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Uvod

Terpeny piedstavuji jednu z nejpocetnéjsich skupin piirodnich latek, které se podle poctu
izoprenovych jednotek rozdéluji na mono-, seskvi-, di-, sester-, tri-, tetra- a poly-terpeny.
Z farmakologického hlediska je zajimava ptredevSim podtiida triterpend, ktera je
odvozena od nékolika desitek skeletalnich typu. Nejvice budou diskutovani zastupci
skeletalnich typu lupanu, oleananu a ursanu, a to zejména pro jejich zajimavé biologické
vlastnosti.

Rada 1é¢ivych bylin, obsahujicich triterpeny, byla vyuZzivéna jiz v tradiéni
mediciné na lécbu riznych onemocnéni. V dnesni dobé se nékolik védeckych skupin
z celého svéta zabyva navrhovanim novych semisyntetickych derivati pfirodnich
triterpentl za ucelem zlepSeni jejich farmakologickych aktivit, sniZeni lipofility a zvySeni
rozpustnosti ve vodnych médiich. Piikladem slibného derivatu kyseliny betulinové je
kyselina 30-oxobetulinova, ktera vykazuje vyznamnou cytotoxickou aktivitu na nékolika
nadorovych bunéénych liniich. Bohuzel, jeji vysoka toxicita vic¢i nenddorovym
bunéénym liniim neddva této slouceniné moznost postoupit do klinického testovani.
Motivem této bakalatské prace bylo modifikovat kyselinu 30-oxobetulinovou v poloze
30 scilem zachovat vysokou cytotoxickou aktivitu a soucasné snizit toxicitu vuci

nenadorovym bunkam.
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Cile bakalarské prace

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma derivaty kyseliny betulinové modifikované
v poloze 30.

2. Prtiprava vychozich slou€enin a reak¢nich ¢inidel pottebnych pro Wittigovu syntézu.

3. Ptiprava série novych derivati kyseliny betulinové modifikovanych v poloze 30.

4. Plnd charakterizace pfipravenych derivati pomoci fyzikdlnich (bod tani)
a spektralnich dat (NMR, HRMS, IR).

5. Priprava vzorki na biologické testovani cytotoxické aktivity.
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Teoreticka c¢ast

1. Terpeny — obecné vlastnosti a rozdéleni

Terpeny jsou organické slou¢eniny pfevazné rostlinného puvodu. Jejich zakladni stavebni
jednotkou je pétiuhlikata sloucenina izopren (1, obrazek 1), proto se také fadi mezi

izoprenoidy.!

Obrazek ¢. 1: Struktura izoprenu (1).

Terpenické uhlovodiky lze popsat molekulovym vzorcem (CsHs)n, kde n urcuje
podet izoprenovych jednotek v molekule.? Struktura terpenti vznika spojovanim téchto
jednotek, pticemz dle jejich poctu se terpeny dale déli na monoterpeny, seskviterpeny,
diterpeny, sesterterpeny, triterpeny, tetraterpeny a polyterpeny. Nasledujici kapitoly se
budou podrobnéji zabyvat jednotlivymi skupinami terpent.

Obecné jsou terpeny sekundarnimi metabolity vyssich rostlin, coz jsou latky, které
se netcastni hlavnich metabolickych drah. Jejich vyznamnou funkcei je chranit rostlinu

3 Kromé rostlin jsou také syntetizovany

pred Skadci, parazity a chorobami.
mikroorganizmy, houbami, plisnémi, motskymi Zivo¢ichy a fasami.?

Pro lidskou populaci jsou zvlasté zajimavé kvuli jejich rozlicnym biologickym
aktivitim. Velmi sledovand je naptiklad antivirova,* antibakterialni,>® antimalaricka,’

neuroprotektivni® a cytotoxicka aktivita.>

1.1 Monoterpeny

Monoterpeny jsou obvykle tékavé ptirodni latky s charakteristickou vini. Jejich struktura
je tvofena ze dvou izoprenovych jednotek, maji tedy ve své molekule deset atomt uhliku
(odtud oznaceni C-10-izoprenoidy). Hlavnim producentem monoterpenti jsou rostliny,
ale také bakterie, n&které druhy hmyzu'! a motsky fytoplankton.!> Monoterpeny jsou

soucasti celé fady rostlinnych silic, které nasly nejvétsi uplatnéni v kosmetice

12



a parfumérii. Rada monoterpenti ma také pozitivni vliv na lidské zdravi.'® V neposledni
fadé jsou zakladem aromaterapie.®

Skupina monoterpent je velmi pocetna, jeji zastupce lze rozdélit podle struktury
na acyklické, monocyklické nebo bicyklické. Acyklickym zastupce monoterpent je
geraniol (2) a myrcen (3, obrazek 2). Mezi monocyklické monoterpeny patii menthol (4)
a limonen (5). Zajimavosti je, Ze viné limonenu je ovlivnéna piitomnosti chiralniho
centra. Vyskytuje se v konfiguraci (R)-(+)limonen (5) jako soucast citrusového aroma,

nebo jako (S)-(-)limonen, ktery je zakladem viing borového jehlici.'t

2 3

Obrazek ¢. 2: Struktura geraniolu (2), myrcenu (3), mentholu (4), (R)-(+)limonenu (5).

Nejrozsitenéjsimi zastupci bicyklickych monoterpent jsou a-pinen (6, obrazek 3)
a B-pinen (7), ktefi jsou soucasti pryskyfice jehli¢nant. DalSim zastupcem je kafr (8),
ktery je soucasti silice kafrovniku.!* Piikladem monoterpenu, ktery je syntetizovan

nikoliv rostlinou, ale broukem puchyinikem Iékatskym, je kantaridin (9).1
6}
cHO
6 7 8 9

Obrazek ¢. 3: Struktura a-pinenu (6), B-pinenu (7), kafru (8) a kantaridinu (9).

1.2 Seskviterpeny

Seskviterpeny se skladaji ze tfi izoprenovych jednotek (C-15-izoprenoidy). Struktura
muze byt acyklicka nebo cyklicka. Vyskytuji se predevsim v nizs§ich rostlinach, motskych
organismech a v n&kterych druzich hub.*®

Mezi vyznamné cyklické zastupce se fadi zingiberen (10, obrazek 4), ktery se
nachazi v zdzvorovém oleji, humulen (11), ktery najdeme v chmelu otaéivém,® nebo také
kyselina abscisové (12), fytohormon navozujici obdobi vegeta¢niho klidu.™ V ptirodé se
mizeme setkat také se seskviterpenovymi laktony.’® Jednim z nejvyznamnéjsich je
artemisinin (13), ktery ve své struktute obsahuje peroxidovy mustek, jenZ je zasadni pro

jeho aktivitu. Izoluje se z ¢inské 1é¢ivé byliny pelynku ro¢niho (Artemisia annua L.)
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avyuziva se na lé¢bu malarie.® Za objev tohoto Ucinku byla vroce 2015 udélena

Nobelova cena v oboru fyziologie a mediciny.

10 " 12 13

Obrazek ¢. 4: Struktura zingiberenu (10), humulenu (11), kyseliny abscisové (12)

a artemisininu (13).

1.3 Diterpeny

Dalsi skupinou terpentl jsou diterpeny, které obsahuji Ctyfi izoprenové jednotky (C-20-
izoprenoidy). Hlavnim producentem diterpenti jsou vyssi rostliny ¢eledi pryScovitych,
hluchavkovitych a tisovitych,? dale nékteré moiské i suchozemské druhy Zivodichi,
houby a fasy.’

Dulezitym zastupcem je retinal (14, obrazek 5), ktery vznika oxidaci retinolu (15)

a je aktivni formou vitaminu A, nebo fytol (16), ktery je soucésti chlorofylu.

NGNS
é:\/\/\/wo \\\\OH

14 15
)\/\/'\/\/k/\/K/\OH
16

Obrazek ¢. 5: Struktura retinalu (14), retinolu (15) a fytolu (16).

1.4 Sesterterpeny

Sesterterpeny jsou skupinou terpenti obsahujici pét izoprenovych jednotek (C-25-
izoprenoidy). Jejich vyskyt v pfirodé je pon€kud vyjimecny, nachazi se napiiklad
v nékterych druzich motskych hub (fdd Dictyoceratida).® Jednim z vyznamnych
derivatt, vykazujicich antibiotické, analgetické a protizanétlivé ucinky, je manoalid (17,

obrazek 6), ktery byl izolovan z moiské houby Luffariella varlabilis.’
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17

Obrazek ¢. 6: Struktura manoalidu (17).

1.5 Triterpeny

Triterpeny jsou latky slozené ze Sesti izoprenovych jednotek, obsahuji ve své molekule
obvykle 30 atomt uhliku (C-30-izoprenoidy). Prekurzorem vsech triterpend je skvalen
(18, obrazek 7). Jeho nazev je odvozen od rodu zZralokti Squalus, z jejichz jater byl
pivodné ziskavan. V dne$ni dobé je izolovan z dostupngjSich zdroji, napiiklad
z amarantového nebo olivového oleje. Pouziva se na 1é¢bu koznich onemocnéni® nebo
jako pomocna latka v o¢kovacich vakcinach proti chiipce.?’ Triterpeny jsou obecné

produkovany rostlinami, moiskymi Zivo¢ichy, houbami i plisnémi.?

A > A

18

Obrazek ¢&. 7: Struktura skvalenu (18).

Triterpeny piedstavuji nejpocetnéjsi podskupinu terpentt s velkou rozmanitosti
..... 3

analgetické,24 antimikrobialni,?® antimykotické,23 antivirové (véetnd anti-HIV aktivity)>
a predevsim cytostatické uc¢inky.?>?® Mohou se pouzivat pfi prevenci a 16¢bé hepatitidy,
parazitickych a protozoalnich infekci. Nevyhodou triterpent je vSak $patna rozpustnost
ve vodnych médiich a toxicita spojena s hemolytickymi a cytostatickymi vlastnostmi.?
Velkou cast derivat triterpenti 1ze odvodit od n€kolika zakladnich skeletalnich struktur,

pficemz mezi nejvyznamnéjsi patii lupan (19), oleanan (20) a ursan (21, obrazek 8).
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19 20 21

Obrazek ¢. 8: Struktura lupanu (19), oleananu (20) a ursanu (21).
151 Lupanova skupina

Mezi hlavni derivaty lupanu patii lupeol (29), betulin (30) a kyselina betulinova (31,
obrazek 9). Kyselina betulinova a betulin se nachazi v kife btizy bélokoré (Betula
pendula) a v mensim mnozstvi i v platanu javorolistém (Platanus hispanica). Skupina
latek odvozena od lupanu vykazuje velké mnozstvi biologickych t¢inkd. Vyznamna je

jejich cytotoxicka a protinadorova aktivita,’? antimikrobialni,?’ protizanétlivy®* nebo

antivirovy efekt?® a také hepatoprotektivni?® &i kardioprotektivni vlastnosti.?

] ]

29 30 31

Obrazek ¢. 9: Struktura lupeolu (29), betulinu (30) a kyseliny betulinové (31).

Kyselina betulinova vykazuje dobré antivirové a anti-HIV 1ginky.?® Jejim
nejvyznamnéjsim derivatem je bevirimat (32, obrazek 10), ktery byl vyvijen jako mozné
terapeutikum pro 1é¢bu infekce virem HIV-1. Tato latka inhibuje replikaci virové ¢astice
odliSnym mechanismem neZ jind antiretrovirova léciva. Blokuje Stépeni viroveho
polyproteinu HIV proteasou, a tak zabrafiuje maturaci a uvolilovani virovych ¢&astic
z napadenych bunék.®® In vitro aktivita bevirimatu viéi izolovaném viru na
H9 lymfocytech vykazovala hodnotu ICso = 10,3 nM. Vzhledem ke snadnym vznikiim

rezistenci viak tato molekula neprosla 3. fazi klinickych testi1.%8
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32

Obrazek ¢. 10: Struktura bevirimatu (32).

Vyznamné jsou také cytotoxické ucinky kyseliny betulinové. Prvni zminka o jeji
cytotoxické aktivité byla publikovéana jiz v roce 1976, o 19 let pozdgji byl popsan
cytotoxicky téinek na bunééné linie lidského melanomu MEL-1, 2 a 4. V této praci Pisha
a kol. uvadi hodnotu ICso v rozmezi 0,5-1,6 ug/ml.?®1° Dalsi studie také prokazaly
vyznamnou aktivitu proti bunéénym liniim glyomu, karcinomu vajec¢niku, plic a také

délozniho &ipku.3t32

15.2 Skupina oleananu a ursanu

Z hlediska biologickych aktivit a farmaceutického vyznamu jsou také velmi studovani
hlavni zastupci skupiny oleananu a ursanu. Vyskytuji se v mnoha druzich rostlin, které se
uz od davnych dob povazuji za 1é&ivé.>*

Od skeletu oleananu je naptiklad odvozena kyselina oleanolova (22, obrazek 11).
Nachazi se v listech a plodech olivovniku evropského nebo jmeli bilého. Pouziva se
v tradiéni ¢inské mediciné pro 1é¢bu onemocnéni jater, nebo v prevenci zubniho kazu.'°
Kyselina ursolova (23), ktera je odvozena od skeletalniho typu ursanu, je pfitomna ve
slupkach plodu rostlin (konkrétné v jablcich, $vestkach, bortivkach a brusinkach) a dale

v kvétech rostlin (napt. v maté peprné nebo v levanduli). Mezi jeji stézejni

w1

k 10,26

antimikrobialni a cytotoxicky ucine

22 23

Obrazek ¢. 11: Struktura kyseliny oleanolové (22) a kyseliny ursolové (23).
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1.6 Tetraterpeny

Terpeny obsahujici 8 izoprenovych jednotek nazyvame tetraterpeny (C-40-izoprenoidy).
K biosyntéze tetraterpenti dochazi pfedevsim kondenzaci dvou diterpenti. Obecné se
vyskytuji ve vysSich rostlinach a zivocisich, kde ovliviwiji jejich zbarveni, biologicky
vyznam maji nejéastdji jako antioxidanty.? Nejb&Znéjsi tetraterpeny jsou karotenoidy,
které se dale déli na karoteny a xantofyly.® Mezi vyznamné zastupce karotentl patii
oranzovy pigment B-karoten (24, obrazek 12), nachazejici se pfevazné v mrkvi, nebo
Servené barvivo lykopen (25), které najdeme napiiklad v rajéatech. Zluté barvivo
obsazené v kvétech pampelisek ¢i slunecnic se nazyva lutein (26), patii do skupiny

xantofyl{.2

25

OH

HOY
26

Obrazek ¢. 12: Struktura B-karotenu (24), lykopenu (25) a luteinu (26).

