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1 Uvod a cile prace

Rostlinné hormony jsou latky organického piivodu, které se bézné vyskytuji v rostlinach ve
velmi nizkych koncentracich, které i v kontextu dneSnich analytickych metod atakuji limity
detekce. I piesto dokazou zna¢né ovlivnit fyziologické procesy v butikach rostlin. Ovliviiuji
pak zejména vyvoj, diferenciaci a rust rostlin ¢i reakcl rostlin na riizné typy strest. DileZitou
roli ale hraji i pfi reprodukci ¢i formovani rostliny do jeji kone¢né podoby. Pro rostlinné
hormony vzniklo obecné pojmenovani ,fytohormony“ a prvnim takovym objevenym

fytohormonem se stal auxin.*

Prvni informace o latkach tohoto typu sahaji do poloviny 19. stoleti, kdy se myslenkou
na existenci tohoto typu latek zacal zabyvat Charles Darwin a Julius von Sachs, otci
myslenky navozujici tivahy o regulaci riistu rostlin. Od té doby se véda posunula hodné
dopfedu a nyni je popsano mnoho fytohormontl, mezi n&z patfi auxiny,?® cytokininy,?
brassinosteroidy,* gibereliny,>® strigolaktony’ a dalsi® Vsechny tyto latky vykazuji
specifické reakce na biotické a abiotické stresy rostliny a v dusledku toho se také ¢asto méni
jejich hladina v rostling. Jedna se tedy o piesné fizeny proces, ktery se snazi udrzet rostlinu

v jakési optimalni kondici a umoziiuje ji se v mnoha ohledech rozvijet.®

Aby latka byla oznacena za fytohormon, tak musi kromé faktu, Ze ovliviiuje rust a vyvoj
rostliny ve velice nizké koncentraci, mit v rostliné 1 svlij vlastni receptor, se kterym
specificky reaguje. Produkce jak hormond, tak receptorti zavisi na mife exprese prislusnych
gend, které museji byt v bunice v ur¢itém poctu kopii, aby k expresi téchto genti viibec mohlo
dojit. Dulezitou ¢asti rostlin jsou i fotoreceptory, které dokdzou ovlivnit fadu signalnich drah
rostlinnych hormonti. Fotoreceptory obsahuji proteiny fytochromy, které jsou velmi citlivé
na svétlo, a slunecni paprsky tak spoustéji jejich aktivitu stejné tak jako i aktivitu rostlinnych

hormoni.1°

K vyznamnym rostlinnym hormonim se tadi i gibereliny, coz jsou pfirodni latky
diterpenoidniho charakteru s tetracyklickym skeletem. Z hlediska hlavni funkéni skupiny
bychom je mohli zafadit do karboxylovych kyselin. Z funkéniho hlediska se podileji na
vyvoji celé rostliny. Dosud bylo popsano 136 endogennich giberelind, ne vSechny vsak
pusobi na rostlinu stejnou mérou, a mnohé z nich prakticky vibec. Mezi gibereliny
s koncovou biologickou aktivitou lze zatadit pouze gibereliny Ar As, As a Az, piiemz u
ostatnich giberelinli se ma za to, ze jsou bud’to prekurzory k témto gibereliniim, nebo jejich
zvany kyselina giberelové). GAs se hojné vyuziva v agronomickém priamyslu za Gcelem

lepsiho vyvoje rostlin a vétiiho vynosu zemédélskych plodin.t



V dnesni dob¢ se studiem giberelinti z pohledu funk¢énich derivati (ne z pohledu jejich
biologické aktivity) zabyva zejména skupina prof. Petera Heddena (Rothamsted Research,
UK, a Laboratofi ristovych regulatort, Institut Experimentalni Botaniky, AV CR). Tento
predni odbornik na tuto problematiku tedy nyni ptisobi v CR a diky nému tak dochazi
k rozvoji tohoto typu vyzkumu i zde v Olomouci. Prof. Heddenovi, ktery je autorem mnoha
publikaci fesici predevSim otdzky studia giberelinli, vdéci oblast rostlinné biologie za
objasnéni mnoha otazek tykajicich se biosyntézy giberelind, naptiklad odkryl informace o
enzymech ucastnicich se biosyntézy a genech kédujicich tento dilezity proces probihajici v

rostlinach, 14

Cilem mé bakalaiské prace bylo (a) vypracovat literarni reSerSi o giberelinech, jejich
bioaktivité a biosyntéze a (b) v ramci experimentalni ¢asti ptipravit nové derivaty giberelint
odvozené od giberelinu As, otestovat, jak tyto latky ptsobi na lidské buiky (ve spolupraci
s Dr. Rarovou), na vybrané zivocichy (C. elegans, ve spolupraci s Dr. Kadlecovou), a
ohodnotit jejich aktivitu v ramci GAz a GAs-oxidazach (provedeno Mgr. Jaworkem
Vv laboratofi prof. Heddena). V nasi laboratofi se dlouhodob¢ zabyvame syntézou ptirodnich
latek, zejména pak syntézou giberelinli a jejich derivati. Velkd pozornost je vénovana
piedevsim derivatim kyseliny giberelové, kterou se snazime upravit tak, aby vykazovala
biologickou aktivitu vaéi vybranym biologickym cilim. Tyto derivaty jsou dale také
podrobeny testim in vivo a in vitro a jejich aktivita je ohodnocena. Biologicka aktivita
giberelinl souvisi Uzce s jejich strukturou, a proto jsou pfipravovany nové derivaty dle jiz
diive znamych postupt a studii, které popisuji pripravu bioaktivnich derivati GAs. Cilem
mé prace tedy bylo navazat na bakalaiskou praci Bc. Markéty Fuksové®® a pripravit latky,
které budou obsahovat ketoskupinu na C-3, nebo ochranéné GAz derivaty s hydroxylovou
skupinou na C-3, pfi¢emz z nich mély byt dale pfipraveny latky s karboxylovou skupinou
na C-7, tedy méla byt odstranéna chranici skupina z jiz diive nasyntetizovanych derivati

(Obrazek 1). Velka pozornost méla byt dale upfena hlavné na biologické testy téchto latek.

Obrazek 1. Obecny skelet derivatu giberelinu pripraveny Bc. Fuksovou S vyznacenymi misty zamyslené

modifikace
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2 Teoreticka Cast

2.1 Gibereliny
K vyznamnym rostlinnym hormonim patii mimo jiné i latky zvané gibereliny, diterpenoidni
tetracyklické karboxylové kyseliny, jejichz struktura se podoba steroidnim hormontm.
Vyskytuji se v riiznych rostlinnych tkanich a podileji se na vyvoji celé rostliny. Dosud bylo
popsano 136 endogennich giberelinti, pfi¢emz pouze ¢tyti z nich (GA1, GAs, GAs, a GA7)
maji prokazanou biologickou aktivitu. Ostatnich 132 giberelini pak v rostlinach a
mikroorganizmech hraji roli biosyntetickych prekurzori téchto Ctyf giberelint, jejich
katabolitii, anebo dezaktivatort (reversibilnich nebo ireversibilnich).*® Aktivni gibereliny se
podileji predevsim na kliceni semen, vyvoji plodi ¢i kvéth a prodluzovéani organii vyssich
rostlin, pficemz nékteré GA maji vliv pouze naptiklad na prodlouzeni listu a jiné zase
GA1, GAs (také znamy jako kyselina giberelova), GAsa GA7 (Obrazek 2). Obecné nejveEtsi
pozornost je vSak vénovana derivatim giberelinu As (GA3) z divodu dostupnosti GA3
(ptipraveno fermentaci z mikroorganismi, takze snadno dostupné). Ostatni aktivni
gibereliny se Casto podileji zejména na vyvoji kvétu. Obecné se koncentrace giberelint
v rostlinnych tkanich pohybuje od 0,1 az 100 ng.g*! erstvé hmoty, ale je proménliva a
nejvyssich hodnot dosahuje v dozravajicich semenech.’®2° Aktivita giberelinii se asto
napadné koreluje s aktivitou rostlinného hormonu auxinu. Bylo prokazano, ze gibereliny do
ur¢ité miry iniciuje tvorbu auxin, a ze ob¢ tyto skupiny fytohormonu spolu dokazi pusobit

souinné 2124

Presnou lokalizaci giberelinti v rostliné nelze s jistotou urcit, protoze se vyskytuji ve
vSech tkanich, avSak v nedavném vyzkumu bylo prokazano, ze se ve vysoké koncentraci
objevuji v hrotu kofene nezralych semen Arabidopsis thaliana. Kazda tkan tedy obsahuje
jinou koncentraci giberelini a jejich biosyntéza probiha bud’ lokalné nebo jsou
transportovany do urc¢itého mista z okolnich tkani. To znamend, Ze gibereliny jsou mobilni
elementy, které jsou transportovany do potfebného mista bud’ na kratkou nebo i dlouho
vzdalenost. Transport byl demonstrovan na kvasinkach, coz poukazalo na vliv komplexu
GID1-DELLA a také skupiny dusi¢nanti 1/peptid-transportérti. Gibereliny obecné funguji
na zakladé mechanismu iontové pasti, ktery jim mobilitu vyrazné omezuje a velkou roli opét

hraje to, ¢&i se jedna o bioaktivni nebo neaktivni latku.?®
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Obrazek 2. Biologicky aktivni gibereliny a jejich cislovani

2.1.1 Déjiny giberelinii
Prvni zminky o giberelinech sahaji aZ do konce 19. stoleti do Japonska, kde v roce 1898
japonsky védec Shotaro Hori popsal plisiové onemocnéni ryze, které¢ se sekundarné
vyznacovalo nadmérnym rozvinutim semen. Pozdéji vSak bylo prokazano, ze stejné
pfiznaky vyskytujici se u onemocnéni ryze vyvolavaji v rostliné¢ ryze 1 latky ziskané
z houbového rostlinného patogena Gibberella fujikuroi, po némz také gibereliny ziskaly
svoje pojmenovani.®1826 Po tom, co v roce 1926 japonsky védec Ei¢i Kurosawa potvrdil, Ze
onemocnéni ryze nazyvané ,,bakanae® zplsobuje opravdu latka z houby, mohly zapocit
prvni experimenty s témito dosud nezndmymi fytohormony. Do roku 1938 je datovana prvni
izolace giberelint jako bilé krystalické latky z houbového patogenu Gibberella fujikuroi,
pti¢emz bylo pii nasledné aplikaci na rostliny zjisténo, ze vykazuji velmi pfiznivy vliv na
vyvoj riznych ¢asti rostliny. A proto byl také hned po druhé svétové valce rozjet program i
mimo Japonsko, ktery mél za cil odhalit kmen hub, které by gibereliny mohly produkovat.
U hub kmene Fusaria byla nejdiive objevena pouze kyselina giberelova (pozdé&ji
identifikovana jako smés latek, kde GAs méla hlavni podil), v pozd¢jSich vyzkumech vSak
bylo izolovano z houby Gibberella fujikuroi také dalsich 24 giberelind. Cesta k izolaci Cisté
latky byla vSak jeSté velmi spletita, jelikoZ dostupny vzorek byl nasledné oznacen za smés
dvou sloucenin — giberelinu A a giberelinu B. Pozdgji bylo zjisténo, ze samotny giberelin A
se sklada z dalgich tfech latek — GA1, GA2 a GA3.2"?8 Jiz v poloviné 50.let se ve Spojenych
statech zacaly gibereliny vyrabét komeréné k zemédélskym ticeliim, protoZe bylo potvrzeno
na rostlinach hrachu a kukufice, Ze obnovuji riist u trpasli¢ich rostlin. Uplnym potvrzenim
vyskytu giberelint v rostlinach se ale stala az izolace provedena roku 1958 J. MacMillanem

a P.J. Suterem z nezralych semen fazole obecné.?”?®® O nékolik let pozdéji tito dva védci
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dokazali izolovat i dalsi gibereliny — GAs, GAsa GAs. Od t¢ doby probéhlo mnoho vyzkumut
v dané oblasti a doslo k identifikovani celkové jiz 136 endogennich giberelinti, které se od
konference v Ottaw¢ z roku 1967 jednotné zacali oznaCovat zkratkou ,,GA* a pfislusSnym
¢islem podle potadi popsani (napi. ,,GA3z* oznacuje kyselinu giberelovou — latku, jez po
svém popsani byla na kazdém kontinent¢ znama pod jinym jménem a zkratkou). Pro
jednotné oznaceni ,,kyselina giberelova™ se dohodli Britové, Americané a Japonci poté, co
dospéli k vysledku, ze v ptipad¢ kyseliny giberelové, giberelinu-X a giberelinu A3 se jedna
o jednu a tutéz strukturu.?’” Do konce 60.let 20.stoleti byla identifikace jednotlivych
giberelinii mozna pouze z Cistého materialu o vysoké navazce, nasledné vsak doslo k rozvoji
analytickych metod, které umoznily kombinovat plynovou chromatografii s hmotnostni
spektrometrii. Tato analyticka metoda umoznila diky zndmym hmotnostnim spektrim
(fragmentaci) latek identifikovat nejdiive latky jiz objevené a od nich odvozovat struktury
nové, piicemz nebylo potieba tak vysokého mnozstvi latky a Cistoty jako do té doby. Jedinou
nevyhodou tohoto postupu je, ze ve vétsin€ ptipadi nelze odvodit strukturni zavislosti mezi
jednotlivymi substituenty. A tak se tento problém fesil piipravou (de novo syntéza)
navrzenych struktur, jejichz GC/MS spektra byla nasledné porovnana s naméfenymi. Pokud
se spektra shodovala, novy giberelin byl na svété. K dneSnimu dni je tak znamo 136
endogennich giberelini, pficemz se odhaduje, ze téchto latek se pfirozené v rostlinach
nachazi mnohem vice. Tyto ale prozatim unikaji nasi pozornosti, protoze se pravdépodobné

vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich (v fadech ng.gt).

