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1 Uvod

Gibereliny (GA) tvoti vyznamnou skupinu rostlinnych hormoni zapojenych do mnoha aspektt riistu
a vyvoje vyssich rostlin v pribéhu jejich celého Zivotniho cyklu. Mezi jejich funkce patii indukce
kliceni prerusenim vegetacniho klidu semen, stimulace dlouzivého riistu stonku, iniciace kveteni
a tvorba plodli. Mohou také zpisobit partenokarpicky vyvoj ovoce pii absenci oplodnéni a opozdéni
starnuti list. Ze strukturniho hlediska gibereliny patfi mezi tetracyklické diterpenoidni karboxylové
kyseliny, jejichz syntéza probiha v mladych semenech, vyvijejicich se plodech a dalsich aktivné
rostoucich a reprodukénich organech jako jsou mladé listy, pupeny &i ty¢inky.! Pro normalni rist
a vyvoj rostlin je dulezité, aby rostliny produkovaly a udrzovaly optimalni hladinu bioaktivnich GA.
Nadmeéma koncentrace GA Vv rostlinach mtize zptisobit jejich nadmémy rust spojeny se zvysenou
sterilitou?. Naopak u mutantnich rostlin exprimujicich niz8§i hladiny GA pozorujeme trpaslici
a pozdné kvetouci fenotyp. Ten je ale také doprovazen nizkou plodnosti.! V tomto pifpadé oviem
endogenni pridavek GA obnovi normalni rist a uvede rostlinu do norméalniho cyklu. Neni tedy
ptekvapenim, ze GA nasly zna¢né uplatnéni v modernim zemedélstvi a zahradnictvi pii iniciaci
a kontrole kveteni a vyvoji plodi. Gibereliny se tak staly velmi uzitenou zemédélskou
fytochemikalii ur¢enou pro regulaci ristu a vyvoj fady ovocnych a zeleninovych plodin jako jsou
hrozny, citrusy, jablka, raj¢ata, ryze a obiloviny.® Bohuzel je jejich dalii rozsifeni limitovano jejich
dostupnosti. Pouze tfi z nich, gibereliny As, Asa smés giberelini As/Az, jsou totiz komeréné dostupné
Vv dostatecnych mnozstvich a za pfijatelnou cenu. A maji tedy praktické vyuziti.

V soucasnosti je identifikovdno a charakterizovano 136 endogennich giberelinti u vyssich
rostlin, hub a bakterii. Kromé& toho bylo v rostlinaich detekovano mnozstvi GA konjugati
(napt. GA-glykosidy), u kterych se predpoklada, Ze jsou zodpovédné za transport a skladovani
giberelint v rostlindch.* Samotné gibereliny jsou vSak v rostlinach pfitomny pouze ve velice nizkych
koncentracich, které se v zavislosti na druhu rostliny a typu pletiva pohybuji v rozmezi od
10°-10*° mol/g &erstvé hmoty. Detekce a nasledna strukturni charakterizace téchto fytohormoni
je tedy velice slozitd. Druhym problémem, jenz znacné ztézuje identifikaci giberelint, je jejich
relativné zna¢na strukturni rozmanitost. Tyto dva faktory jsou dozajista jednim z hlavnich duvodu,
pro¢ po prvotnim nad$eném zajmu o identifikaci a izolaci giberelinti (ptiblizné od 60. let 20. stoleti)
zajem o oblast charakterizace postupné upadal a zistaval na bedrech poslednich ,,Mohykanu
Vv oblasti giberelinového vyzkumu, prof. L. Mandera (7 2020, ANU, Australie) a prof. P. Hedenna
(Rotsham Research, UK). Zejména laboratofe prof. Mandera v Canberfe byly az do jeho smrti
hlavnim zdrojem nejenom izotopové znacenych giberelinti nezbytnych pro studium biochemickych
procesu v rostlinach, ale v podstaté vSech ,,nestandardnich* giberelinli uzivanych svétove pro jejich
vyzkum.®

V poslednich dobé dochazi vlivem globalnich zmén klimatu K narGstu zdjmu o vyzkum
v oblasti fytohormont. Cilem tohoto vyzkumu je ovlivnit rlst rostlin natolik, aby byly vice

pfizptsobivé klimatickym zménam a zaroven si uchovavaly svoje vlastnosti kulturnich plodin



(vynos, kvalita). S timto jde ruku v ruce zajem o zvySeni citlivosti detekce jednotlivych giberelinti
v rostlinnych vzorcich (citlivost pristrojového vybaveni), a je tedy pravdépodobné pouze otazkou
¢asu, nez dojde k detekovani novych, dosud nepopsanych endogennich giberelint.

Z pohledu strukturnich derivati giberelind dosSlo za poslednich témét 75 let ke znaénému
rozsifeni portfolia jejich neptirodnich derivatd. Biologicka aktivita mnohych z nich byla v kontextu
jejich interakci s rostlinami detailné zkoumana.®® U nékterych z nich se nasledné ukazalo, Ze maji
velky vliv i na buiiky zivoci$né. Veskeré prozatim znamé poznatky z této oblasti nds v soucasné dobé
vedou k jednoduchému zavéru: gibereliny, jakoZto fytohormony, neustale skryvaji mnoho informaci
a prekvapivych spojeni, a to jak v oblasti spojené se studiem rustu a vyvoje rostlin, tak zejména
v kontextu jejich interakce s zivo¢isnymi organismy. V dne$ni dobé se obecné védecka komunita
zamétuje na piipravu novych derivatd giberelind, které mohou potencionalné slouzit zejména jako
tzv. ,,antigibereliny* (inhibuji rist rostlin) a zaroven se snazi objasnit vliv téchto latek na zivocisnych
organismech.'®*® Dalsi ¢ast vyzkumu se dale orientuje na piipravu giberelind, které by nam

umoznily studovat mobilitu (transport) giberelinti v rostlinach.141>16
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2 Cile prace

Vyzkum v nasi vyzkumné skupiné kombinuje oblast organické syntézy a fyzikalné-organické chemie
se studiem vlivu nami ptipravenych latek na rostliny a vybrané parazitické formy zivota. V ramci
své bakalatské a nyni také diplomové prace jsem se zapojila do projektu, ktery je zaméfen na vyzkum
semipiirodnich latek vychazejicich biosynteticky z ent-kaurent. Z této velké skupiny latek jsme se
zaméfili zejména na gibereliny. V ramci naseho vyzkumu se zajimame o ptipravu derivata giberelini
S potencialni biologickou aktivitou, které nasledn¢ testujeme na zivocisnych bunkach (toxicita
a protinadorova aktivita) a nasledné na hlisticich Caenorhabditis elegans. Dale se zabyvame
pripravou izotopove a fluorescencné znacenych biologicky aktivnich giberelinii A1, As, As a As
a syntézou novych, prozatim neidentifikovanych, pravdépodobné endogennich giberelinti a jejich
cukernych derivatd.

Predlozena diplomova prace volné navazuje na praci bakalaikou, v ramci které jsem
pracovala na piipravé predpokladané struktury nové detekovaného endogenniho giberelinu (Obr. 1).
Tento giberelin byl detekovan skupinou prof. Heddena (Rotsham Research centrum, UK) a byl
prozatim charakterizovan pomoci LC-MS/MS. Dle ziskaného reten¢niho Casu a fragmentace bylo
zjisténo, Ze tento giberelin neodpovida zadnému jiz detekovanému a charakterizovanému derivatu
giberelinu. VVzhledem k obecné velice nizkym koncentracim giberelint v rostlinach (ng-pg/g Cerstvé
hmoty) je jedinym zptsobem, jak oveéfit strukturu této nové molekuly, pfipravit tuto navrzenou
strukturu de novo a nasledné porovnat LC-MS/MS spektra s pivodni detekovanou latkou.

Na zaklad¢ téchto originalnich spekter a znalosti spektralnich a chromatografickych
vlastnosti jiz identifikovanych giberelinti, prof. Hedden a doc. Pospisil navrhli struktury ctyt riznych
stereoizomerd, kde ptedpokladaji, ze nové detekovany giberelin odpovida jedné z nich (interné
oznacen jako giberelin A7 (GAus7)). Z téchto Ctyt stereoizomert byla vybrana struktura s absolutni

konfiguraci 11,12a-(OH,)-GAy jako nejpravdépodobnéjsi kandidat detekovaného giberelinu.

CO,H
118,128-(OH);-GAg  110,120-(OH);-GAg | 11B,120-(OH);-GAg | 110,128-(OH)-GAg

Obr. 1- Navrzené struktury potencionalniho endogenniho giberelinu A1s7 dle ziskanych LC-MS/MS spekter.
Predpoklada se, ze se jednd o 11, 12 —dihydroxy derivat giberelinu Ag. Nejpravdépodobnéjsi kandidat je zvyraznén
rameckem.

V ramci predlozené diplomové prace pracuji na totalni syntéze vySe zminéné¢ho nového
endogenniho giberelinu predbézné znaceného GA1z7. Mym cilem je prozkoumat syntetickou cestu,

ktera by méla vyvrcholit piipravou klicového intermediatu 1. Latky, ze které by m¢l byt nasledné

ptipraven cilovy produkt GA1s7. Pi vlastni praci jsem zvolila jako vychozi latky gibereliny As a As.
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Paraleln¢ jsem tedy pracovala na dvou syntetickych cestach, které mé mély pfivést co nejblize
kyzenému intermediatu 1 (Schéma 1). Vysledky ziskané pii ,,prizkumu® této syntetické cesty jsou
stézejni ¢asti mé diplomové prace. V dalsi ¢asti jsem se vénovala ohodnoceni biologické aktivity
vybranych ptipravenych derivatd giberelini z pohledu jejich vlivu na bunécné linie a nasledné na
hlistice Caenorhabditis elegans. Hlavnim dtivodem studia biologické aktivity téchto giberelinovych

intermediatti bylo odhalit ptipadna rizika spojena s témito latkami na zivocichy a zivocisné bunky.

Struktura kliCového intermediatu

GA7 (R=H) 11b,12a-(OH)-GA
GA; (R = OH) 112a-(0OH),-GAq
vychozi struktury klicovy intermediat navrZena struktura - GA437

Schéma 1 — Struktura klicového intermediatu 1 vychazeji z GAs a GA7

Resersni ¢ast se zaobira predevsim biologickymi aspekty a poznatky z praktického vyuziti

téchto fytohormont a jejich strukturnich derivati v zeméd¢lstvi a medicing.
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3 Teoreticka Cast

3.1 Gibereliny

Gibereliny (GA) tvoii velkou skupinu pfirozené se vyskytujicich diterpenoidnich karboxylovych
kyselin a predpoklada se, ze jsou pfitomny ve vSech cévnatych rostlindch. U niz$ich rostlin, jako jsou
lykofyty a kapradiny, se GA podileji na reprodukénim vyvoji,'” zatimco u vysSich rostlin
se funkce GA rozsifila na podporu rastu organti prostiednictvim zvySeného prodluzovani bunék
anebo déleni bunék, a u mnoha druhti také na aktivaci vyvojovych procest, jako je kli¢eni semen, ¢i
indukce zrani a kveteni.’® Gibereliny jsou také produkovany nékterymi druhy hub a bakterii, které
interaguji s rostlinami, kde tyto organizmy vystupuji zejména jako parazité, ale i také jako symbionti.
S velkou pravdépodobnosti vSak v téchto organismech (houby, bakterie) GA nemaji zddnou vnitini

funkci a slouzi pouze k potlaceni obranného mechanismu rostlin. %!

A. Biologicky aktivni gibereliny ~

C19 skelet C20 skelet

g J

Obr. 2— (A) Struktury biologicky aktivnich giberelint a (B) jejich zakladnich skeleti

Ackoliv je k dnesnimu dni izolovano 136 endogennich giberelint, jen maly pocet z nich je
opravdu biologicky aktivni. Mezi tyto gibereliny se fadi A1 a As, které jsou biosyntetizovany
rostlinami, a GAs s GAy, jez produkuji houby a bakterie (Obr. 2A). Je tieba si vsak uvédomit, ze
zadna ze znamych rostlin, hub ¢i bakterii neprodukuje ani polovinu vSech 136 znamych giberelind.
Struktury znamych giberelinti jsou velice podobné. Lze je rozdélit do dvou skupin (Obr. 2B) na
gibereliny s 20 atomy uhliku (C20 skelet) a 19 uhliky (C19 skelet). Biosynteticky GA s 19 uhliky
vznikaji z GA 0 20 atomech uhliki, ale z pohledu rostlin jsou dulezité pouze GA s C19 atomovym

skeletem (Obr. 2A). Strukturné gibereliny obecné obsahuji tetracyklickou diterpenoidni kostru
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obsahujici v poloze C-6 karboxylovou kyselinu. Biologicky aktivni GA pak dale obsahuji
i 10,19-y-laktonovy mustek?? a 3B-hydroxylovou skupinou, ktera je klicova pfi interakci GA
s giberelinovym receptorem GID1.2 GA; a GA7 navic obsahuji i dvojnou vazbu A'?, kterd inhibuje
deaktivaci téchto giberelinli pomoci hydroxylace atomu C2, coz je hlavnim mechanismem inaktivace

GA ve vyssich rostlinach.

3.2 Uvod do vyzkumu giberelint

Historie vyzkumu giberelinii saha az do poloviny 19. stoleti, kdy japonsti rostlinni patologové
zkoumali pti¢inu onemocnéni ryZe zvané Bakanae (Cesky posetila sazenice), ktera znatelné snizovala
vynosy ryzovych plodin v Japonsku, na Tchaj-wanu a vlastné i po celém asijském kontinentu.® Tato
choroba je charakterizovana nedostatecnou tvorbou opornych pletiv, které vedou k poléhani lodyh
rostlin, blednuti listd, muzské sterilit¢ a nakonec konéi thynem celych rostlin. Prvni zpravy
o pivodci nemoci Bakanae byly ziskany v roce 1848, kdy japonsky védec Sotaro Hori prokazal, ze
ptiznaky této choroby jsou vyvolany v okamziku, kdy je rostlina ryze infikovana houbou Gibberella
fujikuroi.?* Tato prace pak zapadla pongkud v zapomnéni a aZ o mnoho pozdgji, v roce 1912, jiny
japonsky védec, Kenki¢i Sawada, navrhl, Ze tato patogenni houba stimuluje nadmérny dlouzivy rist
vyhonki ryze. Tato idea byla v nasledujicich letech nezavisle potvrzena Eii¢im Kurosawou (1926),
ktery dosel k zavéru, Ze houba vylucuje chemickou latku stimulujici prodlouzeni vyhonku ryze,
inhibujici tvorbu chlorofylu a potlacujici riist kofene.?* Zlomovym okamzikem pak byl rok 1938, kdy
japonsky védec Teidziro Jabuta spolu se svym spolupracovnikem Jasuke Sumikem izolovali
z extraktu houby G. fujikuroi dvé krystalické slouCeniny, které pojmenovali giberelin A
a giberelin B.? Nasledné prezkoumani homogenity obou latek vSak ukazalo, Ze giberelin A je smési
tfi velice strukturné podobnych a biologicky aktivnich latek, které byly posléze oznaceny jako
gibereliny Ai, A; a As. Druha latka, ktera se ukazala jako biologicky neaktivni, giberelin B, byl
pozdéji identifikovan jako kyselina allogiberova (2) (Obr. 3).2°

Na pocatku 50. let 20. stoleti se vyzkum zaméfeny na gibereliny rozsifil i mimo Japonsko.
V té dobé Stodola (USA) izoloval z filtratu houby G. fujikuroi frakci obsahujici smés dvou blizce
strukturnich biologicky aktivnich latek, které dostaly jméno giberelin A a giberelin X. Nezavisle na
nich Curtis a Cross (UK) izolovali také jednu aktivni latku z kmene hub G. fujikuroi. Fyzikalni
vlastnosti této latky se vSak od té€ch reportovanych pro giberelin A znacné lisily, a tak nazvali tuto
latku jako kyselina giberelova. Nasledna korespondence spojena s vyménou vzorkd mezi
vyzkumnymi tymy vedla ke zji$téni, Ze kyselina giberelova, giberelin Az a giberelin X jsou stejné
latky. Nasledné se zjistilo, ze giberelin A; a Stodolav giberelin A jsou také identické latky.?® Jiz brzy
se vsak ukazalo, ze toto byl pouze zacatek dlouhého vyzkumu. K dneSnimu dni bylo plné
charakterizovano vice jak sto giberelinti endogenniho plivodu. Nastésti jiz v roce 1968 se védci
rozhodli zamezit chaosu se znacenim novych izolovanych giberelini a zavedli uniformni systém
pojmenovavani.?” Nové se tedy viechny endogenni gibereliny znacily jako giberelin An, kde n znaci

pofadi, v jakém byl tento giberelin izolovan a identifikovan (ve zkratce GAy). Cislo tedy nedava
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zadnou informaci o jejich strukturnich vztazich anebo funkci, kterou tento giberelin zastadva
v organismu, ¢islo pouze chronologicky oznacuje pofadi jejich charakterizace. Aby nedochazelo
k dodate¢nym zmatkm, pouze dva védci na svété méli vzdy v dany okamzik pravo ptidélovat nové

¢islo novému giberelinu. V této chvili je to pouze Japonec Juji Kamiya a Anglican Peter Hedden.®

Giberelin A - biologicky aktivni N

18 GA,

. J

Giberelin B - biologicky neaktivni —

IR,

2

J

Obr. 3 — Prvni izolované latky z Gibberella fujikuroi; (A) biologicky aktivni giberelin A a (B) a biologicky neaktivni
giberelin B

Postupem casu se zdjem o vyzkum giberelinii rozsifil do celého svéta. Nejprve byly
provedeny izolace dalSich endogennich GA zextraktd G. fujikuroi (ve vysledku izolovano
6 riznych GA, a to GA1, GA2, GA3, GA4, GA7 a GAy). Nasledné pak zapocaly izolace z vyssich
rostlin, ve kterych jsou tyto fytohormony nezbytné pro jejich rtst a vyvoj. Mnozstvi takto
izolovanych giberelini mnohonasobné pied¢ily ty z G. fujikuroi. Jak jsem jiz zminila, v soucasné
dobé¢ je pln¢ charakterizovano 136 endogennich GA, které pochazeji z cévnatych rostlin, hub
a nekterych druhl bakterii. Je velice pravdépodobné, ze diky novym, citlivéjsim analytickym
metodam, bude dochazet k objeviim dalsich endogennich giberelini i v budoucnu, avsak kvili jejich
velmi nizké koncentraci a strukturni slozitosti bude jejich charakterizace i s vyuzitim modernich
analytickych metod stéle sloZitou procedurou.®

Vedle identifikace a charakterizace novych endogennich giberelinti byla pozornost védci
zameéfena zejména na pochopeni jejich biosyntézy a nasledné na pochopeni, jak funguji tyto
endogenni GA v rostlinach. Biosyntetické drahy GA byly nejprve zkoumany u G. fujikuroi, ve které
jsou GA syntetizovany v relativné vysokych koncentracich (pti komercnich procesech vyroby GAs
a GAs mohou finalni vytézky dosahovat az n&kolik grami na litr kultivaéniho média).?® Jednotlivé
kroky podilejici se na biosyntéze GA byly studovany za pouziti bezbunécnych enzymatickych
systémii pfipravenych napftiklad z nezralych semen dyné nebo hrachu.?® S vyuzitim radioaktivné
znacenych substratl byly tyto latky prevedeny na odpovidajici konjugaty s vyuzitim vhodnych
kofaktorii a celd biosyntéza pak byla sledovana pomoci standardnich metod.*® U vyssich rostlin je

vSak mnozstvi GA v rostlin€ mnohem niz$i. Vyzkum biosyntézy GA a naslednych pfemén tak zavisel
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na vyvoji novych citlivéjsich metod, pfedev§im vyvoji GC-MS a nasledn¢ HPLC/MS. Tyto metody
spolu s rozvojem vyuziti izotopove znacenych standardl (zna¢eno neradioaktivnimi izotopy), které
mohly byt detekovany s vysokou citlivosti pomoci MS detektort,*! umoznily nejprve identifikovat
jednotlivé intermediaty v biosyntéze giberelint (70. 1éta 20. stoleti) a nasledné veskeré enzymy, jez
se na ni podileji (konec 80. let 20. stoleti).> AvSak ani tyto objevy nikterak neposunuly kupiedu
porozumeéni toho, jak GA funguji a co reguluji.

Zasadni prillom ve vyzkumu vlivu GA na rostliny tak ptiSel az na pocatku 21. stoleti spolu
s popisem signalni drahy giberelinfi na zakladni molekulérni urovni.?323 Vge zacalo nenapadnou
praci Penga a jeho kolektivu,® kteti v roce 1997 navrhli, Ze gibereliny pravdépodobné stimuluji
degradaci proteinti DELLA. V téle rostlin se DELLA proteiny vaZou na transkripcni proteiny a brani
jim tak v jejich funkci. Nasledné studie,® které vyustily v roce 2005 v identifikaci giberelinového
receptoru GID1, pak kone¢n¢ pfinesly trochu porozuméni do oblasti fungovani GA pti degradaci
DELLA proteinu. A tedy pfinesly vice informaci o tom, jak GA ovliviiuji rust rostlin. Bylo
demonstrovano, Ze k uspésné degradaci DELLA proteinu musi nejdiive dojit k aktivaci GID1
receptoru pomoci bioaktivnich GA (GA1, GAs, GAs nebo GAy), které obsahuji C3 hydroxylovou
skupinu. C3 hydroxylovana skupina je tedy extrémné dilezita pro spravnou interakci GA s aktivnim

mistem v GID1 (detailng&ji rozebrano v kapitole 3.4).2:3

3.2.1 Struktura giberelini a jejich aktivita

Ptirodni gibereliny tvofi velkou a strukturné rtiznorodou skupinu piirodnich latek zalozenych na
Ctyfech pétiuhlikatych isoprenoidnich podjednotkach.! Jejich zékladni struktura se sklada bud’
z tetracyklického skeletu 20-nor-ent-giberelanu (celkem 19 atomu uhliku) nebo ent-giberelanového
skeletu (20 atomi uhliku). Prvni zminéna skupina GA s 19 atomy uhliku tvoii vice jak dv¢ tfetiny ze
vSech znamych endogennich giberelini (Obr. 4). Obecné lze povazovat GAg za zékladni skelet,
Z n¢hoz jsou ostatni C19 gibereliny odvozeny. Tento typ giberelinii se pak 1i$i pfedev§im umisténim
a poctem hydroxylovych skupin a dalSich vazeb vrédmci skeletu. U giberelini zaloZenych na
ent-giberelanu (C20) Ize za matefskou slou¢eninu oznacit GA1. Stejné jako u C19 GA skupiny, C20
gibereliny se mezi sebou lisi zejména poctem a umisténim hydroxylovych skupin a ndsobnych vazeb.
Navic ale jesté maji uhlik C20 v riznych stupnich oxidace (-CHs, -CHa, -OH, -CHO, -CO;H).?
Piedpona ent- u obou struktur odkazuje na skutenost, Ze jejich struktura je odvozena od

ent-kaurenu, tetracyklického uhlovodiku, ktery je jejich biochemickym piedchiidcem.®
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20-nor-ent-norgiberelan (C19) ent-giberelan (C20)

GA,,

Obr. 4 — (A) Struktury dvou zakladni skeletil a (B) jejich nejvyznamnéjsich zastupci: GAg S motivem 20-nor-ent-
giberelanu (C19) a GA12 s motivem ent-giberelanu (C20)

Oba tyto skelety v prabéhu in vivo biosyntézy podléhaji riznym strukturnim pfeménam
a modifikacim, jez maji znacny dopad na jejich biologickou aktivitu. Dané modifikace spocivaji
zejména v oxidaci a dehydrataci jednotlivych ¢asti skeletu. Vztah mezi strukturou a biologickou
aktivitou giberelini je velice tizce spjaty, proto i pouhda mald zména v poloze ¢i konfiguraci
hydroxylové skupiny ¢i dvojné vazby miize mit fatdlni vliv na aktivitu giberelinu.®>?22® Jak jiz bylo
diive zminéno, z dosud znamych 136 endogennich giberelint pouze Ctyti (A1, As, Asa Ay) jsou
povazovany za biologicky aktivni. Zbyvajicich 132 giberelini hraje roli biosyntetickych
intermediati (docasn€) deaktivovanych giberelinii anebo produktd GA degradace.*® Biologicka
aktivita Ctyfech bioaktivnich giberelinti (Obr. 5) je nediln€ spjata s nékolika spole¢nymi funkénimi
skupinami jako karboxylova kyselina na C6 (COOH), laktonovy mistek mezi C4 a C10 a piedevsim
3-B-hydroxylova skupina (OH),*" které je zodpovédna za interakci GA s polarnimi
aminokyselinovymi zbytky v GID1 receptoru.® Absence anebo modifikace jedné nebo vice t&chto
funkénich skupin vede obecné ke ztraté bioaktivity. V této skupiné ale nalezneme i jeden rozdil.
Gibereliny Az a A1 obsahuji navic hydroxylovou skupinu v pozici C13 (OH). Tato funk¢ni skupina
ma na interakci GA a GIDI1 pouze minimalni vliv (neni nezbytnd) a jeji pfitomnost a vliv na
bioaktivitu tak zdstava nejasny. Jednou z navrZzenych moznosti je, ze C13 hydroxyl zvysuje

rozpustnost GA; a GAs v prostiedi, a tak zvySuje mobilitu t&chto giberelini v rimci bunék.*
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Bioaktivni gibereliny

Obr. 5 - Ctyii biologicky aktivni gibereliny (GA1, GAs, GA4, GA7) s vyznaenymi diilezitymi funkénimi skupinami
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3.3 Metabolicka draha giberelinu

4

Metabolicka draha giberelinti u vyssich rostlin byla dlouho studovana prostfednictvim rozsahlych
biochemickych, genetickych a genomickych studii, které postupné vedly k identifikaci a objasnéni
funkce vétSiny gent kodujicich biosyntézu GA a taktéz jejich deaktivaci. Tyto enzymatické reakce
jsou piisné a piesné kontrolovany v jejich nacasovani a subcelularni lokalizaci na tkanové i organové
urovni. Na tomto zaklad€ lze biosyntézu GA rozdélit na tfi stupné odehravajici se v rizném case
ve tfech riznych subcelularnich kompartmentech: plastidech, endoplazmatickém retikulu a cytosolu
(Obr. 6).%83° Na zaklad& nejnovéjsich poznatkii bylo dokazano, ze biosyntetické i deaktiva¢ni drahy
GA jsou ptisné regulovany vyvojovymi, hormonalnimi i environmentalnimi signaly, coZz je v souladu

s roli GA jako kli¢ovych regulatorti ristu.*
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Obr. 6 - Schéma biosyntézy giberelinti; (GGDP = geranylgerenyl difosfat, CPS = ent-kopalyldifosfat syntaza, CDP =
ent-kopalyldifosfat, KS = ent-kauren syntaza, KO = ent-kauren oxidaza, KAO = oxidaza kyseliny ent-kaurenové,
GA30x = GA3-oxidaza, GA130x = GA13-oxidaza, GA200x = GA20-oxidaza

3.3.1 Biosyntéza bioaktivnich giberelinii v rostlinach

Biosyntézu GA v rostlinach lze rozd¢lit do tii fazi podle povahy zac¢astnénych enzymu a odpovidajici
lokalizaci v buiice. Prvni stupen je katalyzovan rozpustnymi enzymy umisténymi v proplastidech
a vede k produkci ent-kaurenu. Ve druhé fazi je ent-kauren postupné oxidovan na GAiz, ktery tvoii

obecny prekurzor vSech endogennich giberelinli, a jeho pfeména je dale katalyzovana pomoci
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cytochromu P450 dependentni monooxidazou v endoplazmatickém retikulu. Tteti a posledni faze
drahy je katalyzovana 2-oxoglutarat dependentnimi dioxygendzami v cytosolu buiiky.*

Gibereliny jsou vystavény =z trans-geranylgeranyl difosfaitu (GGDP), pétiuhlikatého
stavebniho kamene pro mnoho diterpent a tetraterpenti, ktery se pies ent-kopalyldifosfat (CDP)
cyklizuje ve dvou krocich na tetracyklicky uhlovodikovy prekurzor ent-kauren.*? V zelené tkani
vétSiny rostlin je GGDP tvofen dvéma zptsoby: cestou kyseliny mevalonové (MVA) v cytoplazmé
a cestou methyl erythritol fosfatu (MEP) v plastidech.® Obecné je uvadéno, Ze u vétSiny
suchozemskych rostlin je vyuzita pfevazné pravé MEP draha.** Dvoustuptiova pieména GGDP
na ent-kauren probiha cyklizaéni reakci katalyzovanou ent-kopalyldifosfat syntazou (CPS)
na intermediat ent-kopalyl difosfat (CDP). Druhy krok, pfi kterém se ent-kopalyldifosfat prevadi na
ent-kauren, je katalyzovan cyklazou nazvanou ent-kauren syntaza (KS). V obou ptipadech se jedna
o diterpenové cyklazy (DTC) lokalizované v plastidech.

