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UVvOoD

Triterpeny jsou Vv piirod¢ velmi rozsifené slouCeniny. Nalézt a izolovat je muZeme
zejména z rostlin. Mohou byt soucasti zivocichti, vzacnéji i moiskych hub nebo fas. Jedna
se 0 slouceniny vykazujici fadu biologickych ucinkii, zejména se jedna o ucinky
protinadorové, antimikrobialni, virostatické, hepatoprotektivni a dalsi.

Jednim z vyznamnych zastupct triterpent je Kyselina betulinova, piirodni
pentacyklicka slouc¢enina s mnoha vyznamnymi biologickymi vlastnostmi. Nalezneme ji
zejména U rostlin, kde plni funkci sekundarniho metabolitu. Ve vétsi mife se kyselina
betulinova vyskytuje v ktife platanu nebo btizy.

U kyseliny betulinové byla prokazéana cytotoxicka aktivita vii¢i fadé¢ bunécnych
nadorovych linii. Z tohoto divodu jsou pfipravovany stale nové semisyntetické derivaty
kyseliny betulinové s potencialni cytotoxickou aktivitou. Kyselina betulinova vSak
vykazuje i dalsi biologické aktivity jako anti-HIV, antimikrobialni a dalsi.

Skelet kyseliny betulinové nabizi nékolik moznosti pro modifikaci, konkrétné se
jedna o uhliky C2, C3, C28, C29 a C30. Tato prace je zamé&fena na piipravu novych
derivata kyseliny betulinové v poloze C3 pomoci Suzuki-Miyaura cross-couplingu.

Suzuki-Miyaura cross-coupling je moderni a ¢asto vyuzivana reakce Vv organické
syntéze, ktera dava vzniku nové C-C vazbé¢. Nicméné do dnesni doby vyslo pouze par
publikaci s tématikou Suzuki-Miyaura cross-couplingu na triterpenech. Cilem této prace
je studium vyuZitelnosti této reakce na triterpenech a pfiprava mensi knihovny sloucenin

S potencialni biologickou aktivitou.
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CILE BAKALARSKE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe se zaméfenim na zakladni déleni terpenu, Kyselinu
betulinovou a jeji cytotoxicky aktivni derivaty s modifikaci na A kruhu a metodu
Suzuki-Miyaura cross-couplingu.

2. Piiprava vychozich sloucenin v dostatecném mnozstvi.

3. Pftiprava a charakterizace sady novych derivati benzylbetulonatu.

4. Ptiprava a charakterizace sady novych derivati kyseliny betulonové.

5. Testovani cytotoxické aktivity pfipravenych derivatt
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TEORETICKA CAST
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1. TERPENY

Terpeny jsou poéetnou skupinou biomolekul, kterou fadime mezi lipidy.! Nalezneme je
zejména u vyssich rostlin, které si je sami vytvari jako sekundarni metabolity, coZ jsou
slouceniny, které se neucastni hlavnich metabolickych drah, a nejsou vyuzivany jako
energetické nebo zasobni zdroje. Rostliné mohou slouzit jako ldkadla pro opylujici hmyz,
jako regulatory nebo jako ochrana pted skiidci.?

Je nutné podotknout, ze do této podskupiny patii spousta biologicky a pramyslove

dilezitych sloudenin jako kaft, skvalen, karotenoidy, piirodni kauduk, aj.

1.1 Rozdéleni terpenti

Terpeny se formaln¢ skladaji z daného poctu isoprenovych podjednotek. Dé¢lime je
na hemiterpeny s 1 isoprenovou podjednotkou, monoterpeny se 2 podjednotkami,
seskviterpeny se 3 podjednotkami, diterpeny se 4 podjednotkami, sesterterpeny s 5
podjednotkami, triterpeny s 6 podjednotkami, tetraterpeny s 8 podjednotkami,

a polyterpeny, které obsahuji vice nez 8 isoprenovych podjednotek.?

1.1.1 Hemiterpeny

Hemiterpeny jsou prvni a nejméné pocetnou podskupinou terpenti. Jedna se o derivaty,
které obsahuji pouze jednu podjednotku 2-methyl-buta-1,3-dienu — isoprenu (1) (Obr. 1).*

Hemiterpeny muzeme nejCastéji nalézt v piirodnich olejich. Pravdépodobné
nejznaméj$im zastupcem hemiterpent je 3-methyl-2-buten-1-ol — prenol (2) (Obr. 1).

Na rozdil od isoprenu, prenol je pfirodni sloucenina. Jeho nejvyznamnéjsim zdrojem je

Ao A

1 2

olej ylang-ylang.*

Obr. 1: Strukturni vzorec isoprenu (1) a prenolu (2)
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1.1.2 Monoterpeny

Monoterpeny jsou ptirodni, biologicky aktivni latky, které jsou produkovany vyssimi
rostlinami. Formalné jsou odvozeny ze dvou isoprenovych podjednotek a obsahuji deset
atomu uhliku. Z hlediska struktury je délime na acyklické, monocyklické a bicyklické.
V dnesni dobé je znamo vice nez 1000 riznych monoterpentl. Casto se jedna o silice
s nezaménitelnou viini, které miizeme ziskat pomoci destilace s vodni parou. 2

Mezi hlavni zastupce acyklickych monoterpenti fadime myrcen (3), ocimen (4)
a geraniol (5) (Obr. 2). Myrcen (3) je vonna silice z vaviinu a vyskytuje se ve formé dvou
konfiguraénich izomeri jako a-myrcen nebo 8-myrcen.? Ocimen (4) je acyklicky
monoterpen, ktery je soucasti fady esencialnich oleju, napf. oleje z listi bazalky (Ocimum
basilicum) nebo z $istic chmele (Humulus lupulus). V piirodé ho mizeme nalézt ve formé

4 konfigura¢nich izomera.* Geraniol (5) je isoprenoid, ktery je soudasti rizového oleje. 2

Obr. 2: Strukturni vzorec myrcenu (3), Cis-a-ocimenu (4) a geraniolu (5)

Monocyklické monoterpeny maji mnoho vyznamnych zastupcti. Jednim z nich je
limonen vyskytujici se v citrusovych plodech. Limonen mize mit R (6) nebo S
(7) konfiguraci. Rozdil mezi t€mito dvéma izomery je velmi patrny: zatimco R-izomer
ma charakteristickou pomerancovou viini, pro S-izomer je typicka viin€ citronu. DalSim,

neméné vyznamnym, zastupcem je mentol (8) (Obr. 3), ktery lze ziskat z maty peprné
P PN
6 7 8

Obr. 3: Strukturni vzorce (R)-limonenu (6), (S)-limonenu (7) a mentolu (8)

(Mentha piperita).?
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Tteti podskupinou jsou bicyklické monoterpeny, mezi které fadime mnoho
je obsazena v kafrovniku, ale i v mnoha dalSich rostlinach. Vyuziva se v mediciné pro
piipravu masti, nebo v aromaterapii. Kafr se pfipravuje i syntetickou cestou.?

Mezi nejrozsitené;si bicyklické monoterpeny patii a-pinen (10) a 8-pinen (11),
které jsou obsazeny v silicich jehlicnatych stromt. DalSimi vyznamnymi zastupci jsou

3-karen (12), a-thujon (13) nebo eukalyptol (14) (Obr. 4).2
O
o) : I ; <I\ i <
10 11 12 13 14

Obr. 4: Strukturni vzorce kafru (9), o-pinenu (10), p-pinenu (11), 3-karenu (12),
a-thujonu (13) a eukalyptolu (14)

1.1.3 Seskviterpeny

Seskviterpeny jsou slouc¢eniny formaln¢ tvotené tfemi podjednotkami isoprenu. Zakladni
strukturou, od které jsou odvozeny, je farnesan (15) (Obr.5), coz je nepolarni molekula
tvofena 15 atomy uhliku.* Nalézt jej miizeme zejména v surovych olejich, které maji
potencial jako biopaliva.® Souéasti slupky jablek a hrusek je a-farnesen, zejména jeho

(E,E)-isomer (16) (Obr. 5), ktery slouzi (obecné rostlinam) na ochranu pted predatory

a $kidei.®
)\/\)\/\)\/ X X PNF

15 16

Obr. 5: Struktura farnesanu (15) a (E,E)-a-farnesen (16)

Vyznamnym zastupcem seskviterpent je prirodni lakton artemisinin (17) (Obr 6).
Tato sloucenina se pouziva zejména jako antimalarikum, které je v dnesni dob¢ z diivodu

rezistence bakterii poddvano ¢asto v kombinaci s jinymi 1é¢ivy.” U artemisininu byla

rrrrr
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Obr. 6: Vzorec artemisininu (17)

Prikladem cyklickych seskviterpeni jsou humulany, které vznikaji cyklizaci
farnesanu (15) mezi uhliky C1 a C11. Toto uzavieni kruhu se uplatiiuje zejména pii
biogenezi. Zakladni strukturou je humulan (18) (Obr. 7), ¢asto vznikaji i epoxidy jako je
(-)-2,3-epoxy-6,9-humuladien (19) (Obr. 7), které jsou soucasti esencialnich oleja

z chmele nebo hiebic¢ku.*

18 19
Obr. 7: Struktura humulanu (18) a (-)-2,3-epoxy-6,9-humuladienu (19)
1.1.4 Diterpeny

Molekuly, skladajici se ze ¢tyt isoprenovych podjednotek (20 atomd uhliku), se nazyvaji
diterpeny.! Jednd se o pocetnou skupinu piirodnich molekul, které méiZzeme izolovat
zejména z rostlin, nalézt je ale mizeme i ve véelim tmelu (propolis), nebo v houb¢ rodu
Hyattella (Hyattella aff. intestinalis), jejiz extrakty vykazuji virostaticky ucinek vaci
adenoviru.> Obecné jsou molekuly diterpenti odvozeny od zakladniho skeletu alifatické
molekuly fytanu (20) (Obr. 8).*

YT

20

Obr. 8: Molekula fytanu (20)
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Vyznamnymi zastupci skupiny diterpent jsou molekuly retinolu (21) a retinalu
(22) (Obr. 9). Ob¢ molekuly jsou soucasti skupiny latek oznacovanych jako retinoidy.
Retinol (21) je po chemické strance alkohol a retinal (22) je aldehyd, pfi¢emz se jedna
0 dvé formy vitaminu A, ktery je diileZity pro spravnou funkci zraku.*
(0]

\\\\OH \\\\OH

21 22

Obr. 9: Molekuly retinolu (21) a retinalu (22)

Za zminku stoji i derivat forskolin (23) (Obr.10) fungujici jako aktivator
adenylatcyklasy, enzymu, ktery se podili na regulaci mnoha biochemickych déju v burce.
Piikladem jednoho =z takovych mechanismii je regulace metabolismu sacharidd,

kdy dochézi k inhibici syntézy glykogenu.!!