1.7 Polyterpeny

Polyterpeny jsou polymerni izoprenoidni uhlovodiky, které se skladaji z vice nez osmi
jednotek izoprenu. Do této skupiny patii pfirodni kaucuky (27) a gutaperca (28,
obrazek 13). Rozdil v jejich struktute (cis-trans konfigurace) je patrny z obrazku 13.%

27

Obrazek ¢. 13: Struktura kaucuku (27) a gutaperci (28).
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2. Soucasny stav studované problematiky

Triterpenoidy lupanového typu predstavuji skupinu pfirodnich latek, ktera je schopna
indukovat programovanou buné¢nou smrt. Jejich cytotoxicita je ale z farmakologického
hlediska mnohdy nizka, stejn¢ jako jejich rozpustnost ve vodnych médiich. Proto se jiz
mnoho let fada vyzkumnych skupin snazi o derivatizaci pavodnich molekul s cilem
zlepSeni cytotoxické aktivity a rozpustnosti pti zachovani schopnosti indukovat apoptdzu
v nadorovych butikach. V této ¢asti prace budou podrobnéji diskutovany stézejni derivaty

kyseliny betulinové modifikované na E kruhu v poloze 30 (obrazek 14).

Obrazek €. 14: Oznaceni kruhti a ¢islovani uhliki kyseliny betulinové.

2.1 Kyslikaté derivaty

Derivat kyseliny betulinové obsahujici aldehydovou skupinu v poloze C-30 (35,
schéma 1) vykazuje vysokou in vitro cytotoxickou aktivitu na nékolika nadorovych
liniich.33738 | ze jej pfipravit oxidaci polohy 30 pomoci SeO. vethanolu.*® 30-
oxobetulinova kyselina 35 byla v nékolika studiich testovana na inhibici bunétné
proliferace. Vysoka aktivita byla zjisténa proti bunétné linii lymfoblastické leukémie
CCRF-CEM (ICsp = 1,71 uM),* rovnéz proti buiikam rakoviny tlustého streva HCT-116
(ICs0 = 4,38 uM) a u nadorové linie MDA-MB-231 (ICso = 1,37 uM).®" Ve struktute
tohoto derivatu se nachazi tzv. Michaeliv akceptor (souhrnny nazev pro a,f3-nenasycené
ketony, aldehydy, nitrily a karboxylové kyseliny, obsahujici elektron-deficientni dvojnou
vazbu, ktera muze podléhat Michaelové adici), coz sice vede k lepsi cytotoxické aktivite,
avsak k nizké selektivit¢ viici nadorovym buiikam. Derivat 35 proto neni vhodnym
kandidatem pro klinickou praxi, jelikoz v testech vykéazal vysokou toxicitu na dvou
nenadorovych fibroblastovych bunéénych liniich BJ (ICso = 6,1 pM) a MRC-5
(ICso = 4,1 uM). Terapeuticky index (pomér hodnoty ICso CCRF-CEM proti priméru
hodnot BJ a MRC-5) udavé hodnotu 1,6.4
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31 35

Schéma ¢. 1: Piiprava derivatu 35 (a: SeO2/EtOH, reflux, 9 h).

Mechanismus cytotoxického ucinku derivatu 35 neni zcela objasnén. Pomoci
syntézy na pevné fazi bylo pfipraveno nékolik konjugati (napf. 36, obrazek 15)
cytotoxicky aktivnich triterpent S biotinem, navazanym prostiednictvim linkeru. Nové
pfipravené latky umoziiuji diky navdzanému biotinu zakotveni aktivnich molekul na
pevnou fazi a izolaci a charakterizaci potencidlnich molekularnich cili. Pomoci testti na
bunécnych liniich CCRF-CEM a HCT-116 bylo zjisténo, ze biotinylované derivaty maji
podobné cytotoxické ucinky jako jejich prekurzory. Konkrétné aldehyd 35 byl
biotinylovan v pozici C-3 (derivat 36) a vykazoval hodnotu 1Cso 3,39 uM (pro bunéénou
linii CCRF-CEM).*® Obdobny derivat snavazanou molekulou BODIPY umoznil
vizualizovat aldehyd 35 v bunkach osteosarkomu a bylo potvrzeno, ze se neselektivné
vaze na proteiny v celém objemu bunky (zfejmé prostfednictvim Michaelovského

akceptoru na cysteiny).*?

0

\\],NH ﬁ) o
HNMO\/\O/\/NH
s O

36

Obrazek ¢. 15: Biotinylovany derivat 36.

Jednoduché kyslikaté derivaty obsahujici hydroxyskupinu (37) a methoxyskupinu
v poloze 30 (38, obrazek 16) byly popsany v literatute*® a testovany na naddorovych liniich
HCT-116, PC-3 a SK-MEL-2. Syntéza zahrnovala reakci bromovaného derivatu 45
(obrazek 20) s LIOH v DMF/H,O za vzniku alkoholu 37 as methoxidem sodnym
vV MeOH za vzniku pfislusného etheru 38. Hodnoty Glso byly pro obé slouceniny vétsi

nez 50 uM.
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Obrazek €. 16: Kyslikaté derivaty 37 a 38.

Reakci 30-oxobetulinové kyseliny 35 s nadbytkem diazomethanu po dobu 3 dnu
vznika smés derivatt 35a-35e (schéma 2). Ocekavany produkt methylester 35a vznika
nukleofilnim atakem karboxylové skupiny v poloze C-28. Konkuren¢nimi reakcemi jsou
1,3-dipolarni adice na dvojnou vazbu za vzniku dihydropyrazolu 35e a adice karbenu na
aldehyd C-30, pifi niz vznika oxiran 35d nebo keton 35b. Posledni cyklopropanovy
derivat 35c vznikl elektrofilni adici karbenu na dvojnou vazbu. VSechny ziskané derivaty
byly otestovany na bunééné linii CCRF-CEM. Nejlepsiho vysledku dosahl methylester
35a, ktery vykazuje podobné hodnoty cytotoxické aktivity jako jeho prekurzor, 30-
oxobetulinové kyselina (35), s hodnotou ICso = 5 uM.*®

35¢c

Schéma ¢€. 2: Smés derivati 35a-35e (a: CH2N2, Et20, rt, 72 hod.).
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Vtymu Q. Kedua* se zabyvali efektem modifikace polohy C-30 kyseliny
betulinové na proteosomalni aktivitu. Z vysledkll vyplyva, ze ¢im je postranni fetézec
v poloze C-30 objemnéjsi, tim vice molekula inhibuje proteasom. Derivaty 39b a 39c
(obrazek 17) vykazuji nejvyssi aktivitu s hodnotami ICsg 1,56 uM a 1,80 uM, zatimco
derivat 39a, obsahujici malo objemnou ethoxy skupinou, vykazuje hodnotu
1Cs0 = 13,21 uM.

Ry

$-OCH,CHj

-$-0(CHy),

Br
*E'O<CH2)ZOC|

Obrazek €. 17: Derivaty s proteosomalni aktivitou.

HO

2.2 Dusikaté derivaty

V literatuie®® byly také popsany jednoduché aminové derivaty 40a—40b (obrazek 18),
které byly testovany na nadorovych liniich HCT-116, PC-3 a SK-MEL-2. Cytotoxicky
uc¢inek u obou derivat byl horsi nez detekéni limit (Glso > 50 uM).

V dal3i studii* byly aminové substituenty zavedeny do poloh C-3 a C-30.
Vsechny derivaty 41a—41b a 42a—42h (obrazek 18) byly testovany na bunéénych liniich
SK-MEL-2, lidského maligniho melanomu A-375, lidského medulloblastomu Daoy,
lidského glioblastomu LN-229 a lidského adenokarcinomu vajecniku OVCAR-3. Lépe ze
studie vysly slou¢eniny substituované v obou polohach soucasné (konjugaty 42a—42h),
jejichz cytotoxické aktivity byly ve srovnani s kyselinou betulinovou (pohybuji se okolo
ICs0 ~ 5 uM) vyssi a ovliviiuji bunéénou smrt prevazné prostiednictvim apoptdzy. Mezi
jednu z nejaktivnéjsich sloucenin patfil derivat 42g, ktery na tfech bunéénych liniich (A-375,
Daoy, LN-229) vykazoval hodnoty ICso nizs$i nez 2 uM. Monosubstituované derivaty

41c-41d pouzivaji ke spusténi bunécné smrti jiné neapoptické cesty.
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R,HN

R, R4 R,
40a - hydroxy 42a - 2-hydroxyethyl; H
40b - methoxy 42b - 2-hydroxyethyl; 2-hydroxyethyl
42c - 2-hydroxyethyl; (4-hydroxyfenyl)ethyl
41a - 2-hydroxyethyl 42d - 2-hydroxyethyl; (3,4-bishydroxyfenyl)ethyl
41b - (4-hydroxyfenyl)ethyl 42e - 2-hydroxyethyl; 5-(1,3-benzodioxol)methyl
42f - 2-hydroxyethyl; 2-methoxyethyl

429 - (4-hydroxyfenyl)ethyl; H
42h - (4-hydroxyfenyl)ethyl; 2-hydroxyethyl

Obrazek ¢. 18: Aminové derivaty odvozené od kyseliny betulinové.

Ve skupiné J. Holého®® se vénovali pfipravé konjugati kyseliny betulinové
s dimethylaminopyridinem v polohach C-3, C-28 a C-30. Pfipravena sada derivati 42a—
42e (obrazek 19) byla navrzena jako potencialni mitochondrialné cilené 1é¢ivo proti
nadorovym builkkdm. Testovani probehlo na bunéénych liniich lidského maligniho
melanomu WM321 a WM793. Bylo prokazano, ze schopnost derivati inhibovat
proliferaci bunék je pfimo spojena s narusenim mitochondrialni struktury. VSechny
derivaty obsahujici skupinu DMAP v poloze C-30 byly neaktivni (EDso > 3,5 pM).*647

\N/
X
x= |l@
N
o
R1 R2 R3
42a X'Br; COOH; H
42b X'Br;  COOH; OCOCH, X*Br
42c X'Br; COOH; . OCOCH, X*CI
42d X'Br; CH20COCHCHS3) X'Br- 0GOGH(CH;) X*Br
a2e x'Br;  CH2OCOCH(CHy) X'Cli ococH(CH,) x*Cr

Obrazek ¢. 19: DMAP derivaty odvozené od kyseliny betulinové.

Soubor azinti 43a—43e (obrazek 20) byl pfipraven vV tymu doc. Urbana* reakci
30-oxobetulinové kyseliny 35 Sruzné substituovanymi aromatickymi hydrazony.
Piipravené aziny byly testovany na nadorovych liniich CCRF-CEM, K562, HCT116,
HCT116ps3, A549, U20S a na rezistentnich leukemickych bunkach CEM-DNR, K562-
TAX. Z vysledki méfeni vyplyva, Ze pfipravené derivaty jsou vysoce cytotoxické vici
linii CCRF-CEM a vykazuji nizs§i toxicitu na nenadorovych bunkach nez vychozi
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aldehyd 35. Nejlepsi cytotoxické aktivity dosahuje derivat 43c s hodnotou I1Cso = 3,4 uM
(CCRF-CEM).

o) HO O,N
/

43a 43b 43c 43d 43e

Obrazek ¢&. 20: Soubor azinu 43a—43e.

Pomoci Huisgenovy click-reakce byla vtymu W. Shi*® piipravena sada
substituovanych triazolovych derivata 44a—44e (obrazek 21) s cytotoxickou aktivitou
testovanou na lidské promyeloidni leukémické bunééné linii HL-60. VSechny uvedené
derivaty vykazovaly lepsi hodnotu cytotoxické aktivity nez vychozi kyselina betulinova.
Derivat 44b, ktery obsahuje nejvétsi aromaticky postranni fetézec, poskytoval nejlepsi
hodnotu ICso = 1,3 uM.

R R

44a - %@ 44d - -$-(CHy)sCH,

adb - *E@F 44e-  —4-(CH,)sCH,
s

44c - %@

Obrazek ¢. 21: Soubor triazolovych derivati 44a—44e.

2.3 DalSi derivaty

Kyselina 30-brombetulinovana 45 (obrazek 22) je zakladem nékolika syntéz vedoucich
knovym derivatim. Bromace v poloze C-30 se provadi pomoci NBS v CCls.*

V dostupné literatufe nebyla cytotoxicka aktivita ani jiné G¢inky tohoto derivatu méteny.

24



Obrazek ¢. 22: Kyselina 30-brombetulinova 45.

Derivat 46 obsahujici trifluormethylovou skupinu v poloze C-30 (obrazek 23) byl

pfipraven vtymu Li J.*

a testovan na anti-HIV replikacni aktivitu. V porovnani
s bevirimatem (ECso = 0,075 uM) derivat 46 vykazuje podobnou aktivitu proti HIV-1,
konkrétné¢ ECsp = 0,097 uM. Trifluormethylova skupina se zavadi do polohy C-30
pomoci  S-(trifluormethyl)diarylsulfoniové  soli v pfitomnosti  CuTc, 2,4,6-

dimethylpyridinu a DMA.

46

Obrazek ¢. 23: Trifluormethylovany derivat.

