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Uvod

Terpeny patii mezi nejrozsifenéjsi pfirodni latky na Zemi, proc¢ez neni divu, ze jejich
vyuziti je a bude stale velkym tématem. Vyznamnymi zdroji vSak nejsou pouze byliny,
kefe a stromy, mohou to byt i moisti zivoCichové, tfasy, i houby, ale také suchozemsti
zivocichové. Hojné vyuziti terpent prameni predev§im ze skutecnosti, Ze jsou snadno
dostupné a vykazuji fadu pozitivnich biologickych tc¢inki, mezi které se fadi predev§im
cytotoxicka aktivita, dale pak i antimikrobidlni, protivirové, anti-HIV, ¢i antifungalni
ucinky. Znacna ¢ast niz$ich terpenil a jejich derivatl je vyznamna jako chutova, ¢i vonna

aditiva, nicméné mezi ty nejvyznamné;jsi se fadi triterpeny, a to konkrétné pentacyklické.

Pro aplikaci triterpenti vSak existuje i nékolik nevyhod, kdy problém ptedstavuje
ptedevsim jejich lipidicky charakter, a tedy i nizkd rozpustnost, ¢i uplna nerozpustnost
ve vodé a obecné v polarnich rozpoustédlech. Dal§im problémem je rovnéz jejich nizka
terapeutickd aktivita pti nizkych koncentracich. Tyto problémy se fesi ptipravou jejich
semi-syntetickych derivatl, znichz jsou v posledni dobé nejzasadnéjsi prave
heterocyklické derivaty. NejCastéji jsou k triterpeniim a jejich derivatim ptipojovany

heterocykly dusikaté, kuptikladu pyrazin, ¢i pyridin.

V soucasnosti taktéz narlstd zdjem o pozorovani procesti piimo v piisluSném
biologickém kompartmentu, k cemuz se s hojnosti vyuZzivaji bioortogonalni reakce, jez
spadaji pod tzv. click reakce. Danou metodu je mozné vyuzit i ke zjisténi biologického
cile pfislusné aktivni latky, pficemz pravé diky této metodé bylo potvrzeno cileni
triterpenti a jejich derivatl na mitochondrie. Triterpeny konjugované s fluorescencni
znackou jsou zvlasté vyhodné pro jejich vizualizaci v buiikach, pfi¢emz tato oblast je nyni

dalezitym prfedmétem zkoumani, a byla rovné€z motivem pro tuto bakalarskou préaci.

Tato bakalafska prace se tedy mimo syntézy ptislusnych derivati rovnéz zabyva
provedenim vizualizacnich testl a potvrzenim, ¢i vyvracenim vhodnosti danych
triterpenickych derivath pro tuto aplikaci. Dal§im dilezitym zjistovanym parametrem je

také cytotoxicka aktivita pfipravenych derivatt.
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Cile bakalarské prace

Studium a vypracovani literarni reSerSe zamétené na terpeny a terpenoidy, heterocyklické
derivaty triterpenti a vizualizaci malych molekul v buiikach s vyuzitim fluorescencnich

a jinych znacek zavedenych do molekul pomoci bioortogonalnich reakci.
Ptiprava dusikatych heterocyklickych derivata kyseliny betulonové a dihydrobetulonové.

Modifikace vytvotenych heterocyklickych derivati substituenty vhodnymi pro konjugaci

s fluorescencéni znac¢kou.

Charakterizace nové vytvofenych triterpenickych derivath (NMR, HRMS, IR

spektrometrie, bod tani).

Zaslani nové syntetizovanych derivatl biologickému tymu pro zjisténi biologické aktivity
(cytotoxicity) danych derivatl a podileni se na testovani jejich zobrazovaci schopnosti

v bunkach.
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Teoreticka ¢ast

1. Terpeny a terpenoidy

Terpeny a od nich odvozené terpenoidy jsou nejvétsi skupinou ptirodnich latek. Tyto
slouCeniny jsou nejcasteji produkovany rostlinami, avSak také dalSimi eukaryotnimi
organismy, jako jsou hmyz,! houby,? améby,®> a moiské organismy.* Terpeny také
vytvateji prokaryotni organismy, predev$im bakterie.’> V ptirodé bylo dosud nalezeno
vice nez 55 000 terpenoidd.’ Terpeny jsou vyznamnou soudasti esencidlnich olejli, coz
jsou koncentrované, t€kavé kapaliny extrahované z riznych ¢asti rostlin pouzivané jako
chutovd a vonna aditiva, ¢i z divodu farmakologickych uc€inkd, jako jsou napiiklad
antiseptické, analgetické, antimikrobidlni, spasmolytické, nebo také lokaln¢ anestetické

Gcinky.”

