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Seznam zKkratek

B.t. — bod tani

Bn — benzyl

BnBr — benzyl bromid

CD3C(O)CD3- deuterovany aceton
CDCl;3 — deuterovany chloroform

d — dublet

DCM — dichlormethan

DIPEA — N,N-diisopropylethylamin
DMF — dimethylformamid

DMP — Dess-Martinovo ¢inidlo

eq — pocet ekvivalentl

Et,0O - diethylether

EtOAcC — ethylacetat

GA:; — kyselina giberelova

ICs0 — polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace (1/2 inhibotory concentration)
J — §tépici konstanta

m — multiplet

Me — methyl

MOM-CI - methoxymethyl chlorid
NCS — N-chlorosukcinimid

NMR — nuklearni magneticka rezonance
PCC — pyridinium-chlorchromat

PDC — pyridinium-dichromat

PE — petrolether

ppm — parts per milion

R.t. — reten¢ni Cas

RT — laboratorni teplota

RVO - rota¢ni vakuova odparka

s —singlet

t—triplet

TBAC - tetrabutylamonium chloridu
TEMPO - 2,2,6,6-tetramethylpiperidinyloxy
THF — tetrahydrofuran

TLC — chromatografie na tenké vrstve

& — chemicky posun



1 Uvod

Gibereliny (GA) tvofi skupinu fytohormont zajistujici rist a vyvoj rostlin. Tyto latky tak hraji
nezastupitelnou roli v komunikaci mezi bunikami, pletivy a organy v pribehu celého Zivotniho cyklu
organismu. V rostlinach jsou zapojeny do nékolika riznych biologickych procest, jako je hydrolyza
skrobu béhem kliceni, prodluzovani stonku, stimulace kveteni, regulace zrani plodu ¢i zpomaleni
procesu starnuti. Z chemického hlediska se jedna o pfirozené¢ se vyskytujici tetracyklické
diterpenoidni karboxylové kyseliny, jejichz syntéza probiha v mladych semenech, vyvijejicich se
plodech a dalsich aktivné rostoucich organech jako mladych listech ¢i pupenech. Jejich pfitomnost

byla zaznamenéna u vSech vysSich rostlin, nékterych druhii mikroorganisma a hub.!

Gibereliny byly poprvé objeveny na pocatku 30. let. 20. stoleti v Japonsku u hub Gibberella
fujikuroi. Japonsti fytofyziologové sledovali tyto houby, protoZze byly (a jsou) pavodcem
onemocnéni ryze (Oryza sativa) zvané Bakanae. Pii této chorobé u napadané rostliny dochazi
k vyraznému urychleni prodluzovani nadzemnich ¢asti rostlin, coz nasledné vede k nedostate¢né
tvorbé mechanickych pletiv, poléhani porostu, snizeni vynosu a u nékterych jedincti mtze dojit az
k jejich uhynuti.? Nésledné sledovani téchto hub vedlo k identifikaci kyseliny giberelové (dnes
giberelin As — GA3) jako sekundarniho metabolitu hub Gibberella fujikuroi zodpovédného za tuto
nemoc. Vyzkum vedl kizolaci této vysoce Géinné latky (od roku 1956 nazvana jako kyselina
giberelova, jeji struktura identifikovana v roce 1958). Béhem let 1950 az 1970 se vyzkum rozsifil
i mimo Japonsko a tyto vysoce bioaktivni hormony se staly postupné dostupné ve vétSich

mnozstvich, coz umoznilo jejich vyuziti pfi fyziologickych studiich.’

V prubéehu let bylo izolovano a identifikovano 137 endogennich GA, pouze malo z nich je ale
dostupnych ve vétsich mnozstvich, a tudiz vyuzitelnych pro vyzkum. Vyjimku tvoii GAsa GAy, které
jsou produkovany biotechnologicky pomoci fermentace.® Nejdostupnéjsi je ale GAs, proto je také
idealni vychozi latkou pro chemické modifikace.* GAs je tetracyklicka diterpenoidni slou¢enina
obsahujici dvé hydroxylové skupiny v pozicich 3 a 13, laktonovy kruh a jednu karboxylovou
kyselinu. Bylo prokazano, ze rizné derivaty giberelini mohou vykazovat riizné biologické vlastnosti,
a to jak vrostlinnych, tak u zivocisnych bunék. Ne&které znich dokonce prokazuji jistou

protinadorovou aktivitu.®



2 Cile prace

V nasi laboratofi se zabyvame pfipravou izotopné a fluorescenéné znacenych biologicky aktivnich
giberelind Ai, As, As a A;. Déle se zabyvame syntézou a testovanim giberelinti a jejich derivata
s cilem ohodnotit jejich biologickou aktivitu, kterou maji (mohou mit) vic¢i zivo¢isnym bunkach.
V ramci mé bakalarské prace jsem se ale zamétila na syntézu klicového intermediatu nezbytného
K ptipravé struktury izolovaného, ale zatim neidentifikovaného nového giberelinu (interné nazvan
giberelin Aisg). Tato latka byla nedavno detekovana pii analyze cukrové fepy ve skupiné profesora
Heddena v Rotsham Research centru (Velka Britanie). Tato nova latka byla prozatim popsana pouze
pomoci LC-MS/MS (LC chromatogram/MS-MS spektra). Na zakladé fragmentace a reten¢niho ¢asu
ajejich porovnanim s knihovnou 137 znamych reten¢nich ¢ast a MS/MS spekter ostatnich giberelint
bylo prokazano, Ze tato latka neodpovida zadné z téchto latek. Na zakladé téchto MS/MS spekter
a porovnanim znamych fragmentaci profesor Hedden a dr. PospiSil navrhli strukturu tohoto

neznamého giberelinu (Obr. 1).

Protoze syntéza této latky je Casove naro¢na a je nemozné ji piipravit v ramci jedné bakalarské
(diplomové prace), cilem piedlozené bakalarské prace je tedy ,,pouze® pfipravit prvni kli¢ovy
intermediat nezbytny pro tuto syntézu. Pii vlastni praci vychazime z kyseliny giberelové (GAs3),
ze které jsou nékolika krokovou syntézou postupné piipraveny jednotlivé klicové intermediaty.
Vsechny ptipravené latky budou zaroven testovany na jejich biologickou aktivitu s hlavnim dirazem
na protinadorovou a protizanétlivou aktivitu. VSechny ptipravené latky také budou charakterizovany
dostupnymi fyzikalné-chemickymi metodami. ReSersni cast pokryva teoretické feSeni dané
problematiky a zaobira se strukturnimi modifikacemi giberelinu Az v Kkontextu organické

semisyntézy giberelinovych derivati.

CO,H CO,H CO,H CO,H
11b,12b-(OH),-GA, 11a,12a-(OH),-GAg  |11b,12a-(OH),-GAy | 11a,12b-(OH),-GA,

Obr. 1: Ctyfi nejpravdépodobnéjsi struktury nového giberelinu navrzené dle MS/MS spekter. Modie

znazornéna nejpravdépodobnéjsi struktura dle dostupnych znalosti o biotransformacich v rostlinach.

10



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Gibereliny

Gibereliny (GA) jsou vyznamnou skupinou rostlinnych hormont (fytohormont), které hraji roli
témé&t ve vSech aspektech rlistu a vyvoje rostlin.® Spolu s auxiny a cytokininy jsou kli¢ovymi riist
podporujicimi hormony vyskytujicimi se Vv rostlinach, jejichz ptitomnost je nezbytna pro riist a vyvoj
rostlin. V dnesni dob¢ je znamo 137 endogennich giberelinti a mnoho dal$ich jejich derivata. Tak
jako ostatni fytohormony i gibereliny pisobi ve velice nizkych koncentracich. Ty se v zavislosti na
typu pletiva a druhu rostliny pohybuji mezi 10°-10% mol/g gerstvé hmoty. Typickym a ojedinélym
ucinkem giberelinti je dlouzivy rast stonku zvySenim intenzity bunééného d€leni. Dale reguluji
indukei kliceni semen pferuSenim jejich dormance a indukuji proces kveteni.” Z t&chto déivodi
zejména GA; patii mezi dulezité biotechnologické produkty a komeréné je vyrabén houbami
a vyuzivana v zem&de¢lském a zahradnickém primyslu. Napiiklad vétSina stolnich hroznl bez semen
se pestuje pomoci pridavku exogenni GAs, kdy po jeji aplikaci v dobé kveteni dochazi ke zvétSeni
bobuli a zarovei k zastaveni tvorby semen hrozni. Uginek inhibice senescence se také vyuziva pro
prodlouzeni obdobi sklizné u citrusti. Aplikaci GA3z lze také u okrasnych rostlin urychlit nebo
indukovat jejich obdobi kvétenstvi. Giberelin Ag je pak Gspésné vyuzivan k zastaveni strupatosti
nékterych odriid jablek.®

3.1.1 Historie giberelini

Gibereliny byly objeveny v Japonsku Vv prvni poloviné 20. stoleti. Z tohoto dtivodu zde zapocal
i jejich vyzkum. Ve zacalo na pocéatku 19. stoleti, kdy se na japonské narodni plodiné —ryzi (Oryza
sativa) — objevilo nové onemocnéni. V japonsting se této nemoci zacalo fikat Bakanae — doslova
posetila ryZze — nebot’ se vyznacovala tvorbou abnormalné prodlouzenych stonkt ryze. Toto
onemocnéni u ryze vyvolavalo nedostate¢nou tvorbu opornych pletiv, s ¢imz byla nasledné spojena
lamavost stonkt, blednuti listd, neplodnost, a v kone¢ném disledku uhyn infikované rostliny.?
V roce 1898 japonsky védec Shotaro Horim publikoval studii, ve které popsal toto onemocnéni
a prokazal, ze ptivodcem infekce je houba Gibberella fujikuro.® S prvotni myslenkou, Ze houba
produkuje latku, ktera stimuluje abnormalni dlouzivy rist vyhonki ryze, pfisel v roce 1912 Sawada.®
Toto tvrzeni v roce 1926 potvrdil Kurosawa a navic dodal, Ze se dana latka svym sloZzenim nepodoba
enzymim, ale spiSe n&jaké ,,chemikalii“.® Po jeho publikaci mnoho fytopatologii za¢alo s pokusy
0 izolaci aktivni substance ze sekretu houby. Jedna takova latka, ktera byla v roce 1934 pojmenovana

kyselina fusarova® a o rok pozdéji prejmenovana na kyselinu giberelinovou (dle nazvu houby, z které

11



byla ziskéna), stimulovala riist rostlin pii aplikaci na jejich kofeny. Roku 1938 Yabuta a Sumiki®
urcili, Ze tato ,,latka” jsou vlastné dvé pevné krystalické slouceniny, které tak dostaly nazev giberelin
A a giberelin B. Po skonéeni druhé svétové valky se vyzkumny program rozsiiil mimo Japonsko a
aktivné se do né&j zapojili zejména védci z USA a Spojeného kralovstvi (UK). Uvédomili si dulezitost
tohoto vyzkumu a nezavisle na sob¢ ziskali vysoce aktivni latky, pojmenované kyselina giberelova
(UK) a giberelin-X (USA). Soucasné v Japonsku doslo k pfezkoumani slozeni giberelinu A a bylo
zjisténo, ze se vlastn¢ jedna o smés tii strukturné podobnych sloucenin. Tyto latky byly pojmenovany
jako giberelin Ai, A; a As. Posledni jmenovany (giberelin Az (GAs)) strukturou i funkci odpovidal
ve Spojeném kralovstvi popsané kyseliné giberelové (UK) a ve Spojenych Statech izolovanému
giberelinu-X (USA). Nazev tohoto giberelinu se ustalil na kyselina giberelova Az (GAs). Druha
substance, biologicky neaktivni giberelin B, byla pozdéji charakterizovana jako kyselina

allogiberova.'?

Identifikace struktury GAs byla samoziejmé nezbytna k vyjasnéni chaosu ohledné struktury
giberelind a jejich derivati. Aby vSak doslo k jednoznaéné charakterizaci, musely byt jednotlivé
derivaty giberelinti z diivodu jejich malych mnozstvich ptitomnych v sekretech hub piipraveny
de novo. Nejdiive byla pfipravena kyselina giberelova Az (2),!! nasledné kyselina giberova (3)*2
a nakonec kyselina allogiberova (4)*. Bylo také ukazano, Zze pfeména 2 na 3 a 4 probihd pomoci

Wagnerova-Meerweinova presmyku. (Obr. 2).

kyselina giberelova Aj (2) kyselina giberova (3) kyselina allogiberova (4)

Obr. 2 - Tii ,,prvotni gibereliny®, jejichZ strukturni identifikace byla nezbytna k nalezeni struktury
GAgsa vyjasnéni vztahl mezi t€émito latkami. Snadnost H* katalyzovaného pfesmyku pouze ztéZzoval tento

ukol.

V soucasné dobé je pln¢€ charakterizovano 137 endogennich GA pochézejicich z cévnatych
rostlin, hub a také z nékterych druhti bakterii* a dalSich n&kolik set jejich strukturnich derivati bylo
pfipraveno de novo syntetickymi chemiky. Je pravdépodobné, ze i nadale bude dochazet, diky
citlivgjSim analytickym metodam, k objeviim dalSich endogennich giberelinti. Diky jejich velmi
nizké koncentraci je vSak jejich strukturni charakterizace pomémé slozitd, a tedy strukturni
charakterizace nové detekovanych GA je v dnesni dobé extréme narocna. VSem znamym strukturam
byl pfifazen trividlni nazev giberelin Ai-Ais7, zkrdcené GA: atd., ¢islovano dle potadi jejich
objeveni'®. Zadna z rostlin ¢i hub vak neprodukuje viechny znamé GA. Nékteré miizeme nalézt jen
u vyssich rostlin, dalsi pouze u organismu z fi$e hub ¢i mikroorganismti. Z houby Gibberella fujikuro

(Fusarium moniliforme) bylo nakonec ziskano 6 giberelinii a dostalo se jim oznaceni GA1, GA,
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GAs, GA4, GA7 a GAy. Stejny rok MacMillan et al. izolovali 3 gibereliny ze semen fazoli a oznacili
je jako GAs, GAs a GAs.1® Dalsi byly pak izolovany a charakterizovany postupné od 60. let 20. stoleti

az dodnes

3.1.2 Struktura giberelinii

Ze strukturniho hlediska patfi gibereliny mezi diterpenoidni latky. Z chemického hlediska jsou
slabymi kyselinami rozpustnymi ve vode¢. Jejich struktura je zalozena na dvou zakladnich skeletech:
ent-giberelanovém skeletu (5), ktery obsahuje 20 atomut uhliku a 20-nor-ent-giberelanovém (6)
skeletu obsahuje pouze 19 uhlikatych atomd (Obr. 3). Nazev pochazi z oznaceni matefského skeletu
giberelint, ent-kaurenu (7) tetracyklického diterpenoidniho uhlovodiku a biosyntetického
prekurzoru giberelini.!” Pfedpona ent- zde pak urCuje, e se jednd o enantiomer kaurenu.®
U giberelint jsou kruhy A a C Sesti¢lenné, B a D jsou sloZeny z péti atoma uhliku. U ent-kaurenu
jsou kruhy A, B a C Sesti¢lenné a pouze kruh D je péti¢lenny.

Obr. 3 - Struktura 20-nor-ent-giberelanu (5, C19), ent-giberelanu (6, C20) a ent-kaurenu (7).

Oba tyto zakladni skelety podléhaji riznym in vivo modifikacim, jako napt. oxidace ¢i
dehydratace, které maji zna¢ny vliv na biologickou a regula¢ni aktivitu téchto latek. Dalsi
vyznamnéjsi modifikace jako ptidani funkénich skupin ¢i nasobnych vazeb pak naprosto méni
biologickou aktivitu téchto latek. Obecné lze fici, Ze vétsina modifikaci se omezuje na zavedeni
hydroxy, oxo ¢i karboxylovych skupin do réiznych pozic na kruzich A, C a D.*® Z pohledu biologické
aktivity lze fici, ze gibereliny C20 majici 20 uhlikovych atomi obvykle nevykazuji zadnou

biologickou aktivitu a jsou spise prekurzory giberelinim C19 s 19 uhlikovymi atomy.