Série trifenylfosfoniovych soli odvozenych od kyseliny betulinové byla navrzena
jako potencionalni 1é¢ivo proti schistosomoéze, coz je parazitni onemocnéni zptisobené
rodem motolic Schistosoma (Cesky také krevnicka). Derivat 47 vykazoval vysokou

antischistosomalni aktivitu proti dospélym S. mansoni (ICso = 0,76 uM).*

.28

AcO

47

Obrazek ¢. 24: Trifenylfosfoniova sil 47 odvozena od kyseliny betulinové.
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3. Wittigova reakce

Wittigova reakce je reakce tzv. fosfonium-ylidu s aldehydem, popiipadé ketonem,
pomoci které 1ze v molekule vytvofit novou dvojnou vazbu. Poprvé byla tato reakce
popsana v roce 1953 Georgem Wittigem a Georgem Geisslerem.®? Némecky védec
George F. K. Wittig za tuto praci obdrzel v roce 1979 spolu s americkym organickym

chemikem Herbertem C. Brownem Nobelovu cenou za chemii.>?

3.1 Klasicka Wittigova reakce

Klasick4 Wittigova reakce, popsana v piivodni praci Wittiga a Geisslera,*® je zndzornéna
ve schématu 4. Jedna se o nukleofilni adici fosfonium-ylidu na aldehyd nebo keton za
vzniku odpovidajiciho alkenu a trifenylfosfinoxidu. Tato reakce obecné poskytuje celou
fadu alkenti s vysokymi vytézky.>®

Zakladnim reak¢énim ¢inidlem Wittigovy reakce je tzv. fosfonium-ylid, ktery 1ze
obecné definovat jako neutrdlni dipolarni slouceninu s naboji na sousednich atomech.
Jeho piiprava je snadna, reakce probiha mechanismem Sn2 ve vysokych vytézcich. Na
zacatku do reakce vstupuje silny nukleofil trifenylfosfin (A, schéma 3) a primarni nebo
sekundarni alkylhalogenid (B) za vzniku odpovidajici fosfoniové soli (C). Fosfoniova stl
obsahuje slabé kyselé protony, které se nachazeji v tésné blizkosti kladné nabitého

fosforu. Pouzitim baze Ize proton odtrhnout za vzniku neutralniho fosfonium-ylidu (D).

R Sn2 . R baze L -r R

|
@Pf + HyC-Br — p-c" ——— P-C R <« @P:C
H, H H
Br
A B o] D

Schéma ¢&. 3: Piiprava fosfonium-ylidu

Ylidy 1ze podle jejich stability rozdélit na dva typy. Tzv. nestabilizované ylidy (E,
obrazek 25) nejsou schopny konjugace, obsahuji zpravidla pouze jednoduché alkylové
substituenty na kladn€ nabitém atomu fosforu, pfi¢emz sousedni nukleofilni atom uhliku
neni nijak stabilizovan. Jejich vznik vyZzaduje pouziti silné baze, napiiklad BuLi za
inertnich podminek, pfipravuji se proto vzdy in situ v konkrétni reakci. Druhym typem

jsou stabilizované ylidy (napiiklad F), jejichz strukturu lze cCasto vyjadfit né€kolika
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mezomernimi VZOrci. Stabilizované fosfonium-ylidy obsahuji funkéni skupiny, které jsou
schopny stabilizovat nukleofilni atom uhliku, a lIze je vytvofit jiz slabsi bazi, jako je
hydroxid alkalického kovu ve vodném roztoku.>* Stabilizované ylidu jsou pomémé

stabilni, 1ze je proto uchovavat delsi dobu a jsou tudiz komeréné dostupné.

©
H3C Ph o) Ph fo)
\® \® \®
H3C~ Ph~ Ph~
3¥~P._CHs /P\)kOEt - PN OEt
HC © Ph © Ph
E F

Obrazek ¢. 25: Piiklad nestabilizovaného (E) a stabilizovaného (F) ylidu.

Mechanismus Wittigovy reakce je podrobnéji nastinén ve schématu 4. Nukleofilni
atom uhliku fosfonium-ylidu (D, schéma 4) se aduje na elektronové deficitni uhlik
karbonylové skupiny aldehydu nebo ketonu (G) za vzniku betainového meziproduktu
(H). Betain je definovan jako neutralni dipolarni slouc¢enina s naboji na nesousednich
atomech. Vznikem intramolekularni vazby O—P se betain pfeméni na ¢tyi¢lenny cyklicky
meziprodukt, nazyvany oxafosfetan (l), ktery se spontanné rozklada na alken (J)

a trifenylfosfinoxid (K). Meziprodukty z reakce nelze izolovat.>>®

Ph o ®
Ph— 2 o O P(Ph), 0-P(Ph)s Rp Ry Ph
/P\erR1 . )L . H — . - - . | +  Ph—P=0
PH RNk R, R, Ry R, /
R 3 4 Rs Ry Rs R R Rs Ph
D G H I J K

Schéma ¢. 4: Wittigova reakce.

Stereoselektivita Wittigovy reakce je piimo spojena s jejim mechanismem.
Konkrétné zéavisi na kroku tvorby cyklického meziproduktu I, kdy mize vzniknout
cis- (L) i trans- (N) oxafosfetan (schéma 5). Takto vytvofené meziprodukty jsou
podrobeny stereospecifické syneliminaci za vzniku odpovidajicich E- (O) nebo Z- (M)
alkenti.”® Seteroselektivita iizce souvisi rovnéz s typem pouzitého ylidu. Nestabilizované
fosfonium-ylidy davaji vzniknout zpravidla Z-alkentim (M), stabilizované ylidy naopak
poskytuji pievazné E-alkeny (O). Dalsi vyznamnou roli hraji reak¢éni podminky. Kone¢ny
podil vznikajicich Z- a E-izomert lze do urcité miry termodynamicky kontrolovat. Za

nizkych teplot je preferovana tvorba cis-oxafosfetanu (L, schéma 5), a tedy vysledny
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produkt je Z-alken (M). Pokud se reak¢ni smés zahtivana, vznika prevazné E-alken (O)

syneliminaci trans-oxafosfetanu (N).>*

\ L M K
Ph—p® +
PR H™ "R
Ph © 2
Ph
H
D G \ Pl g, R, Ph
Ph/(‘) —_— ‘ + phf/p:o
T H
R, R, Ph
N lo) K

Schéma ¢. 5: Stereochemie Wittigovy reakce — vznik E- a Z-alkend.

3.2 Modifikace Wittigovy reakce

Moznosti pouziti Klasické Wittigovy reakce maji ur¢ita omezeni. Reakce neni vhodna pro

vétsinu stericky branénych ketond, pro které poskytuje nizké vytézky. Dal§im problémem

muze byt nedostate¢na stereoselektivita, kdy klasickym mechanismem nelze v nékterych

ptipadech pfipravit ¢isté E-izomery. Tato omezeni vedla K vyvoji novych modifikaci

klasické metody, pficemz mezi nejpouzivangj$i patii Schlosserova atzv. Horner-

Wadsworth-Emmonsova (HWE) modifikace.

Podstatnym rozdilem Schlosserovy modifikace je ptfidani lithiové soli do

Wittigovy reakce. V pritomnosti Li* vznikaji pomérné stabilni betainy, které je mozné

deprotonovat. Rizend opétovna protonace probiha pouzitim stericky branéného donoru

protont za vzniku transbetainu (N, schéma 6). Pouzitim dal$iho ekvivalentu baze dochazi

ke vzniku E-alkenu.>®

Ho R4
@ xX° I
Phe 'o ® R H
Ph-p o 0 L O P(Ph); tBuOK  O-P(Ph)
PO H tBUOK .
Ph’ " e h—g, ¢
R, R; H PhLi R, R, &N 1 n
\
Ph—P=0
’ j " o

Schéma €. 6: Schlosserova reakce
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Pii Horner-Wadsworth-Emmonsové (HWE) reakci je hlavnim reakénim ¢inidlem
stabilizovany fosfonatovy karbanion (O, schéma 7), ktery lze ptipravit reakci Michaelis-
Arbuzova,®’ tedy alkylaci trialkylfosfitu pfislusnym alkylhalogenidem. Metoda je velmi
vyhodna pro ketony, které za béZznych podminek reaguji neochotné. Za spravnych
reak¢nich podminek vznika Cisty E-alken (P) a jako vedlejsi produkt fosfatovy ion Q,

ktery lze snadno z reakce odstranit extrakci.®>°

O o)
Q@ 0 i B o EtO-p_ o
EtO- + . N
P G
EtO’ \)kOEt H™ R, RMOEt Et0" O
o E P Q

Schéma ¢. 7: Horner-Wadsworth-Emmonsova reakce.
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Vysledky a diskuze

4. Priprava vychozich sloucenin

4.1 Benzylester kyseliny betulinové

Vychozi latkou celé prace byla kyselina betulinova (I, schéma 8), kterd byla na pocatku
ochranéna v poloze 28 benzylesterem. Ochranéni karboxylové funkce bylo provedeno
z divodu snaz$i prace s benzylovanymi produkty v pocatcich syntézy (rozpustnost,
jednodussi separace produkt na sloupcové chromatografii, krystalizace) a pro prvotni
optimalizaci Wittigovych reaket.

Benzylester kyseliny betulinové (Il, schéma 9) byl pfipraven alkylaci kyseliny
betulinové | benzyl bromidem v THF modifikovanym postupem z literatury®. Vytézek
reakce po purifikaci a nasledné krystalizaci ze smési hexan — EtOAc byl 94 %. Tato latka
byla nasledné oxidovana v poloze 30 na aldehyd I11.

Schéma ¢. 8: Priprava benzylesteru kyseliny betulinové 11 (a: K.COs, THF, reflux,
24 hod).

4.2  Benzylester kyseliny 30-oxobetulinové

Oxidace benzylesteru Il (schéma 9) v poloze 30 na aldehyd byla uc¢inéna pomoci oxidu
seleni¢itého v prostiedi 2-methoxyethanolu (GLYM) podle postupu V literatuie®.
Produkt 111 byl po zpracovani reakce purifikovan s vytézkem 27 %. Nizky vytézek je
zpusoben ztratami produktu pii sloupcové chromatografii. Takto pfipraveny aldehyd 111
byl pouzit jako vychozi latka pro prvni pokusy Wittigovy reakce na triterpenu v poloze
C-30.
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Schéma €. 9: Piiprava benzylesteru kyseliny 30-oxobetulinové 111 (a: SeO2, GLY M,
reflux, 24 hod).

4.3 Kyselina 30-oxobetulinova

Kyselina 30-oxobetulinova (1V, schéma 10) byla pfipravena oxidaci kyseliny betulinové
rovnéz pomoci oxidu seleniéitého v prostiedi 2-methoxyethanolu (GLY M) podle postupu
v literatute®. Purifikace kyseliny 1V je z divodu jeji velmi $patné rozpustnosti v bézné
pouzivanych organickych rozpoustédlech zna¢né obtizna. Vzhledem k tomu, ze béhem
zpracovani reakce byl finalni produkt vysrazen v dostate¢né Cistoté, nebyla purifikace na
sloupcové chromatografii provedena. Tato surova kyselina IV byla nasledné pouzita jako
prekurzor pro syntézu finalnich derivati s volnou karboxylovou skupinou v poloze 28,

ktera je klicova pro cytotoxickou aktivitu.

Schéma €. 10: Priprava kyseliny 30-oxobetulinové 1V (a: SeO2; GLYM, reflux,
24 hod).

5. Priprava fosfoniovych soli

Fosfoniové soli Va-Vk (schéma 11) byly zakladnim reakénim Cinidlem pro syntézu
pozadovanych derivati. Pro tuto praci bylo vybrdno deset rGzn¢ substituovanych
bromidt, které poslouzily jako vychozi latka k jejich syntéze. Zvolené bromidy obsahuji
jak aktivujici a deaktivujici skupiny na benzenovém jadie v rizné poloze, tak také jeden
heterocyklus a jeden alkylovy fetézec. Priprava soli zahrnovala reakci trifenylfosfinu

S piislusnym bromidem v toluenu nebo acetonitrilu. Jednotlivé podminky reakci jsou
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podrobné rozvedeny v experimentalni ¢asti. Pozadovana stl se zpravidla jiz po nékolika
minutich reakce srazela ve formé bilych, popt. lehce zabarvenych krystalii z reakéni
smési. Po ukonceni reakce byla smés zfiltrovdna na frité, odsata sal byla promyta
diethyletherem, vysuSena a uchovavana v lahvickadch pod inertni atmosférou. Timto
zpusobem bylo pfipraveno devét fosfoniovych soli Vb-Vj. Reakce probehly
s kvantitativnimi vytézky Vrozmezi 87-97 %, purifikace pfipravenych soli nebyla
provadéna. Nejjednodussi trifenylfosfoniova sil Va byla komeréné dostupnd, syntéza

z prislusného bromidu proto nebyla provedena.
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Schéma ¢. 11: Fosfoniové soli pouzivané k syntéze finalnich triterpenickych derivati.
6. Optimalizace reakénich podminek

Vzhledem ke skuteCnosti, ze moznosti vyuziti Wittigovy reakce Vv poloze 30
triterpenoidniho skeletu nebyly dosud v chemii terpend podrobnéji prozkoumany, byla
Zna¢na Cast prace vénovana optimalizaci reakénich podminek. Vychozi latkou prvnich
pokusi Wittigovy reakce byl aldehyd I11.

Ptiprava samotnych derivati probihala zpocatku Vv bance opatfené septem
s inertni dusikovou atmosférou. Do banky byla nejprve vsypana fosfoniova sil (Va-Vd)
a t-BUOK, poté byl pomoci stfikacky ptes septum piidan toluen. Bezbarva heterogenni
sm&s byla umisténa na michacku a vznik pfislusného fosfonium-ylidu byl
charakterizovan zménou v homogenni roztok vyrazné barvy cca po 30-45 minutach
reakce. Nasledn¢ bylo zjisténo, ze pouziti ultrazvuku znac¢né€ urychli vznik ptislusného

ylidu, pfi¢emz zhruba po 5 minutach sonifikace bylo zbarveni reak¢ni smési velmi
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intenzivni. K roztoku pfipraveného ylidu byl poté vsypan aldehyd 111, banka byla
umisténa do olejové 1azné vyhtaté na teplotu 60 °C a reakce byla ponechdna do druhého
dne. Prab¢h reakce byl monitorovan pomoci TLC.

