 ml).

Zkumavka byla doplnéna sterilni vodou do 25 ml. Do ¢isté kadinky byla navazena semena
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parazitické rostliny (250 mg). K sementim byl nalit steriliza¢ni roztok a vznikla suspenze
byla michdna 5 minut pfi laboratorni teploté. Poté byl ve flowboxu ptes fritu odsat
sterilizacni roztok a semena byla promyta sterilni vodou (10 x 20 ml). K semeniim bylo
ptidano 15 ml sterilni vody a roztok se semeny byl pielit do 50 ml plastové falkony. Falkona
byla doplnéna do 50 ml sterilni vodou. K roztoku se semeny byl piidan HEPES
(na koncentraci 1 mM) a PPM (50 ul). Falkona byla zatazena parafilmem, zabalena
do alobalu a vlozena do inkubatoru. Semena parazitické rostliny S. hermonthica byla
inkubovana 4 dny pfi teploté 27 °C. Semena parazitické rostliny P. ramosa byla inkubovana
8 dni pfi teploté 21 °C.

3.5.2 Distribuce a stimulace semen

Po uplynuti doby inkubace byla z falkony se semeny odlita polovina média. Ke zbylé ¢asti
média byla pfilita sterilni 0,1% agarosa (25 ml), pfidan HEPES (na koncentraci 1 mM)
a PPM (50 pl).

Dale byly ptipraveny zasobni roztoky testovanych latek. Kazda z testovanych latek
byla rozpusténa v acetonu (vysledna koncentrace roztoku 1072 M; u pozitivni kontroly GR24
vysledna koncentrace 10 M). Nasledné byly vzniklé roztoky 100x zfedény sterilni vodou.

Nasledné byla ptipravena zied'ovaci 96-jamkova desticka. Do celé desky kromé fady
A Dbylo napipetovano opakovaci pipetou 90 pl 1% acetonu. Do jamek A1-A3 bylo
napipetovano automatickou pipetou 90 pl 1% acetonu a 10 pl standardu GR24. Do jamek
A4-A12 bylo napipetovano 100 ul testovanych latek. Na 8-kanalovou pipetu bylo nasazeno
jen 6 sterilnich Spicek a vzdy 10 pl roztoku bylo piepipetovano do nésledujici jamky (A4 do

Do vSech jamek cisté 96-jamkové desky bylo opakovaci pipetou napipetovano
50 ul suspenze semen. Automatickou pipetou bylo k semenim piipipetovano
10 pl testovanych latek ze zied’ovaci desky a 40 ul sterilni vody. Pfipravena deska byla
zatazena parafilmem a opét vloZzena do inkubatoru. Semena parazitické rostliny
S. hermonthica byla inkubovana 4 dny pii teplot¢ 27 °C. Semena parazitické rostliny
P. ramosa byla inkubovéna 4 dny pfi teploté 21 °C.

3.5.2 Pridani MTT

Po uplynuti doby inkubace bylo ve flowboxu do vSech jamek 96-jamkové desky se semeny

napipetovano opakovaci pipetou 10 pl roztoku MTT (5 g/l). Deska byla zatazena parafilmem
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a vloZena do inkubatoru. S. hermonthica byla inkubovana 1 den pfi teploté 27 °C. Semena

parazitické rostliny P. ramosa byla inkubovana 1 den pfi teploté 21 °C.

3.5.3 Pridani lyza¢niho roztoku a méreni absorbance

Po uplynuti doby inkubace bylo pod binokularni lupou spocitdno procento vykli¢enych
semen V jamkach s pozitivni kontrolou GR24 a celkovy pocet semen Vv 10-ti ndhodné
vybranych jamkach. Nasledné bylo do vSech jamek piidano 100 pl lyza¢niho roztoku.
96-jamkova deska byla zatazena parafilmem a vloZena do inkubdtoru. Semena obou
parazitickych rostlin byla inkubovana pfi teploté 21 °C po dobu 24 hodin.

Nasledn¢ byl na spektrofotometru ve vSech jamkéch zméfen rozdil absorbanci
570 a 690 nm. Z naméfenych hodnot u kontroly GR24 byl v programu MS Office Excel
2016 vytvoten graf zavislosti rozdilu absorbanci naprocentu vykli¢enych semen
a vytvorena kfivka linearni regrese. Z vytvotreného grafu byla ziskdna rovnice pro vypocet

procenta vyklicenych semen z namétenych hodnot rozdilu absorbanci.
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4 Vysledky

4.1 Syntéza strigolaktonovych mimetik
Dle postupii uvedenych v kapitole 3.4 byly pfipraveny vychozi latky — sekundarni aminy
(34-44), bromfuranony (45, 46) a strigolaktonova mimetika (47-74).

Tert-butyl-fenylkarbamat (32)

o Postup A, vytézek: 93 %, bila pevna amortni latka.

j\oJ\NH 'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.42 (s, 9H; 3 x CH3); 6.87 —
6.91 (m, 1H, Har);7.15—-7.22 (m, 2H, 2 X Har); 7.35 - 7.41 (m,
2H, 2x Har); 9.27 (bs, 1H, NH).
MS (ES+; m/z, %): 194.31 [M+1] (100).
HPLC ¢istota: 99 %.
Bod tani: 133-138 °C, literatura 134-137 °C (Navas a kol.,
1998).

N-benzylformamid (33)

Postup B, vytézek: 89 %, zluta kapalina.

'H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm): 4.23 (s, 2H, CH2); 6.47 (bs,
1H, NH); 7.22 (d, J = 7.3 Hz, 1H, Har); 7.25 (d, J = 8.2 Hz, 2H,
2 X Har); 7.31 (t, J =7.5 Hz, 2H, 2 X Hay).

13C (DMSO-dg, 125 MHz) & (ppm): 42.9 (CH.); 126.6 (CHa/);
127.0 (2 x CHar); 128.2 (2 x CHar); 140.9 (Cgar); 158.1 (C=0).
MS (ES+; m/z, %) 136.21 [M+1] (100).

HPLC ¢istota: 100 %.

2T

o=/

N-methylanilin (34)

Postup A, vytézek: 67 %, zluté kapalina.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 2.84 (m, 3H, N-CHj3); 3.72 (bs,
1H, NH); 6.61 —6.64 (m, 2H, 2 X Har); 6.70—6.74 (m, 1H, Har);
7.18 —7.22 (m, 1H, Ha).

/

NH
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N-methylbenzylamin (35)

2T

MS (ES+; m/z, %): 108.04 [M+1] (96).
HPLC cdistota: 99 %.

Postup B, vytézek 91 %, svétle zelend pevna amorfni latka.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.43 (bs, 1H, NH); 2.45 (s, 3H,
N-CHz3); 3.74 (s, 2H, CH2); 7.22 — 7.35 (m, 5H, 5 X Hay).

13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 36.0 (CH3); 56.0 (CH.); 126.9
(CHar); 128.1 (2 x CHar); 128.3 (2 x CHar); 140.1 (Cqgar).

MS (ES+; m/z, %): 122.23 [M+1] (100).

HPLC cistota: 98 %.

N-methyl-o-methoxyanilin (36)

~N

@O\

Postup C, vytézek: 86 %, pevna bila amorfni latka.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 2.87 (s, 3H, N-CHs); 3.85 (s,
3H, O-CHj3); 4.39 (bs, 1H, NH); 6.61 — 6.64 (m, 1H, Har); 6.70
—6.71 (m, 1H, Har); 6.77 — 6.79 (m, 1H, Har); 6.89 — 6.93 (m,
1H, Ha).

13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 30.5 (N-CHs3); 55.4 (O-CHg);
109.3 (CHar); 109.6 (CHar); 116.5 (CHAar); 121.4 (CHar); 139.3
(Cgar); 147.0 (Cqar).

MS (ES+; m/z, %): 137.99 [M+1] (48).

HPLC cistota: 94 %.

N-methyl-m-methoxyanilin (37)

~N

Q.

Postup C, vytézek: 81 %, pevna bila amorfni latka.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 2.84 (s, 3H, N-CHs); 3.76 (bs,
1H, NH); 3.82 (s, 3H, O-CHzs); 6.21 — 6.36 (m, 3H, 3 X Har);
7.13-7.18 (m, 1H, Ha).
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13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 30.8 (N-CHj3); 55.2 (O-CHj);
98.4 (CHar); 102.4 (CHar); 105.80 (CHar); 130.1 (CHar); 151.0
(Cgar); 161.0 (Cqar).

MS (ES+; m/z, %): 137.98 [M+1] (48).

HPLC cistota: 100 %.

N-methyl-p-methoxyanilin (38)

NH

Postup C, vytézek: 86 %, pevna bild amorfni latka.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 2.81 (s, 3H, N-CHs); 3.50 (bs,
1H, NH); 3.78 (s, 3H, O-CHj3); 6.59 — 6.65 (m, 2H, 2 X Ha);
6.83 - 6.88 (m, 2H, 2 X Har).

13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 31.6 (N-CHj3); 55.9 (O-CHj);
113.7 (2 x CHar); 115.0 (2 x CHar); 144.0 (Cgar); 152.1 (Cqar).
MS (ES+, m/z, %): 137.98 [M+1] (48).