Vznikly ent-kauren je v nasledujici druhé fazi biosyntézy postupnou oxidaci konvertovan na
GAu, ktery je povazovan za obecny prekurzor vSech endogennich giberelind. Tyto oxidace jsou
katalyzovany dvéma enzymy z tfidy P450 monooxygenaz, ent-kauren oxidazou (KO) a oxidazou
ent-kaurenové kyseliny (KAO). KO je vazana na vnéj$i membrané plazmidi a katalyzuje postupnou
pieménu ent-kaurenu za vzniku ent-kaurenalu a nasledné kyseliny ent-kaurenové.** KAO posléze
ent-kaurenovou kyselinu pievadi pies ent-7a-hydroxy kaureonovou kyselinu na GAj.-aldehyd
a nasledné na finadlni GA1,. Tento sled reakci probiha v endoplazmatickém retikulu, kde je KAO
vazana. Zajimavym jevem je oxidativni kontrakce B kruhu, ktera nastava po prvni KAO mediované
oxidaci (transformace ent-kaurenové kyseliny na ent-7a-hydroxykaurenovou kyselinu) a ktera vede
K tvorbé GAir-aldehydu. Pii této oxidativni kontrakci se kruh B ent-kaurenového typu zmensi
Z Sesti¢lenného na péticlenny ent-giberelanovy skelet, ktery je typicky pro vSechny gibereliny.*

Nasledujici kroky biosyntézy, které davaji vzniknout giberelinové diverzité, pak probihaji
v cytosolu. Giberelin Az je zde postupné konvertovan na cilené bioaktivni gibereliny GA; a GAa.
Tato biosynteticka draha zahrnuje zejména katalyzu zprostfedkovanou 2-oxoglutarat-dependentnimi
dioxygenazami (2-OGD), konkrétné pak GA20-oxiddzu (GA200x) a GA3-oxidazu (GA30x).*® Toto
probiha po dvou paralelnich drahach, 13-hydroxyla¢ni a ne-13-hydroxyla¢ni. Prvni z nich zahrnuje
postupnou konverzi GAi, s vyuzitim GA200x na GAs, ktera je posléze pomoci GA3ox oxidovana na
GA,. Druha biosynteticka draha pak konvertuje GA1, na GAsz oxidaci uhliku C13. GAs;z je pak
s vyuzitim GA20ox pies riizné intermediaty pfevedena na GA:1.% Vétsina vyssich rostlin produkuje
GA\ jako hlavni endogenni bioaktivni giberelin. Av8ak nejhojnéji vyuzivany modelovy organismus
Arabidopsis thaliana produkuje vice GA4 nez GA1. A navic tyto rostliny jsou zaroven vuci tomuto

giberelinu vice citlivé.
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3.3.2 In planta deaktivace giberelina

Regulace rustu a obecné vSech dalsich procest, které jsou regulovany rostlinnymi hormony, je
otazkou udrzeni kiehké rovnovahy mezi jednotlivymi gibereliny a je zavisla na jejich koncentraci.
Logicky tedy, kdyz se naucily rostliny vyuzivané hormony ptipravit (biosyntéza), tak si samoziejme
vyvinuly i zpUsob, jak je deaktivovat. V pfipadé giberelini se uplatituje pfi deaktivaci nékolik
postupi, ale ten nejvice vyuzivany je zavisly na a-oxidaci bioaktivniho giberelinu v pozici C2
pomoci GA2-oxidazy (GA20x). Pii této reakci je zavedena u cilového giberelinu nova hydroxy
skupina do pozice C2. Tato deaktivace se neuplatiiuje pouze v piipadé bioaktivnich giberelinii Ay
a Ay, ale také u jednotlivych intermediatd. Enzymy GA2o0x, které se podileji na této oxidativni
transformaci, tedy mohou byt rozdéleny do tif riiznych t¥id.*” Enzymy v prvnich dvou tfidach jsou
specifické pro C19 gibereliny,”® zatimco enzymy tieti tiidy jako substraty akceptuji pouze C20
gibereliny.* Tato tfeti tfida je extrémné dilezitd, protoze deaktivuje jiz samotné prvni intermediaty
biosyntézy, gibereliny A1, a As3.* Nutno podotknout, Ze tento zpiisob inaktivace je moZny pouze pro
gibereliny, jez obsahuji nenasycenou vazbu v pozici C1-C2. Mezi tyto A2 gibereliny patii zejména
dva bioaktivni gibereliny GAsza GA7.2® Logicky tedy rostliny musely vyvinout deaktivaéni proces
i pro A'? gibereliny. Druhym deaktiva¢ni mechanismus byl popsan v roce 2005 v ryzi,*° kde bylo
prokazano, ze gen ELONGATED UPPERMOST INTERNOD (EUI) kéduje notifikaci cytochromu
P450, ktera je schopna oxidace (epoxidace) olefinu A" na odpovidajici epoxid. Tento typ
deaktivace je pak vhodny nejen pro A'? nenasycené gibereliny, ale i pro viechny C19 a C20
gibereliny, jez nemaji na uhliku C13 hydroxylovou skupinu. Tfetim zpisobem deaktivace giberelinti
je pak jejich transformace na cukerné konjugaty. Vzniklé glukosyl ethery a estery jsou biologicky
neaktivni. V ptipadé glukosyl esteri je pak mozné v ptitomnosti glukosyl hydrolazy ziskat zpét volny
giberelin.5!

Rostliny obecné maji nékolik mechanismil, jak udrzet gibereliny na urcité koncentraci, tak
aby zajistily tzv. GA homeostdzu. V rostlinnych tkénich tak mtze byt homeostaza u GA udrzovana
nejen potlacenim biosyntézy GA, ale i jejich odbouravanim. Je znamo, ze potlacovani biosyntézy
(regulace zpétné vazby) je navozeno snizenou expresi biosyntetickych gentt GA, GA20o0x a GA3ox.
Pii odbouravani giberelinii (regulace linearniho vyvoje) je regulace navozena zvySenim exprese
katabolickych GA2ox. Ttetim zptsobem, jak dosahnout homeostazy u giberelind, je regulovat geny
exprese DELLA proteinu a zpétna regulace receptorovych a transportnich gend. Regulace
tvorby/degradace GA muize byt také ovlivnéna podminkami prostfedi, ve kterém rostliny ziji. Bylo
pozorovano, Ze zvySeni produkce GA zavisi i na délce dni.> Fotoperioda a teplota ma také vliv na

aktivitu enzymi, kterd se podili na biosyntéze GA, coz ma samoziejmé vliv na produkci GA.%
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3.4 Jak gibereliny ovliviiuji rostlinu — signalizace

Jiz od padesatych letu minulého stoleti bylo jasné, ze gibereliny jsou biosyntetizovany rostlinami
a patii tak mezi fytohormony. Ackoliv biosyntéza giberelini byla jiz postupem casu dobte popsdna
a charakterizovana (kapitola 3.3.1), pouze malo informaci se ziskalo o tom, co gibereliny vlastné
v rostlinach dé€laji a jak ovliviiuji jejich rist. AZ v roce 2005 Ueguci-Tanaka pfisel s ndlezem volného
giberelinového receptoru GID1, ktery izoloval z ryze.? A i kdyz se v posledni dob& ozyvaji hlasy
zpochybiiujici jeho existenci,® GID1 je k dneSnimu dni jedinym identifikovanym giberelinovym
receptorem. Tento receptor, GID1 (GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1), je klicovym cilem
pro porozuméni vlivu giberelinii na ovlivnéni ristu rostlin. GID1 se spolu s GID2% podili na
degradaci DELLA proteinu (inhibice rdstu) v pfitomnosti F-box proteinit SLEEPY1 (SLY1 - pro
GID1) a SNEEZY (SNZ - pro GID2). Degradace je pak zapfi¢inéna SFC ubikvitinovymi ligazami
(Obr. 7).5

A. interakci mezi GID1 a DELLA proteinem
vznik nového povrchu

specifického pro
( vazebné misto ( DELLA protein

N-cast GA
4—» GID —
interakce mezi aIIotroplcka zména

T vazebnym mistem a GA, receptoru GID1

B. GA,; v GA-vazebné misté receptoru GID1

Asp 296
(L290)
(Carboxyl-end of 36)
Asn 225 4
n2) (L320)"

Tyr329 Gy sa7m: i Arg 251

'/N‘" 9 (nucleophlllc
S Ser19gs, elbow)
\\ £6 ; Asp 250
GA4 - S = (15)
@) GI 100m Ser 123(L120)
Tyr 134 (L120)

Tyr 31 (ab)

\\ Ser 127 (L120)
Obr. 7 - (A) Po navazani bioaktivniho GA do C-¢asti (kapsy) dojde k allosterické zméné proteinu a N-East se pielozi pies
C-c¢ast. Dojde zakryti kapsy pomyslnym vickem a nové vznikly povrch je schopny interakce s transkripénim regulatorem

proteinem DELLA. (B) GA4 v GA-vazebné misté receptoru GID1. Dilezita je interakce C3 hydroxylové skupiny
giberelint s tyrosinem Tyr 31 a Tyr 134.

V dnesni dobé obecné akceptovany model pro ristové signalni drahy navrhuje, Ze DELLA
proteiny hraji roli zhaSece pii rustu a vyvoji rostlin. DELLA protein se totiZ vaze na transkripéni
faktory, které iniciuji kliceni semen, rist stonku a kveteni. Na druhou stranu gibereliny podporuji
rist a vyvoj rostliny tak, Ze odstrani inhibici zpiisobenou DELLA proteinem.> Z mechanického

pohledu aktivace DELLA proteinu za¢ina interakci mezi GID1 receptorem a biogennim giberelinem
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(Obr. 7A). Tato interakce vede ke zméné GID1 konformace a vytvoii nové aktivni misto pro navazani
DELLA proteinu na GID1-GA komplex. Vznik GID1-GA-DELLA komplexu je provazen
konformaéni zménou DELLA proteinu, kterd ma za nasledek vytvofeni nového volného mista
specifického pro F-box proteiny, coz nasledné umozni zavedeni SCF E3 ligazy. Nasledn¢ SCF E3

mediovana ubikvitinace DELLA proteinu vede k jeho degradaci.®

3.4.1 Gibereliny a jejich signalni draha

Regulace transkripce z4visla na giberelinech je relativné jednoduchou signalni drahou, kterd podobné
jako u jinych rostlinnych hormonti spocivd v degradaci transkripéniho regulatoru. Samotna
degradace je pak spusténa interakci daného fytohormonu se specifickym receptorem, kde tato
interakce, at’ pfimo nebo nepiimo, zpiisobi degradaci transkripéniho regulatoru. Specificky receptor
pro gibereliny GID1 je volny protein nachazejici se v jadru a cytoplazmé. GID1 proteiny jsou
obdobné lipazdm &tépici lipidy u zvifat.?® Oproti esterdzdm ma GID1 zménéné nékteré
aminokyseliny v aktivnim misté. Jinak s nimi ale sdili zna¢nou strukturni podobnost. Obecné se
u obou proteinti jednd o globularni proteiny obsahujici kapsu pro substrat. Jsou tvoreny dvéma
rozdilnymi ¢astmi, C-terminalni doménou, ktera ma zminénou kapsu pro substrat (giberelin)
a N-koncovou doménou, ktera je flexibilni a nezavisla na kapse. Kdyz se bioaktivni GA navaze do
C-koncové domény (kapsy), dojde k alosterické zméné proteinu a N-doména se pielozi pres C-¢4st.*
Dojde k zakryti kapsy pomyslnym vickem a nové vznikly povrch je poté schopen interakce

s transkripénim regulatorem proteinem DELLA.

I ristova odpovéd
w y degradace DELLA

rGA % T

SFC E3 (cuut
ligaza o

Obr. 8 - Pfi nizkych koncentracich giberelinii (GA) se receptor GID1 vyskytuje v neaktivovaném stavu a proteiny
DELLA inhibuji expresi gent interakci s transkripénimi faktory. Pfi vyssich koncentracich GA ma vazba GA na GID1 za
nasledek konformaéni zménu proteinu DELLA. Diky tomu miize dojit k interakci mezi GID1 a DELLA, coz podporuje
jeh asociaci s SCF E3 ubikvitin ligdzou. Vysledna ubikvitinace (Ub) a destrukce proteini DELLA proteazomem 26S
vede k uvolnéni transkripénich faktorti a obnoveé genové exprese.

DELLA proteiny jsou volné jaderné proteiny patfici do rodiny transkripénich regulatort
GRAS (pojmenovano podle prvnich tii ¢lent rodiny; GIBBERELLIC ACID INSENSITIVE (GAI),
REPRESSOR GAIl (RGA) a SCARECROW (SCR)).*2%° V ramci rostlin je jejich role spojena
s potlacenim kliceni a rlstu, a v podstaté témer vSech znamych GA zavislych procesii. Pritomnost

GA pak reguluje jejich represivni aktivitu.%’ Proto také prebytek DELLA proteint vede k Giplnému
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potlageni fenotypt rostlin, které jsou giberelin deficientni.’! DELLA proteiny jsou charakterizovany
tim, Ze maji C-terminalni doménu spole¢nou s jinymi proteiny GRAS, zatimco N-koncova doména
obsahuje specifické motivy pro DELLA proteiny (aminokyselinova sekvence Asp-Glu-Leu-Leu-
Ala, LEQLE a TVHYNP), jeZ jsou nasledné rozpoznany GID1-GA komplexem. Interakce mezi GA-
GIDI1 a DELLA proteinem zptisobi strukturalni zménu u proteinu DELLA a umozni tak interakci
DELLA proteinu s F-box proteinem SCF komplexu ubikvitin E3 ligazy (SLY 1 u Arabidopsis, GID2
uryze). Ta dale katalyzuje ubikvitinaci proteinu DELLA. Tvorba polyubikvitinového fetézce (se
¢tyfmi nebo vice molekulami ubikvitinu) pak ¢ini DELLA protein cilem pro cilenou degradaci
pomoci 26S proteazomeu. GA tedy funguje jako alostericky aktivator GID1, coz zpisobuje
strukturalni zmény umoznujici asociaci receptoru s proteiny DELLA.

Biologicky aktivni gibereliny ve sv¢ struktuie obsahuji karboxylovou kyselinu na uhliku C6
a hydroxylovou skupinu na C3. Tyto dvé skupiny jsou nezbytné pro biologickou aktivitu, protoze
interaguji s polarnimi aminokyselinovymi zbytky v GID1 receptoru (Tyr 31 a Tyr 134). GA; a GA;
navic obsahuji C13 hydroxylovou skupinu, ktera prispiva k vazebné afinité pouze sporadicky a jeji
role je nejasna. Hlavnim ucelem C13 hydroxylové skupiny muze byt zvySeni rozpustnosti giberelinu
ve vodném prostiedi, coz by zlepsilo mobilitu téchto giberelinGi mezi buiikami.®* Oproti tomu
pritomnost hydroxylové skupiny na uhliku C2 je nezadouci, nebot’ ve vazebném misté zpisobuje
nepriznivé stereoelektronické interakce mezi GA a GID1 a snizuje tak vazebnou afinitu. Jak bylo
zminéno v predeslé kapitole (kapitola 3.3.2), hydroxylace na C2 je dilezitym deaktivaénim
mechanismem giberelint u vyssich rostlin.

Spravné kontrolovana hladina bioaktivnich GA v rostlinach je naprosto nezbytna pro spravny
rust a vyvoj rostlin. K porozumeéni této rovnovahy je tedy naprosto nutné podrobné prozkoumat tii
zakladni faktory, jez ji ovliviiji. Prvni dva, biosyntéza a deaktivace giberelini, jiz byly dikladné
popsany. Tteti faktor, transport GA v ramci rostlin a presnd lokalizace biosyntetickych mist, jsou
vSak velkd neznama. Pfesné mapovani biosyntetickych mist GA spolu s porozuménim transportu je
tedy dal$im nezbytnym predpokladem pro pochopeni regulace GA signélnich drah. Bohuzel tomuto
tématu byla zatim vénovana pouze minimalni pozornost a v literatufe nalezneme pouze 4 publikace
zabyvajici se touto problematikou. Tti z téchto 4 publikaci se zabyvaji popisem dalkového transportu

141516 3 &tvrta publikace se zaméfuje na blizky transport.5? Je tedy

giberelini prostfednictvim floému
zcela jisté, Ze tato oblast skryva mnoha piekvapeni a bude v budoucnu jisté v hleddicku mnohych

vyzkumnych skupin.
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3.5 Vyuziti giberelinti v zemédélstvi

Z ekonomickych divodu se stalo ovliviiovani nékterych aspektd ristu a vyvoje rostlin vesmés
nevyhnutelné. V polnich podminkach se téchto vysledki dosahovalo zpocatku pouzitim hnojiv,
pesticida a herbicidd. Tyto metody jsou postupné nahrazovany jinymi alternativami z diivodu jejich
nezadoucich ucinkl na Zivotni prostfedi. Jako vhodnou alternativou se zacinaji prosazovat ptirodni
produkty a jejich derivaty. Tyto latky obecné vykazuji nizkou toxicitu, snadno se degraduji v ptirodé
a jsou Setrn&j§i k zivotnimu prostiedi.?® Vzhledem k tomu, Ze GA jsou brany jako kli¢ovéa skupina
rostlinnych bioregulatorti hrajici ustfedni roli pfi kontrole ristu rostlin, jsou vysoko na seznamu
alternativ Kk jejich syntetickym protéjskim. To je také spolu s naslednym davkovanim
pravdépodobné jeden z hlavnich divodul, pro¢ se bioaktivni gibereliny ptrenesly z laboratoii do
oblasti zem&dé¢lstvi a zahradnictvi, kde se tyto fytohormony vyuzivaji. Vétsiho komercniho ohlasu
se vSak dostalo vyuziti antagonisti GA a inhibitord jejich biosyntézy.?? V té&chto ptipadech se jedna
o latky syntetického ptvodu, které naptiklad snizuji prodluzovani stonkl, ¢imz snizuji riziko
poléhanti obilovin, ryZe a fepky olejky a vedou tak k vy$sim vynostim plodin.®® V soucasné dobé se
tedy prakticky vyuzivaji dva hlavni ptistupy umoziujici zménit hladinu biologicky aktivnich GA
v rostlinach: (a) zvySeni endogennich hladin GA se dosahne pouzitim exogennich ptidavki GA (viz
3.5.1), a (b) snizeni endogennich koncentraci GA se dosahuje aplikaci GA antagonistll a inhibitorQ
biosyntézy GA (viz kapitola 3.5.2).

Ohlédneme-li se zpét do minulosti, svlij vyznam v zeméedélstvi gibereliny ziskaly jiz v druhé
poloving 20. stoleti béhem tzv. druhé zelené revoluce. V pribéhu tohoto globalniho procesu
dochazelo ke slechténi novych trpasli¢ich odrid zemedélskych rostlin, které prinesly vyrazny nardst
vynosti plodin. Slechtény fenotyp danych plodin byl ziskan snizenou odpovédi na arovné giberelini
v danych rostlinach. Z genetického hlediska toho bylo dosazeno zavedenim mutantnich alel na
jednom ze dvou lokusti Reduced height-1 (Rht-B1 a Rht-D1). Tyto ¢asti koduji mutantni protein
DELLA, kterému chybi doména zapojena do interakce DELLA-GID1. Kviili tomu nemiiZze dochazet
k GA indukované degradaci proteinu DELLA, coz vede k trpasli¢imu fenotypu rostlin.®* Dilezita
role této mutace byla nasledné€ potvrzena objevem podobnych mutaci na necitlivych trpasli¢ich
mutantech kukufice, ryZe a jeémene. VSechny tyto mutantni odridy vykazuji nesmyslné mutace na
N-konci DELLA proteinu nebo u TVHYNP oblasti v DELLA proteinech a generuji DELLA protein

odolny viidi giberelinem vyvolané degradaci.®*®

3.5.1 Exogenni pridavky giberelinii

PrestoZe jsou gibereliny hojné pfitomny v rostlinach, houbach i bakteriich, G. fujikuroi je pro svoji
vynikajici produktivitu giberelind jedinym organismem vyuZivanym pro jejich pramyslovou vyrobu.
Vezmeme-li jako piiklad kyselinu giberelovou (GAs), reprezentativni molekulu GA, vytézek
v primyslové ponorné fermentaci (SMF) u této houby dosahl vice nez 2 g/L po 7 dnech fermentace.

---------

GAz), pii cemz bylo ziskano 7 g/kg po 9 dnech fermentace. Tyto hodnoty jsou mnohem vyssi nez
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reportované vytézky jinych mikroorganismi.®® Samoziejmé, piiprava giberelind chemickou
syntézou je taktéZz mozna,?® aviak pfili§ finanéné naro¢na, a tedy pro komeréni vyuziti naprosto

nevhodna.