2.1.2 Struktura giberelini
Gibereliny jsou povazovany z chemického hlediska za cyklické diterpenoidni karboxylové
kyseliny, které lze délit na dvé podskupiny (Obrazek 3), pficemz obsahlejsi 60 ¢lenna
skupina se vyznacuje pentacyklickou kostrou s 19 uhliky.? Cig-gibereliny se povazuji za
derivaty ent-20-norgiberelanu.'® Lisi se od sebe oxida¢nim stavem a jednd se o biologicky
aktivni latky, jejichz aktivita je podminéna ptitomnosti y-laktonového mtstku mezi C-4 a C-
10, hydroxylovou skupinou na C-3f a karboxylovou skupinou na C-6, ktera poskytuje vazbu

GID1 receptoru.?®

C19 skelet C20 skelet

Obrdazek 3. Zakladni skelety giberelinii
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Gibereliny jsou si obecn¢ strukturné velmi podobné, ¢asto je odliSuje pocet a umisténi
hydroxylovych skupin a ¢&asto byvaji piitomny jako glykosidy & glukosyl estery.®
Gibereliny se skladaji ze ¢tyt kruhd, ptficemz kruh A, B a C obsahuji Sest uhlikd a kruh D
pouze 5. Mnozstvi a umisténi hydroxy skupin ¢i dvojnych vazeb vyrazné ovliviiuje aktivitu
giberelind, napiiklad degradaci laktonového kruhu nebo hydroxylaci na C-2f dojde ke ztraté

aktivity hormonu. >1931

Ke druhé skupiné giberelini se fadi Cao-gibereliny, které obsahuji vSech 20 uhlika
mateiské struktury ent-giberelanu a maji dvojnou vazbu pouze na D kruhu®*® a hydroxylové
skupiny na C2, C3 anebo C13 atomech uhliku. Jejich karboxylové skupiny se nachazeji
v pozici na C-7 a C-18. Rozdily ve struktuie jsou také dany mistem vyskytu giberelinu.
Pokud jsou gibereliny biosyntetizovany v mikroorganismech, pak maji C13 hydroxylovou

funk¢ni skupinu. Naopak gibereliny vyskytujici se ve vyssich rostlinach tyto nemaji.

2.1.3 Funkce a praktické vyuZziti
Gibereliny patii k nepostradatelnym molekuldm v rostlinnych procesech, protoze diky nim
rostliny dokazi celit stresovym podminkdm a zajistit Si tak podminky pro svij optimalni
vyvoj. Biologicky aktivni gibereliny interaguji pii t€chto procesech s receptorem, ktery ma
vysokou specifickou afinitu vii¢i témto molekulam. Nasledny pienos signalu do buiiky, ktery
je iniciovan touto interakci, je pak nékolika krokovym procesem, a je fizen nékolika

signalnimi drdhami giberelint.'®

Dtive byly gibereliny povaZzovany za stimulanty auxinil, avSak dnes je jasné, ze dokaZou
existovat a fungovat jako samostatné rostlinné hormony, které pouze interaguji s auxiny ¢i
jinymi fytohormony. Rozdil mezi gibereliny a auxiny je zna¢ny. Gibereliny se ¢asto podile;ji
napiiklad na kli¢eni semen vysSich rostlin, kli¢eni spor kapradin nebo na obnoveni ristu
geneticky zakrnélych rostlin, avSak auxiny s témito déji nemaji nic spolecného. U nekterych
rostlin trpasli¢iho vzriistu je dokonce zakrsly rlist podminén nizkou hladinou giberelint nebo
jim podobnych latek v buiice.>? Na molekularni Girovni se projevuje piisobeni giberelinii tak,
7e tidi syntézu proteinti, RNA a membranovych fosfolipidi.

Primarné lze zatadit gibereliny mezi hormony, které prodluzuji buniky a zptisobuji tak
giberelinu také dochazi ke kliceni a velké produkci enzymu, zejména a-amylaz, napf. i
pfesto, ze béhem kliceni zrovna semena nemaji optimalni podminky pro nasledny rist.
Aktivita giberelini se v neposledni fad¢€ projevuje pfi ristu a funkei kvétt, kdy dokaze

vyvolat dvoudomost kvéti, ale také p¥i vyvoji plodt.?°
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Diky vSem témto vyjmenovanym ucinkim se gibereliny hojné aplikuji hlavné
v zemédélském primyslu k dosazeni vétSiho vynosu plodin nebo v potravindiském
prumyslu napiiklad k zabranéni starnuti plodii. Konkrétné pak napiiklad pii aplikaci
giberelind na rostliny révy vinné, kdy dochazi k potlaceni rustu plodi a vzniku pecek; nebo
k zabranéni svrasténi kary u citrusa ¢i jablek. Piidani giberelinu Az ke sladovému jeémeni
se pak vyuziva i v pivovarnictvi, kde zptuisobuje urychleni nakladné vyroby sladu pii vyrobé

piva.?°

2.2 Giberelinovy receptor
K tomu, aby se mohla projevit aktivita giberelinti v rostling, je potfeba specifickych
receptorti giberelind, které jsou umistény v plazmatické membrané buiiky.3* JelikoZ jsou
gibereliny latky hydrofobniho charakteru, mohou také pasivné difundovat pfes membranu
bunky. Pravé tento fakt vedl ke hledani GA receptoru, ktery by splitoval podminku
reverzibilni reakce s GA a specifické vazby s biologicky aktivnim GA. Pomoci nékolika
biochemickych procest byl identifikovan prvni takovy receptor, rozpustny protein
Z ryzovych listd, dalsi byl nalezen v rostling &eledi bobovitych, vigné hranaté.>* Receptor
vykazuje specifickou afinitu vyhradné k bioaktivnim giberelinim prostfednictvim zatim
neidentifikovaného genu, ktery je lokalizovéan v jadfe buiiky.31® Strukturné se tento receptor
nazyvany Gibberellin Insensitive Dwarfl (GID1 receptor) téméi shoduje s karboxyl
esterazami a postupné zjiStujeme, ze prochazi evolu¢nimi zménami. GID1 se totiZ vyvinul
v dobé¢, kdy doslo k vy¢lenéni cévnatych rostlin ze skupiny mechii a kapradin, ale dnes je jiz
znamy novy citlivéj§i receptor GID typu B, ktery indukuje rust rostliny za velmi
nepiiznivych podminek. Dulezitou ale jednoduchou biochemickou reakci se diky
giberelinim v GID 1 generuje vazebny (receptor) pro piisednuti DELLA proteinu.*® Pro
interakci s gibereliny je velmi dulezita konformace GID1 a nasledné jeho vnitini struktura
zejména pak usporadani aminokyselin v ném. Jejich pfitomnost a ptivod jsou determinujici

pro funkci GID1.*®

2.2.1 DELLA proteiny a jejich vztah ke giberelinim
DELLA proteiny se pfimo ucastni negativni signalizace giberelinli, protoze funguji jako
jejich represory.® Toto pozorovani bylo potvrzeno i diky kvasinkovému dvouhybridnimu
experimentu, ktery je zaloZen na skuteCnosti, ze GID1 se sekvenéné podoba lipazdm
citlivym na hormony. Diky tomuto experimentu byla nejen dok4dzéna samotna souvislost
giberelinového receptoru s DELLA proteiny, ale také mira interakce jednotlivych giberelint,

kdy se nejsilnéjsi ucinek prokazal u GAs, a pii vyssSich koncentracich pak pisobily i GA1 a
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GAs. Pocet DELLA proteint se u raznych rostlin 1i$i, u Arapidopsis se jich vyskytuje pét
(RGL1, RGL2, RGL3, RGA, GAlI), zatimco u ryze pouze jeden (SLR1). DELLA proteiny
obsahuji n¢kolik domén, jejichz aktivita (interakce se substraty) ovlivituje vazbu receptoru
na protein. Pii deaktivaci hlavnich DELLA a TVHYNP domén dochazi k Gplnému pieruseni
interakce protein-receptor. Pii naruSeni C-koncové oblasti a oblasti zipu Leu byla sila vazby
signifikantn¢ sniZena, a v ptipad¢ delece oblasti bohaté na serin a treonin ¢i SPACE oblasti
nedoslo k zddnym zménam vazby receptor-protein.*® Funkce DELLA proteini spocivéa
mimo jiné Vv regulaci transkripce protoze utlumuje expresi nékterych geni nezbytnych
k biosyntéze giberelinti (via interakce s N-koncovou doménou DELLA proteini — zejména
pak RGA a GAI). Gibereliny dokazou tyto proteiny inaktivovat pomoci pozitivniho
regulatoru signalizace GA, ktery se nazyva SLEEPY1 (SLY1) protein a obsahuje dulezity
komponent F-box. F-box je identifikovan pomoci DELLA domén a je soucasti komplexu
ubikvitin — proteazy jez po interakci s DELLA proteinem zprostiedkuje jeji degradaci. Jako
disledek interakce giberelini s DELLA proteinem se také ukazalo, ze inaktivace DELLA
proteina vede k lepsimu vyvoji kvétd semennych rostlin. Stale pak také dochazi k ovlivnéni

plodnosti ty¢inek & procesu ristu.?

Rustoveé

DELLA == - = €—— Degradace
* odpovédi
GID1 DELLA ?SCF T
Biosyntéza \ GA : -~ ! Wbub), e
"¢ >\ Gib1 \ GID1
Deaktivace

Obr.4 Vztah receptoru giberelinii GID1 a DELLA proteinii (pievzato a upraveno z*°)
GA — giberelin; GID1 — giberelinovy receptor Gibberellin Insensitive Dwarfl;
DELLA protein — represor giberelinii (zkratka vyjadiuje zastoupeni jednotlivych aminokyselin D — kyselina
asparagovd, E — kyselina glutamova, L — leucin, L — leucin, A — alanin); SCF — komplex E3 ubikvitin ligasy

(Skp1-cullin 1-F-box komplex); ub — ubikvitinace
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2.3 ldentifikace a analyza giberelint
Analyza giberelini a vibec jejich identifikace casto neni vibec jednoducha, jelikoz
mnozstvi hormont v rostlinnych tkanich byva velmi malé. Neni tomu jinak ani u giberelintl,
které se vyskytuji v koncentracich fadové ng.g? &erstvé hmoty. V dne$ni dobé je jiz
charakterizovano 136 endogennich giberelinl, které byly analyzovany bud’ v rostlinach,
anebo v mikroorganismech a houbach.'® Struktury prvnich z téchto sloucenin byly uréeny
s pomoci rentgenovych krystalografickych technik. Avsak tato metoda potiebuje vypéstovat
monokrystal pro analyzu, coz implikuje mit k dispozici znaéné mnozstvi ¢isté latky. Z tohoto
divodu pak struktura vétsiny ze 136 giberelinti byla uréena na zakladé NMR spektroskopie,
anebo na zaklad¢ porovnani cilené pfipravenych latek s detekovanymi GC/MS anebo
HPLC/MS chromatogramy.?® Daéle pak sta¢i mit k dispozici databazi spekter a nasledné
porovnavat naméfena GC-MS respektive UPLC-MS/MS chromatogramy a MS/MS spektra
a identifikovat znamé latky na zaklad¢ reten¢niho ¢asu a MS/MS fragmentace. Zejména pak
vyuziti UPLC/MS metod v dne$ni dobé umoznuje S vysokou citlivosti a také rychlosti

poskytovat informace jak o struktuie hormontl, tak o jejich uloze v rostlinném organismu.?®

2.4 Vztah mezi strukturou a biologickymi ucinky giberelint
Jak bylo jiz dfive zminéno, ne vSechny gibereliny jsou bioaktivnimi latkami a mezi ty aktivni
se fadi hlavné GA1, As, Az a GA7.3! Dosud nebylo s uplnou uréitosti potvrzeno mnoho
giberelinu s protinadorovou aktivitou, avsak nejvétsi pozornost je v tomto ohledu vénovana
zejména GAgz a jejim derivatim. Bioaktivita souvisici se strukturou téchto latek je predevsim
spojena s pentacyklickym D kruhem. Bylo zjisténo, Ze dtlezitou roli hraje umisténi keto
skupiny na A nebo D kruhu, ktera se vsak piirozen¢ na giberelinech nevyskytuje a musi tak

byt na D kruh experimentalné ptidana.®’

VétSina derivati giberelint tedy v 16€be nadorti nefunguje, avSak byl nalezen jeden, jehoz
hodnoty cytotoxicity jsou velmi pfiznivé (Obrazek 5). Jedna se o methylester 13-chlor-3,15-
dioxygiberelinové kyseliny (GA-13315) jehoz antiproliferacni aktivita se projevila u
riznych druhti tumort. Nejvyznamnéjsi ucinek byl zaznamenan u nadorovych bunék

rakoviny plic (typ A549).38

17



COzMe
GA-13315

Obrazek 5. GA-13315. Nejaktivnéjsi dosud publikovany derivat GAs S antiproliferacnimi ucinky u vybranych

rakovinotvornych bunék

V protinadorové a protizanétlivé 1é¢bé dosahuji mnohem lepsich vysledkti prekurzory
giberelini — ent-kaureny, a to napiiklad ericalycin B a oridonin, které obsahuji shodné
a,B-nenasycené ketony D kruhu. Pravé t€mito strukturami byla inspirovana syntéza novych
derivati giberelind, kde by mohly tyto keto skupiny hrat vyznamnou roli ve smyslu

ovlivnéni latky natolik, aby byla toxicka pro nadorové butiky organismu.*’

V souvislosti s protizanétlivou aktivitou jsou také GAs spojovany s rostlinou Aloe vera,
jelikoz byl potvrzen pozitivni Géinek GAs v kombinaci s vytazky Aloe vera v Zelatiné na

uméle vyvolany zanét u diabetickych mysi.>°

2.5 Biosyntéza giberelina
Biosyntéza giberelinli byla popsana jako sled reakci vedoucich k syntéze at’ uz aktivnich
giberelint ¢i jejich prekurzort, resp. katabolitd. Klicovym mistem vyzkumu biosyntézy se
stala houba Gibberella fujikuroi, ze které se fermentaci ziskdva GAs a obsahuje tedy
gibereliny v relativné vysokych koncentracich.m*? Dobfe fungujici biosyntéza GAs je
zodpovédna za normalni vyvoj vyssich rostlin, je tedy nezbytnou a zaroven velmi slozitou

reakci a soucasti Zivotniho cyklu rostlin.

Ke vzniku koncovych biologicky aktivnich giberelin dochazi ve vyssich rostlinach
Vv cytoplazmé a tato biosyntéza probihd v nékolika krocich, pficemz nejdiive musi dojit
k vytvofeni pocateéni struktury, ze které jsou odvozeny gibereliny — ent-kaurenu. Syntéza
ent-kaurenu probiha prostfednictvim prekurzoru vSech diterpenli, geranylgeranyl
pyrofosfatu (GGPP) vznikajiciho z kyseliny mevalonové, V protoplastidech. Nasledné
dochazi k postupné oxidaci ent-kaurenu za pfitomnosti mnoha riznych enzymi a produktem
této reakce je GA1z-aldehyd. Identifikace t€chto meziprodukt biosyntézy pomoci metody
GC-MS dokazala ptritomnost GAiz-aldehydu v extraktech zralych semen rostliny Pisum

sativum a bylo zjisténo, ze v dal§im a zaroven v poslednim kroku biosyntézy se metabolizuje
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GAzr-aldehyd na GA12 a dochazi tak nasledné ke vzniku aktivnich giberelina ¢i jejich

meziproduktt.11?