HPLC ¢istota: 100 %.

N-methyl-m-kyanoanilin (39)

&

CN

Postup D, vytézek, 68 %, bezbarva kapalina.

'H (CDCIs, 500 MHz) § (ppm): 2.71 — 2.77 (m, 3H, N-CHj3);
4.21 (bs, 1H, NH); 6.70 —6.75 (m, 2H, 2 X Har); 6.84 — 6.86 (m,
1H, Har); 7.15 (t, J = 7,64 Hz, 1H, Har).

13C (CDCl3, 125 MHz) & (ppm): 30.2 (N-CHs); 112.5 (CN);
114.2 (CHar); 117.0 (CHar); 119.9 (CHar); 120.1 (CHar); 129.9
(Cgar); 149.7 (Cqar).

MS (ES+, m/z, %): 133.06 [M+1] (100).

HPLC cistota: 100 %.
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N-benzylanilin (40)

HN

O

N-ethylanilin (41)

H

i

N-ethylbenzylamin (42)

Postup E, vytézek 83 %, bezbarva kapalina.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 4.11 (bs, 1H, NH); 4.36 (s, 2H,
N-CH); 6.68 —6.70 (m, 2H, 2 X Har); 6.76 — 6.79 (m, 1H, Har);
7.21—7.47 (m, 7H, 7 X Hay).

MS (ES+, m/z, %): 184.43 [M+1] (100).

HPLC cistota: 95 %.

Postup E, vytézek 46 %, zluta kapalina.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.28 (t, J = 7,03 Hz, 3H, CH»-
CHs); 3.18 (g, J = 7,34 Hz, 2H, N-CHy); 3.54 (bs, 1H, NH);
6.63 —6.65 (m, 2H, 2 x Har); 6.71 - 6.75 (m, 1H, Har); 7.19 —
7.23 (m, 2H, 2 X Har).

13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 15.0 (CH3); 38.5 (CH>); 112.8
(2 x CHar); 117.3 (CHar); 129.3 (2 x CHar); 148.5 (Cqar).
MS (ES+, m/z, %): 121.96 [M+1] (100).

HPLC cistota: 95 %.

Postup E, vytézek: 53 %, zluta kapalina.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.27 (t,J = 7,03 Hz, 3H, N-CH-
CHa); 1.52 (bs, 1H, NH); 2.66 (g, J = 7,03 Hz, 2H, N-CHy); 3.77
(s, 2H, Ph-CHy); 7.21 — 7.35 (m, 5H, 5 X Har).

13C (CDCls; 125 MHz) 8 (ppm): 15.1 (CH3); 43.7 (N-CH>); 54.0
(Ph-CH2); 126.9 (CHar); 128.2 (2 x CHar); 128.4 (2 X CHar);
140.6 (Cqar).

MS (ES+, m/z, %): 136.13 [M+1] (100).

HPLC cistota: 89 %.
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N-cyklopentylanilin (43)

)4
o

N-isopropylanilin (44)

e

~

Postup F, vytézek: 83 %, zlutd kapalina.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.50 — 1.85 (m, 6H, CH>); 2.09
—2.16 (m, 2H, CHy); 3.70 (bs, 1H, NH); 3.84 — 3.91 (m, 1H,
CH); 6.67 — 6.70 (m, 2H, 2 X Har); 6.76 — 6.79 (m, 1H, Har);
7.24 —7.28 (m, 2H, 2 X Har).

13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 24.2 (2 x CHy); 33.7 (2 X CH>);
54.8 (CH); 113.3 (2 x CHar); 117.0 (CHar); 129.3 (2 x CHar);
148.2 (Cqar).

MS (ES+, m/z, %): 162.19 [M+1] (100).

HPLC cistota: 100 %.

Postup F, vytézek: 76 %, bezbarva kapalina.

!H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.23 (d, J = 6,42 Hz, 6H,
2 X CH3); 3.49 (bs, 1H, NH); 3.61 — 3.68 (m, 1H, CH); 6.59 —
6.62 (M, 2H, 2 X Har); 6.67 —6.71 (m, 1H, Har); 7.16 — 7.20 (m,
2H, 2 X Har).

13C NMR (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 23.1 (2 x CHg); 44.3 (N-
CH); 113.3 (2 x CHar); 117.0 (CHar); 129.4 (2 x CHar); 147.6
(Caar).

MS (ES+, m/z, %): 136.30 [M+1] (100).

HPLC ¢istota: 100 %.

5-brom-3,4-dimethylfuran-2(5H)-on (45)

o)
I{ZO
—

Postup G2, vytézek: kvantitativni, oranZova olejovita kapalina.
'H (CDCls, 500 MHz)  (ppm): 1.88 (s, 3H, O-CH-C-CHj3); 2.09
(s, 3H, C(0)-C-CHg); 6.67 (s, 1H, Br-CH).
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5-brom-3-methylfuran-2(5H)-on (46)

\Ef
(0]
\

Postup G2, vytézek: kvantitativni, oranZova olejovita kapalina.
'H (CDCl3 500 MHz,) 8 (ppm): 2.04 (s, 3H, CH3); 6.73 — 6.76
(m, 1H; Br-CH); 7.14 — 7.19 (m, 1H; C=CH).

3,4-dimethyl-5-(methyl(fenyl)amino)furan-2(5H)-on (47)

o'

Postup H3, vytézek 83 %, bilad pevna amorfni latka.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.90 — 1.91 (m, 3H, O-CH-C-
CHs); 1.97 — 1.98 (m, 3H, C(O)-C-CHs3); 2.69 (s, 3H, N-CHj3);
6.14 (s, 1H, O-CH-N); 6.97 — 7.00 (m, 1H, Har); 7.1 — 7.11 (m,
2H, 2 X Har); 7.28 — 7.32 (m, 2H, 2 X Har).

13C (CDCls; 125 MHz) & (ppm): 8.9 (O-CH-C-CHa); 12.1
(C(O)-C-CHeg); 30.6 (N-CHs); 94.5 (O-CH); 118.1 (2 x CHar);
121.8 (CHar); 127.7 (2 x CHar); 129.3 (Cqar); 149.2 (C-C(0));
154.4 (C-CH-0); 173.1 (C(0)).

MS (ES+, m/z, %): 218.44 [M+1] (100).

HPLC cistota: 100 %.

5-(ethyl(fenyl)amino)-3,4-dimethylfuran-2(5H)-on (48)

o,
O

Postup H3, vytézek 71 %, bezbarva kapalina.

!H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.00 (t, J = 7,03 Hz, 3H, N-CH2-
CHs); 1.86 — 1.87 (m, 3H, O-CH-C-CHz); 1.93 — 1.95 (m, 3H,
C(O)-C-CHs3); 3.00 — 3.06 (m, 1H, N-CH.Hp); 3.27 — 3.33 (m,
1H, N-CH.Hp); 6.02 (s, 1H, O-CH-N); 6.98 — 7.01 (m, 1H, Har);
7.10—-7.14 (m, 2H, 2 X Har); 7.25—-7.29 (m, 2H, 2 X Ha).

13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 8.8 (O-CH-C-CHgs); 12.3
(C(0)-C-CHeg); 14.2 (N-CH2-CHa); 41.6 (N-CHy>); 96.1 (O-CH);
120.8 (2 x CHar); 122.6 (CHar); 127.7 (Cgar); 129.2 (2 X CHar);
146.8 (C-C(0)); 154.4 (C-CH-0); 173.2 (C(0)).

MS (ES+, m/z, %): 232.79 [M+1] (85).

HPLC ¢istota: 96 %.
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5-(isopropyl(fenyl)amino)-3,4-dimethylfuran-2(5H)-on (49)

Postup H3, vytézek 74 %, bezbarva kapalina.
\N( o 'H (CDCI3, 500 MHz) & (ppm): 1.11 (d, J = 6,72 Hz, 3H, N-

©/ L{:o CH-CHa); 1.22 (d, J = 6,72 Hz, 3H, N-CH-CHy); 1.73 (s, 3H,
O-CH-C-CHa); 1.79 (s, 3H, C(0O)-C-CHa); 3.47 (p, = 6,72 Hz,
1H, CH(CHzs)2); 5.86 — 5.88 (m, 1H, O-CH-N); 7.10 — 7.14 (m,
3H, 3 x Har); 7.21 - 7.26 (m, 2H, 2 X Ha).
13C (CDCI3, 125 MHz) & (ppm): 8.7 (O-CH-C-CHj3); 12.4
(C(0O)-C-CHeg); 22.2 (CH-CHs3); 23.2 (CH-CHa3); 52.6 (N-CH);
96.5 (O-CH); 125.5 (2 x CHar); 127.7 (CHAar); 127.9 (2 X CHar);
128.6 (Cgar); 144.2 (C-C(0)); 154.7 (C-CH-0); 173.6 (C(O)).
MS (ES+, m/z, %): 246.90 [M+1] (100).
HPLC cistota: 96 %.