Obr. 10: Molekula forskolinu (23)
1.1.5 Sesterterpeny

Malo pocetnou podskupinou terpent jsou sesterterpeny, které formalné obsahuji pét
podjednotek isoprenu a tedy 25 atomi uhliku. Sesterterpeny mizeme nalézt zejména
ve vyssich rostlinach, ale i v moiskych houbach. Piikladem je molekula heteroneminu
(24) (Obr. 11), ktera byla izolovana z moi'ské houby Heteronema erecta.*2 Heteronemin
(24) vykazuje hodnotu ICso = 3 uM vici protein farnesyl tranferase, enzymu, jehoz
substratem je Ras protein, jeden z hlavnich onkogenti, uplatiujicich se pii nadorovych

mutacich.®
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Obr. 11: Molekula heteroneminu (24)
1.1.6 Triterpeny

Triterpeny jsou slou¢eniny formaln¢ slozeny ze $esti isoprenovych podjednotek (obsahuji
30 atomu uhliku). Vyskytuji se zejména ve vySSich rostlinach, ale i v motskych
organismech, plisnich, mikroorganismech a velmi vzicné i v houbach.'*

Triterpeny maji mnoho vyznamnych biologickych ucinkt, jsou to napiiklad
a antimykotické. Velmi dulezité jsou také jejich G¢inky cytotoxické. Predevsim diky
témto vlastnostem se v poslednich dekadach zvysil zdjem 0 pfipravu novych
semisyntetickych derivatl triterpenti s potencialni biologickou aktivitou. Zaroven fada
t&chto piirodnich latek naléza své vyuziti v primyslu, v kosmetice a ve farmacii.'#*°

Dulezitym zastupcem této skupiny je skvalen (25) (Obr. 12), od néhoz je
strukturné odvozena vétSina triterpend.® V lidském organismu slouzi skvalen
jako prekurzor pro syntézu vétSiny steroidnich hormond, zaroven se jednd o dulezity
intermediat pii biosyntéze cholesterolu a zluCovych barviv. Skvalen je vychozi
slouceninou pro biosyntézu celé fady strukturné slozit&jSich triterpent, vCetné triterpend

pentacyklickych, o kterych budu hovotit dale.}*16

X X X AN AN AN

25

Obr. 12: Molekula skvalenu (25)

Nejrozsifenéj$i podskupinou triterpent jsou triterpeny pentacyklické, které lze
dale délit podle skeletalnich typt. V ptirodé jsou nejastéji zastoupeny skelety lupanu

(26), ursanu (27) a oleananu (28) (Obr. 13).
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Pentacyklické triterpeny jsou slouceniny, které disponuji nejriznéj$imi
biologickymi  vlastnostmi:  cytotoxickymi, antimikrobialnimi, antivirotickymi,
pozornost je vénovana cytotoxické aktivits.*1’ Derivaty tdchto slou¢enin maji vysokou
cytotoxicitu, ale nékteré vlastnosti, jako je mala rozpustnost ve vodé, nebo nizka

selektivita, je znevyhodiiuji vii¢i ostatnim cytofarmakam.!’

J//
‘.

26 27 28

Obr. 13: Struktury lupanu (26), ursanu (27) a oleananu (28)

1.1.7 Tetraterpeny

Tetraterpeny se skladaji z osmi isoprenovych podjednotek a maji tedy 40 atomu uhliku.
Strukturné nejjednodussim tetraterpenem je lykopen (29) (Obr. 14), ktery nalezneme
zejména V rajcatech, kde se vyrazné podili na jejich ¢erveném zbarveni, ale i v jinych
rostlinach. Dalsim typickym zastupcem této skupiny je 8-karoten (30) (Obr. 14), ktery se

nachazi v mrkvi a zpiisobuje jeji oranzové zbarveni.*
N NP T YN S e SN SN

29

Obr. 14: Molekuly lykopenu (29) a p-karotenu (30)
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2. SUZUKI-MIYAURA CROSS-COUPLING

2.1 Uvod

Objev nového typu reakcei, které vedou k tvorbé vazby mezi dvéma uhliky, znamenal
v organické chemii velky prilom. Tyto moderni reakce, probihajici mezi
organokovovymi slouceninami a elektrofily, Kkatalyzované pomoci katalyzatort
obsahujicich ptechodné kovy (zejména palladium), byly souhrnné pojmenovany
jako cross-couplingové reakce.®

Velmi dilezitymi se v tomto sméru staly publikace pant Hecka, Suzukiho
a Negishiho, ktefi se v minulém stoleti zaslouzili o nejvétsi rozvoj cross-couplingt,

a nasledné byli odménéni Nobelovou cenou.*

V soucasnosti jsou tyto reakce bohaté
vyuzivany zejména na poli organické syntézy a neustale podléhaji dalsimu vyvoji.t®
Existuje fada typt cross-couplingt, lisicich se zejména typem organokovovych
ligandd, které vstupuji do reakce, ale také pozivanymi katalyzatory a reakénimi
podminkami. Pribéh cross-couplingovych reakci je charakterizovan katalytickym
cyklem, ktery zahrnuje tfi faze: oxidativni adici, transmetalaci a reduktivni eliminaci.?
Mezi nejznaméjsi cross-couplingy patii Stille, Negishi, Sonogashira, Kumada-
Tamao-Corriu a Suzuki-Miyaura cross-coupling. Stille cross-coupling vyuziva k reakci
toxickych stannanti, které reaguji s alkyl nebo arylhalogenidy.?»® Negishi cross-
coupling vyuziva organozinecnaté slouceniny, které reaguji nejcastéji s alkenyljodidy
nebo bromidy za katalyzy Pd-fosfiny.?223
U Sonogashira cross-couplingu dochazi ke spojeni terminalniho alkynu s aryl-
nebo alkenylhalogenidy ¢i triflaty za katalyzy Pd-katalyzatori a médnatych soli.?%%*
Sonogashira cross-couplingem se nejéasté&ji ptipravuji disubstituované acetyleny.?®
Reakci mezi Grignardovymi ¢inidly, organokovovymi slou¢eninami obsahujicimi
hoi¢ik, a vinyl- nebo aryl-halidy za katalyzy Ni-komplexem publikovali v roce 1972
Kumada a Tamao.?® V témze roce byla publikovana i prace Corria, ktera pojednavala
o reakci aromatickych halidéi s aromatickymi Grignardovymi slou¢eninami.?’ Cross-

coupling Grignardovych ¢inidel tak nese ve svém nazvu jména vsech jeho objeviteld.
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2.2 Suzuki-Miyaura cross-coupling

Suzuki-Miyaurova reakce je jednou z nejvyznamnéjSich cross-couplingovych reakci.
Jejimi objeviteli jsou japonsti védci Akira Suzuki a Norio Miyaura, ktefi ji publikovali
vroce 1979.% Piitéto reakci dochazi k interakci alkenyl- ¢&i arylboronovych kyselin
nebo jejich esteru s alkenyl- nebo arylhalogenidy ¢i triflaty za vzniku nové C-C vazby.
Pfi tomto procesu je nezbytna pfitomnost katalyzatoru, nejcastéji komplexu na bazi

palladia, a baze (Schéma 1).2°?°

R'= alkenyl, aryl
R-X  + R*B(OR%), Pt i R? = alkenyl, aryl
baze R3 = H, alkyl

X = halogen, triflat

Schéma 1: Obecny pribéh Suzuki-Miyaura cross-couplingu.

2.3 Katalyticky cyklus

Prib&éh Suzuki-Miyaura cross-couplingu je, stejné jako prib&h ostatnich cross-
couplingovych reakci, charakterizovan katalytickym cyklem, ktery zahrnuje tii zakladni
kroky: oxidativni adici, transmetalaci a reduktivni eliminaci.?® Cely priabgh cyklu je
zobrazen na Obrazku 15.

V prvnim kroku cyklu, oxidativni adici, dochazi ke tvorbé stabilniho trans-o-
komplexu, kdy se na katalyzator v oxida¢nim stavu 0 (Pd®) navaze molekula halogenidu,
nebo triflatu, nesouci pozadovany postranni fetézec R% Navizanim molekuly R2-X
na katalyzator dojde ke zvyseni oxidaéniho stavu katalyzatoru z 0 na +II (Pd*")
a vysledny komplex ma podobu R2-Pd(11)-X.?°

Oxidativni adice je rychlost urcujici krok celého cyklu. Rychlost je zavisla
na povaze molekuly, kterd tvoii komplex s katalyzatorem. Komplex se nejrychleji tvori
Vv piipadé jodida a triflatt, malo ochotné bude vznikat v pfipad¢ chloridi. Nejvhodnéjsimi
Substraty jsou aktivované arylové halogenidy, u kterych dochdzi k odtahu elektrona
z aromatického jadra a jsou tudiz mnohem reaktivnéjsi nez substraty, u kterych dochazi
k dodavani elektronti do systému.