2.5.1 Prubéh biosyntézy
Prvnim krokem biosyntézy je vznik zakladniho meziproduktu giberelinti — ent-kaurenu, jenz
je biosyntetizovan z GGPP v proplastidech za ucasti enzymu ent-kaurensyntazy (KS) a
kopalyldifosfat syntazy (CPS). V piipadé GGPP se jedna o latku, jez je ziskana z kyseliny
mevalonové, a ktera je jak prekurzorem Czo GAs, tak 1 karotenoidl a je soucasti zeleného
barviva rostlin chlorofylu.** Reakce probiha hlavné v chloroplastech semen p3enice a
leukoplastech endospermu dyn&*! jako kaskadova cyklizace geranylgeranylpyrofosfatu
(GGPP), v némz nejdiive dojde k prvni cyklizaci GGPP (A-aktivité) na bicyklicky diterpen
(CDP) a nasledn¢ k druhému, aplnému zacykleni GGPP (B-aktivité) na ent-kauren, pfi¢emz

vhodnymi podminkami pro priibéh reakce je piitomnost Mg?* ionti (Schéma 1).

Ve druhém kroku biosyntézy, kterd se d4 povaZovat za univerzalni pro vSechny druhy
rostlin, dochazi k oxidaci ent-kaurenu na ent-kaurenol a nasledné na ent-kaurenal pomoci
enzymli monooxiddz obsahujicich cytochrom P450. Z ent-kaurenalu poté vznikd ent-
kaurenova kyselina, ktera reaguje dvéma zpusoby, a to bud’ na ent-dikaurenovou kyselinu
nebo na ent-7a-hydroxykaurenovou kyselinu. Obé tyto latky reaguji dale za vzniku nékolika
produktt, které ale nejsou soucasti dalsi biosyntézy giberelinil a nepodileji se tak na jejich
ptimé ptiprave. Dulezita je ale pravé ent-6a,7a-kaurenova kyselina, jejiz transformace vede
k vytvofeni GAze-aldehydu jako hlavniho intermediatu vedouciho ke vzniku

plnohodnotného giberelinu.

o o
< ent-Ta- 3
GAsp-Aldehyd hydroxykaurenova ~€——— ent—k’f\urenova
KAO kyselina KAO kyselina

Schéma 1. Biosyntéza giberelinu A1

19




Posledni ¢ast biosyntézy je charakteristicka mnoha oxida¢nimi reakcemi ménicimi GA12-
aldehyd na kone¢nou strukturu giberelinu, kdy se nejprve Cr-aldehyd GAz»-aldehydu
preménuje na karboxylovou skupinu a vznika tak dikarboxylova kyselina. Z Czo-aldehydu
dihydroxykyseliny dochazi k oxidaci nejprve na hydroxy kyselinu a poté zpét na Coo-
aldehyd GAz12, ktery je pieveden na koneény giberelin nebo také na trikarboxylovou
kyselinu.*? Za zakladni prekurzor giberelini je tedy povazovan GAiz, jehoz C-20 je
oxidovén a vznikaji konecné struktury giberelinti. Druhou moznosti je hydroxylace C-13 u
GA\12, pticemz dochazi ke vzniku GAsz, ktery je postupnymi kroky také dale pifeménovan na
aktivni &i neaktivni formy giberelint.*® Jak jiz bylo zminéno, GA12 a GAss jsou dilleZitymi
intermediaty vzniku bioaktivnich forem giberelinli. Cesta vedouci k vytvofeni novych
aktivnich latek je zalozena na ptsobeni n¢kolika enzymt fadicich se do skupiny oxidaz. Za
klicovy enzym lze povazovat GA-20-oxidasu (GA 20-ox), jehoz hlavnim ukolem je
vytvoteni C19-GAs vyjmutim C 20 z kostry C20-GAs.3® Pravé s timto krokem dale souvisi
dalezity meznik pro vznik bioaktivnich GA, a to zformovani 19-10-y-laktonového mustku
typického pro Cio-GA. K vytvofeni mustku jsou vyuzity kysliky z C 19 hydroxylové
skupiny.®

GAy

Schéma 2. Biosyntéza biologicky aktivnich giberelinii z GAy,

2.5.2 Enzymy biosyntézy
Celd biosyntéza je provazena plusobenim mnoha dualezitych enzymdu, které katalyzuji

jednotlivé kroky syntézy a ziskany byly vétsinou z extraktii houby Gibberella fujikuroi®®

nebo zendospermu dyné Cucurbita maxima.** V minulosti dochazelo k dastym
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nesrovnalostem kvuli pojmenovani jednotlivych enzymdi, avSak dnes se nomenklatura
shoduje na jednotnych nazvech. Mezi primarné pisobici enzymy biosyntézy lze zatadit ent-
CPP syntazu (CPS syntaza) a ent-kauren syntazu, které se ucastni kaskadové cyklizace
GGPP vedouci ke vzniku ent-kaurenu. Ent-kauren syntdza je povazovana za jeden z hlavnich
biosyntetickych enzymi a ke svému plisobeni potiebuje pfitomnost nékolika riznych iontd,
napiiklad Mn?*, Mg?* &i Co?* 8182045 1 okalizace tohoto enzymu miiZe byt ve stromatu a pfi
syntéze ent-kaurenu mize vykazovat slabou interakci s membranami plastidd, avSak tato

tvrzeni zatim nejsou s uplnou piesnosti dolozena.*®

V dalsim kroku oxidace ent-kaurenu na vysledny GA12 je katalyzovana pomoci skupiny
enzymul monooxidaz, které aktualn¢ jest¢ nejsou upln¢ probadany, ale je jasné, ze obsahuji
cytochrom P450 a jejich aktivita zavisi na piitomnosti kysliku a NADPH.*® Monooxidazy
zpusobuji béhem biosyntézy pifeménu jednoho z nékolika metabolitt GA na rtzné

intermediaty, coz je zpusobeno nizkou substratovou specifitou téchto enzymu.

K dal§im enzymim ucastnicim se biosyntézy GA lze zatfadit dioxygendzy, které
katalyzuji cestu vzniku aktivniho giberelinu z GArz-aldehydu a vyzaduji ptitomnost 2-
oxoglutaratu jako kofaktoru. Kazdy takovy enzym patiici k dioxygendzam zptisobuje
preménu urcité funkéni skupiny umisténé na molekule giberelinu. K reakci na karboxylovou
skupinu z aldehydu dochazi diky enzymu 7-oxidasa, ktery pusobi na C-7 GAzz-aldehydu.
Hydroxylace na C-12 a C-13 se tcastni enzym 12a-hydroxylasa zavisla na ptitomnosti Fe**
iontd a 13-hydroxylasa zavisla na 2-oxoglutaratu, ktera mtize v kazdé jednotlivé tkani nebo
v kazdém jednom giberelinu puisobit trochu odlisnym zplsobem a dokonce mize v urcitych
reakcich vystupovat jako monooxidasa a Vv jinych jako dioxygenasa. Postupnou klicovou
oxidaci C-20 a nasledného vzniku zakladni kostry aktivnich GAig zajistuje enzym 20-
oxidasa, pti¢emz se opé€t jedna o enzym zavisly na piitomnosti 2-oxoglutaratu a byl izolovan
z velké Casti z tkani P.sativum. Plisobeni tohoto enzymu je dosti riznorodé a je ozna¢ovan
za multifunkéni enzym, ktery dokaze katalyzovat jak vznik GA1o, tak i trikarboxylovych
kyselin GA17 a GAzs, piicemz cesta katalyzy se v obou piipadech lisi. 2B-hydrolasy a 3f-
hydrolasy jsou enzymy opét vyznamnymi ale piisobicimi protichtidng, jelikoz 23-hydrolasy
zpusobuji prechod aktivnich GAs na neaktivni formu, ale 3-hydrolasy se stejné jako 20-

oxidasa t¢astni premény C2o na C19.3

2.5.3 Deaktivace biosyntézy
KaZzda rostlina ma mozZnost regulovat mnozstvi rostlinnych hormont ve svych tkanich a
ovlivitovat tak dle potieby své Zivotni funkce nebo odpovédi na urcity druh stresu na ni

pusobici. To poskytuje rostliné velkou vyhodu a diky této vysadé mtze byt také snizovana
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hladina bioaktivnich giberelini v rostlinach, ¢i je 1ze dokonce Gplné deaktivovat. Takovou
inaktivaci giberelint fidi ve velké mife velka skupina enzymi nazyvajicich se GA-2-
oxidasy, které se dale déli na dvé podskupiny enzymii podle druhy latky, na kterou uéinkuji.
Na GAzo a GAug tedy plisobi odlisné druhy enzymu skupiny GA-20x.'® Za hlavni reakci
deaktivace je povazovéana 2B-hydroxylace zprostiedkovanad pravé pomoci GA-20X, avSak
nedavné studie potvrdily dalSi moznost deaktivace, v niz hraje hlavni roli dal§i enzym
nesouci oznaceni CYP714D1/EUI patiici do skupiny enzymid S cytochromem P450.
V rostliné méa za kol u¢inkovat hlavné v hornich internodiich, kde epoxiduje dvojnou vazbu
mezi uhliky C16-C17 giberelint bez 13-hydroxy skupiny. Epoxidovany giberelin mtze byt
dale hydratovan za vzniku dihydroxy-dihydro giberelinu a produktu této reakce. Tento
derivat se ted’ stal dilezitym bodem vyzkumu deaktivace, jelikoz bylo zjisténo, Ze mutantni
rostliny obsahujici enzymy CYP714D1/EUI vykazuji vysoké hladiny dihydroxydihydro
giberelint. Tato skute¢nost dokazuje ptimou Gc¢ast enzymu ze skupiny cytochromu P450 na
deaktivaci giberelinii.®! Dal§im zptsobem deaktivace giberelinii, kde hraje roli hydroxylova
skupina nebo 7-karboxylova skupina, je jejich pfeména na konjugaty, pii¢emz nejcastéjsim
produktem této reakce byva glukosa a jeji estery. Zatimco vznik konjugati a 23-hydroxylace
probihaji za téelem snizeni hladiny giberelini v organismu, u G.fujirukoi tento proces
neprobiha, jelikoz bioaktivni GA jsou zadouci kvili podpoife rustu Vramci napadené

hostitelské rostliny a ziskavani zivin z ni.*’

2.6 Chemicka syntéza giberelini — konverze Cig a C20-GAS
V historii giberelinti se pokusila fada védct izolovat a nasledné i syntetizovat gibereliny ve
svych laboratofich. Hodné znich se zabyvalo totalni syntézou giberelind, pfedevs§im
kyseliny giberelové. Prikopniky této syntézy se nejdiive stal E. J. Corey (Nobelova cena za
chemii 1990) nasledovany v tésném zavésu Lewis N. Manderem. Po Gispésné totalni syntéze
giberelinu vSak bylo dale za cil synteticky pfipravit z GAs i ostatni gibereliny pomoci
konverze.®?8 Pomoci syntetickych postupt tak lze pfipravit z vybranych Czo-GA jiz znamé
C19-GA. C20-GA se tedy vyznacuji tiplnou strukturou o 20 uhlicich, zatimco C19-GAS maji

0 C20 uhlik méné a v jejich molekule se objevuje laktonovy miistek mezi C4 a C10.%

2.6.1 Konverze Cig na C20-GAS
K vyrobé aziskani C-GA z C19-GA je zapotiebi takového prekurzoru, ktery je
Vv dostatecném mnozstvi dostupny ve volné piirod€, pficemz nejCastéji vyuzivanym a
levnym giberelinem — prekurzorem s 19 C je kyselina giberelova obsazena v houbé

Gibberella fujikuroi. Vyhodou ve struktuie tohoto giberelinu je 13-hydroxylova skupina
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GAzs, ktera poskytuje tak zddouci konverzi na cilové latky. K dosazeni pozadované struktury
je predevsim v prvnim kroku zapotiebi dosazeni substituentu do polohy C10 u GAs. Dalsi
kroky konverze se u jednotlivych skupin giberelinii li$i, a to predev§im v zavislosti na poloze

a poétu jejich hydroxy substituentl lezicich na C2, C12, C13 nebo C15.%’

2.6.2 Konverze Cz na Ci9-GAs
Provést konverzi Co na C19-GAs je mozné hlavné z diivodu, ze vétSina Coo-GAs se vyskytuji
Vv ptirod¢ jako prekurzory C19-GAs. Chemickou konverzi tedy 1ze dosahnout ziskani struktur
s 19 C, kdy u jednoho z dnes uz vice znamych postupti se jako vychozi latky pouzivaji ent-
giberelan-19,20-dioové kyseliny. V této chemické konverzi bylo vyuzito toho, ze giberelan-
19,20-dioové kyseliny podléhaji oxida¢ni dekarboxylaci olovénym tetraacetatem
v ptitomnosti DMF nebo methanolu za vzniku smési y- a é-laktont, kdy napiiklad u
konverze GA13 lze ve smési identifikovat znamy Cio-giberelin GAs, malé mnozstvi C3
ketonti a novy izomerni lakton, ktery vSak ani po preciSténi na Cisty vzorek nevykazuje

7adnou biologickou aktivitu.*®

2.7 Kyselina giberelova (GAs)
Za jednu ze zakladnich struktur vSech rostlinnych hormont giberelinii je povazovana
kyselina giberelova neboli giberelin Az (GA3). GAs patii mezi malou skupinu giberelind,
které vykazuji silnou biologickou aktivitu, a proto je ¢asto vyuzivana kvili vyraznému vlivu
na kveteni, dozravani semen ¢i celkovy vyvoj rostliny. Vysokd koncentrace kyseliny
giberelové je lokalizovana do ty¢inek kvétd a podili se tak na vyvoji kvétu, a to predevsim

saméiho, a na vyvoji stopek kvéti.*

Z chemického hlediska se jednd o slabou tetracyklickou diterpenoidni kyselinu se
sumarnim vzorcem C19H2206 obsahujici laktonovy mistek a dvé hydroxylové skupiny, ktera
je nestabilni v zdsadach a mineralnich kyselinach. GAgz lze identifikovat jako bilou opticky
aktivni krystalickou latku, jejiz bod tani se pohybuje v rozmezi 233-235°C. Kyselina
giberelova jako produkt houbového patogenu Gibberella fujirukoi zpasobujicim
onemocnéni ryze zvané bakanae, byla popsana v roce 1938 japonskymi védci Yabutou a

Hayashim a nejdfive nesla pojmenovani giberelin B, pozd¢ji uz giberelin A.