5-((2-methoxyfenyl)(methyl)amino)-3,4-dimethylfuran-2(5H)-on (51)

~ Postup H3, vytézek: 69 %, bild pevna amorfni latka.
L 1H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.87 — 1.88 (m, O-CH-C-CHs);

©/ );Z:O 2,00 - 2.02 (M, C(0)-C-CH); 2.58 (s, 3H, N-CH); 3.86 (s, 3H,
O-CHs); 6.00 (s, 1H, O-CH-N): 6.88 — 6.93 (m, 2H, 2 X Hay):
7.06 — 7.10 (M, 1H, 2 X Ha); 7.21 — 7.23 (m, 1H, Hay).
13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 8.8 (O-CH-C-CHa): 12.1
(C(0)-C-CHa); 32.5 (N-CHa); 55.6 (O-CHs); 96.7 (O-CH);
111.6 (CHa); 121.1 (CHa); 122.83 (CHa); 124.8 (CHa);
127.1 (Cqar); 138.4 (Cga); 152.6 (C-C(O)); 155.1 (C-CH-OY;
173.4 (C(O)).
MS (ES+, m/z, %): 248.85 [M+1] (100).
HPLC cistota: 99 %.
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5-((3-methoxyfenyl)(methyl)amino)-3,4-dimethylfuran-2(5H)-on (52)

|
N 0
O\

Postup H3, vytézek: 71 %, bila pevna amorfni latka.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.89 — 1.90 (m, 3H, O-CH-C-
CHs3); 1.96 — 1.98 (m, 3H, C(O)-C-CHs3); 2.68 (s, 3H, N-CHj3);
3.79 (s, 3H, O-CHpg); 6.15 (s, 1H, O-CH-N); 6.51 — 6.54 (m, 1H,
Har); 6.62 (t, J = 2,14 Hz, 1H, Har); 6.67 — 6.69 (m, 1H, Har);
7.20 (t, J = 8,25 Hz, 1H, Ha).

13C (CDClIs, 125 MHz) & (ppm): 8.8 (O-CH-C-CHg3); 12.0
(C(0)-C-CHg); 30.4 (N-CHg); 55.3 (O-CHgs); 94.2 (O-CH);
104.2 (CHar); 106.5 (CHAar); 110.3 (CHar); 127.7 (CHar); 130.0
(Cqgar); 150.7 (Cgar); 154.3 (C-C(0)); 160.6 (C-CH-0O); 173.0
(C(0)).

MS (ES+, m/z, %): 248.84 [M+1] (100).

HPLC cistota: 99 %.

5-((4-methoxyfenyl)(methyl)amino)-3,4-dimethylfuran-2(5H)-on (53)

Postup H3, vytézek: 76 %, pevna bila amorfni latka.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.87 (s, 3H, O-CH-C-CHj3); 1.97
(s, 3H, C(0)-C-CHg); 2.64 (s, 3H, N-CHz); 3.77 (s, 3H, O-CH3);
5.94 (s, 1H, O-CH-N); 6.82 — 6.85 (m, 2H, 2 X Har); 7.09—7.10
(m, 2H, 2 x Hay).

13C (CDCIs, 125 MHz) & (ppm): 8.8 (O-CH-C-CHj3); 12.1
(C(0)-C-CHg); 34.2 (N-CHg); 55.6 (O-CHs); 96.4 (O-CH);
114.5 (2 X CHar); 121.8 (2 x CHar); 127.6 (Cqar); 142.9 (Cgar);
154.4 (C-C(0)); 155.6 (C-CH-0); 173.2 (C(0O)).

MS (ES+, m/z, %): 248.77 [M+1] (100).

HPLC Cdistota: 97 %.
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3-((3,4-dimethyl-5-0x0-2,5-dihydrofuran-2-yl)(methyl)amino)benzonitril (54)

|
N o)
~
CN

Postup H3, vytézek: 68 %, zluta kapalina.

'H (CDClIs, 500 MHz) & (ppm): 1.88 (s, 3H, O-CH-C-CHz3); 1.96
(s, 3H, C(O)-C-CHs3); 2.68 (s, 3H, N-CHa); 6.11 (s, 1H, O-CH-
N); 7.19-7.21 (m, 1H, Har); 7.26 — 7.31 (m, 2H, 2 X Ha/); 7.34
—7.38 (m, 1H, Ha).

13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 8.9 (O-CH-C-CHz3); 12.0
(C(0)-C-CHpg); 32.2 (N-CHs3); 92.9 (O-CH); 113.2 (CN); 118.9
(Cqar); 120.3 (CHar); 121.5 (CHar); 124.6 (CHar); 128.1 (Cgar);
130.2 (CHar); 149.7 (C-C(0)); 153.8 (C-CH-0); 172.6 (C(0)).
MS (ES+, m/z, %): 243.49 [M+1] (100).

HPLC cistota: 97 %.

4-((3,4-dimethyl-5-oxo0-2,5-dihydrofuran-2-yl)(methyl)amino)benzonitril (55)

Postup H3, vytézek: 83 %, svétle riZzova pevnd amorfni latka.
'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.90 — 1.92 (m, 3H, O-CH-C-
CHs3); 1.97 — 1.99 (m, 3H, C(O)-C-CHj3); 2.75 (s, 3H, N-CHj3);
6.21 (s, 1H, O-CH-N); 7.05 - 7.07 (m, 2H, 2 X Har); 7.56 —7.59
(m, 2H, 2 X Har).

13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 8.9 (O-CH-C-CHgs); 12.0
(C(0)-C-CHpg); 31.7 (N-CHs3); 91.6 (O-CH); 103.3 (CN); 115.9
(2 x CHar); 119.4 (Cqar); 128.4 (Cgar); 133.6 (2 x CHar); 152.3
(C-C(0)); 153.5 (C-CH-0); 172.4 (C(Q)).

MS (ES+, m/z, %): 243.55 [M+1] (100).

HPLC cistota: 99 %.
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5-(benzyl(fenyl)amino)-3,4-dimethylfuran-2(5H)-on (58)

sp=e

Postup H3, vytézek: 68 %, bila pevna amorfni latka.

'H (CDClIs, 500 MHz) & (ppm): 1.82 (s, 3H, O-CH-C-CHj3); 1.87
(s, 3H, C(0)-C-CHz); 4.31 — 4.33 (m, 2H, N-CH); 6.16 (s, 1H,
O-CH-N); 6.97 — 6.99 (m, 1H, Ha/); 7.10 — 7.11 (m, 2H,
2 X Har); 7.17 —=7.31 (m, 7H, 7 X Har).

13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 8.8 (O-CH-C-CHj3); 12.4
(C(0)-C-CHpg); 51.6 (CH2); 95.1 (O-CH); 120.5 (CHar); 122.8
(Cgar); 127.2 (2 x CHar); 127.9 (2 X CHAar); 128.1 (CHar); 128.5
(2 x CHar); 129.2 (2 x CHar); 137.9 (Cgar); 147.4 (C-C(0));
154.4 (C-CH-0); 173.0 (C(0)).

MS (ES+, m/z, %): 294.65 [M+1] (100).

HPLC Ccistota: 100 %.

3,4-dimethyl-5-morpholinofuran-2(5H)-on (59)

Postup H3, vytézek: 46 %, Zluta pevna latka.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.82 (s, 3H, O-CH-C-CHj3); 1.92
(s, 3H, C(0)-C-CHs3); 2.63 —2.68 (m, 4H, 2 x CH>); 3.66 — 3.68
(m, 4H, 2 x CH2); 5.33 (s, 1H, O-CH-N).

13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 8.7 (O-CH-C-CHz3); 12.2
(C(O)-C-CHg); 47.3 (2 x CH2); 66.9 (2 x CH); 98.5 (O-CH);
127.5 (C-C(0)); 153.7 (C-CH-0); 173.1 (C(0)).

MS (ES+, m/z, %): 198.33 [M+1] (100).

HPLC ¢istota: 100 %.

5-(difenylamino)-3,4-dimethylfuran-2(5H)-on (60)

Postup H3, vytézek: 73 %, bild pevna amorfni latka.

'H (CDCls; 500 MHz) & (ppm): 1.67 — 1.69 (m; 3H; O-CH-C-
CHs3); 1.92 -1.93 (m; 3H; O=C-C-CHz); 6.49 (s; 1H; O-CH-N);
7.07 - 7.11 (m; 6H; 6 X Har); 7.26 — 7.29 (m; 4H; 4 X Har).
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13C (CDCIs; 125 MHz) & (ppm): 8.6 (O-CH-C-CHg3); 12.7
(C(0)-C-CHg); 92.6 (O-CH); 124.0 (Cgar); 124.6 (Cgar); 128.5
(CHar); 129.3 (CHar); 145.5 (C-C(0)); 153.7 (C-CH-0); 172.9
(C(O)).

MS (ES+, m/z, %): 280.71 [M+1] (100).

HPLC Ccistota: 100 %.

3-methyl-5-(methyl(fenyl)amino)furan-2(5H)-on (61)

e

Postup H3, vytézek: 73 %, bezbarva kapalina.

IH (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.99 — 2.00 (m, 3H, C(O)-C-
CHs); 2.79 (s, 3H, NH-CH3); 6.31 — 6.33 (m, 1H, O-CH-N);
6.85 — 6.86 (m, 1H, CH=C); 6.96 — 7.00 (m, 1H, Ha); 7.07 —
7.11 (m, 2H, 2 X Hay); 7.27 — 7.31 (m, 2H, 2 X Ha).