Pro prubéh druhého kroku cyklu, transmetalace, je v piipadé Suzuki couplingu
nutna ptitomnost baze. Boronové kyseliny jsou velmi slabymi nukleofily, proto musi byt

aktivovany pomoci vhodnych bazi, jako jsou napt. NaOH nebo slabsi K2COs.
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V priibéhu transmetalace je postranni zbytek R* pochézejici z boronové kyseliny
(R1-M), ptipojen ke stavajicimu komplexu za vzniku komplexu nového - R2-Pd(11)-R%.
Soucasn¢ s jeho vznikem odstupuje molekula M-X (zbytek organokovové slouceniny
a halogenidu nebo triflatu).?%%

Zaveérecny krok katalytického cyklu, reduktivni eliminace, probiha pies Cis-c-
komplex (musi dojit k izomeraci ptvodniho trans-c-komplexu). Z cis-o-komplexu je

uvolnéna nova molekula R-R?, a zaroven dochazi i k regeneraci katalyzatoru, ktery je

z oxida¢niho stavu +11 (Pd*") zredukovan na pocatedni oxidaéni stav 0 (Pd°).?°

R'-R? Pd©) R™-X

R'-Pd(I1)—R? R-Pd(11)—X

M—X RZM

Obr. 15: Katalyticky cyklus cross-couplingu
2.4 Reakéni podminky

P#i vhodnych podminkach bézi Suzuki cross-coupling i na slozitych, stericky branénych
nebo malo reaktivnich substratech.3! Pro spravny pribéh reakce je nutna piitomnost
katalyzatoru, baze a vhodné smési rozpoustédel. Jednotlivé komponenty mohou byt rizné
kombinovany a maji velky vliv na vysledny vytézek reakce.

Jako katalyzatory se nej¢astéji pouzivaji Komplexni sloué¢eniny palladia, mén¢ Casté
je pouziti katalyzatori na bazi niklu nebo platiny.®® Mezi nejpouzivanéjsi katalyzatory
obsahujici palladium se fadi triarylfosfiny, zejména Pd(PPhs)s (31) a PACl2(PPhs)2 (32)
(Obr. 16), ¢asto se také uplatiiuji slou¢eniny Pd(OAC)2 nebo PdCI..%° V soudasné dobé
jsou vyvijeny stale nové generace katalyzatorti, od kterych je o¢ekavana vysoka ti¢innost

a selektivita. Jednim z nejmoderngjsich typt jsou napt. katalyzatory nanoc¢asticové.>?
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31 32
Obr. 16: Priklady katalyzatorii vyuzivanych pri Suzuki-Miyaura cross-couplingu

Jak jiz bylo zminéno, pro spravny pribéh Suzuki couplingu je nutna pfitomnost
baze. Baze aktivuje boronovou kyselinu a umoziiuje vznik komplexu R2-Pd(I1)-R™.
couplingu aromatickych boronovych kyselin, nicméné nemaji takovy vliv na rychlost
reakce jako napi. Cs2CO3 nebo CsOH, které reakci urychluji.®

Pro nékteré reakce, zejména pro reakce 1-alkenylboronovych kyselin, je zapotiebi
silngj$ich bazi. Vyuzivaji se zejména K3POs, KOH, Ag.O nebo toxicky TIOH.*
V ptipadé¢, kdy je jedna z vychozich sloucenin citlivéa na bazické prostiedi 1ze vyuzit CsF
nebo BusNHF.3*

V' Suzuki cross-couplingu se ¢asto vyuziva dvoufazového (heterogenniho)
systému rozpoustédel. Jednim z rozpoustédel je voda, kterd umoziuje rozpusténi baze.
Podle typu vychozich slou¢enin se voli dal$i rozpoustédlo/a, duraz je kladen
na rozpustnost, a také na predejiti vzniku neZzadoucich vedlejSich produkti. Nejcastéji se

pozivaji toluen, DMF a 1,4-dioxan.*

2.5 Vyhody a nevyhody Suzuki cross-couplingu

Vyhody:

e Boronové¢ kyseliny a jejich estery jako vychozi slouceniny: Zakladni vyhodou
Suzuki-Miyaura cross-couplingu je pouziti boronovych kyselin a jejich estert
jako vychozich sloucenin. Boronové kyseliny a jejich estery jsou komeréné
dostupné a V porovnani s jinymi organokovovymi slouceninami, zejména
slou¢eninami cinu nebo zinku, jsou mén¢ toxické a mnohem Setrnéjsi vuci

Zivotnimu prostiedi.
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Volba substratu: V zavislosti na podminkach reakce, volbé katalyzatoru, baze
a rozpoustédla probihd Suzuki coupling jak s halogenidy (nejreaktivnéjsi jsou
jodidy, dale bromidy a nejméné reaktivni jsou chloridy, fluoridy se nepouzivaji),
tak i triflaty.%

Reakéni podminky: Reakce probiha zpravidla za mirnych podminek, neni potieba
vysokych teplot ani tlakd.

Zpracovani reakéni smési: V neposledni fadé je vyhodou snadné odstranéni
anorganickych vedlejsich produktii z reakéni smési pomoci extrakce.

Vytézek reakce: Reakce probiha zpravidla s vysokymi vytézky, ale vysledky se
li§i v zavislosti na reak¢nich podminkach, reaktivit¢ boronové kyseliny ¢i jejiho

esteru, atd.*°

Nevyhody:

Finan¢ni nakladnost: Boronové kyseliny a jejich estery jsou sice komeréné
dostupné, ale drahé. Cena boronovych kyselin se pohybuje v rozmezi 1000 — 5000
K¢ za gram kyseliny, estery boronovych kyselin jsou drazsi.

Stabilita katalyzatort: Katalyzatory pouzivané pii Suzuki couplingu jsou
ve vétsiné ptipadid nachylné na vzdus$nou vlhkost a musi se S nimi pracovat
za inertnich podminek.

Homocoupling: Pii reakci muize dochazet k tvorbé homocouplingovych
(selfcouplingovych) vedlejsich produktii, napt. z divodu ptistupu vzduchu, ktery
zptsobuje rychlou dimerizaci boronové kyseliny.*

Nevyhodou je také nizka reaktivita nékterych vychozich sloucenin, napf.

nékterych arylhalogenidi.?®
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3. KYSELINA BETULINOVA

Kyselina betulinova (33) (Obr.17) je ptfirodni pentacyklicka kyselina, ktera patii
do skupiny triterpend. Jedna se o jeden z biologicky aktivnich derivati lupanu (26).
Poprvé byla ziskana z Vauquelinia corymbosa spole¢né s uvaolem a kyselinou ursolovou.

U této smési latek byla prokazana cytotoxicka aktivita.®®

33

Obr. 17: Kyselina betulinova (33)

Kyselina betulinova (33) se vyskytuje zejména v kufe nékterych stromt, napft.
v ktite platanu (Platanus acerifolius).®® Ziskana byla také z kefe Ziziphus mauritiana
a dalgich rostlin.®’

Primyslovy vyznam ma izolace kyseliny betulinové (33) a jejiho prekurzoru,
alkoholu betulinu (34), z kury btizy (Betula pendula). V kife bfizy je majoritné¢ obsazen
betulin (34), ktery Ize po izolaci zoxidovat na kyselinu betulinovou (33). Obsah betulinu
(34) v kife stromd se lisi druh od druhu a mize dosahovat az 30 %.% Jedna z moznych
cest pievedeni betulinu (34) na kyselinu betulinovou (33) je pomoci Jonesovy oxidace,
vedouci pies kyselinu betulonovou (35), a nasledné redukce derivatu 35

tetrahydridoboritanem sodnym (Schéma 2).%°

34 35 33

Schéma 2. Priprava kyseliny betulinové (33) z betulinu (34). a: CrOs, H2SO4, aceton,
0 °C; b: NaBHa4, THF.
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Kyselina betulinova (33) je bila krystalicka latka, ktera se z kliry biizy a platanu
ziskava extrakci pomoci nejriiznéjsich rozpoustédel, napiiklad pomoci MeQOH.*
Kyselina betulinova (33) je rozpustna v pyridinu, omezené rozpustna v alkoholech
(MeOH nebo EtOH) a téméf nerozpustna ve vodeé. Sumarni vzorec je CaoH4g0O3 a piesna
molekulova hmotnost 456,3603 g/mol. Systematicky nazev podle IUPAC je
(3p)-3-hydroxy-lup-20(29)-en-28-ova kyselina.

Biologické vlastnosti kyseliny betulinové (33) jsou velmi rozmanité. Zejména
vyznamna je cytotoxicka aktivita, které¢ je Vv této praci vénovana samostatna kapitola.
Nemén¢ dulezita je jeji antivirova aktivita, zejména anti-HIV aktivita, které je taktéz

vénovana samostatna kapitola. 3916

uc¢inky, které byly testovany na in vitro a in vivo modelech. Mezi dalsi biologické
vlastnosti této kyseliny patii ucinky antibakterialni, antimalarické, antihelmintické,

antinociceptivni, spasmogenni a dal§i.®

3.1 Anti-HIV uéinky kyseliny betulinové a jejich derivati

V roce 1996 byla publikovana studie, kde byla kyseliné betulinové (33) naméfena
hodnota ECso = 1,6 ©M na infikovanych H9 lymfocytech. Z tohoto diivodu zacal byt o
kyselinu 33 a jeji derivaty zajem jako o potencialni antivirotika.*!

Jednim z testovanych derivatt kyseliny betulinové s anti-HIV uc¢inky byl derivat
Bevirimat (36) (Obr. 18), ktery se dostal do faze Ila klinickych zkousek. V této fazi byl
jeho anti-HIV ucinek zaznamenan u 45 % pacientd. V klinickych zkouskach derivat 36

déle nepokracoval. Diivodem byla rezistence vii¢i Bevirimatu.

36

Obr. 18: Struktura Bevirimatu (36)

Metoda Suzuki-Miyaura cross-couplingu byla vyuzita pro piipravu dalsich

derivatd kyseliny betulinové (33), které byly oznaceny jako tzv. druhd generace
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(40), za vyuziti Suzuki reakce je zobrazena na Schématu 3.1°

Syntéza vychazi z kyseliny betulinové (33), ktera je nejdiive ochranéna pomoci
benzylbromidu v piitomnosti KoCO3 a nasledné¢ pomoci PCC zoxidovana na keto
kyselinu 37. Reakce keto kyseliny 37 s PANTT, v pfitomnosti KHMDS a THF pti -78 °C
poskytla triflat 38, ktery byl wvyuzit pro Suzuki-Miyaura cross-coupling
s (4-(methoxykarbonyl)phenyl)boronovou  kyselinou v pfitomnosti  NaCO3
a katalyzatoru Pd(PhsP)4 ve smési 1,4-dioxanu, 2-propanolu a vody. Reakci vznikl derivat
39. Sledem $esti dalsich kroki byla ziskana molekula BMS-955176 (40).16

HOOC

Schéma 3: Priprava derivatu BMS-955176. (Reakcni podminky: a: Ko.COgz, BnBr, DMF,
60 °C, 3.5 h, 99 %; b: PCC, CHCly, 6 h, 96 %; c: KHMDS, PhNTf,, THF, -78 °C, 4 hod,
90 %; d: (4-(methoxykarbonyl)phenyl)boronova kyselina, Na>CO3z, Pd(PPhz)s,
1,4-dioxan, 2-propanol, H20, reflux, 14,5 h, 68,1 %).