Tabulka 1 - Aplikace GA v zemé&délstvi

Giberelin Aplikace Utinek
okrasné rostliny indukce kveteni??
stolni hrozny zvétseni ploda®
slad Sasové zkraceni procesu vyroby sladu??
A brambory indukce kli¢eni?
ovoce indukce partenokarpického vyvoje??
citrusové plody oddéleni starnuti kiiry??
GAJGA; dvouleté jabloné zabranéni hnédnuti ploda®
GA4/GA; + benzyladenin jablong zvétSeni velikosti plodti a jejich tvaru®®
jablond inhibice vyvoje kvét_enst_\;isgz druhém roce po
GA; aplikaci®
stolni hrozny inhibice tvorby semen®’
GA jablong inhibice strupnatosti®®

Nejvice vyuzivanym giberelinem v primyslu se stala jiz zminéna kyselina giberelova
(GA3).% Tato slou¢enina nalezla mnoho aplikaci ve vinaistvi, zahradnictvi i zemé&dglstvi. VétSina
stolnich hroznl se péstuje pomoci jejiho exogenniho ptidavku, kdy po aplikaci v dobé kveteni
dochazi ke zvétSeni bobuli. Pfidavkem giberelinu A7 je posléze inhibovana tvorba semen.®” Dalsi
vyuzivany giberelin, GAs4, je snaze degradovatelny v porovnani s GAs, a je proto vhodnéjsi pro
aplikace, kde je nezadouci dlouhodoby ucinek giberelinti. Navic GAs vznika fermentaci jako smés
GA: a GA; a vzhledem k jejich velké chemické podobnosti (GA7 oproti GA4 obsahuje A2 olefin
v A kruhu) je jejich separace ve fermentacnich extraktech velmi obtizna. Vysledkem je pfitomnost
(vétsinou nezadouci) GA7 v riznych komeréné dostupnych piipravcich (obecné 40 %). Hlavni
vyuziti této smési GA47 je pak v ovocnaiském priimyslu, kde brani hnédnuti jablek.®® JestliZe je viak
tato smés aplikovana na celé stromy u domestikovanych jabloni v obdobi indukce kvétt, pfitomnost
GA7 zabranuje vyvoji kvétenstvi ve druhém roce po aplikaci. Tento pozorovany, le¢ zatim
nevysvétleny efekt (mechanismy spojené s touto regulaci nejsou dosud prozkoumany) je velice
vitany, paklize je aplikovan na jablon¢ v dvouletém cyklu (kveteni prvni rok, plody 2. rok), protoze
vede ke zvySeni velikosti a kvality plodi (jablon neni vysilovana tvorbou plodii v 1. obdobi).
Zminénou nevyhodou je vSak aplikace u jednoletych jabloni, protoze ty pak ve druhém roce nemaji
zadné plody. Nezndmy mechanismus uc¢inku GA7na kvétenstvi jabloni je samoziejmé limitujici a do

urcité miry iritujici. Pfedpoklada se, ze inhibice kveteni pomoci GA7 je zptisobena zménou v expresi
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gent klicovych pro kveteni.#% Bohuzel se tyto geny prozatim nepodafilo identifikovat. Pokud je
smés GAu7 aplikovana spolu s cytokininem benzyladeninem, u jablek dochazi ke zlepSeni jejich
velikosti a tvaru.®® Giberelin Agse usp&sné vyuziva k zastaveni strupatosti u nékterych odriid jablek.?®
Dalsi oblasti, kde se vyuziva aplikace GAs, jsou citrusové plody, u kterych po aplikaci dochazi
k oddaleni starnuti kary, ktera se takto udrzi po delsi dobu v lepsim stavu, ¢imz prodlouzi dobu
skladovani. Své vyuziti nalezly gibereliny i pii vyrobé sladu k vafeni piva. Jedna se o velmi nakladny
a ¢asové narocny proces, ktery jde o 2-3 dny (z piivodnich 8-10) zkratit pfidanim 25-500 pg GAs na
kazdy kilogram jeCmene. Také u mnoha riznych okrasnych rostlin Ize exogennim piidavkem GA3
urychlit kveteni nebo spustit kveteni i mimo sezonu. Za zminku stoji i méné bézné aplikace GAs,
jako je zvySeni vegetativniho rustu (cukrova titina, Spenat, chmel), indukované kli¢eni brambor ¢i
partenokarpicky vyvoj ovoce, kde pozdni mrazy poskodily kvét a zabréanily tak oplodnéni.?? Ptehled

aplikaci a u¢inku jednotlivych giberelind naleznete v Tabulka 1.

3.5.2 Vyutziti inhibitori biosyntézy giberelini

Obecn¢ se jako inhibitory rustu v zeméd€lstvi a zahradnictvi vyuzivaji latky, jejichz cilem je
zamezeni nezadouciho rustu rostlin bez toho, aniz by doslo ke snizeni produktivity u kulturnich
plodin. Pozorovanym efektem aplikace takovych latek je snizené prodlouzeni buné€k rostlin nebo
rychlost jejich déleni. Casto jsou tyto latky oznadovany jako ,retardéry riistu®, protoZe nezasahuji do
zmény vyvojovych vzorcli a viici rostlinam a jejich okoli nejsou piili§ toxické, zejména pokud

porovname jejich uginky v kontextu jinych chemickych piidavka.’

Inhibitory biosyntézy giberelint

DHGA; (5) Daminozid (6)

Obr. 9 — Struktury vybranych inhibitorti biosyntézy giberelinti

Prvnimi vyuzivanymi inhibitory riistu se staly v roce 1949 vybrané derivaty nikotinu.®
Nasledné bylo objeveno a aplikovano v zemé&délstvi mnoho dal$ich slouc¢enin s podobnymi u¢inky.
V dnesni dobé tyto latky délime do tii skupin, kde kazda skupina latek inhibuje biosyntézu giberelini
Vjiném stadiu.” Prvni skupinu tvoii slou¢eniny ,.oniového typu“, jako je chlormequat chlorid,
mepiquat chlorid (3), chlorphonium a AMO-1618. Tyto latky obsahujici ve své struktufe kvartérni
amoniové ionty a jsou aktivni v pocatecnich krocich biosyntézy, kde inhibuji preménu

27



geranylgeranylpyrofosfatu na ent-kauren. Z pohledu mechanismu tyto latky blokuji nasledujici
cyklazy, kopalyldifosfat syntdzu a ent-kauren syntazu. Druhou skupinu latek tvofi slouceniny
obsahujici heterocyklus s atomem dusiku, jako jsou napt. ancymidol, flurprimidol, paclobutrazol (4)
¢i inabenfid. Tyto retardéry blokuji monooxygendzy zavislé na cytochromu P450, ¢imz inhibuji
oxidaci ent-kaurenu na kyselinu ent-kaurenovou. Tteti skupinu pak tvoii strukturni derivaty
2-oxoglutarové kyseliny, kterd je ko-substratem dioxygenaz katalyzujicich posledni kroky pfi
biosyntéze GA. Do této tfidy fadime latky odvozené od acylcyklohexandionu, napf. trinexapac-ethyl
a daminozid (6). Tyto latky blokuji zejména oxida¢ni krok vedouci k instalaci 3/-hydroxylové
skupiny u GA.”

Tyto tfi typy rustovych inhibitort jsou velice uc¢inné pii kontrole ristu plodin. BohuZzel také
maji nezanedbatelny negativni vliv na Zivotni prostfedi a pii jejich aplikaci se Casto projevi vedlejsi
t¢inky jako nezadouci kveteni a zrani plodd.”®"* Toto chovani syntetickych latek je také diivodem,
proc¢ se k témto latkam zacala hledat pfirodni alternativa s minimalnimi vedlej$imi ucinky. Dosud
nejznaméjsi zastupce takového typu regulatoru ristu jsou 16,17-dihydro gibereliny a jejich derivaty,
pro které je charakteristickd 16,17-dihydro skupinou (redukce A!? olefinu na D kruhu).
Nejaktivnéj§im ¢lenem této t¥idy latek je exo-16,17-dihydro giberelin As-13-acetat (5), oznaceny
také DHGAS. U této latky je praveé 16,17-dihydro skupina klicovym prvkem inhibujicim rist rostlin.
Acetat na uhliku C13 zde pak hraje roli ,,transportéru‘, jez podporuje vstfebani 5 do rostlin, ¢imz
zvysuje jeji uc¢innost.” Z pohledu mechanismu u¢inku se pfedpoklada, Ze strukturni podobnost latky
55 GA2 a GAgumozituje kompetitivni substratovou inhibici mezi témito latkami pti biosyntéze GA4
a GA: pies GA30x.”? Vysledna nizsi koncentrace bioaktivnich GA zpomaluje rist rostlin anebo
ovliviiyje jejich strukturu.® Latka 5 avSak musi byt de novo piipravena z komeréné dostupné GAs.
Tato syntéza je vSak v dnesni dobé komercné nerentabilni, a latka je tedy mimo vyzkumna pracoviste
nevyuzivana. V soucasné dobé neexistuje zadna synteticka metoda, jez by byla schopna pfipravit
cilovou latku 5 v multigramovém mnozstvi za rozumnou cenu. N¢ktera parcialni zlepSeni sice
zvysila konkurenceschopnost piipravy latky 5, ale dosazené Gspéchy pofad nejsou dostate¢né.”
Obdobng, nékteré strukturni derivaty latky 5 vykazovaly jesté vétsi inhibi¢ni aktivitu nez latka 5, ale
jejich priprava byla jest¢ nakladngjsi. Cilem dnes$niho vyzkumu je tedy vyvoj novych struktur
(odvozenych i od latek negiberelinového typu), které by vykazovaly stejné biologické G¢inky jako

latka 5, avSak bylo by je mozné ptipravit v zadoucim multigramovém mnozstvi a za pfijatelnou cenu.
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3.6 Gibereliny jako potencialni Ié¢iva s protinadorovym ucinkem

Vétsina vyzkumu spojeného s gibereliny se velice uzce zamétuje na oblast zemédélstvi a rostlin.
Meéli bychom si vSak uvédomit, ze tyto fytohormony jsou pfitomny ve vSech rostlinach a plodinach,
jez neustale konzumujeme. Zkoumat jejich vliv, pokud tedy existuje, na nase bunky a potazmo zdravi
je proto vice nez relevantni oblasti vyzkumu. Tato oblast je vSak velice malo probadana a z pohledu
giberelinil se dotyka pouze vyzkumu vlivu na nddorové buiiky. Toto ovSem neni pfekvapive, nebot’
onkologicky vyzkum se v poslednich letech stal jedou z nejvétsi oblasti farmaceutického primyslu
jak z hlediska poctu projekti, tak i klinického vyzkumu.” Identifikace nékolika funk¢nich
molekularnich a biologickych prvkl odliSujicich nadorové buniky od normalnich bun¢k vedly
k novym a modernim terapeutickym pfistupim vedoucim K prokazani téchto typti onemocnéni.
Vyvoj lé¢ebnych postupli tak zahrnuje vSe od podavani cytotoxickych 1é¢iv a nespecifické
chemoterapie az po podavéani 1ékit zamérné vyvinutych proti specifickym molekularnim cilim.”™
Je znamo, ze piirodni latky maji diky své strukturni diverzité v boji proti nddorovym onemocnénim
své nezastupitelné misto. Hlavni snahou védct je tak ziskat konkrétni ptirodni latku nebo skupinu
latek definovanych struktur s pfesné popsanym ucinkem. Tyto izolaty jsou pak urCeny piimo
k terapii,’® nebo déle k pripravé derivati s lepsi terapeutickou hodnotou. Neztidka vsak také slouzi
jako zékladni strukturni vzor pro design a konstrukci novych &isté syntetickych preparatt.’’

Jak jiz bylo feceno, gibereliny se fadi mezi diterpenoidni pfirodni latky. U nékterych z téchto
substanci byly reportovany riizné biologické aktivity’® zahrnujici taktéZz silnou protinadorovou
aktivitu vii¢i nadorovym bunéénym liniim.”® Vzhledem k tomu, Ze biologické aktivita giberelini je
primarné spjata s jejich roli fytohormont,? jejich vyuziti v oblasti protinadorovych 1é€iv je vice nez
sporadicka.®! O to prekvapivéjsi je pak zjisténi, Ze ent-kauren, biosynteticky prekurzor giberelind,
vykazuje jak protinadorovou, tak protizanétlivou aktivitu.8! V tomto pfipadé se ukazalo, Ze derivaty
ent-kaurent s a,B-nenasycenymi ketony v kruhu A a D jsou ty hlavni biologicky aktivni intermediaty
(Obr. 10).82 Zadny znamy endogenni giberelin viak neobsahuje obdobny strukturni motiv, coZ je
mozna diivod, pro¢ protinadorova aktivita giberelindi nebyla systematicky zkouména.™ V okamziku,
kdy doslo k identifikaci a,Bf-nenasycenych ketonti jako privilegovaného strukturniho motivu
u ent-kaurenti, mnoho vyzkumnych skupin se pustilo do ptipravy giberelinovych derivat obsahujici
praveé tento strukturni motiv s cilem zménit ptivodné netoxickou molekulu na molekulu s potencialni
protinadorovou aktivitou. V prub&hu let byla navrZzena fada derivatd giberelini, které mohly
potencialné protinadorovou aktivitu vykazovat. Vétsina z téchto derivata byla odvozena od kyseliny
giberelové, ktera byla vyuzita jiz v minulosti jako vychozi latka pti de novo syntézach

i semisyntézach rliznych tiid giberelinf.??
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3.6.1 Vyvoj molekuly GA-13315

Chen a kolektiv v roce 20092 potvrdili zdkladni domnénku,®? Ze za cytotoxickou aktivitou u této
tfidy ptirodnich latek je zodpovédny a,pB-nenasyceny ketonovy motiv. Pfi syntéze novych
giberelinovych derivati vychazel z GAs a jejich derivati GAs methyl esteru a GAsz benzyl esteru.
Nésledné jeho vyzkumna skupina pfipravila knihovnu latek, do nichz byly inkorporovany
o, B-nenasycené ketonové jednotky. Tato knihovna byla nasledné otestovana na jeji cytotoxickou
aktivitu. Testovani prob&hlo na bunéénych liniich odvozenych od lidské promyelocytické leukemie
(HL-60) a karcinomu mocového méchyie (BIU-87). Molekuly, jez obsahovaly pouze jednu
a,B-nenasycenou strukturni jednotku (7 a 8), vykazovaly velmi nizkou cytotoxicitu (ICso >40),
zatimco derivaty neobsahujici tento motiv viibec, nevykazovaly cytotoxicitou zadnou. Molekula 12
(nazvana GA-13315) se dvéma a,B-nenasycenymi ketonovymi jednotkami v kruhu A a D vykazovala
nejsilngjsi cytotoxickou aktivitu ze vSech pfipravenych derivata (HL-60 (ICso = 2,7 nM), BIU-87
(ICso = 0,5 nM)).22 U této latky (12) byl také pozorovan ucinek vici katalytické aktivite
topoizomerazy I (koncentrace 8 pug/uL kompletné inhibovala aktivitu topoizomerazy 1) a byla tedy

vybrana jako nejslibnéjsi molekula pro dalsi vyvoj (Obr. 10).

A. Derivaty s jednou o, B—nenasycenou ketonovou jednotkou

Obr. 10 — (A) Struktura giberelinovych derivati s inkorporovanou jednou ketonovou jednotkou v kruhu A (8) nebo
v kruhu D (7). (B) Struktura giberelinovych derivati s inkorporovanymi dvéma a, B-nenasycenou strukturnimi
jednotkami vyskytujici se na kruzich A a D. Molekula 12 (GA-13315) vykazovala nejvyssi cytotoxicitu ze vSech
pripravenych derivata.

30



3.6.1.1 Molekularni cile GA-13315

Utinky molekuly 12 (Obr. 11) byly dale testovany vii¢i vybranym molekularnim ciliim specifickym
pro jednotlivé typy rakoviny. Prvnim potencionalnim a slibnym cilem bylo cévni zasobeni nadoru.
Je znamo, ze nadorové bunky jsou zavislé na piitomnosti funkcnich krevnich kapilar, jelikoz
dostate¢né krevni zdsobeni pozitivné piispiva kjejich riistu, preziti a Sifeni metastazi.®
Predpokladem bylo, Ze protinadorova aktivita latky 12 mize byt tedy spojena s inhibici
angiogeneze.'? Tento cil byl tedy logickym krokem pii testovani ucinkl této latky. Obecné riist
a Sifeni nckterych nadortt krevnimi a lymfatickymi cestami je podminéno celou fadou faktord,
z nichZ se jako nejdtilezitéjsi jevi vaskularni endotelialni riistovy faktor (VEGF).#* Uginek derivétu
12 byl proto in vivo otestovan na VEGF-indukovanou angiogenezi a bylo prokazano, ze jiz 2,5 mg/kg
latky 12 redukuje mnozstvi proteinu VEGF. Antiangiogenni aktivita tohoto giberelinového derivatu

byla tedy potvrzena.

GA-13315 —

Obr. 11 - Struktura GA-13315 (12) s o, B-nenasycenymi ketony vyskytujicimi se na kruzich A a D

Latka 12 byla nasledné otestovana na bunécnym liniich, které jsou rezistentni vuci vice
1éktim.® Takzvana multilékova rezistence (MDR) zfistdvd jednou z primarnich piic¢in selhani
chemoterapie u nadorovych onemocnéni.?® ABC transportéry (z anglického ATP-binding cassette)
jsou transportni proteiny, které se na této 1ékové rezistenci podileji diky ATP zavislym transportnim
proteintim, které vypuzuji cytostatika z bunék. Uginek latky 12 byl testovan na bun&nych liniich
MCEF-7 a od nich odvozenych MCF-7/adr (disponuji nadmérnou expresi ABC1). Bylo pozorovano,
7e testovana latka 12 je selektivni vii¢i rakovinnym bufikam rezistentnim na standardni chemoterapii
a je schopna zvysit ucinnost konvenénich chemoterapeutik. Bylo navrzeno, ze ptisobi proti efluxni
funkci ABCBI1 a pozitivng se podili na zvyseni exprese proapoptického Bax proteinu. Tento vysledek
by mohl v budoucnu vést k zavedeni latky 12 (v kombinaci s dalsimi chemoterapeutiky) k 1é¢bé

nadori vykazujicich nadmérnou expresi ABCB1.%

3.6.1.2 Konjugaty GA-13315 a dalSich giberelinovych derivati

Navzdory vyse popsanym vlastnostem a vysoké aktivité latky 12 vuci testovanym nadorovym liniim
vykazuje tato latka i vlastnosti, které jsou nevhodné pro dalsi medicinalni vyvoj dané latky. Zejména
jde o nizkou rozpustnost latky ve vod¢ a zaroveii nizkou stabilitu za normalnich podminek. Bylo tedy
zapotiebi vyhledat efektivni a netoxicky nosié¢, ktery by zvysil rozpustnost molekuly 12, a pokud
mozno zvysil jeji stabilitu, a navic ji dopravil k terapeutickému cili.?” Jiz v minulosti ve
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farmaceutickém, kosmetickém a potravinarském primyslu se ke zlepSeni fyzikalnich i¢inkti molekul
vyuzivaly cyklodextrinové jednotky (CD). Jedna se o ve vodé¢ rozpustné oligomery skladajici se
Z Sesti az osmi 8 D-glukoézovych jednotek propojenych a-1,4-glukosidickou vazbou. Tato struktura
vede ke vzniku centralni hydrofobni dutiny s hydrofilnimi postrannimi fetézci.® V zavislosti na
t&chto ucincich se Yang a kolektiv®’ rozhodli CD integrovat do komplexu s 12. Byly syntetizovany
komplexy s B-cyklodextrinem a jeho derivatem 2-hydroxypropyl-B-cyklodextrin (HPBCD), ktery
disponuje vyssi rozpustnosti ve vodé a zaroven nizsi cytotoxicitou (Obr. 12). Nasledné experimenty
ukazaly, ze vytvorené komplexy disponovaly kyzenou vyssi rozpustnosti a stabilitou. Jejich dalsi

vyvoj je nyni ve stadiu experimentd.

Obr. 12 — Pravdépodobny zptisob zaclenéni GA-13315 do komplexu s B-cyklodextrinem 13 (B-CD) a 2-hydroxypropyl-
B-cyklodextrinen 14 (HPBCD)®"

DalSim strukturnim motivem, ktery byl uvazovan pro modifikaci latky 12, a ktery by mohl
vést ke zlepSeni jejich vlastnosti, jsou triazolové heterocykly. Tyto slouceniny byly jiz v minulosti
zkoumany, nebot vykazuji Sirokou S$kalu biologickych a farmaceutickych uCinkll vcetné
protinadorovych, antimykotickych, imunosupresivnich, antialergickych, antituberkularnich,
jednotky pro vyvoji tohoto typu 1&¢iv.% Wu a spolupracovnici® tak piipravili sérii heterocyklickych
hybridnich derivat vybranych triazolli a derivatii alogibereleni s a,-nenasycenymi ketony na kruhu
D. Z ptipravené knihovny molekul vykazovaly nejvyssi aktivitu latky 15 a 16 (Obr. 13), které nejenze
disponovaly Sirokym spektrem protinadorové aktivity viici panelu lidskych nadorovych linii (HL-60,
A549, SMMC-7721, SW480, MCF-7), ale latka 16 navic dokazala navodit apoptozu u téchto bunék

a zastavit bunécny cyklus v jeho S fazi.

Obr. 13 - Konjugaty vytvofené spojenim derivatu kyseliny alogiberelové a 1,2,3 — triazolu
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3.7 Predchozi dosazené vysledky v ramci nasi skupiny

Jak jiz bylo v tvodnich kapitolach zminéno, cilem projektu, na kterém jsem pracovala v ramci
bakalaiské i diplomové préce, je dosazeni a potvrzeni predpokladané struktury nové detekovaného
endogenniho giberelinu (Schéma 2). Na zakladé navrzené struktury, doc. PospiSil navrhl zahajit
syntézu cilové molekuly z komeréné dostupného giberelinu Az a celkovy synteticky plan® rozdélil
na dva kli¢ové kroky. Prvnim stézejnim krokem je piiprava intermediatu 17 obsahujiciho dvé
ortogonalni chranici skupiny na karboxylovych skupindch v pozici C19 a C7. Druhou klicovou
molekulou je intermediat 1, ktery je vhodny k selektivni allylické oxidaci pozice C12 a provedeni

inter-intra molekularni hydroborace vedouci k selektivni instalaci C11 hydroxy skupiny (Schéma 2).

Klicové struktury syntézy N

WOH ~OH

—._ 10

HO ; 2
CO,H P10,C CO,P
GA, 17 1 11p,120-(OH),-GAg
vychozi latka 1. kliéovy intermediat 2. klitovy intermediat  navrzena struktura - GA,3;
\ y,

Schéma 2 - Struktury dvou kli¢ovych intermediatt 1 a 17 vedouci k navrzené struktufe potencionalniho endogenniho
giberelinu A1z

V radmci piedchozi bakalaiské prace se mi podatilo pfipravit latku 17, ktera ptedstavuje prvni
nezbytny kli€ovy intermediat pro naplanovanou cilenou syntézu. Jednalo se o 5 krokovou syntézu,
kdy cilova molekula byla po optimalizaci vSech dil¢ich syntetickych krokt pfipravena v globalnim
vytézku 14 % (Schéma 3). Navrzeny synteticky postup vychazel z pfedpokladu, ze C7 methyl ester
a C19 MOM ester budou ty nejvhodnéjsi chranici skupiny. AvSak navzdory ptedpokladim MOM
estery se vyznacovaly velmi nizkou stabilitou a nebylo je mozné pfipravit v adekvatnich vytézcich.
Bylo tudiz testovano nekolik dalSich chranicich skupin a nalezeni vhodné C19 protektivni skupiny
bylo stéZejnim problémem celé syntézy. Ve vysledku jako nejvhodnéjsi chranici skupina byl zvolena

benzylova skupina a byla ptipravena molekula 18 (Schéma 3).
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Schéma 3 - Syntéza prvniho kli¢ového intermediatu 18 provedena v ramci bakalarské prace

V pribéhu planované syntézy i mimo ni bylo pfipraveno mnoho giberelinovych derivatu,
u kterych byla ohodnocena jejich biologicka aktivita z pohledu jejich vlivu na bunééné linie, kdy
diraz byl primarné kladen na jejich cytotoxickou aktivitou. Vybrané latky byly testovany na
bunécnych liniich prsniho adenokarcinomu MCF-7. Ze vSech testovanych latek pouze latky 35 a 19
vykazovaly cytotoxickou aktivitu. Inhibi¢ni koncentrace (ICso) pro intermediat 35 Cinila
6,75 + 2,35 uM, pro latku 19 ¢inila 10,4 + 1,6 uM. Ptekvapive jsme u dalSich 4 derivata (latka 20,
21, 22 a 31) pozorovali vliv na zvySeni proliferace bunék a to az o 153 %. Zda se, ze hlavnim

spole¢nym rysem u téchto latek je p¥itomnost C3 hydroxy skupiny a a.f,y,6-nenasyceného systému.

Tabulka 2 - Vysledky biologickych testi na bunééné linii MCF-7 (odvozeno od prsniho adenokarcinomu). Latky byly
testovany v riznych koncentracich a vyhodnoceny po 72 h inkubaci.