13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 10.9 (C(O)-C-CHs); 33.7 (N-
CHa); 92.9 (O-CH); 118.2 (2 x CHar); 121.91 (CHa/); 129.3
(2 x CHar); 134.4 (Cgar); 143.8 (C-C(0)); 148.7 (C-CH-O);
172.8 (C(0)).

MS (El, m/z, %): 203.11 [M+] (65).

Cistota (dle NMR): 90 %.

5-(ethyl(fenyl)amino)-3-methylfuran-2(5H)-on (62)

oo

Postup H3, vytézek: 48 %, zlutohnéda kapalina.

!H (CDCI3 500 MHz) & (ppm): 1.06 (t, J = 7,34 Hz, 3H, N-CH-
CHs); 1.94 - 1.96 (m, 3H, C(O)-C-CHj3); 3.29 (bs, 2H, N-CH>);
6.22—-6.24 (m, O-CH-N); 6.82 - 6.85 (m, 1H, CHs-C-CH); 6.98
—7.01 (m, 1H, Har); 7.20 — 7.15 (m, 2H, 2 X Har); 7.27 — 7.32
(m, 2H, 2 X Har).

MS (El, m/z, %): 217.03 [M+] (85).

Cistota (dle NMR): 95 %.
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5-((2-methoxyfenyl)(methyl)amino)-3-methylfuran-2(5H)-on (65)

\O |
N 0
\ngo
—

Postup H3, vytézek: 31 %, zlutohnéda pevna amortni latka.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.88 — 1.90 (m, 3H, C(O)-C-
CHz3); 2.66 (s, 3H, N-CHs3); 3.78 (s, 3H, O-CH3); 6.11 - 6,13 (m,
1H, O-CH-N); 6.82 — 6.87 (m, 3H, 2 X Har; 1 X C=CH); 6.96 —
7.05 (m, 1H, Har); 7.18 — 7.20 (m, 1H, Hay).

MS (El, m/z, %): 216.99 [M+] (89).

Cistota (dle NMR): 75 %.

5-((3-methoxyfenyl)(methyl)amino)-3-methylfuran-2(5H)-on (66)

|
N 0
O\

Postup H3, vytézek: 81 %, hnéda pevna amorfni latka.

'H (CDCls, 500 MHz) 6 (ppm): 1.83 — 1.84 (m, 3H, C(0)-C-
CHz3); 2.61 (s, 3H, N-CH3); 3,63 (s, 3H, O-CH3); 6.19 (s, 1H, O-
CH-N); 6.35-6.37 (m, 1H, Har); 6.43 — 6.45 (m, 1H, Har); 6.49
—6.53 (m, 1H, Ha/); 6.73 — 6.74 (m, 1H, CH3-C-CH); 7.01 —
7.05 (m, 1H, Har).

13C (CDCls, 125 MHz) 8 (ppm): 10.9 (C(0)-C-CHa); 35.5 (N-
CHz3); 55.3 (O-CHa); 92.6 (O-CH); 104.3 (CHar); 106.7 (CHar);
110.4 (CHar); 130.0 (CHar); 134.4 (Cqgar); 143.7 (Cgar); 150.0
(C-C(0)); 160.6 (C-CH-0); 172.7 (C(0O)).

MS (El, m/z, %): 216.96 [M+] (93).

Elementarni analyza CHN:

sumarni vzorec C13H1sNO3

zméreno: C 66,01 %; H 6,35 %; N 6,33 %.

teoreticky: C 65,74 %; H 5,98 %; N 6,39.

Cistota (dle NMR): 99 %.
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5-((4-methoxyfenyl)(methyl)amino)-3-methylfuran-2(5H)-on (67)

Postup H3, vytézek 79 %, hnédéa pevna amorfni latka.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.96 — 1.97 (m, 3H, C(0)-C-
CHz3); 2.76 (s, 3H, N-CHs3); 3.79 (s, 3H, O-CHs3); 6.12 - 6.14 (m,
1H, O-CH-N); 6.81 — 6.83 (m, 2H, Har; 1 x CH3-C-CH); 6.84
(m, 1H, Har); 7.07 —= 7.1 (m, 2H, 2 X Ha).

13C (CDClIs, 125 MHz) & (ppm): 10.8 (C(0)-C-CHs); 35.6 (N-
CHz3); 55.6 (O-CHz3); 94.8 (O-CH); 114.4 (2 x CHar); 122.1
(2 x CHar); 134.2 (Cqar); 142.1 (Cqar); 143.9 (C-C(0)); 155.8
(C-CH-0); 172.9 (C(0)).

MS (El, m/z, %): 216.97 [M+] (46).

Elementarni analyza CHN:

sumarni vzorec C13H15NO3

zméreno: C 66,54 %; H 6,39 %; N 6,38 %.

teoreticky: C 65,74 %; H 5,98 %; N 6,39 %.

Cistota (dle NMR): 99 %.

3-((3,4-dimethyl-5-0x0-2,5-dihydrofuran-2-yl)(methyl)amino)benzonitril (68)

|
N 0
[ :]‘ \LZ:O
—
CN

Postup H3, vytézek: 43 %, zluta kapalina.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.80 — 1.82 (m, 3H, C(0)-C-
CHz3); 2.61 (s, 3H, N-CHg); 6.16 (bs, 1H, O-CH-N); 6.74 — 6.75
(m, 1H, CH3-C-CH); 7.02 — 7.40 (m, 4 X Har).

MS (EI, m/z, %): 227.95 [M+] (66).

Cistota (dle NMR): 86 %.

4-(methyl(4-methyl-5-0x0-2,5-dihydrofuran-2-yl)amino)benzonitril (69)

Pogac

o)

-~

Postup H3, vytézek: 53 %, svétle rizova pevnad amorfni latka.
'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 2.02 — 2.04 (m, 3H, C(0)-C-
CHs); 2.84 (s, 3H, N-CH3); 6.37 — 6.39 (m, 1H, O-CH-N); 6.88
—6.90 (m, 1H, CH3-C-CH); 7.04 — 7.07 (m, 2H, 2 X Ha); 7.56
—7.59 (m, 2H, 2 X Har).
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13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 10.9 (C(0)-C-CHs); 32.9 (N-
CHs); 89.9 (CH-0); 103.4 (CN); 115.9 (2 x CHa/); 119.4
(CHa); 133.6 (2 x CHar); 135.1 (Cgar); 142.7 (C-C(O)); 151.7
(C-CH-0); 172.0 (C(O)).

MS (El, m/z, %): 227.94 [M+] (71).

Cistota (dle NMR): 95 %.

5-(benzyl(fenyl)amino)-3-methylfuran-2(5H)-on (72)

SRes

Postup H3, vytézek: 81 %, bila pevna amortni latka.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.87 — 1.88 (m, 3H, C(O)C-C-
CHs3); 4.39 (s, 2H, N-CH2); 6.41 (s, 1H, O-CH-N); 6.70 (s, 1H,
CHs-C-CH); 6.97 — 6.99 (m, 1H, Har); 7.07 — 7.09 (m, 2H,
2 X Har); 7.23—-7.34 (m, 7H, 7 X Har).

13C (CDClIs, 125 MHz) & (ppm): 10.8 (C(O)-C-CHs); 51.9 (N-
CHy); 92.1 (CH-0); 118.5 (2 x CHar); 122.2 (CHar); 126.9
(2 x CHar); 127.3 (CHar); 128.8 (2 x CHar); 129.3 (2 x CHar);
134.2 (Cqar); 138.7 (Cgar); 143.3 (C-C(0)); 147.9 (C-CH-0);
172.8 (C(0O)).

MS (ES+, m/z, %): 280.67 [M+1] (100).

HPLC ¢istota: 96 %.

5-(difenylamino)-3-methylfuran-2(5H)-on (74)

Postup H3, vytézek: 83 %, Seda pevna amorfni latka.

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.74 — 1.76 (m, 3H, O=C-C-
CHz3); 6.61 — 6.63 (m, 1H, O-CH-N); 6.73 — 6.75 (m, 1H, CHs-
C-CH); 7.3-7.5(m, 4H, 4 X Har); 7.08 — 7.11 (m, 2H, 2 X Har);
7.24 -7.29 (M, 4H, 4 X Hay).

13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 10.5 (C(0)-C-CHs); 89.7 (CH-
0); 123.8 (CHar); 124.3 (CHar); 129.1 (CHar); 133.3 (Cgar);
143.1 (C-C(0)); 144.8 (C-CH-0); 173.0 (C(0)).

MS (ES+, m/z, %): 280.71 [M+1] (70).

Cistota (dle NMR): 99 %.
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N-benzyl-N-methyl-2,3-dimethyl-4-oxobut-2-enamid (75)

D

Q2

0]
-

Postup H3, vytézek: 13 %, zlutd kapalina, smés rotamert
(R1:R2;1:2).