3.1.3 Vztah mezi strukturou a aktivitou

Bioaktivni GA se zapojuji do téméf vSech procestt v zivotnim cyklu vyssich rostlin. Vztah mezi
strukturou a biologickou aktivitou je zna¢ny a zména jedné hydroxy skupiny mize naprosto zménit
aktivitu hormonu. Pouze nékolik malo ze vSech znamych giberelini ma endogenni biologickou

aktivitu, zbyvajici vznikaji degradaci biologicky aktivnich GA &i reprezentuji meziprodukty vzniklé
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b&hem biosyntézy.?® Gibereliny tedy existuji v t€lech rostlin ve vice nez jedné formé. Hashimoto
a Rappaport ve svych studiich?® naznacuiji, ze C-7 glysidované formy giberelinii plsobi jako zasoba
aktivnich giberelini. Aktivni forma odpovidajici kyseliny by pak byla ziskana z neutralni formy

prerusenim glykosidické vazby v okamziku, kdy jej rostlina potiebuje.

Klicovymi strukturnimi znaky bioaktivnich GA je volnda 7-karboxylova skupina,
10,19-y-laktonovy mistek a 3-A-hydroxylova skupina s/bez 1,2-dvojné vazby.?? Absence t&chto
funk¢nich skupin vede obecné ke ztraté aktivity. Predpoklada se, ze ztrata aktivity je zplsobena
snizenim afinity GA vuci odpovidajicim receptorim. Substituce na C-2 patii do skupiny modifikaci,

které snizuji vazebnou afinitu, a tedy snizuji bioaktivitu hormonu.?

Obr. 4 - Ukazka biologicky aktivniho (GA1) a neaktivniho giberelinu (GAg). Jedinym rozdilem je pfitomnost
hydroxy skupiny na C-2.

Jak jiz bylo zminéno, pouze nékolik malo ze 137 zndmych giberelint je opravdu biologicky
aktivnich. Nejvice biologicky aktivni jsou gibereliny A1 (8), A4 (10) (rostliny) a GAs (2) (houby a
bakterie) (Obr.5). Biologicka aktivita se samoziejmé lisi v zavislosti na organismu, resp. na cilovych
receptorech v ramci organismi.?* Ale v porovnavacich studii se jako nejaktivn&jsi jevi giberelin As
(2), nasledovany A1 (8) a nejméné aktivni vychazi giberelin A4 (10) Ze strukturniho hlediska tyto tii

gibereliny maji nasledujici dlezité strukturni rysy:

Obr. 5 - Struktury bioaktivnich giberelint.

GAz (2) obsahuje na uhliku C-3 g-hydroxylovou skupinu, mezi atomy C-4 a C-5 nasobnou vazbu,
C-7 karboxylovou skupinu a C-13 hydroxy skupinu.
GA\ (8) ma shodnou strukturu s GAs (2) az na chybé&jici A*°nasobnou vazbu.

GA4(10) ma shodnou strukturu s GA; (8), ale chybi ji C-13 hydroxylova skupina. Oproti GAs (2) ji
tedy chybi dvé strukturni skupiny C-13 hydroxova skupina a A*® nasobna vazba.
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3.1.4 Protinadorova a protizanétliva aktivita

Jak jiz bylo zminéno, gibereliny patii mezi tetracyklické diterpenoidni slouceniny. Jedna se tak
o sirokou skupinu latek ziskavanych piedevsim izolaci z rostlinnych organismti a vV mensi mife
z mikroorganismui. U nékterych z téchto substanci, a to pfedevsim u giberelint a ent-kaurend, byly
zaznamenany rizné biologické aktivity.> Zminéné skupiny latek jsou si strukturné velice blizké,
jelikoz ent-kaureny jsou biologické prekurzory giberelind, avSak ve své biologické aktivité se znaéné
rozchazeji.® Gibereliny disponuji bioaktivitou, kterd ma znaény vyznam pii rozvoji rostlin
je spojena s protinadorovym a protizanétlivym tc¢inkem. Podstatou této aktivity jsou a,f-nenasycené
ketony vyskytujici se na kruzich A a D (11). Tato struktura v§ak u zadného izolovaného endogenniho
giberelinu nebyla popsana. Ptirodni gibereliny s timto strukturnim jevem tudiz (zatim) nejsou znamy.
Proto byla navrZena a syntetizovana fada derivatt giberelinti, které by mohly protinadorovou aktivitu
vykazovat. Vétsina vyzkumnych skupin pii piipravé takovych derivatt vychazi z GAs a snazi se
inkorporovat o,f-nenasyceny keton do A a D kruhu. Toxicita ziskanych derivati byla testovana na
lidskych nadorovych buné¢nych liniich pomoci MTT testu. Protinadorova aktivita byla v nékterych
ptipadech také prokazana u derivatd, které obsahuji pouze jeden o,f-nenasyceny keton na A, ¢i

B kruhu.®

V prubéhu let byla syntetizovana tada derivatt giberelind s touto vlastnosti. Nasledujici
obrazek (Obr. 6) znazornuje strukturu derivatu GA-13315 (11), molekuly s vyraznymi
protinadorovymi G¢inky.?® U této latky byla prokézéana inhibice topoizomerazy a schopnost sniZit

expresi vaskularniho endotelového riistového faktoru u nddorové bunééné linie A549.2

H Con
1

Obr. 6 — GA-13315 nejaktivnéjsi dosud znamy giberelinovy derivat s protinadorovymi G¢inky.
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3.1.5 Charakterizace a kvantifikace giberelini

Pro studium biosyntézy, sktruktury a funkce giberelinti v rostlinach se vyuziva fada analytickych
metod. Pfi analyze a identifikaci hormonalniho sloZeni rostlinného materialu je nutnd analyza
potvrzujici pritomnost konkrétnich giberelind ve vzorku. Toto se provadi pomoci porovnani
obsazenych latek vii¢i syntetickym standardiim jednotlivych giberelinti, anebo izolaci a naslednou
identifikaci pomoci strukturnich analytickych metod (nové detekované gibereliny). Gibereliny se
v8ak v rostlinach vyskytuji ve velmi malém mnoZstvi (obecné ng g* Cerstvé hmoty), a tak je jejich
izolace a nasledna charakterizace velice obtizna. Jiz jednou izolované a identifikované gibereliny
pak lze v extraktech identifikovat diky chromatografickému chovani podpofeném hmotnostni
spektrometrii (MS). Zde se ziskané vysledky analyzovaného rostlinného extraktu porovnaji se
znamymi hodnotami, jiz pIné charakterizovanych standardd. Paklize se ukaze, Ze (nov¢) detekovany
giberelin neodpovida (referencni Cas na LC, fragmentace MS) zadnému znadmému giberelinu
(k dne$nimu dni jich je plné popsanol37), navrhne se jeho struktura (struktury), ktera by mohla
odpovidat nove detekované latce a tato navrzena struktura(y) se pfipravi pomoci organické syntézy
nebo semisyntézy. Obecné se pro pripravu novych derivati (i téch, co nejsou nové) vyuziva
semisyntézy. Tedy syntézy cilovych latek z biologicky dostupného pokroc¢ilého intermediatu. Diky
dostupnosti GAs (biotechnologicka vyroba) vychazi témét veskeré semisyntetické metody giberelinti

z giberelinu As. Z tohoto diivodu se v nésledujici kapitole budu vénovat chemii této latky. 8
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3.2 Chemie kyseliny giberelové (GA3)

Kyselina giberelova (GAs, 2, Obr. 7) je tetracyklicka dihydroxy kyselina obsahujici dvojnou vazbu
mezi atomy C-1 a C-2, C-10 y-laktonovy kruh, a hydroxylovou skupinu v pozici C-3 a C-13.
Komeréné je vyrabéna z kultury houby Gibberetta fujikuroi jako bila pevna krystalicka latka
s teplotou tani 223 az 235 °C a molekulovou hmotnosti 346,38 g/mol. Je velmi dobie rozpustna
v ethanolu, methanolu, ethylacetatu, butylacetatu a acetonu a rozpustna v benzenu a petroletheru. Jeji
schopnost rozpoustét se ve vodé je znaéné omezena, dosahuje pouze 5 g.L 127 V suchém prostiedi
je stabilni, ve vodném roztoku alkoholu a pii vysokych teplotach se chova jako nestabilni molekula
(viz dale). Jeji polocas rozpadu ve vodnych roztocich je ptiblizné 14 dnti pti 20 °C a 2 dny pfi teplote
50 ° C. Nedostatec¢na stabilita je spjata s pritomnosti dvojné vazby mezi prvnim a druhym uhlikem
A2 A kruhu. Biologicka aktivita této molekuly je nedilné spjata pravé s A2 nasobnou vazbou a y-

laktonovym kruhem.

Obr. 7 — Struktura giberelinu Az (GA3).

V okamziku, kdy byla rozeznana dulezita role kyseliny giberelové pii regulaci procest
v rostlinné fi8i a kdy doslo k identifikaci jeji struktury, zapocal pomyslny ,,hon“ na primyslové
vyuziti této latky. V dnesni dobé se GAskomeréné piipravuje fermentaci (viz nize), ale cesta k jejim
derivatim, at’ jiz piirodniho nebo syntetického plivodu, je mnohem komplikovanéjsi a prozatim
odolava biotechnologickym moznostem pramyslu. Na po¢atku 60. let ale byla dostupnost GAs velice
omezena, a tak se tato latka stala cilem organické syntézy. Pocatecni syntetické pokusy cilici na
syntézu GAs se zamé&fovaly na systém tetracyklického skeletu®® bez toho, aby braly v potaz hustou
sit’ funkénich skupin ptitomnych na skeletu GAs Nebylo tedy prekvapenim, Ze takto ptipravené
analogy GA; mély zadné ¢i pouze omezené biologické vlastnosti. Tyto derivaty tak neumoziovaly
védecké komunité zadny posun v pochopeni funkce giberelini, a to jak v oblasti biosyntézy
giberelind, tak v oblasti pochopeni jejich funkce, resp. vliv na rist a vyvoj rostlin. Rozvoj organické
syntetické chemie v 70. a 80. letech 20. stoleti spojeny s vyvojem novych syntetickych metod
a ¢inidel umoznil v roce 1978 skupiné E. J. Coreyho? (Nobelova cena za ,,for his development of
the theory and methodology of organic synthesis “, 1990, cena nedélena) uspésné dokoncit totalni
syntézu GAs V t&€sném zavésu (1980) pak tato syntéza byla dokonéena prof. Lewisem Manderem.*

Tyto dvé syntézy GAs oteviely nové cesty a moznosti k vytvofeni mnoha syntetickych derivatu.
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Syntetické derivaty giberelinu Az umoznily systematické zkoumani vlivu giberelinti na biosyntetické
transformace a vedli k objasnéni mnoha biochemickych procesu v rostlinach. I ptesto ale de novo
syntéza GAs ktera by umoznila vyvinout primyslovou syntézu, zlistava v sou¢asné mimo moznosti
jiné nez laboratorni ptipravy. Je tedy jednodussi a finanéné vyhodnéjsi pfipravit cilové gibereliny

z GAz a nasledné modifikovat pomoci semisyntetickych organickych postupt.

3.2.1 Dostupnost GAz

Komeréni produkce GAs je zaloZena predevsim na fermentaci houby Gibberella fujikuroi. Dalsi
teoretickou moznosti pifpravy GAs je, jak jsem jiz zminila, chemickéa syntéza?** nebo extrakce
z rostlin,'® avsak ani jedna z t&chto moznosti neobstoji z ekonomického hlediska. Do roku 1955 se
vyuzivala K ptipravé GAs metoda povrchové fermentace (LSF), zahy se vSak od této metody
odstoupilo. Nevyhodu tohoto postupu byla tvorba zna¢ného mnozstvi vedlejsich produktd, velmi
nizky vytézek (40-60 mg/L substratu) a velmi dlouha doba inkubace (10-30 dni). Tato metoda byla
postupné nahrazena technikou ponorného kvaseni (SmF), avsak i tento proces vykazoval nizky
vytézek pii vysokych vstupnich nakladech. Navic, tato metoda je velmi ovlivnéna rtznymi
environmentalnimi a nutricnimi faktory (doba inkubace, teplota inkubace, pH, rychlost michani,
zdroj uhliku a dusiku, bioelementy atd.). Z tohoto divodu byl vyvinut alternativni proces pro
produkci GAs, ktery se vyznacuje cca 100x niz§imi naklady na 1 kg piipravené GAs, fermentace na
pevné fazi (SSF). Tato metoda tak umoznila komercializovat GAs zejména diky tomu, Ze vyuziva

jako vstupnich surovin odpadni hmotu produkovanou agropriimyslem.®!

3.2.2 Metody identifikace giberelini p¥i vyrobé GAs

Identifikace a charakterizace giberelinii obsazenych V rostlinnych vzorcich jsou zaloZzeny na
kombinaci riznych metod, zejména pak spektrofotometrickych, chromatografickych a

fluorometrickych.

1) Spektrofotometrickd analyza probiha pfi 254 nm. Metoda je vyhodna pro méfeni vyssich
koncentraci giberelintl, a zejména pak pii analyze vétsSiho poctu vzorki. Je jednoducha a velice
rychla, avSak zavisla na vysoké Cistoté vzorku (nezbytné k zabranéni nezadoucich interferenci).
Navic neni specifickda na GAs. K identifikaci je totiz nutné prevést GAs pomoci kyseliny
chlorovodikové na kyselinu giberelenovou (3).%

2) Chromatografické metody jsou oproti spektrofotometrii citlivéjsi, jelikoZ umozniuji oddéleni
a identifikaci rznych GA vzniklych béhem fermentace. Nejpouzivangjsi chromatografickou

technikou je vysokot¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) s UV detekei.® P¥i kvantifikaci
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GA; je v8ak vyuzito jiné nez UV detekce (GAs neni UV aktivni — neabsorbuje) a vesmés je
vyuzito kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii (HPLC-ESI-MS/MS).3
Dale se vyuziva HPLC spojena s detekci pomoci fluorescence (HPLC-FD) a v nedavné dobé
byla zavedena také UPLC/MS/MS metoda.*® Obecné, HPLC-MS je méné& Casové naroéna
metoda a zaroven s tim velmi citliva a selektivni. Dulezitym faktem je také jednoducha piiprava
vzorku.

Fluorometrickymi metodami lze kvantifikovat GA3 pfitomnou ve vzorku pomoci reakce
s kyselinou sirovou (85%, V/V) pii 4°C. Nevyhodou této techniky je, Ze nerozliSuje mezi GAs

(2) a kyselinou giberelenovou (3). Proto tato metoda vyzaduje pe€livou piipravu vzork.®®
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3.2.3 Totalni syntézy GAs

Jak bylo jiz feceno, skupina E. J. Coreyho a nasledn¢ L. Mandera dosahla prvni, respektive druhé

totalni syntézy GAs. V nasledujicich dvou podkapitolach budou tyto syntézy podrobné piedstaveny.

