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Uvod

Mezi znamé fytohormony fadime skupinku latek s nazvem gibereliny (GA). Gibereliny
jsou diterpenoidni piirodni latky vyskytujici se v fiSi rostlin, hub a mikroorganismu.
Jak bylo postupem cCasu zjisténo, hraji velmi dileZitou roli pfi vyvoji daného organismu,
kontroluji aspekty rastu, jako je prodluzovani stonkd, vétveni listi a klicen semen.
Tyto poznatky nam ukazuji, Ze se jedna o jedny z kli¢ovych rostlinnych regulatori ristu.*

Historie vyzkumu GA zasahuje az do 19. stoleti, kdy v roce 1828 byla objevena
nemoc ryzovych sazenic, kterd zpisobovala nadmérné prodluZzovani stonku. Nasledkem
toho se stala nemoc stiedem pozornosti a posléze bylo zjisténo, ze nemoc Sazenic je
zpusobena houbou Gibberella fujikuroi. Doposud se tento druh houby vyuziva k masivni
primyslové vyrobé kyseliny giberelové a to pomoci procesu fermentace.?

Objeveno bylo jiz pfes 136 giberelinil, ale pouze mald cast z téchto latek je
Vv rostlinach biologicky aktivni. Mezi hlavni zastupce se fadi GA1, GAs3 G4 a GA7.
S pokrokem molekularni genetiky a diky nedavnym studiim biosyntézy, metabolismu,
transportu, signalizace GA a vztahem mezi jinymi rostlinnymi hormony se dosahlo
velkého porozuméni mechanismu funkce. Gibereliny stimuluji elongaci rostlinnych
bun¢k a bylo zjisténo, ze ovliviiuji pokles produkce proteinu DELLA, ktery patii mezi

skupinu represori ristu rostliny.!?



Predeslé studie a cile prace

Jednim predmétt zkoumani v nasem tymu je cilena syntéza konjugovanych giberelini,
které by pomohly vice objasnit transportni déje spojené s témito ristovymi hormony
Vv rostlindch. Pfedeslé a pokrocilé prace na téma gibereliny ve skupiné pod vedenim
doc. RNDr. Jitiho Pospisila Ph.D. se napf. jiz zaméfily na pfipravu kli¢ovych
intermediatd vhodnych k identifikaci struktury nové izolovanych giberelinii a na ptipravu
znac¢enych derivatl. Zvefejnénych publikaci a studii tykajicich se fytohormont je
pomérné velké mnozstvi, ale stale se v této problematice najdou témata, ktera nejsou zcela
objasnéna. Konjugaty GA by mohli vynikat doposud nezndmymi vlastnostmi,
a proto jsou uspesné nasyntetizované latky testovany na biologickou aktivitu v rdmci
zivocisnych biologickych systémech s cilem ohodnotit jejich potencidlni vliv na zivo€isné
bunky. Na zakladé piedeslého zkoumani i mimo nasi skupinu se dokonce piedpoklada,
ze derivaty giberelini mohou vykazovat protinadorovou aktivitu. Tato vlastnost byla
hlavné€ pozorovana u derivatli s obsahem a- nenasycenych ketonti.

Gibereliny se ve vySSich rostlinach vyskytuji jak ve formé volnych
kyselin, tak i konjugati. Nejbéznéjsimi izolovanymi konjugaty jsou gibereliny, které jsou
piipojeny k cukriim konktrétné ke glukose. Cukerné konjugaty se déli do dvou zakladnich
skupin. Mezi prvni skupinu mizeme zatadit glukosyl ethery GA, kde esterova vazba
vzniké v misté hydroxy skupiny GA. Druhou skupinou by v tomto piipad¢ byly glukosyl
estery, kde je glukosa ptipojena k GA pres 7-karboxylovou skupinu.*V soucasné dobé je
toho o cukernych konjugatech GA znamo velice malo, ale ptedpoklada se, ze slouzi jako
jaky si pomyslny rezervoar aktivniho giberelinu, ktery mtze byt rychle uvolnén v ptipadé
nutnosti.

Tato prace se ¢leni do dvou ¢€asti, teoretickd a experimentalni. Teoreticka ¢ast je
zamétena na literarni reSersi a dava si za cil shrnout dosavadni informace tykajici se
biosyntézy, biologické aktivity a mozné role cukernych a aminokyselinovych konjugati
Vv rostlinné tisi. Experimentalni ¢ast se v€nuje syntéze cukernych a aminokyselinovych
konjugatli giberelin a charakterizaci pfipravenych latek pomoci dostupnych

fyzikalné—chemickych metod.



1 Cile prace

Cile mé prace v bodech:
e Literarni reSerSe na téma: (bio)syntéza, biologickd aktivita a mozna role
biokonjugatii giberelinii Az a Aas.
e Syntéza biokonjugati giberelini Az a A4
e Charakterizace pfipravenych latek pomoci dostupnych fyzikalné-chemickych

metod.



Teoreticka ¢ast

2 Role fytohormoni v rostlinném systému

Rostliny jsou eukaryotni fotosynteticé organismy, které jako jiné vicebunééné organismy
musi reagovat na potencialni enviromentalni zmény, jako je napt. zvySena koncentrace
CO,, zména teplot nebo nedostatek slune¢niho zatfeni. Proto se u rostlin vyvinul
komplexni systém biochemickych procesi, kde fytohormony hréji dulezitou roli
nizkomolekularnich latek, které se podileji na regulaci riistu a vyvoji rostliny.® Tyto latky
miizeme oznadit za integratory vné&j$ich a vnitinich signal.® Fyziologické ucinky se jiz
projevuji ve velmi nizkych koncentraci, coZ ndm napovidd, Zze celkové mnozstvi
jednotlivych fytohormonii v rostlinném systému bude velmi malé. Nicméné existuje
celkem Siroka fada téchto latek, ktéré byly detailn€¢ prostudovany. Mezi klasické
fytohormony bychom mohli zafadit 5 zakladnich a to auxiny, cytokininy (CK), kyselinu
abcisovou (ABA), kyselinu salicylovou (SA) a gibereliny.’

Fytohormony tvofi nezbytnou slozku ve vyvoji rostliny, a kazdy z fytohormont
ma svoji specifickou tlohu, ale i pfes to existuje mezi témito latkami jaka si spojitost,
nybrz dva i vice fytohormonii se mize podilet na stejné funkci. Uginky se projevuji jak
synergicky, tak i antagonicky. Uved’me si pfiklad auxinu a giberelinu, ob¢ tyto latky se
podileji na elongaci bunék, to nas privadi k fadé otazek typu: Mohou sdilet tyto dva
fytohormony s podobnou funkci stejnou signalni kaskadu? Nebo jak jednotlivé
fytohormony ziskavaji svoji specifitu? Pro porozumeéni téchto otazek se fytohormony
stavaji pfedmétem zkouméani a ¢im vice rozumime mechanismu jednotlivych
fytohormond, tim lépe se dostavame ke spravné odpovédi. Nez se dostaneme k samotnym

gibereliniim, popi$me si narychlo dalsi fytohormon pro porovnani. "



2.1 Auxin jako generalni koordinator ristu

Auxiny ovliviiuji mnoho fyziologickych procesti rostliny a funguji jako generalni
koordinator ristu. Mezi jeho funkci bychom mohli zaradit stimulaci bunééného délent,
prodluzovani stonkt, vétveni kotenil a stejn¢ jako cytokininy inhybuji proces starnuti.
Struktura auxinti obsahuje aromaticky skelet s karboxylovou kyselinou v postrannim
fetézci a nejdilezitéjSim zastupcem této skupiny je prirozené se vyskytujici kyselina
indol-3-octova (IAA). V rostliné se objevuje ve formé rtuznych derivati ¢i konjugatd
cukri nebo aminokyseliny, které jsou dillezitou soucasi pro biosyntézu a regulaci hladiny
volné TAA.%8

Prostfedkem, ktery umoziuje pievést zménu koncentrace auxind na bunéénou
odpovéd’, je ovlivnéni transkripce. Auxin reguluje transkripci skrze kratkou signélni
drahu, ktera byla podrobné piezkoumana Elisabeth J Chapman a Mark Estelle v roce 2009
a Vv roce 2015 Mohammad Salehin etc., ve které auxin dohromady spojuje F-box proteiny

(TIR1/AFB) a transkripéni represory Aux/IAA.8

SFC-Ubikvitin Aux/IAA Aux/IAA

rotein ligasa E3 korepresor korepresor
P & Aux/IAA B Aux/IAA

korepresor korepresor

’—>[ Represe transkripce genu ]

Aux/IAA

korepresor

Aux/IAA

korepresor

Degradace
Ubikvitin  Ubikvitin 4
aktivacni konjugacni
enzym enzym
transkripéni ;ranskrlpén( ’_’[ Aktivni transkripce genu ]
AREs

Obrazek 1: Hlavni draha pro regulaci transkripce



3 Gibereliny

Jak jiz bylo feceno, gibereliny patii mezi skupinu rostlinnych hormont. U vysSich rostlin
je pouze mala cast biologicky aktivni, ktera ptsobi jako endogenni regulator ristu
anebo jako zprostfedkovatel vyvojovych a environmentalnich signalii nezbytnych pro
vyvoj rostliny. Prvnim izolovanym a charakterizovanym ¢lenem byl giberelin As, dfive
nazyvany kyselina giberelova. Ukazalo se, Ze pii aplikaci ma schopnost stimulovat rtst
a je schopen podpotit vyvoj i u rostlin trpici trpasli¢im vzristem.® Téchto u¢inkl se
dostavalo i tehdy, kdy byla latka aplikovana ve formé rostlinnych extraktt, coz bylo
dikazem, zZe se jedna o rostlinné endogenni metabolity. Toto tvrzeni bylo potvrzeno po
izolovani giberelinu A: z nezralych semen Fazolu Sarlatového (Phaseolus coccineus)
v roce 1958. Od té doby znalost téchto latek znacné€ pokrocila a v soucasné dob¢ zname
uz pres 130 giberelind, které byly postupem ¢asu ziskany z rostlin, hub a bakterii.>
Vyskyt giberelint je pfedevSim u vysSich rostlin a patogennich hub, které na
oplatku napadené rostlin€ poskytuji ptisun téchto latek a probiha tzv. mykorhiza. Nejvétsi
koncentrace giberelini je v riistové tkani rostliny, kde se objevu v rozmezi 1011-108g na
jeden gram surové hmoty, ovSem vse se odviji od typu tkan¢ a druhu rostliny. Jako kazdy
jiny endogenni fytohormon musi mit svoji biosyntetickou cestu k dosazeni své biologicky
aktivni formy, proto jsou bioaktivni GA vzdy doprovazeny prekurzory a rtznymi
konjugaty, které se v rostlin¢ mohou vyskytovat v mnohem vétsi koncentraci nez samotna

biologicky aktivni forma.®



3.1 Produkce kyseliny giberelové—giberelinu Az

Jelikoz, kyselina giberelova ovliviiuje rostlinny vyvoj a muize znacné zvysit vynos
v Siroké tfad¢ rostlinnych produktii, je v zemédélském primyslu dilezitou a cenénou
biochemickou latkou. Velikost poptavky je spjata s Cistotou a ucinnosti dané latky,
proto vyrobci GAs stale usiluji inovovat své metody za vidinou levné a kvalitni
produkce.©

Roc¢ni produkce je okolo 100 tun, kdy se jeden kilogram pohybuje okolo 150 az
500 americkych dolart.! Priimyslové se GAs miize ziskdvat submerzni fermentaci
houbového patogenu Gibberella Fujikuroi, ov§em k vzhledem k nizkému vynosu je tato
metoda velice nakladna. ReSenim tohoto problému se zd4 byt solit-state fermentation
neboli SSF.12 Metoda spo¢iva na kultivaci mikroorganismi na pevném podkladé (matrici)
bohatém na Ziviny za podminek chudych na vodu. Diky tomu je mozné ziskat vyssi
koncentraci pozadovaného metabolitu s nizkou bakteridlni kontaminaci.®® Velkou
vyhodou je vyuziti zemédélského odpadu (smés obilnych otrub a zbytka sladu),
jako substrat pro kultivaci houbového patogenu.?

Ovsem zvysSeni produkce GA3z neni otazkou pouze inovaci metod zpracovani,
ale i strankou vyvoje efektivnich geneticky modifikovanych houbovych patogent,

které by pfispély k vyssi koncentraci GAs. 1°

Zdroj pro kultivaci

Chemické zpracovani Distribuce GA, Aplikace GA;3

Obrazek 2: Produkce GA3
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3.2 Struktura

Typologie giberelind je velmi rozsahla, aby se piedeslo problému s trividlnimi nézvy,
vymyslelo se systematické ¢islovani typu GA (1234..). Diky velké variaci funkénich
skupin existuje jiz kolem 136 GA. K prvni spravné¢ navrzené strukture kyseliny
giberelové vedla velmi spletitd, zdlouhava cesta, a kromé stereochemie na uhliku C9 se v
roce 1959 podatilo predlozit spravny navrh. V letech 20. stoleti rentgenova krystalografie
pfispéla k ziskani dilezZitych strukturnich informaci ohledné prostorového uspotadani a
tvaru molekul. Vyjimkou nebyly ani gibereliny, kdy postupem ¢asu veskeré spjaté
strukturni nejasnosti byly objasnény pravé vyhotovenim rentgenové krystalografie.*
Vseobecné gibereliny patii mezi skupinu tetracyklickych diterpenoidi, a jak uz
nazev skupiny napovida, kazdy giberelin se sklada ze 4 cykli. Pro lepsi orientaci jsou
tyto jednotlivé cykly oznaceny A,B,C a D. Coz umoznuje rozdélit strukturni znaky na

jednotlivé odvétvi a to tedy na chemii a reaktivitu kruhu A,B,C a D.}41°

Obriazek 3: Popis skeletu C-19 a C-20 giberelinii

Veskeré znamé GA miuzeme zahrnout do dvou podskupin. Prvni podskupina
obsahuje 19 uhlikaty pentacyklicky skelet a 1ze oznalit za 20—nor—ent—giberelanovy.
Charakteristickymi chemickymi skupinami pro GA C-19 jsou 7- karboxylova kyselina,
17-methylen, a 19,10—y-lakton. Za matefskou strukturu u této podskupiny by se mohl
povazovat GAg. Druhou podskupinou je 20 uhlikaty ent—giberelanovy skelet. Pro tento
skelet je charakteristicka absence 19,10—y—laktonového kruhu. Kromé laktonu se zde
mohou nalézt substituenty od metylu az po karboxylovou skupinu. Jako u predeslé
podskupiny se i zde jeden z giberelinii d4 povazovat za mateisky a to GA12.14*
Ptedpona ent v ndzvu podskupin ma co do ¢inéni s faktem, Ze skelet GA je odvozen od

ent-kaurenu, ktery je enantiomerem ke své ptirozen& vyskytujici se formé kaurenu.*
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3.2.1 Struktura bioaktivnich GA

Mezi nejznaméjsi biologicky aktivnich gibereliny se fadi GAi, GAsz, GAs, GA-.
U biologicky aktivnich GA se vétSinou vyskytuje hydroxy skupina na C-3f uhliku,
karboxylova skupina na C-6 a v posledni fadé lakton mezi C-4 a C-10. Hydroxy skupina
na uhliku C-13 ma samoziejmé také velky vliv na biologickou aktivitu, jak bude
vysvétleno v kapitolach 3.4.3 a 3.5.1, ovSem jeji pfitomnost ¢i nepfitomnost neni

podminkou. 1614

Obrazek 4: Struktury GA;, GA4, GAsz a GA;

3.2.2 Struktura cukernych konjugati

Jak jiz bylo v pifedchozich strankach zminéno, gibereliny se v rostlinném systému
vyskytuji i v zastoupeni ve formé konjugati. NejrozSifenéjsi skupinou jsou cukerné
konjugaty, které rozliSujeme na dvé skupiny, konkrétné na glukosyl ethery GA a glukosyl
estery GA. Bylo zjisténo, ze forma B—D-glukopyranosa se vyskytuje v obou piipadech
a miize byt vazana na 2-O, 3-0, 11-0, 13-0, 17-O a 7-kaboxylovou skupinu.*

- R

“oH

GA; p-D-glucopyranosyl ester GA; B-D-glucopyranosyl ether

Obrazek 5: GA; B—D—glukopyranosyl ester a GAs p-D—glukopyranosyl ether
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3.2.3 Struktura aminokyselinovych konjugatii

Doposud se s jistotou neda tvrdit, ze by se GA aminokyselinové nebo GA peptidové
konjugaty pfirozené vyskytovaly v rostlinné fisi, ale jisté zavéry studii a teorie se k této
moznosti priklani. Mensi fada GA aminokyselinovych konjugatt byla jiz diive chemicky
piipravena, kdy se podatilo k 7—karboxylové skupiné GA prichytit aminoskupinu

nebo oligopeptid za vzniku klasické peptidové vazby.!