I1Cso

1Cs0 (uM) ZvySeni L ZvySeni
Testovana litka MCF7  proliferace Testovana latka ,\(A” é\;[:)7 proliferace
10,4 £1,6 - >50 153 %
WOH
o 6,75 £2,35 - >50 153 %
éoancone
35
>50 150 % >50 150 %
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie

V ramci syntézy byly vyuzity nasledujici chemikalie: aceton, acetyl chlorid (AcCl), anhydrid
kyseliny octové, azobisisobutyronitril (AIBN), benzyl bromid (BnBr), bromid zine¢naty (ZnBr),
deuterovany chloroform (CDCls), Dess-Martinovo ¢inidlo (DMP), dichlormethan (DCM),
dimethylformamid (DMF), 4-dimethylaminopyridine (DMAP), ethyl acetat (EtOAc),
N-chlorsukcinimid (NCS), NH2NH. v acetonitrilu (1M roztok), hydrazin acetat (NH2NH2¢AcOH),
hydrazin hydrat (NH2NH,*H20), hydrazin monohydrobromid (NH2NH2¢HBr), hydrazin
monohydrochlorid (NH2NH2*HCI), hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3), hydroxid draselny (KOH),
chlorid méd’ny (CuCl), chloroform (CHCls), kyselina citronova, kyselina chlorovodikova (HCI),
imidazol, kyselina octova, kyselina sirova (H2SOs4), methanol (CH3OH), methyloxalyl chlorid,
methyl jodid (CHsl), N,N'-diisopropylcarbodiimid (DIC), N,N-diisopropylethylamin (DIPEA),
nasycené roztoky NaCl, NaHCOs, Na,COs a NaH,PO., N-methylnitrosourea, diethylether, oxalyl
chlorid, petrolether (PE), siran hofe¢naty (MgSOa), siran sodny (Na,SO4), tetrabutylamonium chlorid
(TBAC), tetrabutylamonium fluorid (TBAF), 2-tert-butyl-1,3-diisopropylisourea,
tert-butyldimethylsilyl chlorid (TBSCI), tetrahydridoboritan sodny (NaBHa4), tetrahydrofuran (THF),
thiokarbonyldiimidazol, trimethylamin, toluen, uhli¢itan draselny (K>COs) od firem Sigma-Aldrich,
Merck, Lachner a Fluka.

4.2 Metody a material

4.2.1 Obecné metody organické syntézy

Veskeré pouzité vychozi latky a dalSi chemikalie jsou komercné dostupné a byly pouzity bez
dodatecné purifikace v kvalité deklarované a dodané vyrobcem. Vsechny reakce, pokud neni
v postupu specifikovano jinak, byly provedeny za laboratorni teploty (RT) pod inertni atmosférou
(argon) a v plamenem zihané aparatufe s vyuzitim standartnich laboratornich technik. Pribéh reakci
byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) na hlinikovych deskach pokrytych
silikagelem 60 SIL G/UV254 s fluorescentnim indikatorem (Machery-Nagel nebo Sigma-Aldrich).
K detekci jednotlivych sloucenin piitomnych na TLC bylo vyuzito UV zafeni (A = 250 mn)
a nasledné byla vyuzita detekce pomoci vizualizaénich roztokt, a to pomoci Hannesianova roztoku
anebo bazického KMnOs. Finalni produkty byly purifikovany pomoci kolonové chromatografie
(CC) na silikagelu 34 od firmy Sigma Aldrich (velikost &4stic 230-400 mesh; velikost pori 60 A).
Spektra hmotnostni spektrometrie syntetizovanych latek byla méfena s vyuzitim HPLC-PDA-MS
metody. Vzorky byly rozpustény v methanolu (10 pL 3x10°M v 1% methanolu) a naneseny
na reverzni kolonu (Symmetry C18, 5 um, 150 mm x 2,1 mm; Waters, Milford, MA, USA) pti 40
°C. Rozpoustédlo A obsahovalo 15mM mraven¢nan amony (HCOONH,4) upraveny na pH 4,0.

Rozpoustédlo B obsahovalo methanol a pritok byl nastaven na 0,2 mL/min. Vzorky byly
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analyzovany s vyuzitim gradientu: 0 min, 10 %B; 25 min; 90% B; 35 min; 90% B; 45 min; 10% B
v Waters Alliance 2695 Separations Module (Waters, Manchester, UK). Nasledné byl eluent
zaveden do Waters 2996 PDA detektoru (Waters, Manchester, UK) (rozmezi skenovani 210—400
nm) a QDa Mass Spectrometru (Waters MS Technologies, Manchester, UK) se systémem ESI.
Napéti bylo nastaveno na 15 V, iontovy zdroj byl zahfan na 120 °C a méfeni bylo provadéno
v pozitivnim (ESI*) a negativnim médu (ESIY). *H NMR a **C NMR spektra byla méfena na piistroji
JEOL 500 JNM-ECA pracujici pii frekvenci 500 MHz (*H) a 125 MHz (**C) v rozpoustédlech
CDClIs nebo CD3COCD:s pti laboratorni teploté. Chemické posuny (3, ppm) a §tépici konstanty (Hz)
'H NMR spekter jsou uvedeny standardnim zptisobem vzhledem ke zbyvajicimu CHCl;s pfitomnému
v CDCl; (6H = 7,27 ppm) a prostfednimu signalu v CHD,C(O) CD3 ptitomném v acetonu-ds (6H =
2,05 ppm).=°C NMR chemické posuny (8, ppm) jsou uvadény vzhledem k CDCls (8C = 77,23 ppm,
prostedni signal) a CDsC(O)CD3 (6C = 29,84 ppm, prostfedni signal). Protonové interakce jsou
prezentovany jako singlet (), dublet (d), dublet dubletu (dd), triplet (t), triplet tripletu (tt), pentet (p)
a multiplet (m). Teploty tani (b.t.) byly méfeny na piistroji B-540 Biichi (Svycarsko). Veskeré latky
byly vazeny za pomoci analytickych vah zna¢ky Radwag AS 220.R2. K zahustovani latek byly
vyuzity vakuové rotaéni odparky (RVO) I-300 (Biichi, Svycarsko).

4.2.1.1 Vizualiza¢ni TLC roztoky — priprava

o Zasadity roztok KMnOQ, byl pfipraven rozpusténim 9 g KMnO4 a 20 g K,COs ve 150 mL
10% NaOH.
e Hannesianlv vizualiza¢ni roztok byl pfipraven rozpusténim 12 g Kkyseliny

fosfomolybdenové ve 250 mL ethanolu.
4.2.2 Biologicky material

4.2.2.1 Bunééné linie

Toxicita vybranych latek byla testovana na bunécnych liniich MCF-7 odvozenych od prsniho
adenokarcinomu a RPEL-hTERT linii epitelovych bunék retiny imortalizovanych lidskou
telomerazou. Buniky byly kultivovany pfi teploté 37 °C v atmosféfe 5% CO, v DMEM kultiva¢nim
médiu doplnéném o 10% fetdlniho séra, glutaminu (2 mM/L), streptomycinu (100 pg/mL)

a penicilinu (100 IU/mL) a v pravidelnych intervalech byly pasazovany.
4.2.2.2 Caenorhabditis elegans

Béhem experimenti bylo pracovano s wild-type linii Caenorhabditis elegans N2, které byly
kultivovany na Petriho miskach pii teploté 20 °C za pouziti standardnich protokold, pufri a médii.%
Hlistice byli krmeny uracil-auxotrofnimi bakteriemi Escherichia coli OP50 (ZR). Pouziti tohoto
kmene zaji$t'uje, ze bakterie nerostou v médiich chudych na uracil uréenych pro kultivaci C. elegans.

Pro kultivaci ¢ervii na pevném médiu byly bakterie naneseny na Petriho misky s NGM (nematode
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grown medium), rozetfeny po jeho plose a kultivovany pies noc pii 37 °C. C. elegans i bakterie byly

zakoupeny z Caenorhabditis Genetic Center (Minnesota, USA).

4.2.2.3 Kompetitivni inhibice giberelin 2-oxidazy (GA30x2)

Pro experiment byla vyuzita giberelin oxid GA30x2 izolovana z pSenice, jejiz gen byl klonovan
Vv bakterialnim expresnim vektoru pET32 v Escherichia coli. Bakterie byly kultivovany pii teploté
37 °C v pozadovaném objemu LB média na danou koncentraci bun¢k a exprese genu byla indikovana
pomoci isopropyl-p-D-1-thiogalaktosidu (500 uM). Bakterie se dale kultivovaly pfes noc pti 20 °C,
pfiCemz za téchto podminek produkuji rekombinantni enzym. Nasledné bakterie byly
homogenizovany (french press), vznikly lyzat byl oSetfen smeési DNAsy a RNAsy a pevné castice
byly centrifugaci odstranény. Vzniklé alikvoty byly uchovany v tekutém dusiku. Tyto experimenty
byly provadény dr. Pavlem Jaworkem ve skupiné prof. P. Heddena (Laboratot Rustovych regulatord,

PiF, UP).
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4.3 Organicka syntéza

4.3.1 Syntéza vychazejici z giberelinu A7

4.3.1.1 Selektivni silylace GA7 ze smési GAJ/GA;

(1S,2S,4aR,7R,9aR,10S,10aR)-2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-1-methyl-8-methylen-13-oxo-
1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-dekahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-
karboxylova kyselina (23)

TBS-CI
imidazol

+

DMF

72 h

K roztoku smési GA4/GA; (50 g; 151 mmol) v DMF (250 mL; 0,6M vuci smési GA4/GA7)
byl pfidan imidazol (30 g; 452 mmol). Po jeho kompletnim rozpusténi byl piidan
tert-butyldimethylsilyl chlorid (36 g; 242 mmol) a reak¢éni smés byla michana po dobu 72 hodin pfti
laboratorni teploté. Po uplynuti této doby bylo ke smési ptidano 400 mL kyseliny octové a 500 mL
destilované vody. Vysledny roztok byl ochlazen v ledové lazni, kde doslo v pribéhu 30 minut
k vysrazeni bilé tuhé latky. Ta byla posléze zfiltrovana a na vzduchu vysusena. Vysledny surovy
produkt byl nasledné piecistén pomoci sloupcové chromatografie (SiO.; Hexan/EtOAc =
5:1—-4:1-2:1) a poskytl produkt 23 (16,10 g; 24 %) ve formé bilé krystalické latky. K filtratu byl
nasledné pfidan nadbytek destilované vody (1000 mL) a vysledna smés byla chlazena v ledové lazni.
Doslo k vysrazeni bilé pevné latky, ke které bylo posléze pfidano 25 mL roztoku Et,O/Hex (1:1,
V/V), diky ¢emuz doslo k rozpusténi zbylé latky 23. Nasledné byla srazenina zfiltrovana a dala vznik
¢isté GA4 (30,49 g; 61 %), ktery byl skladovan pro dalsi pouziti bez dodate¢né purifikace.

Latka 23; B.t. 188,8-1902 °C; af’= -84,5° (c 1,42; CHs;OH); ‘H NMR (500 MHz,
CHLOROFORM-D) 6 (ppm): 6.23 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 5.74 (dd, J = 9.3, 3.7 Hz, 1H), 3.28 (d, J =
11.2 Hz, 1H), 3.21 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 2.80 (d, 1H), 2.67-2.61 (m, 1H), 2.20 (d, J = 15.3 Hz, 1H),
2.15 - 2.07 (m, 3H), 1.92 (dd, J = 12.4, 5.9 Hz, 1H), 1.75-1.66 (m, 4H), 1.62 — 1.54 (m, 1H), 1.39
(td, J = 12.2, 7.4 Hz, 1H), 1.21 (s, 3H), 0.91 (s, 9H), 0.09 (s, 6H). *C NMR (126 MHz,
CHLOROFORM-D) 4 (ppm): 179.26, 179.10, 156.86, 133.00, 131.91, 107.74, 91.50, 70.16, 54.24,
52.49, 52.39, 51.73, 50.78, 44.43, 38.78, 36.58, 31.56, 25.81, 25.77, 18.19, 18.11, 16.11, 15.28, -
3.46, -3.95, -4.73. MS (ESI*), m/z (%): 445 [M+H]*, 467 [M+Na]*, 483 [M+K]*; R.t. = 28.37 min.
GA; B.t. 201-201,7 °C; ag? =—17° (¢ 0,95; CH30H); *H NMR (500 MHz, ACETONE-Dg) & (ppm):
4.96 (s, 1H), 4.84 (s, 1H), 3.72 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 3.21 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 2.68 — 2.55 (m, 2H),
2.18 -2.12 (m, 1H), 2.12 — 2.06 (m, 2H), 1.97 — 1.92 (m, 1H), 1.89 — 1.78 (m, 3H), 1.76 — 1.67 (m,
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3H), 1.67 — 1.60 (m, 2H), 1.55 (dddd, J = 13.9, 8.1, 6.2, 2.0 Hz, 2H), 1.38 (dddt, J = 13.3, 11.1, 7.6,
1.2 Hz, 1H), 1.11 (s, 3H); *C NMR (126 MHz, ACETONE-D6) & (ppm): 178.69, 173.87, 158.28,
107.43, 94.27, 70.27, 55.36, 54.31, 52.54, 51.77, 45.07, 39.80, 37.57, 32.25, 29.16, 28.14, 16.76,
15.24; MS (ESI*), m/z (%): 315 [M-H20 + H]*; R.t. = 20.83 min.

4.3.1.2 Desilylace GA7-silyl etheru 23

(1S,2S,4aR,7R,9aR,10S,10aR)-2-hydroxy-1-methyl-8-methylen-13-oxo-1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-
dekahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-karboxylova kyselina (GA7)

TBAF

THF
24 h

K roztoku latky 23 (16,05 g; 36,10 mmol) v THF (10 mL) bylo pfi teploté 0 °C ptidan TBAF
(72 mL, 72 mmol, 1,0M roztok v THF). Pii dané teploté pod inertni atmosférou byla reakéni smes
michéana po dobu 15 minut, nasledn€ byla samovolné ohtata na laboratorni teplotu a pfi této teploté
reakce probihala 24 hodin. Po ukonceni reakce byl ke smési pridan 1,0M vodny roztok kyseliny
citronové (30 mL). Posléze bylo pomoci RVO ze smési odpareno THF a ke zbylé casti byl ptidan
nadbytek 1,0M vodného roztoku kyseliny citronové (50 mL). Doslo k vysrazeni gumovité srazeniny
predstavujici vysledny surovy produkt, ktery byl nasledné purifikovan pomoci sloupcové
chromatografie (SiO2; chloroform/EtOAc/AcOH = 30:10:0,1—10:10:0,1—10:30:0,1). Po odpafeni
spojenych frakci byla ziskana GA7 (7,72 g; 65 %) ve formé bilé krystalické latky.
B.t. 190,2-192,2 °C; a3 = —12,7° (¢ 1,28; CH30H); *H NMR (500 MHz, ACETON-Ds) & (ppm):
6.35 (dd, J = 9.3, 0.8 Hz, 1H), 5.86 (dd, J = 9.3, 3.7 Hz, 1H), 5.00 — 4.91 (m, 1H), 4.82 (d,J=7.6
Hz, 1H), 4.02 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 3.18 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 2.67 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 2.28 (s, 2H),
2.18 — 2.05 (m, 3H), 2.02 (p, J = 2.2 Hz, 2H), 1.69 (d, J = 4.9 Hz, 2H), 1.64 — 1.55 (m, 2H), 1.41 —
1.31 (m, 1H), 1.18 (s, 3H); **C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) & (ppm): 178.60, 176.94,
156.45, 133.44, 132.18, 128.74 (d, J = 101.9 Hz), 108.03, 94.14, 91.06, 53.48, 52.42, 52.21, 51.75,
51.46, 51.09, 50.68, 44.38, 38.85, 38.67, 36.80, 36.48, 31.46, 28.16, 27.49, 16.25, 16.03, 14.87,
14.65; MS (ESI*), m/z (%): 353 [M+Na]*, 369 [M+K]*; R.t. = 20.35 min.
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4.3.1.3 Priprava GA;-methyl esteru 24

Methyl (1S,2S,4aR,7R,9aR,10S,10aR)-2-hydroxy-1-methyl-8-methylen-13-oxo
1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-dekahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-
karboxylat (24)

Mel
K>,CO3

O
HO @ l aceton

24 h

K roztoku GA7 (7 g, 21,14 mmol) v acetonu (106 mL; 0,1M vici GA7) byl piidan bezvodny
K>COz (4,38 g, 31,71 mmol). Po 5 minutach byl po kapkach pfidan methyl jodid (1,58 mL;
25,38 mmol) a vysledna reakéni smés byla michdna po dobu 72 hodin. Po zreagovani veskeré
vychozi latky byla smés ziedéna destilovanou vodou (250 mL) a nasledné extrahovana pomoci
EtOAC (3 x 250 mL). Spojené organické faze byly promyty nasycenym roztokem NaCl (200 mL),
suseny nad bezvodnym Na»SO., zfiltrovany a zahustény na RVO. Vysledny surovy produkt byl
nasledné piecistén pomoci sloupcové chromatografie (SiO,, P.E./EtOAc = 2:1—1:1-3:7)
a poskytl produkt 24 (6,5 g, 89 %) ve formé bilé krystalické latky.
B.t. 148,3-148,7 °C; ad? = +17,6° (¢ 1,63; CH3OH); B.t. 148,3-148,7 °C; aZ?= 17,6° (c 1,63;
CH30H); *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-D) § 6.27 (dd, J = 9.3, 0.8 Hz, 1H), 5.86 (dd, J =
9.3,3.7 Hz, 1H), 4.94 (ddt, J = 9.3, 2.6, 1.2 Hz, 1H), 4.82 (dd, J = 2.7, 1.4 Hz, 1H), 4.11 (d, J = 3.7
Hz, 1H), 3.68 (s, 3H), 3.17 (d, J =11.0 Hz, 1H), 2.74 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 2.68 — 2.53 (m, 1H), 2.16
—2.02 (m, 3H), 1.90 - 1.83 (m, 1H), 1.81 — 1.73 (m, 1H), 1.74 — 1.66 (m, 1H), 1.67 — 1.59 (m, 2H),
1.58 — 1.49 (m, 1H), 1.39 — 1.31 (m, 1H), 1.23 (s, 3H); *C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) &
(ppm): 178.98, 172.99, 156.72, 132.55, 107.73, 91.20, 53.51, 52.44, 52.23, 51.68, 50.95, 44.57,
38.71, 36.49, 31.46, 15.95, 14.50; MS (ES*), m/z (%): 367 [M+Na]*, 383 [M+K]"; R.t. = 22.53 min.

4.3.14 Priprava dienu 25 pomoci hydrazinolyzy

(1S,2S,7R,9aS,10S,10aS)-2-hydroxy-10-(methoxykarbonyl)-1-methyl-8-methylen-
2,5,6,7,8,9,10,10a-octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azule-1-karboxylova kyselina (25)

NH,NHo.HCI

DMF
1,5h/120 °C

K roztoku 24 (500 mg; 1,51 mmol) rozpusténém v DMF (5 mL; 0,5M vuci 24) byl ptidan
hydrazin monohydrochlorid (2,48 g; 36,24 mmol). Suspenze byla zahiata na 120 °C a pfi této teploté
michéna po dobu 1,5 hodiny (rozpusténi vychozi latky). Nasledovalo ochlazeni na laboratorni teplotu
s naslednym chlazenim v ledové lazni, zfedéni destilovanou vodou (10 mL), okyseleni na pH 3
pomoci koncentrované HCI a extrakce pomoci EtOAc (3 X 25 mL). Spojené organické faze byly
promyty 1M ag. HCI (2 x 20 mL) a zahu$tény na RVO. Produkt byl rozpustén v EtOAc (15 mL)
a promyt roztokem nasyceného NaHCO3 a Na,COs (1:1 (V/V), 2 x 10 mL). Ziskana organicka faze

40



obsahuje vychozi latku 24 (2,5 g; 25 %). Spojené bazické vodni faze byly posléze promyty EtOAc
(3 X 20 mL). Bazické vodné faze byly pomoci koncentrované HCI okyseleny na pH 3 a extrahovany
EtOAC (3 x 30 mL). Takto vzniklé spojené organické faze byly zahustény na RVO. Vysledny surovy
produkt 25 (98,5 mg; 20 %) byl ziskan ve formé bilé latky a pro dalsi pouziti byl pouzit bez nasledné
purifikace.

B.t. 136,5-137,4 °C; a3? = +7,9° (¢ 1,79; CH30H); *H NMR (500 MHz, ACETON-Ds) & (ppm): *H
NMR (500 MHz, Acetone-d6) ¢ (ppm): 6.32 (d, J =9.7 Hz, 1H), 5.89 (dd, ] =9.7, 5.5 Hz, 1H), 4.93
(d, J=1.0Hz, 1H), 4.92 — 4.82 (m, 1H), 4.33 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 3.72 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.69 (s,
3H), 3.55 (dd, J = 8.7, 4.6 Hz, 1H), 2.55 — 2.43 (m, 1H), 2.11 — 2.07 (m, 1H), 2.09 (s, 1H), 1.99 (s,
3H), 1.74 — 1.51 (m, 3H), 1.22 (s, 3H); °C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) & (ppm):179.34,
175.89, 153.29, 142.19, 127.85, 125.57, 124.55, 106.23, 69.66, 51.87, 50.24, 49.37, 49.20, 46.06,
42.20, 40.18, 36.93, 31.78, 22.60, 19.92.; MS (ESI*), m/z (%): 345 [M+H]", 367 [M+Na]*; R.t. =
18.3 min.

4.3.15 Chranéni C19 karboxylu molekuly 25

1-benzyl 10-methyl (1S,2S,7R,9aS,10S,10aS)-2-hydroxy-1-methyl-8-methylen-2,5,6,7,8,9,10,10a-
octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1,10-dikarboxylat (26)

Krystalicka latka 25 (513,50 mg; 1,55 mmol) byla rozpusténa v DMF (16 mL; 0,1M vt¢i 25)
a michana za laboratorni teploty. Po 5 minutach byl ptidan K>COs (322 mg; 2,3 mmol), po dalsich
5 minutach byl pomalu ptikapavan BnBr (221 uL; 1,86 mmol). Po zreagovani veskeré vychozi latky
(24 hod) byla reakéni smés zfedéna destilovanou vodou (20 mL). Nasledné byla smés extrahovana
pomoci EtOAc (3 x 50 mL), promyta solankou (1 X 50 mL), suSena nad bezvodym NaySOu,
zfiltrovana a zahusténa na RVO. Vysledny surovy produkt byl nasledné piecistén pomoci sloupcové
chromatografie (SiO,, P.E./EtOAc = 10:1—6:1—4:1—2:1) a poskytl produkt 26 (48,3 mg, 7 %)
ve forme Zluté krystalické latky.
B.t. 129,2-130,4 °C; aj? = -30,9° (¢ 1,09; CH3;OH); *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-D)
o (ppm): 7.37 — 7.27 (m, 3H), 7.26 — 7.19 (m, 2H), 6.36 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 5.92 (dd, J = 9.5, 5.5
Hz, 1H), 5.09 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 5.00 (s, 1H), 4.90 (s, 1H), 4.86 (s, 1H), 4.35 (d, J = 5.6 Hz, 1H),
3.69 (s, 3H), 3.56 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 3.48 (dd, J = 8.7, 4.4 Hz, 1H), 2.68 (s, 1H), 2.39 (dd, J = 16.2,
6.1 Hz, 1H), 2.15 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 2.12 - 2.03 (m, 2H), 2.06 — 1.91 (m, 1H), 1.61 (dddd, J = 12.4,
6.4,4.4,2.0 Hz, 1H), 1.44 (tdd, J = 12.3, 6.3, 2.4 Hz, 1H), 1.32 (dd, J = 10.9, 2.5 Hz, 1H), 1.27 (s,
3H); ¥C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) & (ppm): 175.39, 174.40, 153.36, 142.45, 136.00,
128.54, 128.23, 128.10, 127.79, 125.60, 124.80, 106.26, 70.11, 66.11, 58.70, 51.83, 49.67, 49.45,
47.46, 45.71, 42.10, 40.24, 33.04, 20.15, 19.97; MS (ESI*), m/z (%): 435 [M+H]*; R.t. = 20.8 min.
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4.3.1.6 Chranéni C7 karboxylu molekuly GA;

Tert-butyl (1S,2S,4aR,7R,9aR,10S)-2-hydroxy-1-methyl-8-methylen-13-oxo-
1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-decahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-
karboxylat (27)

>

N)\NJ\
AT

DCM

4 dny

K roztoku GA; (85 mg; 0,25 mmol) v CH:Cl2 (5 mL) byl za laboratorni teploty po kapkach pfidan
tert-butyl N,N'-diisopropylkarbamimidat (200 mg, 1 mmol). Pti dané teploté reakce bézela 4 dny.
Po uplynuti reakéni doby byla smés roziedéna pomoci CH2Cl, (25 mL), zfiltrovana a filtrat byl
promyt nasycenym roztokem NaHCOs3 (10 mL), solankou (10 mL), vysuSen nad NaSQOs, a zahustén
na RVO. Vysledny surovy produkt byl nasledné ptecistén pomoci sloupcové chromatografie (SiO»,
P.E./EtOAc = 6:1—4:1—2:1—1:1) a poskytl produkt 27 (28,5 mg; 49 %) ve form¢ bilé krystalické
latky.

B.t. 162,2-164,1 °C; a3 = +1,8° (¢ 1,09; CH3;OH);*H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-D)
d (ppm): 6.32 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 5.88 (dd, J = 9.3, 3.7 Hz, 1H), 4.99 (d, 1H), 4.87 (d, 1H), 4.14 (d,
J=3.7Hz, 1H),3.09 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 2.67 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 2.63 (t, J = 6.8 Hz, 1H), 2.21 -
1.98 (m, 4H), 1.88 (dd, J = 12.5, 5.9 Hz, 1H), 1.71 (dd, J = 11.4, 2.8 Hz, 5H), 1.45 (d, J = 7.0 Hz,
9H), 1.26 (s, 3H); *C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) & (ppm): 178.91, 171.56, 157.15,
133.64, 132.20, 107.76, 90.92, 81.42, 70.00, 53.53, 52.26, 51.81, 51.73, 44.25, 38.63, 36.50, 31.63,
29.80, 28.20, 16.03, 14.59; MS (ESI*), m/z (%): 388 [M+H]*; R.t. = 21.47 min.