3.2.3.1 Prvni totalni syntéza GA3 — Corey (1978)%

Syntéza GAs E. J. Coreyho (Schéma 1) je zaloZena na extensivnim vyuziti Diels-Alderovy (DA)
cykloadi¢ni reakce. Syntéza vychazela z pokro¢ilého intermediatu 13 obsahujiciho kruh C. Tento
benzochinonovy skelet 13 byl nasledné zahtivan v benzenu s dienem 12 za podminek termické DA
adice. Vysledny adukt 14 tak obsahoval nejen kruh C, ale i nov¢ utvoteny kruh B. Nasledné uzavieni
kruhu D, Achillova pata vSech ptedchazejicich pokust, byl utvofen pomoci variace McMurryho
complingu (neni ukazano). Po kontrakci SestiClenného kruhu na péti¢lenny nasledovala
intramolekularni DA, kterd vytvofila posledni kruh A. Nasledna hydrolyza laktonu v ziskaném
produktu 17 nasledovana poslednimi ,.kosmetickymi“ upravami funkénich skupin zakonc¢ila totalni

syntézu GAs (2).

o (0]
=
S - Benzen MeO
80 °C o
OMe
HO BnO | 30 hod N\ OB
12 13 HO 14
intermolekularni DA
i
-,
0 OMEM
Benzen
160 °C intramolekularni DA
45 hod
H
‘y _—
Cl ‘OMEM
H
o O
17 2

Schéma 1 - Schéma kli¢ovych transformaci prvni totalni syntézy GA32°
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3.2.3.2 Druha4 totalni syntéza GA3 — Mander (1980)*

Druha totalni syntéza GAs vychazela z hydrofluorenového intermediatu — fluorenonu 18 — a oproti
ptedchozimu pfistupu se pii ni Lewis Mander vyhnul linearniho pfistupu (postupna syntéza
jednotlivych kruhll) a misto toho syntézu zalozil na nepiimé strategii zaloZzené na vyuziti
aromatického A-kruhu skeletu (18). Klicové kroky syntézy pak mizeme rozdé¢lit do ¢tyt kroku
(Schéma 2).

Schéma 2 — Klicové kroky totdlni syntézy GA;z dle Mandera (1980).%°

Prvni klicovy intermediat, latka 18, byla ziskdna metodou zaloZenou na diazo-ketonové
cyklizaci vychazejici z kyseliny 2,5-dimethoxybenzoové. Jeji preména na giban (19) zahrnovala
hydrokyanaci a konverzi vzniklého kyanohydrinu na tetracyklicky keton, ktery po intramolekularni
cyklizaci s naslednou transformaci poskytl giban 19. Dalsi kroky pak zahrnovaly zavedeni
karboxylové funkéni skupiny na kruh B, benzylovou lithiaci, hydrogenaci a redukéni alkylaci a vedly
k vytvofeni dtlezitého meziproduktu 20. Jak je patrno ze schématu, latka 20 jiz obsahuje
stereochemické a strukturni rysy nezbytné pro uspésné zakonceni syntézy GAs. Nasledné syntetické
upravy C-18 karboxylové funkéni skupiny poskytly lakton 21, jenz byl nasledné pomoci sekvence
operaci zahrnujicich zavedeni a odstranéni chranicich skupin konvertovan na GAs Totalni syntéza

GA; tak byla ukonéena ve 34 krocich z vychozi latky, kyseliny 2,5-dimethoxybenzoové.
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3.3 Gibereliny — zakladni strukturni a chemické vlastnosti

Cileny a detailni vyzkum zaméteny na urceni struktury giberelint pfinesl o této tiide¢ latek velice
zajimavé a cenné informace, které mohly byt nasledné vyuzity pii popisu vlivu strukturnich zmén na

reaktivitu a biologickou aktivitu giberelinti.

Prvni piekvapujici zjisténi pochazelo z pozorovani krystalografickych dat methyl esteru GAi3
(C20 giberelin) a methyl esteru GA4 (C19 giberelin). Ukazalo se, Ze tyto dvé latky se naprosto lisi
konformaci, ktery zaujima kruh A (Obr. 9). Zatimco u methyl esteru giberelinu Az jsou usporadany
dva axialni estery ptiblizn€ rovnobézné, coz zpusobuje zplosténi kruhu A, ve struktuie methyl esteru
giberelinu A; laktonovy mustek naopak zplosténi kruhu A znemoziuje. Disledkem je zména
orientace C-18 methylové skupiny (GA1s vs. GAs), ktera tak méni svou relativni polohu vzhledem
k esteru C-7. Tato zména V konformaci ma s velkou pravdépodobnosti za nasledek pozorovatelnou

zménu v biologické aktivite.%

Obr. 9 — Prostorové struktury giberelina As methyl esteru (22), As methyl esteru (23)
a Ay trimethylesteru (24).

Dale struktura GA; s dvojnou vazbou mezi C-1 a C-2 (A'?) zpiisobuje, ze kruh A zaujima
zidliGkovou konformaci, zatimco kruh B se nachazi v obalkové konformaci. Kruh C m4 vani¢kovou
konformaci, zatimco péticlenny kruh D zaujima znovu konformaci obalkovou.*® Ve vodném roztoku
za neutralniho pH a pfi teploté 100 °C se GAs samovolné rozklada na kyselinu giberelenickou. Staci

vSak zménit reakéni dobu nebo pH roztoku a rozkladné produkty GA; se podstatné zméni. Nékteré
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Z nich jsou znazornény na obr. 8. Je dllezité si pfipomenout, Ze tyto zmény struktury maji drasticky

vliv na biologickou aktivitu vzniklych latek.>®

~OH HO ~OH ~OH
HO " HO A
CO,H CO,H CO,H CO,H CO,H
kyselina giberelenova (25) Iso-GA3 hydroxy kyselina (26) kyselina allogiberové (27)
(0)
COZH COzH COZH
kyselina giberova (28) kyselina dehydroallogiberova (29) kyselina dehydrogiberova (30)

Obr. 10 - Struktury vzniklé rozkladem GAj3 ve vodnych roztocich za riznych teplot a pH.*

3.3.1 Strukturni derivaty GAs

Diky své kompletni tetracyklické struktufe, vysoké hustoté funkénich skupin a relativné snadné
dostupnosti se GAs stala zakladnim stavebnim kamenem pro piipravu rtiznych giberelinovych
derivatt. Nasledujici podkapitoly se zaobiraji vybranymi modifikacemi, které jsou nejvice

charakteristické pro jednotlivé kruhy.

Obr. 11 - Struktura GA3

3.3.1.1 Modifikace kruhu A

GAs, jakozto hlavni prekurzor vhodny pro semisyntézu ostatnich giberelini, méa jeden hlavni
strukturni rys, ktery musi byt bran v potaz — dvé& dvojné vazby (A2 na kruhu A a A" na kruhu D).
Dvojna vazba A je obsazena u vétSiny ostatnich giberelinti a hlavné je soucasti vSech biologicky
aktivnich. Tedy prvnim hlavnim tkolem p¥i modifikacich GA3 bylo zredukovani A2 olefinu na A

kruhu bez toho, aniz by doslo k redukci A1 dvojné vazby na kruhu D.*°
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H, [Pd]
pyridin

Schéma 3 - Hydrogenace methyl esteru GAz pomoci specialné deaktivovaného Pd katalyzatoru

Olefiny A% a A1%17 se 1isi ve svych elektronickych vlastnostech. A2 na kruhu A je v allylické
pozici substituovan pomoci O-karboxylové skupiny. Pfitomnost elektron akceptorni skupiny tak
snizuje reaktivitu A2 vii¢i elektrofilim. Je také mozné ji selektivné hydrogenovat pomoci specialné
upravenych paladiovych katalyzatord (deaktivovanych pomoci piidavku amini).*® Za téchto
podminek nedochazelo k hydrogenaci A'®7 olefinu. Pii této hydrogenaci ale na druhou stranu vznikl
vedle cilového derivatu methyl esteru GAi (22), otevieny produkt 32. A latka 32 je zde bohuzel
hlavnim produktem reakce (Schéma 3). Nastésti, latka 32 lze snadno pievést na methyl ester GA:

(MEGA\, 31) pomoci jodolaktonizace nasledované dehalogenaci (Schéma 4).4

~OH ~OH
I, NaHCO; dehalogenace
_—
HO A HO
CO,H CO,Me
32 33 31

Schéma 4 — Ptiprava methyl esteru GA;

Dalgi typickou reakci na A kruhu GAj; je bazickd izomerace (Schéma 5).Y V bazickém
prostiedi dochazi ke tiikrokové transformaci, kde nejprve dojde k translokaci dvojné vazby via
epoxidovy intermediat a nasledna hydrolyza nové vzniklého laktonu 34 pak poskytne trans-2,3-diol
35. Tato izomerace muze byt také katalyzovana pomoci komplext tranzitnich kovi (Pd(OAc), nebo
PdCly) & slabych Lewisovych kyselin (FeCls, ZnBr2) (Schéma 5).4!
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0,01M NaOH

0,01M NaOH

35 34

Schéma 5 - Izomerace GA3

Pusobenim kyselého prostiedi na GAs dochazi k aromatizaci kruhu A. Nejprve dochazi ke
vzniku smési dienovych kyselin, pfevazné kyseliny giberelenové (36), ktera je vyznamnym
meziproduktem pii syntéze neobvyklych derivati GA.*? Pfi dalsim snizeni pH dochézi
k dekarboxylaéni eliminaci spojené s aromatizaci A kruhu a epimerizaci na C-9. Vznikne tak kyselina
allogiberova (37).2 Paklize je kyselina giberelovd vystavena piisobeni hydrazinu, dojde také
k aromatizaci A kruhu, ale tentokrat nedochazi k epimerizaci na uhliku C-9. Vznikne tak kyselina
epiallogiberova (38) (Schéma 6).%3

Schéma 6 — Hydrazinolyza GAs a reakce vysledného produktu v pfitomnosti kKyselin — aromatizace kruhu A.

Dalsi modifikace A kruhu mohou byt zpisobené redukénimi nebo substitucnimi reakcemi. GAs
methyl ester 3-tosylat (40) (pfipraveny z GAs methyl esteru (22) a toluensulfonyl chloridu) reaguje

s bromidem sodnym v HMPA za vzniku bromidu (41). Redukce (41) pomoci aktivovaného zinku
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nasledné generuje dien (42). Nasledné bylo prokazano, ze 3-O-acetait MEGA3 muze byt zredukovan

na 42 piimo vyuzitim Zn a CH3 CN.®

TsCl, pyridin
_—
NaBr
HMPA
Zn
-
HOAc
42 41

Schéma 7 - Pfiprava GAs methyl esteru 39.

Nakonec bych se také rada vénovala reaktivité 3-hydroxylové skupiny GAs Tato je ze dvou
hydroxylovych skupin obsazenych ve struktuie GA; reaktivnéj§i.*® Z tohoto diivodu jsou znamy jak
3-monoacetaty 43, tak 3,13-diacetaty 44. 3-Acetat 43 je rovnéz rychleji hydrolyzovan za ptitomnosti
slabsich nukleofili (methanolat).** V3echny tfi reaktivni skupiny 3,13-dihydroxy a 7-karboxy,
mohou byt methylovany pomoci NaH/Mel systém. Avsak tento produkt nema zadného praktického

vyuziti.®

Schéma 8 - GA3 3-acetat a GA3 3,13-diacetat

3.3.1.2 Modifikace kruhu B

Prvni a hlavni reakci provadénou na kruhu B GA; je transformace C-7 karboxylové kyseliny na
odpovidajici methyl ester. Nejcastéji je tato transformace provadéna pomoci diazomethanu. Dalsi
alkyl estery mohou byt pfipraveny reakci s odpovidajicimi diazoalkany ¢i dimethylforamid

dialkylacetaly.®® Dalsi metody zahrnuji reakci s draselnou soli kyseliny GAs s alkyl halogenidy ¢i
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reakci symetrického C-7 GA; anhydridu s alkoholem pfi teploté 100 °C. Kvili studiim biologické

aktivity GAs derivata bylo pfipraveno mnozstvi amidi a konjugatt aminokyselin s GAz.*

vvvvvv

Chemie kruhu B je z velké ¢asti zaméfena a omezena na C-7 karboxylovou skupinu. Tato
pozice ma zna¢ny vliv na prostorové usporadani atomi v GAsz (konformaci) a jejich derivatd.
Je zajimavé, Ze stereochemie uhliku na C-6 je z termodynamického hlediska v nevyhodném 64
pozici. Epimerizace stereochemie na C-6 z # na 6a a nasledné vyhodnoceni vlivu této zmény na
biologickou aktivitu téchto giberelinovych derivatd bylo tedy hlavnim cilem syntetickych
transformaci. Tato pfeména byla Gspé$né zavrsena sérii oxido-reduktivnich kroku (obr. 17), pii které
dochazi k epimerizaci pozice C-6 u C-7 aldehydického derivatu GAs. Nasledna oxidace aldehydu
pak vede k tvorbé cilové 6-epi-GAs (47).4

Schéma 10 - Ptiprava 6-epi-GAs

Posledni modifikaci popsanou v literatuie je ptiprava C-7 alkoholu, ktery byl pfipraven redukei

odpovidajiciho anhydridu GAs pomoci NaBH4.*®
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3.3.1.3 Modifikace na kruzich C a D

Chemie kruhu C giberelind je relativné neprozkoumana. Na vlastnim C kruhu je znamo pouze
nékolik malo modifikaci (zavedeni hydroxylovych skupin do pozic C-11 a C-12). Nejvice modifikaci
je ovSem spojeno s C-13 hydroxylovou skupinou. Tato skupina, ktera je spoleéna pro C i D kruh ma
nekolik vyznamnych vlastnosti. Co se tyCe reaktivity, je ze sterickych duvodt (tercialni alkohol
vs. sekundarni C-3 alkohol na A kruhu) méné reaktivni nez C-3 alkohol u GAs Na druhou stranu jeji
A16’17

allylicka pozice vici olefinu ji pfedurcuje k mnoha dal$im chemickym transformacim.*

Nejjednodussi z nich je H* nebo Lewisovou kyselinou iniciovany pfesmyk. Broenstetova nebo
Lewisova kyselina tak aktivuje A7 allylicky olefin k pseudo-pinakolovému piesmyku za tvorby
ketonu 48.4

H

Qs — k-

& H* 48

Schéma 11 - Aktivace A'®Y7 olefinu spojena s migraci vazby C-C — tvorba ketonu 48.

Obdobng, piitomnost halogenového Kationtu X* bude mit za nasledek tvorbu odpovidajiciho
presmyknutého halogenidu. Tvorba tohoto produktu probiha ptes halogenidovy cyklicky intermediat
umoznujici stereoselektivni presmyk vedouci k inkorporaci halogenidového iontu do pseudo C-13
pozice. Tato transformace je svym mechanismem podoba pieméné allogiberové kyseliny na Kyselinu
giberovou (Schéma 12).%

Schéma 12 — Tvorba halogenidového derivati GAs pomoci pfesmyku na kruhu C/D.

Jednou z moznosti, jak selektivné modifikovat vazbu A% je jeji ozonolyza. Paklize ale tato reakce
(ozonolyza) bude provadéna v piitomnosti nechranéné C-13 hydroxylové skupiny, vyslednym
produktem bude keton 50 pouze v minimalnim mnozstvi. Hlavnim produktem reakce bude seko-GAs

kyselina 51. Tato latka mize také byt pripravena oxidaci GAs pomoci bismutatu sodného (Na;
BiOs).
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Schéma 13 — Produkty ozonolyzi GAs.

Z divodu velké reaktivity olefinu A'®" je €asto vhodné tuto skupinu chranit ve formé
epoxidu.t® Olefin A je totiz elektronové bohatsi nez olefin A2 na kruhu A, a tedy bude prednostné
reagovat s elektrofilnim epoxida¢nim c¢inidlem jako je napf. Kyselina m-chlorperoxybenzoova
(MCPBA). Reakce s kovovym zinkem pak vede k regeneraci A olefinu. Paklize je ale C-13
alkohol ponechan nechranén, bude vznikly hydroxy epoxid 53 podléhat Wagnerovu Meerweinovu

presmyku na keton.

Schéma 14 — Pfesmyk nechranéného 16,17- epoxidu 52.