OH

GA,-Alanin GA,-Tyrosin

Obriazek 6: Struktura GAs—Alanin a struktura GA;~Tyrosin

33 Bioaktivita a mechanismus uéinku

Bioaktivni GA v rostlinném systému jsou dulezitou jednotkou, ktera fidi rizné aspekty
pii vyvoji rostliny. Témito aspekty jsou napt. regulace kliceni semen pirerusenim obdobi
vegetativniho klidu, podpora bunécného déleni, elongace bunék, rist korent, indukce
kveteni nebo piizpisobeni rostliny biotickému a abiotickému stresu.®! Role GA je vcelku
rozsahla a aby vSe fungovalo perfektn€ jak ma, musi mit rostlinny systém vyvinut spletity
mechanismus regulace a inaktivace biosyntézy GA. To by ov§em bylo moc jednoduché,
dilezitou soucasti je také souhra mezi ostatnimi ristovymi hormony rostliny.
Ptikladem mize byt souhra mezi kyselinou abscisovou a gibereliny béhem zréni
neklimakterického ovoce (napf. citrusti a hroznt)'® nebo interakce mezi auxiny a GA

béhem prodluzovani stonku.*®
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3.3.1 Mechanismus uéinku

Mechanismus giberelinli je spjaty s DELLA proteinem, ktery funguje jako jaderny
rustovy represor. DELLA represor potlacuje GA signalni drahu a omezuje rist rostliny
prostfednictvim pfeprogramovani transkripce.?2?! Pro aktivaci mechanismu tuginku
giberelint, je potieba Gibberellin intensitive dwarf 1 (GID1) receptoru.

GID1 je rozpustny protein s vysokou afinitou Kk bioaktivnim giberelinim a je
lokalizovan jak v cytoplasmé, tak i v jadie buiiky.??? Po navazani GA na receptor dojde
ke zméné v konformaci GID1 receptoru a mnohonasobné se zvysi moznost interakce
podjednotkou GID1 receptoru se dvéma hlavnimi DELLA domenami.? Jakmile je
vytvofen GA/GID1/DELLA complex, pfichazi do hry F—box protein, ktery je dileZitou
podjednotkou specifické Skp, Cullin, F—box komplex (SCF) E3 ligazy. F-box protein
umoznuje navazani SCF E3 ligazy na GA/GID1/DELLA komplex, coz nasledné vede
k ubikvitinaci. Vysledkem je degradace DELLA represoru pomoci 26s proteosomu,
kde se odbouravaji proteiny a tim je umoznéna regulace potiebnych geni pro vyvoj

rostliny. %123

o)
GID1
rﬁ%
DELLA

r;@g DELLA -( ',a:?@“ DELLA

55 » "
: GID1 GID1 F-box
GID1
SCF E3 ligasa

5t

F-F-F-

! 47\ DELLA
Degradace « —— s
GID1 B

H

cunt

Rbx1

Obrazek 7: Mechanismus bioaktivnich GA
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3.4  Biosyntéza GA

Biosyntetickd draha giberelinii je velmi komplexni a vzhledem Sirokému zastoupeni
V riznych organismech se biosyntetickd draha muze li§it. OvSem diky delSimu zajmu
a provedenim celé fady studii je dnes obecna biosyntéza GA vice objasnéna a tim se
oteviraji moznosti k jejimu pochopeni. U vysSich rostlin probiha biosynteticka draha ptes
methylerythritol fosfatovou drahu (MEP), kdezto v fi§i hub pfes mevalonatovou drahu.?*
Nicmén¢ jisté biosyntetické pochody nadale zlstavaji zdhadou a pro hlubsi porozumeéni

musi byt detailnéji prozkouméany.

3.4.1 Od MEP po ent—kauren

Biosyntetickd cesta GA ve vySSich rostlinach se odehrdva ve tfech ¢astech rostlinné
buriky plastid, endoplasmatické retikulum (ER) a cytosol.! Jak jiz bylo fe¢eno biosyntéza
GA ve vyssich rostlinach probiha ptevazné pies MEP, ktera funguje v cytosolu. Hlavnimi
produkty jsou isopentenyldifosfat (IDP) a dimethylallyldifosfat (DMADP). Mezi IDP
a DMADP dochazi k vzajemné isomeraci, diky enzymu isopentenyldifosfat isomerasy
(ID1).? Produkty MEP jsou transportovany do plastidu, kde dojde k biosyntéze
geranylgeranyldifosfatu (GGDP) pomoci geranylgeranyldifosfat synthasy (GGDPS).
Tim je zahajena hlavni biosyntetickd cesta GA. Skrze protonaci je odstartovana
dvoukrokova cyklizace GGDP, jdouci ptes ent—kopalyldifosfat (CDP), ktera je
zakonCena tvorbou ent-kaurenu. Cyklizace probiha za ucasti dvou enzymu

ent—kopalyldifosfat synthasy (CDPS) a ent—kauren synthasy (KS).2
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3.4.2 Prvni giberelin

Mezi prvné nasyntetizovany giberelin v rostliném systému patii inaktivni C 20 GAu,
kterého je dosazeno pomoci katalyzy dvéma Cytochrom P450 monooxigenasami,
ent—kauren oxidasy (KO) a oxidasy ent-kaurenové kyseliny.?® Diky pravdépodobné
lokaci ent—kauren oxidasy na povrchu ER se piedpoklada, ze k oxidaci ent—kaurenu
dochazi pti transportu z plastidu do ER pfes potencidlni membranovy spoj, umoziujici
transport nepolarnich metabolitt.?®?’ B&hem transportu do ER prob&hné opakovana
hydroxylace ent—kaurenu na C-19 za vzniku ent-kaurenolu, posléze aldehydu
ent—karenalu a nakonec ent—kaurenové kyseliny.?® Déle je zapojena oxidasa
ent—kaurenové kyseliny, ktera umoziiuje vzniku GA12 skrze 3 krokovou oxidaci.® Nejprve
je zahajena stereospecificka hydroxylace v poloze C-7. Posléze na 6 uhlikatém cyklu B
dojde Kk migraci uhliki mezi vazbou C-7 a C-8 za vzniku 5 uhlikatého cyklu
a postranniho C—7 aldehydu. Finalnim krokem k samotné GA1» je oxidace vzniklého
GA:1 aldehydu.?®

3.4.3 Par kroku k bioaktivité

Vzhledem Kk riznym bioaktivnim GA strukturam se biosynteticka cesta rozdéluje
a nevede pouze k jednomu produktu. Pomoci enzymu GA-13 oxidasy z GA1. vznika
GAss, ktery vede k bioaktivnimu GA: s hydroxy skupinou v poloze C-13. Druhou
moznosti je cesta bez C—13 hydroxylace, coz vede k bioaktivnimu GA4.2 Vzhledem
nepiitomnosti hydroxy skupiny v poloze C—13 ma GA4 vyssi afinitu ke GID1 receptoru
atim i vykazuje vétsi bioaktivitu oproti GA1.2® Obé& tyto cesty se dale odehravaji
v cytosolu a v jadie®, kde se GA12 a GAss specificky vazou na enzym GA 20 oxidasu
a dojde k ireversibilni oxidaci za vzniku GAg a GAz0.>® Béhem oxidace je odstranén uhlik
C-20 za vzniku 19,10—y—laktonového kruhu. Poslednim enzymem je GA 3 oxidasa,
ktera pomoci vice krokové oxidace ptfevede GAga GAzo na findlné bioaktivni GA1 a GAs.

Za vedlej§i produkty oxidace se poté mohou povazovat bioaktivni GAza GA7.%
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3.5 Regulace bioaktivity GA

Bioaktivita, tim tedy i koncentrace bioaktivnich GA v rostlinnych buiikach, je regulovana
Vv zavislosti na vyvojovém stadiu rostlinného systému a samoziejme i okolnimi vn&jSimi
vlivy. Jako vngjsi vliv mizeme chapat napi. abioticky stres, ktery je zplsoben
nedostatkem slunecniho zéafeni. Exprese vétSiny genovych sekvenci odpovidajici
za vznik enzymi, které se podileji na biosyntéze bioaktivnich GA, je ovlivnéna vnéjSimi

signaly. Vzhledem k tomu se endogenni GA stavaji velmi citlivymi na zménu prostiedi.*

3.5.1 Volba mezi GA: a GA4

Jak jiz bylo naznaceno, upfednostnéni biosyntézy bioktivniho GA: pred GAs lze
povazovat za mirny zpusob inativace. Bylo zjisténo, ze k této regulaci dochazi na zakladé
exprese genovych sekvenci CYP714B1 a CYP714B2, které vedou ke vzniku enzymu
GA-13 oxydasy. Pti vysoké expresy téchto genovych sekvenci byl pozorovan mensi
vzrust u testovanych rostlin ryZe a tim se da i pfedpokladat, ze enzym GA 13- oxidasa

patii mezi regulaéni enzymy bioaktivity GA.3

3.5.2 Inaktivace bioaktivnich GA prostirednictvim GA 2—-oxidasy

Dalsi a nejlépe znamou regulaci aktivity bioaktivnich GA je GA 2-oxidésa,
ktera inaktivuje bioaktivni GA nebo jejich prekurzory prostfednictvim hydroxylace
v mist¢ C-2. Byly zaznamenany pokusy o navySeni exprese genové sekvence
GA 20-oxidasy a tim by se i zajistilo vétsi mnozstvi bioaktivnich GA skrze biosyntézu.
Ovsem toto pravé vedlo i ke zvyseni enzymu GA 2—oxidasy. ReSenim tohoto problému
se jevi umléeni GA 2—oxidasy pomoci harpin vector RNA, ktera interaguje s genetickou
sekvenci GA 2—oxidasy a tim je zabranéna jeji exprese. Pokusy byly tspésné provedeny

na vzorcich tabakovych rostlin, které vykazovaly kladné ovlivnéni riistu. %
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3.5.3 Epoxidace GAs Vv poloze C 16 a C17

U vzorku ryze s Elongeted uppermost internode (EUI) mutantni genovou sekvenci byl
oproti volnému druhu ryze pozorovan nadmémé velky vzrist stonku. OvSem pfi
overexpresi EUI mutantni genové sekvence testované vzorky naopak zacaly projevovat
zakrslou stavbu téla. To vedlo k predpokladim, ze EUI genova sekvence ovliviiuje
deaktivaci bioaktivnich fytohormonid. Na zaklad¢ téchto predpokladi byly provedeny
testy a potvrdilo se, ze EUI genova sekvence umoznuje expresi cytochromu P450
monooxygendsy (CYP714D1). Tim se projevuje enzymatickd aktivita, kterd vede
k deaktivaci bioaktivnich GA. Deaktivace probiha prostfednictvim epoxidace dvojné
vazby v poloze C 16 a C 17 za vzniku epoxidového kruhu. Z testované¢ho souboru
giberelinil in vitro byla vyraznd epoxidace zaznamenana pouze u GAs4, GAg a GAr.
Z toho vyplyva zéavér, ze enzym CYP714D1 metabolizuje pouze GA s pfitomnosti
hydroxy skupiny v poloze C 13, ov§em tim je vyrazné ovlivnéna bioaktivita nejen u GAa,

ale i u viech bioaktivnich GA skrze biosyntézu (Schéma 1).%

~
GA12 163, 17-epoxy GA12
GA,
. J

Schéma 1: Epoxidace GA12
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3.5.4 Regulace GA v zavislosti na koncentraci auxint

Doposud byla fe¢ pouze o enzymech vedouci K deaktivaci GA, jejichz enzymaticka
aktivita je ovlivnéna skrze expresi konkrétnich genovy sekvenci. Ovsem tim padem musi
I existovat signalni prostfednik pro regulaci téchto genovych sekvenci.

V predchozich kapitolach bylo zminéno, ze pro spravné fungovani celého
rostlinného Systému je diilezita souhra fytohormonti. Tato souhra se promita i do regulace
giberelind, ktera je ¢aste¢né ovliviiovana i auxiny.