Vybér vhodného rozpoustédla, reakéni teploty, reakéniho ¢asu a mnozstvi pouzité
fosfoniové soli spolu sbazi nasledn¢ probihal s pouzitim nejjednodussi soli Va
(schéma 12). Nejprve bylo nasazeno pét paralelnich reakci s pouzitim 2 ekvivalentt soli
a 2,1 ekvivalentu baze (mirny nadbytek) v DCM, CHCIs, toluenu, THF a dioxanu, které
bézely 7 dni za pokojové teploty (pouzita rozpoustédla nebyla sucha). Stejny set reakci
bézel soucasné pii zahiivani na 50 °C. Prub¢h reakci byl pribézné kontrolovan
a porovnavan pomoci TLC. Reakce ¢aste¢né probihaly ve vSech rozpoustédlech za obou
teplotnich podminek, avSak ani po sedmi dnech nedoslo ke stoprocentni konverzi vychozi
latky. Lze vSak konstatovat, Ze zahfivani zna¢né podpofilo reakci, pficemz reakéni doba
nehraje zasadni roli. Nejlepsi konverze vychozi latky v produkt byla pozorovana
v toluenu pfi zahfivani na 50 °C jiz po prvnim dni reakce. Nasledujici dny se do sloZeni

reakéni smési nijak nepromitly.

Schéma €. 12: Piiprava derivatu VI (a: t-BuOK, toluen, 50 °C, 24 h).

6.1 Konjugat VI

Pii ptipravé derivatu VI (schéma 12) nejprve reagovaly 3 ekvivalenty fosfoniové soli Va
s 3,5 ekvivalentu t-BuOK v toluenu. Po vytvoteni zluté zabarveného gelovitého ylidu byl
ptidan vychozi aldehyd I11. Reakce byla zahtivana na 60 °C za inertnich podminek po
dobu 24 hodin, po kterych se smés odbarvila. Pomoci TLC bylo zjisténo, ze vychozi
aldehyd nebyl zcela spotfebovan. Reakéni smés byla nasledné odpatena a poté precisténa
sloupcovou chromatografii s vytézkem 75 %. Struktura produktu byla potvrzena

spektralnimi daty.
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6.2 Konjugat VII

Pii piipravé derivatu VII (schéma 13) nejprve reagovaly 3 ekvivalenty fosfoniové soli
Vb se 3 ekvivalenty t-BuOK a po vytvofeni syté ¢erveného gelovitého fosfonium-ylidu
byl pfidan vychozi aldehyd I11. Reakéni teplota byla oproti pfedchozimu experimentu
zvySena na 80 °C, reakce probihala za inertnich podminek po dobu 24 h. Pomoci TLC
bylo zjisténo, ze smes stale obsahovala stopy vychozi latky. Po purifikaci byl vytézek
reakce 89 %. Z naméfeného *H NMR bylo zjiiténo, Ze se nejedna o isty produkt, ale
0 smés dvou latek. Podrobnéjsi analyzou spektra a ze zjisténych interakénich konstant
dubleti dvojnych vazeb byly identifikovany dva izomery pozadovaného produktu
odvozené od rozdilné konfigurace na dvojné vazbé mezi atomy C30-C31. Ve smési

ptevazoval E-izomer (J = 16,2 Hz) nad Z-izomerem (J = 12,6 Hz), coz je patrné z obr. 26.

Schéma ¢. 13: Schéma piipravy derivatu VIb (a: t-BuOK, toluen, 60 °C, reflux,

24 hod).
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Obrizek ¢&. 26: Vytez 'H NMR spektra protont dvojné vazby C30—C31 ptipraveného
derivatu VI (vlevo E-izomer, vpravo Z-izomer).
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6.3 Konjugat VIII

Pii piipravé derivatu VI (schéma 14) nejprve reagovaly 2 ekvivalenty fosfoniové
soli Vc s 2 ekvivalenty t-BuOK a po vytvofeni syté ¢erveného gelovitého fosfonium-
ylidu byl pfidan vychozi aldehyd 111. Reakéni teplota byla zvysena na 100 °C z diivodu
nedostatecné konverze vychozi latky u pfedchozich experimenti, reakce probihala v THF
za inertnich podminek po dobu 24. Kone¢na smés méla zlutou barvu. Po zpracovani
a purifikaci ¢inil vytézek 34 %, coz bylo pravdépodobné zpusobeno pouzitim nizsiho
mnozstvi fosfonium-ylidu vici aldehydu 111. Naméfené *H NMR spektrum opét potvrdilo

ptitomnost obou izomert E a Z, v tomto pfipad€ ovsem pievazovalo mnozstvi Z-izomeru.

NO,

A\l

Schéma ¢. 14: Schéma piipravy derivatu VIII (a: t-BuOK, toluen, 60 °C, reflux,
24 hod).

6.4 Konjugat IX

Pfi piipravé derivatu IX (schéma 15) nejprve reagovaly 3 ekvivalenty fosfoniové soli Vd
se 4 ekvivalenty t-BuOK a po vytvoieni ¢erveného gelovitého fosfonium-ylidu byl pfidan
vychozi aldehyd I11. Z divodu eliminace vznikajiciho druhého izomeru byla snizena
reakeni teplota. Reakce probihala v toluenu pii pokojové teploté za inertnich podminek
po dobu 24 hodin. Pomoci TLC bylo zjisténo, ze opét nedoslo ke stoprocentni konverzi
vychoziho materialu. Po purifikaci sloupcovou chromatografii byl vytézek reakce 65 %.
Namétené 'H NMR spektrum sice potvrdilo p¥itomnost obou izomeri, ale E-izomer byl
ve zna¢ném nadbytku. Timto experimentem bylo odhaleno, ze ptitomnost obou izomert
v reakéni smési zapfiCinuje vysoka reak¢ni teplota. Za laboratorni teploty vznika

prednostné E-izomer.
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Schéma ¢. 15: Schéma piipravy derivatu I1X (a: t-BuOK, toluen, rt, 24 hod).

/. Priprava finalnich derivata kys. betulinové

Po prvotni optimalizaci bylo piistoupeno Kk syntéze pozadovanych derivati s volnou
karboxylovou skupinou v poloze 28. Zpocatku reakce probihaly v bance pod dusikovou
inertni atmosférou za laboratorni teploty. Vzhledem Kk velmi nizkym vytézkiim
a optovné nedostatecné konverzi vychozi latky bylo tieba reakéni podminky dale
upravit. Pro zajisténi inertniho prostiedi bylo pfistoupeno k pouziti vakuové linky.
Reakce probihaly ve vyzihané Slenkovce na vakuové lince pod argonem. Rovnéz bylo
potieba zménit rozpoustédlo, jelikoz vychozi aldehyd IV byl v toluenu $patné rozpustny
a vytvarel gel. Pouziti suchého THF vyfesilo potiZe s rozpustnosti, coZ znacné piispélo
ke zdarnému pribéeh reakce. Nasledné bylo tieba optimalizovat mnozstvi soli a baze, aby
konverze vychoziho materialu byla stoprocentni. Po fad€ neuspéSnych pokust bylo
zjisténo, ze v ptipadé pouziti 4 ekvivalenti fosfonium-ylidu vici vychozimu aldehydu
a 4,5 ekvivalentl baze dojde ke spotiebovani veSkeré vychozi latky do druhého dne pfi
laboratorni teploté za vyluéného vzniku poZadovaného produktu. Reakéni smés byla
nasledné extrahovéna a po odpareni chromatografovana na sloupci silikagelu. Vysledny
produkt byl charakterizovan pomoci fyzikalnich i spektralnich dat; v§echny derivaty byly
pfipraveny jako ¢isté E-izomery. Jednotlivé reakéni podminky jsou podrobnéji rozepsany
Vv experimentalni ¢asti. Hotové derivaty byly poslany na testovani cytotoxické aktivity,
vysledky jsou uvedeny v samostatné kapitole nize.

V 'H NMR spektru findlnich derivati byly nalezeny charakteristické signaly
triterpenoidniho skeletu kyseliny betulinové — pét singlett CHz skupiny pfi 6 =~ 0,74—
1,01 ppm, dale dublet dubletu odpovidajici vodiku H-3a pii 0 = 3,2 ppm s interakénimi
konstantami 11,4 Hz a 4,7 Hz, triplet dubletu odpovidajici vodiku H-19p pfti 6 = 3,3 ppm
s interakénimi konstantami 11,1 Hz a 4,7 Hz. U jednotlivych derivati byly poté nalezeny
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signaly odpovidajici vodikiim dvojnych vazeb v polohach 29, 30 a 31 v rozmezi 6 =~ 5,1—
7,2 ppm a rovnéz signdly vodikll na aromatickém kruhu pfislusnych substituentt.
V 3C NMR spektru jsou patrné signaly uhlikii nové vzniklé dvojné vazby v oblasti
0~ 110-160 ppm. V IR spektru byl nalezen pas hydroxylové skupiny v oblasti vinoc¢ti
kolem 3400 cm™ a C=0 karboxylu pti 1690 cm™, dale dva pasy okolo 2940 a 2870 cm™
charakterizujici vibrace vazeb C—H triterpenoidniho skeletu a pas C=C vazeb okolo
1590 cm™. Pomoci HRMS byla potvrzena struktura novych derivati podle hmoty

odpovidajici molekulovym iontim [M+H]".

7.1 Konjugat X

Pii piipravé derivatu X (schéma 16) nejprve reagovala fosfoniova sial Vf s t-BuOK a po
vytvoreni syté oranzového fosfonium-ylidu (cca po 30 min) byl piidan vychozi aldehyd
IV. Reakce probihala v suchém THF na vakuové lince pod inertni atmosférou po dobu
24 hodin. Derivat byl pfipravovan tfikrat (optimalizace reakénich podminek), S nejlepSim

vytézkem 60 %. Struktura derivatu X byla potvrzena spektralnimi daty.

Cl

Schéma €. 16: Priprava derivatu X (a: t-BuOK, THF, rt, 24 hod).

7.2  Konjugat XI

Pii ptiprave derivatu XI (schéma 17) nejprve reagovala fosfoniova sil Ve s t-BuOK a po
vytvoreni fosfonium-ylidu oranzového zbarveni byl ptidan vychozi aldehyd 1V a barva
roztoku se zmeénila az na tmavée Cervenou. Reakce probihala v suchém THF za inertnich
podminek po dobu 24 hodin. Po purifikaci byl vytézek reakce 44 %. Struktura derivatu

X1 byla potvrzena pomoci spektralnich dat.
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Schéma ¢. 17: Schéma piipravy derivatu XI (a: t-BuOK, THF, rt, 24 hod).

7.3  Konjugat XII

Pii ptipravé derivatu X1 (schéma 18) nejprve reagovala fosfoniova sul Vi s t-BuOK a po
vytvoreni ¢erveného fosfonium-ylidu byl ptidan vychozi aldehyd IV a reakéni smés se
zbarvila do oranzova. Reakce probihala v suchém THF za inertnich podminek po dobu
24 hodin. Vysledny roztok mé¢l hnédou barvu. Reakce byla opakovana tiikrat s nejlepSim

vytézkem 38 %. Struktura derivatu X1 byla potvrzena spektralnimi daty.

Vi Xil

Schéma ¢. 18: Schéma piipravy derivatu XI11 (a: t-BuOK, THF, rt, 24 hod).

7.4  Konjugat XIII

Pii ptipravé derivatu X111 (schéma 19) nejprve reagovala fosfoniova sul Vj s t-BuOK
a po vytvoreni syté oranzového fosfonium-ylidu byl pfidan vychozi aldehyd IV. Po
ukonceni reakce mél roztok oranzovou barvu. Reakce probihala v suchém THF za
inertnich podminek po dobu 24 hodin. Vytézek reakce po purifikaci dosahl 64 %.
Struktura derivatu X111 byla potvrzena spektralnimi daty.

38



Br
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Schéma €. 19: Schéma piipravy derivatu X111 (a: t-BuOK, THF, rt, 24 hod).

7.5 Konjugat XIV

Pii ptipravé derivatu XIV (schéma 20) nejprve reagovala fosfoniova sul Vb s t-BuOK
a po vytvoreni syté oranzového fosfonium-ylidu byl pfidan vychozi aldehyd V. Reakce
probihala v suchém THF za inertnich podminek po dobu 24 hodin. Vytézek reakce po
purifikaci byl 35 %. Struktura derivatu X1V byla potvrzena spektralnimi daty.

Vb ’ XIV

Schéma €. 20: Schéma piipravy derivatu X1V (a: t-BuOK, THF, rt, 24 hod).

7.6  Konjugat XV

Pii ptiprave derivatu XV (schéma 21) nejprve reagovala fosfoniova sil Vd s t-BuOK a po
vytvoreni fosfonium-ylidu ¢erveného zbarveni byl pfidan vychozi aldehyd 1V a reakéni
smés zhnédla. Reakce probihala v suchém THF za inertnich podminek po dobu 24 hodin.
Vytézek reakce po purifikaci ¢inil 38 %. Struktura derivatu XV byla potvrzena

spektralnimi daty.
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Schéma ¢. 21: Priprava derivatu XV (a: t-BuOK, THF, rt, 24 hod).

7.7 Konjugat XVI

Pii ptipravé derivatu XVI (schéma 22) nejprve reagovala fosfoniova sil Vg s t-BuOK
a po vytvoieni oranzového fosfonium-ylidu byl pfidan vychozi aldehyd IV. Po ukonc¢eni
reakce mél roztok hnédou barvu. Reakce probihala v suchém THF za inertnich podminek
po dobu 24 hodin. Reakci jsem opakovala dvakrat s nejlepsim vytézkem 38 %. Struktura

derivatu XV byla potvrzena spektralnimi daty.

Vg ’ XV

Schéma ¢. 22: Ptiprava derivatu XVI (a: t-BuOK, THF, rt, 24 hod).