3.2 Cytotoxické ucinky kyseliny betulinové a jejich derivata

Cytotoxické vlastnosti kyseliny betulinové (33) byly poprvé zaznamenany v roce 1976,
kdy Trumbull a kolektiv publikovali ¢lanek o extraktu z Vauquelinia corymbosa. Tento
extrakt vykazoval cytotoxicky ucinek vuci leukemické linii P-388 (mysi lymfocytarni
leukémie).>® Podobné vlastnosti vykazovala i smés obsahujici pouze betulin (34)
a kyselinu betulinovou (33).1

Opravdovy zajem o Kyselinu betulinovou (33) a jeji derivaty zacal byt az v roce

1995, kdy byla prokazana cytotoxicka aktivita kyseliny betulinové (33) vici bunééné linii
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lidského melanomu. Nasledné byly provedeny pokrocilé experimenty na mysich, kterym
byly do téla aplikovany nadorové buiiky s lidskym melanomem. U rakovinnych bun¢k
Vv télech mysi doslo po oSetieni kyselinou betulinovou (33) ke spusténi planované
bunééné smrti bez toxickych nasledkt pro organimus.*

Cytotoxické vlastnosti kyseliny betulinové (33) byly prokazany i1 u jinych
nadorovych linii, napt. na liniich lidského neuroblastomu. Po tiidenni inkubaci
s kyselinou betulinovou (33) Vv nejvyssi koncentraci 4,4 uM se ukazalo, Ze vSech
9 testovanych nadorovych linii lidského neuroblastomu (SKNSH, SHSY5Y, IMR-5,
LAN-5, NBL-S, NBAS5, NBAS6, NBL-W, NBL-WR a MEL-2) je na kyselinu 33 velmi
citlivych. Nejvétsi ucinek se projevil u nadorové linie LAN-5, ktera reagovala na kyselinu
33 jiz pii koncentraci 0,66 uM.*®

Kyselina betulinova (33) zptsobuje indukci apoptézy nadorovych bunék
nebo plsobi antiprolifera¢né. V soucasné dobé je popsano vice mechanismd, kterymi
kyselina 33 zptisobuje zahajeni apoptozy: pfimym plusobenim na mitochondrie, snizenou
regulaci exprese P13K/Akt signalnich molekul pomoci ROS, ovlivnénim propustnosti
mitochondridlni membrany, pomoci p53 nebo umoziuje snadnéj$i uvoliovani
cytochromu ¢ (apoptozu indukujiciho faktoru).**

Jeden z mechanismu ucinku kyseliny betulinové (33) na rakovinné buiky je
nasledujici: kyselina 33 selektivné plisobi na semiautonomni organely mitochondrie,
zajistujici bunééné dychani a produkci ATP, ktery je nezbytny pro spravnou funkci
bungk. Pritomnost kyseliny betulinové zptisobuje zvyseni permeability mitochondrialni
membrany a dojde k naruseni membranového potencialu. Poté je vypustén cytochrom c.
Nasleduje aktivace kaspazové kaskady. Konkrétné se jedna o kaspazy 3 a 8, pficemz
efektorova kaspaza 3 je zodpovédna za aktivaci apoptdzy, a Kaspaza 8 umoziuje vazbu
na protein. Nasledné dojde ke spojeni téchto enzymu v kaspazovy komplex. Kone¢nym
disledkem celého procesu je rozpad bun&éného jadra.*>4

Vyrazné cytotoxické vlastnosti kyseliny 33 vzbudily mezi védeckou vetejnosti
pozornost, coz vedlo a nadale vede k syntéze novych semisyntetickych derivati kyseliny

33 jako potencialnich cytofarmak.

3.2.1 Cytotoxicky aktivni derivaty kyseliny betulinové s modifikaci na A kruhu

Derivat m-pikolylamid kyseliny betulinové 41 (Obr. 19) vykazuje vysokou cytotoxickou
aktivitu vaci bunécné linii MCF7 (rakovina prsu) s hodnotou 1Cso = 1,4 uM a vici

nadorové linii G-361 (lidsky melanom) s hodnotou ICso = 0,5 uM.*’
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Csuk a kolektiv publikovali v roce 2012 derivat 42 (Obr. 19), ktery vykazuje
submikromolarni cytotoxickou aktivitu vici fadé bunéénych linii. U nadorovych linii
A431 (epidermoidni karcinom), HCT-8 a HCT-116 (karcinom tlustého stieva) byla
zjisténa hodnota ICso = 0,2 uM, na linii MCF-7 (karcinom prsu) byla naméfena hodnota
ICs0 = 0,3 uM, a na liniich A253 (epidermoidni karcinom), DLD-1, HT-29, SW480
(sttevni adenokarcinom) a SW1736 (anaplasticky karcinom §titné zlazy) bylo
ICs0 = 0,4 uM.*

Submikromolarni cytotoxickou aktivitu vykazuje i derivat 43 (Obr. 19),
u kterého byly naméieny hodnoty pro bunécnou linit MCF-7/ADR (karcinom vajecnikit)
ICs0 = 0,33 uM, pro linii MCF-7 (karcinom prsu) 1Cso = 0,54 uM a pro HT-29 (lidsky
adenokarcinom) ICso = 0,97 uM.*

U derivata 44 a 45 (Obr. 19) byla naméfena vysoka cytotoxicka aktivita
vici bunééné linii ECV304 (karcinom mocového méchyie) 1Cso = 0,21 uM, resp.
ICs0 = 0,35 uM.*°

Dalsim derivatem s vysokou cytotoxickou aktivitou je slou¢enina 46 (Obr. 19),
kterd ma hodnotu ICso = 0,91 uM viici bunééné linii BV-173 (chronickd myeloidni
leukémie) a hodnotu ICsp = 0,52 uM vici bunééné linii K562 (chronicka myeloidni
leukémie).>

Vysokou cytotoxickou aktivitu maji i derivaty 47 a 48 (Obr. 19).
Submikromolarni aktivitu viéi nadorové linii SK-MEL-2 (lidsky melanom) prokazala
sloucenina 47, ICsop = 0,27 uM. Slouc¢enina 48 ma cytotoxicitu ICsop = 0,35 uM vuci
nadorové linii A-549 (karcinom plic).%?

Derivat 49 (Obr. 19) vykazal aktivitu u nadorovych linii MCF-7 (karcinom prsu)
s cytotoxickou aktivitou 1Cso = 1,18 uM, MIA PaCa-2 (karcinom slinivky bii$ni)
S ICs0 = 1,21 uM a HCT-116 (karcinom tlustého stieva) S ICsp = 1,5 uM. Sloucenina 50
(Obr. 19) ma mikromolarni aktivitu vi¢i liniim HCT-116 (karcinom tlustého stieva)
s ICso = 1,36 uM, A549 (karcinom plic) s ICso = 1,5 uM a vici PC-3 (karcinom prostaty)
sI1Cs0=1,6 uM.¥’

Molekula 51 (Obr. 19) ma hodnotu ICso = 1,4 uM u linie HCT-116

a ICso = 1,5 uM pro bunéénou linii HEp-2 (karcinom dé&lozniho &ipku).5®
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44, R = CoH2(2,4,6)-Cls
45, R = CoHa(4-)F

HsCO

47, R=ClI
48, R = CHO

Obr. 19: Prehled derivatii s modifikaci na A kruhu vykazujici cytotoxickou
aktivitu
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Priprava vychozich slou¢enin

4.1.1 Benzylester kyseliny betulinové (1)

Vychozi slouceninou pro reakci byla kyselina betulinova (1), ktera reagovala
s benzylbromidem a uhli¢itanem draselnym Vv pfitomnosti acetonitrilu a DMF. Reakce

poskytla benzylester kyseliny betulinové (11) ve vytézku 97,3% (Schéma 4).%*

TfO

Schéma 4: a: BnBr, KoCOs, acetonitril, DMF; b: trihydrat octanu sodného, dihydrat
dichromanu sodného 1,4-dioxan, AcOH, (CH3CO).0; c: KHMDS, Tf2NPh, THF/toluen.

4.1.2 Benzylbetulonat (I11)

Keto kyselina 111 byla ziskana optimalizaci postupu popsaného v literatute.
Pro oxidaci benzylesteru kyseliny betulinové (I1) byl vyuzit dihydrat dichromanu
sodného (1,8 eq.) a trihydrat octanu sodného (1,5 eq.) v systému 1,4-dioxan, AcCOH
a (CH3CO)20 (Schéma 4).5* Po extrakci do EtOAc byla ziskana sloucenina 111 ve vytézku

69 % precisSténa sloupcovou chromatografii na silikagelu.

4.1.3 Enoltriflat benzylbetulonatu 1V

Piisun triflatu 1V byl proveden celkem c¢tyfikrat. Sloucenina 111 reagovala

s 1,1 eq. THoNPh a dvéma eq. KHMDS v systému THF/toluen V inertnim prostiedi pfi
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-78 °C (roztok acetonu a kapalného dusiku) podle postupu popsaného v literatuie!®
(Schéma 4).

Reak¢ni smés byla zpracovana extrakei do EtOAc, ktery byl nasledné odpaien
na RVO. Po precisténi derivatu 1V pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu bylo
ziskano 1,879 g (74 %) triflatu 1V, jehoz struktura byla potvrzena pomoci spektralnich
dat.

Byl proveden pokus o optimalizaci reakce snizenim mnozstvi KHMDS ze dvou
ekvivalent na 1,5 eq. a pouzitim THF jako jediného rozpoustédla namisto smeési
rozpoustédel THF/toluen. Reakce pod upravenymi podminkami probihala, ale konverze
vychozi keto kyseliny 111 na triflat IV probéhla pouze ze 70 % (na TLC pozorovana

nezreagovand vychozi latka a necistoty).