Piikladem muze byt provedeny pokus u rostlin s odstranénou Spickou kofene.
U konkrétnich mutantnich druht rostlin s deficitem endogennich GA bez spodni ¢asti
kotene, byla pfi dodani exogennich bioaktivnich GA zjiSténa omezena schopnost
odbourani specifického DELLA proteinu RGA. OvSem po aplikaci exogennich auxint
na postizené misto, byla aktivita bioaktivnich GA navracena a tim se obnovila schopnost
deaktivace RGA. Pii omezeni transportu auxint, bylo dosazeno podobného vysledku
v podobé zpomaleni deaktivace RGA.** Jednim z moznych mechanismi tohoto ptisobeni
je jejich schopnost navySeni exprese duleZitych enzymt na urovni transkripce.
Piedpoklada se tedy, Zze auxiny vtomto ptipadé kontroluji genovou expresy skrze
vétvenou signalni drahu Aux/IAA ARF, ktera je zminéna v prvni podkapitole této prace.
Mezi dilezité enzymy pro metabolismus GA, které mohou byt timto zptisobem ovlivnény

patii prevazné GA 20-ox a GA 3-0x, ale i GA 2—ox.*®

3.5.5 Vznik konjugati GA jako prostifedek deaktivace

Jednoduse feceno vzhledem k malé bioaktivité konjugati GA se na vznik téchto skupin
pohlizi, jako na jeden ze zptsobu deaktivace. U GA aminokyselinovych konjugatt nebyl
potvrzen ptirozeny vyskyt v rostlinach, a proto jsou vSechny teorie Cist¢ hypotetické.
Ovsem u cukernych konjugati se jiz vi, Ze jsou pfirozen¢ se vyskytujici rostlinnou latkou.
Diky tomu se da piedpokladat jejich dilezita role pfi ristu a vyvoji rostliny. Jednou
z moznych roli je pravé deaktivace bioaktivnich GA skrze enzymatickou konjugaci
anasledné ulozeni vzniklych cukernych konjugatd. V tomto ptipadé by cukerné
konjugaty slouzily jako zasobni rezervoar a V piipadé nutnosti by byly chemicky
nebo enzymatickou hydrolyzou opét pretransformovany na bioaktivni GA. Dalsi
moznosti je funkce cukernych konjugati jako odpadni prostiedek k odbourani ve

vakuolach, ¢i k usnadnéni transportu do riiznych ¢asti rostlin.®
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3.6  Cukerné konjugaty GA

Cukerné konjugaty GA jsou fazeny mezi nejrozsirenéjsi skupinu znamych giberelinovych
konjugati. Prvni cukerny konjugat GAs—2—O—B—D—glukopyranosy! ether byl izolovan
Z luski fazolu $arlatového (Phaseolus coccineus).®”

Néapomocnym piedmétem v pochopeni funkce konjugati jsou fluorescenéné
a radioaktivné znacené molekuly. Po aplikaci radioaktivné znac¢ené kyseliny giberelové
na sazenice a semena rostliny z rodu povijnice (Pharbitis nil) se podatilo zjistit, ze v&tsi
Cast aplikované GA3z je metabolizovana na cukerné konjugaty, které vykazovaly hojné
zastoupeni V déloznich listkach rostliny. Na zaklad¢ téchto pozorovani se predpoklada,
ze cukerné konjugaty mohou hrat dilezitou roli pfi kliceni, ale i pti dal§ich vyvojovych

stadiich.%®

3.6.1 Cukerné konjugaty v roli transportni jednotky

Pro transport zivin a fytohormoni v rostlinném systému je klicova celkova polarita
transportované molekuly. Na zaklad¢ polarity se Casto odviji lokalizace transportu.
U cévnatych rostlin probiha delsi transport molekul pies vaskularni systém xylém
a floém. Xylém zajiStuje transport zivin smérem od kotfenii k horni ¢asti rostliny a je fizen
hydrostatickym tlakem. Floém je diilezity pro cirkulaci Zivin a zprostfedkovava signalni
drahu z horni &asti ke kofentim.>® U neutralnich latek byla pozorovana lepsi mobilita
v xylému, kdezto u floému transport vyzadoval chemickou skupinu s lehce
disociovatelnym vodikem. Proto se pfedpokladd, ze GA glukopyranosyl estery mohou
vykazovat vet$i mobilitu pfevazné v xylémi, ¢emuz by nasvédCovala i potvrzena
piitomnost téchto latek v mize ofesaki.*°

Dalsi ptipad ptiklanéjici se k funkci cukernych GA konjugéti, jakoZto transportni
jednotka je aplikace fady bioaktivnich GA na zrajici plody jablek. Z aplikované fady
GA1, GAsz, GAsa GA7 byly metabolizovany na cukerné konjugaty pouze GAsza GA,
kdy vznikal GAs; 13-O-glukopyranosyl ether a GA: 13-O-glukopyranosyl ether.
Pravé tyto dva typy GA vykazovaly oproti GAs a GA7 vétsi mobilitu, kterd muze byt
zpusobena ptitomnosti hydroxy skupiny v poloze C13 nebo faktem, ze dochazelo
k selektivni glykosylaci na 13—-OH skupiné za vzniku polarnéjSich GA glukopyranosyl
etherti, které byly detekovany pomoci analytickych metod LC-MS a GC-MS.*
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3.6.2 Biosyntéza a hydrolyza GA cukernych konjugati

Biosyntéza cukernych konjugati u fytohormond probihd prostfednictvim specifické
glukosylace za ucasti specifického enzymu glukosyltransferasy, kdy jako cukerny
substrat slouzi UDP-Glukosa. Stejné je tomu tedy i u giberelint (Schéma 2). Velka mira
glukosylace GA byla zaznamenana u kli¢icich semen Fazolu Sarlatového a bylo zjisténo,
ze specificky enzym glukosyltransferasa pro glukosylaci GA ma mnohem vétsi afinitu
ke GA3 nez k bioinaktivnim GA7 a GAszo. Byly zaznamenany i pfipady intrakonverze,
kdy znacena molekula glukosy u GA cukerného konjugatu byla vyménéna mezi dalsi

volné GA molekuly.®

( )

HO OH

UDP

GA;-0-3-Glukopyranosyl ether

Schéma 2: Glukosylace GA; pomoci glukosyltransferasy

K bioaktivaci cukernych konjugati za ziskani volnych fytohormont je potieba
enzymu B—glukosidasy. Po navdzani molekuly cukerného konjugatu na specifické misto
enzymu dojde k hydrolyze za uvolnéni glukosy a volné molekuly fytohormonu. Prvnim
charakterizovanym enzymem p—glukosidasy je ryZovy protein s ozna¢enim Os4BGlul3,

ktery specificky do aktivniho mista dokaze vazat molekulu GA4—1-O-Glukosy! esteru.*2
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3.6.3 Purifikace a separace giberelinovych konjugati z rostlinného
extraktu

Pro identifikaci a charakterizaci rostlinnych konjugati je dilezitd kvalitni extrakce
z rostlinného materialu, kterou nésleduje separace a purifikace. Pravé zde se setkdvame
s fadou nevyhod riiznych technickych metod pro separaci giberelini. Mezi Casté
nevyhody se fadi casova narocnost, potiebna znalost rozdélovacich koeficientii molekul,
citlivost labilnich GA konjugatl na vysoké PH nebo ptitomnost soli. Gibereliny a jejich
konjugaty vykazuji Sirokym prekryvajicim se separacnim rozmezim rozdélovacich
koeficientl pro rizné typy rozpoustédel, coz vede k jednomu z hlavnich problémi
separace. Aby se témto problémim u separace volnych GA a cukernych konjugati
co nejvice predchazelo, jevi se jako vhodnd metoda vyuZivajici preparativnich kolon
sreverzni Cig fazi v kombinaci SiOz chromatografickou kolonou. Mobilni faze
se vétsinou sklada ze smési MeOH a dalsich vhodnych rozpoustédel. Pro rychlou separaci
smési volnych GA od cukernych konjugatti na malé chromatografické SiO, koloné
S izokratickym elu¢nim gradientem se osvédcila mobilni faze hexan:ethylacetat a

nasledné methanol pro vymyti zbylych cukernych konjugati.*®
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3.6.4 Syntéza cukernych a aminokyselinovych konjugatii

Konjugaty giberelini se samoziejm¢ neziskaji pouze jen extrakci z rostlinnych
a zivoCisSnych materidli, ale i samotnou syntézou. Zajem o objasnéni mechanismu
cukernych a aminokyselinovych konjugatii vedlo k fad¢ pokusti o nasyntetizovani téchto
latek.

Céstetné syntézy vétdinou vychazely z giberelinii, které jiz byly objeveny
ve formé¢ cukernych konjugati a védélo se, ze jsou piirozené se vyskytujici latkou
V ti8i rostlin a dalSich organismi. Jednou z téchto provedenych syntéz v minulosti je
napft. CasteCna syntéza GAs—2—O—p—D—glukopyranosyl etheru. Tehdy se vychazelo
z GAg methyl esteru a cilem bylo nasyntetizovani konstitu¢né isomernich GAs—O——-D—
glukopyranosyl ether konjugatti (Schéma 3). Glykosylace byla provedena pomoci Koenig
Knor reakce, ktera vyuziva glukopyranosyl bromidu a Ag>COs. Potfebné deacetylace
byly provedeny Zamplenovou metodou za vyuziti MeONa v MeOH.%

( )

1.a—acetobromoglukosa/Ag,CO;

2.0,5 M MeONa

3. Ac2o,py

4.sloupcova chromatografie SiO, (hexan:chloroform)

COOMe

0,5M MeONa 0,5 M MeONa

©®
nPrSeLi® nPrS Li

COOH

Schéma 3: Syntéza konstitu¢né isomernich GAs—O—f—D—glukopyranosyl ether konjugat

23



Vzhledem malému mnozstvi publikaci o GA aminokyselinovych konjugatech je ziejmé,
ze se jim doposud nedostalo takového zdjmu, jako tomu je u cukernych konjugati.
Dlivodem mensi pozornosti je nejspiSe stale nepotvrzeny piirozeny vyskyt Vv fisi rostlin
a dalsich organismi. Ovsem to z téchto latek nedéla molekuly, které by si zaslouzily
mensiho zajmu.

V 70. letech byla popsana syntéza nového typu konjugati giberelini obsahujici
peptidovou vazbu aminokyseliny misto karboxylové skupiny, ktera vyuzivala nasledujici
2 typy metod: Aminolyza anhydridu giberelinu s estery aminokyselin s naslednou
demetylaci pomoci lithium—n—propyl-merkaptidu nebo piimé S$tépeni anhydridu
s alkalickymi solemi aminokyselin (Schéma 4). Ukazalo se, Ze vhodnéjsi a praktictéjsi
metodou je piiprava vyuZzivajici anhydrid, ktery pifimo reagoval se sodnou nebo lithnou

soli aminokyselin nebo peptidem glycylglycin za pokojové teploty.**

sodna sil
aminokyseliny

HO

GA; anhydrid

Schéma 4: Syntéza aminokyselinovych konjugati
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Experimentalni ¢ast

4 Uvod do experimentalni ¢asti

Experimentalni Cast se zamé¢fuje na samotnou syntézu cukernych a aminokyselinovych
konjugati giberelint. Konkrétné je syntéza cilena na GA3;—O-7—glukopyranosyl ester
a aminokyselinové konjugaty GA4. U aminokyselinovych konjugath se vychazi
z molekuly giberelinu As a z fady jednadvaceti bioaktivnich molekul L-aminokyselin.
Pouzit¢ aminokyseliny byly vybrany dle dostupnosti a podle jejich vlastnosti.
Popis syntéz zahrnuje detailni postup tspésnych syntéz, kdy bylo dosazeno adekvatniho
vysledku. V ramci experimentalni ¢asti je 1 zahrnuta strukturni charakterizace

nasyntetizovanych molekul pomoci analytickych metod.

5 Organicka syntéza

Kapitola Organicka syntéza V praktické ¢asti se konkrétné¢ zabyva semisyntézou
cukernych a aminokyselinovych konjugati giberelini GAsz a GAs. V pripadé syntézy
cukernych konjugata se vychazi z ptirodni latky rostlinného rastového hormonu kyseliny
giberelové, ktera je komercné produkovéna fermentaci z kultivacnich kolonii houbového
patogenu viz. kapitola 2.1 v teoretické ¢asti S nazvem Produkce kyseliny giberelové.
Snahou je ziskani GAs glukopyranosyl esteru, u kterého se pifedpokladaji zasobni
a transportni vlastnosti v rostlinném systému. U syntézy aminokyselinovych konjugat
se vychazi z ptirodni latky rostlinného rustového hormonu giberelinu As, ktery byl v nasi
skupiné ziskan separaci ze smési GA4/GA7 pomoci terc—butyldimethylsilyl chloridu
(TBS). Zde si prace dava za cil ziskani fady GAs aminokyselinovych konjugati, kdy jsou
aminokyseliny pro semisyntézu vybrany z jednadvaceti bioaktivnich aminokyselin.
Ziskané meziprodukty a vysledné latky byly charakterizovany pomoci fyzikéalné

chemickych metod a posléze byly i testovany na biologickych Zivocisnych systémech.
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5.1

Seznam pouzitych chemikalii, rozpoustédel a vizualiza¢nich
¢inidel

Pouzité latky pii syntéze

o o o o o o o o oo o o o o o o o o o o o o o o o o o

2,3,4,6-Tetra—O-acetyl-a—D—glukopyranosyl bromid
4—(Dimethylamino)pyridin (DMAP)
Acetanhydrid (Ac.0)

Benzyl alkohol

Benzylbromid (BnBr)
Di-tert-butyl-dikarbonat (Boc20)
Ethyl(dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC)
Giberelin As (GA4)

Hydroxid sodny (NaOH)

Hydroxybenzotriazol (HOBL)

Chlorid zelezity (FeCla)

Kyselina giberelova (GA3)

Kyselina chlorovodikova (HCI)

L-alanin

L—fenylalanin

L—leucin

L—prolin

N,N’—dicyklohexylkarbodiimid (DCC)
Palladium na aktivovaném uhli (Pd/C)

Prenyl alkohol

P—Toluensulfonova kyselina monohydrat (p—TSOH)
Siran hote¢naty (MgSOa)

Siran sodny (Na;SOs4)

Sodik (Na)

Uhli¢itan cesnaty (CsCO3)

Uhlic¢itan draselny (K2COs)

Vodik (Hz)
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Rozpoustédla

O O O 0O 0O 0O 0 O O

Diethylether (Et20)
Dichlormethan (DCM)
Dimethylformamid (DMF)
Ethylacetat (EtOAC)
Methanol (MeOH)
Petroléter (PE)

Pyridin (Py)
Tetrahydrofuran (THF)
Toluen

Vizualizaéni roztoky pro TLC

o

o

o

Manganistan draselny (KMnOa)
Kyselina sirova (H2SOa)

Ninhydrin

Fosfomolybdenova kyselina (PMA)
Vanilin
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5.2 Pouzité metody, postupy a materialy

5.2.1 Organicka syntéza

Veskeré organické syntézy byly provedeny na Katedie Chemické Biologie PfF UP v
kampusu Holice v Olomouci pod dozorem docenta Jifiho Pospisila. Na zakladé potieby
byly poskytnuty veskeré materidly a aparatury pro provedeni syntéz. Veskeré pouzité
vychozi latky a dal$i chemikalie jsou komeréné 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 aparatuie s vyuZzitim 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
ptitomnych na TLC bylo vyuzito UV zéfeni (A =250 mn) a nasledné byla vyuzita detekce
pomoci vizualizacnich roztokl, a to pomoci Hannesianova roztoku anebo bazického
KMnOs. Finalni produkty byly purifikovany pomoci kolonové chromatografie (CC) na
silikagelu 34 od firmy Sigma Aldrich (velikost ¢astic 230-400 mesh; velikost port 60 A).
Postupy byly provedeny na zdkladé¢ dosavadné ziskanych zkuSenosti, informaci z

dohledané literatury a rad po konzultacich s vedoucim prace.