7.8  Konjugat XVII

Pii piipravé derivatu XVII (schéma 23) nejprve reagovala fosfoniova sil VK s t-BuOK
a po vytvoreni syté zlutého ylidu byl ptidan vychozi aldehyd 1V a reakce zménila svou
barvu do oranzova. Reakce probihala v suchém THF za inertnich podminek po dobu
24 hodin. Vytézek po purifikaci byl 60 %. Struktura derivatu XVII byla potvrzena
spektralnimi daty. Tento derivat je velmi Spatné rozpustny v CHCI3 a v MeOH, vzorky
pro méteni HRMS a NMR proto byly rozpustény v DMSO.
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Schéma ¢. 23: Ptiprava derivatu XVII (a: t-BuOK, THF, rt, 24 hod).

7.9 Konjugat XVIII

Pti ptipravé derivatu XV (schéma 24) bylo nejprve zapotiebi piipravit fosfoniovou sul
Z komer¢né dostupného hydrobromidu. Ten byl nejprve neutralizovan pomoci K2COs na
pH = 7 (syté Cervené zbarveni), extrahovan, odpafen apoté pouzit pro piipravu
fosfoniové soli obvyklym zplisobem. Piiprava bude podrobnéji popsdna v experimentalni
casti.

Ptipravena fosfoniova sil bézové barvy Vh reagovala s t-BuOK a po vytvoreni
ylidu (¢ervenohnédé zabarveni) byl pridan vychozi aldehyd 1V. V pribéhu reakce méla
reak¢ni smés hnédou barvu. Reakce probihala v suchém THF za inertnich podminek po
dobu 5 dni. Po purifikaci produktu byl vytézek 39 %. Struktura derivatu XVIII byla

potvrzena spektralnimi daty.

/\
—N

Vh “ XVl

Schéma €. 24: Piiprava derivatu XVI1II (a: t-BuOK, THF, rt, 24 hod).

7.10 Konjugat XIX

Pii ptipravé derivatu X1X (schéma 25) nejprve reagovala fosfoniova sil Vc s t-BuOK.
Po vytvofeni ylidu (syté Cervena barva) byl ptidan vychozi aldehyd 1V, intenzita
cerveného zbarveni béhem reakce slabla. Reakce probihala v suchém THF za inertnich
podminek po dobu 24 hodin. Tuto reakci jsem opakovala dvakrat, pokazdé byla

vysledkem smés Z- i E-izomeru. Reakce byla proto zopakovana pfi teploté -30 °C kvuli

41



eliminaci nezadouciho izomeru, pficemz reak¢ni ¢as byl prodlouzen na 48 hodin. V tomto
ptipadé nedoslo ke konverzi vychozi latky v produkt. Pti dalsim pokusu byla reakce
zahtfivana na 70 °C, reak¢ni cas byl 24 hodin. Po nésledném zpracovani, sloupcové
chromatografii ve smési rozpoustédel toluen — diethylether a zméfeni *H NMR spektra
tentyz den bylo zjisténo, Ze se jedna o Cisty E-izomer. Po odstranéni zbytkového toluenu
izomery. Z vysledki vyplyva, Ze Vv ptipadé tohoto derivatu dochazi postupem c¢asu
Kk ustaveni rovnovahy mezi obéma izomery. Tato skute¢nost je podpoiena piitomnosti
nitroskupiny v para poloze na benzenovém jadie, kdy lze nalézt né€kolik rezonan¢nich
variant prokonjugované ¢asti molekuly (schéma 26), u kterych dochazi k posunu dvojné
byla potvrzena spektralnimi daty, z dtivodu ptechodu ¢istého E-izomeru v opaény vSak

nebylo zméfeno *C NMR spektrum.

Ve ’ XIX

Schéma €. 25: Piiprava derivatu XIX (a: t-BuOK, THF, 70 °C, 24 hod).
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Schéma €. 26: Rezonan¢ni struktury derivatu XIX.
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8. Testovani cytotoxickeé aktivity

Méfeni cytotoxické aktivity probghlo metodou MTT testu®, kterému bylo podrobeno

vSech deset finalnich sloucenin. K datu odevzdani této prace byly dostupné vysledky pro
slouceniny X, XI, XI1, X111, X1V, XV, XVI a XIX. Testovani probéhlo na 8 nddorovych

a 2 kontrolnich nenadorovych bunéénych liniich (BJ a MRC-5) a bylo provedeno na

pracovisti doc. MUDr. M. Hajdticha Ph.D. v Laboratofi experimentalni mediciny.

Vysledky jsou zpracovany v tabulce ¢. 1 a okomentovany v zavéru prace. Pokud

jsou u nadorovych bunéénych linii hodnoty ICso > 50 uM/L, pak derivat povazujeme za

neucinny.

Tabulka 1: Vysledky méfeni cytotoxické aktivy ptipravenych slou¢enin

1Cs0 (UML)

Plouteninn R Sy | HeTas H§5T31_36 kse2 | "°02 | As49 | U20s | BJ |MRCS
X 549 | 3339 | 3560 | 4347 | 40,00 | 2018 | 42,33 | 2563 | >50.00 | >50.00

XI 542 | 3314 | 3049 | 3850 | 4531 | 2022 | 4543 | 2580 | >50.00 | >50.00

XIl 485 | 3140 | 3539 | 4098 | 3617 | 2081 | 4056 | 2390 | 4464 | 3827
XIV 645 | 3020 | 3553 | 3951 | 40,04 | 2531 | 41,81 | 2421 | >50.00 | >50.00
XV 653 | 3049 | >5000 | >50.00 | >50.00 | >50.00 | 49,77 | 4031 | >50.00 | >50.00
XV 458 | 3055 | 3463 | 3063 | 41,37 | 2555 | 4000 | 2524 | >50.00 | 44,08
xvill | >50.00 | >50.00 | >50.00 | >50.00 | >50.00 | >50.00 | >50.00 | >50.00 | >50.00 | >50.00
XIX 357 | 2201 | 1857 | 1572 | 1149 | 2341 | 1425 | 1948 | 2428 | 19,15

Smérodatna odchylka cytotoxické aktivity se obvykle pohybuje do 15 %

primérné namétené hodnoty.
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Byla vypracovana literarni reserSe, ktera se zabyva derivaty kyseliny betulinové
modifikovanymi v poloze C-30 a jejich biologickymi aktivitami.

V dostatecném mnozstvi byly pfipraveny vychozi latky Il a IV.

Jako zakladni reak¢ni cinidlo pro Wittigovu reakci bylo navrzeno deset
fosfoniovych soli, z toho devét bylo piipraveno v dostate¢ném mnozstvi potfebném
pro syntézu. Fosfoniova stl Va byla komer¢né dostupna.

Byly optimalizovany podminky Wittigovy reakce na benzylesteru kyseliny
betulinové.

Bylo pfipraveno celkem deset doposud nepopsanych derivati kyseliny betulinové
modifikovanych v poloze C-30 — X, XI, XII, X111, XIV, XV, XVI, XVII, XVIII,
XIX a ¢tyti derivaty benzylesteru kyseliny betulinové VI, VII, VIII a IX na kterych
byla provadéna optimalizace Wittigovy reakce.

Ziskané¢ derivaty kyseliny betulinové byly plné€ charakterizovany spektralnimi daty
(s vyjimkou derivatu XI1X, pro ktery nebylo zméteno *C NMR spektrum z déivodu
konverze na druhy izomer).

Vsechny pfipravené slouceniny byly pfipraveny na in vitro testovani cytotoxické
aktivity na osmi nadorovych a dvou nenadorovych bunéénych liniich. Osm z nich
(X, X1, X1, X1V, XV, XVI, XVIII a XIX) jiz bylo otestovano. Derivat XVIII je
neaktivni na vSech bunéénych liniich (hodnoty ICsp > 50 uM). Ostatni derivaty
naopak vykazuji dobré hodnoty biologickych aktivit (v rozmezi ICso = 3,57—
6,53 uM) na vysoce chemosenzitivni bunéfné linii T-lymfoblastické leukémie
CCRF/CEM. Nejaktivngjsi derivaty XII, XVI, XIX, které¢ na nadorové bunécné linii
CCRF-CEM maji hodnotu ICsp nizsi nez 5 uM, vykazuji pomérné nizkou toxicitu viéi
nenadorovym bunéénym liniim BJ a MRC-5 s terapeutickym indexem okolo 10.
Derivaty X, XI, XIV, XV jsou jen o malo mén¢ aktivni nez pfedchozi skupina, av§ak
jejich toxicita je niz§i nez detek¢éni limit a jsou tak povazovany za Selektivné

cytotoxické vici nadorové linii CCRF-CEM.
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Experimentalni ¢ast

1. Obecny uvod k experimentalni ¢asti

Pribéh reakci a Cistota produkti byla sledovana pomoci TLC na f6liich
Kieslelgel 60 Fzs54. Detekce probihala dvoji kontrolou — nejprve pod UV zafenim pii
vinové délce 254 nm anasledné byla folie vizualizovana postiikem 10 % kyselinou
sirovou a zahtatim horkovzdusnou pistoli na teplotu pfiblizn¢ 200 °C.

Pro vyvijeni TLC f6lii byly pouZity tyto elu¢ni soustavy:

A. Hexan/ EtOAc 3:1
B. CHCI3 / EtOAc 10: 1
C.Toluen/Et,02:1

Odpatovani rozpoustédel bylo provaddéno na rotac¢ni vakuové odparce (RVO)
Biichi Rotavapor R-215. Ptipravené latky byly charakterizovany pomoci spektralnich
metod — NMR, IR HRMS a stanoveni teploty tani. Méteni NMR spekter bylo provadéno
na pfistroji JEOL ECX-500SS s frekvenci 500 Hz (*H NMR) a 126 MHz (}3C NMR) za
laboratorni teploty a za pouziti CDClz nebo DMSO-ds jako rozpoustédla. Chemické
posuny spekter byly referencovany vici signalu rezidualniho CHCIz v CDCls pti 0 = 7,27
ppm (*H NMR) a viiéi signalu CDCls pti 6 = 77,00 ppm (3C NMR). Chemické posuny
(v ppm) a interakéni konstanty (v Hz) byly ur€ovany analyzou prvniho fddu. Hodnoty pro
chemicky posun byly zaokrouhleny na dvé€ desetinna mista, zatimco hodnoty interakénich
konstant na jedno desetinné misto. Vyhodnoceni spekter prob&hlo v programu JEOL
Deltav5.0.2. a MestReNova 6.0.2-5475. IR spektra byla méfena na spektrometru Thermo
Nicolet AVATAR 370 FTIR se stiedni oblasti v 400-4000 cm™ a zpracovana v programu
OMNIC 8.3. Hmotnostni spektra byla méfena na pfistroji Dionex Ultimate 3000, Thermo
Exactive plus, vzorky byly rozpustény v MeOH (kromé konjugatu XVII, ktery byl
rozpustén v DMSO). Teploty tani byly zméteny na bodotavku PHMK 78/1586, hodnoty
nebyly korigovany. Pfipravené derivaty byly podrobeny testovani na cytotoxickou
aktivitu na pracovisti doc. MUDr. M. Hajducha, Ph.D. Testovani probihalo nasledovné:
Pfislu$na slou¢enina byla pfidana ke tkanové kulture bun¢k T-lymfoblastické leukémie

CEM v Sesti riznych koncentracich. Doba inkubace trvala 72 hodin pfi 37 °C v ptfitmnosti
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5% oxidu uhli¢itého a 100 % vlhkosti. Do kazdé jamky byl ptidan MTT-[3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid] a nasledovala inkubace po
dalsi 4 hodiny. Pfidanim dodekansulfonatu sodného nastalo ukonceni inkubace
aprezivajici bunky byly stanoveny spektrofotometricky pii 540 nm. Koncentrace
usmrcujici 50 % nadorovych bunék — ICsp — byla vyhodnocena z kiivek davkové
zavislosti.

Rada reakci byla provedena opakovand, sdrobnymi odchylkami.
V experimentalni ¢asti jsou popsany optimalizované reakéni postupy, pii kterych bylo

dosazeno nejvyssich vytézki.

Obecné postupy zpracovani reakéni smési:

A: Reak¢ni smés byla nalita do Sestinasobku objemu destilované vody a posléze byla
extrahovana do EtOAcC. Spojené organické podily byly promyty destilovanou vodou.
Zbytkova voda byla z organické faze odstranéna pomoci bezvodého MgSOQOas, ktery byl

ze sméesi odfiltrovan. Rozpoustédlo bylo nasledné odpateno na RVO.

B: Reak¢ni smés byla nalita do Sestinasobku objemu 5 % roztoku HCI a posléze byla
extrahovana do CHCl3z. Spojené organické podily byly promyty destilovanou vodou.
Zbytkova voda byla z organické faze odstranéna pomoci bezvodého MgSOQOas, ktery byl

ze smési odfiltrovan; rozpoustédlo bylo nasledné odpateno na RVO.

2. Priprava vychozich latek

2.1 Priprava benzylesteru kyseliny betulinové (I1)

Kyselina betulinova (5,10 g; 10,61 mmol, 95%) byla rozpusténa v 50 ml THF, poté byly
ptidany 3 ekvivalenty KoCOz (4,53 g; 32,83 mmol) a 3 ekvivalenty benzylbromidu
(3,89 ml; 32,71 mmol). Reakce byla zahfivana do druhého dne pti 70 °C. Prubeh rekce
byl kontrolovan pomoci TLC s elu¢ni soustavou A. Zpracovani reakce bylo provedeno
obecnym postupem A, po odpareni byl produkt ptecistén sloupcovou chromatografii na
silikagelu za pouziti mobilni faze hexan / EtOAc 3 : 1. Bylo pfipraveno 5,5 g produktu
(95 %), naméiena spektralni data jsou v souladu s literaturou®®. *H NMR (500 MHz,
CDCl3) 8: 7.39-7.29 (m, 5H), 5.14 (d, 1H, J = 12.3 Hz), 5.09 (d, 1H, J = 12.3 Hz), 4.72
(s, 1H), 4.59 (s, 1H), 3.17 (dd, 1H, J1 = 11.4 Hz, J, = 4.8 Hz), 3.02 (td, 1H, J1 = 10.9 Hz,
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J2 = 4.7 Hz), 2.31-2.24 (m, 1H), 2.18 (td, 1H, J1 = 12.7 Hz, J> = 3.6 Hz), 1.67 (s, 3H),
0.95 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.80 (s, 3H), 0.76 (s, 3H), 0.75 (s, 3H), 0.68-0.63 (m, 1H, J =
9.1 Hz) ppm.