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.10 — 1.12 (m, 3H, CH2-CHj,
R1); 1.13 — 1.15 (m, 3H, CH2-CHs, R2); 1.89 — 1.91 (m, 3H,
C(O)-C-CHs, R1); 2.06 — 2.07 (m, 3H, C(0)-C-CHs, R2); 2.93
—3.03 (m, 2H, N-CH>, R1); 3.32 — 3.33 (m, 2H, N-CH2, R2);
3.44 — 351 (m, 2H, Ph-CHz, R1); 4.70 (bs, 2H, Ph-CH2, R2);
5.95 - 5.99 (m, 1H, CH=C, R1); 6.06 — 6.07 (m, 1H, CH=C,
R2); 7.10 - 7.15 (m, 2H, 2 X Har); 7.28 — 7.36 (M, 8H, 8 X Har);
9.61-9.63(m, 1H, (C(O) H, R1); 9.66 —9.68 (s, 1H, N-C(O)H,
R2).

13C NMR (CDCls, 125 MHz) § (ppm): 10.1 (C(O)H-C-CHj,
R1); 11.4 (CH2-CHgs, R1); 13.5 (CH2-CHjs, R2); 39.1 (N-CHy,
R1); 41.9 (N-CH2, R2); 46.3 (Ph-CH, R1); 51.7 (Ph-CH2, R2);
127.0 (CHar); 127.4 (CHAar); 127.9 (CHar); 128.1 (CHar); 128.3
(CHar); 128.4 (CHar); 128.5 (CHar); 128.6 (CHar); 128.8
(Cgar); 129.1 (Cqar); 134.4 (C(O)-C-CHs, R1); 134.9 (C(0O)-C-
CHs, R2); 151.6 (N-C-C-CHgs, R1); 151.9 (N-C-C-CHs, R2);
170.2 (N-C(0), R1); 170.9 (N-C(0), R2); 191.3 (C-C(O)H, R1);
191.2 (C-C(O)H, R2).

MS (ES+, m/z, %): 246.28 [M+1] (100).

HPLC cistota: 98 %.

N-benzyl-N-ethyl-2,3-dimethyl-4-oxobut-2-enamid (76)

Sy

(0]
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Postup H3, vytézek: 18 %, zlutd kapalina, smés rotamert
(R1:R2;0,7:1).

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.08 (t, J = 7,03 Hz, 3H, CH»-
CHs, R1); 1.13 (t, J = 7,03 Hz, 3H, CH»>-CH3, R2); 1.75 - 1.76
(m, 3H, C(O)H-C-CHs, R1); 1.78 — 1.79 (m, 3H, C(O)H-C-CHz,
R2); 2.08 — 2.09 (m, 3H, N-C-C-CHgs, R1); 2.15 - 2.16 (m, 3H,
N-C-C-CHs, R2); 3.13 —3.20 (m, 2H, N-CH, R1); 3.38 — 3.53
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(m, 2H, N-CHz, R2); 4.50 (bs, 2H, Ph-CH2, R1); 4.69 (bs, 2H,
Ph-CH2, R2); 7.09 — 7.13 (m, 2H, 2 X Har); 7.26 — 7.36 (m, 8H,
8 X Har); 9.68 (s, 1H, (C(O)H, R1); 9.72 (s, 1H, N-C(O)H), R2).
13C (CDCls, 125 MHz) & (ppm): 10.0 (C(O)H-C-CHs); 11.5
(CH2-CHs, R1); 13.3 (CH2-CHs, R2); 18.7 (N-C(O)H-C-CHg);
38.8 (N-CHz, R1); 41.9 (N-CH2, R2); 46.3 (Ph-CH, R1); 51.5
(Ph-CH2, R2); 127.0 (CHar); 127.4 (CHar); 127.9 (CHar); 128.1
(CHar); 128.3 (CHar); 128.5 (CHar); 128.6 (CHar); 128.7
(CHar); 128.9 (Cqar); 129.1 (Cqar); 134.4 (C(O)-C-CHgs, R1);
134.9 (C(O)-C-CHs, R2); 151.7 (N-C-C-CHgs, R1); 151.8 (N-C-
C-CHs, R2); 170.2 (N-C(O), R1); 170.7 (N-C(O), R2); 191.0
(C-C(O)H, R1); 191.1 (C-C(O)H, R2).

MS (ES+, m/z, %): 246.36 [M+1] (100).

HPLC cistota: 89 %

5-hydroxy-3,4-dimethylfuran-2(5H)-on (77)

HO

o)
)/\ko
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IH (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.87 — 1.89 (m, O-CH-C-CHs):
1.97 - 1.99 (m, 3H, C(0)-C-CHj); 6.08 (s, 1H, O-CH-0); 6.88

~6.91 (m, 1H, OH).

MS (ES+, m/z, %): 129.00 [M+1] (L00).

N-benzyl-N,2,3-trimethyl-4-oxobut-2-enamid (78)

QL
L(_o

Postup H3, vytézek: 33 %, oranzova kapalina, smés rotamert
(R1:R2;0,55 :1).

'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm): 1.70 — 1.71 (m, 3H, C(O)-C-
CHs, R1); 1.72 — 1.74 (m, 3H, C(O)-C-CHgs, R2); 2.07 — 2.08
(m, 3H, N-C-C-CHs, R1); 2.09 — 2.10 (m, 3H, N-C-C-CH3s, R2);
2.77 (s, 3H, N-CHs, R2); 2.91 (s, 3H, N-CHs, R1); 4.39 (bs, 2H,
N-CH, R1), 4.61 (s, 2H, N-CH2, R2); 7.05—7.07 (m, 1H, Har);
7.21—7.31 (m, 9H, Har); 9.60 (s, 1H, C(O)H, R2); 9.65 (s, 1H,
C(O)H, R1).
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13C (CDCl3, 125 MHz) & (ppm): 11.5 (C(O)H-C-CHs); 18.5 (N-
C(O)H-C-CHz3); 38.8 (N-CH3, R2); 41.8 (N-CH3, R1); 46.0 (Ph-
CH, R1); 51.2 (Ph-CH, R2); 127.1 (CHar); 127.3 (CHa);
127.7 (CHar); 128.0 (CHar); 128.4 (CHar); 128.5 (CHar); 128.7
(CHar); 128.8 (CHar); 129.0 (Cgar); 129.1 (Cqar); 134.8
(C(O)H-C-CHs, R1); 135.0 (C(O)H-C-CH3, R2); 151.9 (N-C-
C-CHs, R1); 152.1 (N-C-C-CHs, R2); 170.1 (N-C(O), R1);
170.6 (N-C(O), R2); 191.2 (C-C(O)H, R2); 191.3 (C-C(O)H,
R1).

MS (ES+, m/z, %): 246.36 [M+1] (100).

HPLC cistota: 96 %.

5-hydroxy-3-methylfuran-2(5H)-on (79)

(0]
tezo
Sy

LH (CDCI3, 500 MHz) & (ppm): 1.96 — 1.98 (m, 3H, CHs); 6.10
— 6.11(m, 1H, O-CH-0); 6.81 — 6.84 (m, 1H, C=CH).
MS (ES+, m/z, %): 114.64 [M+1] (100).
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4.2 Biologické testovani — semena parazitické rostliny Striga

hermonthica

Tabulka 1 — Rozdil absorbanci odpovidajici procentu vyklicenych semen parazitické rostliny

S. hermonthica po aplikaci standardu GR24.

GR24
kli¢ivost (%) A 570-690 nm Kklic¢ivost (%) A 570-690 nm
40 0,20 62 0,32
35 0,26 44 0,29
42 0,21 40 0,24
61 0,32 31 0,23
70 0,36 17 0,16
46 0,29 23 0,18
65 0,34 25 0,16
55 0,28 23 0,14
37 0,24 2 0,09
50 0,30 7 0,09
48 0,29 3 0,13
37 0,26 3 0,05

Z hodnot uvedenych v Tabulce 1 byl vytvofen graf zavislosti rozdilu absorbanci
(570-690 nm) na procentu vykli¢enych semen (Graf 6) a ziskana rovnice pro vypocet
procenta vykli¢enych semen (Rovnice 1). Primérny pocet semen v jedné jamce byl 59 + 4,3

(spocitana semena v 10 jamkach).

0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05 (®
0,00

A 570-690nm

R*=0,9244

0 20 40 60 80 100

pocet vyklicenych semen v %

Graf 6 — Zdvislost rozdilu absorbanci (570-690 nm) na procentu vyklicenych semen parazitické rostliny
S. hermonthica po aplikaci standardu GR24 a znazornéni krivky linedrni regrese.
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Rozdil absorbanci (570—690 nm)— 0,0777
0,0041 '

Procento vykli¢enych semen =

Rovnice 1 — Vypocet procenta vyklicenych semen z rozdilu namérenych absorbanci u parazitické rostliny

S. hermonthica.

Tabulka 2 — Rozdil absorbanci a jemu odpovidajici procent0 vyklicenych semen parazitické
rostliny S. hermonthica po aplikaci jednotlivych strigolaktonovych mimetik pri koncentraci

10°M a 10 m.