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.3.1.1., zamé&tujici se na modifikace na kruhu A, katalytické
hydrogenaéni reakce bohuZel nejsou selektivni a ob& dvojné vazby, A2 a A jsou selektivné

redukovany za vzniku smési produktu.
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3.4 Navrh syntézy neznamého giberelinu

3.4.1 Pivod nového giberelinu a navrh jeho pravdépodobné struktury

Vyzkum nasi skupiny se zamétuje predevsim na syntézu piirodnich latek a vyvoj novych
syntetickych metodologii vhodnych k jejich ptiprave. Jednim ze ti¥i hlavnich projektd (chemie
fenylpropanoidli, vyvoj novych syntetickych metod zalozenych na chemii siry, a pravé chemie
giberelintll), kterym se v nasi skupiné€ zabyvame posledni Ctyfi roky, je ptiprava novych izotopoveé
a fluorescentné znaCenych giberelini. V ramci tohoto projektu velice tzce spolupracujeme se
skupinou prof. Heddena (Rotsham Research, UK a Laboratot Ristovych Regulatord (LRR), UEB
AV CR) a skupinou Dr. Tarkowské (LRR, UEB), ktefi se zabyvaji vyzkumem v oblasti giberelint
ajejich detekei a kvantifikaci v rostlinnych vzorcich. V ramci jednoho z téchto projektt prof. Hedden
detekoval ve vzorcich cukrové fepy novou latku, ktera dle reten¢niho casu vramci LC,
charakteristické fragmentaci v MS/MS spektru (fragmentace v MS spektrech neodpovidalo zadné

z dosud popsanych 137 znamych giberelini) byla ozna¢ena za novy, dosud nepopsany giberelin.

Na zakladé molekulové hmotnosti, sumarniho vzorce (C19H240¢; [M+H]* = 349), a zkuSenosti
s giberelinovymi skelety pak Dr. Pospisil a prof. Hedden odvodili, Ze hledana slouc¢enina bude mit
podobnou strukturu jako giberelin A;. Tedy, ze hledana molekula obsahuje dvé karboxylové funkéni
skupiny (2xCO0,), dvé hydroxylové skupiny (2xOH) a jednu nasobnou vazbu (1xolefin) (Schéma 15).
Na zakladé MS/MS fragmentacnich spekter a jejich porovnani se znamymi gibereliny prof. Hedden

nasledné dosel k zavéru, ze obé hydroxy skupiny musi byt na kruhu C nebo D neznamého giberelinu.

Na zakladé téchto informaci Dr. Pospisil usoudil, Zze neznamy giberelin s velkou
pravdépodobnosti bude derivatem giberelinti s C-13 hydroxy skupinou. Tedy, Ze neznamy giberelin
bude derivatem giberelinu Az S dodate¢nou hydroxy skupinou na jednom z uhlikid C11, C12 nebo
C15. Podrobna analyza téchto struktur ale ukazala, Ze 4 z navrzenych osmi moznych kandidata jiz
jsou popsané endogenni gibereliny Ae7, A77, A130 @ A1zs. Zbyvajici Ctyti latky byly pak jako mozni
kandidati vylouceni, protoze jejich mozna produkce vramci biosyntézy se zdala by-ti malo
pravdépodobna (stereoelektronické faktory). Nasledna detailni a podrobna analyza MS/MS spekter
latky vedla k nazoru, ze detekovana struktura nema C-13 hydroxy skupinu. Pozornost Dr. Pospisila
se tak zaméfila spise smérem k derivatim giberelinu Ag substituovaného dvéma hydroxy skupinami
na kruhu C (pozice C11 nebo C12) nebo kruhu D (pozice C15). Porovnanim fragmentaénich MS/MS
spekter znamych giberelinid s vodikovym atomem v pozici C-13 a hydroxy skupinou v pozici C-15
(Zadna mozna korelace) ale vedla k zavéru, ze novy giberelin nebude mit hydroxy skupinu na kruhu

D.
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Tim se snizil po¢et moznosti toho, jak by nové objeveny giberelin mohl vypadat, na ¢tyfti
kandidaty. Z téchto pak 118, 12a—dihydroxy GAg pfitahl nasi pozornost jako nejvaznéjsi kandidat
(Schéma 15). Hydroxy skupiny takto umisténé totiz nejvice respektuji termodynamicky
nejstabilngjsi konfiguraci cilové latky. 118, 12a-dihydroxy GAs se tak stal cilovou latkou pro

syntézu neidentifikovaného giberelinu z cukrové fepy.

11-b-OH-GA 5, GAuse

CO,H CO,H

GA,3 GA; CO,H  GAg CO,H

12-b-OH-GA,, 12-a-OH-GA,, 15-b-OH-GA, 15-a-OH-GA

NavrZené struktury giberelinu odvozené od giberelinu Agy

CO,H
11b,12b-(OH),-GA, 11a,12a-(OH),-GA, 11b,12a-(OH),-GA, 11a,12b-(OH),-GA,

Schéma 15 — Postupné uvazovani kandidati na neznamy giberelin.
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3.4.2 Klicové syntetické kroky umoziujici zavedeni klicovych 11 B a

12a hydroxy skupin

Navrh pomysiné stereoselektivni instalace téchto dvou hydroxylovych skupin na strukturu giberelinu
Ay je zaloZen na reaktivité intermediatu 21. Tako latka byla jiz dfive pfipravena®® ve skuping
prof. Mandera a v nasem piipad¢ by slouzila jako zakladni intermediat nezbytny k nasledné instalaci
obou hydroxylovych skupin (Schéma 16). Nejprve by tak byla zavedena C-12 hydroxylova skupina
pomoci selektivni allylické oxidace. V tomto piipadé se tedy bude muset ochranit A7 olefin na

D kruhu, aby nedochazelo ke kompetitivni allylaéni oxidaci na pozici C-15 kruhu D.

Avsak A1 olefin se bude muset zpétné regenerovat (odchranit) pied tim, nez bude zavedena
C-11 hydroxylova skupina. V tomto piipadé je totiz ptitomnost A'® olefinu na D kruhu nejenom
zadouci, ale i nezbytna. Zavedeni hydroxylové skupiny je totiz zaloZeno na inter-intra molekularni

stereoselektivni hydroborace olefinu A%, ktera instaluje C-11 hydroxylovou skupinu.

OH

selektivni C12
allylicka oxidace

Selektivni inter-intra

CO,Me 21

Selektivni C12 allylicka oxidace

D16,17-olefin musi byt chranin aby
nekonkuroval D9,11 olefinu

D16,17-olefin slouzi
jako eidici skupina

Modus operandi
oidici skupiny OH

Schéma 16— Instalace klicovych hydroxylovych skupin na skeletu giberelinu Aq.
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3.4.3 Navrzené syntetické schéma vedouci k pripravé cilové struktury

nového giberelinu

Na zakladé navrzené struktury (viz 3.4.1) a kontextu navrzenych klicovych kroki umoznujicich
stereoselektivni zavedeni obou hydroxylovych skupin na uhliky C-11 a C-12, Dr. Pospisil navrhl
zahajit syntézu cilové latky ze standardn¢ dostupného giberelinu As. Celkovy synteticky plan je pak
pfiblizen na nasledujicich dvou schématech (Schéma 17 a Schéma 18).

Kli¢ovymi kroky této syntézy pak jsou:

1) Piiprava intermediatu 4 obsahujiciho dvé orthogonalni chranici skupiny na C-19 a C-7 esterovych
skupinach.

2) Vybér a zavedeni chranici skupiny pro olefin A6Y,

3) Ptiprava intermediatt 15 resp. 20 vhodnych k selektivni allylické oxidaci pozice C-12 a provedenti

inter-intra molekularni hydroborace vedouci k selektivni instalaci C-11 hydroxy skupiny.

wOH
NH,NH, . H,0
HCI, DMF, 120°C HO
HO,C CO,Me
1 (MEGAj) 2 zavedeni chranici
skupiny na C19
karboxylovou
skupinu
~wOH
oxidace
-~
07 3
MOMO,C CO,Me

4 3

mCPBA, CH,Cl, ) )

- nebo - TBHP, Ti(OPri),,

TBHP, Ti(OPri),, CH,Cl,

CH,Cl,

PDC
-
CH,Cl,

NaBH,
CuCl
MeOH, 0°C

-
wn

i >\—0Ph
WwOH PhO Cl o nBu;SnH
(2.5 equiv.) OPh kat. AIBN
—_—
HO\\\ pyridino S O\\\ toluen R
MOMO,C CO,Me CHyCL 0°C MmoMO,C CO,Me 80°C MOMO,C CO,Me
7 8 9
NalO, Me;S'T | NalO,
CH;CN/H,0 NaH, CH;CN/H,0
S DMSO ’ b
S %oph
A
PhO™ “CI OPh nBu;SnH
(2.5 equiv.) . o kat. AIBN o
» S7N0N Y —’1 X
pyndin MOMO,C CO,Me toluen S
CH,Cl, 0°C OMO,C 2 gooc MOMOC CO,Me

11 12

Schéma 17 — Navrzené syntetické schéma — ¢ast 1.
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[ Syntéza intermediatu 17 z epoxidu 9]

T
ZnCl, McOH, 70°C 2, AcONa”, CHyCN

_ =

nebo

nebo X
MgBr, Et,0, RT HOZC: CO,Me KI; K,CO;3 THF/H,0
13
1) Ac,0, Et;N, CH,Cl, 5¢0, TBHP

2) Zn, AcO'Na*, Nal

ZnCl, MeOH, 70°C I, AcO'Na’, CH;CN

B —— e (6]
nebo S nebo
MgBr, E,O,RT ~ HO,C COMe KI5 K,CO5, THF/H,0
18
DBU
CH,Cl,
reflux
1) Ac,0, EtsN, CH,Cl
) Ac0. EGN. CHLCL SeO, TBHP

2) Ph;PCH,_ THF, reflux

Schéma 18 — Navrzené syntetické schéma — ¢ast 2.

3.4.4 Cile bakalarské prace

Cilem této bakalaiské prace neni samoziejmé dokoncit syntézu navrzené struktury nové izolovaného
giberelinu, ale ,,pouze optimalizovat syntézu intermediatu 4. Podrobnéji, mym tkolem bude najit
Vhodné orthogonalni chranici skupiny pro C-7 a C-19 karboxylové kyseliny tak, abychom mohli
selektivné C-19 karboxylovou skupinu odchranit v pfitomnosti chranici skupiny na karboxylu C-7.
V navrzeném syntetickém postupu vychazime z predpokladu, ze MOM chranici skupina bude tou
nejvhodnéjsi chranici skupinou pro C-19 karboxyl, ale n€kolik dal$ich chranicich skupin bude
testovano. Nasledné pak budu mit za kol optimalizovat veskeré syntetické kroky vedouci k latce 4
tak, aby poskytovaly cilové produkty za vysokych vytézka a aby dané syntetické kroky mohly byt

provadény v multigramovém mnozstvi.

WOH

07

P10,C CO,P?

4

Obr. 12 - Struktura cilového intermediatu.

34



Vybrané intermediaty pak budou otestovany na jejich biologickou aktivitu vic¢i vybranym

nadorovym liniim a také budou testovany na jejich protizanétlivé ucinky.
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4  Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie

Pro jednotlivé kroky byly pouzity tyto chemikalie: aceton, allylbromid, benzyl bromid (BnBr),
bromid zine¢naty (ZnBr), deuterovany chloroform (CDCls), Dess-Martinovo ¢inidlo (DMP),
dichlormethan (DCM), dimethylformamid (DMF), ethyl acetat (EtOAc), TEMPO-¢inidlo,
K-selektrid, N-chlorsukcinimidu (NCS), tetrabutylamonium chlorid (TBAC), hydrazin hydrat
(NH:NH.H20), hydrazin monochlorid (NH2NH2.HCI), hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCOs3),
hydroxid draselny (KOH), chloroform (CHCls), K-selektrid, kyselina chlorovodikova (HCI),
kyselina sirova (H2SO4), metanol (CHsOH), methyl jodid (CHsl), N,N-diisopropylethylamin
(DIPEA), nasycené roztoky NaCl, NaHCOs; a Na,COs, N-methylnitrosourea, diethylether,
petrolether (PE), pyridinium-chlorchromat (PCC), pyridinium-dichromat (PDC), siran hofeénaty
MgSOs, siran sodny (Na,SOs), tetrahydridoboritan sodny (NaBHa), tetrahydrofuran (THF), toluen,
uhli¢itan draselny (K2COsz) od firem Sigma-Aldrich, Merck, Lachner a Fluka. Vesker¢ latky byly,

paklize neni uvedeno jinak, pouzity ve stejné Cistote, v jaké byly dodany.

4.2 Metody a material

4.2.1 Obecné informace

Pribeh reakci, orienta¢ni Cistota meziprodukti a produktd byla stanovena pomoci tenkovrstevné
chromatografie (TLC) na hlinikovych deskach pokrytych silikagelem 60 SIL G/UV254
s fluorescentnim indikatorem (Machery-Nagel nebo Sigma-Aldrich). Jednotlivé slouceniny
pritomny v reakéni smési byly vizualizované pomoci vizualizacnich roztokl, a to pomoci
Hannesianova roztoku a KMnOs Findlni produkty byly purifikovany pomoci kolonové
chromatografie (CC) na silikagelu 34 od firmy Sigma Aldrich (velikost ¢astic 230-400 mesh;
velikost porti 60 A). Eluované frakce byly jimany po 15-30 mL a jejich obsah byl monitorovan
pomoci TLC. Frakce obsahujici stejny obsah byly spojeny, zahus$tény na RVO a nasledné

analyzovany pomoci spektralnich metod.

Analyza pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla provedena na spektrometru
JEOL 500 JNM-ECA 500 MHz pracujici pii frekvenci 500 MHz (*H) a 125 MHz (**C). Mé&ieni

probihala za laboratorni teploty a pro méfeni byla pouzita deuterovana rozpoustédla chloroform
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(CDCls) a aceton (CD3COCDs). Chemické posuny (8, ppm) a $tépici konstanty (Hz) *H NMR spekter
jsou uvedeny standardnim zptusobem vzhledem ke zbyvajicimu CHCIl; piitomnému v CDCls
(6H=17,27 ppm) a prostfednimu signalu v CHD,C(O) CDs pfitomném v acetonu-ds (6H = 2,05 ppm).
13C NMR chemické posuny (8, ppm) jsou uvadény vzhledem k CDCl; (8C = 77,23 ppm, prostiedni
signal) a CD3C(O)CDs (6C = 29.84 ppm, prostfedni signal). Protonové interakce jsou reprezentovany
jako singlet (s), dublet (d), dublet dubletu (dd), triplet (t), triplet tripletu (tt), pentet (p) a multiplet
(m). Hodnoty HRMS byly ziskany za pouziti kvadrupolové /iontové pasti hmotnostniho analyzatoru.
Analyza a pfifazeni byly provedeny porovnanim s literarnimi spektroskopickymi daty nebo pomoci
experimentii 2D-COSY, HSQC, HMBC, 2D-NOESY a 1D-NOEdiff. Cistota kone¢nych slouéenin
byla stanovena dle nasledujiciho postupu: 1 mg slouceniny byl rozpustén v 1 ml 1% methanolu
a vstiiknut (10 ul) na kolonu s reverzni fazi (Symmetry C18, 5 um, 150 mm x 2,1 mm; Milford, MA,
USA), inkubovano pii 25 © C. Rozpoustédlo (A) bylo tvoifeno 15 mM mraven¢anem amonnym
upravenym na pH 4,0. Rozpoustédlo (B) bylo tvofeno methanolem. Pfi pratoku 200 ul / min byl
pouzit binarni gradient: 0 min, 10% B; 0-24 min. linearni gradient na 90% B; 25-34 min. izokratické
eluce 90% B; 35-45 min. linearni gradient na 10% B. Eluovana faze byl poté zaveden do PDA
detektoru (rozsah snimani 210-700 nm s rozliSenim 1,2 nm) a elektrosprejovy zdroj (zdrojova teplota
120 © C, desolvacni teplota 300 ° C, kapilarni napéti 3 kV, kuzelové napéti 20 V). Dusik byl pouzit
jako kuzelovy (50 1 / h) i desolvacni plyn (500 1/ h). Sbér dat byl provadén v rezimu uplného
skenovani (50-1000 Da), doba skenovani 0,5 s a sraZzkovou energii 6 V. Analyzy byly provedeny
v pozitivnim médu (ES*) nebo v zaporném modu (ES’), a proto byly shromazdény jako

kvazimolekularni ionty [M + H] + a [M-H]".