Jako terpeny oznaCujeme slouceniny s jednoduchymi uhlovodikovymi
strukturami, zatimco terpenoidy jsou modifikovana tfida terpend s riznymi funkénimi

skupinami a oxidovanymi methylovymi skupinami.

V zévislosti na druhu organismu jsou terpenoidy syntetizovany dvéma riiznymi
zpisoby. V organismech, jez nejsou schopné fotosyntézy, tj. v nékterych bakteriich,
kvasinkach, houbach, ale zejména u vyssich zivocichl, probiha syntéza terpenoidi
cytosolovou mevalonatovou drahou. Naopak u fotosyntetickych organismu, tedy
organismil obsahujicich plastidy, jsou terpenoidy produkovany plastidovou 2-C-methyl-
D-erythriol-4-fosfatovou drahou. Jedna se o aerobni a fotosyntetické bakterie, sinice, fasy
a predevsim timto zpiisobem vznikaji terpeny i v chloroplastech rostlin. Mnoho terpenii

a terpenoidi je produkovéano piirodnimi zdroji pouze v malém mnozstvi.’

Prestoze nékteré rostlinné terpenoidy funguji jako primdrni metabolity, vétSina
terpeni a terpenoidi v rostlinach je zapojena do druhové specifickych interakci jako
sekundérni metabolity, které plni roli v komunikaci a obrané rostlin. Z toho také vyplyva
skutecnost, Zze velké mnozstvi terpenil a terpenoidit ma vyznamné biologické ucinky,
0

mezi které se fadi pfedeviim protiniddorova,'® protizanétliva,!! antimikrobialni,

antifungalni aktivita'? a jiné.
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Zakladni stavebni jednotkou vSech terpent je formalné pétiuhlikaty izopren

(2-methylbuta-1,3-dien) (1) (Obr. €. 1), jenz je nejhojnéji produkovand t€kava organicka

P

1

slou¢enina na Zemi."

Obr. €. 1: Struktura izoprenu (1)

Izoprenové jednotky se formalné spojuji dle tzv. izoprenového pravidla, které osvétlil
profesor Leopold Ruzicka, jenz byl za feSeni molekularni struktury vysSich terpenti
ocenén v roce 1939 Nobelovou cenou za chemii.'*!* Izoprenové pravidlo (pravidlo C5)
vychézi z poc¢tu a usporadani atomi uhliku v molekule. Tyto molekuly se seskupuji podle
poctu izoprenovych jednotek, jez mohou byt spojeny tfemi zplisoby, pricemz jako
zakladni je oznaCovéno spojeni hlava-ocas. Z izoprenového pravidla vychazi i chemicky
vzorec terpenti (CsHs)n, kdy n oznacuje pocet izoprenovych jednotek v molekule a prave
podle po¢tu n rozliSujeme hemiterpeny (C5, n = 1), monoterpeny (C10, n = 2),
seskviterpeny (C15, n = 3), diterpeny (C20, n = 4), sesterterpeny (C25, n = 5), triterpeny
(C30, n = 6), tetraterpeny (C40, n = 8) a polyterpeny.'®

Prvni skupinou terpent jsou hemiterpeny obsahujici pét uhlikd, tedy jednu
1zoprenovou jednotku (CsHg). Nejvyznamnéj§im zastupcem je jiz vySe zminény izopren
(1) (Obr. &. 1), ktery je vytvaren piredeviim listy rostlin.'” Pozdé&jsi studie dokazaly, Ze
izopren (1) jsou schopné syntetizovat 1 heterotrofni organismy jako ¢lovek a zvifata,
kuptikladu krysy."* Dalsim vyznamnym zastupcem hemiterpenti je prenol
(3-methylbut-2-en-1-0l) (2) (Obr. €. 2), ktery se vyskytuje v esencich citrusovych plodi,
jako jsou citron, ¢i limetka, dale v oleji chmelu ota¢ivého (Humulus lupulus) a v oleji

ylang-ylang, jenz je ziskdvan z Cerstv€ natrhanych kvéth kanangy vonné (Cananga

)\/\
OH

2

odorata).*"°

Obr. €. 2: Struktura prenolu (2)
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Monoterpeny jsou druhou skupinou terpent a obsahuji tedy dvé izoprenové jednotky
(CioHi6). Skupinu Ize délit na tfi podskupiny, a to na acyklické (téz alifatické),
monocyklické a bicyklické monoterpeny. V ramci kazdé skupiny se mohou monoterpeny
vyskytovat jako jednoduché nenasycené uhlovodiky, nebo mohou mit funk¢ni skupiny
a byt alkoholy, aldehydy, ¢i ketony. Monoterpeny se vyskytuji predevsim v esencialnich
olejich rostlin, mnohdy vykazuji antibakterialni a protinddorovou aktivitu a jsou Casto
velmi aromatické, ¢ehoZ se vyuZziva ve farmaceutickém a kosmetickém primyslu.®20-22
Vyznamnym zéastupcem alifatickych monoterpenti je kuptikladu myrcen (3) (Obr. €. 3)
vyskytujici se ve verbenovém oleji z verbeny citronové (Lippia citriodora),” a jenz je
diky své reaktivni dienové struktufe mnohostranné pouzitelny jako univerzalni vychozi