4.2 Priprava derivati benzylbetulonatu

4.2.1 Tolyl derivat benzylbetulonatu V

Vychozi slouc¢eninou pro piipravu tolyl derivatu V byl triflat 1V, ktery byl
rozpustén v 1,4-dioxanu a pomoci stiikacky pienesen do vyzihané a pod proudem dusiku
ochlazené slzové banky opatiené septem a michadlem. Do roztoku byly dale ptidany dva
eq. 4-methylfenylboronové kyseliny rozpusténé ve 2-propanolu a dva eq. uhli¢itanu
sodného rozpusténého ve vode. Pro zahajeni reakce bylo do barnky ptisypano katalytické
mnozstvi (2 molarni procenta) PACIl>(PPhs)2 a reakéni smés byla ponechana reagovat pies
noc pii teploté 90 °C (pfi dosazeni této teploty doSlo vzdy ke ztmavnuti reak¢éni smési
az na tmavé hnédou) (Schéma 5).%

Reakéni smés byla zpracovana extrakci do EtOAc, ktery byl odpafen na RVO.
Surovy produkt V byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu. Bylo ziskano
68 mg (37 %) ¢istého tolyl derivatu V. Z diivodu nizkého vytézku byla reakce opakovana.
Po zpracovani reakéni smési a purifikaci bylo ziskano 84 mg (46 %) derivatu V, jehoz
struktura byla potvrzena pomoci spektralnich dat. V *H NMR spektru byly kromé signali
typickych pro skelet benzylbetulonatu nalezeny dva multiplety pti 7.08 — 7.07 ppm a 7.03
—7.01 ppm, odpovidajici ¢tyfem vodikiim aromatického jadra navazaného na C-3. Déle
byl nalezen signal pro CHs skupinu tolylu pii 2.35 ppm a multiplet odpovidajici vodiku
na C-2 v oblasti 5.28 — 5.26 ppm.
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TfO

Schéma 5: a. 4-methylfenylboronova kyselina, NaCOz, PdCIl2(PPhs),, 1,4-dioxan,
2-propanol, H20.

4.2.2 Hydroxyfenyl derivat benzylbetulonatu VI

Hydroxyfenyl derivat benzylbetulonatu VI byl pfipraven analogicky podle vyse
zminéného postupu reakei triflatu 1V s 4-hydroxyfenylboronovou kyselinou (Schéma 6).
Reak¢ni smés byla ¢isténa sloupcovou chromatografii na silikagelu za poskytnuti derivatu
VI s vytézkem 59 %. Struktura byla potvrzena pomoci spektralnich dat. V *H NMR
spektru byl pti 5.26 ppm nalezen multiplet odpovidajici vodiku na C-2. Signaly multiplett

pti 6.98 a 6.72 ppm odpovidaji ¢tyfem vodikiim na aromatickém jadfe hydroxyfenylu.

TfO

HO
Schéma 6: a: 4-hydroxyfenylboronova kyselina, Na>COz, PdCl2(PPhs),, 1,4-dioxan,
2-propanol, H-0.

4.2.3 Aminofenyl derivat benzylbetulonatu VII

Aminofenyl derivat V11 byl pfipraven analogicky podle ptedeslého postupu reakci
triflatu IV s monohydratem kyseliny 3-aminofenylboronové (Schéma 7). Produkt V11 byl
ptecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu s vytézkem 39 %. Struktura byla
ovéfena pomoci spektralnich dat. V *H NMR spektru byla kromé signalt typickych pro
skelet benzylbetulonatu nalezena skupina signald pti 7.33 — 6.49 ppm, odpovidajici
¢tyfem vodiklim aromatického jadra navdzaného na C-3. Déle byl pfi 5.26 ppm nalezen

multiplet odpovidajici vodiku na C-2.
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Nizky vytézek reakce byl zptisoben pouzitim jednoho egq. 3-aminofenylboronové
kyseliny namisto 2 ekvivalentii. Na TLC destic¢ce byl vidét zbytek nezreagované vychozi
latky IV. Reakce byla opakovana za pouziti dvou eq. piislusné boronové kyseliny,
vytézek reakce bez ¢isténi sloupcovou chromatografii na silikagelu byl 91 %. Produkt byl

pouzit do dalsi reakce.

TfO

Schéma 7: a. 3-aminofenylboronova kyselina, Na,CQO3, PdCl(PPhs)2, 1,4-dioxan,
2-propanol, H20.

4.2.4 Methoxyfenyl derivat benzylbetulonatu VIII

Methoxyfenyl derivat V111 byl pfipraven obdobné jako ptedeslé derivaty Suzuki-
Miyaura cross-couplingem triflatu 1V s kyselinou 4-methoxyfenylboronovou (Schéma 8).
Produkt byl piecistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu. Vytézek reakce
byl 41 %. Struktura byla potvrzena pomoci spektralnich dat. V *H NMR spektru byly
krom¢ signald typickych pro skelet benzylbetulonatu nalezeny multiplety pti 7.03 a 6.79
ppm, odpovidajici ¢tyfem vodikiim aromatického jadra navdzaného na C-3. Singlet pti
3.80 ppm odpovida methoxy skupiné¢ na aromatu a multiplet pfi 5.26 ppm odpovida
vodiku na C-2.

TfO

HsCO
Schéma 8: a. 4-methoxyfenylboronova kyselina, Na>COs, PdCl2(PPhz)2, 1,4-dioxan,
2-propanol, H20.
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4.2.5 Fenyl derivat benzylbetulonatu 1X

Fenyl derivat benzylbetulonatu IX byl pfipraven analogicky jako ptedeslé
derivaty reakci triflatu 1V s benzenboronovou kyselinou (Schéma 9). Produkt byl
precistén sloupcovou chromatografii na silikagelu. Prvni reakce poskytla velmi nizky
vytézek (17 %) z dtivodu znecisténé vychozi slouceniny IV neznamou latkou. Reakce
byla opakovana s precisténym triflatem 1V. Vytézek Cinil 64 %. Struktura derivatu 1X
byla potvrzena pomoci spektralnich dat. VH NMR spektru byly kromé signdld
typickych pro skelet benzylbetulonatu nalezeny multiplety pfi 7.35 az 7.12 ppm,
odpovidajici péti vodikim fenylu navazaného v poloze C-3. Multiplet pii 5.27 ppm
odpovida vodiku na C-2.

TfO

Schéma 9: a: benzenboronova kyselina, Na,COgz, PdCl2(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-propanol,
H-0.
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4.3 Deprotekce benzylesteri

4.3.1 Tolyl derivat kyseliny betulonové X

Vychozi slouc¢eninou pro deprotekci byl tolyl derivat benzylbetulonatu V, ktery
byl po Suzuki-Miyaura cross-couplingu extrahovan do EtOAc, zbaven rozpoustédel a bez
dalSiho cisténi pfeveden do slzové banky S inertnim prostiedim dusiku opatfené
michadlem. Nasledné byl do banky piidan suchy EtOH, cyklohexa-1,4-dien (7 eq.)
a Pd/C (Schéma 10). Reakéni smés byla michana a zahfivana na 50 °C. Prub¢h reakce byl
monitorovan pomoci TLC, mobilni faze Hex/EtOAc 7:1. Po 20 hodinach jiz nedochazelo
k dalsi konverzi a i pies patrné zbytky nezreagované vychozi slouceniny V byla reakéni
smés odsata pres fritu (S3) s kiemelinou, zbavena rozpoustédel a pieiSténa pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu. Vytézek reakce byl 42 %.

Struktura slouceniny X byla potvrzena pomoci spektralnich dat. VH NMR
spektru byly kromé signalt typickych pro skelet kyseliny betulinové nalezeny dva
multiplety pfi 7.02 a 6.97 ppm, odpovidajici vodikiim aromatického jadra navazaného na
C-3. Singlet pti 2.28 ppm nalezi CH3 skuping tolylu, multiplet pti 5.24 ppm nélezi vodiku
na C-2. Ve spektru jiz nebyly pozorovany piky charakteristické pro benzyl ester.

Schéma 10: a: cyklohexa-1,4-dien, Pd/C, EtOH.

4.3.2 Hydroxyfenyl derivat kyseliny betulonové XI

Deprotekce hydroxyfenyl derivatu kyseliny betulonové VI probéhla analogicky
jako v piipad¢ piedchoziho derivatu za vyuziti cyklohexa-1,3-dienu v bezvodém EtOH
v piitomnosti Pd/C (Schéma 11); v piipadé pouziti alternativniho cyklohexa-1,4-dienu
reakce neprobihd ani pii pouziti 10 eq. zdroje vodiku. Vytézek reakce byl po Cisténi
sloupcovou chromatografii na silikagelu 42 %. Z *H NMR spektra je vSak patrné, Ze se
kyzeny produkt reakce nepodafilo dostatecné vycistit. Ve spektru je vidét smés dvou
derivatii v poméru 2:1, pfi¢emz majoritné je zastoupena hydroxyfenylkyselina XI. V H
NMR spektru byly nalezeny dva multiplety vodika aromatického jadra hydroxyfenylu pii
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6.54 a 6.30 ppm. Dale byl nalezen multiplet v oblasti 5.25 — 5.18 ppm odpovidajici vodiku
na C-2. Ve spektru jiz nebyly pozorovany piky charakteristické pro benzyl ester.'*C NMR
spektrum nebylo méfeno z divodu piitomnosti druhého derivatu ve vzorku. Kvuli

nedostatku ¢asu nebyla reakce opakovana.

HO

Schéma 11: a: cyklohexa-1,3-dien, Pd/C, EtOH.

4.3.3 Methoxyfenyl derivat kyseliny betulonové XI|

Methoxyfenyl derivat kyseliny betulonové XII byl pfipraven analogicky podle
vySe zminéného postupu reakci derivatu VIII s cykloxa-1,3-dienem v prostiedi
bezvodého EtOH a Pd/C (Schéma 12). Vytézek po ¢isténi sloupcovou chromatografii na
silikagelu (mobilni faze Hex/EtOAc + 0,1 % CH3COOH) byl 55 %. Struktura derivatu
XIl nebyla potvrzena pomoci NMR diky S$patné rozpustnosti, sloucenina byla
nerozpustna nebo omezené rozpustna v téchto rozpoustédlech: chloroform, methanol,
acetonitril a DCM. Methoxyfenyl derivat XIl byl rozpustny pouze v THF, avsSak
z divodu nizké koncentrace latky ve vzorku nebylo spektrum slouceniny XI1 v THF-d8
ostré a piky byly jen velmi $patn¢ viditelné. Struktura derivatu X1 tak byla potvrzena

pouze pomoci HRMS — viz experimentélni ¢ast.