Teploty tani (b.t.) byly méfeny na pfistroji B-540 Biichi® a nejsou korigovany. Latky byly
navazovany na analytickych vahach znacky AS 220.R2. Veskeré reakce probihaly za pomoci
laboratorni magnetické michacky s ohfevem Heidolph MR 3001 K (Heidolph, Nemécko). Latky byly

odpatovany a zahustovany za pouziti vakuové rotaéni odparky Interface 1-300 (Biichi, Svycarsko).

4.2.2 Vizualizacni roztoky pro TLC

e Zasadity roztok KMnOs byl pfipraven rozpusténim 9 g KMnO4 a 20 g KoCO3 ve 150 mL
10% NaOH.
e Hannesianlv vizualizacni roztok byl pfipraven rozpusténim 12 g kyseliny

fosfomolybdenové v 250 mL ethanolu.
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4.3 Organicka syntéza

4.3.1 Methylester kyseliny giberelové (111)>°

CH,I

K,CO;
aceton

Krystalicka latka Il (5 g, 14.4 mmol, 1.0 ekviv) byla za laboratorni teploty rozpusténa
v acetonu (18 mL, 0.1 M viici 1) a smés byla michana po dobu 5 minut. Nasledné byl pfidan bezvodny
K2COs (3 g, 21.7 mmol, 1.5 ekviv). Po dalsich 5-ti minutach byl pomalu ptikapavan methyl iodid
(1,01 mL, 17,6 mmol, 1.2 ekviv) a vysledna smé&s byla michana po dobu 24 hodin. Po ukonéeni
reakce byla smés zfedéna destilovanou vodou (250 mL) a nésledné extrahovdna pomoci EtOAcC
(3x250 mL). Spojené organické faze byly promyty nasycenym roztokem NaCl (200 mL), suseny nad
bezvodnym Na SO, zfiltrovany a zahuStény na RVO. Vysledny surovy produkt byl nasledné
precistén pomoci sloupcové chromatografie (SiO,, P.E.: EtOAc =2: 1 — 1: 1 — 3:7) a poskytl
produkt 111 (3.9 g, 86 %) ve formé bilé krystalické latky.

B.t. = b.t. 189-189.5 °C, litt.5° 209 — 210 °C; a* = 56.5°, litt.° a}® = 75°(c 0.5, CH3OH); *H NMR
(500 MHz, Chloroform-d) 6 (ppm) = 1.26 (s, 3H), 1.66 — 1.72 (m, 1H), 1.75 (dd, J = 10.8, 1.4 Hz,
1H), 1.82 (dddd, J = 10.4, 9.3, 7.6, 3.6 Hz, 1H), 1.90 — 1.97 (m, 1H), 2.03 — 2.12 (m, 2H), 2.13 -
2.26 (m, 2H), 2.80 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.22 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 4.17 (dd, J = 3.9, 0.9
Hz, 1H), 4.98 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.29 (dd, J = 3.1, 1.9 Hz, 1H), 5.92 (dd, J = 9.3, 3.7 Hz, 1H), 6.33
(dd, J=9.2,0.9 Hz, 1H); *C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 14.6, 17.2, 38.4, 43.3, 45.0,
50.7, 50.8, 51.3, 52.4, 53.0, 53.7, 70.0, 78.4, 90.6, 107.9, 132.5, 133.2, 157.1, 172.7, 178.5; MS
(ES*), m/z (%): 378.30 [M+H]*, 399.17 [M+K]*; R.t. = 14.06 min.
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4.3.2 Syntéza dienu IV pomoci hydrazinolyzy®

NH,NH,.HCI
DMF

135°C
120 °C

K roztoku 111 (14 g, 38.84 mmol, 1.0 ekviv) rozpusténém v DMF (125 mL) byl ptidan hydrazin
monochlorid (35 g, 0.511 mmol). Suspenze byla zahfata na 135 °C a michana pod argonovou
atmosférou, dokud nedoslo k homogenizaci smési. Teplota byla posléze rychle snizena na 120 °C
a pii této teploté byla reakéni smés michana 4 hodiny. Nasledovalo chlazeni na laboratorni teplotu
a s naslednym chlazenim v ledové lazni. Reakéni smés byla zifedéna destilovanou vodou (300 mL),
okyselena na pH 3 pomoci 6 M HCI a extrahovana EtOAc (3x200 mL). Spojené organické faze byly
promyty 1 M HCI (2x100 mL) a zahu$tény na RVO. Suchy produkt byl rozpustén v EtOAc (150 mL)
a promyt roztokem nasyceného NaHCOs a Na;COs (1:1, 2x75 mL). Ziskana organicka faze obsahuje
vychozi produkt. Spojené vodni faze byly promyty EtOAC (3x200 mL) a vznikla organicka faze byla
pridana k organické fazi vzniklé beéhem piedchozi extrakce. Spojené vodné faze byly okyseleny na
pH 3 pomoci koncentrované HCI a extrahovany EtOAC (3x300 mL). Spojené organické faze byly
zahustény na RVO a poskytly vysledny produkt 1V (1.15 g, 11 %) ve formé zluté latky. Produkt byl

skladovan pro dalsi pouziti bez dodate¢né purifikace.

B.t. 127-128 °C; a3* = -52,4 (c 1.51, CH3OH); *H NMR (500 MHz, Acetone-ds) & (ppm) = 1.16 (s,
3H), 1.63 —1.77 (m, 3H), 1.79 — 1.87 (m, 1H), 1.88 — 1.96 (m, 1H), 1.96 — 2.04 (m, 2H), 2.12 (t,J =
3.1 Hz, 1H), 2.15 - 2.26 (m, 2H), 2.70 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.25 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 3.72 (s, 3H),
4.02 — 4.05 (m, 1H), 4.72 (d, J = 6.8 Hz, OH), 4.87 (td, J = 1.7, 0.8 Hz, 1H), 5.20 (ddd, J = 3.0, 1.8,
1.0 Hz, 1H), 5.89 (dd, J = 9.3, 3.7 Hz, 1H), 6.38 (dd, J = 9.4, 0.9 Hz, 1H); MS (ES"), m/z (%): 361
[M+H]*; 39 [M+K]*; R.t.=13.5 min.
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4.3.3 Chranéni karboxylové skupiny na C-19

4.3.3.1 Zavedeni MOM chranici skupiny
MOMCI ~OH
DIPEA -
DCM, -30°C HO” >
~o CO:CH;
0 \
0
\

K rozpusténé kyseling 1V (2.5 g, 6.96 mmol, 1.0 ekviv) v CH.Cl, (75 mL, 0.1 M vuci 1V)
byla ptidana DIPEA (2.4 mL, 13.91 mmol, 2.0 ekviv) a reak¢éni smés byla ochlazena na teplotu
-30 °C. Po 5-ti minutach byl po kapkach ptidavan MOMCI a vysledna reakéni smes byla michana
20 minut. NH4Cl (150 mL) byl pfidan a po samovolném ohfati na laboratorni teplotu byla smés
extrahovana pomoci EtOAc (3x200 mL), promyta nasycenym roztokem NaCl (200 mL), suSena nad
bezvodym M@SQ,, zfiltrovana a zahusténa na RVO. Vysledny surovy produkt byl nasledné
purifikovan pomoci sloupcové chromatografie (SiO»; aceton/hexan = 2:3) a poskytl produkt V
(505.5 mg, 18 %) ve formé bilé krystalické latky

B.t. 132- 133 °C; a}? = — 82.7° (¢ 1.32; CH3;0H); *H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) =
1.29 (s, 3H), 1.66 — 1.92 (m, 3H), 2.05 — 2.15 (m, 1H), 2.18 (dd, J = 10.5, 2.8 Hz, 1H), 2.20 — 2.27
(m, 1H), 2.27 — 2.33 (M, 1H), 2.61 (dd, J = 16.4, 6.4 Hz, 1H), 3.39 (s, 3H), 3.49 — 3.57 (m, 1H), 3.66
(d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 4.38 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 4.95 — 5.04 (m, 1H), 5.13 (d, J = 6.0 Hz,
1H), 5.17 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.20 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 5.94 — 6.05 (m, 1H), 6.39 (dd, J = 9.6, 0.8
Hz, 1H); 3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 19.9, 20.9, 39.2, 39.3, 47.9, 49.3, 49.8, 52.0,
52.3,56.3, 57.8, 69.9, 79.3, 90.4, 106.5, 125.1, 126.7, 128.4, 140.5, 154.4, 173.9, 175.0; MS (ES"),
m/z (%): 405.36 [M+H] ", 443.2 [M+K]"; R.t. =16.76 min.
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4.3.3.2 Chranéni karboxylové skupiny pomoci allylu

\\\OH

1) K,CO; allylBr
DMF, RT

H02C y C02CH3 2) CH2N2, MGOH

v

IV (100 mg, 0.278 mmol, 1.0 ekviv) byla rozpusténa v DMF (2.78 mL, 0.1 M vuéi 1V)
a michana za laboratorni teploty. Po 5-ti minutach byl pfidan K>COs po dalSich 5-ti minutach po
kapkach allylbromid. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC a po zreagovani veskeré vychozi
latky (80 minut) byla reakéni smés ziedéna destilovanou vodou (10 mL). Nasledovala extrakce
pomoci EtOAc (3x15 mL), promyti destilovanou vodou (1x15 mL), suseni nad bezvodnym Na,SOs,
filtrace a zahu$téni na RVO. Vysledny surovy produkt byl rozpustén v MeOH (5 mL) a roztok byl
ochlazen na 0°C. Do tohoto roztoku byl ptfikapan roztok diazomethanu v Et,O az do perzistentniho
zlutého zbarveni reakéni smési. Roztok byl pak probublan dusikem tak aby zluta barva vybledla
a vysledny roztok byl odpaten do sucha na RVO. Vysledny surovy produkt byl nasledné precistén
pomoci sloupcové chromatografie (SiOz; aceton/hexan = 2:3) a poskytl produkt VI (86 mg, 77 %)
ve formé bilé krystalické latky.

B.t. 130 — 130,5 °C; a3° = 17° (¢ 1.09, CHsOH); *H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm) = 1.27
(s, 3H), 1.73 (ddd, J = 10.4, 7.6, 2.6 Hz, 1H), 1.78 (dd, J = 10.5, 2.3 Hz, 1H), 1.83 (dq, J = 11.9, 6.4
Hz, 3H), 2.09 (dddd, J = 16.6, 12.5, 7.7, 4.9 Hz, 1H), 2.17 (dd, J = 10.2, 2.7 Hz, 1H), 2.24 (dq, J =
16.6, 2.2 Hz, 1H), 2.30 (dt, J = 16.5, 2.8 Hz, 1H), 2.62 (dd, J = 16.2, 6.1 Hz, 1H), 3.52 (dd, J = 8.6,
4.3 Hz, 1H), 3.65 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 4.36 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 4.49 (ddt, J = 13.4, 5.5,
1.4 Hz, 1H), 4.54 (ddt, J = 13.5, 5.4, 1.5 Hz, 1H), 4.99 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 5.17 (t, J = 2.6 Hz, 1H),
5.21 (dg, J = 10.4, 1.3 Hz, 1H), 5.26 (dq, J = 17.3, 1.7 Hz, 1H), 5.83 (ddt, J = 17.2, 10.7, 5.5 Hz,
1H), 5.98 (dd, J = 9.6, 5.5 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 9.6 Hz, 1H); *C NMR (126 MHz, Chloroform-d) &
(ppm) =20.0, 20.9, 39.2, 39.3, 48.0, 49.3, 49.7, 52.0, 52.3, 56.3, 65.1, 69.9, 79.3, 106.4, 118.2, 124.8,
126.8,128.7, 132.2, 140.2, 154.4, 174.1, 175.1; MS (ES*), m/z (%): 401 [M+H] *, 440 [M+K]*
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4333 Chranéni karboxylové skupiny pomoci benzylu

~OH 1) K,CO;3 BnBr
DMF, RT
HO” }
H02C C02CH3 2) CH2N2, MeOH

IV (3 g, 8.35 mmol, 1.0 ekviv) byla rozpusténa v DMF (84 mL, 0.1 M vuci 1V) a michana za
laboratorni teploty. Po 5-ti minutach byl pfidan K,COgz, po dalSich 5-ti minutach po kapkach BnBr.
Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC a po zreagovani veskeré vychozi latky (22 hod) byla
reakéni smés ziedéna destilovanou vodou (40 mL). Nasledovala extrakce pomoci EtOAc (3x90 mL),
promyti destilovanou vodou (1x90 mL), suseni nad bezvodnym Na,SO,, filtrace a zahusténi na
RVO. Vysledny surovy produkt byl rozpustén v MeOH (50 mL) a roztok byl ochlazen na 0°C. Do
tohoto roztoku byl piikapan roztok diazomethanu v Et;O az do perzistentniho zlutého zbarveni
reakéni smési. Roztok byl pak probublan dusikem tak aby zluta barva vybledla a vysledny roztok
byl odpatren do sucha na RVO. Vysledny surovy produkt byl nasledné precistén pomoci sloupcové
chromatografie (SiO., aceton: hexan = 2:3) a poskytl produkt VI (3.12 g, 84 %) ve form¢ bilé
krystalické latky.

ad? = - 26.5° (¢ 1.69, CH30H); *H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 1.28 (s, 3H), 1.51
(dd, J=10.5,2.3 Hz, 1H), 1.68 (ddd, J = 9.2, 4.6, 2.2 Hz, 3H), 1.74 — 1.94 (m, 3H), 2.00 — 2.17 (m,
4H), 2.20 (dq, J = 17.7, 2.4 Hz, 1H), 2.26 (dt, J = 16.5, 2.9 Hz, 1H), 2.49 — 2.58 (m, 1H), 3.52 (dd, J
= 8.6, 4.4 Hz, 1H), 3.61 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 3.72 (s, 3H), 4.37 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 4.96 (t, J = 2.1
Hz, 1H), 5.00 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 5.11 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 5.14 (t, J = 2.7 Hz, 1H), 5.97 (dd, J =
9.7,5.5 Hz, 1H), 6.35 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 7.30 — 7.43 (m, 5H); **C NMR (126 MHz, Chloroform-d)
d (ppm) = 20.0, 20.8, 39.1, 39.2, 47.9, 49.3, 49.7, 51.9, 52.0, 56.2, 66.3, 70.0, 79.2, 106.4, 124.8,
126.8, 128.3, 128.4, 128.6, 128.7, 128.7, 128.8, 136.0, 140.2, 154.4, 174.3, 175.0; MS (ES*), m/z
(%): 473.29 [M+Na] *, 489.18 [M+K]*; R.t.=20.59 min.
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4.3.4 Oxidace hydroxy skupiny na C-3

4.3.4.1 Oxidace latky V pomoci PDC

PDC

4A sieves
CH,Cl,
rt

Alkohol V (1.5 g, 3,7 mmol, 1.0 ekviv) byl rozpustén v DCM (52.5 mL, 0.1 M vici V) a PDC
(5.5 g, 0.5 mmol, 2.0 ekviv) spolu s aktivovanymi kulickovymi molekularnimi sity 4A (1g) byli
ptidany. Smés byla ponechéana reagovat pti laboratorni teploté po dobu 24 hodin. Cely roztok byl
roziedén pomoci Et,0 (180 mL) a vysledna smés byla zfiltrovana ptes Celit®. Filtrat byl nasledng
promyt 1 M ag. HCI (150 mL), nasycenym roztokem NaCl (150 mL), susen nad MgSOs, zfiltrovan
a zahus$tén na RVO. Vysledny surovy produkt byl nésledné ptecistén pomoci sloupcové
chromatografie (SiO2; P.E.: EtOAc = 4: 1 — 2: 1) a poskytl produkt VIII (269 mg, 18%) ve formé
bilé krystalické latky.