23

surovina pro vyrobu aromat, kosmetiky, vitamini a 1é¢iv.”> Z monocyklickych

monoterpentl je velmi Casto zmiflovanym zastupcem menthol (4) (Obr. €. 3), jehoz
piirodnim zdrojem je ptedev§im peprmintovy olej z maty peprné (Mentha piperita),”
ktery se hojné¢ vyuziva ve farmaceutickém, kosmetickém, ale i v potravinaiském
primyslu.?* Zastupcem bicyklickych monoterpenti je napiiklad kafr (5) (Obr. &. 3)
produkovany kafrovnikem Iékaiskym (Cinnamomum camphora).*® Kaft (5) se vepsal do
historie zejména z diivodu jeho uziti jako zmékcovadla pii vyrobé celuloidu, jednoho
z prvnich plastickych materiali.>> V dnesni dobé je kaftr (5) obsazen v mnoha komerénich

produktech jako jsou repelenty proti moliim, pyrotechnika, ¢i konzervacni latky 1éciv

a kosmetiky.?¢

Obr. ¢. 3: Struktury myrcenu (3), mentholu (4) a kafru (5)

v

Dalsi, tedy tfeti a zaroven nejrozmanitéjsi skupinou terpenti jsou patndctiuhlikaté
seskviterpeny se tfemi izoprenovymi jednotkami (CisH24). Obdobné jako monoterpeny
se 1 seskviterpeny strukturné rozd¢luji na linearni, monocyklické, bicyklické a tricyklické.
Specialni skupinou seskviterpent jsou pak od nich odvozené laktony.® Seskviterpeny jsou

7

produkovany rostlinami, jsou souéasti rostlinnych esencialnich olej?’ a latexd,

kazdopadné je lze nalézt téz v nékterych houbach, & mofskych organismech.*
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Mezi biologické uéinky seskviterpent a jejich laktonti se fadi napiiklad protinadorové,?

antibakterialni,” protizanétlivé,’® nebo také antimalarické uéinky.?® Casto se téZ jedna
o latky s pfijemnou viini, ¢ehoz se vyuziva v kosmetice, i pro vyrobu produkti uréenych
k dentdlni hygiené.* Linearnim seskviterpenem je napiiklad B-nerolidol (6),
monocyklickym a-humulen (7), bicyklickym &-kadinen (8), tricyklickym paculol (téz

paculi alkohol) (9) a seskviterpenickym laktonem artemisinin (10) (Obr. &. 4).2°

Obr. ¢. 4: Struktury B-nerolidolu (6), a-humulenu (7), 8-kadinenu (8), paculolu (9),

artemisininu (10)

V potadi ¢tvrtou skupinu terpenil tvofi diterpeny obsahujici ¢tyfi izoprenové jednotky
(C20H32). V ptirodé se diterpeny nejcasteji nachézeji v polyoxygenované formé s keto-,
nebo hydroxylovymi skupinami, jez jsou mnohdy esterifikovany strukturné malymi
alifatickymi, ¢i aromatickymi kyselinami.*! Vyskyt diterpenti je pomérné pestry, jelikoz
jsou soucasti rostlin, dievin, meteoritil, hub, moiskych organismu vcetné korala a plzi,
fas, hmyzu, kupiikladu termit®, a dalich suchozemskych organismtl, naptiklad i lidi.*
Z biologickych ucinkt se diterpeny vyznacuji cytotoxickou, antibakterialni, antifungalni,
insekticidni, ¢i antileishmanidlni aktivitou.>? Mezi vyznamné zastupce diterpent se fadi
naptiklad retinol (11) (Obr. €. 5), jenz je jednou z forem vitaminu A, ¢i fytol (12)
(Obr. ¢&. 5), ktery je dulezitou slozkou chlorofylu. DalSimi zastupci diterpent jsou téz
jejich laktony, piikladné ginkgolidy, které jsou soucasti extraktli stromu jinanu