4.3.2 Syntéza vychazejici z giberelinu Az

4.3.2.1 Chranéni C7 karboxylu u GA;

Methyl (1S,2S,4aR,7S,9aS,10S,10aR)-2, 7-dihydroxy-1-methyl-8-methylen-13-oxo-
1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-decahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-
karboxylat (28)

K roztoku GAs (5 g, 14,4 mmol) v acetonu (18 mL, 0,1M vici GAs) byl pfidan bezvodny
K>COs (3 g, 21,7 mmol). Po 5 minutach byl po kapkach piidan methyl jodid (1,01 mL, 17,6 mmol)
a vysledna reakéni smés byla michana po dobu 24 hodin. Po zreagovani veskeré vychozi latky byla
smés ziedéna destilovanou vodou (250 mL) a nasledné extrahovana pomoci EtOAc (3 x 250 mL).
Spojené organické faze byly promyty nasycenym roztokem NaCl (200 mL), suSeny nad bezvodym

NaSOs, zfiltrovany a zahustény na RVO. Vysledny surovy produkt byl nasledné precistén pomoci
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sloupcové chromatografie (SiO., P.E./EtOAc = 2:1—1:1—3:7) a poskytl produkt 28 (4 g; 86 %) ve
formé bilé krystalické latky.

B.t. = b.t. 195-196,5 °C; a* = +53,2° (¢ 1,62; CH30OH); *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-D)
d (ppm): 6.32 (d, J =9.3 Hz, 1H), 5.90 (dd, J = 9.3, 3.7 Hz, 1H), 5.27 (dd, J = 2.9, 1.9 Hz, 1H), 4.96
(dd, 1H), 4.15 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.20 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 2.79 (d, J = 10.8 Hz, 1H),
2.27-2.17 (m, 2H), 2.14 - 2.00 (m, 3H), 1.96 — 1.88 (m, 2H), 1.84 — 1.78 (m, 1H), 1.74 (d, J = 10.9
Hz, 1H), 1.69 (d, J = 12.0 Hz, 2H), 1.24 (s, 3H); 3C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) & (ppm):
178.42, 172.58, 157.02, 133.13, 132.44, 107.76, 90.49, 78.30, 69.92, 53.54, 52.88, 52.29, 51.16,
50.70, 50.58, 44.91, 43.17, 38.30, 17.10, 14.50; MS (ESI*), m/z (%): 378 [M+NH,4]", 399 [M+K]";
R.t. = 14.06 min.

Methoxymethyl (1S,2S,4aR,7S,9aS,10S,10aR)-2, 7-dihydroxy-1-methyl-8-methylen-13-oxo-
1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-dekahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-
karboxylat (29)

MOMCI
DIPEA

DCM
0°C/4 hod

K roztoku GAs (5 g, 14,4 mmol) v CH2Cl, (150 mL, 0,1M vuéi GAs) byla pfidana DIPEA
(0,5 mL; 2,8 mmol) a reakéni smés byla ochlazena na teplotu 0 °C. Nasledn€ byl pomalu ptikapavan
Cerstvé pripraveny MOMCI (5 mL, 17.5 mmol, 3,5M roztok v toluenu®®) a vysledna reakéni smés
byla michana po dobu 4 hodin pfi dané teploté. Po zreagovani veskeré vychozi latky byla smes
zifedéna pomoci NH4Cl (200 mL) a nasledné extrahovana pomoci EtOAc (3 x 500 mL), promyta
nasycenym roztokem NaCl (500 mL), suSena nad bezvodym MgSQs, zfiltrovana a zahusténa na
RVO. Vysledny surovy produkt byl nasledné purifikovan pomoci sloupcové chromatografie (SiOg;
EtOAc/Hexan = 1:4—1:2—1:1) a poskytl produkt 29 (2,43 g, 47 %) ve formé Zluté krystalické latky.
B.t. 159,6 — 160,6 °C; a3! = +48,2° (¢ 1,29; CH30H); *H NMR (500 MHz, ACETONE-Ds) & (ppm):
6.39 (dd, J = 9.3, 0.9 Hz, 1H), 5.90 (dd, J = 9.3, 3.7 Hz, 1H), 5.36 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 5.27 - 5.21
(m, 1H), 4.93 - 4.83 (m, 1H), 4.71 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 4.05 (ddd, J = 6.9, 3.6, 0.9 Hz, 1H), 3.28 (d,
J =10.9 Hz, 1H), 2.74 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 2.30 — 2.20 (m, 2H), 2.03 — 1.67 (m, 6H), 1.19 (s, 3H);
3C NMR (126 MHz, ACETONE-Ds) 8 (ppm): 13C NMR (126 MHz, ACETONE-D6) § 178.97,
172.27,158.84,134.02, 132.84, 106.85, 91.28,91.07, 78.07, 70.14, 57.86, 54.27, 53.38, 52.12, 51.97,
51.04, 45.51, 43.68, 39.80, 17.65, 15.06; MS (ESI*), m/z (%): 429 [M+K]*; R.t. = 14.72 min.
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4.3.2.2 Priprava dienu 30 pomoci hydrazinolyzy

(1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2, 7-dihydroxy-10-(methoxykarbonyl)- 1-methyl-8-methylen-
2,5,6,7,8,9,10,10a-oktahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1-karboxylova kyselina (30)

NH,NH, HCI
DMF
135 °C
120 °C/3 h

Bila krystalicka latka 28 (10 g; 27,70 mmol) byla rozpusténa v DMF (90 mL; 0,3M vuci 28)
a michana pfi teplot¢ 135 °C pod inertni atmosférou. Nasledn¢ byl piidan hydrazin
monohydrochlorid (23 g; 33 mmol) a vznikla suspenze byla michana pii dané teploté, dokud nedoslo
k jeji homogenizaci. Nasledn¢ byla teplota rychle snizena na 120 °C, pfi kterébyla reakéni smés
michana po dobu 3 hodin. Po uplynuti této doby byla smés samovolné ochlazena na laboratorni
teplotu a nasledné chlazena v ledové lazni. Nasledovalo ziedéni destilovanou vodou (100 mL),
okyseleni na pH 3 pomoci koncentrované aq. HCI a extrakce pomoci EtOAc (3 X 250 mL). Spojené
organické faze byly promyty 1M HCI (2 X 200 mL) a zahustény na RVO. Produkt byl rozpustén
v EtOAC (150 mL) a promyt roztokem nasyceného NaHCOs a Na,COs (1:1 (V/V), 2 x 75 mL).
Ziskana organicka faze obsahuje vychozi latku (28; 2,5 g; 25 %). Spojené vodni faze byly posléze
promyty pomoci EtOAc (3 X 200 mL). Spojené bazické vodné faze byly pomoci koncentrované HCI
okyseleny na pH 3 a extrahovany pomoci EtOAC (3 x 300 mL). Spojené organické faze byly nasledné
zahustény na RVO a poskytly vysledny surovy produkt 30 (3,94 g; 39 %) ve form¢ Zluté latky.
Produkt byl pouzit v dalsi reakci bez nasledného dodatecného ¢isténi.
B.t. 126,6-127,9 °C; a* = —50,5° (¢ 1,30; CH3OH); *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-D)
d (ppm): 6.39 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 5.95 (dd, J = 9.5, 5.5 Hz, 1H), 5.14 (s, 1H), 4.97 (s, 1H), 4.93
(broad s, 1H), 4.31 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 3.72 (s, 3H), 3.58 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 3.52 — 3.42 (m, 4H),
2.96 (s, 6H), 2.26 (g, J = 16.6 Hz, 2H), 1.82 — 1.67 (m, 3H), 1.25 (s, 3H).; *C NMR (101 MHz,
CHLOROFORM-D) é (ppm): 180.20, 175.32, 153.82, 140.33, 128.31, 126.84, 125.13, 106.50,
79.24,69.91, 58.63, 56.54, 52.59, 52.08, 49.68, 49.35, 47.99, 39.63, 39.15, 20.96, 19.91, 18.55; MS
(ESI*), m/z (%): 361 [M+H] *, 383 [M+Na]*, 399 [M+K]*; R.t. = 13.26 min.

4.3.2.3 Chranéni C19 karboxylu molekuly 30

1-benzyl 10-methyl (1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-methylen-
2,5,6,7,8,9,10,10a-octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1,10-dikarboxylat (31)

K,CO4 ~OH
BnBr
r
DMF HO”
24 hod Co,Bn CO2Me

31

K roztoku monomethyl dikarboxylové kyseliny 30 (2,2 g; 6.1 mmol) v DMF (61 mL, 0.1M
vaci 30) byl pridan KoCO3(1,67g; 12,2 mmol) a po 5 minutach pomalu po kapkach ptikapavan BnBr
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(6.54 mL, 9.1 mmol). Po zreagovani veskeré vychozi latky (24 hod) byla reakéni smés ziedéna
destilovanou vodou (60 mL) a vzniklé vrstvy byly separovany a vodna byla extrahovana pomoci
EtOAC (3 x 150 mL). Spojené organické vrstvy byly promyty destilovanou vodou (1 x 90 mL),
solankou (25 mL), suseny nad bezvodym Na,SOs, zfiltrovany a zahustény na RVO. Vysledny
surovy produkt byl piecistén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2; hexan/EtOAc =
6:1—3:1—-2:1) a poskytl produkt 31 (1,7 g; 62 %) ve formé bilé krystalické latky.

B.t. 124 — 1245 °C; a? = — 24,8° (¢ 1,9; CH30H); 'H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-D)
8 (ppm): 1H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.37 — 7.22 (m, 5H), 6.33 (d, J = 9.7 Hz, 1H),
5.96 (dd, J =9.7, 5.5 Hz, 1H), 5.13 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 5.09 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 4.98 (d, J = 12.4
Hz, 1H), 4.95 (s, 1H), 4.36 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.73 - 3.67 (m, 1H), 3.59 (d, J = 8.7 Hz,
1H), 3.51 (dd, J = 8.6, 4.4 Hz, 1H), 2.52 (dt, J = 16.0, 4.0 Hz, 1H), 2.27 — 2.13 (m, 2H), 2.08 — 1.96
(m, 2H), 1.66 (dd, J = 10.8, 4.5 Hz, 2H), 1.50 (dd, J = 10.4, 2.1 Hz, 1H), 1.25 (d, J = 12.4 Hz, 4H);
B3C NMR (126 MHz, D,0) & (ppm): 175.04, 174.29, 154.24, 139.86, 135.86, 128.53, 128.28, 128.11,
127.99, 127.01, 126.69, 124.53, 106.23, 79.01, 69.75, 66.14, 56.05, 51.89, 51.77, 49.58, 49.21, 47.74,
38.96, 20.63, 19.87; MS (ESI*), m/z (%): 473 [M+Na] *, 489 [M+K]*; R.t. = 20.59 min.

1-(methoxymethyl) 10-methyl (1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-methylen-
2,5,6,7,8,9,10,10a-octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1,10-dikarboxylat (32)

MOMCI ~OH
DIPEA _
DCM o HO”
0°C/45 min MOMO,C CO,Me

32

K roztoku 30 (500 mg; 1,40 mmol) v CH2Cl, (15 mL; 0,1M vuci 30) byl pifidan DIPEA
(0,5 mL; 2,8 mmol) a reakéni smés byla ochlazena na teplotu 0 °C. Nasledné byl pomalu ptfikapavano
MOMCI (0,5 mL, 3,5M roztok v toluenu) a vysledna reak¢ni smés byla michana po dobu 45 minut.
Po zreagovani veskeré vychozi latky byla smés zfedéna pomoci NH4Cl (20 mL) a nasledné
extrahovana pomoci EtOAc (3 x 50 mL), promyta nasycenym roztokem NaCl (200 mL), suSena nad
bezvodym MgSQy, zfiltrovana a zahuSténa na RVO. Vysledny surovy produkt byl nasledné precistén
pomoci sloupcové chromatografie (SiOz; hexan/EtOAc = 2:1—3:2—1:2) a poskytl produkt 32
(147,1 mg; 26 %) ve formé bilé krystalicke latky.
B.t. 136-137,9 °C; aj*= —83,5° (¢ 1,49; CH3;OH); *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-D)
d (ppm): 1H NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 6.37 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 5.97 (dd, J = 9.6, 5.6 Hz,
1H), 5.19 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 5.16 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 5.12 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 4.97 (s, 1H), 3.72 (s,
3H), 3.64 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.52 (dd, J = 8.5, 4.4 Hz, 1H), 3.37 (s, 3H), 2.60 (dd, J = 16.4, 6.3 Hz,
1H), 2.25 (tdt, J = 19.2, 17.2, 2.8 Hz, 3H), 2.07 (tdd, J = 14.9, 7.4, 3.9 Hz, 2H), 1.86 — 1.78 (m, 2H),
1.75 — 1.67 (m, 1H), 1.27 (s, 3H); **C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) § (ppm):13C NMR
(126 MHz, CHLOROFORM-D) 6 175.10, 173.96, 154.34, 140.32, 128.48, 126.72, 124.85, 106.41,
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90.30, 79.22, 69.78, 57.70, 56.26, 52.15, 52.01, 49.80, 49.24, 47.80, 39.26, 39.18, 20.86, 19.88; MS
(ESI*), m/z (%): 427 [M+Na]*, 443 [M+K]"; R.t. = 15.76 min.

1-(tert-butyl) 10-methyl (1S,2S,7S,9aR,10S)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-methylen-2,5,6,7,8,9,10,10a-
octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulene-1,10-dikarboxylat (33)

S L
N)\N WOH

DCM HO™
72 hod tBUOZC COzMe

33

K roztoku latky 30 (5 g; 13,9 mmol) v CHCl, (100 mL) byl za laboratorni teploty po kapkach

ptidan tert-butyl N,N'-diisopropyl karbamimidat (5,56 g; 27,8 mmol). Po 72 h byla smés zfiltrovana
a filtrat byl promyt nasycenym roztokem NaHCO3 (50 mL), solankou (50 mL), susen nad NaSOs,
zfiltrovan a zahustén na RVO. Vysledny surovy produkt byl nasledné ptecistén pomoci sloupcové
chromatografie (SiOz; P.E./EtOAc = 8:1—6:1—4:1) a poskytl produkt 33 (613 mg; 11 %). ve form¢
zluté krystalické latky.
B.t. 190,2-190,5 °C; ad*= -2,2° (¢ 1,29; CH3;OH); 'H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-D)
d (ppm): 61H NMR (500 MHz, Chloroform-d) 4 6.36 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 6.01 (dd, J = 9.6, 5.5 Hz,
1H), 5.17 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 4.99 (t, J = 1.7 Hz, 1H), 4.25 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 3.67 (d,
J=8.7Hz, 1H), 3.46 (dd, J = 8.7, 4.5 Hz, 1H), 2.63 (dd, J = 16.4, 6.3 Hz, 1H), 2.34 — 2.21 (m, 2H),
2.19 (dd, J = 10.4, 2.8 Hz, 1H), 2.16 — 2.06 (m, 1H), 1.87 — 1.78 (m, 2H), 1.75 (ddd, J = 10.6, 4.9,
2.3 Hz, 1H), 1.38 (s, 9H), 1.22 (s, 3H); *C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) & (ppm): 174.94,
173.38, 154.42, 139.54, 129.05, 126.97, 124.26, 106.32, 80.91, 79.26, 69.96, 56.03, 52.13, 51.86,
49.65, 49.07, 48.02, 39.19, 29.80, 28.14, 20.73, 19.82.; MS (ESI*), m/z (%): 437 [M+Na]*, 455
[M+K]*; R.t. = 19.53 min.

10-methyl 1-((2-(trimethylsilyl)ethoxy)methyl) (1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-
methylen-2,5,6,7,8,9,10,10a-oktahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1,10-dikarboxyldt (34)

WOH
\ SEMCI
DIPEA
HO DCM H
4 CO,Me °
CO,H 2 0°C/3h
30

K roztoku 30 (50 mg, 0,14 mmol) v DCE (2 mL; 0,1M vuci 30) byla ptidana DIPEA
(37,6 pL; 0,23 mmol) a reakéni smes byla ochlazena na teplotu 0 °C. Nasledné byl pomalu
ptikapavan SEMCI (37,6 uL; 0,152 mmol) a vysledna reakéni smées byla michana po dobu 3 hodin.

Po zreagovani veskeré vychozi latky byla smés roziedéna pomoci nasyceného roztoku NaHCOs (2
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mL) a nasledn¢ extrahovana pomoci EtOAc (3 X 10 mL). Spojené organické vrstvy byly promyty
nasycenym roztokem NaCl (20 mL), suSeny nad bezvodym MgSQs, zfiltrovany a zahustény na RVO.
Vysledny surovy produkt byl nasledné piecistén pomoci sloupcové chromatografie (SiOg;
hexan/EtOAc = 10:1— 6:2 — 4:1) a poskytl produkt 34 (13,3 mg; 9 %) ve forme prizrac¢né olejovité
latky.

aj® = -8,4° (c 1,39; CH3;0H); *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-D) & (ppm): 6.38 (d, J = 9.6
Hz, 1H), 5.97 (dd, J = 9.6, 5.6 Hz, 1H), 5.17 (t,J = 2.6 Hz, 1H), 4.98 (t,J = 2.2 Hz, 1H), 4.37 (d, J =
5.6 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.67 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.61 (dd, J = 9.2, 7.6 Hz, 2H), 3.51 (dd, J = 8.5,
4.4 Hz, 1H), 2.65 —2.54 (m, 1H), 2.28 (ddd, J = 14.7, 12.8, 2.5 Hz, 2H), 2.21 — 2.03 (m, 3H), 1.90 —
1.78 (m, 3H), 1.77 — 1.68 (m, 2H), 1.27 (s, 3H), 0.96 — 0.89 (m, 3H), 0.01 (s, 9H); **C NMR (126
MHz, CHLOROFORM-D) & (ppm): 175.00, 173.84, 154.34, 140.38, 128.29, 126.62, 124.93, 106.35,
88.71, 79.22, 69.79, 67.82, 56.19, 52.19, 51.91, 49.59, 49.14, 47.76, 39.19, 39.10, 20.81, 19.82,
18.07; MS (ESI*), m/z (%): 513 [M+Na]*, 529 [M+K]*; R.t. = 26.31 min.

4.3.2.4 Selektivni oxidace C3 alkoholu

1-benzyl 10-methyl (1S,7S,9aR,10S,10aS)-7-hydroxy-1-methyl-8-methylen-2-oxo-
2,5,6,7,8,9,10,10a-octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1,10-dikarboxylat (35)

DMP ~OH
NaHCO3

DCM T 0%
0°C/24 hod ¢0,BnCOzMe

35

Krystalicka latka 31 (1,7 g; 3,78 mmol) byla pti 0 °C rozpusténa v CH,Cl, (19 mL; 0,2M vuci
31) a Dess-Martin Periodiate (DMP) (1,9 g; 4,54 mmol) byl pomalu ptidan v n€kolika porcich. Po
5 minutach byl pfiddn NaHCOs (1,27 g; 15,12 mmol) a vysledna reakéni smés byla monitorovana
pomoci TLC. Po zreagovani veskeré vychozi latky (0 °C/4,5 hod) byla smés zfiltrovana pies Celit®.
Filtraéni kola¢ byl promyt pomoci Et;O (3 X 30 mL) a spojené organické vrstvy byly zahus§tény na
RVO. Vysledny surovy produkt byl piec¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2; Et2O/hexan
=1:2 —1:1-2:1) a poskytl produkt 35 (1,4 g, 83 %) ve form¢ bilé krystalické latky.
B.t. 125-125,9 °C; ad?= -92,9° (c 1,69, CHsOH); *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-D) §
(ppm): 7.30 — 7.23 (m, 3H), 7.18 (dd, J = 7.6, 1.7 Hz, 2H), 7.14 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 5.98 (dd, J =
9.8, 0.9 Hz, 1H), 5.12 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 5.07 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 4.93 (d, J = 12.6 Hz, 2H), 3.66
(s, 3H), 3.64 — 3.60 (m, 1H), 3.28 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 2.52 (dd, J = 16.5, 6.0 Hz, 1H), 2.19(d, J =
2.5 Hz, 2H), 2.07 (ddd, J = 10.5, 6.3, 3.5 Hz, 2H), 1.70 — 1.57 (m, 2H), 1.36 (d, J = 12.1 Hz, 1H),
1.28 (s, 3H), 1.20 — 1.14 (m, 1H); *C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) § 196.26, 173.84,
170.68, 153.58, 147.25, 137.89, 135.67, 128.71, 128.56, 128.24, 127.16, 126.06, 106.91, 78.88,
67.01, 57.12, 53.98, 52.24, 52.00, 49.53, 39.18, 38.93, 21.24, 18.64; MS (ESI*), m/z (%): 471
[M+Na]*, 487 [M+K]"; R.t. = 22.79 min.
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1-benzyl 10-methyl (1S,7S,9aR,10S,10aS)-7-hydroxy-1-methyl-8-methylen-2-oxo-
2,5,6,7,8,9,10,10a-oktahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1,10-dikarboxylat (36)

‘\\O H

DMP
NaHCO; o
HO” 3 DCM T 0P
t-BuO,C CO,Me 0°C/24 hod t-BuO,C CO,Me
33 36

Diester 33 (100 mg; 0,25 mmol) byla pfi 0 °C rozpusténa v CH2Cl> (2 mL; 0,2M vuéi 33)
a DMP (127 mg; 0,3 mmol) bylo pomalu ptidano v n€kolika porcich. Po 2 hodinach bylo ptidano
dalsich 127 mg DMP (0,3 mmol). Vysledna reakéni smés byla monitorovana pomoci TLC a po
zreagovani veskeré vychozi latky (0 °C/3 hod) byla roziedéna pomoci CH2Cl, (20 mL) a zfiltrovana
pies Celit®. Filtracni kola¢ byl promyt pomoci Et,O (3 x 30 mL) a filtrat byl zahustén na RVO.
Vysledny surovy produkt byl piecistén pomoci sloupcové chromatografie (SiOz; Et,O/hexan = 4:1)
a poskytl produkt 36 (50 mg, 50 %) ve formé bilé krystalické latky.
B.t. 144,6-145,0 °C; ad' = +47,9° (¢ 1,1; CH3OH); *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-D)
d (ppm): 7.20 (d, J=9.7 Hz, 1H), 6.02 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 5.20 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 5.01 (s, 1H), 3.74
(s, 3H), 3.64 (dd, J = 8.6, 4.1 Hz, 1H), 3.42 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 2.71 (dd, J = 16.5, 5.8 Hz, 1H), 2.29
(p, J = 2.4 Hz, 2H), 2.26 (s, 1H), 2.23 — 2.14 (m, 1H), 1.90 — 1.79 (m, 2H), 1.76 (dd, J = 10.6, 2.0
Hz, 1H), 1.58 — 1.47 (m, 1H), 1.35 (s, 9H), 1.26 (s, 3H); *C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D)
d (ppm): 197.20, 173.90, 169.96, 153.55, 146.45, 137.35, 127.48, 126.43, 106.98, 82.42, 78.97,
57.57, 57.07, 54.03, 53.62, 52.21, 52.10, 49.41, 39.34, 39.19, 28.07, 21.27, 18.48.; MS (ESI*), m/z
(%): 419 [M+H]*, 441 [M+Na]*; R.t. = 20.42 min.

4.3.25 Redukce C3 ketonové skupiny a nasycené vazby A kruhu

1-benzyl 10-methyl (1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-methylen-
2,3,4,5,6,7,8,9,10,10a-dekahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1,10-dikarboxyldat (37)

~OH WOH
NaBH,-CuCl
0~ x MeOH  HO” Jx
¢0,BnCO:Me 0°C/3,5 hod ¢0,BnCO2Me
35 37

Do roztoku latky 35 (339 mg; 0,75 mmol) v methanolu (20 mL) byl pfidan CuCl (385 mg;
3,8 mmol) a reakéni smés byla michana pfi 0 °C po dobu 2 hodin. Po uplynuti této doby byl pfidan
NaBH; (285,6 mg; 7,55 mmol) a vysledna reakéni smés byla michana 15 minut pii 0° a posléze
ohtata na laboratorni teplotu, pfi které reakce probihala dalSich 30 minut. Posléze byla smés
zfiltrovéana (Celite®) a k filtratu byl pfidan 20% vodny roztok NaH,PO, (40 mL). Cela smé&s byla
nasledné extrahovana pomoci EtOAc (3 x 50 mL), a spojené organické vrstvy byly promyty

nasycenym roztokem NaCl (2 X 50 mL), suSeny nad bezvodym MgSOQs, zfiltrovany a zahuStény na
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RVO. Vysledny surovy produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie (SiO.; Et,O/hexan
= 1:2—1:1-2:1) a poskytl produkt 37 (202 mg; 59 %) ve formé bilé krystalické latky.