5.2.2 Analytické metody

Nasyntetizované latky byly podrobeny analytickym metodam pro ovéfeni a ziskani
informaci o struktufe ¢i vlastnosti. Analyza vzorki pfevazné vychazela z proton nuklearni
magnetické rezonance (*H NMR), uhlik nukle4rni magnetick4 rezonance (**C NMR) a z
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (HPLC-MS,
HRMS). Dale byla do analyzy zahrnuta i opticka otac¢ivosti, ktera byla méfena pomoci
automatického polarimetru polAAr 3001. Ziskana spektra a data analyzovanych latek

byla vyhodnocena a zaznamenana.
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'H NMR a 3C NMR spektra byla méfena na piistroji JEOL 500 JNM-ECA
pracujici pti frekvenci 500 MHz (*H) a 125 MHz (**C) v rozpoustédlech CDCls nebo
CD3COCDs pii laboratorni teploté. Chemické posuny (8, ppm) a Sté€pici konstanty (Hz)
'H NMR spekter jsou uvedeny standardnim zptsobem vzhledem ke zbyvajicimu CHCl3
ptitomnému v CDClz (6H = 7,27 ppm) a prostfednimu signalu v CHD2C(O) CD3
piitomném v acetonu-ds (SH = 2,05 ppm).2*C NMR chemické posuny (8, ppm) jsou
uvadény vzhledem k CDCls (6C = 77,23 ppm, prostiedni signal) a CD3C(O)CDs (6C =
29,84 ppm, prostfedni signal). Protonové interakce jsou prezentovany jako singlet (s),
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 znacky Radwag AS 220.R2. K zahustovani latek
byly vyuzity vakuové rotaéni odparky (RVO) 1-300 (Biichi, Svycarsko).
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Spektra hmotnostni spektrometrie syntetizovanych latek byla méfena s vyuzitim
HPLC-PDA-MS metody. Vzorky byly rozpustény v methanolu (10 ul 3x10°M v 1%
methanolu) a naneseny na reverzni kolonu (Symmetry C18, 5 um, 150 mm x 2,1 mm;
Waters, Milford, MA, USA) pii 40 °C. Rozpoustédlo A obsahovalo 15mM mravenc¢nan
amony (HCOONHa4) upraveny na pH 4,0. Rozpoustédlo B obsahovalo methanol a pratok
byl nastaven na 0,2 mL/min. Vzorky byly 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 ES. Napéti
bylo nastaveno na 15 V, iontovy zdroj byl zahian na 120 °C a méteni bylo provadéno v
pozitivnim (ES¥) a negativnim mddu (ES’), kdy byly analyzované latky zaznamenany

jako kvazimolekularni ionty [M+nX]"" a [M—nX]"".

Podminky pro analyzu vzorkd byly dany dle nize uvedenych informaci.

e Mobilni faze: A —voda, B — methanol
e Pritok: 20 ml/min
o Gradient:
Omin... 10 % MeOH
10 min . .. 90 % MeOH
12 min . .. 90 % MeOH
12,5 min . .. 10 % MeOH
13 min ... 10 % MeOH
e Piiprava vzorka: 10 mg/1 ml MeOH
e Kolona: Agilent 5Prep—C18 10x21.2 mm
e Quartérni pumpa: 0,5 ml/ min; mobilni faze 15 mM mravenc¢an amonny: MeOH

(50 % MeOH)
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5.3 Postup organické syntézy cukernych konjugatii

Nejdiive vychozi latka kyseliny giberelové musela byt selektivné ochranéna, aby se
cukernd jednotka navéazala do pozadovaného mista. Pro ochranéni hydroxy skupin byla
zvolena acetylace pomoci acetanhydridu. Dalsi kroky se zabyvaji odchranénim
chranicich skupin za ziskani cilené molekuly GAs glukopyranosyl esteru. Pfi postupu
syntézy se vyskytl problém s mensi stabilitou latky po navazani glukopyranosy a s

celkovym odchranénim chranicich skupin.

Giberelin A; (GA;)

acetylace

acetylovany giberelin A; (GA3)

podminky pro selektivni
deacetylaci

podminky pro celkovou
deacetylaci

-« AcO

Cileny GA,
cukerny konjugat

Schéma 5: Postup organické syntézy cukernych konjugati (experimentalni ¢ast)
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5.3.1 Acetylace kyseliny giberelové—vznik latky I

Ac,0 (a

Pyr (b)
DMAP (c) AcO

CO,H

I

Kyselina giberelova (d) (5,77 mmol, 2 g, 1 ekviv.) byla rozpusténa v suchém pyridinu (b)
(19,2 ml) a roztok byl ochlazen v ledové 1azni. Po 35 minutach byl pfidan acetanhydrid
(a) (86,6 mmol, 8,13 ml, 15 ekviv.) a hned posléze DMAP (c) (0,289 mmol, 36 mg, 0,05
ekviv.). Reakéni smés byla michana po dobu 12 h. Poté byla reakéni smés ochlazena
Vv ledové lazni (voda/led = 1:1 (V/V) a k reakéni smési bylo ptilito 200 ml MeOH. Smés
byla 20 minut michdna za laboratorni teploty a po ukonéeni reakce byly veskeré tékavé
latky odpafeny na rotacni vakuové odparce (RVO). Ke zbylé smési bylo ptilito 100 ml
vody a po rozpusténi byla smés okyselena 4M ag. HCI (40 ml). Okyselena smés byla
extrahovana pomoci CH2Cl (3x200 mL). Po extrakci byla organicka faze promyta 2M
aq HCI (3x100 ml), solankou (2x100 ml) a susena nad MgSQOa. Po odpateni rozpoustédla
na RVO byl ziskan surovy produkt I, ktery byl precistén pomoci sloupcové
chromatografie (SiO2; PE-EtOAc = 1:1—1:3). Takto byl ziskan ¢isty produkt | ve form¢
bilé krystalické latky (2,38 g, 96 %).

Latka I

ap*=133,9 (c = 1,0, CHCls)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 10.80 (s, 1H), 6.38 (dd, J = 9.3, 1.0 Hz, 1H), 5.89 (ddd, J =
9.3,3.8, 1.0 Hz, 1H), 5.35 (dd, J = 2.9, 2.0 Hz, 1H), 5.19 (dd, J = 2.9, 1.5 Hz, 1H), 5.08 — 4.97 (m,
1H), 3.29 (dd, J = 11.0, 0.9 Hz, 1H), 2.83 (dd, J = 11.0, 1.0 Hz, 1H), 2.50 — 2.36 (m, 3H), 2.32 (dd, J
=10.9, 2.6 Hz, 1H), 2.25 - 2.18 (m, 1H), 2.14 (s, 3H), 2.04 (d, J = 1.0 Hz, 3H), 1.97 (ddd, J = 17.3,
12.1, 4.0 Hz, 1H), 1.81 (td, J = 11.7, 8.0 Hz, 1H), 1.77 - 1.67 (m, 1H), 1.21 (d, J = 1.0 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & = 177.13, 176.59, 170.31, 170.29, 153.28, 134.25, 129.21,
108.52, 90.08, 84.21, 70.28, 53.15, 52.19, 51.02, 50.89, 50.24, 42.40, 39.67, 36.37, 22.10, 20.92,
20.89, 16.86, 14.48 ppm.

MS (ESI), m/z: 429 [M-H]".

HRMS vypocitdno pro Cy3Hs0s ([M-H]): 429,1549, nalezeno 429,1552.
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5.3.2 Glykosylace acetylované kyseliny giberelové—vznik latky II

Br. O . "™—0Ac Cs,CO;3 (a)

— S
+ DMF (b) A
AcO Y OAc

OAc
(c)

Acetylovana kyselina giberelova 1 (0,232 mmol, 100mg, 1 ekviv.) byla spolecné
s Cs2CO3 (a) (0,279 mmol, 91,7 mg, 1,2 ekviv.) a O-acetyl-glukopyranosyl bromidem (c)
(0,279 mmol, 115 mg, 1,2 ekviv.) ptidana za laboratorni teploty do DMF (b) (11.32 ml).
Reak¢ni smés byla michana po dobu 24 h za RT. Poté byla smés ziedéna vodou (30 ml),
extrahovana pomoci EtOAc (50 mlx3) a spojené organické vrstvy byly promyty 1.0M ag.
NaOH (25 mlx2), vodou (30 ml), solankou (25 mlx3) a nasledn¢ suseny nad MgSOa.
Rozpoustédla pak byla odpatena na RVO a surovy produkt Il byl pfecistén pomoci
sloupcové chromatografie (SiO2; PE-EtOAc = 2:1—1:2). Po sloupcové chromatografii
byl ziskan produkt Il ve form¢ bilé krystalicka latky (61 mg, 34 %).

Latka Il

a2’*=90,1 (c = 1.0, CHCl3)

IH NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 6.38 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 5.89 (dd, J = 9.3, 3.8 Hz, 1H), 5.81
(d,J=8.3 Hz, 1H), 5.34 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 5.25 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 5.21 — 5.18 (m, 1H), 5.18 —
5.10 (m, 2H), 4.96 (s, 1H), 4.24 (dd, J = 12.4, 5.0 Hz, 1H), 4.17 — 4.09 (m, 2H), 3.85 (ddd, J = 9.9,
4.9, 2.4 Hz, 1H), 3.32 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 2.79 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 2.20 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 2.18
(d,J=2.9 Hz, 1H), 2.13 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 2.10 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 2.06 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 2.05
(s, 3H), 2.04 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 1.96 — 1.91 (m, 1H), 1.81 — 1.73 (m, 1H), 1.70 (dd,
J=13.4,6.0 Hz, 1H), 1.11 (s, 3H), 0.93 — 0.77 (m, 4H) ppm.

13C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) 6§ 176.78, 170.57, 170.24, 170.21, 170.04, 169.74, 169.46,
169.10, 153.46, 134.30, 129.22, 108.40, 92.00, 89.86, 83.78, 72.85, 72.73, 70.13, 70.07, 68.01,
61.67, 53.40, 52.17, 51.32, 51.26, 50.21, 42.07, 36.07, 22.08, 20.87, 20.71, 20.67, 20.62, 16.95,
14.20 ppm.

MS (ES*), m/z: 778 [M+NH,4]*, 799 [M+K]*

HRMS vypocitano pro Cs7H44KO17" ([M+K]*): 799,2210, nalezeno 779,2218.
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5.3.3 Deacetylace chranéného GA: pB-D-glucopyranosyl esteru pomoci
CHsONa/NaOH v metanolu—ptiprava latky 111

NaOH (a)
CH30H (b)

)
11 R
Ho 1]
\ \OH

HO  OH

Latka 11 (0,0263 mmol, 20 mg, 1 ekviv.) byla rozpusténa v CH3OH (b) (0,53 ml),
ochlazena na 0 °C (voda/led) a michana po dobu 5 min. 1,0M aq. NaOH (a) (26,3 pl,
1 ekviv.) byl pfidan a vysledné reakéni smés byla ponechdna ohtat na RT a michana po
dobu 24 h. Reakce byla ukoncena ptidanim ionexu (Amberlite IRC 86). Vysledna reakéni
sm¢s byla roziedéna pomoci CH3OH (3 ml), prefiltrovana ptes fritu a filtrat byl odpaien

na RVO a poskytl 12 mg (90 %) latky I11.

Latka IlI

'H NMR (500 MHz, Acetone-ds) 6 = 7.96 (broad s, 1H), 6.38 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 5.89 (ddd, J = 9.3,
3.7, 2.5Hz, 1H), 5.24 - 5.13 (m, 1H), 5.00 — 4.95 (m, 1H), 4.87 (tq, /= 1.5, 0.8 Hz, 1H), 4.71 (dd, J
=9.0, 6.8 Hz, 1H), 4.05 (dd, J = 6.8, 3.7 Hz, 1H), 3.72 (d, / = 6.7 Hz, 2H), 3.31 (d, J = 5.3 Hz, 1H),
3.26 (dd, J = 10.9, 7.6 Hz, 1H), 2.84 — 2.77 (m, 2H), 2.72 (dd, J = 15.8, 10.8 Hz, 1H), 2.40 - 2.31
(m, 1H), 2.25-2.08 (m, 3H), 2.01 - 1.94 (m, 3H), 1.94 - 1.88 (m, 1H), 1.86 - 1.80 (m, 1H), 1.79 -
1.67 (m, 3H), 1.16 (s, 3H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Acetone-ds) 6 = 179.04, 178.89, 173.13, 172.89, 170.06, 158.79, 155.07,
134.06, 134.01, 132.80, 132.69, 108.01, 106.91, 91.11, 90.94, 84.66, 78.07, 70.13, 70.05, 54.24,
54.20, 53.46, 53.40, 52.26, 52.17, 51.83, 51.80, 51.63, 51.09, 45.48, 43.87, 43.07, 40.86, 39.85,
37.05, 21.86, 17.63, 17.48, 14.94 ppm.

MS (ES*), m/z: 509 [M+H]*

HRMS vypocitano pro CasH3,KO11* ([M+K]*): 547,1576, nalezeno 547,1572.
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5.4 Postup organické syntézy aminokyselinovych konjugati

Aby doslo Kk selektivnimu navazani aminokyseliny na molekulu GA4 za vzniku peptidové
vazby (pfes atom dusiku), musela byt zvolend aminokyselina nejdiive ochranéna
vhodnou protektivni skupinou na atomu dusiku, nasledné€ ochranéna jeji karboxylova
Cast, aby nakonec N-chranici skupina byla odstranéna. Pak mohl byt pfipraven
odpovidajici amid s GAs. Celkova syntéza pak meéla byt zakoncena selektivnim

odchranénim karboxylové funkéni skupiny.

R1’\H/O‘R2

—O> HO

R’ substituent aminokyseliny

R? protektivni skupina

Giberelin A4 (GA,)

podminky pro selektivni
odchranéni chranicih
skupin

Cilené GA4, aminokyselinové konjugaty

Schéma 6: Postup organické syntézy aminokyselinovych konjugatii (experimentalni ¢ast)
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5.4.1 Ochranéni aminokyseliny pomoci Di—tert-butyl dikarbonatu

S Y on
R\‘)k + j\ k NaOH (a)
——
OH o O O THF (b)
o)
(@) © >|/

Vychozi latka (d) R Podminky Produkt
L—Alanin a. (673 mg, 16.8 mmol, 1.5 ekviv. ) Boc-L—Ala—OH
H3C—l b. (5.01 ml, 61.2 mmol, 5.45 ekviv.) v
(19,10.2mmol, 1 ekviv.) c. (3.185 g, 14.6 mmol, 1.3 ekviv.) (1,93 g, 91 %)
L Leucin ‘<_‘ a. (457 mg, 11.4 mmol, 1.5 ekviv.) Boc-L-Leu—OH
b. (3.4 ml, 41.5 mmol, 5.45 ekviv.) \%
(1 g, 7.62mmol, 1 ekviv) c. (2.163 g, 9.91 mmol, 1.3 ekviv.) (1,57 g, 90 %)
L-Fenylalanin a. (331 mg, 8.28 mmol, 1.5 ekviv.) Boc—L—-Phe-OH
b. (2.46 ml, 30.1 mmol, 5.45 ekviv.) VI
(19,605 mmol, 1 ekviv,) c. (1,57 g, 7.17 mmol, 1.3 ekviv.) (1,599, 99 %)
L—Prolin o) a. (511 mg, 12.8 mmol,1.45 ekviv.) Boc—-L—Pro-OH
. [N_>\( b. (3.8 ml, 46.4 mmol, 5.45 ekviv.) VII
(1 g, 8.51 mmol, 1 ekviv.) H OH _lc.(2.42 g, 11.1 mmol, 1.3 ekviv.) (1,33 g, 73 %)

Standardni protokol

Vychozi aminokyselina (d) byla nasypana do vyzihané banky, do které bylo poté piidano
5,6 ml destilované H>O. Nasledné byl roztok ochlazen v ledové lazni na 0 °C NaOH (a)
bylo ptidano. Po 10 minutach pti 0 °C byl po kapkach piikapavan roztok di-tert-butyl-
dikarbonatu (c) v THF (b). Po ukonc¢eni piidavani byla chladici lazen odstranéna a reakce
byla ponechana pies noc (8-10 h) pod inertni atmosférou. Poté byla reak¢ni smés promyta
pomoci petroletheru (10 mlx2). Vodna faze byla okyselena 1.0M vodnym roztokem HCI
na pH = 1 (ur¢eno pomoci pH papirku) a néasledné extrahovana pomoci (50 mlx3).
Spojené EtOAc faze byly suseny nad NaSOjs zfiltrovany a zkoncentrované na RVO.
Surové produkty IV-VII byly dostatecné Cisté (bila krystalicka latka, ¢istota >90 % dle
1H NMR; latky nestabilni na HPLC) a mohly byt bez dalsiho dodate¢ného ¢isténi vyuzity

Vv dalSim kroku syntézy. Jednotlivé detaily naleznete v tabulce viz vyse.
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Latka IV

IH NMR (500 MHz, DMSO-de) & = 12.40 (s, 1H), 7.12 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 3.91 (t, J = 7.4 Hz, 1H),
1.37 (s, 9H), 1.21 (d, J = 7.4 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-Dg) 6 = 174.75, 155.31, 77.97, 48.84, 28.25, 17.07 ppm.