dvoulaloéného (Ginkgo biloba).*

OH
NS

11 12

Obr. €. 5: Struktury retinolu (11) a fytolu (12)
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Pétou skupinou terpentl jsou sesterterpeny, jez ve své struktutre obsahuji pét izoprenovych
jednotek (CzsHao). I ptes fakt, Ze jsou relativné malo pocetnou skupinou terpent, jsou
sesterterpeny pomérné rozSitené. Byly izolovany pfedevSim z rtznych motskych
bezobratlych organismi, zejména moiskych hub.?®> Dale jsou vsak soucasti nékterych
druhii bakterii, liSejnikti, hub, hmyzu, kapradin ¢i vyssich rostlin.*33 Vyznamnou
strankou sesterterpentl jsou jejich rozmanité biologické vlastnosti jako je cytotoxicita vici
antiprotozoalni a antituberkulozni aktivity.* Zastupcem sesterterpenti je napiiklad
manoalid (13) (Obr. ¢. 6), jenZ je mateiskou slou¢eninou fady metabolitt motskych hub.>*
Manoalid je také piirodnim inhibitorem véapnikovych kanali a vyznacuje se svou

35

protizanétlivou, antiproliferaéni® a antibiotickou aktivitou.*®

13

Obr. €. 6: Struktura manoalidu (13)

Triterpeny (C3oHas), jakozto skupina terpent, na niz bude v této praci bran nejvetsi zietel,

je popsana v samostatné podkapitole 1.1.

Ctyficetiuhlikaté tetraterpeny jsou skupinou terpent obsahujici osm izoprenovych
jednotek (CsoHes), pficemz nejvyznamnéjSimi zastupci této skupiny jsou karotenoidy.
Karotenoidy jsou v tucich rozpustné slouceniny, jez jsou zodpoveédné za Zlutooranzovou
az ¢ervenou pigmentaci a Ize je nalézt ve vSech vyssich rostlinach, nékterych zivocisich,
fasach, & houbach.?%37 Pravé v listech rostlin maji karotenoidy vyznamnou roli, a to jako
barevné filtry pro fotosyntézu, coz vede ke vzniku Zlutého a ¢erveného zbarveni listl
béhem podzimu, jelikoz se karotenoidy degraduji pomaleji nez zeleny chlorofyl.
Zivotichové si karotenoidy neumi sami vytvofit, proto je metabolizuji z pfijimané
potravy a nasledné€ se tyto karotenoidové metabolity nachazeji jako chromoproteiny
napiiklad v krevni plazmé, vajecném zloutku, ¢i v pefi nckterych ptakl jako jsou
plamendci.* Mezi zastupce karotenoidd se fadi naptiklad lykopen (14) (Obr. &. 7)

s konjugovanym systémem dvojnych vazeb, jenz je zodpovédny za chromoforicky,
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zbarveni vytvarejici, charakter molekuly. Cyklizaci lykopenu (14) na obou koncich
molekuly vznika bicyklicky karotenoid obecné znamy jako B-karoten (15) (Obr. €. 7),
ktery se nejhojnéji vyskytuje u vyssich rostlin.’® B-Karoten a dalsi karotenoidy jsou
prekurzory vitaminu A, pouzivaji se jako antioxidanty v lécich a rovnéz jako barviva

v potravinafstvi a kosmetice.?’

14 15

Obr. €. 7: Struktury lykopenu (14) a B-karotenu (15)

Jako polyterpeny jsou oznacovany terpeny, jez ve své struktuie obsahuji vice nez osm
izoprenovych jednotek. Mezi nejzndméj$imi zastupci polyterpent figuruje ptirodni
kaucuk ziskavany koagulaci latexu z kaucukovniku brazilského (Hevea brasiliensis).*
Strukturné se jednd o vysokomolekularni polymer skladajici se z izoprenovych jednotek
v cis-konfiguraci. Jako polyizoprenové frans-izomery jsou pak oznacovany polymery

gutaperca a balata.?’

1.1 Triterpeny

Triterpeny jsou skupinou terpent, jez ve své struktufe obsahuji tficet uhliki a jsou tedy
formalné tvofeny Sesti izoprenovymi jednotkami (CsoHag). Triterpeny lze téZ oznacit
za hlavni tfidu sekundarnich metabolit,® jeZ jsou produkovany napiiklad rostlinami,
dfevinami, houbami, fasami, Zivo¢ichy (hmyz, ryby, savci), liSejniky, bakteriemi,*
¢i moiskymi organismy.>® Triterpeny se vyznaduji také diilezitymi biologickymi uginky,

""" ? cytotoxické,*® antimikrobialni,

antiviralni,*! anti-HIV,* neuroprotektivni,** hepatoprotektivni, ¢i antioxida¢ni G&inky.**