B.t. 128 — 128.5 °C; a3 = — 95,6° (¢ 1.69, CH3OH), (lit.) a3> = — 184 °C (c 1.09, CH.Cl,); *H NMR
(500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 1.44 (s, 3H), 1.71 — 1.93 (m, 4H), 2.15 — 2.27 (m, 2H), 2.31
(dg, J=4.3,2.7 Hz, 2H), 2.72 (dd, J = 16.5, 6.2 Hz, 1H), 3.38 (s, 3H), 3.51 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.65
—3.73 (m, 1H), 3.75 (s, 3H), 5.03 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 5.11 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 5.20 — 5.23 (m, 2H),
6.05 (dd, J = 9.8, 1.1 Hz, 1H), 7.26 (d, J = 9.5 Hz, 1H); 3C NMR (125 MHz, Chloroform-d) & (ppm)
=21.3,23.9,38.0,42.8,45.3,49.5,51.7,51.8, 54.0, 56.8, 59.8, 78.6, 92.8, 106.4, 127.2, 131.3, 133.8,
140.9, 154.6, 169.9, 173.8, 196.5; MS (ES*), m/z (%): 426 [M+Na] *, 442 [M+K]*
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4.3.4.2 Oxidace latky VI na keton 1X

434.2.1 Pomoci PDC

PDC .
CH,Cl, oA\

4A sieves 0
VI rt IX

Diester VI (420 mg, 1 mmol) byl rozpustén v DCM (10 mL, 0.1M vuéi 5) za laboratorni teploty

\

a PDC (1.5 g, 4 mmol) byl pfidan spole¢né s aktivovanym kuli¢kovym molekularnim sitem 4A (0.4
g). Po 20 h byl piidan diethylether (100 mL) a vysledna smés byla zfiltrovana pies Celit® a filtraéni
kola¢ byl promyt pomoci DCM (100 mL). Filtrat byl nasledné promyt 1M agq. HCI (90 mL),
nasycenym roztokem NaCl (90 mL), susen nad bezvodym MgSO., filtrovan a zahustén na RVO.
Vysledny surovy produkt byl nasledné piecistén pomoci sloupcové chromatografie (SiOp;

Et,O/hexan = 4:1) a poskytl produkt X (58 mg, 13%) ve formé bilé krystalické latky.

4.34.2.2 Pomoci Dess-Martinova ¢inidla (DMP)

Diester VI byl rozpustén v DCM (2,8 mL, 0,2 M vici 5) a DMP (283 mg, 0,6721mmol) byl
pfidan. Vysledna smés byla michana 20 h pii 0 °C a posléze byla zfiltrovana pres Celit®, filtra¢ni
kola¢ byl promyt pomoci Et;O (3x30 mL) a filtrat byl zahustén na RVO. Vysledny surovy produkt
byl precistén pomoci sloupcové chromatografie (SiOz; Et2O/hexan = 4:1) a poskytl produkt X (137
mg, 55 %) ve forme bilé krystalické latky.

B.t. 127-128 °C; a3 = — 95,6 (c 1.69, CH3OH); *H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 1.35 (s, 3H),
1.39 — 1.46 (m, 1H), 1.64 — 1.80 (m, 2H), 2.06 — 2.19 (m, 2H), 2.26 (q, J = 2.5 Hz, 2H), 2.59 (dd, J
=16.5, 6.2 Hz, 1H), 3.35 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.69 (dd, J = 8.5, 4.1 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 5.01 (d, J
=12.3 Hz, 2H), 5.14 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 5.18 (t, J = 2.6 Hz, 1H), 6.05 (dd, J = 9.9, 1.1 Hz, 1H),
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7.19 (dd, J = 9.8, 0.9 Hz, 1H), 7.25 (dd, J = 7.6, 1.9 Hz, 2H), 7.30 — 7.38 (m, 4H); °C NMR (126
MHz, Chloroform-d) 8 = 18.6, 21.2, 38.9, 39.2, 49.5, 52.0, 52.2, 54.0, 57.1, 67.0, 78.9, 106.9, 126.1,
127.2, 128.2, 128.6, 128.7, 135.7, 137.9, 147.3, 153.6, 170.7, 173.8, 196.3; MS (ES*), m/z (%):
449.32 [M+H] *; R.t. = 22.8 min.

4.3.5 Redukce C-3 keto skupiny ketonu VIII na alkohol

NaBH,
CH;0H

Keton VI (53 mg, 0.131 mmol, 1.0 ekviv) byla rozpusténa v methanolu (2.65 mL) a NaBH.
(12.45 mg, 0,329 mmol, 2,5 ekviv) byl pfidan. Reakéni smés byla nechana michat pfi laboratorni
teploté a monitorovana pomoci TLC a po zreagovani veskeré vychozi latky (120 minut) byla ziedéna
destilovanou vodou (20 mL). Nasledovala extrakce pomoci EtOAc (3x25 mL), promyti nasycenym
roztokem NaCl (1x25 mL), suseni nad bezvodnym MgSOs, filtrace a zahusténi na RVO. Vysledny
surovy produkt byl nasledné piecistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu (SiO-, ether)

a poskytl produkt X1 (39 mg, 55 %) ve form¢ bilé krystalické latky.

B.t. 139- 141 °C; af® = — 71.2° (c 1.02; CH30H); *H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & (ppm) =
1.28 (s, 3H), 1.73 (dddd, J = 11.6, 7.8, 2.9, 1.1 Hz, 1H), 1.78 — 1.87 (m, 2H), 2.03 — 2.14 (m, 1H),
2.15-2.34 (m, 3H), 2.61 (dd, J = 16.4, 6.4 Hz, 1H), 3.38 (s, 3H), 3.52 (dd, J = 8.6, 4.4 Hz, 1H), 3.65
(d, J=8.6 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 4.37 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 4.98 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 5.13 (d, J = 6.0
Hz, 1H), 5.17 (dd, J = 3.1, 2.2 Hz, 1H), 5.20 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 5.98 (ddd, J = 9.6, 5.6, 1.0 Hz, 1H),
6.38 (dd, J = 9.7, 0.8 Hz, 1H); MS (ES*), m/z (%): 405.29 [M+H] *, 443.26 [M+K] *; R.t. = 15.77

min.
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4.3.6 Priprava kli¢ového intermediatu I — selektivni redukce a,p-olefinu

na A kruhu

K-selectride

t-BuOH
THF
-78 °C

Roztok K-selektridu (196 pL, 222 mmol, 3 ekviv) a THF (1 mL) byl michan pii teploté
-78 °C a po kapkach byl ptidavan roztok enonu I1X (120 mg, 447.4 mmol, 1.0 ekviv) v THF
(1.5 mL) a t-butanolu (60 pL). Ziskana smés byla michana po dobu 20 minut nasledné byl k reak¢ni
smési pfidan nasyceny roztok NH4Cl (5mL). Vysledny roztok byl ponechan ohfat na RT
a extrahovan pomoci Et,O (2x20 mL). Spojené organické faze byly promyty nasycenym roztokem
NaCl (1x25 mL), suseny nad bezvodym MgSOQa, zfiltrovany a zahu$téni na RVO. Vysledny surovy
produkt byl nasledné pie¢istén pomoci sloupcové chromatografie (SiOz; ether/hexan = 3:1) a poskytl
produkt XI1 (54 mg, 45 %) ve formé bilé krystalické latky.

aj® = - 102.7° (c 1.00, CH3OH); *H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm) = 1.28 (s, 3H), 1.56
(dd, J=10.3, 2.6 Hz, 1H), 1.61 - 1.78 (m, 3H), 2.01 (dd, J = 10.3, 2.4 Hz, 1H), 2.13 - 2.23 (m, 1H),
2.23-2.38 (m, 3H), 2.43 - 2.73 (m, 3H), 3.23 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 3.39 — 3.46 (m, 1H), 3.72 (s, 3H),
4.96 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 5.06 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 5.14 — 5.18 (m, 2H), 7.28 — 7.40 (m, 5H); *C
NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 14.3, 18.9, 20.8, 22.4, 22.9, 31.8, 37.6, 39.1, 39.4, 50.1,
52.1,52.8,56.1,57.3,60.9,67.2, 79.3, 106.1, 125.9, 128.4, 128.7, 128.9, 135.4, 137.4, 154.4, 170.9,
174.5, 207.9; MS (ES*), m/z (%): 452 [M+H]", 490 [M+K] *
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4.3.7 Priprava dimethyl esterii a jejich derivata

4.3.7.1 Syntéza dikarboxylové kyseliny XII

\OH
NH,NH,.H,0

110 °C HO”
HO,C

CO,H

XII

GA; (1) (10 g, 28.87 mmol, 1.0 ekviv) byl pii 110 °C rozpustén v NH2NH2.H20 (20 mL,
400 mmol) a vznikla suspenze byla pii této teploté michana po dobu 30 minut. Nasledné byla reakéni
sm¢s ponechana ochladit na laboratorni teplotu, zfedéna vodou (160 mL) a okyselena na pH 2 pomoci
35 % HCL. Vzniklad bila srazenina byla zfiltrovdna a filtrat byl extrahovan pomoci EtOAcC
(4x150 mL). Spojené organické faze byly promyty nasycenym roztokem NaCl (2x 150 mL), suSeny
nad bezvodym Na;SOs, zfiltrovany a odpafeny do sucha na RVO. Vysledny produkt XIlI
(8,0 g, 79 %) byl ziskan ve formé zluté olejovité latky. Produkt byl pouzit do dal$i reakce bez dalsi

dodate¢né purifikace.

adl = - 28.2 (c 1.63, aceton); *H NMR (500 MHz, Acetone-ds) & (ppm) = 1.27 (s, 3H), 1.60 — 1.85
(m, 4H), 2.15 -2.23 (m, 2H), 2.28 — 2.35 (m, 1H), 2.50 (dt, J = 16.4, 3.0 Hz, 1H), 2.61 (dd, J = 16.2,
6.3 Hz, 1H), 2.87 (d, J = 74.2 Hz, 2H), 3.57 (dd, J = 8.5, 4.4 Hz, 1H), 3.72 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.33
(d, J=5.5Hz, 1H), 4.91 (dt, J = 1.8, 0.9 Hz, 1H), 5.13 (t, J = 1.5 Hz, 1H), 5.86 — 5.97 (m, 1H), 6.32
(d, J =9.7 Hz, 1H); MS (ES"), m/z (%): 347 [M+H]*, 386 [M+K]*

4.3.7.2 Syntéza dimethyl diesteru X111

\\\OH

N-methylnitrosourea

KOH, MeOH HO”
Ether H3C02C C02CH3
0°C XTI

Dikarboxylova kyselina XII (7.2 g, 22.86 mmol, 1.0 ekviv) byla rozpusténa v methanolu
(45.7 mL, 0.5M vuéi X1V) a reakéni smés ochlazena na 0°C. Ve vedlejsi tmavé reakéni nadobé byla
suspendovana N-methylInitrosourea (23.57 g, 228.65 mmol, 10 ekviv) v etheru (143 mL, 1,6M vuci
N-methylniktrosourea) a 50% aq. KOH (80 mL) byl ptidan. Generovany CH2N: byl zachycen v Et.O

vrstvé a tento hnédozluty roztok byl postupné piikapavan do roztoku dikyseliny X1l pomoci sklenéné
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Pasteurovi pipety aZ do doby, nez barva reakéni smési zistala permanentné Zluta. Nasledné byla
sm¢s samovolné ohfata na laboratorni teplotu a ponechana michat po dobu 1 h. Nasledné byla reakéni
smés probublavana po dobu 5 minut pomoci N2. Vysledna reakéni smés byla zahusténa na RVO.
Odparek byl ptecistén pomoci sloupcové chromatografie (SiOz; P.E/EtOAc = 2:1 —1:1 —3:7)
a poskytl produkt X111 (3.49 g, 41 %) ve form¢ bilé krystalické latky.

B.t. = 64— 65 °C; a3 = — 54.7 (¢ 1.48, CH3OH); 'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm) = 1.26
(s, 3H), 1.71— 1.81 (m, 2H), 1.86 (td, J = 11.9, 6.5 Hz, 1H), 2.03 — 2.16 (m, 1H), 2.20 (dd, J = 10.4,
2.8 Hz, 1H), 2.23 — 2.29 (m, 1H), 2.32 (dt, J = 16.4, 2.8 Hz, 1H), 2.63 (dd, J = 16.3, 6.4 Hz, 1H),
3.50 (d, J = 3.4 Hz, 2H), 3.61 (s, 3H), 3.66 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 4.35 (d, J = 5.6 Hz, 1H),
5.00 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 5.18 (dd, J = 3.0, 2.1 Hz, 1H), 5.92 — 6.03 (m, 1H), 6.38 (dd, J = 9.7, 0.8
Hz, 1H); *C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & (ppm) = 19.9, 20.9, 39.2, 39.4, 48.1, 49.3, 49.7, 51.8,
52.0, 52.6, 56.3, 69.9, 79.4, 106.4, 124.9, 126.8, 128.6, 140.4, 154.5, 174.9, 175.1; MS (ES*), m/z
(%): 397.28 [M+Na] *, 413.31 [M+K]"; R.t. = 15.74 min.

4.3.7.3 Oxidace dimethyl diesteru XI11 na keton XIV
\\\OH
PDC
DCM, 4A sita O R
H,CO,C CO,CHj
X1V

Alkohol X111 (1.5 g, 4 mmol, 1.0 ekviv) byl rozpustén v DCM (52.5 mL) a PDC (5.5 g,
14.61 mmol) spolu s 4A molekularnimi sity (1.2 g) byl pfidan. Vysledna reakéni smés byla michana
po dobu 24 hodin pfi laboratorni teploté. Po této dobé& byla reakéni smés zfiltrovana pies Celit®
a filtra¢ni kola¢ byl promyt pomoci DCM (2x25 mL). Filtrat byl promyt pomoci 1M ag. HCI
(25 mL), nasyceného roztoku NaCl (25mL), susen nad bezvodym Na,SOs, zfiltrovan a zahustén na
RVO. Odparek byl nasledné ptecistén pomoci sloupcové chromatografie (SiO2; aceton/hexan = 2:3)
a poskytl produkt X1V (154 mg, 10 %) ve form¢ zlutého oleje.

aZ* = — 42,5 (c 1.03, CH;0H); *H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § 1.55 — 1.65 (m, 2H), 1.68 —
1.86 (m, 2H), 1.93 — 2.08 (m, 1H), 2.16 (ddt, J = 14.8, 6.9, 2.9 Hz, 1H), 2.25 (s, 3H), 2.49 — 2.57 (m,
1H), 2.79 (dt, J = 16.4, 2.9 Hz, 1H), 3.42 — 3.50 (m, 1H), 3.67 (d, J = 2.2 Hz, 6H), 5.06 (t, J = 2.2
Hz, 1H), 5.20 (dd, J = 3.2, 2.0 Hz, 1H), 6.98 — 7.04 (m, 1H), 7.18 (t, = 7.5 Hz, 1H); MS (ES*), m/z
(%): 395 [M+Na] *, 411 [M+K]*
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4.4 Biologické testovani pripravenych latek

Cytotoxicita nami vybranych latek a jejich vliv na viabilitu byly testovany na bunéénych linii prsniho
adenokarcinomu MCF7. Bunky byly kultivovany v kultivaénim médiu DMEM doplnéném o 10%
fetalni sérum, 2 mM L-glutamin, streptomycin (100 pg/ml) a penicilin (100 IU/ml) v CO- inkubatoru
pti teplote 37 °C. Bunécné linie byly vysazeny do 96 jamkové desky v objemu 80 pl dle standardniho
protokolu. Druhého dne byly do jamek ptfidany testované latky v celkovém objemu 20 pl v Sesti
koncentracich, pficemz nejvyssi koncentrace ¢inila 50nM. Latky byly testovany vzdy v triplikatu po
dobu 72 hodin. Po uplynuti doby byl do jamek pfidan roztok resazurinu o objemu 10 ul. Desky byly
umistény do inkubatoru a po 3 hodinach byla métena fluorescence na destickovém spektrofotometru
pti excitacni vinové délce 544 nm a emisni vlnové délce 590 nm. Ze stanovenych hodnot byla
vypocitana hodnota ICso.