Latka V

IH NMR (500 MHz, DMSO-de) & = 12.39 (s, 1H), 7.04 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 3.89 (ddd, J = 10.6, 8.2,
4.6 Hz, 1H), 1.62 (td, J = 13.3, 6.3 Hz, 1H), 1.54 — 1.40 (m, 2H), 1.37 (s, 9H), 0.86 (d, J = 6.7 Hz,
3H), 0.83 (d, J = 6.6 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) 6 = 174.79, 155.68, 77.96, 51.82, 28.27, 24.40, 22.95, 21.26
ppm.

Latka VI

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.60 (s, 1H), 7.32 — 7.01 (m, 5H), 4.08 (ddd, J = 10.3, 8.3, 4.5
Hz, 1H), 3.01 (dd, / = 13.8, 4.5 Hz, 1H), 2.81 (dd, J = 13.8, 10.4 Hz, 1H), 1.31 (s, 9H) ppm.

Latka VII

Z dlivodu prolinového skeletu byly v reakéni smési pritomny dva konformery latky VIII. Kde to
bylo mozné, jednotlivé konformery jsou od sebe odliseny (minor vs.major). Pomér Minor:Major
=1:1,3.

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 11.03 (s, 4H), 4.36 (dd, J = 8.6, 2.9 Hz, 1H major), 4.25
(dd, J=8.8, 4.5 Hz, 1H minor), 3.63 —3.27 (m, 4H), 2.29 (dt, J = 13.0, 7.8 Hz, 2H), 2.01 - 1.84
(m, 4H), 1.49 (d, J = 3.2 Hz, 9H major), 1.43 (s, 9H minor) ppm.
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5.4.2 Ochranéni Boc-aminokyselin 1V-VII pomoci benzylbromidu.
Piiprava dichranénych aminokyselin VIII-XI

(0] Br (6]
R
j)kOH R\‘)ko
OxNH * K0 @) o o5 _NH
Y DMF (b) Y
(O N \VAV/| O VII-XI
> >
Vychozi latka R Podminky Produkt
IV Boc-L-Ala-OH 2. (5.64 g, 44.8 mmol, 4 ekviv.) Boc—L—-Alanin benzyl ester
H5;C b. (102 ml) VIII .
(1,93 g, 10,2 mmol, 1 ekviv.) c. (2.44 ml, 20.4 mmol, 2 ekviv.) (2:49 g, 88 %)
a. (3.75, 27.2 mmol, 4 ekviv.) Boc-L-Leucin benzyl ester
V Boc-L-Leu-OH
4<_l b. (67.9 ml) X
(1.57 g, 6,79 mmol, 1 ekviv.) c. (1.62 ml, 13.6 mmol, 2 ekviv.) (1,74 g, 80 %)
VI Boc—L—Phe—OH a. (3.23 g, 23.4 mmol 4 ekviv.) Boc-L-Fenylalanin benzyl ester
b. (58.4 ml) X
(1,56 g, 5,86 mmol, 1 ekviv.) c. (1.4 ml, 11.7 mmol, 2 ekviv.) (1,619, 77 %)
VII Boc-L-Pro-OH O [a-(3:41g,24.7 mmol, 4 ekviv.) Boc-L-Prolin benzyl ester
N b. (61.7 ml) XI
(1.33 g, 6.17 mmol, 1 ekviv.) H OH [c. (1.48 ml, 12,3 mmol, 2 ekviv.) (1,28 g, 68 %)
Standardni protokol

Vychozi latka IV-VII (mnozstvi viz tabulka) byla rozpusténa v DMF (b) a K2COs (a)
byl pfidan za RT. Po 5 minutach, BnBr (c) byl pfidan a vysledna reakéni smés byla
ponechana reagovat pii RT po dobu 12 h. Reakce byla ukon¢ena piidavkem H>O
(ekvivalent objemu DMF) a vysledna sm¢s byla extrahovana pomoci EtOAc (3x 100 ml).
Organické faze byly zkombinovany, suSeny nad Na SO, zfiltrovany a zahus$tény nad
RVO. Vysledny surovy produkt VI11-XI byl pfe¢istén pomoci sloupcové chromatografie
(SiO2; PE-EtOAc = 20:1—5:1) a poskytl ¢isty produkt VII-XI ve formé nazloutlych
krystalickych latek.

Latka VIII

a5 = -1,24 (c = 1.0, CHC)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § = 7.41 — 7.30 (m, 5H), 5.21 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 5.15 (d, J =
12.4 Hz, 1H), 5.06 (broad d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.38 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 1.45 (s, 9H), 1.40 (d, J = 7.2
Hz, 3H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 6 = 173.29, 155.18, 135.52, 128.64, 128.41, 128.18, 79.84,
67.01, 49.33, 28.36, 18.60 ppm.

MS (ES*), m/z: 302 [M+Na]*, 318 [M+K]*
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HRMS vypocitano pro CisH21KNO4* [M+K]*: 318,1102, nalezeno 318,1107.
Latka IX
a3?=-11,3 (c = 1,0, CHCl3)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 7.43 — 7.31 (m, 5H), 5.20 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 5.14 (d, J =
12.4 Hz, 1H), 4.91 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 4.37 (td, /= 9.0, 5.2 Hz, 1H), 1.75 - 1.58 (m, 2H), 1.50 (ddd,
J=13.5,9.3,5.6 Hz, 1H), 1.44 (s, 9H), 0.94 (d, J = 4.3 Hz, 3H), 0.92 (d, J = 4.4 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & = 173.50, 155.54, 135.62, 128.68, 128.44, 128.29, 79.94,
67.00, 52.29, 41.81, 28.43, 24.87, 22.94, 21.99 ppm.

MS (ES*), m/z: 360 [M+K]*
HRMS vypocitano pro CisH27KNO4* [M+K]*: 360,1572, nalezeno 360,1580.

Latka X

a2>*= +1,1 (c = 1,0, CHCl3)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) 6 = 7.39 — 7.18 (m, 8H), 7.05 (dd, J = 6.9, 2.5 Hz, 2H), 5.18 (d,
J=12.3 Hz, 1H), 5.12 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.99 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.65 (dt, J = 8.4, 5.9 Hz, 1H),
3.12 (dd, J = 13.9, 6.0 Hz, 1H), 3.08 (dd, J = 15.0, 7.1 Hz, 1H), 1.43 (s, 9H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & = 171.86, 155.20, 135.97, 135.29, 129.48, 128.71, 128.68,
128.65, 128.59, 127.10, 80.04, 67.23, 54.54, 38.37, 28.41 ppm.

MS (ES*), m/z: 395 [M+K]*
HRMS vypocitano pro Co1HasKNO4* [M+K]*: 394,1415, nalezeno 394,1418.

Latka XI

Z dlivodu prolinového skeletu byly v reakéni smési pritomny dva konformery latky VIII. Kde to
bylo moZné, jednotlivé konformery jsou od sebe odliseny (minor vs.major). Pomér
Minor:Major = 1:1,7.

a3*=-45,3 (c= 1,0, CHCls)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 7.60 — 7.30 (m, 5H), 5.26 (dd, J = 12.4, 1.9 Hz, 1H minor),
5.21 -5.16 (m, 1H), 5.16 — 5.11 (m, 1H), 5.09 (dd, J = 12.5, 2.0 Hz, 1H minor), 4.39 (dd, J = 8.7,
3.3 Hz, 1H minor), 4.27 (ddd, J = 9.1, 4.2, 1.7 Hz, 1H), 3.65 — 3.34 (m, 2H), 2.30 — 2.13 (m, 1H),
2.04 -1.80 (m, 3H), 1.47 (s, 9H minor), 1.35 (s, 9H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & = 173.32, 173.07, 154.67, 154.06, 136.14, 135.92, 128.87,
128.75, 128.63, 128.59, 128.38, 128.26, 77.67, 77.42, 77.16, 66.87, 59.42, 59.16, 46.82, 46.59,
31.14, 30.16, 28.70, 28.49, 24.56, 23.87 ppm.

MS (ES*), m/z: 328 [M+Na]*

HRMS vypocitano pro C17H23KNO,* [M+K]*: 344,1259, nalezeno 344,1263.
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5.4.3 Odchranéni protektivni skupiny Boc z atomu dusiku derivati VIII-XI
0]
R O
j)J\O/\Ej TFA (a) R j)ko
(6] NH >
Y CH,Cl, (b) NH,
>|/O VII-XI XII-XV
Vychozi latka R Podminky Produkt
VIII Boc-L-Alanin benzyl ester Hsc_i a. (29,7 ml) XII L-Alanin benzyl ester
(2,49 g, 8,92 mmol, 1 ekviv.) b. (29,7 ml) (713 mg, 45 %)
Boc-L-Leucin benzyl ester 4<_l XIII L-Leucin benzyl ester
IX a. (18 ml)
(1,73 g, 5,37 mmol, 1 ekviv.) b. (18 mi) (901 mg, 77 %)
Boc-L-Fenylalanin benzyl ester Q/\ a. (15,1 ml) X1V L-Fenylalanin benzyl ester
(1,61 g, 4,53 mmol, 1 ekviv.) b. (15,1 ml) (905 mg, 78 %)
Boc-L—-Prolin benzyl ester wo a. (14 ml) XV  L—Prolin benzyl ester
N
(1,28 g, 4,19 mmol, 1 ekviv.) H OH |b. (14 mI) (568 mg, 66 %)
Standardni protokol

Vychozi latka VII-XI byla rozpusténa v CH2Cl> (b) a vysledna smés byla ochlazena na
0 °C. TFA (a) bylo piidano a rekéni smés byla nechana reagovat za 0 °C po dobu 1,5 h.
Reakéni smés byla koncentrovana na RVO z chladné (10 °C) lazné.

Poté byla smés nafedéna pomoci CH2Cl, (100 ml) a vysledny roztok byl promyt
nasycenym vodnym roztokem NaHCO3 (50 ml), solankou (50 m1x2), susena nad NaxSOs,
zfiltrovana a zahusténa na RVO. Surové produkty X11-XV byly ziskany ve formé zlutych
sirupovitych latek a byly pouzity v dal§im kroku syntézy bez dalsiho ¢isténi. Latky byly
gisté (>90 %) dle 'H NMR analyzy.

Latka XII

IH NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 7.48 — 7.25 (m, 5H), 5.12 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 5.10 (s, 1H), 3.46
(q,J = 7.0 Hz, 1H), 1.84 (s, 2H), 1.18 (d, J = 7.0 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) 6 = 176.11, 136.31, 128.47, 128.01, 127.82, 65.47, 49.64, 20.59
ppm.

MS (ES*), m/z: 180 [M+H]*

HRMS vypocitano pro CioH13KNO,* [M+K]*: 218,0578, nalezeno 218,0577.
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Latka XIII

a3*=-12,4 (c= 1,0, CHCl)

IH NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 7.48 — 7.30 (m, 5H), 5.16 (s, 1H), 5.16 (s, 1H), 3.52 (dd, J =
8.7, 5.6 Hz, 1H), 1.78 (ddg, J = 13.1, 8.3, 6.6 Hz, 1H), 1.59 (ddd, J = 13.8, 8.2, 5.6 Hz, 1H), 1.45
(ddd, J = 13.6, 8.7, 6.1 Hz, 1H), 0.94 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.92 (d, J = 6.6 Hz, 3H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & = 176.61, 151.08, 135.86, 128.70, 128.40, 66.69, 53.05,
44.06, 24.86, 23.11, 21.98 ppm.

MS (ES*), m/z: 222 [M+H]*
HRMS vypocitano pro Ci3sH1oKNO* [M+K]*: 260,1047, nalezeno 260,1050.

Latka XIV

IH NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 7.42 — 7.21 (m, 8H), 7.18 — 7.14 (m, 2H), 5.16 (d, J = 12.2
Hz, 1H), 5.14 (d, J=12.3 Hz, 1H), 3.81 (dd, J = 7.6, 5.5 Hz, 1H), 3.11 (dd, J = 13.5, 5.5 Hz, 1H), 2.93
(dd, J=13.6, 7.6 Hz, 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 6 = 174.72, 136.96, 136.93, 135.52, 129.41, 128.80, 128.67,
128.65, 128.54, 128.49, 126.94, 66.89, 55.81, 55.78, 40.86, 40.80 ppm.

MS (ES*), m/z: 256 [M+H]*
HRMS vypocitano pro CisH17KNOy* [M+K]*: 294,0891, nalezeno 294,0887.

Latka XV

Z dlivodu prolinového skeletu byly v reakéni smési pritomny dva konformery latky VIII. Kde to
bylo mozné, jednotlivé konformery jsou od sebe odliSeny (minor vs.major) paklize je lze
jednoznacné urcit. Pomér Minor:Major = 1:1,9.

ap*®=-43,9 (c = 1, CHCl3)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § = 7.47 — 7.27 (m, 5H), 5.24 — 5.07 (m, 2H, -CH,Ph minor),
4.73 - 4.61 (m, 2H, -CH.Ph major), 4.16 (dt, J = 16.1, 8.1 Hz, 1H), 3.53 (dt, J = 11.3, 4.3 Hz, 1H),
3.38-3.16 (m, 1H), 2.31 (ddh, J=14.1, 7.0, 3.7 Hz, 1H), 2.16 (dddd, /= 12.9, 10.7,9.2, 7.2 Hz,
1H), 2.02 (tqd, /= 11.0, 5.6, 2.7 Hz, 1H), 1.90 (tddd, J = 15.9, 9.9, 8.0, 4.2 Hz, 1H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 6 = 166.51, 141.15, 134.98, 128.79, 128.76, 128.61, 128.46,
127.65, 127.63, 127.08, 67.83, 65.30, 65.27, 60.62, 59.30, 46.21, 45.29, 29.43, 27.76, 24.42,
23.42 ppm.

MS (ES*), m/z: 206 [M+H]*

HRMS vypocitano pro Ci1oHisKNOy* [M+K]*: 244,0734, nalezeno 244,0730.
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5.4.4 Tvorba peptidu — reakce aminoestera s GA4

o DCC (a)
HOBt (b)
R DMAP (c)
© + DCM (d)
NH, HO
- - O\/@
Xil-XIV xvixvi - R
0
Vychozi latka R Podminky Produkt

a. (127 mg, 0,614 mmol, 1,1 ekviv.)