2.2 Priprava benzylesteru kyseliny 30-oxobetulinové (111)

5,5 g benzylesteru kyseliny betulinové (10,06 mmol) bylo rozpusténo ve 100 ml 2-
methoxyethanolu a poté bylo pfidano 2,5 ekvivalentu SeO; (2,81 g; 25,32 mmol). Za
stalého michani reakéni smési pifi 140 °C reakce probihala 24 hodin. Pribéh byl
kontrolovan pomoci TLC s elucni soustavou A. Po ukonceni reakce byla erné zbarvena
smés za horka zfiltrovana (oddéleni vysrazeného selenu) do 800 ml ledové destilované
vody. Vysrazeny produkt byl odsat na Biichnerové nalevce a poté byl volné vysusen na
vzduchu. Purifikace pomoci sloupcové chromatografie byla provedena dvakrat za pouziti
mobilni faze hexan / EtOAc 3 : 1. Vytézek reakce byl 1,43 g produktu (27 %), naméfena
spektralni data jsou v souladu s literaturou®®. 'H NMR (400 MHz, CDCls3) 8: 9.51 (s, 1H),
7.44-7.28 (m, 5H), 6.25 (s, 1H), 5.88 (s, 1H), 5.15 (d, 1H, J = 12.3 Hz), 5.10 (d, 1H, J =
12.3 Hz), 3.40-3.29 (m, 1H), 3.16 (dd, 1H, J; = 11.1 Hz, J> = 4.9 Hz,), 2.35-2.26 (m,
1H), 2.15 (td, 1H, J1 = 12.4 Hz, J, = 3.4 Hz,), 0.94 (s, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.78 (s, 3H), 0.74
(s, 3H), 0.72 (s, 3H), 0.66-0.61 (m, 1H) ppm.

2.3 Priprava kyseliny 30-oxobetulinové (V)

5,02 g kyseliny betulinové (10,40 mmol; 0,95 %) bylo rozpusténo ve 100 ml 2-
methoxyethanolu a poté bylo piidano 2,5 ekvivalentu SeO- (2,91 g; 26,23 mmol). Za
stalého michani reakéni smési pfi 140 °C reakce probihala 24 hodin. Priibéh rekce byl
kontrolovan pomoci TLC s elu¢ni soustavou A a byl doprovazen zménou zbarveni ze
Zluté na Cernou. Reakéni smési byla za horka zfiltrovana do 800 ml ledové destilované
vody, vysrazeny produkt byl odsat na Biichnerové nalevce a volné vysusen na vzduchu.
Vytézek reakce byl 97 % (4,78 g), surovy produkt nebyl dale ¢istén. 'H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6: 9.48 (s, 1H), 6.25 (s, 1H), 5.88 (s, 1H), 3.34-3.25 (m, 1H), 3.17-3.10 (m, 1H),
2.27-2.22 (m, 1H), 2.22-2.16 (m, 1H), 0.92 (s, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.89 (s, 3H), 0.77 (s,
3H), 0.71 (s, 3H), 0.66-0.61 (m, 1H) ppm.
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3. Priprava fosfoniovych soli

Obecny postup pripravy fosfoniovych soli:

Navazené mnozstvi trifenylfosfinu bylo rozpusténo v rozpoustédle a poté byl do reakéni
smési pridan prislusSny bromid. Reakce byla umisténa na vyhtatou olejovou lazen pod
zpétny chladi€ po dobu 24 hodin. Po ukonceni reakce byla reakéni smés zfiltrovana pres
fritu, produkt byl promyt malym mnozstvim Et20O a vysuSen. Pfipravend fosfoniova stl

byla uchovéna v lahvi¢kéach pod inertni dusikovou atmosférou.

3.1 Fosfoniova sul Vb

Reakce byla provedena obecnym postupem popsanym vyse. Trifenylfosfin (2,01 g;
7,57 mmol; 98 %) byl rozpustén v 35 ml CH3CN, poté byl do smési napipetovan
benzylbromid (0,916 ml; 7,55 mmol; 99 %) a reakce probihala v olejové lazni vyhtaté na
95 °C. Reakce poskytla 3,20 g bilé krystalické latky (98 %).

3.2 Fosfoniova sul VVc

Reakce byla provedena obecnym postupem popsanym vyse. Trifenylfosfin (3,14 g;
11,85 mmol; 99 %) byl rozpustén ve 40 ml toluenu, poté byl do smési ptidan 4-
nitrobenzylbromid (2,16 g; 9,90 mmol; 99 %) a reakce probihala v olejové lazni vyhiaté
na 70 °C. Reakce poskytla 4,50 g bilé krystalické latky (95 %).

3.3 Fosfoniova sul VVd

Reakce byla provedena obecnym postupem popsanym vyse. Trifenylfosfin (2,07 g;
7,81 mmol; 99 %) byl rozpustén v 35 ml toluenu, poté byl do smési ptidan 4-
methylbenzylbromid (1,44 g; 7,55 mmol; 97 %) a reakce probihala v olejové lazni
vyhtaté na 110 °C. Reakce poskytla 3,06 g bilé krystalické latky (90 %).

3.4 Fosfoniova sul Ve

Reakce byla provedena obecnym postupem popsanym vyse. Trifenylfosfin (0,97 g;
3,66 mmol; 99 %) byl rozpustén v 6 ml toluenu, poté byl do smési ptidan 4-
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chlorbenzylbromid (0,5 g; 2,36 mmol; 97 %) a reakce probihala v olejové lazni vyhraté
na 110 °C. Reakce poskytla 0,98 g svétle hnédé krystalické latky (95 %).

3.5 Fosfoniova sul Vf

Reakce byla provedena obecnym postupem popsanym vyse. Trifenylfosfin (2,97 g;
11,21 mmol; 99 %) byl rozpustén v 40 ml toluenu, poté byl do smési napipetovan 3-
chlorbenzylbromid (1,5 ml; 11,08 mmol; 97 %) a reakce probihala v olejové 1azni vyhtaté
na 70 °C. Reakce poskytla 4,91 g bilé krystalické latky (95 %).

3.6 Fosfoniova sul Vg

Reakce byla provedena obecnym postupem popsanym vySe. Trifenylfosfin (1,86 g;
7,02 mmol; 99 %) byl rozpustén v 35 ml toluenu, poté byl do smési napipetovan 3-
methoxybenzylbromid (1 ml; 7,01 mmol; 98 %) a reakce probihala v olejové lazni
vyhtaté na 70 °C. Reakce poskytla 2,83 g bilé krystalické latky (87 %).

3.7 Fosfoniova sul Vh

1 g 2-(bromomethyl)pyridin hydrobromidu (5,70 mmol; 98 %) byl rozsuspendovan
v 10 ml DCM. Nasledné byl do této smési pomalu piikapavan roztok 0,56 g K2COs3
(4,05 mmol) v 10 ml H20. Neutraliza¢ni reakce probihala za michani v ledové lazni po
dobu 1,5 hodiny za vzniku syté ¢ervené smési (pH = 7). Po ukonceni reakce byla reakéni
smés extrahovana do DCM, spojené organické faze byly vysuSeny pomoci MgSOg,
zfiltrovany, a rozpoustédlo bylo odpaieno na RVO pii 20 °C.

Fosfoniova sul Vh byla dale pfipravena obecnym postupem popsanym vyse.
Zneutralizovany bromid byl rozpustén ve 20 ml toluenu. Poté byl do reakéni smési pridan
trifenylfosfin (0,93 g; mmol; 3,51 mmol; 99 %) a reakce probihala v olejové 1azni vyhiaté
na 110 °C. Reakce poskytla 1,49 g svétle hnédé krystalické latky (92 %).

3.8 Fosfoniova sul Vi

Reakce byla provedena obecnym postupem popsanym vySe. Trifenylfosfin (1,04 g;

3,93 mmol; 99 %) byl rozpustén ve 40 ml toluenu, poté byl do smési napipetovan 4-

49



fluorobenzylbromid (0,5 ml; 3,95 mmol; 97 %) a reakce probihala v olejové 1azni vyhiaté
na 100 °C. Reakce poskytla 1,67 g bilé krystalické latky (94 %).

3.9 Fosfoniova siil V]

Reakce byla provedena obecnym postupem popsanym vyse. Trifenylfosfin (1,50 g;
5,66 mmol; 99 %) byl rozpustén ve 20 ml toluenu, poté byl do smési piidan 4-
bromobenzylbromid (1,44 ml; 5,65 mmol; 98 %) a reakce probihala v olejové lazni
vyhiaté na 80 °C. Reakce poskytla 2,80 g bilé krystalické latky (97 %).

4. Priprava derivatii odvozenych od benzylesteru kyseliny

betulinové

4.1 Konjugat VI

K roztoku 3 ekvivalenti fosfoniové soli Va (213,4 mg; 0,59 mmol; 0,98 %) v5 ml
toluenu bylo ptidano 3,5 ekvivalentu t-BuOK (71,4 mg; 0,62 mmol, 0,98 %). Po uzavieni
bailkky septem byl zreakce odsat vzduch a zaveden dusik. Pomoci sonifikace
Vv ultrazvukové lazni doSlo po 15 minutach ke vzniku fosfonium-ylidu (Zluté zabarveni
smési, gelovita konzistence). Poté byl do reakéni smési ptidan aldehyd 111 (100,7 mg;
0,18 mmol) a po 24 hodinach za michani v olejové lazni zahtaté na 60 °C byla smés
zpracovana postupem A. SloZeni reakéni smési bylo monitorovano pomoci TLC za
pouziti eluéni soustavy B. Produkt byl po odpateni na RVO purifikovan sloupcovou
chromatografii za pouziti mobilni faze CHCIl3/ EtOAc 10 : 1. Po purifikaci bylo ziskano
90 mg (76 %) bilych krystalti konjugatu V1: t.t. 180-184 °C; *H NMR (500 MHz, CDCls)
o: 7.41-7.29 (m, 5H), 6.33 (dd, 1H, J1 = 17.5 Hz, J, = 10.9 Hz,), 5.29 (d, 1H, J =175
Hz), 5.17 (d, 1H, J = 12.3 Hz), 5.09 (d, 1H, J = 12.3 Hz), 5.03 (d, 1H, J = 10.9 Hz), 4.95
(s, 2H), 3.22-3.11 (m, 2H), 2.37-2.28 (m, 1H), 2.18-2.10 (m, 1H), 1.90 (dd, 1H, J = 12.6,
J2=7.8Hz), 1.80 (t, 1H, J = 11.4 Hz,), 0.96 (s, 6H), 0.79 (s, 3H), 0.76 (s, 3H), 0.75 (s,
3H), 0.68-0.63 (m, 1H) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCls) &: 175.96, 153.05, 139.32,
136.54, 128.65, 128.40, 128.23, 113.56, 112.21, 79.09, 65.93, 56.70, 55.46, 50.77, 50.67,
42.46, 40.78, 39.78, 38.98, 38.83, 38.41, 37.29, 36.94, 34.46, 32.95, 32.24, 29.78, 28.11,
27.52,26.97,21.15,18.41, 16.26, 15.99, 15.49, 14.85 ppm; IR (DRIFT) vmax: 3120-3595,
2938, 2868, 1691, 1596, 1464 cm™.
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4.2 Konjugat VII

K roztoku 3 ekvivalentu fosfoniové soli Vb (235 mg; 0,54 mmol) v 2 ml toluenu byly
ptidany 3 ekvivalenty t-BuOK (63 mg; 0,55 mmol, 98 %). Po uzavieni banky septem byl
z reakce odsat vzduch a zaveden dusik. Po 15 minutach sonifikace reak¢éni smési doslo
ke vzniku fosfonium-ylidu (Gervené zabarveni smési, gelovita konzistence). Poté byl do
reakce ptidan aldehyd 111 (100,9 mg; 0,18 mmol) a reakce probihala 24 hodin v olejové
lazni zahtaté na 60 °C. Slozeni reak¢éni smési bylo monitorovano pomoci TLC za pouziti
elucni soustavy A. Po odpafeni vznikla Zlutd krystalicka latka, kterd byla purifikovana
sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni faze Hexan / EtOAc 5 : 1. Po purifikaci
bylo ziskano 100 mg (89 %) bilych krystali konjugatu VI, jednalo se o smés izomerQ
EiZ 'H NMR (500 MHz, CDCls) 6: 7.44-7.30 (m, 10H), 6.80 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-
31 E-isomer), 6.66 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-30 E-isomer), 6.46 (d, J = 12.6 Hz, H-31 Z-
isomer), 6.02 (d, J = 12.6 Hz, H-30 Z-isomer), 5.24 (d, 1H, J=12.2 Hz), 5.13 (d, 1H, J =
11.4 Hz), 5.09 (d, 2H, J = 20.3 Hz), 3.32 (td, 1H, J1: = 11.1 Hz, J» = 4.6 Hz), 3.20-3.15
(m, 1H), 2.41-2.35 (m, 1H), 0.99 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.80 (s, 6H), 0.76 (s, 3H), 0.70-
0.64 (m, 1H) ppm.