Struktura GAs vychazi z obecného vzorce vSech GAs a sklada se tedy ze ¢ty kruhti — A,

B, C a D. Na A kruhu se vyskytuje kromé dvojné vazby mezi C-1 a C-2 a methylové skupiny

I prvni ze zminénych dvou hydroxylovych skupin, pficemz prvni OH-skupina je ozna¢ovana

jako sekundarni a druhd jako terciarni a hydroxylova skupina kruhu A ma primarni
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postaveni, tudiZz pii oxidaci na keto skupinu reaguje jako prvni. Terciarni hydroxylova
skupina se stejné jako volna karboxylova skupina vaze na kruh B. Pro kruh A je také typicky
laktonovy mustek, pficemz obsazeny kyslik v laktonovém kruhu je v alylické pozici vici

dvojné vazbe.?®

Obrazek 6. struktura GAs

2.7.1 Biologické vlastnosti GAs a jeji priumyslové vyuziti
Ze vsech znamych giberelinli je GAs povazovéana za jeden z nejvice biologicky aktivnich
rostlinnych hormonti. Diky vysoké produkci této latky houbou Gibberella fujikuroi,
respektive jejim houbovym patogenem, pomoci fermentace mize byt GAsz izolovana a
aplikovana na rizné rostlinné druhy za ucelem pozorovani G¢inkd na tyto organismy.
Kyselina giberelova byva nejéastéji nanasena na rostlinné ¢asti pomoci spreje jako roztok
rozpu$téné GAz ve vode, dalsi moznosti je GAs v lanolinu. Po vystaveni G¢inkim GAs
rostliny nejCastéji reaguji zmeénami detekovatelnymi na jejich stonku, kde dochazi
k prodluzovani stonku, jeho tloustnuti ¢i k rozvoji internodii. Vyrazné zmény u dalSich casti
rostlin nejsou tak zfetelné jako u stonku, av§ak u n€kterych rostlin vyristaji rychleji kvéty a
v zavislosti na rychlém riistu stonku se zmensuji kofeny rostliny.> U GAs byl tak prokazan
vliv na aktivaci hydrolytickych enzymu v bunikach, zptisobuji rezistenci organismii proti
patogentim, dokazou i zpomalit zrani &i starnuti plod.>! Zajimavym pokusem je i vyuziti
smési GAsz s roztokem Ca?', kterd zptisobuje zvyseni vahy nékterych rostlinnych &asti,
zvySuje aktivitu chlorofylu a n&kterych hormon@ a obsah vody v rostling.®* Velkou roli
v experimentech na rostlinach ov§em hraje i koncentrace GA3z, u nékterych rostlinnych druhti
1ze pozorovat Uc€inky jiz pf1 malém mnozZstvi aplikované latky, u jinych nestaci ani vysoké
koncentrace k vyvolani jakychkoli zmén.>? Biologickou aktivitu GAs ovliviiuje i ro¢ni

obdobi, ve kterém je latka na rostlinu aplikovana.®!

Diky vsem poznatkim o biologické aktivit¢ GAs je hojné vyuzivana hlavné
v zemedélském primyslu, a to predevSim v rostlinné vyrobé, sladovnictvi a vinafstvi, za
ucelem zvyseni produkce plodin ale i jejich kvality. Investice do vyzkumu giberelinovych

pfipravkl a jejich vyroba je vSak velmi nakladnd, a proto se firmy snaZi snizovat jejich
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produkci. I pfesto se GAz vyskytuje v Zebiicku nejprodavanéjSich rostlinnych hormont

plsobicich na riist a rozvoj plodin a je produkovana v fadech mnoha desitek tun roéng.>

2.7.2 U¢inky GA:z na Zivodisné buiiky
V soucasné dobé je GAs nejvice vyuzivana K osetfovani rostlin diky dobfe prozkoumanym
vlastnostem, které podporuji vyvoj rostlin a jejich uréitych casti, avSak dosud nejsou
dostate¢né znamy ucinky GA3z na zivoc¢isny organismus. EXistuje ale i nékolik studii, které
se zabyvaji vlivem na lidské zdravi.>* V nékolika mélo provedenych experimentech byly
dokézany nebezpeéné toxické vlastnosti GAs pro organismus.>® Jeden z vyzkumii se zabyva
dopady na zdravi pti podavani GAs prostiednictvim stravy, kdy bylo dokazéano, ze dochazi
ke zhorSovani chronickych zanétl, které mohou vést dokonce az k tvorbé tumort, tudiz by
mélo byt kontrolovano mnozstvi hormonti pii aplikaci na potraviny. Komplikace jsou
piedev§im zplisobeny piitomnosti SP neuropeptidi® nachazejicich se v senzorickych

neuronech®®, které uvoliuji tumor faktory vedouci ke vzniku chronickych onemocnéni.

Jak bylo jiz difive zminéno, GAz dokaze paralelné uc¢inkovat s rostlinou Aloe vera.
Experiment s diabetickymi mysi vedl k zavéru, ze smés téchto latek dokéaze pii urcitych
koncentracich pusobit u zvifat proti zanétim, které u nich byly uméle vyvolany. Tento

poznatek pak miize znamenat i to, Ze ptivod obou latek se nemusi Gplné lisit.>’

K potvrzenym pozitivnim u¢inktim GAs se fadi i protinddorova aktivita tohoto hormonu
v piipadé, kdy je mutace zptisobena né¢jakym chemickym mutagenem. Tyto vlastnosti byly
dokazany na experimentu, kdy byl pouzity modelovy organismus Drosophila melanogaster
vystaven ucinkim alkyla¢niho ¢inidla a nasledné po aplikaci GA3z do organismu bylo mozné
sledovat, ze GA3 byla schopna redukovat pocet mutaci jako jsou delece chromozomi ¢i

rtizné druhy rekombinaci.>®

GAs je v posledni dobé hodné studovana za ucelem zjisténi jejich protinadorovych
ucinki, testovana byva i jeji cytotoxicita. V tomto ohledu se docela osvédcily komplexy GAs
s nékterymi vybranymi kovy jako jsou napfiklad platina, selen a zlato. K reakci s ionty
téchto kovii mohlo dojit diky jediné karboxylové skupiné GAs za urcitého pH a za vzniku
komplexu. Po testovani na vybranych mikroorganismech se objevila antimikrobialni aktivita
u komplexi s Au* a Se™, naopak pii testech na dvou nadorovych bunéénych linii se zjistila
relativné mal4 cytotoxicita u komplexti s Au®* a Pt?*, aviak ve srovnani s protinadorovymi
1é¢ivy je tato cytotoxicita stale vysokd. Nelze vSak vyloucit, ze dal§imi upravami komplexti

s GA3 miize byt dosazeno novych a snad i lepsich vysledki v 16¢bé nadori.*
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2.7.3 Bioaktivni derivaty giberelini

2.7.3.1 GA-13315
Synteticky pfipravenym derivatem GA3z S vysokou protinadorovou aktivitou, a naopak
nizkou cytotoxicitou je methylester 13-chlor-3,15-dioxy-giberelové kyseliny, jehoZ objev
muze vést k ziskani dalsiho u¢inného l1é¢iva zhoubnych nadort na farmaceutickém trhu. Jeho
vyhoda spociva v tom, ze v kratkém casovém useku nedochazi k rezistenci bunék proti GA-
13315, ba dokonce jsou k nému buiiky citlivéjsi a to jiz pii nizkych davkach této latky. Jak
bylo jiz diive zminéno v textu, protinddorova aktivita derivatu je podminéna hlavné
ptitomnosti o,B-nenasycenych ketont na A- a D-kruhu giberelinu, sloucenina dale obsahuje
chlor na C-13 uhliku misto hydroxylové skupiny, methyl na karboxyskupiné a byla pfidana
I dalsi ketoskupina na C-15. Novy derivat byl testovan na mnoha nadorovych bunéénych
liniich s velmi pfiznivymi vysledky, nejen co se tyce antiproliferacnich vlastnosti, ale bylo
zjisténo, ze GA-13315 ovliviuje i rust nadorq, tzv. angiogenezi. Angiogenni G¢inek je velice
patrny hlavné u nadorovych bunék lidského adenokarcinomu ozna¢ovanych A549, které

jsou odvozené od lidskych plicnich bungk.

2.7.3.2 Amidové derivaty GAs
Na dne$nim farmaceutickém trhu se Casto nachazeji 1é¢iva, ktera ve své struktufe obsahuji
amidovou vazbu. Ta se pouziva jak v primyslu, tak v medicinském odvétvi hlavné diky
jednoduchosti jejich piipravy.?® Proto byla amidova vazba vyuzita i k vyrobé novych
derivati GAs, které byly testovany na cytotoxicitu na riznych nddorovych bunéénych
liniich. Vétsi pozornost vSak byla vénovana naddorovym buiikdm rakoviny prostaty, kde sice
nebyla identifikovana jakakoli cytotoxicita, ovSem bylo zjiSt€no, Ze amidové derivaty
mohou mit vyznam v metabolismu cholesterolu bunék. Konkrétné€ doslo ke sniZeni absorpce

volného cholesterolu v buiikach a také acetylovaného lipoproteinu s nizkou hustotou.5!
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie
K syntéze vychozich latek a jednotlivych derivati a intermediati byly pouzity tyto
chemikalie:
1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en (DBU), 2,4-dimethoxybenzylalkohol, aceton, benzyl
bromid (BnBr), bromid =zine¢naty (ZnBry), Dess-Martinovo ¢inidlo (DMP),
dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH2PQOgs), dichlormethan (DCM), dimethylformamid
(DMF), dimethylsulfoxid (DMS), ethylacetat (EtOAc), hexan, hydrazin monochlorid
(NH2NH2.HC1), hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3), chlorid amonny (NH4Cl), chlorid
méd’naty (CuCly), chloroform (CHCIs), deuterovany chloroform (CDCls), K-selektrid,
kyselina chlorovodikova (HCI), kyselina octova (CH3COOH), methanol (MeOH),
methyljodid (Mel), nasycené roztoky NaCl, petrolether (PE), siran hofe¢naty (MgSOs), siran
sodny (Na2SOa), terc-butylalkohol (t-BuOH), tetrahydridoboritan sodny (NaBHa4),
tetrahydrofuran (THF), trichloracetonitril (CCI3CN), trichloro-2,4-MeOphenylacetimidat,
uhli¢itan draselny (K2CO3), uhli¢itan sodny (Na2COs).

3.1.1 Pouzity material
Biologické testy byly provedeny na nenadorovych bunécnych liniich sitnicového
pigmentového epitelu RPE-1 a nddorovych bunéénych liniich karcinomu prsu MCF-7. Déle

byly latky testovany na hlistovi Caenorhabditis elegans a na GAs- a GAs-oxidasach.

3.1.2 Pouzité metody
Cela experimentalni ¢ast bakalaiské prace byla zpracovana pomoci nize uvedenych metod.
Syntetické metody byly provadény v aparaturach Zihanych plamenem pod inertni
atmosférou (argon) dle standartnich postupli. Pribéznd kontrola reakci byla provadéna
pomoci tenkovrstevné chromatografie (TLC), kde stacionarni fazi zastupovala hlinikova
desticka prekryta vrstvou sorbentu, v tomto ptipadé silikagelem. Jednotlivé slouceniny byly
nasledné zviditelnény pomoci UV lampy pii 254 nm a pomoci vizualizacnich roztokt
manganistanu draselného (KMnOs) nebo Hannesianova roztoku. Nékteré z pozadovanych
latek byly ze smési oddélovany pomoci metody extrakce kapalina-kapalina, kde analyzovana

latka piesla do organické faze a byly filtrovany pres Celit®.

Nasledné byly produkty zbavovany necistot na chromatografické kolon¢ (CC) za pouziti
silikagelu a vhodné mobilni faze. Tou byla smés rozpoustédel v urcitych pomérech,
nejcastéji DCM:EtOAc, DCM:MeOH anebo EtOAc:hexan. Frakce s finalnimi produkty
byly jimény do zkumavek o objemu 20 ml, nasledn¢ byly pievedeny do jedné banky a
produkty byly odpafeny na rotacni vakuové odparce (RVO).
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Spektra hmotnostni spektrometrie syntetizovanych latek byla métena 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 mraven¢nan amony (HCOONH.)
upraveny na pH 4,0. Rozpoustédlo B obsahovalo methanol a pritok 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 ESI. Napéti bylo nastaveno na 15 V, iontovy
zdroj byl zahfan na 120 °C a méfeni bylo provadéno v pozitivnim (ESI") a negativnim modu
(ESI). 'H NMR a *C NMR spektra byla méfena na piistroji JEOL 500 INM-ECA pracujici
pfi frekvenci 500 MHz (*H) a 125 MHz (*3C) v rozpoustédlech CDCl3 nebo CD3COCD3 pfi
laboratorni teploté. Chemické posuny (8, ppm) a §tépici konstanty (Hz) *H NMR spekter
jsou uvedeny standardnim zptisobem vzhledem ke zbyvajicimu CHCI3z pfitomnému v CDCl3
(6H = 7,27 ppm) a prostiednimu signalu v CHD2C(O) CDs ptitomném v acetonu-de (6H =
2,05 ppm).23C NMR chemické posuny (3, ppm) jsou uvadény vzhledem k CDCl3 (8C =
77,23 ppm, prostfedni signal) a CD3C(O)CD3z (6C = 29,84 ppm, prostiedni 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 pfistroji
B-540 Biichi (Svycarsko). Veskeré latky byly vazeny za pomoci analytickych vah znacky
Radwag AS 220.R2. K zahuStovani latek byly vyuzity vakuové rota¢ni odparky (RVO) I-
300 (Biichi, Svycarsko).