Tato metoda stanoveni zivotaschopnosti je zalozena na redukci molekul oxidovaného
nefluorescencniho barviva resazurinu (Alamar blue) pouze zivymi buitkami na rizove fluoreskujici

resorufin, ktery po ozafeni svétlem urcité vinové délky emituje zafeni.
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5  Vysledky

5.1 Syntéza klicového intermediatu

Dle postupi uvedenych v kapitole 4.3. byl ptipraven cilovy intermediat |. Veskeré popsané
syntetické kroky byly optimalizovany tak, aby vedly k co nejvétsim vytézkium a Cistoté ziskanych
latek. Pfi vlastni praci bylo vychazeno z komeréné dostupné kyseliny giberelové (1), ze které byly
postupné ptipraveny jednotlivé syntetické intermediaty az do cilové molekuly | (Schéma 19).
Kapitola 5.1. shrnuje dosazené vysledky, jejichz detailni diskuze bude nasledovat v nasledujici

kapitole (kapitola 6).

hydrazinolyza

OH

CO,CH; 1V

zavedeni chranici
skupiny na C19
karboxylovou skupinu

oxidace

Schéma 19 - Priprava klicového intermediatu I.

Prvnim krokem syntézy byla pfiprava methylesteru kyseliny giberelové Il vychazejici
z kyseliny giberelové 1. Esterifikace probihala v roztoku acetonu za piitomnosti CHsl vystupujiciho
jako methyla¢ni ¢inidlo. Methyl ester na pozici C-7 se tak stal prvni vyuzitou chranici skupinou
karboxylové kyseliny. Reakce probihala s adekvatnim vytézkem, takze nebyla podstatné
optimalizovana. Dle dosaZenych vysledki (Tabulka 1, vstupy 1 az 3) je vSak ziejmé, ze reakce ma
optimalni vytéznost v izkém rozmezi a kvantitativné probiha pii nizsich navazkach. Ekvivalentem
této reakce je reakce s diazomethanem v methanolu (vstup 4). Z bezpecnostnich davoda
(dizaomethan je explozivni ¢inidlo) ale tato reakce nemize byt provadéna v multigramovém

mnozstvi.
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Tabulka 1 — Ptiprava methyl esteru kyseliny giberelové MEGA3 (111).

CH,l
KO3 yo
aceton
Vstup Reakéni podminky VytéZnost (%) Navazka (g)
1 Mel, aceton (0,1M), 24 h, r.t. 80 5
2 Mel, aceton (0,1M), 24 h, r.t. 39 10
3 Mel, aceton (0,1M). 24 h, r.t. 27 50
4 CH2N2, MeOH (0,1M), 0°C, 1 h 98 1

Nasledné byl pfipraven otevieny systém, latka 1V, pomoci hydrazinolyzy methyl esteru 111
(Tabulka 2). Reakce byla provadéna nejprve v pritomnosti NH2NH2.H2O (Tabulka 2, vstup 1 a 2)
a nasledné v pritomnosti NHoNH2<HCI (Tabulka 2, vstupy 3 az 8). Pfi reakci doslo k bazicky
katalyzované b-eliminaci laktonového kruhu a k tvorbé konjugovaného dienu na A a B kruhu.
Piivodni publikované podminky byly shlediny neadekvatni (Tabulka 2, vstup 1% a vstup 3%%)

a optimalizovany.

Tabulka 2 — Optimalizace ptipravy dienu IV.

NH,NH,.HCI
DMF
135 °C
120 °C
Izolovana
., 3 VytéZnost vychozi
Vstup Reakéni podminky (%) ltka T11
(%)
1 NH2 NH2.H,0, DMF, 135 °C (1 hod.),125 °C (3 hod) - 36
2 NH2 NH,.H,0, DMF, 135 °C (homogen.) *, 120 °C (2 hod) 2 39
3 NH2 NH2.HCI, DMF, 135 °C (1 hod.),125 °C (3 hod) = 72
4 NH2 NH,.HCI, DMF, 135 °C (homogen.) , 120 °C (2 hod) 8 63
5 NH2 NH2.HCI, DMF, 135 °C (homogen.) *,120 °C (2,5 hod) 9 64
6 NH, NH2.HCI, DMF, 135 °C (homogen.) *, 120 °C (4 hod) 25 65
7 NHz NH2HCI, DMF, 135 °C (homogen.) *, 120 °C (6 hod) 24 59
8 NH, NH2.HCI, DMF, 135 °C (homogen.) ", 120 °C (8 hod) 26 47

*homogen = reakcni ¢as pri dané teploté odpovida dobé homogenizace (plné rozpusténi reaktantii ve smési) reakcni smesi.

Nasledné byla pozornost vénovana vybéru vhodné chranici skupiny na karboxylu C-19, kterou by

nasledné bylo mozné selektivné odchranit v pfitomnosti protekéni skupiny karboxylové skupiny na
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C-7. V nasem hledacku zistala MOM skupina, ktera byla ptidana na C-19 karboxylovou skupinu
Vv pfitomnosti DIPEA pii -30 °C a dala vzniku molekule V ve vytézku 18 % (Schéma 20). Jako druha
chrénici skupina byla vybrana allylova skupina. Odpovidajici latka VI byla ptfipravena s 45%
vytézkem. Nakonec jsme se zaméfili na benzylickou skupinu. Odpovidajici produkt VII byl
ptipraven z karboxylové skupiny na IV pomoci benzyl bromidu v ptitomnosti K2COz Vv 55% vytézku
(Schéma 20). Nasledné byla volna C-3 hydroxy kyselina na C-19 ochranénych derivatech VIII a IX
oxidovana na odpovidajici ketony VIII a IX pomoci PDC ve 3% respektive 18% vytézku. Oxidace
zalozena na radikalovém mechanismu pomoci TEMPO neposkytla zadny produkt. Nastésti oxidace
pomoci Dess-Martinova reagentu poskytla cileny produkt 1X ve vytézcich 45-55 % v zavislosti na
mnozstvi substratu (45% pro 500 mg vychoziho alkoholu, 55% pro 1,5g vychoziho alkoholu)
(Schéma 21). Je velice zajimavé, ze v ptipadé zavedeni allylické a benzylické chranicich skupin

dochazelo k ¢astecné hydrolyze methylové skupiny na C-7 karboxylové funkéni skuping.

MOMCI
DIPEA
DCM, -30°C
18 %
WOH
K,CO; allylBr
230 HO” > " Ho” >
DMEF, rt O:C\ CO,CH; O:C\ CO,H
O O
7-desMe-VI (38%)
K,CO3 BnBr
+
DMEF, 1t
2
0 0" "o
7-desMe-VII
VII (55 %) (31%)
- ‘\\OH_
K,CO;, allylBr CH,N,
B _—
DMF, rt MeOH, 0°C
R =CH; nebo H
K,CO3 BnBr CH;,N,
B _
DMEF, rt MeOH, 0°c!!
R=CH bo H —
36O O=Bn vy (84%)

Schéma 20 — Selektivni protekce C-19 karboxylové skupiny.
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\
R" VIIL, R1 = MOM (18 %) XL, R1 = MOM (55%)
TEMPO/NCS IX, R2=Dbenzyl (13 %)
>

V,R1=MOM DMP K-selectride
VII, R2= benzyl I —— TOH>
-Bu
THF
=78 °C
45 %

IX, R2= benzyl (55 %)

Schéma 21 — Oxidace C-3 hydroxy skupiny u diesteru V a VII na C-3 keton a nasledna redukce A2 olefinu.

Posledni krok zahrnoval selektivni redukci A'?-olefinu na A kruhu diesteru IX
Vv pfitomnosti ketonu a konjugovaného v,5-olefinu. Reakce byla provedena na ketonu IX pfi
-78 °C v suchém THF pomoci selektivniho redukcniho ¢inidla K-selectride a poskytla cilovy klicovy

intermediat | ve vytézku 45 % (Schéma 21).

5.1.1 Neselektivni chranéni karboxylovych skupin

V ramci mé prace byl také sledovan reakéni postup, kde C-19 a C-7 karboxylové skupiny nebyly
orthogonalné ochranény (Schéma 22). V tomto piipadé pak byla GAs (111) hydrazinolizovana podle
literatury na dikyselinu XI1 v 80% vytézku. Nasledna dimethylace pomoci CH2N2 poskytla dimethyl
ester X111, ktery byl nasledné oxidovan pomoci PDC na ketone XIV (9% vytézek).
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NH,NH,.H,0

120 min
110 °C
80 %
I
CH;0H
0°C
PDC
DCM
It
9%
X1v XIII

Schéma 22 - Ptiprava dimethyl estert X111 a XIV.
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5.2 Biologické testovani pripravenych latek

Tabulka 3 - Vysledky biologickych testti na bunééné linii MCF7 (odvozeno od prsniho adenokarcinomu) pro
vybrané testované latky. Latky byly testovany v rGznych koncentracich (maximalni koncentrace 50 nM)
a vyhodnoceny po 72 h inkubaci.

ICso (uM) o 1Cso (uM) e
s Zvyseni 12 Zvyseni
Testovana latka : Testovana latka :
MCE7 proliferace MCE7 proliferace
104+£1,6 - >50 150 %
WOH
6,75+
; - , >50 -
2,35 " o:é\ CO,CH;
S N |
>50 153 % >50 -
£ >50 153 % >50 -
0" %o
7-desMe-VI:%:>
>50 150 % >50
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6 Diskuze

Cilem bakalaiské prace byla syntéza intermediatu I, ktery by napomohl k identifikaci struktury nové
izolovaného giberelinu a zaroven biologické testovani vybranych ptipravenych latek vi¢i vybranym
nadorovym liniim. Navrzena syntéza Dr. Pospisilem byla popsana v kapitole 3.4. a mym primarnim
zamérem byla piiprava Zadaného meziproduktu (I) s co nejvyssim vytézkem vcetné optimalizace
dil¢ich krokl syntézy na zakladé konfrontace s literaturou. Z literatury je patrné (kapitola 3.1.4), ze

derivaty giberelind, predevsim ty, které ve svych strukturach obsahuji o,f-nenasycené ketony,

rrrrr

WOH

Obr. 13 - Struktura cilového intermediatu

V nasledujicich dvou podkapitolach je shrnuta veskera provedena laboratorni prace.
Podkapitola 6.1. popisuje jak pokusy uspésnych experimentli organické syntézy, tak i téch, které
prvotni domnénku nepotvrdily. Popsané pokusy jsou chronologicky sefazeny dle toho, jak bylo
postupovano. Druha podkapitola 6.2. se zaobira diskuzi vysledkt biologického testovani
ptipravenych molekul. V obou podkapitolach jsou slouceniny ¢islovany vzestupné podle poradi

jejich piipravy fimskymi ¢islicemi pro odliSeni od teoretické Casti.
6.1 Organicka syntéza

Hlavnim zamérem prace byla optimalizace ptipravy produktu I, a to konkrétné zavedeni vhodnych
chranicich skupin na karboxyl C-7 a C-19. Vybér vhodné chranici skupiny, predevsim
u karboxylu C-19, byl stézejnim krokem celé syntézy. Chranici skupina na C-19 se totiz musi
vyznacovat stabilitou vic¢i naslednym modifikacim molekuly a musi ji byt mozné selektivné odstranit

Vv pfitomnosti chranici skupiny na karboxyl C-7.

Syntéza cilové molekuly zapocala navazanim protekéni skupiny na C-7 karboxyl v molekule
GA:z (Tabulka 1). Bylo tieba nalézt velice stabilni chranici skupinu, ktera dany karboxyl dokaze
chranit az do posledniho kroku navrzené totalni syntézy neznamého giberelinu (Schéma 17 a Schéma

18). Dle literatury® nejb&zngjsi a nejrobustnéjsi stabilni chranici skupinou karboxylovych kyselin

56



u giberelint je methylova skupina. Navazani methylové skupiny na C-7 karboxyl probéhlo
mechanismem nukleofilni substitu¢ni reakce mezi Il a methyljodidem v piitomnosti K,CO3 jako
baze. Piiprava Il patii mezi jiz n€kolikrat publikované experimenty,* a tak protokol, ze kterého
jsme vychazeli, byl jiz optimalizovan tak, aby ved| k co nejvétsim vytézkim. Zpozorovali jsme vSak,
ze nejvetSiho vytézku bylo dosazeno pfi nizsi navazce vychozi latky. Pii pétigramové navazce bylo
dosdhnuto vytézku az 80 %, pfi jejim zdvojndsobeni vytéznost klesla na 39 %. Pti dalSich pokusech
vytéznost klesala se vzrlstajici hmotnosti navazky. Domnivame se tedy, Zze reakce pii danych
podminkach probiha kvantitativné s nizs$i navazkou a v uzkém hmotnostnim rozmezi. Alternativni

pouziti diazomethanu bohuZel neni nejvhodnéjsi z dtivodu zna¢né toxicity tohoto reagentu.

Syntéza dale pokracovala ptes ziskany methyl ester kyseliny giberelové I11. Laktonovy kruh
molekuly 111 byl atakovan hydrazinem v roztoku DMF pod inertni atmosférou. Reakce probihala za
teploty 135 °C po dobu jedné hodiny s naslednym snizenim teploty lazné na 125 °C, ve které byla
reakéni smes ponechana po dobu 3 hodin. Pfi danych podminkach vsak nedoslo ke konverzi
a produktu IV nebylo dosazeno (Tabulka 2, vstup 1 a 3). Pii tomto experimentu bylo vyuzito dvou

zdroju hydrazinu, hydrazin monohydrat a hydrazin HCI komplex.

Jak jiz bylo zminéno v ptedchozi kapitole (kapitola 5), zaroven pii pokusech optimalizace
ptipravy molekuly 1V jsme se rozhodli aplikovat shodny pfistup (hydrazinolyzu) rovnou na GAs (11).
V tomto piipadé tedy eliminovany produkt XII by obsahoval dvé karboxylové kyseliny, coz by
samoziejmé znemoziiovalo jejich selektivni orthogonalni ochranéni (Schéma 22). Na druhou stranu,
paklize by hydrazinolyza byla uspé$na, pak by to znamenalo, ze mame hydrazinolyzu MEGA3 (111)
optimalizovat. Hydrazinolyza GAs (1) probihala v pfitomnosti hydrazin hydratu pfi 110 °C velice
rychle a poskytla dikyselinu XII s vytézkem 80 %.%® Ziskana kyselina giberelenova XII byla
nasledné methylovana pomoci diazomethanu v methanolu za vzniku dimethyl esteru XIII
s vytézkem 70 %. Pripravena molekula X111 tedy méla obé karboxylové kyseliny chranény stejnou
protekéni skupinou (methyl), coz nebylo vhodné pro dalsi syntézu, ale umoznilo nam to otestovat
dalsi syntetické kroky, oxidaci C-3 alkoholu. Hydroxylova skupina na C-3 tedy byla oxidovana
pomoci PCC v CH,Cl,. Reakce vsak nebyla uspésna a doSlo pouze k degradaci vychozi latky.
Predpokladali jsme, Ze tato situace byla zptisobena pfili§ kyselym charakterem PCC reagentu, ktery
mohl zpusobit degradaci dienového systému (nebo nasledné aktivovaného systému
s a,B,y,0-ketodienem (Obr. 14). Rozhodli jsme se tedy vyuZit neutralnéjsiho oxida¢niho ¢inidla PDC,
které je vhodné&jsi pro oxidaci substrati citlivych na kyselé prostiedi. S jeho pomoci byl ziskan
produkt XIV obsahujici keto skupinou na C-3 a dvé methyl esterové skupiny (C-7 a C-19). Tato

sekvence tedy prokazala, Ze jak hydrazinolyza, tak oxidace C-3 hydroxylové skupiny lze provést.
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Obr. 14 — Mozné H*-mediované degrada¢ni reakce.