4.3 Konjugat VIII

K roztoku 2 ekvivalentii fosfoniové soli V¢ (170,6 mg; 0,36 mmol) v 2 ml THF byly
ptidany 2 ekvivalenty t-BuOK (41 mg; 0,36 mmol, 98 %). Po uzavteni barnky septem byl
z reakce byl odsat vzduch a zaveden dusik. Po 15 minutach sonifikace reakéni smési doslo
ke vzniku fosfonium-ylidu. Reakce byla doprovdzena zménou zabarveni homogenni
smési z oranzové na syté ¢ervenou. Poté byl pfidan aldehyd 11 (101 mg; 0,18 mmol)
a reakce probihala 24 hodin v olejové lazni zahiaté na 60 °C. SloZeni reakéni smési bylo
monitorovano pomoci TLC za pouziti eluéni soustavy A. Po odpateni vznikla zluta
krystalicka latka, ktera byla purifikovdna sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni
faze hexan/EtOAc 3: 1. Po purifikaci bylo ziskano 41 mg (34 %) bilych krystalt
konjugatu VII, jednalo se o smés izomert E i Z. *H NMR (500 MHz, CDCls) §: 8.14—
8.08 (m, 2H), 7.64-7.59 (m, 2H), 7.40-7.31 (m, 5H), 6.92 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-31 E-
isomer), 6.65 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-30 E-isomer), 6.47 (d, J = 12.6 Hz, H-31 Z-isomer),
6.21 (d, J = 12.6 Hz, H-30 Z-isomer), 5.22 (d, 1H, J = 12.0 Hz), 5.10 (d, 1H, J = 12.0
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Hz), 5.05 (s, 1H), 4.96 (s, 1H), 3.29 (td, 1H, J1 = 11.1 Hz, J; = 4.6 Hz), 3.20-3.14 (m,
1H), 0.95 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.78 (s, 3H), 0.75 (s, 6H), 0.67-0.63 (M, 1H) ppm.

4.4 Konjugat IX

K roztoku 3 ekvivalenti fosfoniové soli Vd (239,5 mg; 0,54 mmol) v 2 ml toluenu byly
ptidany 4 ekvivalenty t-BuOK (83,8 mg; 0,73 mmol; 98 %). Po uzavieni banky septem
byl z reakce byl odsat vzduch a zaveden dusik. Po 15 minutach sonifikace reak¢ni smési
doslo ke wvzniku fosfonium-ylidu. Reakce byla doprovdzena zménou zabarveni
homogenni smési z oranzové na Cervenou. Poté byl pfidan aldehyd 111 (99,9 mg;
0,18 mmol) a reakce probihala 24 hodin pii pokojové teploté. Slozeni reakéni smési bylo
monitorovano pomoci TLC za pouziti elu¢ni soustavy A. Po odpatfeni na RVO vznikla
krystalicka latka, kterd byla purifikovéna sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni
faze hexan / EtOAc 3: 1. Po purifikaci bylo ziskano 77 mg (65 %) bilych krystalt
konjugatu VII, jednalo se o smé&s izomert E i Z. *H NMR (500 MHz, CDCl3) &: 7.43—
7.29 (m, 7H), 7.16-7.11 (m, 2H), 6.74 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-31 E-isomer), 6.61 (d, 1H,
J=16.2 Hz, H-30 E-isomer), 6.40 (d, J = 12.6 Hz, H-31 Z-isomer), 5.95 (d, J = 12.6 Hz,
H-30 Z-isomer), 5.22 (d, 1H, J = 12.2 Hz), 5.12 (d, 1H, J = 12.2 Hz), 5.06 (s, 1H), 5.02
(s, 1H), 3.28 (td, 1H, J1 = 11.1 Hz, J> = 4.6 Hz), 3.19-3.14 (m, 1H), 2.34 (s, 3H), 1.94
(dd, 1H, J1 =12.6 Hz, J> = 7.8 Hz), 1.91-1.83 (m, 1H), 0.97 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.79 (s,
3H), 0.78 (s, 3H), 0.75 (s, 3H), 0.68-0.63 (m, 1H) ppm.

5. Priprava findlnich produkta odvozenych od kyseliny

betulinové

Obecny postup pripravy:

Vyzihana Slenkovka byla pfipojena na vakuovou linku a po zchladnuti a dostatecném
vysuseni byla do vytvoiené argonové atmosféry vsypana navazena fosfoniova sul spolu
st-BuOK. Nasledné¢ byl ptes septum pomoci stiikacky ptidan suchy THF. Po
patnactiminutové sonifikaci doSlo ke konverzi fosfoniové soli na fosfonium-ylid, ktera
byla doprovazena zménou barvy. Ke vzniklému fosfonium-ylidu byl pfidan aldehyd 1V

a reakce probihala za michani po dobu 24 hodin. SloZeni reak¢éni smési bylo sledovano
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pomoci TLC za pouziti mobilni faze C, po ukonéeni byla reakce zpracovana obecnym

postupem B. Produkt byl nasledné purifikovana sloupcovou chromatografii na silikagelu.

5.1 Konjugat X

Podle obecného postupu byl reakei 4 ekvivalentd fosfoniové soli Vf (598 mg; 1,28 mmol)
s 5 ekvivalenty t-BuOK (184 mg; 1,61 mmol, 98 %) ve 3 ml suchého THF pfipraven syté
oranzovy fosfonium-ylid. Poté byl do reakce piidan vychozi aldehyd IV (150 mg;
0,32 mmol) a reakce byla michana 24 hodin pii laboratorni teploté. Purifikace probihala
sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni faze toluen / Et2O 2 : 1. Bylo ziskano
111 mg (60 %) bilych krystalti konjugatu X: t.t. 181-184 °C; 'H NMR (500 MHz,
CDCl3) 8: 7.44-7.42 (m, 1H, H —arom. ring), 7.32-7.28 (m, 1H, H — arom. ring), 7.26—
7.21 (m, 1H, H —arom. ring), 7.20-7.17 (m, 1H, H — arom. ring), 6.79 (d, 1H, J = 16.2
Hz, H-31), 6.62 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-30), 5.12 (d, 2H, J = 14.9 Hz, 2 x H-29), 3.25 (td,
1H, J1 = 11.1 Hz, J> = 4.8 Hz, H-19pB), 3.19 (dd, 1H, J1 = 11.4 Hz, J> = 4.7 Hz, H-30),
2.29-2.22 (m, 1H), 2.22-2.15 (m, 1H), 2.02 (dd, 1H, J; = 12.8 Hz, J> = 7.7 Hz), 1.90 (t,
1H,J=11.3 Hz,), 1.01, 0.96, 0.95, 0.80, 0.74 (15H, all s, 5 x CH3), 0.70-0.66 (m, 1H)
ppm; 13C NMR (126 MHz, CDDIs) §: 181.80, 152.42, 139.64, 134.70, 133.19, 129.90,
127.37,126.75, 126.50, 124.85, 113.80, 79.20, 56.57, 55.49, 50.94, 50.64, 42.54, 40.87,
40.06, 39.01, 38.85, 38.67, 37.36, 37.04, 34.51, 33.25, 32.33, 29.97, 29.84, 28.14, 27.48,
27.20, 21.17, 18.42, 16.26, 15.49, 14.92 ppm; HRMS: ESI-TOF m/z vypoéteno pro
C37H5203Cl [M+H]* 579,3599, nalezeno 579,3605; IR (DRIFT) vmax: 2380-3610, 2939,
2869, 1689, 1594, 1451 cm™.

5.2 Konjugat XI

Podle obecného postupu byl reakci 4 ekvivalentl fosfoniové soli Ve (539 mg; 1,27 mmol)
s 4,5 ekvivalenty t-BuOK (166 mg; 1,45 mmol; 98 %) v 3 ml suchého THF pfipraven
oranzovy fosfonium-ylid. Poté byl do reakce ptidan vychozi aldehyd IV (150 mg;
0,32 mmol) a reakce byla michana 24 hodin pfi laboratorni teploté. Purifikace probihala
sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni faze toluen / EtO 5: 2. Bylo ziskano
80,6 mg (44 %) bilych krystala konjugatu XI: t.t. 173-176 °C; *H NMR (500 MHz,
CDCls) 6: 7.39-7.34 (m, 2H, 2 x H—arom. ring), 7.30-7.26 (m, 2H, 2 x H —arom. ring),
6.76 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-31), 6.63 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-30), 5.10 (d, 2H, J = 15.4
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Hz, 2 x H-29), 3.25 (td, 1H, J1 = 11.1 Hz, J, = 4.7 Hz, H-19p), 3.19 (dd, 1H, J; = 11.4
Hz, J, = 4.7 Hz, H-3a), 2.29-2.22 (m, 1H), 2.18 (td, 1H, J1 = 12.5 Hz, J; = 3.6 Hz), 2.02
(dd, 1H, J; = 12.8 Hz, Jo = 7.8 Hz), 1.90 (t, 1H, J = 11.3 Hz), 1.01, 0.96, 0.94, 0.80, 0.74
(15H, all s, 5 x CHs), 0.70-0.66 (m, 1H) ppm; 3C NMR (126 MHz, CDCls) §: 181.85,
152.42, 136.15, 132.98, 132.34, 128.80, 127.73, 126.79, 113.24, 79.10, 56.50, 55.41,
50.81, 50.56, 42.47, 40.80, 39.98, 38.93, 38.77, 38.62, 37.28, 36.96, 34.44, 33.22, 32.28,
29.90, 29.77, 28.07, 27.42, 27.14, 21.11, 18.34, 16.19, 15.40, 14.84 ppm; HRMS: ESI-
TOF m/z vypoéteno pro CasHs20sCl [M+H]* 579,3599, nalezeno 579,3602; IR (DRIFT)
vmax: 2380-3610, 2939, 2868, 1691, 1593, 1490 cm™.

5.3 Konjugat XI|

Podle obecného postupu byl reakci 4 ekvivalentt fosfoniové soli Vi (580 mg; 1,29 mmol)
s 5 ekvivalenty t-BuOK (183 mg; 1,60 mmol; 98 %) v 3 ml suchého THF pfipraven
oranzovy fosfonium-ylid. Poté byl do reakce pfidan vychozi aldehyd IV (150 mg;
0,32 mmol) a reakce byla michana 24 hodin pfi laboratorni teploté. Purifikace probihala
sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni faze toluen / Et2O 2 : 1. Bylo ziskano
68,7 mg (38 %) prthlednych krystali konjugatu XII: t.t. 149-153 °C; 'H NMR (500
MHz, CDCls) 6: 7.43-7.37 (m, 2H, 2 x H —arom. ring), 7.03-6.97 (m, 2H, 2 x H —arom.
ring), 6.71 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-31), 6.64 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-30), 5.08 (d, 2H, J =
18.4 Hz, 2 x H-29), 3.26 (td, 1H, J1 = 11.1 Hz, J> = 4.7 Hz, H-19p), 3.19 (dd, 1H, J1 =
11.4 Hz, J; = 4.7 Hz, H-3a), 2.39-2.32 (m, 1H), 2.29-2.23 (m, 1H), 2.19 (td, 1H, J1 =
12.4 Hz, J, = 3.3 Hz), 2.02 (dd, 1H, J; = 12.8 Hz, Jo = 7.8 Hz), 1.90 (t, 1H, J = 11.4 H2),
1.01,0.96,0.95,0.81,0.74 (15 H, all s, 5 x CH3), 0.70-0.66 (m, 1H) ppm; 3*C NMR (126
MHz, CDCls) 6: 181.78, 152.56, 133.89, 133.87, 131.57, 128.12, 128.06, 126.95, 115.73,
115.55, 112.78, 79.19, 56.58, 55.50, 50.85, 50.65, 42.55, 40.88, 40.13, 39.01, 38.85,
38.69, 37.37, 37.05, 34.52, 33.27, 32.36, 29.99, 29.80, 28.15, 27.50, 27.19, 21.19, 18.42,
16.27, 15.49, 14.93 ppm; HRMS: ESI-TOF m/z vypoéteno pro Cz7Hs2O3F [M+H]*
563,3895, nalezeno 563,3899; IR (DRIFT) vmax: 2450-3620, 2939, 2869, 1693, 1600,
1508 cm™,
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5.4 Konjugat X111

Podle obecného postupu byl reakci 4 ekvivalentt fosfoniové soli Vj (653 mg; 1,27 mmol)
s 4,5 ekvivalenty t-BuOK (163 mg; 1,42 mmol; 98 %) v 3 ml suchého THF pfipraven
syté oranzovy fosfonium-ylid. Poté byl do reakce piidan vychozi aldehyd 1V (150 mg;
0,32 mmol) a reakce byla michana 24 hodin pii laboratorni teploté. Purifikace probihala
sloupcovou chromatografii nejprve za pouziti mobilni faze toluen / EtO 2 :1 a poté
smobilni fazi toluen / EtO 4:1. Bylo ziskdno 68,7 mg (38 %) bilych krystalt
konjugatu XI11: t.t. 188-191 °C; 'H NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.45-7.41 (m, 2H, 2 x
H —arom. ring), 7.32-7.28 (m, 2H, 2 x H —arom. ring), 6.77 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-31),
6.61 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-30), 5.11 (d, 2H, J = 14.7 Hz, 2 x H-29), 3.25 (id, 1H, J1 =
11.1 Hz, J2 = 4.7 Hz, H-19p), 3.19 (dd, 1H, J1 = 11.4 Hz, J> = 4.7 Hz, H-30), 2.29-2.22
(m, 1H), 2.18 (td, 1H, J. = 12.5 Hz, J, = 3.6 Hz), 2.01 (dd, 1H, J1. = 12.7 Hz, J, = 7.8 Hz),
1.90 (t, 1H, J=11.3 Hz), 1.01, 0.96, 0.94, 0.80, 0.74 (15H, all s, 5 x CHz), 0.70-0.65 (m,
1H) ppm; 13C NMR (126 MHz, CDCls) &: 181.82, 152.49, 136.67, 132.53, 131.82,
128.13, 126.91, 121.19, 113.42, 79.17, 56.57, 55.49, 50.90, 50.64, 42.55, 40.88, 40.03,
39.01, 38.85, 38.70, 37.36, 37.03, 34.51, 33.30, 32.35, 29.97, 29.85, 28.15, 27.50, 27.23,
21.18, 18.42, 16.27, 15.48, 14.92 ppm; HRMS: ESI-TOF m/z vypoéteno pro Ca7Hs;OsBr
[M+H]* 623,3094, nalezeno 623,3098; IR (DRIFT) vmax: 2380-3615, 2938, 2868, 1686,
1589, 1486 cm™™.