L—Alanin benzyl ester GA, L-Alanin benzyl ester

b. (75,4 mg, 0,558 mmol, 1 ekviv.)
H3C_i (6,96 mg, 0,0558 1,0,1 ekviv.)
C. , mg, 0, mmol, 0,1 e .
XI1 9 s XVI
d. (5,6 ml)
(100 mg, 0,558 mmol, 1 ekviv.) e. (189 mg, 0,558 mmol, 1 ekviv.) (161 mg, 59 %)

a. (205 mg, 0,994 mmol, 1,1 ekviv.)

L-Leucin benzyl ester b. (122 mg, 0,904 mmol, 1 ekviv.) GA, L-Leucin benzyl ester
XIII c. (11,3 mg, 0,0904 mmol, 0.1 ekviv.)
‘<—| XVl
d. (9,4 ml)
(200 mg, 0,904 mmol, 1 ekviv.)
e. (307 mg, 0,904 mmol, 1 ekviv.) (169 mg, 35 %)
a. (133 mg, 0,648 mmol, 1.1 ekviv.)
L-Fenylalanin benzyl ester b. (79,4 mg, 0,588 mmol, 1 ekviv.) GA, L-Fenylalanin benzyl ester
c. (7,32 mg, 0,0588 mmol, 0,1ekviv.)
X1v XVII
d. (5,9 ml)
(150 mg, 0,588 mmol, 1 ekviv.) e. (199 mg, 0,588 mmol, 1 ekviv.) (148 mg, 44 %)

Standardni protokol
Vychozi latka X11-XV byla rozpusténa v bezvodém CHCl, (d) a do této smési byla
postupné ptidana za RT GA4 (e), HOBt (b) a DMAP (c). Reakéni smés byla ochlazena
na 0 °C (5 min, voda/led) a do tohoto roztoku bylo piidino DCC (a) v bezvodém CHCl,
(5 ml na 1 mmol). Reak¢ni smss byla michana pii 0 °C po dobu 1 h a pak byla chladici
lazen odstranéna a vysledna smés byla michana pii RT po dobu 24 h.

Reakce byla ukoncena zkoncentrovanim reakéni smési na RVO. Odparek byl
¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2; PE-EtOAc = 10:1—1:2) za vzniku

jednotlivych produktii a to ndsledovné:

XVI: Purifikace sloupcovou chromatografii byla dostacujici a bylo dosaZeno cistého

produktu.

XVII a XVIII po sloupcové chromatografii museli byt opét repurifikovany a to
nasledovné: (1) nejprve nelispésSna purifikace pomoci sloupcové chromatografie (SiOz;
CHCI3-EtOAc 10:1—6:1) — vznik kontaminovanych produkti, takze (2) ¢isténi pomoci

semipreparativni kapalinové chromatografie.
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Cisté produkty byly ziskany jako bil4 krystalicka latka.

Latka XVI

a5°=~14,5 (c = 1,0, CHCl;)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 7.43 — 7.31 (m, 5H), 6.01 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 5.19 (d, J =
12.2 Hz, 1H), 5.15 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 4.97 (dt, J = 2.9, 1.4 Hz, 1H), 4.85 (s, 1H), 4.68 (p, J = 7.2
Hz, 1H), 4.04 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 3.82 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 3.56 — 3.43 (m, 1H), 3.27 (d, J = 10.6 Hz,
1H), 2.63 (t, J = 6.8 Hz, 1H), 2.42 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 2.14 — 2.07 (m, 2H), 2.02 (ddt, J = 13.8, 7.8,
4.1 Hz, 2H), 1.94 (dd, J = 12.7, 3.8 Hz, 1H), 1.88 — 1.76 (m, 2H), 1.76 — 1.66 (m, 2H), 1.66 — 1.50
(m, 2H), 1.41 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 1.40 — 1.31 (m, 2H), 1.26 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 1.21 — 1.06 (m, 1H)
ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 6 = 179.09, 172.57, 171.16, 157.24, 135.23, 128.76, 128.62,
128.35,107.49,94.47,70.24, 67.40,54.91, 53.77, 53.48, 51.38, 51.15, 48.16, 44.57, 38.98, 37.06,
34.02, 31.64, 28.09, 27.36, 25.70, 25.04, 18.43, 16.25, 14.70 ppm.

MS (ES*), m/z: 494 [M+H]*, 516 [M+Na]*
HRMS vypoditdno pro CoH3sKNOs" [M+K]*: 532,2096, nalezeno 532,2096.

Latka XVII

az**=-25,0 (c = 1,0, CHCl3)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 7.39 — 7.29 (m, 5H), 6.32 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 5.14 (d, J =
12.2 Hz, 1H), 5.11 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.95 (dd, J = 3.1, 1.6 Hz, 1H), 4.83 (s, 1H), 4.68 (td, J = 9.3,
4.2 Hz, 1H), 3.76 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 3.27 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 3.02 (s, 1H), 2.60 (dd, J = 8.0, 5.4 Hz,
1H), 2.49 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 2.06 (tdd, J = 15.4, 10.3, 5.2 Hz, 3H), 1.96 (dd, J = 12.1, 5.6 Hz, 1H),
1.89-1.74 (m, 3H), 1.72 (dd, J = 11.0, 2.3 Hz, 1H), 1.69 — 1.59 (m, 3H), 1.58 — 1.47 (m, 2H), 1.39
(td, J = 12.2, 7.8 Hz, 1H), 1.13 (s, 3H), 0.8 (t, J = 6.2 Hz, 6H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & = 179.40, 179.35, 172.61, 171.83, 171.77, 157.29, 135.34,
128.69, 128.57, 128.50, 128.38, 107.43, 94.76, 94.72, 70.28, 67.22, 55.05, 55.02, 53.71, 53.22,
51.50, 51.02, 50.80, 44.55, 41.10, 41.07, 38.95, 37.05, 31.69, 28.13, 27.32, 24.81, 23.03, 21.47,
16.27, 14.57 ppm.

MS (ES*), m/z: 536 [M+H]*, 558 [M+Na]*

HRMS vypocitano pro CsaHa:KNOg* [M+K]*: 574.2565, nalezeno 574,2568.
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Latka XVIII

ag’=-14,8 (c = 1,0, CHCl;)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § = 7.39 = 7.33 (m, 3H), 7.29 (dt, J = 6.4, 2.4 Hz, 2H), 7.22 (tdd,
J=4.7,3.5, 1.4 Hz, 3H), 7.05 — 7.01 (m, 2H), 5.90 (dd, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H), 5.16 (d, J = 12.1 Hz,
1H), 5.11 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 5.00 (ddd, J = 8.2, 7.1, 5.6 Hz, 1H), 4.95 (dt, J = 2.7, 1.3 Hz, 1H), 4.87
— 4.82 (m, 1H), 3.78 (4, J = 1.3 Hz, 1H), 3.22 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 3.16 (dd, J = 14.1, 5.5 Hz, 1H),
3.04 (dd, J = 14.1, 7.2 Hz, 1H), 2.58 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 2.34 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 2.16 (d, J = 16.7
Hz, 1H), 2.05 (ddd, J = 13.2, 5.7, 2.3 Hz, 2H), 1.99 — 1.93 (m, 2H), 1.87 — 1.75 (m, 4H), .70 - 1.58
(m, 2H), 1.56 — 1.44 (m, 2H), 1.37 (ddd, J = 13.0, 10.9, 7.7 Hz, 1H), 0.96 (s, 3H) ppm.

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 6 = 178.82, 171.38, 171.16, 157.05, 135.65, 134.97, 129.23,
128.83, 128.79, 128.76, 127.31, 107.52, 94.38, 70.37, 67.65, 54.66, 53.70, 53.38, 53.01, 51.50,
51.01, 44.55, 39.03, 38.16, 37.17, 31.61, 28.08, 27.43, 16.26, 14.68 ppm.

MS (ES*), m/z: 570 [M+H]*, 592 [M+Na]*

HRMS vypocitdno pro C3sHisKNOs" [M+K]*: 608.2409, nalezeno 608,2411.

U vSech reakci byly také izolovany a identifikovany vedlejsi produkty XXI a XXII

Latka XXI

XXI N,
N

ad’= +6,7 (c= 1,0, CHCl3)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 8.08 (dd, J = 8.4, 0.9 Hz, 1H), 7.56 (ddd, J = 8.1, 7.0, 0.9 Hz,
1H), 7.44 (ddd, J=8.2, 7.0, 1.0 Hz, 1H), 7.33 (dt, /= 8.2, 1.0 Hz, 1H), 5.09 (dqg, / = 2.5, 1.3 Hz, 1H),
5.05-4.97 (m, 1H), 3.94 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 3.37 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 3.18 (d, J = 10.9 Hz, 1H),
2.78 (dd, J =7.9, 4.8 Hz, 1H), 2.47 (dt, J = 15.0, 2.9 Hz, 1H), 2.31 (d, J = 15.0 Hz, 1H), 2.23 - 2.12
(m, 2H), 2.11 - 2.03 (m, 1H), 2.00 - 1.73 (m, 8H), 1.72 — 1.55 (m, 3H), 1.50 — 1.43 (m, 1H), 1.37
(s, 3H), 1.19-1.04 (m, 2H) ppm.

MS (ES*), m/z: 450 [M+H]*, 488 [M+K]*

HRMS vypocitano pro CasH27KN3Os* [M+K]*: 488,1582, nalezeno 488,1580.
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Latka XXII

XXII K@

!H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § = 7.42 — 7.31 (m, 5H), 5.19 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 5.10 (d, J =
12.3 Hz, 1H), 4.95 (dt, J = 2.8, 1.4 Hz, 1H), 4.80 (dt, J = 2.3, 1.2 Hz, 1H), 3.83 (t, J = 2.8 Hz, 1H),
3.47 (tt, J = 10.5, 3.9 Hz, 1H), 3.21 (d, / = 10.9 Hz, 1H), 2.74 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 2.69 — 2.55 (m,
1H), 2.11-2.02 (m, 1H), 2.02 = 1.96 (m, 1H), 1.97 — 1.90 (m, 1H), 1.90 - 1.77 (m, 3H), 1.76 — 1.60
(m, 3H), 1.61 — 1.49 (m, 1H), 1.41 — 1.30 (m, 2H), 1.28 — 1.23 (m, 1H), 1.17 — 1.10 (m, 1H), 1.09
(s, 3H) ppm.

a2*'=~10,6 (c= 1, CHCls)

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 6 = 178.49, 172.68, 156.94, 135.67, 128.70, 128.51, 128.46,
107.49,94.22, 70.26, 66.81, 54.59, 53.88, 51.67, 51.58, 51.26, 44.53, 38.89, 36.90, 33.96, 31.49,
28.16, 27.49, 25.68, 25.02, 16.22, 14.79 ppm.

MS (ES*), m/z: 423 [M+H]*, 445 [M+Na]*,461 [M+K]*

HRMS vypocitano pro CasH30KOs* [M+K]*: 461,1725, nalezeno 461,1728.
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5.4.5 Odchranéni benzylové skupiny

H, (1 atm)
Pd/C (a)

—_—
0 \/© MeOH (b)

NH
XVI /\(l)l/

Latka XVI (50 mg, 0,101 mmol, 1 ekviv.) byla rozpusténa v MeOH (6,5 ml, b) a ke
vzniklému roztoku byl ptidan 10 mol% Pd/C (5,39 mg, 0,00506 mmol, 0.05 ekviv.; a).
Smés byla umisténa pod Hz (1 atm) atmosféru a michana 24h za RT. Reakce byla
ukoncena filtraci pres Celite® a filtrat byl odpafen na RVO za vzniku bilych krystalii (XX,
25 mg, 63 %). Latka XX byla izolovana ve formé jediného diastereoizomeru na C16 (d.r.
=>98:1 dle *H NMR).

Latka XX

az"*=-0,4 (c=1, CHCl;)

IH NMR (500 MHz, Chloroform-d) & = 6.68 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 4.56 (dd, J = 9.0, 5.4 Hz, 1H), 3.80
(d, J = 3.4 Hz, 1H), 3.37 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.20 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 2.56 (d, J = 10.8 Hz, 1H),
2.01-1.83 (m, 5H), 1.83 — 1.65 (m, 4H), 1.60 (dtd, J = 18.7, 9.7, 8.9, 3.7 Hz, 2H), 1.55 — 1.46 (m,

2H), 1.42(d, J=7.1Hz, 3H), 1.37—-1.28 (m, 2H), 1.14 (s, 3H), 0.94 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.77 (dd, J
=11.7, 6.3 Hz, 1H) ppm.

13CNMR (126 MHz, Chloroform-d) § = 179.69, 175.65, 171.95, 157.93, 94.80, 70.27, 55.02, 54.25,
53.26, 52.94, 50.88, 49.55, 48.25, 45.56, 40.80, 39.77, 34.49, 33.69, 30.89, 28.03, 27.46, 25.59,
24.89, 22.89, 18.40, 18.38, 16.51, 14.71 ppm.

MS (ES*), m/z: 406 [M+H]*, 428 [M+Na]*; MS (ES’), m/z: 404 [M-H]"

HRMS vypocitano pro CoH3:KNOg* [M+K]*: 444,1788, nalezeno 444,1792.
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Vysledky

6 Organicka syntéza cukernych a aminokyselinovych
konjugatii giberelini Az a A4

Veskeré novée pripravené latky byly podrobné charakterizovany a jejich postup ptipravy
byl fadn¢ zaznamenan a popsan v kapitolach zabyvajici se postupem organické syntézy
cukernych a aminokyselinovych konjugatii. Podatilo se ziskat fadu novych konjugatu,
ovSem v n€kterych pfipadech naplanovand syntéza neprobihala dle danych ptedstav

a postup syntézy musi byt v budoucich krocich pozménén.

6.1 Syntéza GAs glukopyranosyl esteru

CO,H
I 2

Schéma 7: Acetylace hydroxy skupin v poloze C3 a C13 (experimentalni ¢ast)
U syntézy cukernych konjugatd byl hlavni cil ziskani GAz glukopyranosyl esteru.
Vychozi latkou byla komercéné dostupnd kyselina giberelova, ktera byla v prvnim kroku
ochranéna pomoci acetatovych skupin. Acetylace hydroxy skupin v poloze C3 a C13

probihala v adekvatnim vytézku, kdy bylo ziskano 96 % latky I.
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Schéma 8: Glykosylace (experimentilni &ast)

Dalsi krok zahrnoval glykosylaci komeréné dostupného 2,3,4,6-Tetra—O—acetyl—
o—D—glukopyranosyl bromidu na latku | ptes karboxylovou skupinu za vzniku esteru Il.
Samotna reakce probihala bez komplikaci, ovSem problém se vyskytl ve stabilité latky
na sloupcové chromatografické kolon€. V prvnim ptipad¢ po nasazeni reakce byl surovy
produkt purifikovan pomoci sloupcové chromatografie (staciondrni faze silikagel SiO;
mobilni faze PE:EtOAc = 10:1—1:2), kdy doslo k rozpadu latky na koloné. V druhém
piipadé byla pozménéna eluce (PE:EtOAc = 2:1—1:2), kdy se po purifikaci 136 mg
surového produktu podafilo ziskat 60 mg Cistého produktu Il a to tedy 34 %

Z teoretického vytézku reakce.