3.1.3 Priprava vizualiza¢nich roztokii pro TLC analyzu

e Hannesianiv vizualizaéni roztok — rozpusténim 12 g kyseliny fosfomolybdenové
v 250 ml ethanolu vznikl Hannesiantv roztok.

e Roztok KMnOs—rozpusténim 9 g KMnO4 a 20 g K2COz v 150 ml 10 % NaOH vznikl
zasadity roztok KMnOa.
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3.2 Priprava methylesteru kyseliny giberelové

COsMe
1 2

V acetonu (1000 ml, 0.14 M) byla rozpusténa latka 1 a smés byla michana po dobu 5 minut.
Nasledné byl ke smési ptidan KoCOz (29.9 g, 216 mmol, 1.5 ekviv). Po 5-ti minutach
michani byl postupné do reakéni smési dodan Mel (10.8 ml, 173 mmol, 1.2 ekviv) a michani
pokracovalo dal$ich 7 dni. Po této dobé byla reakce ukoncena ptidanim H>O (400 ml) a
nasledné 1 EtOAc (500 ml). Vzniklad smés byla promyta pomoci nasyceného roztoku NaCl
(3 x 200 ml). Organicka vrstva byla vysuSena nad bezvodym Na>SOa, produkt byl zfiltrovan
a zahustén na RVO. Zbyvajici vodna faze byla extrahovana pomoci EtOAc (3 x 500 ml) a
spojené organické extrakty byly promyty pomoci nasycené¢ho roztoku NaCl (200 ml) a
nasledné suSeny nad NaxSOas. Surovy produkt byl zfiltrovan, odpafen na RVO a nasledné

precistén pomoci kolonové chromatografie (SiO2, aceton:hexan = 2:3) a poskytl finalni
produkt 2 (111.76 g, 70 %).

B.t. = 195-196,5 °C
ad* =+53,2° (¢ = 1,62; CH3z0H)

IH NMR (500 MHz, CHLOROFORM-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)

13C 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 (ESIY), m/z (%): 378 [M+NH4]*, 399 [M+K]"; R.t. = 14.06 min.

3.2.1 Priprava vychozi latky pro zavedeni chranici skupiny na GAs

N NH
HO/D\ Il DBU J\ﬂCI
o o~ " oo GG /@\/O a©
Ci 0°C 0 0
2 3 RT 4

DBU (0.905 g, 5.95 mmol, 0.4 ekviv) byla ptidana do roztoku latky 2 (10 g, 59.5 mmol, 1.0
ekviv) rozpusténé v CH2Cl2 (200 ml, 0,3 M) a byla michana za RT. Smés byla po 15-ti
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minutach ochlazena na 0°C a po 5-ti minutach byla ptidana 3 (7.15 ml, 71.3 mmol, 1.2
ekviv). Vysledna reakéni smés byla ponechana se ohfat na RT a byla michana ptes noc.
Smés béhem doby michani zménila svou barvu ze svétlé barvy na tmavou. Vysledny roztok
byl odpafen na RVO a byl ziskan surovy produkt. Ten byl nasledné pteciStén pomoci
kolonové chromatografie (SiO2; PE:EtOAc = 2:1) a poskytl latku 4 (20 g, 100 %) ve formé

tmavé olejovité kapaliny.

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 3.82 (s, 6H), 5.31 (s, 2H), 6.48 (s, 1H), 6.49
(dd,J=8.2,2.3Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.25 (s, 1H, minor NH), 8.33 (s, 1H, major
NH).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 55.6, 55.6, 55.6, 55.6, 55.7, 66.8, 91.8, 98.6,
98.7,104.1, 104.2, 116.5, 130.6, 130.7, 130.8, 130.9, 159.0, 161.4, 163.0.

3.3 Priprava findlnich derivati

3.3.1 Chranéni karboxylové skupiny Kkyseliny giberelové
2,4-dimethoxybenzyl (1S,2S,4aR,4bR,7S,9aS,10S,10aR)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-
methylene-13-ox0-1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-decahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-
methanobenzo[a]azulene-10-carboxylate

CH,Cl,
RT/24 hod

Latka 4 (14 g, 44.8 mmol, 1.1 ekviv) byla rozpusténa za RT v CH2Cl> (165 mL, 0.25 M) a
nasledné byla pfidana GAs (14.1 g, 40.7 mmol, 1.0 ekviv). Tato smés byla michana pfi
laboratorni teploté 24 hodin. Surovy produkt byl odpafen na RVO a nasledné ¢istén pomoci
kolonové chromatografie (SiO2, DCM:EtOAc = 9:1->4:1->2:1->1:2). Jako finalni produkt
byla izolovana latka 5 (6.6 g, 33 %) v podobé¢ bilé krystalické latky.

Bil4 krystalicka latka
B.t. =188,7-191,2 °C
op?l® = 28.4 (c = 1.21, aceton)

IH NMR (400 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.22 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.45 (dd, J = 5.3, 2.3

Hz, 1H), 6.44 (s, 1H), 6.31 (dd, J = 9.2, 0.9 Hz, 1H), 5.89 (dd, J = 9.3, 3.7 Hz, 1H), 5.24 (dd,

J=2.6,2.1Hz, 1H), 5.14 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 5.09 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 4.91 (t, J = 2.1 Hz,
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1H), 4.18 — 4.11 (m, 1H), 3.81 (d, J = 0.9 Hz, 3H), 3.79 (d, J = 0.8 Hz, 3H), 3.20 (d, J = 10.8
Hz, 1H), 2.78 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 2.23 — 2.10 (m, 2H), 2.07 — 2.02 (m, 1H), 1.98 (dd, J =
10.9, 2.4 Hz, 1H), 1.92 — 1.61 (m, 5H), 1.23 (s, 3H)

13C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) § (ppm): 178.69, 172.34, 161.75, 159.21, 157.48,
132.96, 132.67, 132.02, 116.06, 107.32, 104.01, 98.61, 90.51, 78.28, 69.94, 63.04, 55.57,
53.58, 52.85, 51.27, 50.96, 50.74, 50.67, 44.74, 42.94, 38.46, 17.13, 14.31

MS (ESI*), m/z (%): 535 [M+K]*

3.3.2 Oxidace OH skupiny latky 5 na keton 6
2,4-dimethoxybenzyl (1S,4aR,4bR,7S,9aS,10S,10aR)-7-hydroxy-1-methyl-8-methylene-
2,13-dioxo-1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-decahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-

methanobenzo[a]azulene-10-carboxylate

Ve vyZzihané baice pod argonovou atmosférou byla rozpusténa latka 5 (500 mg, 1.01 mmol,
1.0 ekviv) v CH2Cl> (10.1 ml, 0.1 M) a smé&s byla nasledné ochlazena v ledové 1azni na 0°C.
Po 5 minutach michani bylo ke smési pfidano DMP (562 mg, 1.26 mmol, 1.25 ekviv) a
nasledovalo dal$i michani pfi laboratorni teploté. Po 30 minutach byla reakce ukoncena a
vysledna smés byla zfiltrovana pies Celit® za snizeného tlaku. Filtra¢ni kola¢ byl promyt
pomoci EtOAC (3 x 20 mL). Surovy produkt byl zahustén na RVO a nasledné piecistén
pomoci kolonové chromatografie (SiO2, DCM:EtOAc = 10:1->6:1->2:1), ktera poskytla
produkt 6 (345 mg, 69 %).

Bila krystalicka latka
b.t. 79.4-81.2 °C

op?t®=39.5 (c = 1.1, chloroform)

IH NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.25 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 7.21 (dd, J = 8.8, 1.8
Hz, 1H), 6.47 (dd, J = 6.0, 2.4 Hz, OH), 6.45 (s, 1H), 6.05 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 5.28 (dd, J =
3.1, 1.8 Hz, 1H), 5.12 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 4.95 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.80 (s,
3H), 3.53 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 2.89 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 2.23 (dt, J = 15.8, 2.9 Hz, 1H),
2.20 - 2.14 (m, 1H), 2.14 — 2.08 (m, 1H), 2.07 — 1.96 (m, 2H), 1.88 — 1.81 (m, 1H), 1.76 (tt,
J=9.1, 2.3 Hz, 2H), 1.27 (s, 3H)
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13C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) & 191.96, 173.33, 171.36, 161.99, 159.35,
156.98, 147.48, 132.31, 129.43, 123.74, 107.81, 104.10, 98.73, 89.58, 78.19, 65.20, 63.43,
62.37, 55.64, 51.71, 51.58, 50.22, 45.01, 42.94, 38.26, 17.22, 11.56

MS (ESI*), m/z (%): 533 [M+K]*

3.3.3 Redukce dvojné vazby na A kruhu latky 6
2,4-dimethoxybenzyl (1S,4aR,4bR,7S,9aS,10S,10aR)-7-hydroxy-1-methyl-8-methylene-
2,13-dioxododecahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulene-10-

carboxylate

K-selectride

THF/t-BuOH
-78°C -> RT

V acetonové lazni se suchym ledem byl pii teploté -78 °C michan roztok latky 6 (120 mg,
0,24 mmol, 1.0 equiv) v THF (2.5 mL) a k tomuto roztoku byl ptidan K-selektrid (728 puL,
3.0 ekviv, 1.0 M roztok v THF). Po 5 minutach za -78 °C byl postupné ptidavan po kapkach
roztok t-BuOH (60 pl, 2,5 ekviv) v THF (1 mL). Takto byla reak¢ni smés michana 45 minut.
Reakce byla ukonéena piidanim nasyceného roztoku NH4Cl (5 mL) pii -78 °C a nasledné
byla reakéni smés ohtata na laboratorni teplotu. Vyslednd smés byla extrahovana pomoci
EtOAcC (2 x 20 mL) a ziskané organické ¢asti roztoku byly spojeny a promyty nasycenym
roztokem NaCl (25 mL). Organicka faze byla nasledné¢ vysuSena pomoci MgSOs a
zfiltrovana pfes vatu v nalevce. Filtrat byl odpafen na RVO a nésledovalo pfecisténi na
chromatografické koloné (SiO2, hexan:EtOAc = 1:1->1:2->1:3), které poskytlo finalni
produkt 7 (1.7 mg, 5 %).

Cira olejovita latka
op?®=-12.1 (¢ = 1.0, chloroform)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.21 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.46 (dd, J=5.4, 2.1
Hz, 1H), 6.45 (s, 1H), 5.24 (dd, J = 3.2, 1.7 Hz, 1H), 5.12 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 5.10 (d, J =
11.5 Hz, 1H), 4.93 (t, J = 2.0, 1.3 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.09 (d, J = 9.4 Hz,
1H), 2.80 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 2.69 — 2.54 (m, 2H), 2.48 (ddd, J = 13.8, 7.9, 2.3 Hz, 1H),
2.27 (dt, J = 16.8, 2.9 Hz, 1H), 2.17 — 2.09 (m, 2H), 2.08 — 2.03 (m, 1H), 2.03 — 1.97 (m,
1H), 1.96 — 1.86 (m, 2H), 1.78 (dtd, J = 11.3, 7.8, 7.4, 1.7 Hz, 1H), 1.71 (tq, J = 11.5, 3.1,
2.1 Hz, 2H), 1.18 (s, 3H)
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13C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) § 200.45, 171.92, 166.53, 156.66, 132.29,
129.23, 121.58, 115.91, 107.48, 104.07, 98.71, 78.28, 63.37, 57.62, 55.63, 52.51, 51.49,
45.88, 42.78, 38.32, 34.88, 30.96, 17.81, 10.41.

MS (ESI*), m/z (%): 497 [M+H]*

3.3.4 Redukce keto skupiny v latce 7 na odpovidajici alkohol 8 (3-epi-6)
2,4-dimethoxybenzyl (1S,2R,4aR,4bR,7S,9aS,10S,10aR)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-
methylene-13-ox0-1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-decahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-

methanobenzo[a]azulene-10-carboxylate

Keton 6 (300 mg, 0.607 mmol, 1.0 ekviv) byl rozpustén v MeOH (16 mL) a vysledna smés
byla nasledné ochlazena na 0°C. Do vychlazené smési byl ptidan NaBH4 (93.7 mg, 2.43
mmol, 4.0 ekviv) a v§e bylo michano pii 0 °C po dobu 1 hodiny. Po ovéfeni probéhnuti
reakce pomoci TLC chromatografie byla reakéni smés ohfata na RT a ukon¢ena piidavkem
nasyceného roztoku NH4Cl (20 mL). Vysledna smés byla extrahovéna pomoci EtOAc (3 x
30 mL) a spojené organické extrakty byly promyty nasycenym roztokem NaCl (25 mL).
K této smési byl pridan MgSO4 a vSe bylo zfiltrovano pres vatu v ndlevce. Tento surovy
produkt byl nakonec piecistén na chromatografické koloné (SiO2, CH2Cl2:EtOAC = 4:1
->2:1) a odpovidajici frakce byly spojeny nasledné odpateny s pouzitim RVO. Vznikl finalni
produkt 8 (192 mg, 64 %) prihledné barvy a olejovité konzistence, ktera po stani zacala
krystalovat.