H,CO H,CO

Schéma 12: a: cykloxa-1,3-dien, Pd/C, EtOH.
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4.3.4 Aminofenyl derivat kyseliny betulonové X111

Deprotekce derivatu VII poskytovala dle vySe zminéného postupu — reakci
s cykloxa-1,3-dienem nulovou konverzi (monitorovano pomoci TLC, mobilni faze
Tol/Et;0 30:1). Proto bylo potieba najit alternativni metodu deprotekce, pii které by byly
zachovany ostatni funk¢ni skupiny a nasobné vazby v molekule.

Alternativni metodou deprotekce benzylesteru byla shledana dvoukrokova reakce
popsana v literatute®. V prvnim kroku dochazi k vyiméné benzyl esteru za silyl ester
reakci s TBDMSH. Ve druhém kroku je vznikly silyl ester odStépen pomoci TBAF
za vzniku karboxylové kyseliny v celkovém vytézku 96 % dle literatury'®. Tato metoda
byla aplikovana na derivat VII.

V prvnim kroku reagoval derivat VII se dvéma eq. TBDMSH, 0,2 eq. TEA
a 0,25 eq. Pd(OAC), v prostiedi DCM pii 60 °C. Reakce byla kontrolovana pomoci TLC
(mobilni faze Tol/Et2O 30:1). Po dvou hodinach bylo patrné, ze k reakci nedochazi.
Z tohoto duvodu byly k reakéni smési ptidany dalsi dva eq. TBDMSH a 0,2 eq. TEA,
reakéni smés byla michana pii 60 °C dalsi hodinu a nasledné zpracovana (Schéma 13).

Reakéni smés byla zfiltrovana pres fritu (S3) se silikagelem a vrstvou kiemeliny,
promyta roztokem 25% EtOAC Vv hexanu a rozpoustédla byla odpafena na RVO.
K odparku byla ptidana koncentrovana CHsCOOH, THF a voda. Reak¢ni smés byla za
r.t. ponechana michat po dobu 1 hodiny, béhem které¢ doslo k barevné zméné z prihledné
na 7lutou, ale nevylougila se sraZenina popsana v literatue'®. Po ptidani dalsiho mnoZstvi
destilované vody doslo k vylouc¢eni malého mnozstvi bilé sraZeniny, ktera byla odsata
pres fritu (S4), zbytek reakéni smési byl extrahovan do EtOAc a rozpoustédla byla
odpaftena. Struktura silyl esteru X111 vSak nebyla potvrzena spektralnimi daty (1H-NMR)
ani v jednom ze zpracovanych vzorki, a proto bylo od této metody deprotekce upusténo.

Dalsi metodou piipravy derivatu XIV byla kontrolovana redukce benzylesteru
VIl vodikem za piitomnosti Pd/C v bezvodém systému DCM/MeOH (Schéma 13).
Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (mobilni faze Hex/EtOAc + 0,1 %
CH3COOH). Reakce byla po 3 hodinach ukoncena, aby nedochazelo k hydrogenaci
nasobnych vazeb na molekule, pfestoze byla dle TLC v reakéni smési stale pfitomna
vychozi slouc¢enina VII. Rozpoustédla byla odpafena a surovy produkt byl preciStén
sloupcovou chromatografii na silikagelu s vrstvou kifemeliny. Reakce poskytla derivat
XIV ve vytézku 18 %. Nizky vytézek byl zplsoben obtiznou purifikaci anilinového

derivatu a neuplnou konverzi vychozi latky. Struktura slouceniny X1V byla potvrzena
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pomoci spektralnich dat. V *H NMR byl nalezen signal odpovidajici NH» skupiné na
aromatickém jadru pti 4.90 ppm a skupina multipletl pii 6.88 az 6.23 ppm nalezici Ctyfem
vodiklim na aromatickém jadie anilinového substituentu. Multiplet pti 5.20 — 5.10 ppm

nalezi vodiku na C-2. Ve spektru jiz nebyly pozorovany piky charakteristické pro benzyl

ester.

X
Schéma 13: a: cykloxa-1,3-dien, Pd/C, EtOH; b: Hz, Pd/C, DCM/MeOH; c: TBDMSH,
DCM, TEA, Pd(OAc)2; d: TBAF, H20/1,4-dioxan.
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5. CYTOTOXICKA AKTIVITA PRIPRAVENYCH
SLOUCENIN

Vsechny piipravené derivaty benzylbetulonatu (V — IX) byly testovany in vitro pomoci
MTT testu na vysoce senzitivni bunécné liniit CCRF/CEM (T-lymfoblasticka leukémie).
Ptipravené¢ derivaty byly dale testovany na sedmi ndadorovych liniich rdzného
histogenetického ptivodu: A549 (lidsky adenokarcinom plic), HCT116 a HCT116p5
(lidska rakovina stiev), K562 a K562-TAX (chronicka myeloidni leukémie), U20S
(osteosarkom) a CEM-DNR (T-lymfoblasticka leukémie, daunorubicin rezistentni) a na
dvou nenadorovych liniich lidskych fibroblastt (BJ a MRC-5). Derivaty
benzylbetulonatu V — IX mély dle ocekavani hodnotu ICso vyssi nez 50 uM a jsou
shledany jako cytotoxicky neaktivni.

Slouceniny X a XIV s volnou karboxylovou skupinou, ktera je esencialni pro
cytotoxicitu derivatu kyseliny betulinové (1), jsou v soucasné dobé teprve testovany.
U téchto derivati se predpoklada, ze by mély byt cytotoxicky aktivni (hodnota ICsp mensi
nez 50 uM).
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ZAVER

1. Byla vypracovana literarni reserse.

2. Byly pfipraveny vychozi slouceniny 11, 111 a IV v dostate¢ném mnozstvi.

3. Byla pfipravena sada derivati benzylbetulonatu V, VI, VII, VIII a IX.

4. Byly ptipraveny derivaty s volnou -COOH skupinou X, X1, X1l a XIV.

5. Pfipravené derivaty benzylbetulonatu (V-1X) byly testovany na in Vvitro
cytotoxickou aktivitu a byly dle pfedpokladu shledany neaktivni (hodnota ICso >
50 uM). Derivaty X a X1V jsou v soucasné dob¢ testovany a vysledky testt jesté

nejsou znamy.
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EXPERIMENTALNI CAST
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OBECNE POZNAMKY K EXPERIMENTALNI CASTI

!H a 3C NMR spektra byla méfena na pfistroji JEOL (500 MHz) za laboratorni
teploty. Jako rozpoustédlo pro vétSinu vzorkd byl pouzit CDCls. Pro méteni spekter
derivatu X byl pouzit deuterovany THF, pro derivat X1V byl pouzit deuterovany DMSO.
Chemické posuny spekter byly referencovany vici signalu rezidualniho CHCI3 v CDCl3
v IH NMR pti § 7.27, v *C NMR pti § 77.00 ppm. Hodnoty chemickych posunii (v ppm)
a interakénich konstant (v Hz) byly uréeny analyzou prvniho fadu. Hodnoty pro chemicky
posun byly zaokrouhleny na dvé desetinnd mista a hodnoty interak¢nich konstant na jedno
desetinné misto. VSechna spektra byla vyhodnocovana pomoci programu MestReNova
X64.

Hmotnostni spektra s PDA detektorem byla méfena na ptistroji Aquity UPLC-MS
Vv pfitomnosti MeOH.

Prib¢h a Cistota reakci byly kontrolovany pomoci TLC na foliich Kieselgel 60
F2s4. Detekce byla provedena nejprve pomoci UV zafeni pii 254 nm, a nasledné postiikem
10% kyselinou sirovou a zahtatim na 150-200 °C.

Elu¢ni soustavy pro vyvijeni TLC f6lii (vzdy uvedeny u experimentu):

A: Hex /EtOAc 21:1 (obj.)

B: Tol / Et2O 30:1 (obj.)

C: Hex /EtOAc + CH3COOH 5:1 (obj.)
D: Hex / EtOAc 5:1 (obj.)

E: Hex/Tol 1:1 (obj)

F: Hex / EtOAc 30:1 (obj.)

V piipadé, ze byla sloucenina €isténa sloupcovou chromatografii na silikagelu,
pouzita mobilni faze je uvedena u kazdého experimentu. Pro sloupcovou chromatografii
byl vyuzivan Kieselgel 60.

Rozpousteédla byla odpafovana na RVO Biichi Rotovapor R-200.

Ptipravené derivaty byly testovany na cytotoxickou aktivitu na pracovisti doc.
MUDr. M. Hajducha, Ph.D. nasledujicim postupem:
Testovana slouc¢enina byla ptfiddna ke tkaiové kulture bun¢k T-lymfoblastické leukémie
CEM v Sesti rliznych koncentracich. Vzorky byly inkubovany po dobu 72 hodin pfi
37 °C za ptitomnosti 5% atmosféry CO2 a 100% vlhkosti. Do kazdé jamky testovaciho
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panelu byl pfidin  MTT-[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium
bromid] a vzorek byl inkubovan dalsi 4 hodiny. Ukonceni inkubace nastalo pfidanim
dodekansulfonatu  sodného. Procento pfezivajicich bunék bylo stanoveno
spektrofotometricky pii 540 nm. Poté byla z kiivek davkové zavislosti stanovena hodnota

ICso (koncentrace usmrcujici 50 % nadorovych bunék).

Boronové kyseliny, benzylbromid, Pd(OAc)2, PdClx(PPhs),, Pd/C, TBDMSH,
KHMDS, Tf2NPh, cyklohexa-1,4-dien, cyklohexa-1,3-dien, dichroman sodny dihydrat,
EtOH, byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich, s.r.o.

DMF, TEA, THF, DCM, acetonitril, acetanhydrid, 2-propanol, diethylether,
ethylacetat, hexan, uhli¢itan sodny, 1,4-dioxan, kyselina chlorovodikova, kyselina

octova, MgSOg4, byly zakoupeny u firmy Lach-ner, s.r.o.