Testovana koncentrace
Testovana 10° M 10 M
latka As70-690 kll(((:)l/(\)’)() st SE () | As7o-69 kh(col/z;) st SE (%)
46 0,05 0,0 0,00 0,06 0,0 0,0
47 0,06 0,0 0,00 0,06 0,0 0,0
48 0,05 0,0 0,00 0,06 0,0 0,0
50 0,06 0,0 0,00 0,08 0,9 2,1
51 0,08 0,0 0,00 0,08 0,3 3,6
52 0,05 0,0 0,00 0,06 0,0 0,0
53 0,05 0,0 0,00 0,06 0,0 0,0
54 0,05 0,0 0,00 0,07 0,0 0,0
57 0,07 0,0 0,00 0,04 0,0 0,0
58 0,05 0,0 0,00 0,06 0,0 0,0
59 0,05 0,0 0,00 0,05 0,0 0,0
60 0,06 0,0 0,00 0,06 0,0 0,0
65 0,06 0,0 0,00 0,05 0,0 0,0
66 0,06 0,0 0,00 0,05 0,0 0,0
68 0,12 10,3 3,50 0,07 0,0 0,0
71 0,25 42,6 5,30 0,14 14,5 5,3
73 0,05 0,0 0,00 0,07 0,0 0,0

—  SE — smérodatnd odchylka (z anglického standard error)
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Tabulka 3 — Rozdil absorbanci odpovidajici procentu vyklicenych semen parazitické rostliny

S.  hermonthica po  aplikaci

10° @z 100 Mm).

standardu GR24

(aplikovana  koncentrace

koncentrace As70-630 Kli¢ivost (%) SE (¥)
10°M 0,27 56,7 3,3
10% M 0,29 58,8 5,8
107 M 0,27 43,0 5,0
108 M 0,25 44,1 5,6
10°M 0,16 21,8 2,6
1010 M 0,09 3,8 1,8

—  SE —smeérodatna odchylka (z anglického standard error)

4.2 Biologické testovani — semena parazitické rostliny Phelipanche

ramosa

Tabulka 4 — Rozdil absorbanci odpovidajici procentu vyklicenych semen parazitické rostliny

P. ramosa po aplikaci standardu GR24.

GR24
Klicivost (%) Asr-630 | Klifivost (%) As70-630
0 0,03 68 0,28
0 0,02 72 0,29
0 0,04 72 0,29
0 0,03 73 0,29
33 0,13 74 0,30
38 0,15 74 0,30
41 0,15 75 0,31
45 0,19 77 0,32
52 0,24 77 0,32
55 0,26 77 0,33
59 0,26 77 0,33
59 0,26 78 0,35
60 0,28 79 0,35
68 0,28

Z hodnot uvedenych v Tabulce 4 byl vytvofen graf zavislosti rozdilu absorbanci

(570-690 nm) na procentu vyklicenych semen (Graf 7) a zikdna rovnice pro vypocet

procenta vykli¢enych semen (Rovnice 2). Primérny pocet semen v jedné jamce byl 93 + 7,3

(spocitana semena v 10 jamkach).
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0,4
0,35 [
0,3
0,25

0,2

A 570-690nm

0,15

0,1

0,05 R?=0,9805

0 20 40 60 80 100

pocet vyklicenych semen v %

Graf 7 — Zavislost rozdilu absorbanci (570-690 nm) na procentu vyklicenych semen parazitické rostliny
P. ramosa po aplikaci standardu GR24 a zndazornéni krivky linedrni regrese.

Rozdil absorbanci (570—-690 nm)— 0,0227

Procento vykliCenych semen =
0,388

Rovnice 2 — Vypocet procenta vyklicenych semen z rozdilu namérenych absorbanci u parazitické rostliny

P. ramosa.
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Tabulka 5 — Rozdil absorbanci a jemu odpovidajici procento vyklicenych semen parazitické
rostliny P. ramosa po aplikaci jednotlivych strigolaktonovych mimetik p¥i koncentraci 10
Ma10° M.

Testovana koncentrace
Testovana 10° M 10 M

latka kli¢ivost SE kli¢ivost SE
As70-690 (%) (%) As70-690 (%) €3]

46 0,03 0,0 0,0 0,03 0,0 0,0
47 0,02 0,0 0,0 0,03 0,0 0,0
48 0,03 0,0 0,0 0,03 0,0 0,0
50 0,03 0,0 0,0 0,03 0,0 0,0
51 0,03 0,0 0,0 0,03 0,0 0,0
52 0,02 0,0 0,0 0,02 0,0 0,0
53 0,02 0,0 0,0 0,03 0,0 0,0
54 0,03 0,0 0,0 0,02 0,0 0,0
57 0,10 20,9 1,2 0,03 0,0 0,0
58 0,02 0,0 0,0 0,03 0,0 0,0
59 0,05 0,0 0,0 0,03 0,0 0,0
60 0,29 67,7 8,9 0,09 18,5 2,5
65 0,09 0,0 0,0 0,02 0,0 0,0
66 0,08 0,0 0,0 0,02 0,0 0,0
68 0,19 42,6 6,9 0,04 0,0 0,0
71 0,25 58,8 4,9 0,15 33,3 4,0
73 0,03 0,0 0,0 0,02 0,0 0,0

—  SE —smérodatna odchylka (z anglického standard error)

Tabulka 6 — Rozdil absorbanci a jemu odpovidajici procent0 vyklicenych semen parazitické

rostliny P. ramosa po aplikaci standardu GR24 (aplikovand koncentrace 107 az 10°° M).

koncentrace As70-630 mzf,z’)o“ SE (%)
10° M 0,34 78,3 4,1
10° M 0,29 73,1 2,6
107 M 0,32 76,7 3,7
108 M 0,26 56,5 0,6
10°M 0,28 67,0 0,8
1010 M 0,15 39,2 0,7

—  SE —smérodatna odchylka (z anglického standard error)
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5 Diskuze

Dosud byla piipravena rtzna kyslikata (kapitola 2.4.2.) (Obr. 12) a sirna strigolaktonova
mimetika (Boyer a kol, 2012). Ukéazalo se, Ze sirné mimetkum, které ptipravil Boyer se svym
tymem je velmi aktivnim stimulantem kli¢eni semen parazita Phelipanche ramosa (klicivost

72 + 2 %) (Obr. 28) (Boyer a kol., 2014).

00 S0
(0] (0]
Br \ cl S
24 95

Obr. 28 — Priklad struktury kyslikatého a sirného strigolaktonového mimetika.

Dosavadni vysledky biologickych aktivit strigolaktonovych mimetik ukazuji, ze tyto
struktury maji velky potencial, a tudiz rozsiteni jejich portfolia a provéreni zavislosti aktivity
na struktufe je Zadouci. Strigolaktonova mimetika, v jejichZ struktufe se butenolidovy kruh
jednim ze substituentli tercidlniho aminu tak rozsifi strukturni portfolio strigolaktonovych

mimetik (Obr. 29).

Obr. 29 — Obecna struktura navrzenych strigolaktonovych mimetik.

5.1 Syntéza sekundarnich amint
Pro pfipravu novych strigolaktonovych mimetik byla zvolena substituce bromu

Vv brombutenolidu sekundarnim aminem.
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RZ

Br I
0 R1-NH-R?
o) _— RN -0
S (0]
Ry S
R

R = H; CH,
R® = alkyl; aryl
RZ = alkyl; aryl

Schéma 12 — Obecné schéma pripravy dustkatych strigolaktonovych mimetik.

Jelikoz ne vSechny uvazované sekundarni aminy jsou snadno komeréné dostupné,
byly pfipraveny alkylacnimi postupy z anilinii, respektive benzylamind. Pro pfipravu
jednotlivych sekundarnich aminti byly z literatury zvoleny postupy klasické organické
syntézy poskytujici co nejvétsi vytézky. Obecné byly vybrany metody zaloZené bud’
na alkylaci ochranéné¢ aminoskupiny nebo na redukci amidu ¢i imidu pfipraveného
z vybraného primarniho aminu.

Prvnim pouzitym postupem ptipravy bylo vyuziti tert-butylkarbonylové chrénici
skupiny pro omezeni dvounasobné alkylace na dusiku (Kim a kol., 1975). Ochranéné aminy
byly poté alkylovany jodmethanem a nasledné byla chranici skupina (-Boc) odstranéna
v kyselém prostiedi. Tento postup fungoval velmi dobie pro N-methylanilin (33) (vytézek
67 %) (Schéma 13).

Boc
NH, NH SNH
DMAP NaH
+ Bo,0 —— o o— —
MeCN THF, 70°C
79 34 67%

Schéma 13 — Obecné schéma piipravy N-methylanilinii.

Pro ptipravu N-methylbenzylaminu (35) bylo nutno pouzit jinou metodu, protoze
se nepodazilo za danych podminek namethylovat ochranény benzylaminu. Proto byl
benzylamin (80) pii teploté 80 °C v mikrovinném reaktoru ponechan reagovat s formamidem
za vzniku amidu (33), ktery byl nasledn¢ redukovan tetrahydrihohlinitanem litnym na N-
methylbenzylamin (35) (vytézek 91 %) (Schéma 14) (Lebleu a kol., 2014).
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NH, H H\
CH,NO h LiAlH,
—_—
80 °C, MW 0 THF, 70 °C
80 33 35 91%

Schéma 14 — Obecné schéma methylace 80.

Pro orientani ptredstavu o vlivu substituentl na aromatickém kruhu v piipadé
derivati odvozenych od anilinu byly pfipraveny N-methylované anisidiny a N-methyl
derivat m-kyanoanilinu.