B.t. 121-121,9 °C; a3?= -81,9° (¢ 1,91; CH3;OH); ‘*H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-D)
d (ppm): 7.40 — 7.32 (m, 5H), 5.23 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 5.14 — 5.06 (m, 1H), 4.93 (s, 1H), 3.71 (s,
3H), 3.57 — 3.51 (m, 1H), 3.03 (s, 2H), 2.49 — 2.41 (m, 1H), 2.37 (dd, J = 16.0, 5.7 Hz, 1H), 2.26 —
2.10 (m, 4H), 2.03 — 1.85 (m, 4H), 1.69 — 1.52 (m, 4H), 1.47 (dd, J = 10.2, 2.5 Hz, 1H), 1.31 (s, 3H);
3C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) & (ppm): 175.09, 173.74, 154.48, 135.71, 134.71, 128.68,
128.37, 128.15, 127.93, 105.60, 79.18, 66.52, 58.23, 56.57, 55.62, 53.29, 52.24, 51.85, 50.68, 39.44,
39.04, 30.29, 22.72, 20.54, 18.38; MS (ESI*), m/z (%): 453 [M+H]*, 475 [M+Na]*, 491 [M+K]"; R.t.
=20.09 min

1-(tert-butyl) 10-methyl (1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-methylen-
2,3,4,5,6,7,8,9,10,10a-dekahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1,10-dikarboxylat (38)

WOH WOH
NaBH,-CuCl
0% MeOH  ~ HO”
I COpMe 0°C/3,5 hod I COMe
CO,tBu CO,tBu
36 38

Do roztoku latky 36 (50 mg; 0,22 mmol) v MeOH (5 mL) byl ptidan CuCl (61 mg; 0,62 mmol)
a reakéni smés byla michana pfi 0 °C po dobu 3 hodin. Po uplynuti této doby byl ptidan NaBH, (47
mg; 1,2 mmol) a vyslednd reak¢ni smés byla michana 15 minut pfi 0 °C a posléze samovolné
ponechdna ohtat na laboratorni teplotu, pfi které reakce probihala dalSich 30 minut. Posléze byla
smés zfiltrovana, filtrani kola¢ promyt pomoci MeOH (2 x 20 mL), a k filtratu byl ptidan 20%
roztok NaH,PO. (40 mL). Cela smés byla extrahovana pomoci EtOAc (3 x 50 mL), a vzniklé
organické vrstvy byly spojeny, promyty nasycenym roztokem NaCl (2 X 50 mL), suSeny nad
bezvodym MgSOg, zfiltrovany a zahustény na RVO. Vysledny surovy produkt byl pfecistén pomoci
sloupcové chromatografie (SiOz; Et,O/hexan = 1:2 —1:1) a poskytl produkt 38 (25 mg; 50 %) ve
formé bilé krystalické latky.
B.t. 187,7-189,1 °C; ag*= —4.,1° (c 1,32; CH3;OH); *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-D)
d (ppm): 5.12 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 4.94 (s, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.61 — 3.41 (m, 1H), 3.12 (dd, J = 7.4,
1.2 Hz, 1H), 2.99 (dd, J = 7.4, 4.3 Hz, 1H), 2.55 — 2.34 (m, 2H), 2.28 — 2.12 (m, 3H), 2.05 (dd, J =
10.1, 2.8 Hz, 1H), 2.00 — 1.89 (m, 2H), 1.89 — 1.81 (m, 2H), 1.76 (ddd, J = 17.5, 11.9, 5.9 Hz, 1H),
1.72 - 1.65 (m, 1H), 1.47 (s, 9H), 1.22 (s, 3H); *C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) & (ppm):
175.17, 172.61, 154.76, 134.13, 130.04, 128.29, 105.66, 81.82, 79.52, 56.55, 55.70, 52.89, 52.37,
51.85, 50.45, 39.65, 39.22, 30.38, 29.33, 28.43, 22.79, 22.10, 20.58; MS (ESI*), m/z (%): 441
[M+H]*, 457 [M+Na]*, 491 [M+K]*; R.t. = 21.22 min.
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4.3.2.6 Syntéza vychazejici z GAs

Methyl (1S,2S,4aR,7S,9aS,10S,10aR)-2, 7-dihydroxy-1-methyl-8-methylen-13-oxododekahydro-
4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-karboxylat (39)

K roztoku GAs (10 g; 30,2 mmol) v acetonu (150 mL; 0,2M vuci GAs) byl piidan bezvodny
K>COs (6,24 g; 45,18 mmol). Po 5 minutach byl po kapkach pfidan methyl jodid (2,24 mL; 36,14
mmol) a vysledna reakéni smés byla michana po dobu 24 hodin. Po zreagovani veskeré vychozi latky
byla smés ziedéna destilovanou vodou (250 mL) a nasledné extrahovana pomoci EtOAc (3 x 250
mL). Spojené organické faze byly promyty nasycenym roztokem NaCl (250 mL), suSeny nad
bezvodnym Na,SQOg, zfiltrovany a zahuStény na RVO. Vysledny surovy produkt byl nasledné
precistén pomoci sloupcové chromatografie (SiO., P.E.: EtOAc=2:1 — 1 : 1) a poskytl produkt
50 (5,96 g; 57 %) ve formé bilé krystalické latky.
B.t.=170,5°C — 172,1 °C; ; ag* = —14,1° (¢ 1,01; CH30H); *H NMR (500 MHz, CHLOROFORM-
D) & (ppm): 4.97 (s, 1H), 4.84 (s, 1H), 3.83 (s, 1H), 3.70 (s, 3H), 3.18 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 2.69 (d,
J =10.8 Hz, 1H), 2.65 - 2.60 (m, 1H), 2.12 — 2.03 (m, 2H), 2.02 — 1.96 (m, 1H), 1.91 (t, J = 2.7 Hz,
1H), 1.88 - 1.69 (m, 6H), 1.69 — 1.62 (m, 2H), 1.52 (dddt, J = 13.9, 7.7, 6.2, 1.5 Hz, 1H), 1.37 (dddd,
J =135, 10.9, 7.6, 1.3 Hz, 1H), 1.13 (s, 3H); **C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) § 178.39,
173.31, 156.99, 107.54, 94.22, 70.32, 54.54, 53.72, 52.07, 51.57, 51.49, 51.14, 44.63, 38.91, 36.83,
31.52, 28.14, 27.46, 16.19, 14.75.; MS (ESIY), m/z (%): 347 [M+H]", 385 [M+K]*; R.t. = 22.94 min.
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4.4 Biologické testovani pripravenych latek

4.4.1 In vitro testovani na bunéénych liniich

Z Petriho misek, v nichz byly bunky kultivovany, bylo odsato kultiva¢ni médium, a buiky byly
promyty pomoci 3 mL PBS a posléze byl ptfidan 1 mL roztoku trypsinu (0,5 g/L) a EDTA.
Po uvolnéni bun€k ze dna misky byly ptidany 4 mL DMEM média. Buiiky byly nasledné pfeneseny
do zkumavky a pti pokojové teploté zcentrifugovany pii 1200 rpm po dobu 10 min. Supernatant byl
odsat a pelet obsahujici buiky byl rozsuspendovan v 5 mL ¢ist¢tho DMEM média. Nasledn¢ byly
bunky s médiem pieneseny do jamek mikrotitracni desticky v objemu 80 pL a koncentraci ~5000
bun¢k na jednu jamku. Buiky byly v destickach zkontrolovany pod svételnym mikroskopem
a desticky byly do druhého dne ponechany v inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5% CO; atmosféfe.
Nasledujiciho dne byla pfipravena sestupna koncentra¢ni fada Sesti koncentraci, pficemz
nejvyssi koncentrace Cinila 50 mM. Bunky v mikrotitraéni desti¢ce byly oSetfeny vytvorenou
koncentra¢ni fadou testovanych latek o objemu 20 pL. Latky byly testovany vzdy v triplikatu po
dobu 72 hodin. Pro zjisténi cytotoxicity byl pouzit MTT test. Po uplynuti doby bylo do jamek ptidano
10 pL roztok resazurinu (4 mg v 16 mL 10% DMEM). Desky byly umistény do inkubatoru a po 3
hodinach inkubace byla zmétena fluorescence pii excitaci 544 nm a emisi 590 nm na piistroji Tecan
a hodnoty 1Cso byly vyhodnoceny v programu Prism 8 (GraphPad Software, Kalifornie, USA).
Pti testu dochazi v zivych bunkéch k redukci modrého resazurinu na rizovy fluorescencni produkt

resorufin, ktery po ozéfeni svétlem urcité vinové délky emituje zafeni.
4.4.2 Anthelminticka aktivita

4.4.2.1 Vékova synchronizace cervi

Populace obsahujici velké mnozstvi s t€hotnych dospélych jedinct byla pomoci M9 média (2 mL)
smyta z misek a pfenesena do mikrozkumavek, které byly sto¢eny po dobu 10 sekund. Nasledné byl
ze zkumavky odebran veskery supernatant a pelet obsahujici ¢ervy byl dodateéné analogicky dvakrat
promyt pomoci M9 média a k peletu byl pfidan 1 mL cerstvé pfipraveného roztoku urcen pro
vékovou synchronizaci C. elegans (na 10 ml: 8 mL H,O; 1,5 mL 14% vodného roztoku NaClO; 0,5
mL 10M NaOH) a zkumavky byly umistény do thermoshakeru (Bioer Mixing Block MB-102)
nastaveného na pokojovou teplotu a otacky 1500 rpm. Béhem tiepani dochazi k rozpusténi vSech
vyvojovych stadii C. elegans vyjma vajicek, ktera obsahuji chitin a jsou proto schopna po uréitou
dobu piezit v ptitomnosti roztok na vékovou synchronizaci C. elegans. K viditelnému rozpusténi
¢ervi doslo asi po 10 minutach (vizualni kontrola), zkumavky byly vyjmuty z termoshakeru a kratce
zcentrifugovany na mikrocentrifuze. Néasledn¢ byl odebran roztok na veékovou synchronizaci
C. elegans a pelet obsahujicii vajicek byl tfikrat promyty M9 médiem a jednou S-complete médiem.

Nasledovalo op€tovné sto¢eni na mikrocentrifuze a pelet s vajickama byl odebran a pienesen do 5

51



mL S-complete média v 15ml centrifugacni zkumavce a umistény pies noc na tiepacku (150 rpm)

v inkubatoru pti 20 °C.

4.4.2.2 Hodnoceni anthelmintické aktivity

Kratkodoba toxicita vybranych pfipravenych latek a jejich u¢inek na diverzitu ¢ervi byly testovany
pomoci chitinazového testu i vizualniho hodnocenim &ervii pod mikroskopem. Cerstvé vylihnuté L1
larvy C. elegans byly spocitany a byly zfedény na pozadovanou koncentraci 200-300 ¢ervii na 1 mL
média. Pro screening (testovani ve dvou koncentracich) bylo zapotiebi 10 mL suspenze na 1 testovaci
misku s 3 mg/mL bakterii. Roztok s larvami (9,5 mL) v S-complete médiu spole¢né se ZR bakteriemi
v S-complete médiu (0,5 mL) byl pfenesen do jamek mikrotitracni desticky o koncentraci 15-30
¢ervu na jamku. Latky byly testovany v triplikatu ve dvou koncentracich: 50 umol/L a 5 pmol/L.
Jako pozitivni kontrola byl pouZit ivermectin (latka pouzivana jako vysoce G¢inné anthelmintikum)
o koncentracich 1 umol/L a 0,1 umol/L. Jako negativni kontrola bylo vyuzito 0,1% a 0,01% DMSO.
Deska byla prelepena folii a ponechdna inkubovat na tfepacce (150 rpm) pti 20 °C po dobu 4 dni,
v prubéhu kterych cervi dosahnou dospélosti a zacnou se mnozit. Po uplynuti doby inkubace byli
¢ervi v jednotlivych jamkéch vizudlné evaluovani pod svételnym mikroskopem (Leica DM IL LED)
(mrtvi, zastaveni vyvoje, zpomaleni vyvoje, méné potomstva, zdrava populace) a nasledné byl
proveden samotny chitinazovy test pro stanoveni aktivity chitinazy. Podstatou chitinazového testu je
fakt, ze pouze vajicka obsahuji chitin, a proto embrya produkuji chitindzu. Ta se uvoliiuje do média
a pridavkem substratu je mozné kvantifikovat reprodukéni kapacitu ¢ervi, ktera napovi o toxicité
testované latky. Dospély cerv chitin neobsahuje. Do jednotlivych jamek bylo pfidano 1,5 pL
0,8umol/L roztoku 4-methylumbelliferyl B-D-N, N’, N"’- triacetylchitotriosid, ktery predstavoval
substrat pro chitinazu a desky byly 1 hodinu inkubovany pfti 38 °C. Reakce byla poté zastavena
pridanim 30 pL pufru na chitinazovy test (na 1000 mL: 1000 mL H.O; 40g NaOH; 75g glycin; pH
10,6) a nasledné byla zméfena fluorescence pii excitaci 360 nm a emisi 460 nm na pfistroji Tecan

(Tecan Infinite 200 PRO, Svycarsko).

4.4.3 Kompetetivni inhibice GA30x2

Enzymatickd esej byla provedena Mgr. Pavlem Jaworkem, Ph.D. (Ustav experimentdlni botaniky AV CR),
LC/MS analyza byla provedena Mgr. Danusi Tarkowskou, Ph.D. (Ustav experimentdlni botaniky AV CR).

Pti 0° C byl enzym GA3o0x2 (2,5 pL) zfedén pomoci 45 pL 100 mM Tris-HCI pufru obsahujici 4
mM DTT (pH 7.2 pii 30 ° C) a piidan k 2,5 pL substratu v MeOH (GAy; finalni koncentrace ~1.3
uM) a smési kofaktort (88 mM 2-oxoglutarat; 88 mM kyselina askorbova, 110 mM FeSQ., 2 mg/mL
BSA, 0.1 mg/ml katalaza). Nasledné bylo ptidano 2,5 pL testované latky rozpusténé v DMSO (100
uM) a vznikla smés se inkubovala 30 min pfi 30 °C za slabého tfepani/michani. Po uplynuti doby
byla reakce zastavena smési 5 pL ledové kyseliny octové, 50 uL. MeOH a 40 pL vody. Nasledovala
centrifugace pti 3 000 ot./min po dobu 5 minut, pii které doslo k odstranéni vysrazenych proteint

a mikroskopickych ¢astecek zoxidovaného Zeleza. Jako pozitivni kontrola byl vyuzit vzorek s 10 uM
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endo-dihydro-GAs, negativni kontrolu predstavovalo ¢ist¢ DMSO. 25 pL reakéni smési a 75 pL 10
mM kyseliny mravenéi bylo pieneseno do HPLC vialek a byla provedena LC-MS analyza. Aktivni
enzym GA3ox katalyzuje pfeménu GAg na bioaktivni GA4, pfi jeho inhibici tato pfeména neprobiha.
Vyhodnoceni experimentu probiha na zakladé porovnani ploch substratu (GAg) a produktu (GAs)

a porovnani s kontrolami.
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5 Vysledky a diskuse

Dlouhodobym cilem projektu, v ramci kterého jsem pracovala na své diplomové préci, je dosazeni
struktury potencionalné nového endogenniho giberelinu. Pfedpokladame, Ze jeho struktura je
zalozena na giberelinu Ag a soucasnym cilem jsou nize zobrazené derivaty 11,12-dihydroxy-GAg
(Obr. 14), jez nebyly dosud nikym pfipraveny. Z hlediska stability molekuly a dostupnych znalosti
o biotransformacich téchto fytohormoni v rostlinach se jevi jako nejpravdépodobnéjsim kandidatem

izomer zvyraznén rameckem.

118,128-(OH),-GA, 11a12a-(OH),-GAy | 11812a-OH);-GAy | 11.12-(OH),-GA,

Obr. 14 - Navrzené struktury potencionalniho endogenniho giberelinu A137 na zakladé ziskanych LC-MS/MS spekter.
Nejpravdépodobnéjsi kandidat, 11/8,12a-(OH)2-GA9, je zvyraznén rameckem.

Domnivame se, Ze nejrelevantnéjs$i pristup k cilové struktuie je zaloZzen na komeréné
dostupné kyseliné giberelové (GA3s), ktera je velmi Casto vyuzivana jako vychozi latka pro totalni

syntézu ¢i semisyntézu méné dostupnych giberelinti mnoha vyzkumnymi skupinami.®*

pét kroku

-
v

07
BnO,C CO,Me

18

Schéma 4 — Struktura kli¢ového intermedidtu 18 ptipraveného v rdmci bakalarské prace

Syntéza vychézejici z tohoto giberelinu byla zapocata jiz v ramci mé bakalafské prace,™
behem které byl pies pet krokd pfipraven intermediat 18. V piedlozené praci jsem tedy na tuto
syntézu navézala a zaroven jsem vyuzila jako vychozi molekuly i giberelin A4 a A7. Jedna se taktéz
o komer¢né dostupné latky, avSak na rozdil od vySe zminéné kyseling giberelové se jejich struktura
lisi predevsim absenci hydroxy skupiny na pozici C13. Pravé tato chybéjici funkéni skupina byla
motivaci pro zapoceti de novo syntézy z giberelinii As a A7. Vyuzitim tohoto substratu by se nam
totiZ nasledna totalni syntéza zkratila o dva kroky, které jsou nezbytné k odstranéni C13 hydroxylové
skupiny. Predpokladali jsem rovnéz, Ze intermedidty vychazejici z GAs a GA; budou mit velmi
podobnou reaktivitu, jako derivaty GAs, a tak by mohl byt pro prvni kroky syntézy vyuZit jiz
optimalizovany protokol.

V nasledujicich dvou kapitolach je shrnuta veskera provedena laboratorni prace. Kapitola
5.1 obsahuje vysledky a diskusi jak uspésnych experimentti organické syntézy, tak i téch, které

ke zdarnému konci nevedly. Kapitola 5.2 se zaobira vysledky a diskusi biologického testovani
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vybranych syntetizovanych intermediatti. V obou kapitolach jsou slouceniny ¢islovany vzestupné dle

poradi jejich piipravy v ndvaznosti na teoretickou cast.

5.1 Organicka syntéza

Kapitola organické syntézy je rozdélena do tii podkapitol, jez kazda popisuje syntetickou drahu
zalozenou na odlisné vychozi strukture — giberelinu A; (podkapitola 5.1.1), Az (podkapitola 5.1.2)
a A4 (podkapitola 5.1.3). Usp&iné syntetické postupy jsou uvedeny v kapitole 4.3, kde jsou jiz

zaznamenany pouze jednotlivé optimalizované kroky z pohledu vytézki a Cistoty produkta.
5.1.1 Syntéza vychazejici z giberelinu A7

5.1.1.1 lzolace GA; ze smési GA4/GA7

Syntéza cilové struktury byla zapocata izolaci Cistého giberelinu A;. Tato latka je produkovana
houbou Gibberella fujikuroi ve formé smési,* ve které se vyskytuje spole¢né s giberelinem As. Nez
tedy byla zahajena syntéza vychazejici z tohoto giberelinu, bylo tfeba jednotlivé slozky smési od
sebe oddélit. Obé latky jsou si chemicky velice podobné, GA; obsahuje oproti GA4 pouze A2 olefin
v A kruhu (Obr. 15). Dle predpokladi, kvili jejich velmi podobné polarité a hodnoté reten¢niho
faktoru (rozdil Rf = 0,05) nebylo mozné smés rozdélit vyuzitim pouhé kolonové sloupcové

chromatografie.

Obr. 15 - Struktury giberelinu A7 a As

Nami navrzeny postup pro déleni smési GA4/GA7 byl zaloZzen na skuteCnosti, Ze pouze
u GAv, jez disponuje A2 olefinem v A kruhu, 1ze oteviit laktonovy kruh pomoci hydrazinu. Uvolnéna
karboxylova kyseliny by pftispéla ke znacné zméné polarity dané molekuly oproti GA4, diky ¢emu
by bylo mozné jednotlivé molekuly od sebe chromatograficky oddélit.
Pied samotnou eliminaci laktonu bylo v8ak tfeba nejdiive ochranit C7 karboxylovou skupinu
v GA; ve formé esteru, jelikoZ pro dalsi syntézu je vznik dikarboxylové kyseliny nezddouci — je
vyzadovano selektivni orthogonalni ochranéni jednotlivych karboxylovych funkci a toho by nasledné
bylo obtizné dosahnout. Jako chranici skupina byl vyuzit methyl ester, kdy navazani methylové
skupiny na C7 karboxylu u GA7 i GA4 ve smési GA4/GA; probéhlo mechanismem nukleofilni
substitu¢ni reakce mezi karboxylovou skupinou obou giberelinii a methyl jodidem v pfitomnosti
K2COs jako baze. Reakce probihala 72 hodin za laboratorni teploty a byl ziskan produkt v 80%
vytézku, ktery predstavoval smés methylesteru giberelinu A4 (50, MeGA.) a methylesteru giberelinu
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A7 (24, MeGA?). V nasledujicim kroku (Schéma 5) byla ziskana smés podrobena hydrazinolyze. Zde
m¢la probéhnout selektivni eliminace/odstoupeni karboxylatu (laktonovy kruh) v ptipadé derivatu
24. Latka 50 méla byt za danych podminek inaktivni a reakce se nezacastnit (nizka fugacita z divodu
absence ptilehlé dvojné vazby). Bylo vyzkouseno mnoho rozdilnych reakénich podminek a i zdroja
hydrazinu, bohuzel vsak jedinou pozorovanou reakci byla demethylace C7 karboxylu v GAs.

V zadném ptipadé se ndm nepovedlo alespon detekovat molekulu 25 v reakéni smési.

NH,NH,.HCI
A4

N\
DMF
1,5h/120 °C

MeGA,(50)
smés GA,/GA, smés MeGA,/MeGA, (80 %)

Schéma 5 — Planovani postup izolace GA7 ze smési GA4/GA7

Museli jsme tedy smés GA47 rozdélit jinym zpsobem. Vyuzili jsme publikovany protokol,®
jenz je zaloZzen na Selektivni silylaci C3 hydroxy skupiny v GA7 (allylicky alkohol je silylovan
prednostné vaci sekundarnimu neallylickému v GA4). Za danych reakénich podminek tak je
transformavana pouze GA7 (vznik silyletheru 23), kdezto GA4 za téchto podminek nereaguje
(Schéma 6).

imidazol
TBS-CI TBAF
DMF TBSO THF
72 h CO,H 24 h
23 (72 %) GA; (60 %)

Schéma 6 — Selektivni silylace GA7 ze smé&si GA4/GA7 s naslednou desilylaci GA7-silyl etheru (23)

Na zaklade téchto piedpokladu byla smés GA4/GA7 za laboratorni teploty po dobu 72 hodin
podrobena vy$e zminénym podminkam. V prubehu reakce se z reakéni smési zacala vyluCovat bila
gumovita srazenina pozdéji identifikovana jako bis-silylovany GA7-silyl ether (23) (v reakéni smési
je latka 23 pfitomna ve form& TBS esteru. Ten pak musi byt pii zpracovani hydrolyzovan).
Po zpracovani se mi podafilo ziskat 3-TBS-GA; 23 v 72% vytézku (pfepocitano na teoreticky 100%

vytézek GA7 ze smési GA4r7). Oproti reakénimu protokolu jsem pozorovala, Ze bylo potieba pouzit
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znacny nadbytek smési AcOH/H>O (az desetinasobek objemu reakéni smési), aby doslo k uplnému
vysrazeni latky 23 z reakéni smési. Reakéni smés musi také byt dobfe vychlazena (minimalné
30 minut v ledové lazni pii teploté 0 °C pied pocatkem piidavku). Vedlejsi produkt reakce
ptedstavoval vychozi latku GA4(61% vytézek z teoretického 100% vytézku GA.). Pipravenou ¢istou
GA.; jsem pak nasledné vyuzila v syntéze popsané v podkapitole 5.2.3. Molekula 23 byla
v nasledujicim kroku podroben desilylaci v piitomnosti TBAF v THF po dobu 24 hodin. Vysledkem
byl kyzeny giberelin A7 (GAv), ktery jsem izolovala v 60% vytézku. Tato latka pak byla pouzita jako

vychozi latka pfi nasledné planované syntéze.
5.1.1.2 Modifikace giberelinu A;

Poté, co jsme ziskali piistup ke giberelinu A;, nasledovalo jeho ochranéni na C7 karboxylu.
Na zéklad& piedchozich poznatki® byla jako nejvhodn&j$i chranici skupina vybrana methylova
skupina (karboxylova skupina chranéna ve formé methyl esteru). Reakce probihala dle
publikovaného protokolu,’®* kdy navazani methylové skupiny na C7 karboxylu GA; probéhlo za
laboratorni teploty mechanismem nukleofilni substitu¢ni reakce s methyl jodidem v pfitomnosti
K2CO:s. Bylo zpozorovano, ze prodlouzeni reakéni doby (testovano 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 91 h) ptimo
umeérné vede ke zvySeni konverze vychozi latky. Po 72 hodinach bylo dosazeno plné konverze GA7
a zaroven nejlepsiho izolovaného vytézku methyl esteru giberelinu A7 (24), jez ¢inil 65% (bila

krystalicka latka) (Schéma 7). Delsi reakcni ¢as nevedl k navyseni izolovaného vytézku.