S témito vysledky jsme se vratili opét na zacatek naseho snazeni, K pfipravé monoester
monokyseliny 1V. Hydrazinolyza methyl esteru 111 byla tedy optimalizovana zejména s ohledem na
typ reagentu (NH2NH2xH-0 vs. NH2NH2xHCI) a délky reakéni doby (Tabulka 2), abychom nakonec
mohli ziskat cilovy produkt 1V ve 25% vytézku. Po piepocitani na re-izolovanou vychozi latku ale
tento vytézek vzrostl na 71 %. Jak se ukazalo, prodlouzeni reakéni doby nevedlo k vyssimu vytézku,
ale snizilo mnozstvi re-izolované vychozi latky. Z praktického hlediska se ukazalo, Ze reakéni smés
musi byt michana pii 135 °C az do okamziku, kdy je vSechna vychozi latka rozpusténa (vznik ¢irého
homogenniho roztoku). Nerozpusténa vychozi latka totiz vlibec nereaguje pii hydrazinolyze
a podléha termické degradaci (snizeni vytézku, absence vychozi latky). Po homogenizaci byla smés
prenesena do lazné vyhtaté na 120 °C a tam byla ponechana po dobu 4 hodin. Na zéklad¢ dalSich
kontrolnich experimentti jsme zjistili, ze mit dvé lazné s rliznou teplotou je naprosto nezbytné.
Paklize byla lazen pouze ponechana samovolné ochladit, doslo k degradaci jak vychozi latky, tak

produktu.

Majice rychly a snadny piistup k latce 1V, mohla jsem pfistoupit k selektivni protekci
karboxylové kyseliny na uhliku C-19. Tato chranici skupina musi mit takové vlastnosti, aby ji bylo
mozné selektivné odchranit v pfitomnosti methyl esteru na uhliku C-7. Z tohoto divodu jsme se
na obdobném substratu vyuzita. Publikovany vytézek u této reakce byl 91 %.% Navazani chranici
skupiny MOM bylo provedeno dle publikovanych podminek za -30 °C v CH,Cl, za pomoci MOMCI.
Reakce sice poskytla kyzeny produkt V, ale pouze ve 2% vytézku. Zbytek reakéni smési tvofila
nezreagovana vychozi latka. Z tohoto dtvodu bylo pfi dalSich pokusech pfistoupeno ke zméné
ekvivalentt MOMCI, zméné reakéni teploty (testovany teploty -20 °C, -10 °C, 0 °C a RT) a nakonec
i ke zméné rozpoustédla (mimo CH,Cl, zkouSeno i C;H4Cl, a THF). Ani to vSak neposkytovalo
produkt v adekvatnim vytézku. Pozorovali jsme, Ze reakce probihajici pfi teplotach nad -30 °C
probihaji s uplnou konverzi vychozi latky 1V. Ale vytézky v zadném piipadé nereflektovaly tuto
skute¢nost. Maximalni vytézek této reakce tak byl pouze 18 %. Chloromethyl methyl ether (MOMCI)
byl ptipraven dle standardniho protokolu, kdy methoxymethyl ether byl nechan reagovat s acetyl

chloridem v toluenu za pfitomnosti ZnBre.
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MOM-chranény produkt V byl pak oxidovan na pfislusny keton VIII pomoci 2 ekvivalenti
PDC pii laboratorni teploté (Schéma 21). Reakce byla provadéna za riznych podminek
s piidavkem/bez ptidavku molekulovych sit (vliv molekul vody na reakci), vétsim mnozstvim PDC
(mimo 2 ekviv. byly zkouSeny také 3, 4, 5 a 10 ekvivalenti), ¢i alternativnimi rozpoustédly (mimo
CH2Cl; byl také zkousen CHCI; a dichlorethan). Ve vSech piipadech probihala reakce s netiplnou
konverzi vychozi latky V. Pti vSech reakcich byla mimo produktu V111 detekovana pouze vychozi

latka V. V nejlepsim ptipad¢ jsme dosahli 18% vytézku.

V ramci tohoto projektu jsme se také rozhodli vytvotit C-3 epimer latky V, alkohol XI. Tato
latka nas zajimala z pohledu jeho biologické aktivity (viz dale). Keton VIII tak byl reagovan
s NaBH4 v MeOH pti 0 °C a termodynamicky stabilngjsi C-3 epimer XI byl izolovan v 55% vytézku
(Schéma 21). Redukce jako takova probihala velice pomalu a ani pomalé ptidani az 5-ti ekvivaletni

NaBH4 nezajistilo plnou konverzi vychozi latky.

Schéma 23

Pres toto vSechno byl ale cilovy orthogonalné chranény diester V izolovan pouze ve velice
nizkém vytézku. Z tohoto divodu jsme zacali hledat jiné chranici skupiny. Nas zajem tak padl na
allylovou a benzylovou chrénici skupinu, které mohou byt odstranény v ptitomnosti methyl esteru
pomoci Lewisovych kyselin nebo tranzitnich kovt (typicky paladia). Nejprve jsme se zamétili na
allylickou chrénici skupinu. Jiz prvni reakéni podminky ndm umoznily pfipravit cileny produkt VI
reakci monokyseliny 1V sallyl bromidem v pfitomnosti KoCO3z (Schéma 20). Bohuzel spolu
s cilovym produktem VI (45 %) jsme izolovali i piekvapivy produkt methyl ester hydrolyzy
7-desMe-V1 v 38% vytézku. Tato piekvapiva reakce, hydrolyza C-7 esteru, ale nijak nesnizovala
potencial reakce, protoze naslednd reakce surové reakéni smesi po zavedeni allylické chranici
skupiny na uhlik C-19 s diazomethanem v MeOH poskytla cilovou latku IV v 77 % (pies dva kroky).
Obdobné byla nasledné ptipravena benzylem ochranéna C-19 karboxylova kyselina, latka V11 (55%
vytézek). | v tomto ptipadé doslo ke vzniku demethylovaného produktu 7-desMe-VI1, tentokrate ale
v niz§im 31% vytézku. I v tomto pfipadé nam reakce diazomethanu se surovou reakéni smési

umoznila vznik cileného produktu V11 jako jediného produktu v 84% vytézku.

Protoze benzylem ochranény produkt VII vznikal v o trochu vy$sim vytézku, a protoze takto
ochranéna latka byla 1épe detekovatelna pomoci UV/VIS detektort (LC-MS, TLC), rozhodli jsme se
dale pokradovat v nasi syntéze s latkou VII (Schéma 21). Latka VII tak byla podrobena oxida¢ni
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reakci v pritomnosti 2 ekvivalentdt PDC s vyuzitim CH,Cl; jako rozpoustédla. Po 20 hodinach
reakcni smés stale obsahovala velké mnozstvi vychozi latky, které po pridani dalsiho nadbytku PDC
reagovalo pouze velice pomalu. Vytézek reakce byl opravdu velice nizky (~4 %). Navic v prub&hu
reakce dochazelo k pozvolné degradaci vychozi latky V11 a/nebo produktu IX. V pribéhu reakce byl
pozorovan vznikly dehtovity zbytek, ktery se pravdépodobné ptipojil k produktu a tim znacné snizil
vytéznost. Nasledné jsem podrobila latku VII oxidaci pomoci TEMPO-reagentu.>® Tato reakce je
provadéna ve dvoufazovém systému DCM/uhli¢itanovy pufr (pH = 8,6) v pfitomnosti
N-chlorsukcinimidu (NCS) jako stechiometrického oxidantu reaktivniho katalyzatoru,
tetrabutylamonium chloridu (TBAC) jako katalyzatoru fazového pfenosu a TEMPO jako oxidantu.
Po 24 hodinach byla izolovana smés produktl, v které vSak nebyl detekovan kyzeny produkt.
Rozhodli jsme se tedy provést reakci pomoci Dess—Martinova reagentu (DMP).*® Vychozi latka VII
tak byla reagovana s DMP pii teploté 0 °C v CHCl,. Reakce probéhla s tiplnou konverzi a vysledny
keton IX byl izolovan ve vytézku 55 %. V pribéhu reakce jsme pozorovali (TLC) nékolik
nezadoucich vedlejSich reakcei o kterych jsme se domnivali, Ze jsou zptsobené Kyselinou octovou,
ktera je v malém mnozstvi pfitomna v DMP reagentu. Proto byla vyzkousena oxidace pomoci DMP,
ktera byla provadéna v piitomnosti 4 ekvivalenti NaHCO; piidanych za Géelem neutralizace
ptitomné kyseliny octové. Reakce méla znacné pomalejsi pribéh nez v plvodnim piipade
a pozorované vedlejsi reakce byly potlaceny. AvsSak cilovy produkt byl izolovan pouze ve 45%
vytézku.

Poslednim krokem syntézy vedouci k ptipravé prvniho klic¢ového produktu | pak byla
selektivni redukce a,B-olefinu na kruhu A u latky IX. Jako selektivniho redukéniho ¢inidla bylo
vyuzito K-selektridu. Tento reduk¢ni ¢inidlo bylo reagovano s latkou 1X v ptitomnosti t-BuOH
v THF pfi -78 °C dle publikovaného protokolu®’ a cilovy intermediat | byl pfipraven ve vytézku

45 %. Ziskanim této molekuly byla syntéza zavrSena.
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6.2 Biologické testovani

Vybrané latky jsme testovali na bunéfnych liniich prsniho adenokarcinomu MCF7. Ze
vsech testovanych latek pouze latky VIII a XIV vykazovaly cytotoxickou aktivitu. Inhibicni
koncentrace (ICso) pro intermediat V111 ¢inila 10,4 & 1,6 nM, pro X1V pak 6,75 = 2,35 nM. Struktura
obou latek se 1i8i od vSech ostatnich piitomnosti ketonové skupiny v pozici C-3. Ptredpokladame tedy,
7e tento vysoce reaktivni Michaelliv akceptor stoji za pozorovanou protinadorovou aktivitou.?
Je velice zajimavé, ze molekula IX, ktera se od V11 a X1V lisi pouze ptitomnosti benzylové skupiny
na esteru C-19 (oproti MOM (VIII) a Me (XIV) skuping), nevykazovala zadnou aktivitu vuci

buntkam MCEF7.

Dalsi zajimavosti, kterou jsme pozorovali, bylo zvySeni proliferace (rtistu bunék) u latek V11,
7-desMe-VII, X1l a XII1, a to az o 153 %. Zda se, Ze hlavnim spoleénym rysem u téchto latek je
ptitomnost C-3 hydroxy skupiny a o,B,y,0-nenasyceného systému. V tomto okamziku se
domnivame, Ze tyto molekuly se asi vazi do estrogenovych receptort a timto podporuji proliferaci

testovanych bun¢k.
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[ Zavér

V ramci predlozené bakalafské prace byla zapocata totalni syntéza nového giberelinu nedavno
izolovaného v laboratofi prof. Heddena v Rotsham Research center. Teoreticka cast byla predevsim
vénovana chemii kyseliny giberelové. Zaméfila jsem se na strukturni modifikace této molekuly
areaktivitu jednotlivych kruhti skeletu. Behem experimentalni ¢asti se nam podatilo ptipravit klicovy
intermediat |, ktery je nezbytny pro naplanovanou totalni syntézu. Celkové jde o 6-ti krokovou
syntézu a cilova latka je pripravena v globalnim vytézku 14%. Ptipravy jednotlivych intermediatii az
po nasi cilovou molekulu jsme optimalizovali tak, aby vedly k co nejvyssim vytézkim, stabilité
produktt a reprodukovatelnosti reakci.

Vybrané molekuly byly biologicky testovany. Hlavni dtraz byl primarné Kladen na jejich
protinadorovou aktivitu. Avsak za cytotoxické latky byly oznaceny pouze dva derivaty, u dalSich

Ctyfech jsme naopak zaznamenali vliv na zvyseni proliferace bunék. Do budoucna se tak pii testovani

zaméfime zejména na tyto dva strukturni typy produkti.

V naplédnované syntéze, zaroven s biologickym testovanim, bych rada pokracovala v radmci

navazujiciho magisterského studia.
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9  Priloha ¢. 1: Kopie spekter pripravenych produktii
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Methyl (1S,2S,4aR,7S,9aS,10S,10aR)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-methylene-13-oxo 1,2,4b,5,6,7,8,9,10,10a-
decahydro-4a,1-(epoxymethano)-7,9a-methanobenzo[a]azulene-10-carboxylate (111)

MW: 360.4 B.t 189-189.5 °C
R.t. 14.06 min.
ak® 56.5°
MS (ES*), m/z (%)  378.30 [M+H] ", 399.17 [M+K]*
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single_pulse
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(1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2,7-dihydroxy-10-(methoxycarbonyl)-1-methyl-8-methylene-2,5,6,7,8,9,10,10a-

octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulene-1-carboxylic acid (1V)

MW: 360.4 B.t. 127-128 °C

R.t. 13.5 min

ok’ -52,4 (c 1.51, CH30H)
MS (ES*), m/z (%) 361 [M+H] *

FAM-01-006-01

single_pulse
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1-(methoxymethyl) 10-methyl (1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-methylene-
2,5,6,7,8,9,10,10a-octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulene-1,10-dicarboxylate (V)

MW: 404.46 B.t. 132- 133 °C
R.t. 16.76 min
ak? —82.7° (¢ 1.32; CH30H)
MS (ES*), m/z (%) 405.36 [M+H] *
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1-allyl 10-methyl (1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-methylene-2,5,6,7,8,9,10,10a-
octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulene-1,10-dicarboxylate (V1)

MW: 400.47

B.t

R.t.

ad’

MS (ES*), m/z (%)

130 -130,5 °C

17° (c 1.09, CH;OH)
401 [M+H] *, 440 [M+K]*
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[ X = carbon bearing no hydrogen atom; * = carbon atom with one hydrogen atom (CH); **
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1-benzyl 10-methyl (1S,2S,7S,9aR,10S,10aS)-2,7-dihydroxy-1-methyl-8-methylene-2,5,6,7,8,9,10,10a-
octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulene-1,10-dicarboxylate (V1)

B.t. Olej
R.t. 20.59 min.
ak? —26.5° (c 1.69, CH3;OH)
MS (ES*), m/z (%) 473.29 [M+Na] *, 489.18 [M+K]

MW: 450.53
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1-benzyl 10-methyl (1S,7S,9aR,10S,10aS)-7-hydroxy-1-methyl-8-methylene-2-o0x0-2,5,6,7,8,9,10,10a-
octahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulene-1,10-dicarboxylate (1X)

WOH
o
/('3 CO,CHg
o~ \D_T
MW: 402.44 B.t. 127 - 128 °C
R.t. 22.8 min
a2D3 —95.6° (c 1.69, CH30OH)

MS (ES*), m/z (%)  MS (ES*), m/z (%): 449.32 [M+H] *
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1-(methoxymethyl) 10-methyl (1S,2R,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 (1X)

MW: 402.44

FAM-01-030-01
single_pulse

MS (ES*), m/z (%)

B.t

R.t.

ad’

128 — 128.5 °C

R.t. =15.77 min

— 95.6° (c 1.69, CH3OH)

405.29 [M+H]*, 443.26 [M+K] *
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1-benzyl 10-methyl (1S,7S,9aR,10S,10aS)-7-hydroxy-1-methyl-8-methylene-2-oxo0-2,3,4,5,6,7,8,9,10,10a-
decahydro-1H-7,9a-methanobenzo[a]azulene-1,10-dicarboxylate (I)

MW: 402.44 B.t

R.t.

ad’

MS (ES*), m/z (%)
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(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-dicarboxylic acid (XI11)

MW: 346.38 B.t. Zluta kapalina
R.t. -
a?? — 28.2 (c 1.63, aceton)
MS (ES*), m/z (%) 347 [M+H]*, 386 [M+K] *

FAM-01-007-00
single_pulse
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Chemical Formula: CygH2:05

Molecular Weight: 346,37900
Elemental Analysis: C, 65.88; H, 6.40; O, 27.71 [ f f J j ; [ /[
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dimethyl (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 (XI11)

MW: 374.43 B.t. 64 — 65 °C
R.t. 15.74 min.
a2’ —54.7 (c 1.48, CH3;0OH)
MS (ES*), m/z (%) 397.28 [M+Na] *, 413.31 [M+K]*
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single_pulse
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dimethyl (1S,7S,9aR,10S,10aS)-7-hydroxy-1-methyl-8-methylene-2-oxo-2,5,6,7,8,9,10,10a-octahydro-1H-

7,9a-methanobenzo[a]azulene-1,10-dicarboxylate (X1V)

07
H;CO,C CO,CH,
MW: 37.43 B.t. Zluty olej
R.t. -
a2t — 42,5 (c 1.03, CH;0H)
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