Obecny postup zpracovani reakci:

A Reakéni smés byla extrahovana do EtOAc. Organické podily byly spojeny
a vyttepany s NHsCl a solankou, vysuSeny pomoci MgSOs, zfiltrovany
a rozpoustédla byla odpafena na RVO.

B Reak¢ni smés byla odsata pies fritu (S3), kterd byla pokryta vrstvou kiemeliny.
Rozpoustédla byla odpafena na RVO.

1. Priprava benzylbetulinatu (I1)

Do suspenze kyseliny betulinové (I) (5,0 g; 0,011 mol) vDMF (60 ml)
a acetonitrilu (10 ml) byl pfidan uhli¢itan draselny (3,04 g) a benzylbromid (2,25 ml).
Reakce probihala za stalého michani pfi teploté 60 °C a byla ukon¢ena po 3,5 hodinéch.
Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze D).

Reakéni smés byla nalita do Ctyfndsobného objemu vody okyselené kyselinou
chlorovodikovou (1:10) a extrahovdna 3x do EtOAc. Spojené organické faze byly
promyty solankou, vysuseny MgSQOs, zfiltrovany a rozpoustédla byla odpatena na RVO.
Reakci byl ziskan benzylester kyseliny betulinové (1) (5,74 g; 97 %) v podob¢ bilych
krystalkii. 'H NMR spektrum bylo shodné se spektrem autentického preparatu.>

2. Piiprava benzylbetulonatu (I11)

Do barky s kulatym dnem byla pfenesena suspenze benzylesteru Il (5,74 g;
0,012 mol) v 1,4-dioxanu (139 ml), ke které byla pfidana kyselina octova (44 ml),
acetanhydrid (19 ml) a pfisypan octan sodny (2,18 g; 0,016 mol) a dihydrat dichromanu
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sodného (5,73 g; 0,019 mold). Reakce byla za stalého michani a pfi r.t. ponechana
reagovat pies noc. Prubéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (mobilni faze D).
Reak¢ni smés byla nalita do pétinasobného objemu vody a extrahovana 3x do
EtOAc. Spojené organické faze byly promyty roztokem hydrogenuhlicitanu
a solankou, byly vysuseny MgSOs a rozpoustédla byla odpafena na RVO. Surovy
benzylbetulonat 111 byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu, mobilni fazi byl
Hex/EtOAc 5:1. Byly ziskany bilé krystalky slouceniny 111 (3,97 g; 69 %). 'H NMR

spektrum bylo shodné se spektrem autentického preparéatu.>*

3. Priprava enoltriflitu benzylbetulonatu 1V

Benzylbetulonat (I11) (2 g; 0,0057 mol) byl rozpustén v bezvodém THF (20 ml),
a prenesen stiikackou do vyzihané a pod proudem dusiku ochlazené banky opatfené
michadlem a septem. Banka s vychozi latkou byla ponofena do 1azné obsahujici smés
kapalného dusiku a acetonu (- 78 °C) a chlazena po dobu 30 minut. Poté byly k vychozi
latce po kapkach ptidany 2 eq. KHMDS (14,3 ml; 0,0114 mold) a reakéni smés byla
michana 60 min. Nasledn¢ bylo do reakéni smési pridano 1,1 eq. TfaNPh (1,44 g;
0,00627 moli) rozpusténého v bezvodém THF (9,4 ml). V prubéhu 30 min doslo
k barevné zméné reakcni smési z prithledné na syté ¢ervenou. Vychozi latka byla po tfech
hodinach spotiebovéna (monitorovano pomoci TLC, mobilni faze E) a reakéni smés byla
zpracovana postupem A. Surovy enol-triflat IV byl ¢istén sloupcovou chromatografii na
silikagelu. Mobilni fazi byl Hex/EtOAc 50:1. Bylo ziskdno 1,879 g
(74 %) derivatu IV. H NMR spektrum bylo shodné se spektrem autentického

preparatu.1®

Obecny postup pripravy derivati benzylbetulonatu pomoci Suzuki-Miyura cross-
couplingu

VSechny reakce byly provadény ve vyzihanych a pod proudem dusiku
ochlazenych slzovych bankach opatfenych michadlem a septem v inertnim prostiedi
dusiku nebo argonu. Pomoci injekéni stiikacky byly do banky postupné pridavany
vSechny komponenty: triflat IV (200 mg; 0,295 mmol) rozpustény v 1,4-dioxanu
(1,2 ml), 2 eq. ptislusné boronové kyseliny rozpusténé nebo suspendované v 2-propanolu
(1,2 ml) a uhli¢itan sodny (109 mg; 1,17 mmol) rozpustény ve vodé (0,6 ml). Na zavér
byl do reakéni smési prisypan katalyzator PdCl2(PPhs)2 (2 molarni procenta; 4-5 mg)

a septum bylo nahrazeno zpétnym chladi¢em.
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Reakéni smés byla ponechana reagovat ptes noc za stalého michani a pfi teploté
90 °C. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (pro derivaty V a VIII mobilni faze
A, pro derivaty VI a VIl mobilni faze B, pro derivat I X mobilni faze F).

Reakéni smés byla zpracovana podle obecného postupu zpracovani metodou A.
Vsechny produkty byly ¢istény sloupcovou chromatografii na silikagelu, mobilni faze je

vzdy uvedena u experimentu.

4. Priprava tolyl derivatu benzylbetulonatu V

Podle obecného postupu byl reakci triflatu 1V (200 mg; 0,295 mmol)
s 4-methylfenylboronovou kyselinou (80,5 mg; 0,59 mmol) a uhli¢itanem sodnym
(109,9 mg; 1,17 mmol) piipraven tolyl derivat V ¢istén sloupcovou chromatografii na
silikagelu. Mobilni fazi byl Hex/EtOAc 21:1. Bylo ziskano 84 mg (46 %) derivatu V. *H
NMR spektrum (500 MHz): 6 7.40 — 7.32 (m, 5H), 7.08 — 7.07 (m, 2H), 7.03 — 7.01 (m,
2H), 5.28 — 5.26 (m, 1H), 5.19 — 5.17 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 5.13 — 5.10 (d, J = 12.6 Hz,
1H), 4.76 — 4.74 (m, 1H), 4.63 — 4.61 (m, 1H), 2.35 (s, 3H), 2.33 — 2.28 (m, 1H), 2.26 —
2.33 (m, 1H), 2.11 — 2.06 (m, 1H), 1.71 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.94 (s, 3H),
0.92 (s, 3H), 0.84 (s, 3H). *C NMR spektrum (101 MHz): § 176.01, 150.76, 146.80,
140.83, 136.65, 135.48, 130.05, 128.64, 128.39, 128.21, 127.94, 123.69, 109.73, 65.88,
56.77, 53.05, 49.68, 49.56, 47.07, 42.51, 41.99, 40.64, 38.53, 37.63, 37.10, 36.39, 33.76,
32.22,30.73, 29.74, 29.56, 25.83, 21.44, 21.23, 21.13, 20.01, 19.54, 16.56, 15.68, 14.80.
HRMS: vypocteno pro CasHseO, [M+H]" 619,4510, nalezeno 619,4510.

5. Priprava hydroxyfenylderivatu benzylbetulonatu VI

Reakei triflatu 1V (200 mg; 0,295 mmol) se 2 eq. 4-hydroxyfenylboronové
kyseliny (80,3 mg; 0,58 mmol) a uhli¢itanem sodnym (109,9 mg; 1,17 mmol) byl podle
obecného postupu piipraven derivat VI ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu,
mobilni fazi byl Tol/Et;O 30:1. Bylo ziskano 111 mg (59 %) derivatu VI. *H NMR
spektrum (500 MHz): 6 7.40 — 7.29 (m, 5H), 7.00 — 6.96 (m, 2H), 6.74 — 6.70 (m, 2H),
5.26 (m, 1H), 5.17 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 5.11 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.75 — 4.71 (m, 1H),
4.62 — 4.58 (m, 1H), 3.04 (td, J = 10.9, 4.7 Hz, 1H), 2.32 — 2.21 (m, 2H), 2.06 (dd, J =
17.0, 6.4 Hz, 1H), 1.95 — 1.86 (m, 2H), 1.69 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.92 (s,
3H), 0.90 (s, 3H), 0.83 (s, 3H). 13C NMR spektrum (101 MHz): § 176.09, 153.89, 150.76,
146.37, 136.61, 136.33, 131.29, 129.81, 128.64, 128.39, 128.22, 124.03, 123.83, 114.07,
109.73, 65.92, 56.77, 53.03, 49.67, 49.55, 47.07, 42.50, 42.00, 40.63, 38.54, 37.70, 37.10,
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36.37, 33.75, 32.21, 30.72, 29.73, 29.52, 25.82, 21.43, 21.08, 20.02, 19.53, 16.55, 15.67,
14.79. HRMS: vypoéteno pro CasHs703 [M+H]" 621,4302, nalezeno 621,4302.

6. Priprava aminofenylderivatu benzylbetulonatu VII

Podle obecného postupu byl reakci enol-triflatu 1V (200 mg; 0,295 mmol)
s monohydratem 3-aminofenylboronové kyseliny (52 mg; 0,33 mmol) a uhli¢itanem
sodnym (109,9 mg; 1,17 mmol) pfipraven derivat V11 ¢istén sloupcovou chromatografii
na silikagelu s mobilni fazi Hex/EtOAc 21:1. Bylo ziskano 71 mg (39%) derivatu VII.
'H NMR spektrum (500 MHz): & 7.40 — 7.27 (m, 5H), 7.06 — 7.02 (m, 1H), 6.61 — 6.57
(m, 1H), 6.57 — 6.54 (m, 1H), 6.50 — 6.48 (m, 1H), 5.26 (m, 1H), 5.16 (d, J = 12.3 Hz,
1H), 5.10 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 4.75 — 4.71 (m, 1H), 4.62 — 4.58 (m, 1H), 3.04 (td, J =
10.9, 4.7 Hz, 1H), 2.32 — 2.20 (m, 2H), 2.06 (dd, J = 17.0, 6.3 Hz, 1H), 1.69 (s, 3H), 0.97
(s, 3H), 0.93 (s, 6H), 0.92 (s, 3H), 0.82 (s, 3H). 3C NMR spektrum (126 MHz): § 176.04,
150.75, 146.93, 144.98, 144.61, 136.62, 129.78, 128.64, 128.38, 128.21, 128.07, 127.61,
123.75, 123.42, 121.37, 117.68, 113.35, 109.73, 100.04, 65.89, 56.76, 53.06, 49.66,
49.54, 47.06, 42.48, 41.92, 40.62, 38.52, 37.56, 37.09, 36.36, 33.73, 32.20, 30.71, 29.70,
25.80, 21.43, 21.26, 19.96, 19.52, 16.56, 15.66, 14.79. HRMS: vypocteno pro
Ca3Hss02N1 [M+H]" 620,4462, nalezeno 620,4466.