NaOH
MeOH

I AcO  OAc

Schéma 9: Odchranéni acetatovych skupin (experimentalni ¢ast)

Dalsim cilem v postupu syntézy bylo selektivni ochranéni acetatovych skupin
na glukose u hexa—O-acetyl-GAs—glukopyranosyl esteru Il. Pro ochranéni acetatovych
skupin je znama Zamplenova metoda, kdy se pouziva metanol s metanolatem sodnym.
Ovsem z dohledané literatury bylo zjisténo, Ze neni nezbytné vyuzit jen metanolat sodny,
ale miize byt adekvatng nahrazen hydroxidem sodnym,* ktery se v na§em p¥ipadé po sérii
provedenych reakci osvédcil nejlépe. Reakce s nejlep$imi vysledky byla provedena s 1
ekvivalentem NaOH, 40 mg latky Il a 1,05 ml MeOH. Reakce byla pro porovnani vlivu
reakéni doby na finalni produkt rozdé€lena do 2 ekvivalentnich ¢asti. Prvni polovina A
byla nechadna reagovat 96 hodin a druha ¢ast B byla nechdna reagovat 24 hodin. Dle LC—

MS byla latka I pfitomna v surové reakéni smési €asti B, kdy reakce probihala 24 hodin.
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U vysledného hrubého surového produktu Il byla pozorovana znaéné horsi
rozpustnost v chloroformu nez u vychozi latky Il. Vysledny produkt 111 z ¢asti B vazil

12 mg.

Schéma 10: Pi‘ehled ziskanych zasadnich molekul (experimentalni ¢ast)
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6.2 Syntéza GAsaminokyselinovych konjugati

Hlavni divodem pro syntézu GA4 aminokyselinovych konjugati bylo ziskani GA4
aminokyselinovych biokonjugati. Pro ziskani téchto latek byl navrhnut a probran
synteticky plan, jehoz kroky jsou detailné popsany v kapitole o postupu organické
syntézy aminokyselinovych konjugatd. Pro syntézu byly vybrany ¢tyfi aminokyseliny:
L-alanin, L-leucin, L—fenylalanin a L—prolin.

(e}

\‘)LOH
Os_NH
Y 0
o)
X IV (91 %) \Q)LOH
- OYNH
o)

R
\HLOH Boc,0, NaOH o
THF V (90 %)

f

0 OYNH
Lol e
N

VIL(73 %)
70

OH

Schéma 11: Ochranéni aminoskupiny pomoci Boc,O (experimentalni &ast)

Prvni reakci v postupu syntézy bylo ochranéni aminoskupiny u samotné
aminokyseliny. Zde byl zvolen di—tert-butyl-dikarbonat jako reak¢ni ¢inidlo, které se
bézné vyuzivd v chemické syntéze peptidi. Reakce bézela s adekvatnimi vytézky a
nemusela byt optimalizovéna. Timto krokem bylo ziskdno 91 % latky 1V, 90 % latky V,
99 % latky VI a 73 % latky VII.
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Schéma 12: Ochranéni karboxylové skupiny s pomoci benzylbromidu (experimentalni ¢ast)
Boc—aminokyseliny déale byly podrobeny ochrdnim karboxylové skupiny pomoci
benzyl bromidu za vzniku boc—aminokyseliny benzyl esteru. Po purifikaci surovych

produktt ptes sloupcovou chromatografickou kolonu bylo ziskano 88 % latky V111, 80 %
IX, 77 % latky X, 68 % latky XI.

NH, /\©

XTI (45 %)
o]

R \HJ\O __TEa |
OY NH bem XIII (77 %)
>r° ]

NH2
(0]
XIV (78 %)
O)J\O
NH
XV (66 %)

Schéma 13: Deprotekce boc skupiny (experimentalni ¢ast)

U plné ochranénych aminokyseliny musela byt odchranén N—tert—butoxykarbonyl
pro uvolnéni aminové skupiny, coz byl zadsadni krok pro nadchéazejici kaplingovou reakci
S GAs. Odchranéni Boc skupiny bylo provedeno vSeobecné zndmou reakci s TFA
as CH2Cl, v poméru 1:1. Reakce vedla k ziskani relativné Cistych produktta XI1 45 %,
X177 %, XIV 78 % a XV 66 % které nepotiebovaly dalsi dodate¢nou purifikaci.
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Schéma 14: Kaplingova reakce (experimentalni ¢ast)

Ptipravené benzyl estery aminokyselin byly dale pouzity pro kaplingovou reakci
s GA4, kdy byl pouzit reagent N,N"—dicyklohexylkarbodiimid (DCC). Po ukonceni reakce
vznikala smés dicyklohexylmocoviny (DCU), intermediatu a cht€éné¢ho produktu. Posléze
bylo zjisténo, ze v reakéni smési vznikal i benzyl ester GAs. Purifikaci na sloupcové
chromatografické koloné se podaftilo ziskat jednotlivé slozky z hrubého produktu, ovSem
Cisty produkt se podafilo ziskat jen v ptipad¢ latky XVI (59 %). Produkty XVII a XVIII
musely byt dodatecné purifikovany s vyuzitim semipreparativni HPLC, kdy se podaftilo
ziskat 35 % cistého produkt XVII a 44 % cisté latky XVIII.

Schéma 15: Hydrogenace (experimentalni ¢ast)

Poslednim krokem bylo odchranéni benzylové skupiny, kdy bylo finalnim cilem
ziskat GAs aminokyselinové konjugaty. Pro ziskani volné karboxylové skupiny byla
zvolena hydrogenace s paladiem na aktivovaném uhli. Bylo ptedpokladano, Ze pro GA4
to bude mit i nezadouci redukujici ucinek k vzhledem k ptitomnosti dvojné vazby na D
kruhu. Hydrogenaci latky XVI bylo dosazeno cistého produktu XX o vytézku 63 %.
Pro ziskani GA4 aminokyselinového konjugatu musel byt tedy zvolen jiny zpiisob
odchranéni benzylové skupiny. Volba padla na pouZiti FeCls v suchém rozpoustédle
DCM, kdy ovSem nebylo dosazeno naSeho chténého produktu a reakce bude podrobnéji

popsana v diskuzi.
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XX o

Schéma 16:Prehled zasadnich ziskanych molekul (experimentalni ¢ast)
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Diskuze

7 Organicka syntéza

Prace se pfevazné zabyva potencidlni roli cukernych a aminokyselinovych derivati
rostlinnych ristovych hormoni giberelind, jedna o velmi zajimavé latky, které by mohli
hrat dtlezitou roli pfi vyvoji rostliny a pfi testovani na giberelinové receptory by mohli
dosahovat zajimavych vysledkl. Jednim z hlavnich cilii prace se zamétuje na piipravu
cukerného konjugatu giberelinu As, konkrétné nasyntetizovani GAs glukopyranosyl
esteru, a piipravou aminokyselinovych konjugati giberelinu A4 Syntéza
aminokyselinovych  konjugati  vychazela =ze ¢tyf  aminokyselin - L—alaninu,
L-fenylalaninu, L-leucinu a L—prolinu. Aminokyseliny byly zvoleny na zakladé
rozdilného strukturniho charakteru.

V postupu jsou zahrnuty syntézy, které dosahovaly nejlepSich vysledku a jsou
zde detailn€¢ popsany. Vysledky organickych syntéz obsahuji piehled uspésné
nasyntetizovanych molekul a ptiloZzena analyticka data, ktera byla ziskana charakterizaci
molekul pomoci analytickych metod. Nize se kapitoly 7.1 a 7.2 zabyvaji kompletnim
pozorovanim navrzenych a provedenych syntéz, kdy nebylo dosazeno ptfedpokladaného

vysledku, ¢i reakce vykazovaly nizsich vytézkia.
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7.1 Syntéza GA3s glukopyranosyl esteru

Cilem bylo ziskani molekuly GAs glukopyranosyl esteru, ktery se nékterych vyssich
rostlin pfirozené vyskytuje a prepoklada se, ze zastupuje zdsobni funkci gibereling.
Nejvétsim problémem, se kterym béhem syntézy bylo ¢eleno, byla samotna nestabilita
GAs—glukopyranosyl esteru na chromatografickych materidlech a Setrna deacetylace,
aniZ by reakce méla vliv na glykoesterovou vazbu latky.

Pro odchranéni acetatovych skupin chranéného GAs B-D-glucopyranosyl esteru
byla zprvu zvolena Zemplenova metoda, kterd vyuziva CHzONa v metanolu. Ovsem dle
dohledané literatury je NaOH v MeOH stejn¢ efektivni. Proto byla provedena série reakci
pro porovnani efektivity deacetylace.

®
—OeNa

Na + —OH
Schéma 17: Methoxid sodny (experimentalni &4st)

Pro provedeni Zemplenovy metody musel byt pouzit roztok MeONa, ktery byl
piipraven nasledovné: Na vyZzihanou 100 ml trojhrdlou banku byl napojen chladi¢
a prikapavaci nalevka s limeckem. Dale byl na baiiku pfiveden dusik a batika byla vlozena
do ledové lazné. Do banky byl pfidan sodik (19.6 mmol, 450 mg, 1 ekviv.) a velice
pomalu byl piikapavan MeOH (19,6 ml). Po rozpusténi Na (cca 40 min) byla reakce

ukonéena. Vysledny roztok CH3ONa byl o koncentraci ¢ = 1 mol-dm .
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podminky.

CH;OH
1 AcO ""\ r HO .nl\
\ OAc ) OH
N S
AcO OAc HO OH
Vychozi latka II podminky CH;O0H
CH3;ONa
(0,0394 mmol, 30 mg, 1 ekviv.) | (0.00592 mmol, 5,92 pl, 0,15 ekviv.), 1h (0,394 ml) | Nepotvrzen
CH;ONa
(0,0394 mmol, 30 mg, 1 ekviv.) | (0.00592 mmol, 5,92 l, 0,15 ekviv.), 24h (0,789 ml) | Nepotvrzen
CH;ONa 3
(10,0394 mmol, 30 mg, 1 ekviv.) |  (0.0118 mmol, 11,8 pl, 0,3 ekviv.), 3h (0,789 ml) Pfitomen
NaOH »
(10,0263 mmol, 20 mg, 1 ekviv.) | (0.00394 mmol, 1 M, 3,94 pl, 0,15 ekviv.), 24h (0,526 ml) Pfitomen

Schéma 18: Deacetylace (experimentalni ¢ast)

Nejprve byla série reakci provedena s methoxidem sodnym za raznych podminek.
Ukazalo se, ze u reakce s 0,3 ekvivalentem CH3ONa a reakéni dobou 3 hodin, probiha
castecna deacetylace vychozi latky Il a vmalém zastoupeni je pfitomen i1 plné
deacetylovany produkt I11. Posléze byla provedena reakce s vodnym roztokem hydroxidu
sodného 0,15 ekvivalentu o koncentraci ¢c= 1 mol-dm 3. Po 24 hodinich byla reakce
ukoncena a vysledek reakce byl srovnatelny sreakci CH3ONa. Dalsi kroky vedly
k nasazeni reakce s 1 ekvivalentem NaOH, kdy byla reakce rozdélena do dvou c¢asti
reak¢ni doby. Jedna ¢ast byla zpracovana po 24 hodinach a druhé az po 96 hodinach. PIn¢
deacetylovany produkt |Ill sadekvatnim zastoupeni byl pfitomen u reakce,
ktera probihala 24 hodin. Reakce je tedy striktn¢ zavisla na reak¢ni dobé¢, tedy rychlosti

deacetylace za danych podminek.
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7.2 Syntéza GAs aminokyselinovych konjugatu

DalSim cilem bylo ziskani aminokyselinovych konjugati GAs. Hlavnimi body celkové
syntézy byla kaplingova reakce a deprotekce chranicich skupin. Zprvu bylo planem
ochranéni karboxylové skupiny u aminokyselin pomoci esterifikace. Coz by rovnou
umoznilo poté piejit na kaplingovou reakci s GA4. Dle literatury by se mélo jednat o

proveditelnou reakci se slugnymi vytézky*®, oviem v nasem piipadé byl potvrzen opak.

o) O
. p-TsOH.H,0
d\‘)l\OH + R/\OH % \‘)LO/\R _ p—TsOH
. NH, b. Toluen NH,
Alkohol R Podminky Produkt

a. (7,85 g, 40,4 mmol, 1,2 ekviv. )
b. (84 ml)
(36,4 ml, 337 mmol, 10 ekviv. ) d. (3 g, 33,7 mmol, 1 ekviv.)

benzyl alkohol Aminokyselina ve formé

p-toluensulfonové soli

a.(7,85g, 40,4 mmol, 1,2 ekviv. )

prenyl alkohol b. (84 ml) Aminokyselina ve formé
N ' p-toluensulfonové soli

(35,2 ml, 337 mmol, 10 ekviv. ) d. (3 g, 33,7 mmol, 1 ekviv.)

Schéma 19: Esterifikace aminokyselin (experimentalni ¢ast)

Reakce byly provedeny nasledujicim postupem. Smés alkoholu, L-alaninu (d)
a pTsOH.H20 byla rozpusténa v toluenu (b) a nasledné refluxovana 24 hodin za pouziti
Dean Starkovy-aparatury. Po ochlazeni byla vytvofena sil odfiltrovana, filtra¢ni kolaé¢
byl promyt Et2O a poté byla siil vysusena na frité.

Prvni reakce byly provedeny bez Dean Starkovy aparatury za vyuziti pouze
zpétného chladi¢e. Po neuspéSnych pokusech, kdy bylo dosazeno pouze vychoziho
produktu ve form¢ p-toluensulfonové soli, bylo piedpokladano, ze k esterifikaci
nedochazi, diky ptitomnosti vody Vv reakéni smési. Dal$i pokusy byly provedeny s Dean
Starkovou aparaturou, kterd slouzi k odstranéni pfitomné vody z reakéni smési a tim
napomaha pribéhu esterifikace. OvSem 1 pres vyuziti Dean Starkovy aparatury, bylo opét
dosazeno pouze vychozi latky a k naSemu poZzadovanému produktu musela byt zvolena

Jjina reakce.
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Diky pfipojeni N-Boc protektivni skupiny u aminokyselin pomoci di—tert—butyl-
dikarbonatu, mohla byt provedena benzylace karboxylové skupiny za tcasti
benzylbromidu v alkalickém prostfedi, aniz by dochazelo k bromaci aminoskupiny.
Po odstranéni Boc skupiny bylo dosazeno pozadovanych benzylesteri aminokyselin

XH-XV.