Jejich biosyntetickym prekurzorem je tficetiuhlikaty skvalen (16) (Obr. ¢. 8),
pfi¢emz na zaklad¢ jeho cyklizacnich a ptresmykovych reakci mizeme triterpeny délit na
linearni a cyklické.!! Triterpeny obsahuji také vetsi mnoZstvi methylovych skupin

a mohou byt oxidovany na alkoholy, aldehydy, ¢i karboxylové kyseliny.®
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Obr. €. 8: Struktura skvalenu (16)

V ptirodé se z triterpenickych zastupct vyskytuji predevsim jejich cyklické derivaty,
pficemz nejvyznacén&j$imi jsou triterpeny tetracyklické a  pentacyklické.!!
Nejvyznamnéjsi zastupci se pak fadi do skupiny pentacyklickych triterpent, ktera se déli
do podskupin dle urc¢itého skeletalniho vzoru, jenz je spolecny pro vSechny zastupce dané
podskupiny. Mezi nejznaméjsi zastupce pentacyklickych skeletalnich typt patii derivaty

lupanu (17), oleananu (18) a ursanu (19) (Obr. ¢. 9).*

17 18 19

Obr. €. 9: Struktury lupanu (17), oleananu (18) a ursanu (19)
1.1.1  Derivaty lupanu

Triterpenoidy odvozené od lupanu jsou tvofeny cCtyfmi SestiClennymi a jednim

péti¢lennym cyklem a jsou obsazeny zejména ve vyssich rostlinach.*

Prvni lupanovy triterpenoid byl izolovan ze slupky semen lusténiny lupiny Zluté
(Lupinus luteus), protez se oznacuje jako lupeol (20) (Obr. &. 10),* jenz je vyznamny

predevsim pro své protinadorové Gcinky.*

Obr. ¢. 10: Struktura lupeolu (20)
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Dal8imi dulezitymi zéstupci lupanovych triterpenoidii jsou betulin (21) (Obr. €. 11)
a kyselina betulinova (22) (Obr. ¢. 11), jejichz nejznaméj$im spoleCnym zdrojem jsou
zastupci z Celedi biizovitych (Betulaceae), jak ostatné€ i latinsky nazev této celedi jasné
naznacuje. Nejvyznamnéj$im zdrojem je bezpochyby kiira bfizy bélokoré (Betula
pendula),* v niz se procentové zastoupeni betulinu (21) miize vysplhat az ke 24 %.4
Betulin (21) je pak obsazen i v jadrech jujuby ¢inské (Ziziphus jujuba), v kiite marhaniku
granatového (Punica granatum), & v kife biizy mandzuské (Betula platyphylla).*’
Samotna kyselina betulinova (22) byla puvodné ziskavana z afrického stromu cicimku
¢inského (Ziziphus mauritiana),*® pticemz jejim dal$im vyznamnym zdrojem je téZ kiira
platanu javorolist¢ho (Platanus hispanica), v niz je jeji procentové zastoupeni okolo

3,3 %.4
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Obr. €. 11: Struktury betulinu (21) a kyseliny betulinové (22)

Ptednosti betulinu (21) (Obr. &. 11) je zejména jeho hojné rozsifeni a nizka toxicita,*’
naopak nevyhodou je jeho S$patnd rozpustnost ve vodé, a proto je Casto modifikovan,
predeviim v poloze C-3, & C-28.* Z biologickych aktivit se betulin (21) vyznacuje
hepatoprotektivnimi a antioxida¢nimi u¢inky. Nejvyznamné;jsi je vSak jeho protinadorova
aktivita, a to vii¢i karcinomiim jicnu, zaludku, &i délozniho &ipku.*” Betulin (21) se déle

c w1

mohly do budoucna vést k jeho aplikaci pti 1é¢bé zanétlivych nadord.>!

Kyselina betulinova (22) (Obr. ¢. 11) je produktem oxidace betulinu (21)
(Obr. ¢&. 11), kterou lze ztohoto pfipravit dvoukrokovou syntézou.’’ Jde o bilou
krystalickou latku, jez vykazuje Spatnou rozpustnost ve vodé, DMF a DMSO, omezenou
rozpustnost v chloroformu, ¢i v organickych alkoholech jako je methanol, a naopak
dobrou rozpustnost v kyseling octové a pyridinu.>* Na rozdil od betulinu (21) je kyselina