7. Priprava metoxyfenyl derivatu benzylbetulonatu VIII

Reakei triflatu 1V (200 mg; 0,295 mol) s kyselinou 4-methoxyfenylboronovou
(89,7 mg; 0,59 mmol) a uhli¢itanem sodnym (109 mg; 1,17 mmol) byl podle obecného
postupu ziskan derivat VI ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi
byl Hex/EtOAc 21:1. Bylo ziskédno 76,6 mg (41 %) derivatu VIII. *H NMR spektrum
(500 MHz): 6 7.40 — 7.30 (m, 5H), 7.06 — 7.01 (m, 2H), 6.82 — 6.77 (m, 2H), 5.26 (m,
1H), 5.17 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 5.10 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 4.74 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 4.62
—4.59 (m, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.05 (td, J = 10.8, 4.7 Hz, 1H), 2.33 — 2.20 (m, 2H), 2.06
(dd, J =17.0, 6.4 Hz, 1H), 1.95 — 1.83 (m, 2H), 1.69 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.94 (s, 3H),
0.92 (s, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.82 (s, 3H). *C NMR spektrum (126 MHz): § 175.99, 157.95,
150.76, 146.43, 136.64, 136.20, 131.10, 128.64, 128.39, 128.20, 123.97, 112.59, 109.73,
65.87, 56.75, 55.30, 53.03, 49.67, 49.54, 47.06, 42.49, 42.00, 40.62, 38.51, 37.72, 37.09,
36.37, 33.74, 32.20, 30.71, 29.85, 29.73, 29.53, 25.81, 21.43, 21.09, 20.02, 19.53, 16.57,
15.67, 14.79. HRMS: vypoéteno pro CasHseO3 [M+H]* 635,4459, nalezeno 635,4454.
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8. Priprava fenyl derivatu benzylbetulonatu IX

Podle obecného postupu byl reakci triflatu IV (400 mg; 0,59 mmol)
s fenylboronovou kyselinou (144 mg; 1,18 mmol) a uhli¢itanem sodnym (250 mg;
2,36 mmol) ptipraven derivat IX ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu S mobilni
fazi Hex/EtOAc 30:1. Bylo ziskano 231 mg (64 %) derivatu 1X. *H NMR spektrum (500
MHz): 6 7.40 — 7.30 (m, 5H), 7.26 — 7.19 (m, 3H), 7.14 — 7.10 (m, 2H), 5.27 (m, 1H),
5.17 (d, J=12.3 Hz, 1H), 5.11 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.80 — 4.69 (m, 1H), 4.65 — 4.56 (m,
1H), 3.04 (td, J = 10.9, 4.8 Hz, 1H), 2.32 — 2.21 (m, 2H), 2.08 (dd, J = 17.0, 6.4 Hz, 1H),
1.69 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.83 (s, 3H). 3C NMR
spektrum (126 MHz): 6 176.01, 150.77, 146.99, 143.79, 136.69, 130.19, 128.66, 128.41,
128.22, 127.24, 126.06, 123.80, 109.73, 77.41, 77.16, 76.91, 65.89, 56.80, 53.10, 49.73,
49.61, 47.10, 42.54, 41.99, 40.68, 38.57, 37.65, 37.11, 36.42, 33.78, 32.24, 30.77, 29.76,
29.58, 25.86, 21.48, 21.14, 20.01, 19.56, 16.57, 15.70, 14.81. HRMS: vypocteno pro
Ca3Hs702 [M+H]" 605,4353, nalezeno 605,4353.

Obecny postup pripravy derivatia X-XI1 s volnou COOH skupinou

Suzuki-Miyaura cross-couplingem piipraveny derivat benzylbetulonatu (V —
VI11) byl zbaven rozpoustédel na RVO a bez dalsiho ¢isténi byl preveden do slzové banky
S inertnim prostfedim dusiku opatfené¢ michadlem. Do baiiky byl pomoci injekéni
stiikacky pfidan suchy EtOH (5-6 ml) a reakéni smés byla probublana dusikem po dobu
5 minut. Poté bylo pfidano 7 eq. cyklohexa-1,3-dienu a Pd/C a septum bylo nahrazeno
zpétnym chladi¢em. Reakéni smés byla michéna a zahtivéana pii 50 °C. Pribéh reakce byl
monitorovan pomoci TLC.

Reakéni smés byla zpracovana podle obecného postupu zpracovani metodou B.
Vsechny produkty byly ¢iStény sloupcovou chromatografii na silikagelu, mobilni faze je

vZdy uvedena u experimentu.

9. Priprava tolyl derivatu kyseliny betulonové X

Podle obecného postupu byl reakci derivatu V (180 mg; 0,29 mmol) s cyklohexa-
1,4-dienem (180 ul; 1,25 mmol) a Pd/C (180 mg) v suchém EtOH (6 ml) pfipraven derivat
X ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi Hex/EtAOc 7:1. Bylo
ziskano 66 mg (42 %) derivatu X. *H NMR spektrum (500 MHz): § 7.02 (d, J = 7.9 Hz,
2H), 6.97 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 5.24 (m, 1H), 4.76 — 4.69 (m, 1H), 4.61 — 4.55 (m, 1H),
3.08 (td, J = 10.7, 4.4 Hz, 1H), 2.28 (s, 3H), 1.70 (s, 3H), 1.04 — 1.03 (m, 6H), 1.01 (s,
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3H), 0.93 — 0.92 (m, 6H). HRMS: vypocteno pro C37Hs102 [M-H]™ 527,3884, nalezeno
527,3862.

10. Priprava hydroxyfenyl derivatu kyseliny betulonové XI

Reakci derivatu VI (105 mg; 0,169 mmol) s cyklohexa-1,3-dienem (112 ul; 1,184
mmol) a Pd/C (105 mg) v suchém EtOH (5 ml) byl pfipraven derivat XI ¢istén
sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi Tol/Et20 + 0,1 % CH3COOH 5:1.
Bylo ziskano 38 mg (42 %) derivatu XI. H NMR spektrum (500 MHz): § 6.94 — 6.86
(m, 2H), 6.70 — 6.64 (m, 2H), 5.25 - 5.18 (m, 1H), 4.71 — 4.67 (m, 1H), 4.58 — 4.54 (m,
1H), 2.99 (dd, J = 10.8, 4.7 Hz, 1H), 2.30 — 2.16 (m, 3H), 2.02 (dd, J = 17.0, 6.4 Hz, 1H),
1.66 (s, 3H), 0.97 — 0.94 (m, 6H), 0.91 (s, 3H), 0.88 (s, 3H), 0.85 (s, 3H). 13C NMR (126
MHz): 8 146.14, 130.66, 123.31, 113.52, 109.13, 52.61, 46.62, 41.54,40.18, 38.17, 37.24,
36.77, 35.91, 33.29, 31.87, 30.26, 29.36, 29.01, 25.34, 20.55, 19.55, 18.98, 16.02, 15.26,
14.28.HRMS: vypoéteno pro CasHs103 [M+H]" 531,3833, nalezeno 531,3833.

11. Pi#iprava methoxyfenylderivatu kyseliny betulonové XII

Podle obecného postupu byl reakci derivatu VIII (154 mg; 0,243 mmol)
s cyklohexa-1,3-dienem (162 ul; 1,701 mmol) a Pd/C (154 mg) v suchém EtOH (5 ml)
pripraven derivat XII ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi
Hex/EtOAc + CH3COOH 5:1. Bylo ziskano 134 mg derivatu XII. HRMS: vypo¢teno pro
Ca7H5303 [M+H]" 545,3989, nalezeno 545,3990.

12. Priprava aminofenylderivatu kyseliny betulonové XIV

Barnika s derivatem 1X (104 mg; 0,168 mmol) opatiena michadlem byla
evakuovana na vakuové lince a naplnéna argonem. Poté bylo ptes septum piidano 1,5 ml
bezvodého DCM a 0,5 ml bezvodého MeOH a reakéni smés byla 5 minut probublavana
dusikem. Nasledné bylo ptisypano 3,5 mol% katalyzatoru Pd/C (6,2 mg) a reak¢ni smés
byla 3 h probublavana vodikem. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (mobilni
faze C).

Rozpoustédla byla odpafena a surovy produkt XIV byl pomoci sloupcové
chromatografie na silikagelu oddélen od nezreagované vychozi latky 1X. Mobilni fazi byl
Hex/EtOAc + CH3COOH 5:1. Bylo ziskano 17 mg (18 %) derivatu XIV. *H NMR
spektrum (500 MHz): 6 6.91 — 6.86 (m, 1H), 6.43 — 6.39 (m, 1H), 6.34 — 6.31 (m, 1H),
6.26 — 6.21 (m, 1H), 5.20 — 5.10 (m, 1H), 4.90 (s, 1H), 4.76 — 4.63 (m, 1H), 4.62 — 4.52
(m, 1H), 3.05-2.88 (m, 1H), 2.28 (ddd, J = 15.4, 10.1, 3.4 Hz, 1H), 2.17 — 2.09 (m, 1H),
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2.02 (dd, J = 17.1, 6.5 Hz, 1H), 1.66 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.89
(s, 3H), 0.87 (s, 3H). 1*C NMR spektrum (126 MHz): § 177.25, 150.34, 147.51, 146.98,
143.59, 127.53, 122.12, 117.55, 115.65, 111.79, 109.59, 55.49, 52.45, 48.82, 48.49,
46.58, 41.99, 41.17, 40.42, 37.76, 36.95, 36.31, 35.77, 33.14, 31.64, 30.11, 29.46, 29.22,
28.97, 25.18, 22.07, 21.04, 20.92, 19.37, 18.99, 16.18, 15.41, 14.33. HRMS: vypocteno
pro CzsHs202N1 [M+H]* 530,3993, nalezeno 2530,3990.
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