Derivaty anisidin s methoxy skupinou vyznacujici se kladnym mesomernim
efektem byly pfipraveny od vSech polohovych isomert (-0, -m, -p) a to redukci karbamatii
ptipravenych z piislusného anisidinu (81-83) a ethyl chlorformiatu (vytézky 81-86 %)
(Schéma 15) (Wesely a Swoboda, 1951).

e
NH2  cicookt, NaH R Y LiAlH, NH
THF, rt. Et,0, rt.
R=0-OCH, 81 R=0-OCH, 84 R=0-OCH, 36 86%
m-OCH, 82 m-OCH, 85 m-OCH, 37  81%
p-OCH, 83 p-OCH, 86 p-OCH, 38 86%

Schéma 15 — Obecné schéma methylace 81, 82 a 83.

N-methylkyanoanilin jako zastupce derivati se substituentem se zapornym
mezomernim efektem byl pfipraven redukci iminu pfipraveného z m-kyanoanilinu (87)

a paraformaldehydu (vytézek 68 %) (Schéma 16) (Barluenga a kol., 1984).

NH, SNH
(CH,0),, NaBH,, MeONa
MeOH, 70 °C o
CN CN
87 39 68%

Schéma 16 — Obecné schéma methylace 87.
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Dalsi skupina amind byla zamétena na otestovani stérického vlivu substituentti. Byly
ptipraveny ethylové varianty od anilinu (78) a benzylaminu (79). Dale byly piipraveny
derivaty anilinu srozvétvenym alkylem (cyklopentylem a isopropylem) a anilin
s aromatickym zbytkem (benzyl).

N-ethylanilin (41), N-ethylbenzylamin (42) a N-benzylanilin (40) byly piipraveny
redukci iminu piipraveného z pfislusného primarniho aminu (anilin, benzylamin) a aldehydu

(acetaldehyd, benzaldehyd) (vytézky 46-83 %) (Schéma 17).

UL o
n 0 TEA, NaBH, (M R
+ R >
H MeOH, r.t.
79 n=0 88 R=Ph 40 n=0;R=CH,Ph 83 %
80 n=1 89 R=H 41 n=0;R=CH;CH, 46%
%0 R=H 42 n=1;R=CH,CH, 53%

Schéma 17 — Obecné schéma pripravy 40, 41 a 42.
N-isopropylanilin (44) a N-cyklopentylanilin (43) byly pfipraveny alkylaci anilinu
(79) ptislusnym bromderivatem v mikrovinném reaktoru (vytézky 76-83 %) (Schéma 18)

(Romera a kol., 2004).

R«

NH, NH
R-Br, Kl -
MeCN, 170 °C, MW
79 43 R =cyklopentyl 83%
44 R =isopropyl 76 %

Schéma 18 — Obecné schéma pripravy 43 a 44.
Celkem bylo pfipraveno 11 amintli, které byly spole¢ne Skomerénimi amimy

(difenylamin, morfolin, N-methyl-p-kyanoanlin) pouzity pro piipravu strigolaktonovych

mimetik.
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5.2 Syntéza bromfuranoni

Ptiprava brombutenolidovych kruhi byla provedena pomoci radikdlové bromace
ptislusného furan-2(5H)-onu (92 a 93) (Matsuo a Shindo, 2011) N-bromsukcinimidem
v kvantitativnich  vytéz¢ich. 3-Methylfuran-2(5H)-on (93) je komeréné¢ dostupny,
dimethylovy derivat (91) byl pfipraven redukci z anhydridu dimethylmaleinové kyseliny

(94) ve vytézku 99 % (Schéma 19).

00 NaBH, 0 NBS, AIBN Br 0
0 T .= o] - o]
~ THF, 0 °C =~ ccl,, 105°C, hv S
R R
94 92 R=CH, 99% 45 R=CH, kvant.
93 R=H 46 R=H kvant.

Schéma 19 — Obecné schéma pripravy 45 a 46.

5.4 Syntéza dusikatych strigolaktonovych mimetik
Pro ptipravu samotnych strigolaktonovych mimetik bylo pouzito nejcastéji pouzivané¢ho
postupu pii syntéze téchto mimetik (Fukui a kol., 2011). Standartnim postupem je reakce
brom ¢i chlorbutenolidu s pfisluSnym nukleofilem za pfitomnosti baze v rtiznych
rozpoustédlech, nejcastéji v acetonu ¢i dichlormethanu.

Bylo vyzkouSeno nékolik protokolli pro reakce brombutenolidu s piisluSnym
aminem v dichlormethanu. Pfi reakci bez pfitomnosti baze, ktera méla byt nahrazena
pifebytkem aminu, ovSem nedochéazelo vibec k Zadné reakci, stejné jak pifi pouZiti

triethylaminu jako baze (Schéma 20).

B 1p2
"0 bez baze / TEA RRN-0
O + RIRINH —mM8M8 > 0]
- Sy
R DCM, r.t. R
R =H; CH,

Schéma 20 — Obecné schéma reakce bromfuranonu se sekunddrnim aminem.
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Teprve pouziti uhli¢itanu draselného jako baze poskytovalo produkty v dobrych
vytézcich, a proto byly tyto podminky pouzity jako standartni pro vSechny pfipravované

mimetika bez dal$i optimalizace (Schéma 21) (Fukui a kol., 2011).

Br 1R2 1p2
0] RIRZNH, K,CO, RRN_ o
o] > o

S DCM, r.t. =~

R
R

45 R=CH, 47-60 R = CH,; NR'R? (Tabulka 1)
46 R=H 61-74 R =H; NR'R? (Tabulka 1)

Schéma 21 — Obecné schéma pripravy dusikatych strigolaktonovych mimetik.

Vétsina strigolaktonovych mimetik s dimethlyovym butenolidovym kruhem byla

za danych podminek pfipravena v izolovanych vytézcich 68-83 % (Tabulka 7).

Tabulka 7 — Sekunddrnich aminy (R'R?NH) a pripravend strigolaktonovd mimetika.

Mimetikum Sekundarni amin Mimetikum
R =CHs (R'R?NH) R=H

(vytezek v %) (vytezek v %)
47 (817 N-methylanilin (34) 61 (73)
48 (717) N-ethylanilin (41) 62 (487
49 (747 N-isopropylanilin (44) 63 (nr)
50 (nr) N-cyklopentylanilin (43) 64 (nr)
51 (697) N-methyl-o-methoxyanilin (36) 65 (319
52 (71%) N-methyl-m-methoxyanilin (37) 66 (817)
53 (76%) N-methyl-p-methoxyanilin (38) 67 (79)
54 (68 N-methyl-m-kyanoanilin (39) 68 (43
55 (83" N-methyl-p-kyanoanilin 69 (687
56 (33?) N-methylbenzylamin (35) 70 (nr)
57 (18 N-ethylbenzylamin (42) 71 (13°%)
58 (68") N-benzylanilin (40) 72 (81")
59 (467) morfolin 73 (nr)
60 (73%) difenylamin 74 (83")

* — wtézek po vycisténi na sloupcové chromatografii; * — vytézek surového produktu bez cisténi; a — vytézek

vzniklého amidu 18; b — vytéZek vznikiéhoamidu 76; ¢ — vyteZek vznikliého amidu 75; nr — vznik smési

neidentifikovatelnych produkti.
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Pouze pii pouziti N-cyklopentylanilinu (43) byla pozorovana komplexni smés
indukujici rozklad produktu. Pti pouziti N-methyl (35) a N-ethylbenzylaminu (42) misto
predpokladanych produktti vznikaly amidy (75, 76, 78).

Pti pfipravé mimetik s monomethylovym butenolidem byla pozorovana nestabilita
produktii, ktera znemoznila vyuziti sloupcové chromatografie jak na silice, tak na reverzni
fazi. Taktéz pii pokusech o rekrystalizaci dochazelo k rozpadu mimetika na amin
a hydroxybutenolid (78). Surové produkty byly ziskany ve vytézcich 31-83 % (Tabulka 7).
Vzhledem ke stabilit¢ latek pfi méfeni hmotnostnich spekter na GC/MS lze uvazovat
0 vakuové destilaci jako o mozné metod¢ Cisténi. Tuto metodu vSak pii malych mnozstvich
ptipravenych latek nebylo, vzhledem k dostupné instrumentaci, mozné vyzkouset. Cistota
monomethylovych mimetik tak byla odhadnuta z NMR a ovéfena pomoci elementarni
analyzy.

U nékterych produktii byla také pozorovéana degradace pii skladovani pti teploté
-20 °C. Dalsi produkty se pak viibec nepodafilo izolovat, kde pomoci TLC a NMR bylo
mozné pozorovat jen komplexni smés latek indukujici rozpad za reakénich podminek.

Pfi pouziti N-ethylbenzylaminu vznikaly amidy (75) (76) pro oba bromfuranonové kruhy
(45) (46) v ptipadé N-methylbenzylaminu vznikal amid (78) pouze u dimethylového kruhu
(45) (Schéma 22). Vznik piislusného  N-methyl-N-benzylamidu pifi reakci
s monomethylovym kruhem nebyl pozorovan. Pfi této reakci dochazelo ke vzniku smési

mnoha latek, pravdépodobné v disledku degradace reakénich komponent.