betulinova (22) farmakologicky aktivnéj$i. Vyznacuje se napfiklad protinddorovou
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aktivitou, pficemz jejim cilem jsou pfedevSim mitochondrie nadorovych bungk.
U rakoviny prostaty, ¢i tlustého stfeva maji membrany mitochondrii v buiikach danych
karcinomt, oproti zdravym bunkdm, jiné vlastnosti — jsou strukturaln¢ a funkcné
modifikovany. Vyznamné rozdily jsou ptikladné ve slozeni membranovych lipidi (vyssi
nenasycenost acylovych zbytkl), v tekutosti dané membrany, ¢i aktivité cytochrom
¢ oxidazy, jednoho z klicovych mitochondridlnich enzymi zapojeného do energetického
metabolismu bunék. Tyto modifikace pak indikuji specifické zacileni kyseliny betulinové
(22) pravé na mitochondridlni membrany rakovinovych bunék.>* Déle kyselina
betulinova (22) ptsobi protinadorové viic¢i malignim melanomtim, plicnim, ovarialnim
a cervikalnim karcinomiim,> ¢i dokonce malignim mozkovym nadortim.>® Jeji vyuziti
ma v této oblasti velky potencidl, a to vzhledem k jeji selektivni cytotoxicité na nadorové
buné&éné linie, nikoli viak na normélni buriky.>® Kyselina betulinova (22) vykazuje také
vyznamnou anti-HIV aktivitu spocivajici v inhibici replikace viru HIV v H9
lymfocytech.** Mezi jeji dalsi pozitivni biologickd piisobeni patii piikladné
""" 8 &i antidiabetické uginky.>

Kyselina dihydrobetulinovda (23) (Obr. ¢. 12) je dalSim zastupcem
pentacyklickych triterpent s lupanovym skeletem. Je produktem hydrogenace kyseliny
betulinové (22) (Obr. ¢ 11), a to konkrétn€é dvojné vazby mezi uhliky C-20 a C-29.
Z biologickych ucinki kyseliny dihydrobetulinové (23) je vyznamna napiiklad jeji
znac¢na antileishmanialni aktivita, jez spociva v jejim zacileni na topoizomerazy I a I,
tedy v indukci apoptézy bunék v parazitickych prvocich Leishmania donovani.*® Dalsim
vyznamnym biologickym ptisobenim kyseliny dihydrobetulinové (23) je jeji anti-HIV
aktivita, pfi¢emZ obdobné jako kyselina betulinova (22) vykazuje inhibi¢ni aktivitu viici
replikaci viru HIV v akutné infikovanych buitkach H9. Vyznamna je pak rovnéz anti-HIV
aktivita jejich derivatl, kterd je mnohdy vy$$i neZ u nemodifikovanych vychozich
kyselin.%! Kyselina dihydrobetulinova (23) je také zndma pro své protinadorové udinky,
pficemz z tohoto hlediska jsou v dnesni dob& predmétem zkoumani piedevSim jeji

derivaty.%?
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Obr. €. 12: Struktura kyseliny dihydrobetulinové (23)
1.1.2  Derivaty oleananu

Oleananové derivaty jsou skupinou pentacyklickych triterpentt tvofenych péti
Sesti¢clennymi cykly.* Mateiskou slou¢eninou je tficetiuhlikaty oleanan (18) (Obr. ¢&. 9),
jenz byl poprvé izolovan z ropy. Rada oleananovych derivatii se nachazi v rostlinach jako
povrchové aktivni glykosidy, tzv. saponiny, jejichz hydrolyzou jsou pak ziskavany

bezcukerné aglykony, zndmé jako sapogeniny.*

Mezi nejvyznamnéj$i zéastupce oleananovych triterpenoidii patii kyselina
oleanolova (24) (Obr. €. 13) obsazena v listech olivovniku evropského (Olea europaea),
v kotfenech rostlin z rodu Zensen (Panax),* v mésic¢ku 1ékatském (Calendula officinalis),*

). Velmi ¢asto je kyselina oleanolové (24)

a také v tymidnu obecném (Thymus vulgaris
soucasti saponinii jako jejich aglykon.* Vyznacuje se zejména protinadorovou aktivitou,
pfikladné inhibici proliferace a indukci apoptdzy bunééné linie akutni promyelocytarni
leukémie.** Dale ma kyselina oleanolovd (24) protizanétlivé,% antioxidacni,
kardiovaskuldrni (antihypertenzivni),®® nebo téZ hepatoprotektivni ucinky, pti¢emz
plisobi kupiikladu proti poskozeni jater zapii¢inéného antituberkulotickou lécbou.®’

Rovnéz, jako kyselina betulinova (22) (Obr. ¢. 11), seikyselina oleanolova (24)

vyznaduje antidiabetickymi G¢inky.>

24

Obr. €. 13: Struktura kyseliny oleanolové (24)
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1.1.3  Derivaty ursanu