Bila krystalicka latka

b.t. 88.5-91.3 °C
op?®=-6.8 (¢ = 1.0, chloroform)

IH NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.24 — 7.19 (m, 1H), 6.45 (dd, J = 8.4, 1.0 Hz,
1H), 6.21 (dd, J = 9.3, 1.9 Hz, 1H), 5.86 (dd, J = 9.3, 2.6 Hz, 1H), 5.23 (ddd, J = 13.4, 3.2,
1.9 Hz, 1H), 5.17 — 5.05 (m, 2H), 4.91 (dt, J = 4.5, 2.0 Hz, 1H), 4.32 — 4.22 (m, 1H), 3.82
(s, 3H), 3.80 (s, 3H), 2.95 (s, OH), 2.77 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 2.28 — 1.98 (m, 6H), 1.97 —
1.82 (m, 2H), 1.82 — 1.59 (m, 3H), 1.18 (s, 3H)
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13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 176.92, 172.19, 161.45, 158.89, 156.21,
133.20, 131.65, 129.77, 115.50, 106.63, 103.74, 98.01, 89.63, 72.80, 62.59, 57.63, 54.97,
54.88, 54.85, 51.00, 50.63, 44.14, 42.51, 38.30, 28.40, 16.71, 13.66

MS (ESI*), m/z (%): 536 [M+K]*

3.3.5 Redukce keto skupiny a nasobné vazby na A kruhu u latky 6
2,4-dimethoxybenzyl (1S,2R,4aR,4bR,7S,9aS,10S,10aR)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-
methylene-13-oxododecahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulene-10-

carboxylate

Keton 6 (300 mg, 0.607 mmol, 1.0 ekviv) byl rozpustén v bezvodém MeOH (15.2 mL) a
nasledné byl piidan CuClz (618 mg, 3.12 mmol, 10.3 ekviv). Tato reakéni smés byla michana
2 hodiny pfi teploté¢ 0 °C a jeji barva se zménila na zelenou. Poté byl do smési pomalu
ptidavan NaBH4 (468 mg, 6.07 mmol, 20.0 ekviv), doslo opét ke zmén¢ zbarveni na ¢ernou
anasledovalo michani dal$ich 15 minut stale pfi teploté 0 °C. Nakonec byla smés ponechana
ohtat se na RT a michana po dobu 18 hodin pfi laboratorni teploté. Po ukonceni reakce byla
smgs zfiltrovana ptes filtra¢ni papir a filtraéni kolac¢ byl promyt pomoci MeOH (3 x 10 mL).
K filtratu bylo nésledné ptidano 40 ml 20% NaH2PO4 a vznikla smés byla extrahovana
pomoci EtOAc (3 x 40 mL). Spojené organické vrstvy byly promyty pomoci nasyceného
roztoku NaCl (2 x 50 mL). Ke smési byl piidan MgSOs a celd smés byla zfiltrovana. Tento
surovy produkt byl odpaien na RVO a nésledné ptecistén pomoci kolonové chromatografie

(Si02, DCM:EtOAC = 10:1, 4:1, 2:1, 2:1) s kone¢nym vznikem produktu 9 (150 mg, 50%).
Nazloutla olejovita kapalina
op?®=+61.9 (c = 1.1, chloroform)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.22 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.47 (dd, J =8.9, 6.5
Hz, 1H), 6.45 (s, 1H), 5.23 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 5.13 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 5.09 (d, J = 11.4
Hz, 1H), 4.91 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.67 (dd, J = 10.5, 6.0 Hz, 1H),
2.76 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 2.56 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 2.26 (t, J = 6.2 Hz, 1H), 2.24 — 2.17 (m,
1H), 2.17 — 2.00 (m, 2H), 1.90 (dg, J = 13.5, 9.4 Hz, 1H), 1.75 (dd, J = 10.8, 6.6 Hz, 2H),
1.68 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 1.57 (s, 3H), 1.18 (s, 3H)
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13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 8 (ppm): 177.59, 172.66, 161.83, 159.27, 157.24,
132.12, 116.07, 107.23, 104.05, 98.66, 92.61, 78.38, 73.21, 63.13, 57.29, 55.62, 54.63,
52.79, 51.30, 50.91, 45.49, 42.94, 38.45, 30.22, 29.69, 17.57, 12.93

MS (ESI*), m/z (%): 538 [M+K]*

3.3.6 Odchranéni karboxylové funk¢ni skupiny v latce 6
(1S,4aR,4bR,7S,9aS,10S,10aR)-7-hydroxy-1-methyl-8-methylene-2,13-dioxo-
1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-decahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulene-

10-carboxylic acid

Ester 6 (100 mg, 0.202 mmol, 1.0 ekviv) byl rozpustén v CH2Cl, (0.1 M; 2,25 mL) a
vysledna smés byla michana pii 0 °C po dobu 5 minut. ZnBrz (137 mg, 0.607 mmol, 3.0
ekviv) byl ptidan a reakéni smés postupné zacala ménit barvu z bilé na rizovou a byla stale
michéana po dobu 5 hodin za 0 °C. Poté byla reakéni smés zfiltrovana pies Celit® a vznikly
filtra¢ni kola¢ byl promyt pomoci CH2Cl; (3 x 20 ml), zahu$tén na RVO, a nasledné
precistén na chromatografické koloné (SiO2, CH2Cl>:MeOH:AcOH = 20:1:0,1->15:1:0,1-
>10:1:0,1), ktera poskytla finalni produkt 10 (27,8 mg, 99 %).

Prihledna olejovita kapalina
op?®=+12.7 (¢ = 1.0, chloroform)

IH NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.27 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 6.07 (d, J = 9.4 Hz,
1H), 5.34 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.02 (s, 1H), 3.49 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 2.94 (d, J = 10.5 Hz,
1H), 2.42 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 2.26 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 2.12 (s, 2H), 1.92 — 1.76 (m, 2H),
1.34 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) & 191.96, 173.33, 171.36, 156.98, 147.48,
132.31, 129.43, 89.58, 78.19, 62.37, 55.64, 51.71, 51.58, 50.22, 45.01, 42.94, 38.26, 17.22,
11.56.

MS (ESI), m/z (%): 343 [M-H]
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3.3.7 Hydrazinolyza latky 5 a nasledna benzylace otevireného produktu 11
(1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-10-(((2,4-dimethoxybenzyl)oxy)carbonyl)-2,7-dihydroxy-1-
methyl-8-methylene-2,5,6,7,8,9,10,10a-octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulene-1-
carboxylic acid

NH,NH,HCI

DMF
135°C pak 120°C

Ester 5 (2 g, 4.03 mmol, 1.0 ekviv) a NH2NH2.HCI (3.7 g, 52.4 mmol, 13.0 ekviv) byly
rozpustény v DMF (20 mL, 0.1 M) a smés byla michana pfi teploté¢ 135 °C. V okamziku,
kdy se reakéni smés stala homogenni, byla piesunuta reakéni smés do jiné ldzné vyhtaté na
120 °C, a michana po dobu 2 hodin. Poté byla ochlazena na laboratorni teplotu, ochlazena
na 0 °C a pak byla pfidana H,O (30 mL). Nasledn¢ bylo upraveno pH smési pomoci
pomalého ptikapavani 6 M HCI na hodnotu pH = 3. Nasledovala extrakce smési pomoci
EtOAC (3 x 30 mL). Spojené organické frakce byly promyty 1 M HCI (2 x 30 mL), solankou
(25mL), suSeny nad MgSOs, zfiltrovany a zahu$tény na RVO. Odparek byl nésledné
rozsuspendovan v EtOAc (15 mL), a promyt pomoci smési aq. nas. NaHCO3/Na>CO3 (2 x
10 ml, 1:1 (V/V)) a organicka rozpoustédla byla odpafena na RVO. Nasledovala extrakce
vodné slozky pomoci EtOAc (3 x 15 mL), pH této slozky bylo upraveno pomoci
koncentrované HCI na hodnotu pH 3 a nasledné prob¢hla dalsi extrakce pomoci EtOAc (3 x
25 mL). Vsechny tii organické faze byly zahustény na RVO a poskytly surovy produkt 11
(450 mg, 22 %), ktery byl nasledné pouzit v dalsim kroku.

IH NMR (500 MHz, Acetone-ds) & 7.28 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.55 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.50
(dd, J=8.3, 2.4 Hz, 1H), 6.36 (dd, J = 9.3, 0.9 Hz, 1H), 5.88 (dd, J = 9.3, 3.7 Hz, 1H), 5.20
(t, J=1.6 Hz, 1H), 5.13 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 5.04 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 4.85 (d, J = 2.4 Hz,
1H), 4.71 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 4.03 (dd, J = 5.8, 2.8 Hz, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.25
(d, J = 10.8 Hz, 1H), 2.67 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 2.17 (dtt, J = 15.7, 13.7, 2.6 Hz, 2H), 2.05
(dt, J=4.4,2.2 Hz, 1H), 1.98 — 1.92 (m, 1H), 1.90 — 1.77 (m, 2H), 1.77 — 1.64 (m, 3H), 1.16
(s, 3H)

MS (ESI), m/z (%): 496 [M-H]
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1-benzyl 10-(2,4-dimethoxybenzyl) (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-methanobenzo[a]azulene-1,10-
dicarboxylate

Surovy produkt 11 (450 mg, 0.906 mmol, 1.0 ekviv) byl rozmichan v DMF (9 mL, 0.1 M) a
po rozpusténi vychozi latky byl pfidan K.CO3z (188 mg, 1.36 mmol, 1.5 ekviv). Po 5
minutach byl pfidan pomalu BnBr (0.13 mL, 1.09 mmol, 1.2 ekviv). Nasledné se nechala
reakéni smes michat po dobu 20 hodin. Reakéni smés byla roziedéna demi-H2O (20 mL) a
vznikla smés byla extrahovana pomoci EtOAc (3 x 20 mL). Spojené organické frakce byly
promyty vodou (10 mL), solankou (10 mL), suseny nad MgSOs, zflitrovany a nasledné
zahustény na RVO. Ziskany produkt byl pifeciStén na chromatografické koloné (SiOq,
DCM:EtOAC = 4:1->2:1) a poskytl latku 12 jako bilou krystalickou latku (206.1 mg, 20 %).

Bila krystalicka latka
b.t. =117 -118.4°C
ap?t® = +32.7 (¢ = 1.08, chloroform);

IH NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm): 7.41 — 7.26 (m, 5H), 7.25 — 7.21 (m, 1H), 6.47
(dd, J = 10.2, 7.7 Hz, 1H), 6.45 (s, 2H), 6.32 (dd, J = 9.3, 0.9 Hz, 1H), 5.91 (dd, J = 9.3, 3.5
Hz, 1H), 5.26 — 5.23 (m, 2H), 5.15 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 5.10 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 4.92 (s,
1H), 4.16 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 4.14 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.20 (d, J
= 10.7 Hz, 1H), 2.79 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 2.24 — 2.10 (m, 2H), 2.07 (d, J = 14.0 Hz, 1H),
1.99 (dd, J = 10.7, 2.5 Hz, 1H), 1.95 — 1.86 (m, 1H), 1.85 — 1.75 (m, 1H), 1.73 — 1.69 (m,
1H), 1.24 (s, 3H)

3C NMR (126 MHz, CHLOROFORM-D) § 178.66, 172.31, 161.83, 159.29, 157.59,
133.23, 133.18, 132.58, 132.12, 128.87, 128.79, 128.69, 116.15, 107.42, 104.06, 98.68,
90.56, 78.39, 70.05, 63.11, 55.65, 55.63, 53.65, 52.93, 51.34, 50.80, 50.73, 44.83, 43.02,
38.50, 17.21, 14.54

MS (ESI™), m/z (%): 626 [M+K]*
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3.4 Biologické testovani

3.4.1 Biologické testovani na nadorovych a nenadorovych bunécnych liniich
K biologickému testovani byl pouzit tento biologicky materidl: bunécna linie prsniho
karcinomu MCEF7 a bunécna linie sitnicového pigmentového epitelu RPE-1
K experimentu byly pouzity tyto chemikalie:

e DMEM médium: 10 % fetalni sérum, L-glutamin (2 mM), penicilin (100 U/ml),

streptomycin (100 pg/ml), NaHCO3

e RPMI médium: 10 % fetalni sérum, stabilizovany glutamin, penstrep

e Trypsinizace: 2,5 % trypsin v DPBS:EGTA (1:1)

e Oplachovani: roztok EGTA (EGTA, PBS, NaOH

e Dalsi: DMSO, PBS, Resazurin,
Toxicita derivatl pripravenych v laboratoii organické syntézy byly nasledné otestovany na
nadorovych bunéénych liniich MCF-7 a na nenadorovych bunéfnych liniich RPE-1.
Bunécné linie MCF-7 byly kultivovany na miskdch v DMEM médiu a buné¢né linie RPE-1
vV RPMI médiu pfi teploté 37 °C v inkubatoru s atmosférou obohacenou o CO; a pii vlhkosti
100 %. V miskach byla pfitomna urcitd koncentrace bunék, které byly nejdiive spocitany
pod optickym mikroskopem pomoci Blirkerovy komirky. Takto pfipravena média
snadorovymi a nenadorovymi bunéénymi liniemi byla rozpipetovana do dvou 96-
jamkovych desek s plochym dnem a desky byly umistény do inkubatoru s teplotou 37 °C,
kde byly inkubovany po dobu 1 dne. Nasledovalo ovlivnéni bunék pfipravenymi derivaty,
kdy byly do konkrétnich jamek desek naneseny testované latky o koncentraci 7,5 mM, obsah
jamek byl rozpipetovan do koncentracni fady a po triplikatech. Takto pfipravené desky
s buikami byly inkubovany po dobu 3 dnli. Po inkubaci byl do jamek pfidan roztok
Resazurinu v PBS a desky byly opét ulozeny na 3 hodiny do inkubatoru. Nasledovalo
samotné méteni fluorescence na spektrofotometru, kdy mnozstvi fluorescence odrazi pocet

zivych bunék v jamce. Ze v§ech namétenych hodnot byla nasledné vypocitana hodnota ICso.
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3.4.2 Biologické testovani na Caenorhabditis elegans

K biologickému testovani byl pouzit tento biologicky material: C. elegans Wildtype N2 a

Escherichia coli OP50 (Caenorhabditis genetic center)

K experimentu byly pouzity tyto chemikalie:

Médium pro rist nematodi (NGM): chlorid sodny (NaCl), cholesterol, fosfatovy
pufr pH 6.0, Pepton, Agar, ethanol (EtOH), chlorid vapenaty (CaCly), siran hofe¢naty
(MgSQOg), redestilovana voda (ddH20)

Stopové prvky: ethylendiamintetraoctan sodny (Na2EDTA), siran Zzeleznaty
heptahydrat (FeSO4.7H20), siran zineCnaty heptahydrat (ZnSO4.7H20), chlorid
manganaty tetrahydrat (MnCl2.4H20, siran méd’naty (CuSOas), redestilovana voda
(ddH20)

Fostatovy pufr (PPB): hydroxid draselny (KOH), dihydrogenfosfore¢nan draselny
(KH2POQ4), redestilovana voda (ddH20)

Citratovy pufr: citronan sodny (CsHsNazOv7), hydroxid draselny (KOH), kyselina
citronova (CsHgO7), redestilovana voda (ddH20)

Lysogenylové (LB) médium: chlorid sodny (NaCl), kvasnicovy extrakt, Trypton,
redestilovana voda (ddH20)

Promyvaci roztok M9: chlorid sodny (NaCl), dihydrogenfosfore¢nan draselny
(KH2POg4), hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Na;HPO4.12H.0), siran
hofe¢naty heptahydrat (MgS04.7H20), redestilovana voda (ddH20)

Mrazici roztok: glycerol, hydroxid sodny (NaOH), chlorid sodny (NaCl),
dihydrogenfosforecnan draselny (KH2PQOjs), redestilovana voda (ddH20)

S-basal: cholesterol 5 mg/ml v ethanolu, chlorid sodny (NaCl), nesterilni fosfatovy
pufr, redestilovana voda (ddH20)

S-complete médium: S basal, stopové prvky, chlorid vapenaty (CaClz), citratovy
puft, siran hote¢naty (MgSOa4)

Roztok na bleaching: hydroxid sodny (NaOH), chlornan sodny (NaClO), destilovana
voda (dH20)

Pufr na chitindzovou assay (alkalicky pufr — pH 10.6): glycin, hydroxid sodny
(NaOH), destilovana voda (dH20)

Dalsi: Savo, dimethylsulfoxid (DMSO), Ivermectin (IVR), substrat pro chitinazu (4-
methylumbelliferyl B-D-N,N’,N"-triacetylchitotriosid, 0.8 mM, v -20°C), pfipravené
derivaty kyseliny giberelové (GA3)
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Dodavatelé piislusnych chemikalii a materialu: substrat chitinazy a IVC — Merck;
kvasnicovy extrakt, trypton, pepton a agar — VWR, ostatni — LachNer.