()]
0 1 2 N (0]
~ + R*-NH-R
R (35, 42) ~/=©
R
45 R=CH3
46 R=H 75 R=H,n=1

76 R=CHyn=1
78 R=CHs,n=0

Schéma 22 — Obecné schéma reakce brombutenolidii s 35 a 42.

Tyto produkty pravdépodobné vznikaji nukleofilnim atakem sekunddrniho aminu
na karbonylovy uhlik butenolidového kruhu s naslednym otevienim laktonu a eliminaci

bromidového iontu (Schéma 23) v zavislosti na nukleofilicit¢ aminu (Sloan a Koch, 1983).
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Br Ny Br
obl(\;RZ <O N|-c|)r_<2 O RoN
~/~~ —_— ~ —_— ~ 0

Schéma 23 — Predpokladané schéma vzniku amidii 75, 76 a 78.

5.5 Biologicka aktivita pripravenych slou¢enin
Biologicka  aktivita  novych  strigolaktonovych  mimetik  byla  otestovana
ve standardizovaném biotestu (Pouvreau a kol., 2013).

Postup provedeni je uveden v kapitole 3.5. K testovani latek byla pouzita semena
parazitickych rostlin Striga hermonthica a Phelipanche ramosa. Jako pozitivni kontrola byla
aplikovéna slou¢enina GR24 v koncentraénim gradientu 10° az 10%° M. Biologické
testovani bylo provadéno na zacatku dubna.

Kli¢ivost kontroly GR24 u parazitické rostliny S. hermonthica se pohybovala
v rozmezi od 3,8 % do 56,7 % v zavislosti na zvySovani koncentrace. V ptipad¢ parazitické
rostliny P. ramosa se kli¢ivost kontroly GR24 pohybovala od 39,2 % do 78,3 %.
Spolehlivost biotestu byla ovéfena negativni kontrolou (1% aceton), u které nebylo
pozorovano zadné kli¢eni ani u jedné parazitické rostliny. Taktéz nulové kliceni bylo
pozorovano pii testovani vSech sekundarnich aminii pouzitych pro pfipravu
strigolaktonovych mimetik.

Pfi testovani latek na semenech parazitické rostliny S. hermonthica se jako aktivni

ukazaly pouze zastupci monomethylovych strigolaktonovych mimetik 69 a 72 (Obr. 30).

69 72
Obr. 30 — Struktury aktivnich pripravenych strigolaktonovych mimetik u parazitické rostliny S. hermonthica.

Vychozi sekundarni aminy, dimethylovd strigolaktonova mimetika a ostatni
monomethylové derivaty byly zcela neaktivnimi stimulanty kliceni semen parazitické

rostliny S. hermonthica. Latka 72 stimulovala kliceni semen parazita S. hermonthica pfi
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koncentraci 10° M ze 42,6 %, coz odpovida tfem &tvrtinam aktivity standardu GR24 pfi

stejné koncentraci. Po desetindsobném snizeni koncentrace (10°® M) aplikované latky, jiz

byla kli¢ivost slouceniny 72 pouze 14,5 %. V porovnéni s kontrolou GR24 pfi stejné

koncentraci se tedy jedna jen o ¢tvrtinovou aktivitu (Graf 8). Strigolaktonové mimetikum 69

se ukazalo byt aktivni jen pii aplikované koncentraci 10° M a to pouze z 10,3 %.

V porovnani se standardem GR24 pfi stejné koncentraci je tedy tato aktivita pouze pétinova

(Graf 8). Pii aplikovani latek v koncentraci 107 M jiz kli¢ila jen pozitivni kontrola GR24.
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Graf 8 — Klicivost novych strigolaktonovych mimetik 69 a 72 v porovndni s pozitivai kontrolou GR24

(semena parazitické rostliny S. hermonthica).

Pt testovani ptipravenych latek na semenech parazitické rostliny P. ramosa se jako

aktivni ukéazaly opét latky 69 a 72 a navic jesté latky 58 a 61 (Obr. 31).

75



Obr. 31 — Struktury aktivnich pripravenych strigolaktonovych mimetik u parazitické rostliny S. hermonthica.

Vychozi sekunddrni aminy a ostatni pfipravend mimetika byly zcela neaktivni. Latka 72 pti
aplikované koncentraci 10° M opét vykazovala t¥iétvrtinovou aktivitu pozitivni kontroly
GR24 (58,8 %). Pti desetinasobném snizeni koncentrace aplikované latky doslo ke snizeni
aktivity na 33,3 %, coz odpovida piiblizn¢ polovin¢ aktivity standardu GR24 pfi stejné
koncentraci (Graf 9). Strigolaktonova mimetika 58 a 69 se ukdzala byt aktivni jen pfi
aplikované koncentraci 10° M. Latka 58 i piesto, Ze se jednd o dimethylové mimetikum,
které by mélo byt zcela neaktivnim stimulantem kliceni parazitickych rostlin, stimulovala
kli¢eni semen parazita P. ramosa z 20,9 %, coZ odpovida Ctvrtinové aktivité pozitivni
kontroly GR24 (Graf 9). Strigolaktonové mimetikum 69 vykazovalo polovi¢ni aktivitu
GR24 pii stejné koncentraci (42,6 %). Pfi desetinasobném sniZeni koncentrace jiZ byly tyto
latky zcela neaktivni (Graf 9).

Latka 61 vykazovala pii testované koncentraci 10° M nejvyssi aktivitu ze vSech
testovanych sloucenin (67,7 %) a dosahovala 85 % aktivity standardu GR24 pfi stejné
koncentraci. Pfi desetinisobném snizeni koncentrace (10® M), jiz byla aktivita jen 18,5 %
coZ je pouze ¢tvrina aktivity GR24. Pfi koncentarci 107 M vykazovala aktitivu jen pozitivni

kontrola GR24 (Graf 9).
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Graf 9 — Klicivost novych strigolaktonovych mimetik 58, 61, 69 a 72 v porovnani s pozitivai kontrolou GR24

(semena parazitické rostliny P. ramosa).

Biologicka aktivita pfipravenych slouc¢enin 69 a 72, které se ukazaly byt aktivnimi
stimulanty kli¢eni semen parazita S. hermonthica, byla porovnana s aktivitou
strigolaktonového mimetika (25) ptipravené¢ho profesorem Zwanenburgem (Zwanenburg
akol., 2013). Klicivost latky 72 (43 %) je sice pii aplikované koncentraci 10 M srovnatelnd
s aktivitou mimetika 25 (37 %), avsak pfi desetindsobném snizeni koncentrace (10 M) je jiz
kli¢ivost latky 72 jen 15 %, zatimco u latky 25 doslo naopak k mirnému nardstu aktivity (43
%). Biologick4 aktivita latky 69 (10 %) je jiZ pii koncentraci 10° M zanedbatelna oproti
aktivité latky 25. Jak jiz bylo zminéno, pfi desetinasobném snizeni koncentrace je aktivita
latky 69 nulova.

Jelikoz se strigolaktonové mimetikum 25 pfipravené profesorem Zwanenburgem
ukazalo byt velmi aktivni, krom¢ S. hermonthica, i u parazitické rostliny P. ramosa, bylo
vybrano ke srovani s aktivitami latek 58, 61, 69, 72. Biologicka aktivita latek 61, 69 a 72
sice dosahovala pomémé vysokych hodnot (43 — 68 %) pii koncentraci 10° M, aviak
klicivost latky 25 pfi stejné koncentraci byla vyssi (78 %). Pii desetindsobném snizeni
koncentrace (10° M) doslo k vyraznému poklesu aktivit v§ech pfipravenych mimetik (61,
69, 72). Aktivita latky 25 vsak klesla pfi této koncentraci pouze o ¢tvrtinu (60 %) a navic pfi
stondsobném snizeni koncentrace (107 M) stimulovala kli¢eni semen parazita P. ramosa

stale z 55 %.
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6 Zavér

Bylo piipraveno 11 dimethylovych a 9 monomethylovych novych dusikatych
strioglaktonovych mimetik, které byly nésledn¢ otestovany v biotestu na kli¢eni semen
parazitickych rostlin z rodu Striga a Phelipanche. Latky 58, 61, 69 a 72 iniciovali kli¢eni
semen parazita P. ramosa (kli¢ivost 18,5 — 67,7 %). U parazitické rostliny S. hermonthica
stimulovali kli¢eni semen pouze latky 69 a 72 (kli¢ivost 10,3 — 42,6 %). Porovnani aktivit
téchto novych latek s jiz znamym strigolaktonovym mimetikem ukazalo, ze tyto latky jsou
jen primérnymi iniciatory kli¢eni semen parazitickych rostlin. Vétsina pripravenych latek je
navic velmi malo stabilni. Aplikace téchto latek v metodé sebevrazedného kliceni je
vzhledem K jejich aktivité a zejména celkové nestabilité nepravdépodobna. Nadruhou stranu
jejich aktivita v dalsich oblastech strigolaktonového G¢inku prozatim nebyla prozkoumana
a na piikladu debranont je patrné, ze kliceni semen parazitickych rostlin neni ten

nejzasadnéjsi ukazatel pro hodnoceni aktivity strigolaktonovych mimetik.
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