Dalsi skupinou pentacyklickych triterpentl jsou ursanové derivaty, které jsou, stejné jako

derivaty oleananové, tvofeny péti Sesticlennymi cykly.*

Nejvyznamnéj$im zastupcem ursanovych triterpenoidu je derivat, jenz byl poprvé
izolovan z listii a bobuli kefe medvédice 1ékatské (Arctostaphylos uva-ursi). Jedna se
o kyselinu ursolovou (25) (Obr. ¢. 14), kterd se nachdzi rovnéz v bobulich klikvy
velkoplodé (Vaccinium macrocarpon), ¢i v ochranném voskovém povlaku jablek, hrusek,
Svestek a dal§ich plodi.* Mezi biologické ucinky kyseliny ursolové (25) se fadi jeji
protinddorové pusobeni, kdy kuptikladu extrakt zjable¢né slupky obsahujici tuto
kyselinu a nékteré jeji derivaty vykazoval antiproliferativni u¢inky v bunkéch lidského
karcinomu prsu MCF-7.%8 Obdobné jako kyselina oleanolova (24) (Obr. &. 13) vykazuje
i kyselina ursolovéa (25) antioxida¢ni, & kardiovaskularni (antihypertenzivni) uéinky.®
Kyselina ursolova (25) se také pouziva jako emulgator ve farmaceutickych ptipravcich

a potravinach.*

25

Obr. €. 14: Struktura kyseliny ursolové (25)
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2. Heterocyklické derivaty triterpeni

Terpeny se t€si velkému komerénimu zajmu diky své Siroké skale funkcnich vlastnosti,
jez byly zevrubné popsany v prvni kapitole. Jsou vyuzivany kuptikladu jako zesilovace
permeace a antioxidanty v kosmetice, jako protiinfekéni agens v zemédélskych
produktech, ¢i jako antioxidacni ptisady do oball potravin. Existuje vSak inckolik
problémt v uziti terpenii do komercnich produktt spojenych s jejich chemickou stabilitou
a Spatnou rozpustnosti ve vod€. Dalsi dilezitou aplikaci terpeni ptedstavuji
farmaceutické produkty, v nichz terpeny vystupuji jako bioaktivni slouceniny nebo jako
pomocné latky. Zde je potencidlni vyhodou terpeni skutecnost, ze diky jejich
mnohacetnym mechanismiim ucinku je nepravdépodobné, Ze by si infekéni agens

vytvorily viiéi terpeniim rezistenci.®

Triterpeny maji oproti prumyslové syntetizovanym slouc¢enindm fadu ptednosti.
Vyznacuji se velkym rozsahem biologickych G¢inkii a nizkou toxicitou, jsou snadno
dostupné z ptirodnich zdroju, tudiZ jsou 1 biologicky odbouratelné a neznamenaji zadnou
hrozbu pro Zivotni prostfedi. Na druhou stranu je jejich aplikace v 1éCivech spiSe
sporadicka, jelikoz maji obecné vyssi terapeutické koncentrace ve srovnani s ostatnimi
1é¢ivy. Déle jsou triterpeny slou¢eninami, které ptisobi na vice cild, coz zté¢Zzuje predevsim
vyhledavani in silico modelll pro studium vztahi mezi strukturou a aktivitou, a také
pfipravu derivatl s vysSi rozpustnosti ve vodé, ¢i vy$§im ucinkem. Velkou nevyhodou
triterpentt je téz jejich lipofilita, sniz tUzce souvisi 1iobtizna adsorpce
z gastrointestinalniho traktu.”® P¥iprava jejich semi-syntetickych derivati je tudiz velmi
zadouci. Ptikladné jsou bud’ modifikovany jejich polarni (hydroxy-, karboxy-) skupiny,

1

¢i jiné funkéni skupiny,”! nebo je provadéno pfipojeni heterocyklu,’? piiéemz pravé

heterocyklickymi derivaty triterpeni se zabyva tato kapitola.

Ptiprava a pouzivani heterocyklickych derivatl triterpenti mé své opodstatnéni,
jelikoz jsou obecné stabilnéjsi a nepodléhaji tak snadno metabolické degradaci, pfiCemz
aromatické heterocyklické derivaty téz obvykle vykazuji vyrazngjsi absorpci pii ozareni
UV svétlem, coz usnadiiuje jejich detekci v mnoha studiich in vivo anéslednych

klinickych testech.”?
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Derivatizaci jsou nejcastéji podrobovany pentacyklické triterpeny, ptikladné
kyselina betulinova (22). Modifikace jsou provadény konkrétné€ v polohéch C-3, ¢i C-28,
a méné Casto pak v polohach C-2, & C-29 (nebo C-30).”° Heterocyklus je pak &asto
piikondenzovan k A-kruhu, a to pfes uhliky C-2 a C-3, ojediné€le téz pres uhliky C-1
aC-2. Dalsi moznosti je pfipojeni heterocyklu ke kruhu E ptes uhliky
C-21 a C-22 (Obr. &. 15).7?