55 Konjugat XIV

Podle obecného postupu byl reakci 4 ekvivalenti fosfoniové soli Vi (552 mg, 1,27 mmol)
s 4,5 ekvivalenty t-BuOK (161 mg; 1,41 mmol; 98 %) v 3 ml suchého THF ptipraven
oranzovy fosfonium-ylid. Poté byl do reakce ptidan vychozi aldehyd IV (150 mg;
0,32 mmol) a reakce byla michana 24 hodin pfi laboratorni teploté. Purifikace probihala
sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni faze CHCl3/ EtOAc 8 : 1. Bylo ziskano
60,5 mg (35 %) bilych krystalii konjugatu XIV: t.t. 168-174 °C; 'H NMR (500 MHz,
CDCl3) 8: 7.47-7.42 (m, 2H, H — arom. ring), 7.34-7.29 (m, 2H, H — arom. ring), 7.24—
7.19 (m, 1H, H —arom. ring), 6.80 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-31), 6.69 (d, 1H, J = 16.2 Hz,
H-30), 5.09 (d, 2H, J = 23.6 Hz, 2 x H-29), 3.28 (td, 1H, J1 = 11.1 Hz, J> = 4.7 Hz, H-
19B), 3.19 (dd, 1H, J1 = 11.4 Hz, J> = 4.7 Hz, H-3a), 2.39-2.32 (m, 1H), 2.31-2.24 (m,
1H), 2.24-2.17 (m, 1H), 1.91 (t, 1H, J = 11.4 Hz), 1.01, 0.96, 0.95, 0.81, 0.74 (15H, all
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s, 5 x CHs), 0.70-0.66 (m, 1H) ppm; 3C NMR (126 MHz, CDCls) &: 181.83, 152.70,
137.71, 131.68, 128.73, 128.19, 127.50, 126.65, 112.75, 79.20, 56.59, 55.49, 50.85,
50.66, 42.55, 40.88, 40.27, 39.00, 38.84, 38.67, 37.36, 37.08, 34.52, 33.23, 32.36, 29.98,
29.84,28.14, 27.49, 27.14, 21.18, 18.43, 16.26, 15.50, 14.93 ppm; HRMS: ESI-TOF m/z
vypocéteno pro Ca7Hs303 [M+H]" 545,3989, nalezeno 545,3988; IR (DRIFT) vmax: 2450
3610, 2939, 2869, 1692, 1601, 1450 cm™.

5.6 Konjugat XV

Podle obecného postupu byl reakci 4 ekvivalentd fosfoniové soli Vd (571 mg;
1,28 mmol) s 5 ekvivalenty t-BuOK (182 mg; 1,59 mmol; 98 %) v 3 ml suchého THF
pfipraven cerveny fosfonium-ylid. Poté byl do reakce ptfiddn vychozi aldehyd IV
(152 mg; 0,32 mmol) a reakce byla michana 24 hodin pfi laboratorni teploté. Purifikace
probihala sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni faze toluen / Et2O 2 : 1. Bylo
ziskano 67,1 mg (38 %) bilych krystali konjugatu XV: t.t. 169-174 °C; *H NMR (500
MHz, CDCls) 6: 7.36-7.32 (m, 2H, 2 x H—arom. ring), 7.14-7.10 (m, 2H, 2 x H — arom.
ring), 6.75 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-31), 6.66 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-30), 5.06 (d, 2H, J =
25.5 Hz, 2 x H-29), 3.27 (td, 1H, J1 = 11.2 Hz, J> = 4.7 Hz, H-19p), 3.19 (dd, 1H, J1 =
11.4 Hz, J» = 4.7 Hz, H-3a), 2.34 (s, 3H, -CH3 on arom. ring), 2.29-2.23 (m, 1H), 2.22—
2.16 (m, 1H), 2.01 (dd, 1H, J1 = 12.7 Hz, J> = 7.8 Hz), 1.90 (t, 1H, J = 11.4 Hz,), 1.01,
0.96,0.95, 0.80, 0.74 (15H, all s, 5 x CH3), 0.70-0.66 (m, 1H) ppm; 3C NMR (126 MHz,
CDCl3) 6: 182.02,152.82,137.33, 134.92, 130.72, 129.45, 128.11, 126.56, 112.20, 79.20,
56.60, 55.50, 50.85, 50.66, 42.55, 40.88, 40.27, 39.01, 38.85, 38.70, 37.36, 37.09, 34.52,
33.27, 32.38, 29.99, 29.85, 28.15, 27.50, 27.11, 21.35, 21.19, 18.43, 16.27, 15.49, 14.93
ppm; HRMS: ESI-TOF m/z vypo&teno pro CsgHss03 [M+H]" 559,4146, nalezeno
559,4146; IR (DRIFT) vmax: 2490-3620, 2939, 2868, 1691, 1605, 1450 cm™,

5.7 Konjugat XVI

Podle obecného postupu byl reakci 4 ekvivalenti fosfoniové soli Vg (592 mg;
1,28 mmol) s 5 ekvivalenty t-BuOK (183 mg; 1,60 mmol; 98 %) v 3 ml suchého THF
pfipraven oranzovy fosfonium-ylid. Poté byl do reakce piidan vychozi aldehyd IV
(150 mg; 0,32 mmol) a reakce byla michana 24 hodin pfi laboratorni teploté. Purifikace

probihala sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni faze toluen / Et2O 2 : 1. Bylo
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ziskano 70,5 mg (38 %) bilych krystalt konjugatu XVI: t.t. 147-150 °C; 'H NMR (500
MHz, CDClgz) 6: 7.23 (t, 1H, J = 7.9 Hz, H — arom. ring), 7.06-7.02 (m, 1H, H — arom.
ring), 7.00-6.97 (m, 1H, H —arom. ring), 6.80-6.77 (m, 1H, H —arom. ring), 6.78 (d, 1H,
J=16.2 Hz, H-31), 6.66 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-30), 5.09 (d, 2H, J =22.7 Hz, 2 x H-29),
3.83 (s, 3H, methoxy -CHs), 3.27 (td, 1H, J1 = 11.1 Hz, J, = 4.7 Hz, H-19B), 3.19 (dd,
1H, J1 = 11.4 Hz, J> = 4.7 Hz, H-3a), 2.38-2.32 (m, 1H), 2.30-2.23 (m, 1H), 2.23-2.16
(m, 1H), 2.02 (dd, 1H, J1 = 12.8 Hz, J» = 7.7 Hz,), 1.91 (t, 1H, J = 11.4 Hz), 1.01, 0.96,
0.95, 0.80, 0.74 (15 H, all s, 5 x CH3), 0.70-0.65 (m, 1H) ppm; 3C NMR (126 MHz,
CDClz) 6: 182.01, 159.99, 152.66, 139.19, 132.02, 129.66, 128.09, 119.41, 113.32,
112.91, 111.82, 79.20, 56.59, 55.49, 55.39, 50.87, 50.65, 42.55, 40.87, 40.21, 39.00,
38.84, 38.69, 37.35, 37.07, 34.51, 33.25, 32.37, 29.99, 29.84, 28.14, 27.48, 27.14, 21.18,
18.41, 16.26, 15.48, 14.92 ppm; HRMS: ESI-TOF m/z vypocteno pro C3gHssOs [M+H]*
575,4095, nalezeno 575,4090; IR (DRIFT) vmax: 2450-3650, 2939, 2868, 1686, 1599,
1452 cm™.

5.8 Konjugat XVII

Podle obecného postupu byl reakci 4 ekvivalentt fosfoniové soli Va (620 mg; 1,70 mmol,
0,98 %) s 4,5 ekvivalenty t-BuOK (220 mg; 1,92 mmol; 98 %) v 3 ml suchého THF
pfipraven syté¢ Zluty fosfonium-ylid. Poté byl do reakce pfidan vychozi aldehyd IV
(200 mg; 0,42 mmol) a reakce byla michana 24 hodin pfi laboratorni teploté. Purifikace
pomoci sloupcové chromatografie byla provedena dvakrat za pouziti stejné mobilni faze
toluen / Et20 4 : 1. Bylo ziskano 119 mg (60 %) bilych krystalt konjugatu XVI11: t.t. 228—
230 °C; 'H NMR (500 MHz, DMSO-de) &: 12.06 (s, 1H, -COOH), 6.35 (dd, 1H, J; =
17.5 Hz, J, = 11.0 Hz, H-30), 5.25 (d, 1H, J = 17.5 Hz, H-31), 5.06 (d, 1H, J = 10.9 Hz,
H-31), 4.99 (d, 2H, J=11.1 Hz, 2 x H-29), 4.24 (d, 1H, J = 5.2 Hz, -OH), 3.07 (td, 1H,
J1=11.1Hz,J2 = 4.7 Hz, H-19B), 3.01-2.92 (m, 1H, H-3a), 2.02-1.95 (m, 1H), 1.80 (dd,
1H,J1=12.3Hz,J>, =79 Hz),1.74 (t, 1H, J=11.3 Hz), 0.94, 0.87, 0.86, 0.75, 0.65 (15H,
all s, 5 x CHs) ppm; 1*C NMR (126 MHz, DMSO-dg) 6: 177.16, 152.43, 139.20, 113.27,
112.45,76.74, 55.40, 54.85, 49.90, 49.75, 41.92, 40.23, 40.11, 38.46, 38.23, 37.62, 36.609,
36.09, 33.93, 32.41, 31.58, 29.28, 28.06, 27.12, 26.52, 20.56, 17.92, 15.91, 15.76, 15.74,
14.40 ppm; HRMS: ESI-TOF m/z vypocteno pro CagHaeOs [M+H]" 469,3676, nalezeno
469,3680; IR (DRIFT) vmax: 24003530, 2925, 2867, 1685, 1594, 1453 cm'L,
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5.9 Konjugat XVIII

Podle obecného postupu byl reakci 4 ekvivalentt fosfoniové soli Vi (586 mg; 1,28 mmol)
s 5 ekvivalenty t-BuOK (183 mg; 1,60 mmol; 98 %) v 3 ml suchého THF pfipraven
cervenohnédy fosfonium-ylid. Poté byl do reakce pfidan vychozi aldehyd 1V (150 mg;
0,32 mmol) a reakce byla michana 24 hodin pfi laboratorni teploté. Purifikace probihala
sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni faze toluen / Et2O 2 : 1. Bylo ziskano
70 mg (39 %) bézovych krystalt konjugatu XVI11: t.t. 166-170 °C; *H NMR (500 MHz,
CDCI3) 6: 8.60-8.55 (m, 1H, H-pyridine), 7.68-7.61 (m, 1H, H-pyridine), 7.38 (d, 1H, J
= 7.9 Hz, H-pyridine), 7.28 (d, 1H, J = 16.3 Hz, H-31), 7.17-7.10 (m, 1H, H-pyridine),
6.79 (d, 1H, J = 16.1 Hz, H-30), 5.22 (d, 2H, J = 28.5 Hz, 2 x H-29), 3.31 (td, 1H, J; =
11.1 Hz, J2 = 4.6 Hz, H-19p), 3.18 (dd, 1H, J1 = 11.4 Hz, J; = 4.6 Hz, H-30), 2.21 (td,
1H, J1 =123 Hz, J» =3.1 Hz,), 2.01 (dd, 1H J1 = 12.6 Hz, ) =79 Hz), 1.91 (t, 1H, J =
11.3 Hz), 1.00, 0.96, 0.94, 0.79, 0.74 (15H, all s, 5 x CHs), 0.69-0.65 (m, 1H) ppm; 13C
NMR (126 MHz, CDCIs) &: 181.15, 155.95, 152.50, 149.18, 137.00, 136.61, 127.13,
122.06, 115.47, 79.16, 56.53, 55.49, 50.94, 50.66, 42.55, 40.87, 39.96, 39.00, 38.85,
38.64, 37.35, 37.08, 34.52, 33.33, 32.41, 29.99, 29.83, 28.14, 27.50, 27.31, 21.19, 18.43,
16.26, 15.49, 14.92 ppm; HRMS: ESI-TOF m/z vypo¢teno pro CssHs203N [M+H]*
546,3942, nalezeno 546,3947; IR (DRIFT) vmax: 2380-3595, 2929, 2867, 1689, 1587,
1465 cm™,

5.10 Konjugat XIX

Podle obecného postupu byl reakci 4 ekvivalentd fosfoniové soli V¢ (610 mg; 1,28 mmol)
s 4,5 ekvivalenty t-BuOK (165 mg; 1,44 mmol; 98 %) v 3 ml suchého THF pfipraven
oranzovy fosfonium-ylid. Poté byl do reakce pifidan vychozi aldehyd IV (150 mg;
0,32 mmol) a reakce byla michana 24 hodin pfi laboratorni teploté. Purifikace probihala
sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni faze toluen/Et20 4 : 1. Bylo ziskano 75 mg
(40 %) bilych krystalti konjugatu XI1X: t.t. 168-171 °C; *H NMR (500 MHz, CDCls) &:
8.21-8.16 (m, 2H, 2 x H —arom. ring), 7.59-7.53 (m, 2H, 2 x H — arom. ring), 6.94 (d,
1H,J =16.2 Hz,, H-31), 6.72 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-30), 5.23 (d, 2H, J = 7.1 Hz, 2 x H-
29), 3.27 (td, 1H, J1 = 11.1 Hz, J> = 4.8 Hz, H-19p), 3.18 (dd, 1H, J1 = 11.4 Hz, J, = 4.7
Hz, H-30), 2.03 (dd, 1H, J1 =12.7 Hz, J, = 7.8 Hz), 1.91 (t, 1H, J = 11.4 Hz,), 1.02, 0.96,
0.95, 0.81, 0.74 (15H, all s, 5 x CH3), 0.70-0.66 (m, 1H) ppm; HRMS: ESI-TOF m/z
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vypoéteno pro Cs7Hs20sN [M+H]" 590,3840, nalezeno 590,3848; IR (DRIFT) vmax:
2400-3425, 2929, 2863, 1690, 1593, 1514, 1449, 1339 cm™.
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