Pouzité pristroje: centrifuga Holm&Halby — Jouan BR4, minicentrifuga Labnet, flowbox
aura HZ 72 T, inkubator pro kultivaci bakterii Medline Scientific limited, chlazeny inkubator
Q-Cell, lupa Bresser, mikroskop Leica, pipetor Swiftpipet pro, pipety Eppendorf a
Finnpipette, multikanalova pipeta Transferpette® S-12, plate-reader Tecan, termoshaker
Bioer, tiepacka IKA® KS 260 basic, vahy AND ER-182A.

Vsechny pfipravené derivaty kyseliny giberelové byly testovany na hlistech
Caenorhabditis elegans za ucelem zjisténi miry toxicity latek na tento organismus.
Testovani probihalo na organismu C. elegans typu Wildtype N2, ktery byl kultivovan na
miskach s NGM médiem a s bakteriemi Escherichia coli typu OP50 pti 20 °C.

Pro kultivaci C. elegans bylo pfipraveno tekuté LB médium smichanim vSech potiebnych
latek a do n&j byly inokulovany bakterie E. coli, pficemz takto pfipravené médium bylo
michano a nasledné uchovano ptes noc v teploté¢ 37 °C. Bakterie byly poté pieneseny na
misky s jiz ztuhlym a vychladlym NGM médiem, po misce byly fadné rozetfeny a byly
kultivovany znovu pies noc. Na takto pfipravené misky byli ptidani hlisti C. elegans, ktefti
byli kultivovani v teploté 20 °C.

Bakterialni suspenze pro péstovani C. elegans v tekutém médiu byla pripravena tak, ze
bakterie v LB médiu byly piepipetovany do 50 ml plastovych zkumavek s vickem (falkonek)
a centrifugovany 15 minut pfi 4 100 rpm a nasledné byl odstranén supernatant. Pomoci S-
basal byla zkumavka nékolikrat oplachnuta a nasledné byl roztok ze zkumavky vylit a byla
odstranéna piebytec¢na kapalina ze zkumavky. Takto pfipraveny pelet bakterii ve predem
zvazené falkonce bylo nutné zvazit, ode¢ist hmotnost falkonky a poté rozpustit v ptisluSném
mnozstvi S complete za vzniku suspenze (60 mg bakterii/ml).

Po kultivaci C. elegans na NGM miskach s bakteriemi byl proveden transfer ¢asti NGM
agaru s C. elegans na ¢erstvé médium s novymi bakteriemi E. coli, které bylo nasledné 2
dny uchovéavano pii teplot¢ 20 °C, dokud nedoSlo k pozorovani jedincii posledniho
larvalniho stddia oznacovanych L4 a jejich vajicek na NGM médiu.

Nasledovala synchronizace populace. Populace C. elegans byla pienesena do
mikrozkumavky. Po centrifugaci a odstranéni supernatantu byl do mikrozkumavek
napipetovan roztok na bleaching se Savem. Takto ptipravené mikrozkumavky se suspenzi
byly umistény do thermoshakeru za pokojové teploty pfi 1500 rpm na 10 minut. Po tomto
kroku by cervi neméli byt v roztoku viibec vidét, protoZze bleaching roztok se Savem a
tiepani zpusobil usmrceni dospélych jedinci C. elegans, zatimco v roztoku zdstala

nenarus$end vajicka diky jejich odolné chitinové schrance. Nasledné byly zkumavky kratce
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vlozeny do centrifugy, supernatant byl odstranén a k peletu byl napipetovan roztok M9 (3x),
nasledné 1x S complete. Peletka byla odebrana a ptenesena do nové zkumavky s 5 ml S
complete, Takto pripravena vajicka C. elegans byla uchovana do druhého dne.

Nasledujici den bylo mozné v médiu pozorovat jedince C. elegans ve stadiu larvy
oznacované L1. Tyto larvy byly nasledné spocitany, aby mohlo byt nasledné ptipraveno 10
ml suspenze s obsahem 150 — 300 kust C. elegans na 1 ml suspenze obsahujici 3 mg/ml
bakterii (tedy na jednu 96-jamkovou desku bylo potieba 0,5 ml bakterii na 9,5 ml média s ervy).
Takto pfipravena smes byla nasledné rozpipetovana do 96-jamkové desky s plochym dnem
(do dvou sloupcti 330 pl a do dalSich dvou 270 ul) a do konkrétnich jamek byly ptidany 1
testované derivaty o koncentracich 5 a 50 uM. Latky byly nafedény do koncentracni fady
(fedéni 10x) a obsah jamek byl rozpipetovan do triplikati (60 ul). Pouzita byla také pozitivni
kontrola ve formé latky Ivermectin (I uM) a negativni kontrola byl dimethylsulfoxid
(DMSO), v némz byly rozpustény testované latky. Pozitivni i negativni kontrola byly
pridany do jamek ve stejném objemu jako testované latky. Takto pripravend deska byla
inkubovana na tfepacce po dobu 4 dnt. Po této dob¢ byla deska ,,oskorovana®, bylo tedy
odhadnuto kolik zivych ¢i mrtvych jedinct se nachazi v kazdé jamce. Po ,,0skérovani byl
do vSech jamek pfidan substrat pro chitinazu (4-methylumbelliferyl B-D-N,N’,N"-
triacetylchitotriosid, 0,8 mM; 1,5 ul) a deska byla inkubovana pii 37 °C po dobu 1 hodiny. Po
inkubaci byl do jamek pfidan pufr pro chitinazovou assay (30 ul) a nasledovalo samotné

méteni signalu Zivych hlistl na pfistroji Tecan. Cely tento experiment byl zopakovan 3x.
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4 Vysledky

4.1 Priprava methylesteru kyseliny giberelové
Na zékladé jiz znamého a optimalizovaného postupu®® byl piipraven z kyseliny giberelové
GAs methylester kyseliny giberelové (MEGA3), latka 1. Reakce probihala se 70 %
vytézkem.

K,COj S

aceton
24 h HO

70%

CO,Me
1 2

4.2 Chranéni karboxylové skupiny GAs — priprava vychoziho intermediatu
K dal$im experimentim bylo potieba ptipravit i dal§i derivat od GAsz S jinou chranici
skupinou na C7 karboxylatu. Pro tento €el byla vybrana DMB chrénici skupina vyvinuta

Mgr. L. Madérkovou.” Dosazené vysledky jsou shrnuty v Tabulka 1.

Tabulka 1. Piiprava DMB esteru 5

N NH

HO Il DBu cl
N, e + CH,CI /@(\O Cl
0 0 c e 0020 2 ~o o~
2 3 RT 4
NH
Cl
(@)
Cl
"OH \OJ@\/O\/ . Cl
CHzclz >
RT/24 hod
Reakce Navazka GAs (9) Izolovany vytézek (%0) Doba reakce (hod)
1 10g 69 % 48
2 14 g 63 % 24

* Nepublikované vysledky
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4.3 Priprava ketonu 6 z esteru 5

Reakéni podminky byly pievzaty z bakalaiské prace Be. Markéty Fuksové.™®

Tabulka 2. Oxidace C3 alkoholu v 5 na odpovidajici keton

DMP ‘
0°C 5 RT
Reakce Navazka esteru 5 (g) Izolovany vytézek (%) Doba reakce (min)
1. 0,5 70 30
2. 1 60 120

4.4 Priprava dalSich derivati z intermediatu 6
V nasledujicich ¢astech byla vyuzivana latka 6 s ketoskupinou na C3 jako vychozi latka pro
vznik novych derivati giberelinu Asz. Postupné jsem zkousela nasledujici reakce: redukce
C3 ketonu v 6 na alkohol (vznik latky 8 v 64% vytézku), redukce a,b-nenasycené¢ho olefinu
v 6 (vznik ketonu 7 v 5% vytézku — reakce neoptimalizovana), a redukce ketonu a zaroven

olefinu v latce 6 (vznik latky 9 v 50% vytézku)(Schéma 3).

~OH
K-selectride
o OMe THF/t-BuOH
-78°C -> RT
5%
MeO
NaBH,, CuCl

Schéma 3. Modifikace vychoziho ketonu 6 a vzniklé produkty.
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4.5 Odstranéni chranici skupiny DMB z pFipravenych latek
Naésledné jsme se zamé&fili na piipravu volnych karboxylovych kyselin od nami pfipravenych
derivatu giberelini (Schéma 4). V kontextu prace jsem vyzkousela postup, ktery jsme pro
tento typ chranici skupiny vyvinuli v laboratofi, a ktery je zalozen na vyuziti ZnBry.
Aplikované reak¢éni podminky vedly Kk produktu pouze v piipad¢ latky 6, kdy cilovy produkt
10 byl izolovan ve 46% vytézku (). U dalSich derivati vzdy dochazelo k degradaci.

Odchranéni latky 7 nebylo testovano z divodu malého mnozstvi vychozi latky 7.

WOH
K-selectride
_—
o OMe THF/t-BuOH
-78°C -> RT
5%
MeO
ZnBr. ZnBry N
CH, Gl NaBH,, CuCl CHaCly iznszieggzgf,’oo c
0°C MeOH 0°C :
0°C 509 46% Y

~OH

Schéma 4. Prehledné schéma reakci z derivatii giberelinu 6 a pokus o prevedeni téchto produktii na volné

kyseliny.
Tabulka 3. Odchrdanéni DBM skupiny u esteru 6.
ZnBr,
0°C
Pokus Navazka esteru  Izolovany vytéZek latky 10 Doba reakce (hod)
6 (mg) (%)
1 60 mg 9 2
2 100 mg 46 5

" Nepublikované vysledky.
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4.6 Tvorba dvojitého nenasyceného systému u giberelinii a ochranéni nové
vzniklého C19 karboxylu pomoci benzyl bromidu
Dale jsme se rozhodli ptipravit i derivaty GAs S del$i nenasycenou ¢asti na kruzich A a B.
K tomuto jsem se rozhodla modifikovat protokol vyuzivany Be. Fuksovou pro methyl ester
GA3 (MEGAg). Vznikly produkt byl nasledné ochranén ve formé¢ benzyl esteru () a cilovy
produkt 12 byl izolovan ve 46% vytézku (pies dva kroky). Reakce nebyla dale

optimalizovéna.

NH,NH,'HCI

|

OMe OMe

DMF
135°C pak 120°C o

BnBr

\

OMe KzCO3

OMe
DMF, RT

46% pres dva kroky 12 MeO

Schéma 5. Tvorba prodlouzeného nenasyceného systemu v ramci derivatii giberelinit a nasledna benzylace

takto upraveného systému.
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4.7 Biologické testovani latek

4.7.1 Biologické testovani na nadorovych a nenadorovych bunécnych liniich
Vsechny pripravené latky byly testovany V ruznych koncentracich na néadorovych
bunéénych liniich MCF-7 a nenadorovych bunécnych liniich RPE-1, kdy inkubace bun¢k
s latkami probihala 72 hodin pfi teploté 37 °C (Tabulka 4).

Tabulka 4. Vysledky cytotoxicity latek testovanych na bunécénych liniich MCF-T7 a RPE-1 (latky oznacené

znaménkem minus (-) budou jesté dotestoviny)

1Cso0 1Cs0 1Cso0 1Cs0
Latka (nM) (nM) Latka (pM) (pM)
MCF-7 RPE-1 MCF-7 RPE-1
oH
3,8+0,8  21,9+0,6 i - ]

>50 >50 - -
H,CO OCHs
WOH
" OH
HO 3\ H
>50 >50 A Iy - ]
12
H,CO OCHs -0 \

4.7.2 Biologické testovani na C. elegans
Toxicita vSech ptipravenych derivati byla také testovana na hlistech C. elegans, kde byly
latky nanaseny do jamek ve dvou koncentracich, které ¢inily 5 uM a 50 uM. Tyto latky pak
byly srovnavany s pozitivni kontrolou Ivermectinem, ktery zplsobuje smrt hlist, a
negativni kontrolou DMSO, jenz na hlisty nijak neptsobi. Graf (Graf 1) zobrazuje vysledky
chitinazového testu provadéného u C. elegans. Hodnoty v grafu byly ziskany vypocitanim
praméru ze vSech tiech triplikatt desky a z priiméru pak procento intenzity signalu vztazené
k DMSO. Nasledn¢ byl vypocitan pramér intenzit signalu (v %), kde byly tyto praméry
ziskany tfemi biologickymi opakovanimi experimentu. Ze stejnych hodnot byla také

vypocitana stfedni chyba priméru (SEM). U vSech testovanych latek nebyla prokazana
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zadna toxicita, kterd by jakymkoli zptisobem naruSovala vyvoj, zivot ¢i rozmnozovani
jednotlivych jedinci C. elegans. Z grafu (Graf 1) 1ze vy¢ist, Ze ¢im vic se hodnota praméru
blizi k hodnoté 100 %, tim méné je latka toxickd. Ve vSech jamkach s hlisty otravenymi
danymi latkami byli pfitomni hlisti synchronizované populace (dospélci) a jejich potomei,
tedy vajicka a larvy prvniho larvalniho stadia L1 (Obrazek 7), tudiz nebyla naruSena
schopnost vyvoje ani reprodukce tohoto organismu.