DCC, HOBt, DMAP
DCM

Schéma 20: Kaplingova reakce—vznik produktu, intermediatu a GA4 benzylesteru (experimentalni ¢ast)

Dalsim krokem byla kaplingova reakce, kdy byl zprvu zvolen N,N'—
dicyklohexylkarbodiimid. Po samotné syntéze musel byt hruby produkt ptfecistén pomoci
sloupcové chromatografie, kdy se ukazalo, Zze v kazdém piipad¢é kaplingové reakce
vychozich latek XI11-XV, byl v hrubém produktu obsazen 1 GA4 intermediat s HOBt XXI
a GAs4 benzyl ester XXII. V nasem piipadé izolovany intermediat XXI b&hem reakce
vykazuje vétsi stabilitu, nez by se pfedpokladalo a tim je znacné ovlivnéna reakéni
Kinetika vzniku vysledného produktu. Ov§em piekvapenim pro nas byl vznik GA4 benzyl
esteru. Mohlo by se jednat o formu vedlejsi reakce, kdy dochazi k transesterifikaci mezi
benzyl esterem aminokyseliny a molekulou GA4. Moznost, ze by esterifikace GA4 byla
vedlej§im produktem benzylace pomoci zbytkového benzyl alkoholu ptitomného

Vv reakéni smési 1ze vyloudit, protoZe tento nebyl pozorovan v Zadné vychozi latce.
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Mezi vybranymi aminokyselinami byl i L—prolin. Jednd se o jedinou aminokyselinu
z 21 bioaktivnich aminokyselin, kterd obsahuje sekundarni amin. Pro svou
charakteristickou strukturu bylo ptredpokladano, ze by vybrané reakce mohly probihat
s odlisnymi vysledky, nez tomu bylo doposud u ostatnich aminokyselin. Jak je popsano
viz. kapitola 5.4 o0 postupu syntézy aminokyselinovych Kkonjugati reakce
S L—prolinem pro ptipravu aminokyseliny probihaly s pfijatelnymi vysledky. Problém se
vyskytl teprve u samotné kaplingové reakce. Reakce byla provedena stejnym postupem

jako u ostatnich aminokyselin, ktery je detailn€ popsan v kapitole 5.4.4.

0 DCC (a)
HOBt (b)
. o DMAP (c)
NH DCM(d)
XV

a. (111 mg, 0,536 mmol, 1,1 ekviv.)

L-Prolin benzyl ester b. (65,8 mg, 0,487 mmol, 1 ekviv.) GA,4 L-Prolin benzyl ester
XV c. (6,07 mg, 0,0487 mmol, 0,1 ekviv.) XIX
(100 mg, 0,487 mmol, 1 ekviv.) d. (4,87 ml)

stopy

e. (165 mg, 0,487 mmol, 1 ekviv.)

Schéma 21: Kaplingova reakce GAsa L-Prolin (experimentalni ¢ast)

Po purifikaci hrubého produktu reakce pomoci sloupcové chromatografie (SiOz;
PE:EtOAC = 10:1—1:2), byly ziskany 3 frakce. Analyzou frakci bylo zjisténo, Ze nevétsi
podil produktu tvofi intermediat GAs s HOBt a to 139 mg. Dalsi frakce odpovida GA4
benzyl esteru a posledni podil z hrubého produktu o hmotnosti 73 mg dle NMR
neodpovidal pozadovanému produktu. Ovsem po analyze z HPLC-MS posledni frakce
bylo zjisténo, ze produkt XIX v reakcni smeési presto vznika, ale velmi neochotné a je
zastoupen pouze V minimalnim mnozstvi. Aby reakce probihala ve prospéch vzniku
pozadovaného produktu GA4 L—prolin benzylesteru, musi byt pro syntézu zvolen jiny

postup.

Latka XIX
MS (ES*), m/z: 520 [M+H]*, 558 [M+K]*
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Pro porovnani efektivity kaplingovych ¢inidel pro syntézu GA4 aminokyselinovych

konjugatt, byla provedena i reakce s EDC.

EDC (a)
HOBt (b)
DMAP (c)

DCM (d) o HO

Xvill O /':\n/o\)ij

Schéma 22: Kaplingova reakce pomoci EDC (experimentalni ¢ast)

Vychozi latka XIV rozpusténa v suchém rozpoustédle DCM (d) (5,6 ml) byla
prenesena do vyzihané banky pod inertni atmosférou. Déle byla piidana latka GA4 (e)
(189 mg, 0,558 mmol, 1 ekviv.), nasledn¢ byl ptidan HOBt (b) (75,4 mg, 0,558 mmol, 1
ekviv.) a DMAP (c) (6,96 mg, 0,0558 mmol, 0,1 ekviv.). Po ochlazeni smési na 0 °C byl
ptidan rozpustény EDC (a) (118 mg, 0,614 mmol, 1,1 ekviv.) v DCM (5 ml na 1 mmol).
Chlazeni reak¢ni smési bylo ukonceno po 1 hoding a dale byla smes ponechana reagovat
pies noc za laboratorni teploty.

Po uplynuti 24 hodin byla reak¢ni smés nafedéna pomoci DCM (40 ml) a promyta
1.0M vodnym roztokem HCI. Dale byla organicka faze promyta 10 % roztokem NaHCO3
(15 ml) a solankou (10 m1x2). Organicka faze poté byla suSena nad NaSOa, zfiltrovana
a zahu$téna na RVO. Dle vysledku TLC (PE-EtOAc 2:1, vizualizace PMA a vanilin)
byla provedena sloupcova chromatografie (SiO2; PE:EtOAc = 10:1—1:1), ktera poskytla
produkt XVI o hmotnosti 32 mg (10 % vytézek).

Porovnani bylo provedeno pouze u vychozi aminokyseliny L-alaninu, kdy bylo
zjisténo, ze syntéza s konjugacnim ¢inidlem DCC v naSem ptipadé¢ poskytuje znacné€ veétsi
vytézky a pomér zastoupeni vedlejSich produkta XXI a XXII je mensi, nez je tomu
v piipadé EDC. Je mozné, Ze v nckterych piipadech aminokyselin bude vytézek
srovnatelny ¢i reakce s EDC bude probihat 1épe, ovSem u tohoto tvrzeni je potieba dal§iho

podrobného zkoumani.
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Jelikoz cilem bylo ziskani ptirozeného GA4 aminokyselinového konjugatu a hydrogenace
za Ucasti paladia na aktivnim uhli ve findlnim kroku syntézy redukuje i dvojnou vazbu
na D kruhu, coz se teoreticky i dalo pfedpokladat, musela byt zvolena jind metoda
odchranéni benzylové skupiny. Jako druhou variantou odchranéni byla zvolena

debenzylace pomoci lewisovy kyseliny FeCls v bezvodém DCM.

FeCl; (a)

DCM (b)

Schéma 23: Reakce s FeCl; (experimentalni ¢ast)

Vychozi latka XV byla rozpusténa v suchém DCM a dale byl ptidan FeCls (1,1
ekviv., 18,1 mg, 0,111 mmol). Smés byla michana za RT pod inertni atmosférou. Po 2
hodinach dle TLC byl stale pfitomen vychozi produkt. Reakce nechana do druhého dne.
Druhy den byl stale piitomen vychozi produkt, proto bylo do reakéni smési opét pridano
FeCls (2.2 ekviv.). Po 30 minut od pfidani zbylého FeCls dle TLC vychozi produkt
jiz nebyl pfitomen. Po ukonceni reakce byla smés 3x prefiltrovana pies kiemelinu pro
maximalni odstranéni FeCls. Prefiltrovany produkt byl odpafena na RVO a analyzovan
pomoci *H NMR.
Po analyze bylo zjisténo, Ze reakce s FeCls nevede k predpokladanému produktu a neni
tak vhodnym reagentem pro odchranéni benzylové skupiny. Bylo ptredpokladano,
ze pouziti Lewisovy kyseliny bude vést k Setrné deprotekci karboxylové skupiny,
ale k naSemu piekvapeni béhem reakce dochazi k drastickym modifikacim finalni
molekuly. Modifikace jsou tak ,,divoké®, Ze nelze prozatim ani naznakem zjistit k jakym
reakcim dochazi. Analyza je neustale ve svém pribéhu. Co je povzbudivé je fakt, Ze

nedoslo za danych podminek k destrukci vychozi latky, ale pouze k jeji transformaci.
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Jak bylo v teoretické ¢asti ukazano gibereliny jsou nedilnou souc¢asti né€kolika rostlinnych
organismu. Vyskyt téchto latek v rostlinach vede k riznym otdzkam, ke kterym se
snazime postupem casu nalézt spravné odpovédi. Jedna z téchto otazek se pravé tyka
ptirozené piitomnosti biokonjugati odvozenych od struktury giberelind v rostlinach.
Z4jem prace v experimentalni ¢asti se soustiedil na cukerné a aminokyselinové konjugaty
a jejich moznou syntetickou ptipravu pomoci novodobych postupti. U cukernych
konjugatt bylo cilem ziskani GAsz—glukopyranosyl esteru. Béhem postupu naplanované
semisyntézy bylo zjiSténo, Ze nejvétSi vyzvou k findlni molekule 11l je celkova
deacetylace a nasledna purifikace surového produktu. Bylo potvrzeno, ze Zamplenova
deacetyla vyuzivajici MeONa v metanolu, mize byt efektivné nahrazena NaOH
vV metanolu, kdy v ptipad€ pouziti NaOH bylo z ¢asti dosaZeno kompletni deacetylace.
Ovsem latka 11 byla ziskdna pouze ve form¢ hrubého produktu, jelikoz neni dostate¢né
stabilni a pfi snaze chromatografické purifikace dochéazelo k rozlozeni latky.

V druhé poloviné experimentalni Casti se prace zaobird aminokyselinovymi
konjugaty GAs. Pro syntézu byly vybrany 4 aminokyseliny L-alanin, L-leucin, L—
fenylalanin a L-—prolin. Prvnim a nezdafenym krokem syntézy byla esterifikace
aminokyseliny za ucasti pTSOH.H.O, kdy nebylo dosazeno chténého esteru
aminokyselin. Proto musela byt zvolena 5 krokova syntéza, kterd nejprve zahrnovala
protekci aminoskupiny pomoci Boc2O. Uspé&sné kaplingové reakce benzyl estert
aminokyselin s GA4 bylo dosazeno u 3 vybranych aminokyselin L-alaninu, L-leucinu a
L—fenylalaninu, coz vedlo k ziskani latek XVI, XVII a XVII1. U L—prolin benzyl esteru
kaplingova reakce s DCC probihala velmi neochotné, kdy v reakéni smési prevladala
tvorba intermediatu XXI GAs; benzotriazol esteru a XXII GAs; benzyl esteru.
Ku piekvapeni béhem reakce pravdépodobné dochazi k transesterifikaci mezi benzyl
esterem aminokyseliny a molekulou GA4, nebot’ v kazdém piipad¢é reakce byl z reakéni
smési izolovan i pravé zminovany GAs benzyl ester XXII. Cilem bylo ziskani
ptirozenych GA4 aminokyselinovych konjugati, a proto byla latka XVI podrobena
debenzylaci pomoci H2/Pd, coZ vedlo nejen odstranéni benzylové skupiny, ale i
k nezadouci redukci dvojné vazby na D kruhu u struktury GA4 a byla tak pouze ziskana
latka XX.
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(tert-butoxycarbonyl)-L-alanine (IV)

CKF-01-017-00 1

single_pulse
e ] NN N )
~ = @ Al
S IS e s e
I % ~ v
[e]
i
BN N on
‘ 3
NH
N
! S ) J
e
/WU
HeC \C
Hy

!
|
A I . Y B
! T T s
8 3 g 28
= - - ]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.0 145 14.0 13.5 13.0 12,5 12.0 11.5 11.0 10.5 100 95 9.0 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05
f1 (ppm)
CKF-01-017-00 4
single pulse decoupled gated NOE
0 =
R " ~ s 0 IS
s 2 2 3 s N
5 g R 2 & =
! [¢]
Hy
g\‘/KOH
3
NH
N
[¢]
e
Hoe” |
Cl
11H3
|
} |
" I Ao M
u " N N Wi Y 4 Y i
T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)



(tert-butoxycarbonyl)-L-leucine (V)
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(tert-butoxycarbonyl)-L-phenylalanine (VI)
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(tert-butoxycarbonyl)-L-proline (VII)
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Benzyl (tert-butoxycarbonyl)-L-alaninat (VIII)
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Benzyl (tert-butoxycarbonyl)-L-leucinat (IX)
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Benzyl (tert-butoxycarbonyl)-L-fenylalaninat (X)
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2-benzyl 1-(tert-butyl) (S)-pyrrolidine-1,2-dicarboxylat (XI)
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Benzyl L-alaninat (XII)
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benzyl L-leucinat (XIII)
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benzyl L-phenylalaninat (XIV)
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benzyl L-prolinat (XV)
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Benzyl ((1S,2S,4aR,4bR,7R,9aR,10S,10aR)-2-hydroxy-1-methyl-8-methylene-13-
oxododecahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulene-10-carbonyl)-L-
alaninat (XVI)
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Benzyl ((1S,2S,4aR,4bR,7R,9aR,10S,10aR)-2-hydroxy-1-methyl-8-methylene-13-
oxododecahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulene-10-carbonyl)-L-
leucinat (XVII)

CKF-01-026-01-01 8

single_pulse
N T MMM 00O MANMA G NN M B NN 00O NSO R NN g NN TSNy eSS MMM S OmMM oo N g T nma NS e mNOmo g
NAMNAAMMNMNNAAMNIMNN T I0aaaaREEERNNNNDBEONNTSC00O00000aNRRRIRRRBBRINNARYBEEO0OVYERhnHNNT 1O ®®
N N R R R RF RV R R e R % B R RN RPN PPN IPC I RNPNIPNPNIPN IR o o o gl - Soo
h — . il S . h NN — PRARARARARARN . e o o o T
—— —— p—— - —
25— 24
oH \
P i‘gaﬁA/ N
T
o /TN Y
AN p—122 CH,
o3 s /W 2
( N \20 26
H 17
S | \ 4
3 2
O /o N
» 2 I
36 13 =2
~
‘9/ hz 11\7/\/
37, o
VRS
H,C CH, 10

5437
1.00-1
2201
1 ti0g
1.09-F
106y

T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

CKF-01-026-01-01 5
single pulse decoupled gated NOE ¢ onow - f
F3 ddm I d demm N R 2 &Y S3RARIBRI3RE BUNIST KD
g2 NRR 5 EEEEEE 5 Py < SR HEmmbbidYdddn denedd G€
ﬁﬁﬁﬁﬁ [ o §9498 S 33 - R5E HBNSGoaIssdl AERIRR @9
YNNG I I\ % I TSN NN VNENYL Y
2
OH 257
P gﬂﬁu \/“\
s
g\m | \r—2727§CHZ
H » =
0/16\1'7/ T~ 20/ 26
30 H \29\ 5/4\
CH, ¥ NH s
A i
36 1:3 2
\9/ \\1\2/“\7/\/
37, (0]
HC \CH3‘0

T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

XVII



Benzyl ((15,25,4aR,4bR,7R,9aR,10S,10aR)-2-hydroxy-1-methyl-8-methylene-13-
oxododecahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulene-10-carbonyl)-L-
phenylalaninat (XVIII)
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1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-yl (1S,2S,4aR,4bR,7R,9aR,10S,10aR)-2-hydroxy-1-methyl-8-
methylene-13-oxododecahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulene-10-
carboxylate (XXI)
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Benzyl (1S5,25,4aR,4bR,7R,9aR,10S,10aR)-2-hydroxy-1-methyl-8-methylene-13-
oxododecahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulene-10-carboxylate
(XX1I)
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((15,25,4aR,4bR,7R,8S,9aS,10S,10aR)-2-hydroxy-1,8-dimethyl-13-oxododecahydro-4a,1-

(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulene-10-carbonyl)-L-alanin (XX)
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