Mel
K,CO4

aceton
72 h

24 (60 %)

Schéma 7 — Piiprava methyl esteru giberelinu A7 (24)

V nasledujicim kroku bylo ptistoupeno k piipravé molekuly 25. Z literatury je znamo,%

ze u MeGA3 (methyl ester GAs) probiha otevieni laktonového kruhu spojené s tvorbou nenasycené
vazby v B-kruhu v pfitomnosti hydrazinu v roztoku DMF (Tabulka 3, podminky shodné s témi
v fadku 1). Obdobné jsem tedy vyuzila podobnych reakénich podminek a reagentt pro testovanou
reakci na latce 24. K reakci byly vyuzity dva typy hydrazinovych reagentd (NH>NH2¢HCI
a NH;NHH-0) a reakce byla optimalizovana piedevs$im s ohledem délku reakéni doby a teplotu.
Ze zkuSenosti S otevienim MeGA;3; vime, Ze dlouhé reakéni ¢asy a vysoké teploty vedou k degradaci
jak vychozi latky, tak zejména produktu. Obdobné, jina rozpoustédla nebyla testovana kvili jejich
nekompatibilité s vychozi latkou (napi. DMSO — degradace) resp. nemoznosti rozpustit v nich latku
24. Z mnou provedenych experimentt vyplynulo, ze u testovanych reakci nema prodlouzeni reakéni
doby vliv na vytézek reakce (nedochazi k degradaci produktu, pouze vychozi latka ubyva, takze
predpokladame, ze degraduje) (fadky 1 a 4-6). Stejny nezddouci dopad mélo taktéz i zvySeni reakéni
teploty (fadky 1 a 3). Reakce ve vodném roztoku (fadek 7) a v ptitomnosti NHoNH2*H,O (fadky 8
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a 9) daly produkt ve velmi nizké vytézku < 10%. Pfedpokladame, ze za danych podminek produkt
pravdépodobné nevznika, resp. vznika pouze ve velice malém mnozstvi. S velkou pravdépodobnosti
je degradace vychozi latky 24 mnohem rychlejsi nez jeho konverze na cileny produkt. Jako
nejideédlnéjsi tedy byly vyhodnoceny podminky, pfi nichz reakce probihala po dobu 1 hodiny pfi
120 °C v ptitomnosti 12 ekvivalentt NH>NH2*HCI v roztoku DMF (fadek 2). Produkt 25 byl ziskan
v 19% vytézku a vychozi latka 24 byla reizolovana v 82 % vytézku.

Tabulka 3 - Optimalizace ptipravy dienu 25

NH,NH,
Re-izolovana
Reakéni podminky Fz’go(c(i; l)<at vychozi latka 24
’ (%)°
1 NH2 NH2eHCI (12 ekviv.); DMF; 120 °C (4 hod), 9 34
ptidano NH2 NH,*HCI (12 ekviv.);130 °C (80 min)

2 NH2 NH2HCI (12 ekviv.); DMF; 120 °C (1 hod) 19 82

3 NH2 NH2¢HCI (12 ekviv.); DMF; 135 °C (1 hod) 5 20

4 NH2 NH2eHCI (12 ekviv.); DMF 120 °C (2 hod) 16 56

5 NH2 NH2¢HCI (12 ekviv.); DMF; 120 °C (3,5 hod) 15 43

6 NH2 NH2*HCI (24 ekviv.), DMF, 120 °C (2 hod) 17 64

7 NHz NH2eHCI (12 ekviv.); H20; 120 °C (1 hod) 8 55

8 NH2 NH2¢H,0 (12 ekviv.); 120 °C (1 hod) 10 18

9 NH2 NH2¢H20 (12 ekviv.); 120 °C (3 hod) 9 12

& Odpovida cisté (>95%) izolované ldtce.

Po ziskani intermediatu 25 bylo ptistoupeno k selektivni protekci karboxylové kyseliny na
uhliku C19. Jiz v ramci predchozi prace® byla testovana fada chranicich skupin pro chranéni
C19 karboxylu u latky 30, které by bylo mozné selektivné odchranit v pfitomnosti methyl esteru na
uhliku C7. Z hlediska vytéznosti reakce a stability vysledného produktu byla jako nejvyhodnéjsi
chranici skupina identifikovana benzylova skupina. Ochranéni karboxylu C19 tak v danim piipadé
probihalo za standartnich podminek pomoci benzyl bromidu a poskytlo intermediat 32 v 86%

vyt&zku® (Schéma 8A).
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A. Syntéza vychazejici z GA;

BnBr
K,CO3

Y

DMF
24h

BnBr
K,CO3

DMF
48 h

\

Schéma 8 - Chranéni karboxylu C19 molekul 25 a 30

Domnivali jsme se, ze diky absenci hydroxylové skupiny na pozici C13 bude latka 25 oproti
30 disponovat vyssi stabilitou, jez se pozitivné odrazi v uspesnosti dané reakce. Ocekavala jsem tedy
vyssi reakéni vytézek. Avsak navzdory predpokladim reakce sice poskytla kyzeny produkt 26, ale
pouze v 7% vytézku. Pozorovala jsem, Ze reakce po 48 hodinach probéhla s iplnou konverzi vychozi
latky 25, ale vytézek v Zadném piipadé nereflektoval tuto skute¢nost. Tento fakt piipisujeme
nestabilit¢ latky 26. S danym intermediatem tedy nebylo mozné pristoupit K dal§imu kroku
naplanované syntézy smétujici k cilové molekule, a nasSe pozornost se tak zaméftila na syntézu
kli¢ového intermediatu z jiného typu giberelinu (kapitola 5.1.2 a 5.1.3). V pribéhu syntézy
vychazejici z GA7; vSak byla pfipravena tada giberelinovych derivati, jez byly podrobeny

biologickému testovani (kapitola 5.2).

5.1.2 Syntéza vychazejici z giberelinu A3

Syntéza vychazejici z giberelinu Az zapocala chranénim volné karboxylové kyseliny na pozici C7.
Na zakladé predchozich zkusenosti byla jako prvni chranici skupina zvolena methyl esterova skupina
(vysoka stabilita, ortogonalni odchranéni). Stejné jako v piipadé syntézy popsané v piedeslé kapitole
5.1.1 byla methylace provedena pomoci methyl jodidu v acetonu v ptitomnosti K2COspii laboratorni
teploté po dobu 72 hodin (Schéma 9). Produktem byl methyl ester giberelinu As 28 ve finalnim 86%
vytézku. Taktéz bylo provedeno chranéni ve formé¢ MOM-esteru, které probihalo pomoci MOMCI
v pritomnosti DIPEA pfi 0 °C po dobu dvou hodin (Schéma 9). Chlormethyl methyl ether (MOMCI)
byl pfipraven dle standardniho protokolu, kdy methoxymethyl ether byl nechén reagovat s acetyl

chloridem v toluenu v piitomnosti ZnBr,. Odpovidajici latka 29 byla ptipravena v 47% vytézku.
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Mel

K,COg3, aceton
72h, rt

MOMCI

DIPEA, CH,Cl,/toluen
2h,0°C

29 (47 %)

Schéma 9- chranéni C7 karboxylu giberelinu As

V nasledujicim kroku byly ziskané estery 28 a 29 podrobeny otevieni laktonového spojené
s tvorbou nenasycené vazby v B-kruhu. Stejné jako piipadé molekuly 25, eliminace byla provedena
v ptitomnosti hydrazinu v DMF.*” Bohuzel, v pifpadé latky 29 doslo ve vSech pokusech
k de-MOMaci, ktera byla doprovazena naslednou dekarboxylaci na C7 a rozpadem celé molekuly
(prosté degradace). Tento fakt pripisujeme nestabilit¢ MOM chranici skupiny pfi vysokych teplotdch
(=120 °C). Reakce byla provedena i pii nizsich teplotach (vyzkouseno 100 °C, 90 °C a 80 °C), avSak
dosli jsme k zavéru, ze teplota rovna minimalné 120 °C je pro pribéh reakce nezbytna. Pozornost

byla tedy vénovana optimalizaci otevieni laktonu molekuly 28.

5.1.2.1 Otevreni laktonu v 28 za vzniku dienu 30

Cilem této ¢asti bylo optimalizovat piipravu produktu 30. Na zakladé piedchozich vysledki®
podlozenych literaturou®” jsme dokazali, Ze laktonovy kruh dané molekuly lze oteviit v pFitomnosti
NH2NH2+HCI. Zpozorovanym kritickym bodem dané reakce je rychlé sniZeni teploty ze 135 °C na
120 °C ihned po homogenizaci reakéni smési (Tabulka 4, fadky 1-5). Taktéz se ukazalo, ze
prodlouzeni reakéni doby nevede ke zvySeni konverze, nybrz k rozkladu vychozi latky 28.%
Abychom tento krok vsak optimalizovali, rozhodli jsme Se prozkoumat vliv jinych typ hydrazint
na reakci. Pro danou reakci bylo testovano 6 typd hydrazini; NH2NH2eHBr, NH2NH2HCI,
NH2NH2¢2HCI, NH2NH,¢AcOH, NH2NH; v acetonitrilu (1M roztok), a NH.NH.*H.O (Tabulka 4).
Bylo pozorovano, ze nejlépe probiha reakce s vyuzitim NH2NH2*HCI (Tabulka 4, fadek 2). V tomto
ptipadé doslo k izolovani produktu 30 v 39% vytézku, ktery se jesté zvysil na 64 % paklize byl
prepoditan na re-izolovanou vychozi latku 28. Dale se ukazalo, Ze paklize jina nez hydrochloridova
stl hydrazinu je pouZita, reakce probiha (a) s nizs§im vytézkem (Tabulka 4, fadky 1 a 3 az 6), anebo
(b) dochazi k degradaci vychozi latky resp. produktu (nizsi vytézek a zaroven méné re-izolované
vychozi latky 28 (Tabulka 4, fadky 1, 3, 5 a 6). Na zakladé téchto poznatkt predpokladame, ze pro
uspésné otevieni laktonového kruhu v 28 spojené stvorbou nenasycené vazby v B-kruhu je
pravdépodobné zapotiebi Bronstedtova kyselina s velice specifickym pKa (predpokladame, ze za
danych podminek dochazi k rychlé disociaci NH2NH2¢HX soli na NH2NH; a HX). Tato kyselina

musi byt velice silna, takze reakce probiha v pritomnosti silnych kyselin jako je HCl a HBr.
60



Uvolnény solvatovany kationt H' nasledné aktivuje laktonovy kruh k otevieni (interakce
s kyslikem na CO v laktonu), a volny hydrazin je pak dostate¢né bazicky k tomu, aby umoznil
deprotonaci H* atomu v pozici C9 na giberelinu 28. Zaroven hydrazin neni dostate¢né bazicky ani
nukleofilni, takze nebyl pozorovan zadny dalsi produkt vedlejSich reakci. Navrzeny mechanismus

této transformace je zachycen na Schéma 10.

Tabulka 4 - Piiprava dienu 30

Q WOH
: NHNH,
HO DMF 7 Ho”
COMe HO,C CO,Me
28 30
Produkt Re-izolovana
Vstup Hydrazin Reakéni podminky 30 (%)” vychozi litka
° 28 (%)°
NH2NHz« HBr S . )
! (12 ekviv) DMF, 135 °C (hom.)?, 120 °C (4 hod) 20 16
NH2NHz+ HCI R . .
2 (12 ekviv) | PMF, 135°C (hom.)’, 120°C (4 hod) | 39 25
NH2NH. « 2HCl ) . )
3 (20ky)  DMF.135°C (hom)% 120°C (4hod) 18 23
NH2NH; « AcOH . . ]
4 (12ekviy)  PMF. 135°C (hom.)’, 120 °C (2 hod) 14 55
NH2NH: v
> acetonitrilu  DMF, 135 °C (hom.)", 120 °C 2 hod) <5 14
(12 ekviv)
NH2NH: « H.O . _
° (12 ekviv) DMEF, 110 °C (2 hod) <5

2 hom = reakcni cas pri dané teploté odpovida dobé homogenizace (plné rozpustént reaktantii ve smési) reakcni smési
b odpovida izolovanému vytézku.

Pozorovany rozdil ve vytéZcich cileného otevieného giberelinu 28 u reakci katalyzovanych
pomoci NH2NH2*HBr (Tabulka 4, fadek 1), NH2NH2*HCI (Tabulka 4, tadek 2) a NH2NH2+2HCI
(Tabulka 4, tadek 3) je pfipisovan sile pouzité kyseliny. V pfipadé HBr (silngjsi kyselina, lepsi
disociovatelnost) je s vysokou pravdépodobnosti v reakéni smési vyssi koncentrace H' ionti, a ta ma
pravdépodobné za nasledek zrychlenou degradaci vychozi latky 28 na neidentifikovatelné vedlejsi
produkty. Tentyz efekt ma pravdépodobné na svédomi pouziti hydrazin dihydrochloridu
(dvojnasobné mnozstvi H" iontti). Na zakladé tohoto pozorovani odvozujeme, Ze reakce je ptikladem
specifické kyselé katalyzy® reakéni kinetika zavisi na koncentraci H* iontd, rychlostni konstanta
zavisi na koncentraci HA™ (latka 40 ve Schéma 10). V piipad¢ HCI je koncentrace H" iontl v roztoku
nizsi, a tedy dochazi k pomalejsimu rozkladu intermediatu 41 na nezadouci vedlejsi produkty
(Tabulka 4, tadek 2). Jakmile se ale pouziji méné silné Bronstedtovy kyseliny respektive jejich
konjugované baze jako NH2NH2*AcOH a NH2NH2*H>O (Tabulka 4, fadky 4 a 6; mnohem nizsi
koncentrace H* iontl v roztoku), otevieni laktonu pak probiha mnohem pomaleji (NH2NH2AcOH),
respektive viibec (NH2NH2*H>0). V piipadé ¢istého hydrazinu (Tabulka 4, fadek 5), v roztoku neni
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ptitomna zadna Bronstedtova kyselina pro aktivaci karbonylu v laktonovém kruhu). Reakce tedy

neprobiha.

® 0O
- NH,NH,HCI *

Schéma 10 - Piedpokladany mechanismus pro otevieni laktonového kruhu v 28 pomoci hydrazinolyzy.

5.1.2.2 Selektivni chranéni C19 karboxylu molekuly 30 a jeji dalSi modifikace

Cilem této ¢asti bylo nalezeni vhodné protektivni skupiny C19 karboxylu molekuly 30, kterou by
bylo mozné posléze v pokrocilych krocich syntézy selektiviné odchranit a zpétné tak regenerovat
laktonovy kruh. Vyzkousena byla tada protektivnich skupin, zniz ty uspé$né jsou zobrazeny
v nasledujicim schématu (Schéma 11). S latkami 31, 32, 33 bylo pfistoupeno k dalsim
naplanovanym kroktim syntézy, které jsou podrobné rozebrany v nasledujicich podkapitolach
(5.1.2.2.1,5.1.2.2.2 a5.1.2.2.3). Latku 34 nebylo mozné pfipravit v adekvatnim vytézku a k dal$im

kroktm s ni tedy nebylo pfistoupeno.

O _NH
BnBr | DMF MOMCI | CH,Cl, >( A R SEMC e
K,CO3| 24 hod DIPEA | 0°C/4 h N\( 2h
\ Y Y \
WOH

HO” HO” HO” ™ HO”
BnO,C CO,Me  MOMO,C CO,Me tBuO,C CO,Me  SEMO,C CO,Me

31 (26 %) 32 (86 %) 33 (17 %) 34 (9 %)

Schéma 11 — Chranéni C19 karboxylu v molekule 30
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5.1.2.2.1 Modifikace molekuly 31

Z pohledu vytéznosti byl za potencionalné nejvyhodnéjsi chranici skupinu zvolena benzylova
funkéni skupina. Benzylace byla provedena dle jiz optimalizovaného protokolu®® pomoci benzyl
bromidu v ptitomnosti K,COs. Za téchto podminek byla latka 31 ziskana s 86% vytézkem.
Nasledujici krok zahrnoval selektivni oxidaci sekundarniho alkoholu molekuly 31 na pozici C3 na
odpovidajici keton 35 (Schéma 12). Reakce byla provedena pomoci Dess-Martinova reagentu (DMP,
oxidace pomoci hypervalentniho jodu) za teploty 0 °C v CH2Cl,, Za téchto podminek bylo
pozorovano, ze reakce probihala s tiplnou konverzi latky 35, avSak v jejim prubéhu vznika velké
mnozstvi vedlejSich produktt. Pfedpokladali jsme, Ze tvorba vedlejSich produkti mize byt
zpusobena ptitomnosti kyseliny octové, jez béhem reakce vznika. K jeji neutralizaci byly tedy do
reakéni smési ptidany 3 ekvivalenty NaHCOs. Pridavkem baze doslo ke znaénému potlaceni
vedlejsich reakci, avSak vytéznost reakce se pfiliS nezvedla. Maximalni izolovany vytézek této
reakce se tak pohyboval kolem 83 %. Dodatecné se také ukéazalo, Ze rychlost reakce muze byt
zvySena pridavkem 5 ekvivalentit H.O. Rychlost reakce se sice zvySila (uplnd konverze po

3 hodinach), ale vytézek zistal nezménén (82% izolovany vytézek).

~OH  pmp ~OH  NaBH, ~OH
NaHCO; CuCl
OH
DCM Me
oS CO,M occan O3 0°ci2h HO” X
BnO,C 2Me BnO,C CO,Me BnO,C CO,Me
31 35 (83 %) 37 (59 %)

Schéma 12 — Selektivni oxidace C3 alkoholu 31 a nasledna redukce o,p-nenasyceného ketonu 35

Po ziskani intermediatu 31 nasledovala redukce a,B-nenasyceného ketonu v A kruhu na
piislusny nasyceny alkohol 37. Redukce probihala na zékladé literatury®® v jednom kroku pomoci
selektivniho redukéniho ¢inidla NaBH./CuCl v MeOH pii 0 °C. Pravym redukénim ¢inidlem je pfi
této reakci in situ generovany hydrid médi [Cu-H] (generovany redukci CuCl pomoci NaBH.), ktery
selektivné redukuje o,B-nenasyceny keton na odpovidajici nasyceny keton. Nadbytek NaBH,s pak
nasledné zredukuje vznikly keton na odpovidajici alkohol. Protoze tento keton je soucasti rigidniho
cyklického skeletu, redukce je stereoselektivni a alkohol 37 vznika pouze jako jeden diastereoizomer.
Latka 37 byla ziskana v 59% vytézku (Schéma 12).

Nasledn¢ byla pozornost zaméfena na odstranéni obou hydroxylovych skupin z latky 37
(alkoholy na pozicich C3 a C13). Tento krok se nasledné ukazal jako kriticky krok nasi syntézy.
Odstranéni obou hydroxylovych skupin mélo tak probihat skrz Barton—-McCombie deoxygenacni
reakci.'® U této sekvence dvou reakci dochazi nejprve k ,,aktivaci* obou hydroxylovych funké&nich
skupin (transformace na dobte odstupné skupiny), které jsou nasledné v druhém kroku radikalovym
mechanizmem nahrazeny za atom vodiku. Aktivace hydroxylovych skupin molekuly 37 byla
provedena pomoci 1,1'-thiokarbonyldiimidazolu v THF za vzniku intermediatu 42. Dalsi zptsob

aktivace, jenz jsme vyuzili, byl zaloZen na pfevedeni hydroxylovych skupin na methyl oxalyl estery
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reakci s methyl oxalyl chloridem (vznik latky 43, Schéma 13). Nasledné bylo pfistoupeno k druhému
kroku reakce, kdy ziskané derivaty 42 a 43 (kviili jejich nestabilité bylo pracovano se surovou reakéni
smési, identifikace vzniku téchto latek na prob&hla zdkladé charakteristickych signalt v *H NMR
spektru — posun signalu C3 atomu vodiku smérem k vy$§imu poli, a 3C NMR spektru — zména
posunu signalt atomil uhliku C3 a C13) byly podrobeny radikalové reakci, ve které byly ponechany
reagovat s nBuszSnH (donor atomu vodiku) v ptitomnosti AIBN (iniciator radikéalové reakce). Reakce
probihala pfi teploté 130-140 °C (vng&jsi teplota lazné€) v roztoku toluenu po dobu 8 hodin. U obou
latek, 42 a 43, vSak pii téchto reakcich doslo zejména k odchranéni chranici benzylové skupiny C19
karboxylu (Schéma 13). Benzylicka skupina byla pravdépodobné diky stabilizaci konjugovanym
systétmem aktivovana pro tvorbu radikald, které zapficinily redukci esteru. To by neznamenalo
takovy problém, nebot’ by bylo mozné karboxylovou kyselinu dodate¢né ochranit, ale bohuzel
v nasem piipad¢ doslo navic i k dekarboxylaci, ktera méla za nasledek rozpad celé molekuly.

Bohuzel se tedy ukazalo, Ze benzylova skupina je vice nez nevhodna pro tuto reak¢ni sekvenci.

_N
0

BusSnH
thiocarbonyldiimidazol AIBN
tnetl_F?:'Ile;mm toluen ’
24 h 130 -140 °C/8 h COanCO2Me
44
MeO
37
DMAP BuzSnH
methyloxalylchlorld .‘ AIBN
triethylamin MeO toluen
CH20|2 COzMe =
1,5h/0°C CO Bn 130 -140 °C/8 h COZBnCOZ'Vle
44

Schéma 13 — Aktivace hydroxylovych skupin na pozicich C3 a C13 latky 37 s naslednym pokusem o jejich odstranéni

5.1.2.2.2 Modifikace molekuly 32

Jak jiz bylo zminéno vyse, k ochranéni C19 karboxylu latky 30 byl vyuzit taktéz MOM ester (kapitola
5.1.2.2). Protekce probihala pomoci in situ ptipraveného MOMCI v piitomnosti DIPEA a poskytla
ester 32 ve 26% vytézku. I kdyz tento vytézek byl maly, rozhodli jsme se nejprve vyzkouset (pied
tim, nez bychom se jej pokusily zvysit) redukci obou alkohol na pozicich C3 a C13. Tato latka tedy
ani nebyla transformovana na odpovidajici nenasyceny alkohol (v analogii k pfipravé latky 37), ale
okamzité jsme se zaméiili na deoxygenaéni reakci (Schéma 12). Barton-McComnie deoxygenadni
sekvence tak probihala podobnym postupem, jak bylo popsano v predeslé kapitole (5.1.2.2.1).
Hydroxy skupiny tedy byly nejdiive aktivovany ve formé methyl oxalyl esteru za vzniku
intermediatu 45, ktery byl nasledn€ podroben deoxygenaci pomoci nBuzSnH/AIBN systému. Avsak
i Vtomto piipadé MOM ester nebyl dostate¢né stabilni a doslo k deMOMaci nasledovanou

dekarboxylaci.
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DMAP BusSnH
methyloxalylchlorid e} AIBN
triethylamin Meo\n)l\o toluen .
CH,Cl, :  COpMe 130 -140 °C/8 h z CO,Me
1,5h/0°C © CO,MOM CO,MOM
45 46

Schéma 14 - Aktivace hydroxylovych skupin na pozicich C3 a C13 latky 32 s naslednym pokusem o jejich odstranéni

5.1.2.2.3 Modifikace molekuly 33

Po piedchozich nezdarech bylo pfistoupeno k otestovani dalsi chranici skupiny — tert-butylu.
Ochranéni  piislusné  karboxylové  kyseliny bylo provedeno pomoci tert-butyl
N,N'-diisopropylkarbamimidatu, ktery byl pfipraven dle standartniho protokolu z DIC v ptitomnosti
bezvodého t-butanolu a CuCl.2%* Se ziskanym ¢inidlem bylo nasledné pfistoupeno k ochranéni C19
karboxylu latky 30. Reakce probihala v bezvodém DCM po dobu 72 hodin a dala vzniknout produktu
33 v 17% vytézku (Schéma 11). Vysledny produkt 33 byl nasledné podroben selektivni oxidaci C3
alkoholu na keton 36 (Schéma 15). Reakce probihala po dobu 3,5 hodin pfi 0 °C a produkt 36 vznikl
v 83% vytézku. Se ziskanym ketonem bylo nasledné piistoupeno ke dvojité redukci o,pB-
nenasycené¢ho 6-laktonu (olefin a keton) na pfislusny alkohol 38 pomoci CuCl/NaBHa4. Reakce
probihala nejdiive dvé hodiny pii teploté¢ 0 °C a nasledné dodatecnych 24 hodin pii laboratorni
teploté. Pii reakci byl ziskan diol 38 v 50% vytézku. Latka 38 pak byla podrobena dvoukrokové
Barton—-McCombie deoxygenacni (hydroxylové skupiny v pozicich C3 a C13) reakci.

NaB(CN)H;
BF3.Et,0
THF
60 °C/3 h
DMP, NaHCO3
CHyCly 3,5h
o -
é COZMG
CO,tBu
36 (83 %)
NaBH,/CuCl
MeOH, 0°C
DMAP
methyoxalyl chlorid nEXJI?BS'\TH
> MeO
Et:N toluen
CHoClp 130 -140 °C/8 h
0°C/1,5h

48 (73 %)

L CoM
ContBU "¢ 50

Schéma 15 - Detekované intermediaty po Barton—McCombie deoxygenaci 49 a 50. K odstranéni hydroxylovych skupin
doslo v obou ptipadech pouze na pozici C3.
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Pti této reakci se nam povedlo v reakéni smési identifikovat dva typy produktd, latky 49
a 50 (Schéma 15). Na zékladé LC-MS analyzy a analyzy surové reakéni smési na zédkladé *H NMR
spektra jsme zjistili, ze reakce prob&hla pouze ¢asteéné a doslo k deoxygeanci u C3 alkoholu (kruh
A). Na pozici C13 vsak stale zustaval methyl oxalyl ether (latka 49) nebo volna hydroxy skupina
vznikla hydrolyzou tohoto esteru (latka 50). Moznym divodem k tomuto pozorovani je fakt, Ze
zakladni molekularni skelet kolem molekuly 48 je znacné stericky branén a neumoziuje tak pfistup
redukéniho ¢inidla (nBusSne) k C13 aktivovanému hydroxylu. Na druhou stranu se nam potvrdilo,
Ze pti pouziti tert-butylu jako chranici skupiny nedochdzi k degradaci vychozi latky skrz hydrolyzu
esteru a naslednou dekarboxylaci.