Vysledky chitindazového testu - primér ze 3 experiment( +/- SEM

120

N0
2% AL A0 0
\'a’ﬁ\‘a \%‘\@ \a‘\‘a Vae W T T e @ o\t

10

o

8

o

6

o

4

o

2

o

% intenzita signalu vztaZzena ke kontrole (DMSO)

o

Graf 1 — Vysledky chitindazového testu derivitit GAs, pozitivni kontrola Ivermectin (IVR, 1%,), negativni
kontrola dimethylsulfoxid (DMSO, 0.1%), SEM — sti‘edni chyba priméru.
Modra barva predstavuje vysledky pro latky o koncentraci 50 uM, oranzova pro 5 uM

Obrdazek 7. Kontrolni jamka s C. elegans (pritomni jedinci larvdlniho stadia L1 a také dospélci C. elegans),
meéritko 100 um
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5 Diskuze

Cilem mé¢ bakalaiské prace bylo pfipravit a ohodnotit biologickou aktivitu novych
syntetickych derivati giberelinu As. Z piedchéazejici prace Be. Markéty Fuksové™ bylo
znamo, ze n¢které derivaty odvozené od GAs (Obrazek 8) vykazuji protinadorovou aktivitu.

Nasim piedpokladem bylo, Ze tato aktivita je zpisobena a,b-nenasycenym ketonem v kruhu
A 3738

CO,CH,

(6]
-

IC5o=104pM I IC5=6,75uM

Obrdzek 8. Latky pripravené Bc. M. Fuksovou s cytotoxickou aktivitou

Cela syntéza novych derivati vychazela z komeréné dostupného giberelinu As, jenz ndm
slouzil jako vychozi platforma pro ptipravu nasledujicich derivati. Nejprve jsem se zaméftila
na piipravu esteru od GAs. V tomto kontextu jsem nejprve ptipravila methyl ester od GA3,
latku 1. Reakce probihala dobie, piesné podle literatury a zkusSenosti ve skupiné, ale kvuli
potenciondlnim problémim spojenym S findlni demethylaci (volné kyseliny byly v planu
také testovat), které se v posledni dob¢ objevovaly ve skupiné (giberelinovy skelet je totiz
znaén¢ nachylny k pfesmykdm v pfitomnosti silngjSich kyselin, a k fragmentaci
Vv pfitomnosti silngj$ich bazi), jsme se rozhodli vyuzit nedavno vyvinutou chranici skupinu
oznacovanou zkratkou DMB (pro 2,4-dimethoxybenzyl). Nasledné jsem pak zacala tomuto
derivatu modifikovat kruh A a ¢astecné i B z pohledu oxidace/redukce jednotlivych atomu.

Vysledné produkty pak byly ohodnoceny z pohledu jejich biologické aktivity.

Obrazek 9. Mista na giberelinu A3, u nichz jsme chteli zavést modifikace

5.1 Syntéza derivati odvozenych ze skeletu GA3
Vsechny piipravené derivaty, jak uz bylo zminéno vySe, vychazeji ze struktury komercné
dostupného a bioaktivniho giberelinu Az (GAgz). Jak jiz bylo zminéno, pivodnim zamérem
mé prace bylo provést veskeré modifikace na methyl esteru GAg, latce 1. V priubéhu syntézy

jsme ale na zdkladé paralelnich negativnich zkuSenosti stouto (methylova) chréanici
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skupinou v nasi vyzkumné skupiné ,,ptesedlali na DMB-chranény ester GAs, latku 5
(Schéma 6).

Nasim cilem bylo (a) prodlouzit nenasyceny systém na dvé dvojné vazby (latka 12) a (b)
ohodnotit jakym zplisobem se bude ménit biologicka aktivita, paklize u derivata latky 5
budeme postupné ptidavat, resp. ubirat, jednotlivé nasobné vazby at’ jiz z pohledu C=C
anebo C=0.

Zacali jsme tedy nejprve latkou 12 (prodlouzeni nenasyceného systému). V tomto piipadé
jsme provedli pomoci hydrazinolyzy otevieni laktonového kruhu u latky 5 dle protokolu
vyvinutého a optimalizovaného Bc. M. Fuksovou.’® V mém ptipadé to fungovalo celkem
dobfe a ptesné podle protokolu. Ten byl sice vyvinut pro trochu jiny substrat, ale zda se, Ze
na tomto funguje také dobie. Co je zajimavé a chtéla bych vyzdvihnout je, Ze za téchto
podminek nedochézi k hydrolyze vychozi latky 5 — tedy Ze nedochézi k odchranéni
vychoziho esteru na karboxylovou kyselinu. Naslednd benzylace pak probihala standartné.
Bohuzel z ¢asovych divodu spojenych s COVID-19 restrikcemi se mi nepovedlo provést
oxidaci C3 alkoholu v dienu 12 na produkt 16. Takto vznikla latka by byla opravdu velice
konjugovana a mozna ze i znac¢né aktivni, kdyZ ji porovname s latkami Bc. Fuksové (viz

Obrazek 8).
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Schéma 6. Celkovy prehled jednotlivych modifikaci na giberelinu As. Sedou barvou jsou vyvedeny planované

ale neziskané produkty.

U druhého pfistupu (b) jsem se zaméfila na modifikace oxida¢niho stavu (hybridizace)
na uhlicich C3, C2 a C1. Nejprve jsem tedy zoxidovala C3 alkohol na odpovidajici keton
(latka 6) pomoci Dess-Martinova reagentu. Toto oxidacni €inidlo bylo vybrdno zdmérng,
protoze (a) provadi oxidace alkoholi na aldehydy/ketony za velmi mirnych podminek a
Vv kontrolovaném pH (budto jemné kysel¢é (AcOH) anebo pufrované podminky
(AcOH/AcONa nebo AcOK). V mém piipade reakce v jemné kyselém prostiedi (pii reakci

se uvolfiuje postupné kyselina octova) bézela reakce naprosto v poradku a bez problémii.

Intermediat 6 jsem pak postupné podrobila nasledujicim reduktivnim ¢inidlim. Nejprve
NaBHjs, aby doslo k selektivni redukci ketonu na C3. Formalné tedy ziskdme stejny produkt
jako v ptipadé latky 5. Hlavni rozdil mezi t€émito dvéma latkami je ale v absolutni orientaci
hydroxylové skupiny na C3. Puvodni v GAs derivatu jde nad rovinu (smérem k nam),
zatimco v piipadé nové€ piipraveného derivatu 8 jde hydroxylova skupina smérem od nas (k
laktonovému kruhu). Tento rozdil je zejména dllezity z pohledu naslednych interakci

S receptory na testovanych biologickych systémech. Vysledna stereochemie je zohlednéna a
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fizena sterickymi naroky skupin v latce 6. Reduk¢ni Cinidlo tak pfistupuje ze druhé strany,

nez je lakton (mén¢ stericky branéné strana).

Paklize ale provadime redukci pomoci NaBH4 (pfebytek) v pritomnosti CuCl (Cu(I) stl),
tak dochazi in situ ke tvorbé smési nezreagovaného NaBHs a [Cu-H] — hydridu meédi.
Generovany kuprat tedy bude reagovat s C=C vazbou tak, ze ji zredukuje na C-C (1,4-adice
hydridu) a nezreagovany NaBH4 pak bude redukovat keton na alkohol. VVznikne tedy znovu
pouze jeden diastereoizomer, nebot’ adice NaBH4 je stereoselektivni a je fizena stericky

obdobn¢ jako adice na keton v piedchazejicim pfipad¢.

Nakonec jsem se odhodlala redukovat selektivné olefin v ptitomnosti ketonu. Z literatury
je znamé, ze nékteré typy hydrida jako napiiklad K-selektrid®® (Obrazek 10). Tento stericky
branény hydrid pak reaguje pti redukci via 1,4-adi¢ni mechanizmus ze sterickych davodu.
Bohuzel adice je posunuta smérem k vychozi latce, takze abychom ziskali n&jaky produkt,
tak musime pfimo do reakéni smési pridat zdroj protont tak, abychom vychytali produkt
adice (ale zaroven nezlikvidovali redukéni Cinidlo). V tomto piipadé¢ jsem to feSila
piidavkem t-butanolu. Ukazalo se vsak, ze v pfipadé téchto reak¢nich podminek je cilovy
produkt 7 izolovan pouze v 5% vytézku. Toto bylo zptisobeno neutralizaci K-selectridu pied
tim, nez se stacil naadovat (pfili§ nizka teplota, reakce nebyla optimalizovana). Avsak
ziskané mnozstvi latky nam bohaté dostadovalo k provedeni charakterizace, a hlavné

k jejimu biologickému ohodnoceni, takze jsem se k optimalizaci pak uz nedostala.

it

K-selectride
Obrazek 10. Struktura K-selektridu®

Nakonec jsem chtéla ze vSech pfipravenych derivati GAs pfipravit jejich volné
karboxylové kyseliny. Pouzila jsem tedy standartni protokol vyvinuty v nasi skupiné (ZnBr>)
na latky 6, 8 a 9 a doufala k rychlému odstranéni DMB skupiny. Bohuzel, toto se povedlo
pouze v pripad¢ latky 6. U zbyvajicich dvou, latky 8 a 9, doslo pfi reakci k degradaci.
Z hlediska struktury, jedinym rozdilem mezi latkou 6 a latkami 8 a 9, a zaroven shodnym
znakem u latek 8 a 9, je ptitomnost/absence hydroxylové skupiny. Na tomto piedpokladu (a
v souladu s dalsimi experimenty provedenymi v ramci skupiny) jsme zalozili hypotézu, co
se asi tak stalo. Predpokladame, ze ZnBr» pravdépodobné reaguje jako Lewisova kyselina a

aktivuje C3 hydroxylovou skupinu k retro-aldolové reakci (Schéma 7A). Takto tvofeny
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produkt nasledné pravdépodobné podléha dalsi kaskadé reakci iniciovanych bromidovym
aniontem. Na konci této kaskady je pak celkova degradace substratu (surova reakéni smés
po téchto reakcich doslova vylucovala jakoukoliv charakterizaci jednotlivych moznych
produktii degradace). Jednim z neptimych diikazi podporujicich tuto teorii jsou naptiklad
reakce, které provedla Mgr. Madérkova, kterd ukazala, ze pokud reagujeme diol 17 s ZnBr»,
dochazi k degradaci. Naopak, diacetat 19 podléha deprotekci DMB velice rychle a bez
vedlejsich produktt (Schéma 7B).

A. Navrzeny mechanizmus retroaldolové reakce

degradace

ZsBrz

CH,Cl,, 0°C
degradace
AcO
ZnBr,
AcO I
CH,Cl,, 0°C

69%

Schéma 7. (A) Navrzeny mechanizmus (iniciace) degradace latky 8. (B) Neprimy ditkaz podporujici nasi

teorii o roli C3 hydroxylové skupiny pri degradaci vychozi latky pri DMB deprotekci.

5.2 Biologické testovani

5.2.1 Biologické testovani na nadorovych a nenadorovych bunéénych liniich
V ramci této bakalaiské prace byly vysledky biologického testovani latek na nadorovych
bunécnych liniich karcinomu prsu MCF-7 a nenadorovych bunéénych liniich RPE-1
ocekavanym aspektem, jelikoz bylo cilem pfipravit takoveé derivaty, které¢ budou vykazovat
n¢jakou biologickou aktivitu. Cytotoxicka aktivita se projevila pouze u latky 5, u které byla
naméfena inhibi¢ni koncentrace 1Cso 3,8+0,8 uM pro MCF-7 a 21,9+0,6 uM pro RPE-1.
Tato latka je hlavnim intermediatem celé syntézy derivati a vyznacuje se pfitomnosti
chranici skupiny DMB pfipojené na karboxyl GAs. DulleZitym zdmérem syntézy bylo
pfipravit latky obsahujici ketoskupiny na C3 A-kruhu, ktera méa mit za nasledek biologickou
aktivitu vysledné latky,'® avSak tato teorie nebyla u testovanych latek s ketoskupinou

potvrzena.
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5.2.2 Biologické testovani na C. elegans
Biologické testovani vSech pfipravenych derivati bylo provedeno i na organismech C.
elegans. Populace téchto hlistd byla synchronizovana tak, aby byly latky ptidavany
k populaci larev nazyvané L1, tedy k populaci Cerstvé vylihnutych jedinct. Po ptidani
testovanych latke k tomuto vyvojovému stadiu C. elegans bylo zjisténo, ze ani jedna z latek
nepusobi na hlisty toxicky a ve v§ech jamkach byli pfitomni jedinci prvniho larvalniho stadia
L1 a dospélci C. elegans. Proto je mozné konstatovat, Ze tyto latky viibec nenarusuji vyvoj
C. elegans, nedochazi ani k ovlivnéni rozmnozovani. Tyto pfedbézné vysledky ukazuji, Ze
latky by pii aplikaci na pudu, nemusely mit toxicky efekt jak na C. elegans, tak i na jiné
padni organismy. Z ohledu nematicidniho efektu Ize fici, Ze testované latky nevykazovaly

zadné slibné vysledky, a proto v tomto kontextu nebyly dale zkoumany.
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6 Zavér

Predlozend bakalaiska prace se zabyva syntézou a biologickym ohodnocenim vybranych
derivatii odvozenych od giberelinu As. V ramci této prace jsem pripravila celkem 9 téchto
derivati z toho 7 zcela novych nepopsanych. Syntéza téchto derivati nebyla ndhodna ve
stylu ,,pfiprav néco a otestuj to“, ale naopak jsme se zaméfili na velice uzky typ latek, které
mely nést/nesly olefinické vazby v ramci kruhu A a B. Tento olefin (olefiny) pak mohly byt
konjugované s ketonovou funkéni skupinou, ktera by z této olefinické Casti délala velice
silny Michaeltv akceptor. Tento typ funkéni skupiny pak obvykle reaguje s Michaelovymi
akceptory ve vazebnych mistech (napt. cystein via SH funkéni skupinu). V naSem piipadé
jsme se na tento typ fragmentu zaméiili zejména z divodu jeho podobnosti s nékterymi
literarnimi ptiklady ptirodnich latek ent-kaurenového typu, které maji slibné protinadorové
ucinky. V obdobném duchu mluvily i predbézné vysledky ziskané v ramci bakalaiské prace

Bc. Markéty Fuksové.

Mnou piipravené latky vykézaly v jednom piipadé, latka 5, cytotoxickou aktivitu viici
bunéénym liniim MCF-7 a RPE-1. Ostatni derivaty neprojevily Zadnou biologickou aktivitu.
Bohuzel nékteré zamyslené derivaty GAs (jde zejména o volné karboxylové kyseliny)
nebyly pfipraveny, protoze zvolend metoda jejich pfipravy se ukazala jako nevhodnd. Zde
se bude muset vyvinout jina metoda, jez by umoznila jejich pfipravu. V piipad¢ testovani na
C. elegans zadna z latek neprojevila vuci tomuto hlistovi toxicitu, a proto tyto derivaty

neptedstavuji zadné riziko v piipade pouZiti na tento organismus.
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