Bohuzel i kdyz tert-butylova chranici skupina vykazovala za deoxygenacnich reakcnich
podminkach stabilitu, jeji inhibice druhého deoxygenacniho kroku je jeji velkou limitaci.
K odstranéni hydroxylovych skupin jsme tedy vyzkouseli jinou metodu zaloZenou na
chemoselektivni reduktivni deoxygenace a,B-nenasycenych alkoholt (Schéma 15).1%? Vychozi latka
31 tedy byla podrobena redukei v pfitomnosti kyanoborohydridu sodného v pfitomnosti BF3 etheratu.
V tomto piipadé ovSem také pouze doSlo k deoxygenaci C3 hydroxylu, zatimco druhy allylicky
alkohol v pozici C13 zistal nezménén. I v tomto piipadé ale nedoslo k izolaci produktu (reakce
provadéna na 3 mg diolu 31), a pfitomnost dané latky byla pouze potvrzena pomoci HPLC/MS
metody (47; 423 [M+Na]", 439 [M+K]*, R.t. = 25.6 min. Latka 49; 527 [M+K] *; R.t. = 3.42 min.
Latka 50; 425 [M+H]*, 441 [M+K]*; R.t. = 27.05 min) a na zaklad¢ charakteristickych pik v 'H
NMR spektru).

5.1.2.3 Redukce C7 karboxylu na alkohol

Zaroven s pokusy o nalezeni nejvhodnéjsi chranici skupiny C19 karboxylové funkéni skupiny v latce
30, u které bychom mohli provést deoxygenaci hydroxylovych skupin na pozicich C3 a C13, jsme
se rozhodli prozkoumat i alternativni moznost, kdy by doslo transformaci C7 karboxylové skupiny
na odpovidajici alkohol. Této C7 alkohol by mohl byt nasledn¢ oxidovan na odpovidajici kyseliny
v okamziku, kdybychom to potfebovali. Tim padem bychom mohli nové utvofenou C19
karboxylovou skupinu transformovat na odpovidajici methyl ester, ktery je plné¢ kompatibilni se
vSemi testovanymi reakénimi podminkami. Diky velmi dobré dostupnosti byla vychozi latkou pro
tyto experimenty zvolena lytka GAs. Po potvrzeni nasi prvotni myslenky by dany postup byl vyuzit
pred otevienim laktonového kruhu (tvorba C19 karboxylu u 30).

Redukce 3

PG = protektivni skupina

Schéma 16 - Obecné schéma redukce karboxylové kyseliny (51) na alkohol a jeho nasledné ochranéni (52)
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Rozhodli jsme se tedy transformovat GA; na odpovidajici chranény alkohol 52 (Schéma 16).
Tento pfistup by nam také umoznil si vybrat vhodnou chranici skupinu pro alkohol 51, ktera by nam
umoznila provadét vSechny cilové reakéni transformace. Navic bychom pfipravili novou tiidu latek
vhodnych k biologickému testovani, neb jsou v literatuie dosud nepopsany. Ale hlavng, diky tomuto
ptistupu bychom rozsifili paletu moznosti vybéru vhodné stabilni protektivni skupiny, Ktera by byla
ortogonalni s ostatnimi funkénimi skupinami v pfipravenych derivatech giberelint. V pozdéjSich
krocich syntézy by pak dana chranici skupina byla selektivné odstranéna a vznikly alkohol by
podroben oxidaci za opétovného vzniku kyzené karboxylové kyseliny.

Planovana redukce zahrnovala selektivni transformaci C7 karboxylu u GAs na acyl chlorid
(reakce s oxalyl chloridem). Vznikly chlorid kyseliny by pak redukovan na pfislusny alkohol pomoci
NaBHas. Prvni experimenty, které jsme zaméfili na piimou transformaci GAs na jeji acyl chlorid se
setkaly s velkym neuspéchem, nebot’ se zdalo, Zze dochazi k nechténym intermolekularnim reakcim
mezi acyl chloridem a zbyvajicimi alkoholy ve skeletu GAs. Na zéakladé téchto experimentti jsme
tedy pristoupili k ochranéni volnych hydroxylovych skupin na pozicich C3 a C13. K protekei byla
vyuzita acetylace pomoci anhydridu kyseliny octové v pfitomnosti DMAP v pyridinu (Schéma 17).
Byl zjistén vyznamny vliv délky reakéni doby na prubéh dané reakce. Po 24 hodinach doslo
k acetylaci pouze u C3 hydroxylu (vznik molekuly 53), zatimco pokud doslo k prodlouzeni reakéni
doby na 72 hodin, doslo k ochranéni i druhého C13 hydroxylu (vznik diacetylované latky 54).

anhydrid k. octové anhydrid k. octové
24 h | DMAP 72 h | DMAP
pyridin pyridin

Schéma 17 — Piprava 3-acetyl GAs 53 a 3,13-diacetyl GAs 54

Ackoliv pro naslednou syntézu byl vyuzitelny pouze diacetylovany intermediat 54 (ochranén
C3 1 C13 hydroxylova skupia), rozhodli jsem se prozkoumat reaktivitu obou pfipravenych latek. Bylo
tedy pfistoupeno ke dvoukrokové redukci (vznik acyl chloridu/redukce acyl chloridu) C7 karboxylu
u téchto latek. V prubéhu reakce tak musi vzniknout intermediaty 55 a 56. Je znamo, Ze acylchloridy
jsou zna¢né nestabilni, proto dané derivaty nebyly purifikovany a jakmile do$lo k uplné konverzi

vychozich latek 53 a 54 pii jejich transformaci na C7 acyl chloridy (pfitomnost acylchloridi byla
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potvrzena na zakladé charakteristickych signald v *C NMR spektrech), surové produkty byly
ponechany reagovat s NaBH, (Schéma 18).

Oxalyl chlorid

DMF/DCM
24n A0

Oxalyl chlorid

DMF/DCM
24 h AcO

Schéma 18 - Postupna redukce C7 karboxylu na pfislusny alkohol

Bohuzel, ani v jednom piipadé nebyla detekovana pfitomnost alkoholi 57 a 58 po reakci
Vv reakéni smési. Latky 56 byla také redukovana pomoci BHs v THF (pracovano s 1 ekviv., 2 ekviv.,
4 ekviv., 6 ekviv.) pti ruznych teplotach (0 °C, RT, 60 °C), avSak i v tomto piipadé byly reakce

neuspésné a pouze produkty degradace vychozi latky byly detekovany v prib&hu reakce.
5.1.3 Syntéza vychazejici z giberelinu A4

5.1.3.1 Otevieni laktonu u methyl (50) a MOM (58) derivatu GA.

JelikoZz se nam nepodafilo ptipravit dienovy derivat giberelinu As (30) v dostatecném mnozstvi
a vytézku, rozhodli jsme se prozkoumat podobnou eliminaci v pfitomnosti silnych Bronstedtovych
(tBuOK) a Lewisovych (DBU) bazi u derivatd GAs. Predpokladali jsme, Ze sila téchto bazi nam
umozni tvorbu D*° olefinu v substraté 38 diky pithodné anti orientaci eliminovatelného protonu
a odstupujici laktonové skupiny (Schéma 19A). Protoze jsme z literatury veédéli, Ze derivaty
giberelinli Az jsou nachylné na silné bazické prostiedi (rozklad v fadu hodin), rozhodli jsme se
optimalizovat tento typ eliminace derivatech giberelinu A4, respektive u latek 38 a 59 (Schéma 19B).
Derivaty giberelini A4 jsou obecné mnohem stabilnéj$i a to at’ za vyssich teplot, tak i v silné€ kyselém
a zasaditém prostiedi (nehrozi kysele ¢i bazicky Kkatalyzovany pfesmyk na C kruhu z dévodu
chybgjici OH skupiny na uhliku C13).2° Na druhou stranu, pfi eliminaci miize dojit ke kompetitivni
eliminaci v rdmci kruhu A a tvorb& olefinu D! (latka 60) namisto cilového produktu 61 (tvorba
olefinu D% na B kruhu). Z analyzy Newmanovych projekci jsme ale usoudili, Ze eliminace za tvorby
olefinu D% bude z ditvodu kinetického piistupu k ,,zelenému* vodiku (na pozici C19) statisticky
nejpravdépodobnéisi (nejlepsi piekryv mezi vazebnym orbitalem s (vazba C-H) a protivazebnym
orbitalem s* (vazba C-O). Vazebny orbital s (C-H) je pteci jen trochu vice vychylen, a tedy piekryv
neni tak dokonaly. Z tohoto divodu jsme predpokladali, ze eliminace vodiku v kruhu B bude
probihat rychleji.

68



(A. Anti-orientace mezi cilovym atomem vodiku a odstupujici karboxylovou skupinou u giberelinu Ag)

OR 3

HO,C ¥ COpMe
60 61

Schéma 19 - Schematizace moznych elimina¢nich d&ji u derivatt giberelinu A3 a A4 znazornéna pomoci Newmanovych
projekci dle cilené C-C vazby

Takto posileni teoretickym konceptem jsme se rozhodli otestovat dvé baze DBU a tBuOK
pro tuto reakci. Ob¢ baze byly testovany v riznych koncentracich, za riznych teplot a v riznych
rozpous§tédlech. Bohuzel, ani v jednom piipadé nebyl pozorovan vznik cilového produktu 61.

Ve v8ech piipadech jsme izolovali po reakci pouze nezreagovanou vychozi latku (Tabulka 5).
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Tabulka 5 - Pokus o otevieni laktonu a instalaci A% olefinu u derivati giberelinu A4 (38 a 59)

Vstup = Vychozi latka

1

2

10

11

12

13

14

38

38

38

38

38

38

38

59

59

59

59

59

59

59

38, R=H
59, R = MOM

Baze
(ekviv.)

DBU (3 ekviv.)

DBU (3 ekviv.)

DBU (3 ekviv.)
tBuOK (3 ekviv.)
tBuOK (3 ekviv.)
tBuOK (3 ekviv.)
tBuOK (3 ekviv.)
DBU (6 ekviv.)
DBU (6 ekviv.)
DBU (3 ekviv.)
tBuOK (3 ekviv.)
tBuOK (3 ekviv.)
tBuOK (3 ekviv.)

tBuOK (3 ekviv.)

62,R=H
63, R = MOM

Reakéni podminky

DCM (0,1M)
24 h pti RT, poté 4 h pti40 °C
DMF (0,1M)
24 h pii RT, poté 4 h pti40 °C
THF
24 h pti RT, poté 4 h pti40 °C
DCM
24 h/RT
DMF
24 h pti RT
THF
24 h pti RT, poté 4 h pti40 °C
t-BuOH
24 h pii RT
DCM
24 h pii RT, poté 4 h pti40 °C
DMF
24 h pti RT, poté 4 h pti40 °C
THF
24 h pti RT
DCM
24 h pti RT, poté 4 h pti40 °C
DMF
24 h pii RT, poté 4 h pti40 °C
THF
24 h pti RT, poté 4 h pti40 °C
t-BuOH
24 h pii RT, poté 4 h pti40 °C

a) n.r. = Zddnd reakce, pouze vychozi latka detekovana pomoci TLC a *H NMR

Poznamka d

n.r.

n.r.

n.r.

n.r.

n.r.

n.r.

n.r.

n.r.

n.r.

n.r.

n.r.

n.r.

n.r.

n.r.

Je tedy nutné fict, Ze provedené experimenty nepotvrdily nasi prvotni myslenku o snadnosti

eliminace a tvorbé olefinu v ramci B kruhu. Ani v jednom testovaném piipad€ totiz nedoslo

k otevieni laktonového kruhu a vzniku produktu 62 nebo 63. Myslime si, ze tato pozOrovana

nereaktivita vuci silnym bazim je zplsobena vysokou stabilitou laktonového kruhu. Dalsi

proménnou, ktera s velkou pravdépodobnosti hraje v nas neprospéch, je vétsi sterické branéni v okoli

cilového atomu vodiku, které s velkou pravdépodobnosti zabranuje jeho efektivni eliminaci.
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5.2 Biologické testovani

5.2.1 Invitro testovani na bunécnych liniich

V ramci vyzkumu byla pfipravena knihovna GA derivati s potencionalni biologickou aktivitou,
u kterych bylo provedeno ohodnoceni biologické aktivity z pohledu jejich vlivu (cytotoxicita
a protinadorova aktivita) na nadorové i nenadorové bunécné linie. Testovani prob&hlo na bunéénych
liniich MCF-7 odvozenych od prsniho adenokarcinomu a RPE1-hTERT linii epitelovych bunék
retiny imortalizovanych lidskou telomerazou (Tabulka 6). Zadna z testovanych latek (molekuly 27,
29, 31, 32, 33, 34, 36 a 37) nevykazovala cytotoxicitu vii¢i nenadorovym (RPE1-hTERT) bunéénym

liniim ani protinadorové ucinky vuéi nadorovym liniim rakoviny prsu (MCF-7).

Tabulka 6 - Vysledky biologickych test na bunééné linii MCF-7 (odvozeno od prsniho adenokarcinomu) a RPE1-hTERT
(odvozené od epitelovych bunék retiny imortalizovanych lidskou telomerazou) pro vybrané testované latky. Latky byly
testovany v rtiznych koncentracich (maximdlni koncentrace 50 uM) a vyhodnoceny po 72 h inkubaci.

ICso(uM) ICs0 (M) Testovand latka 'S (*M) 1Cs0 (uM)
MCF-7  RPE-1 MCF-7 RPE-1

Testovana latka

>50 >50 : } oo >50 >50
Co,tBU 2
33
CO,BU °
36
>50 >50 >50 >50
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5.2.2 Anthelminticka aktivita

Aktivita vybranych pripravenych latek byla otestovana taktéz na larvach hlistic C. elegans.
Kratkodoba toxicita vybranych pfipravenych latek (molekuly 27, 29, 31, 32, 33, 36 a 37) a jejich
ucinek na diverzitu ¢ervii byl testovan pomoci chitinazového testu i vizualniho hodnocenim Cervi
pod mikroskopem. Latky byly testovany ve dvou koncentracich 5 uM (C1) a 50 uM (C2) a u zadné
nebyla zaznamenana cytotoxicka aktivita. Ani vizualni hodnoceni v mikroskopu neodhalilo vyrazny

toxicky efekt ani snizeni produkce potomstva (Graf 1).

Graf 1 - Vysledky chitindzového testu — pramér ze 3 experimentti +/- SEM. Koncentrace C1 = 5 uM pro testované latky,
0,1 uM pro IVR 0,1% DMSO; C2 = 50 uM pro testované latky, 1 uM pro IVR, 1% DMSO
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5.2.3 Kompetitivni inhibice giberelin 2-oxidazy (GA30x2)

Jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti prace, vV dneSni dob¢é se védecka komunita zamétuje na
pfipravu novych derivati giberelind, které mohou potencionalné slouzit jako takzvané retardéry
rustu. I proto jsme se rozhodli pripravené derivaty nechat otestovat na inhibici GA30x2, ktera
katalyzuje pfeménu GAg na bioaktivni GA4. Zadna vyznamna inhibi¢ni aktivita u testovanych latek
(latky 27, 29, 31, 32, 33, 36 a 37) vsak nebyla zaznamenana.
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6 Zavér

Predlozend diplomova prace popisuje praci na totdlni syntéze nového endogenniho giberelinu
nedavno detekovaného v laboratofi prof. Heddena v Rotsham Research center. Jako vychozi
struktury byly vybrany komer¢né dostupné gibereliny As, A4 a Az, paralelné tedy bylo pracovano na
tiech riznych syntetickych cestach. Syntézy vychazejici z giberelinu As a A7 vsak odhalily své
limitace jiz béhem prvnich nékolika krokt a bylo od nich tedy brzy upusténo. Nejvétsi usili bylo
vénovano syntéze zalozené na vyuziti giberelinu Az Scilem co nejblize se priblizit struktuie
klicového intermediatu 1. Cesta k nému vedouci byla velice detailné prozkoumana (pfiloha ¢.2)
a 1 nadale ji bude vénovana dostatecna pozornost.

V prib¢hu syntézy byla pfipravena knihovna novych giberelinovych derivati, jez byla
ohodnocena z hlediska své biologické aktivity. Primarni diraz byl kladen na provéfeni cytotoxické
aktivity, kdy cilem téchto experimentd bylo vyhodnotit (a nasledné vyloucit) jakékoliv potencialni
riziko, které by mohlo vzniknout z nezadoucich interakci semisyntetickych derivati GA s lidskymi
buitkami. Jestlize by byla v ptipadé nekterého pfipraveného GA derivatu zjisténa cytotoxicita vici
nenadorové bunééné linii, tento derivat by byl okamzité vyloucen z dalsich testt, aby se zabranilo
vyvoji GA derivatl, které by nemohly byt potencialné pouZity pii vyvoji novych derivatl giberelint
pro vyuziti v polnich podminkach. U zaddné z testovanych latek cytotoxickd aktivita nebyla
zaznamenana. U vybranych molekul byla dale provéfovana jejich protinadorova aktivita, kratkodoba
toxicita na C. elegans a inhibi¢ni aktivita vii¢i GA30x2. Ani v tomto piipadé biologické testy zadnou

aktivitu neodhalily.
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8 Priloha ¢. 1: Charakterizace jednotlivych pripravenych
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(1S,2S,4aR,7R,9aR,10S,10aR)-2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-1-methyl-8-methylen-13-oxo-
1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-dekahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-
karboxyova kyselina (23)

MW: 444,23 188,8-190,2 °C

28.37 min
ad® ad? = -84,5° (c 1,42; CH30H)

445 [M+H]", 467 [M+Na]"*, 483
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(1S,2S,4aR,7R,9aR,10S,10aR)-2-hydroxy-1-methyl-8-methylen-13-oxododekahydro-4a,1-
(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-karboxylova kyselina (GAs4)

MW: 332,16
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(1S,2S,4aR,7R,9aR,10S,10aR)-2-hydroxy-1-methyl-8-methylen-13-oxo-1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-
dekahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-karboxylova kyselina (GA7)

MW: 330,15 B.t. 190,2-192,2 °C

R.t. 20.35 min

ad’ —12,7° (c 1,28; CH3OH)
MS (ES*), m/z (%) 353 [M+Na]*, 369 [M+K]*
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Methyl (1S,2S,4aR,7R,9aR,10S,10aR)-2-hydroxy-1-methyl-8-methylen-13-oxo
1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-dekahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-
karboxylat (24)

MW: 344,16 B.t. 148,3-148,7 °C

R.t. 22.53 min

a®? +17,6° (¢ 1,63; CH30H)
MS (ES*), m/z (%) 367 [M+Na]*, 383 [M+K]*
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(1S,2S,7R,9aS,10S,10aS)-2-hydroxy-10-(methoxykarbonyl)-1-methyl-8-methylene-
2,5,6,7,8,9,10,10a-octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azule-1-karboxylova kyselina (25)

MW: 344,16 B.t. 136,5-137,4 °C

R.t. 18.3 min.

ad? +7,9° (¢ 1,79; CH30H);
MS (ESI*), m/z (%) 345 [M+H]*, 367 [M+Na]*
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1-benzyl 10-methyl (1S,2S,7R,9aS,10S,10aS)-2-hydroxy-1-methyl-8-methylen-2,5,6,7,8,9,10,10a-

octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulene-1,10-dikarboxyldt (26)
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tert-butyl (1S,2S,4aR,7R,9aR,10S)-2-hydroxy-1-methyl-8-methylen-13-oxo0-1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-

decahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-karboxyldt (27)

MW: 386,49
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Methyl (1S,2S,4aR,7S,9aS,10S,10aR)-2, 7-dihydroxy-1-methyl-8-methylen-13-oxo-
1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-decahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-
karboxylat (28)

MW: 360,41 B.t. 195-196,5 °C

R.t. 14,06 min

ad’ 53,2° (¢ 1,62; CH30H);
MS (ESI*), m/z (%) 378 [M+NH,]*, 399 [M+K]*
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Methoxymethyl (1S,2S,4aR,7S,9aS,10S,10aR)-2, 7-dihydroxy-1-methyl-8-methylen-13-oxo-
1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-dekahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-

karboxylat (29)

MW: 390,43
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(1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2, 7-dihydroxy-10-(methoxykarbonyl)- 1-methyl-8-methylen-
2,5,6,7,8,9,10,10a-oktahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1-karboxylova kyselina (30)

126,6-127,9 °C
13.26 min
adt -50,5° (¢ 1,30; CH30H)

361 [M+H] *, 383 [M+Na]*, 399
[M+K]*
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1-benzyl 10-methyl (1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-methylen-
2,5,6,7,8,9,10,10a-octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1,10-dikarboxylat (31)

MW: 450,20 B.t. 124-124,5 °C

R.t. 20.59 min

adt —24,8° (¢ 1,9; CH3;0OH).
MS (ESI*), m/z (%) 473 [M+Na]*, 489 [M+K]*
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1-(methoxymethyl) 10-methyl (1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-methylene-
2,5,6,7,8,9,10,10a-octahydro-1H-7,9a-methanbenzo[a]azulen-1,10-dikarboxyldt (32)

MW: 404,18 B.t. 136-137,9 °C

R.t. 15.76 min

adt —83,5° (C 1,49; CH3;0H)
MS (ESI*), m/z (%) 427 [M+Na]*, 443 [M+K]*
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1-(tert-butyl) 10-methyl (1S,2S,7S,9aR,10S)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-methylene-
2,5,6,7,8,9,10,10a-octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulene-1,10-dikarboxylat (33)
WOH

HO \\
tBuO,C COsMe

MW: 416,22 B. t. 190,2-190,5 °C

R.t. 19.53 min

T —-2,2° (¢ 1,29; CH3;0H)
MS (ESI*), m/z (%) 437 [M+Na]*, 455 [M+K]*
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10-methyl 1-((2-(trimethylsilyl)ethoxy)methyl) (1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-
methylen-2,5,6,7,8,9,10,10a-oktahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1,10-dikarboxyldt (34)
~OH

HO \\
SEMO,C CO,Me

MW: 490,24 B. t. -

R.t. 26.31 min

ad’ —-8,4° (¢ 1,39; CH30OH)
MS (ESI*), m/z (%) 513 [M+Na]*, 529 [M+K]*
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1-benzyl 10-methyl (1S,7S,9aR,10S,10aS)-7-hydroxy-1-methyl-8-methylen-2-oxo-
2,5,6,7,8,9,10,10a-octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1,10-dikarboxylat (35)
«OH

O N
BnO,C CO,Me

MW: 448,19 B. t. 125-125,9 °C

R.t. 22.79 min

ak? —92,9° (c 1,69, CH;OH)
MS (ESI*), m/z (%) 471 [M+Na]*, 487 [M+K]*
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1-benzyl 10-methyl (1S,7S,9aR,10S,10aS)-7-hydroxy-1-methyl-8-methylen-2-oxo-
2,5,6,7,8,9,10,10a-oktahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1,10-dikarboxylat (36)

O N
tBUOzC

WOH

N\

COzMe

MW: 4414,20

FAM-02-026-01

B.t.
R.t.

144,6-145,0 °C
20.42 min.

1.03x

o] 100=

i

4 1.04=

+47,9° (c 1,1; CH30H)
415 [M+H]*, 453 [M+K]*
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1-benzyl 10-methyl (1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-methylen-
2,3,4,5,6,7,8,9,10,10a-dekahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1,10-dikarboxylat (37)

MW: 452,22

FAM-01-088-02

121-121,9 °C
20.09 min

~81,9° (¢ 1,91; CHsOH)

453 [M+H]", 475 [M+Na]"*, 491

[M+K]*
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1-(tert-butyl) 10-methyl (1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-methylen-

2,3,4,5,6,7,8,9,10,10a-dekahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulen-1,10-dikarboxylat (38)

MW: 418,53 B.t.

FAM-02-029-01
ingle_pulse

187,7-189,1 °C
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Methyl (1S,2S,4aR,7S,9aS,10S,10aR)-2, 7-dihydroxy-1-methyl-8-methylen-13-oxododekahydro-
4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulen-10-karboxyldt (39)

MW: 346,42 B.t. 170,5 °C-172,1 °C
R.t. 22.94 min.
ak? —14,1° (c 1,02; CH;OH)
MS (ESI*), m/z (%) 347 [M+H]*, 385 [M+K]*
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9 Priloha ¢. 2: Mapa provedenych syntéz vychazejici

z giberelinu A3



(Syntéza vychazejici z GAQ

demomamce

SEMO,

neizolovano, pouze
detekovano (LC/MS)

3 zavedeni ostatnich
chranicich skupin jako
THP, aminoalkohol etc
nefungovalo

\OH
WOH \
=
HO” ™ HO"
HO™ 3 tBUO,C CO,CH3

tBu0,C
MOMO, CO,CH3 ?

tBUOZ

o,

neizolovano, pouze
detekovano (LC/MS)