Obr. €. 15: Struktura kyseliny betulinové (22) s vyzna¢enymi nejcastéji

modifikovanymi polohami

Nejcastéji pripojovanymi heterocykly jsou heterocykly dusikaté,’” a to konkrétng
péticlenné cykly, naptiklad pyrrol” (26) a indol” (27) (Obr. &. 16), &i Sesti¢lenné kruhy,
kupiikladu pyrazin’* (28) a méné ¢asto pyridin’> (29) (Obr. &. 16).

Obr. €. 16: Struktury vybranych derivatd triterpent s pfipojenym pyrrolem (26),
indolem (27), pyrazinem (28) a pyridinem (29)
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2.1 Triterpenické derivaty s pfikondenzovanym pyrazinem

Derivaty triterpeni s ptfikondenzovanym pyrazinem byly pfedmétem zkoumani jiz od
80. let minulého stoleti, kdy byly poprvé syntetizovany Sejbalem et al. Ti pavodné
pfipravovali izomerni ketony derivati oleananii za podminek Willgerodt-Kindlerovy
reakce, pricemz pridanim ethylendiaminu (EDA) do reakéni smeési ziskali dané
pyrazinové derivaty. Konkrétné ptipravili ¢tyfi derivaty triterpeni oleananového typu
s ptfikondenzovanym pyrazinem, pii¢emz prvnim ziskanym byl produkt 31 vychazejici

z allobetulonu (30) (Schéma ¢. 1).7

Schéma ¢. 1: Reakéni schéma syntézy pyrazinového derivatu 31. Podminky: (a) sira,

morfolin, ethylendiamin, reflux, 2 h, 88 %.

Syntézou pyrazinovych derivatl lupanti a oleanand, se dale zabyvali Urban et al., jeZ pro
jejich syntézu vyuzivali prav€ podminky Sejbala ef al. U syntetizovanych produktii byla
nasledné zjistovana cytotoxicita, pfi¢emz nékteré derivaty vykazovaly zna¢nou aktivitu.
Ptikladn€ pyrazinovy derivat kyseliny betulinové 32 (Obr. €. 17) ptisobil cytotoxicky viici
bunkdam lidského adenokarcinomu plic A549 (ICso = 0,25 pmol/l) a buitkdm lidské
chronické myeloidni leukemie K562 (ICso = 0,77 pmol/l). Cytotoxicky ucinny byl téz
produkt 33 (Obr. €. 17) odvozeny od kyseliny dihydrobetulinové (23) (Obr. €. 12), jenz
vykazoval hodnotu ICso =2 pmol/l vi¢i buikadm lidského kolorektalniho adenokarcinomu

HT-29 a ICso= 8 umol/l vii¢i buiikam lidské lymfoblastické leukemie CEM.”*

Obr. €. 17: Struktury lupanovych pyrazinovych derivati 32 a 33
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Derivat 32 je také jedinym z pyrazinovych derivata triterpend, ktery vykazuje pomérné
vyznamnou aktivitu vic¢i osteoklastogenezi, tedy tvorbé osteoklastil zprostfedkovavajici
kostni resorpci, a to konkrétné 58% inhibici jejich formace pii koncentraci 5 pmol/l.””
Derivat 32 ma rovnéz dalsi potencidlni aplikaci, a to vzhledem k jeho vyznamnym

antileishmanidlnim u¢inkm va¢i amastigotim  Leishmania donovani,’™

COZ jsou
cytoplazmatické mikroorganismy ovéalného az kruhového tvaru rodu Leishmania,” kdy

dany derivat 32 vykazoval 93% inhibici pii koncentraci 50 pmol/1.”8

Hodon et al. ptipravili oxidaci derivatu 32 v poloze C-30 pomoci SeO: jeho
aldehyd 34, jenz vykazoval vyrazné cytotoxické ucinky, ptrikladné vici bunkam lidské
T-lymfoblastické leukemie CCRF-CEM (ICso = 0,67 pmol/l), nicméné s nizkou
selektivitou, kdy vykazoval ICso = 1,8 umol/l vii¢i nenddorovym fibroblastim MRC-5.
Dany derivat 34 byl proto esterifikovan propargylbromidem za vzniku derivatu 35, a ten
byl poté podroben zavedeni modifikované molekuly glukézy, za vzniku slouc¢eniny 36
(Schéma ¢. 2). Derivat 36 si zachoval cytotoxickou aktivitu vii¢i bunkam CCRF-CEM
(ICso = 2,0 umol/l) a byl méné cytotoxicky vici obéma testovanym nerakovinovym

fibroblastim, MRC-5 (ICsp = 28 umol/l) a BJ (ICso = 26 pmol/l), nicméné ztratil aktivitu

80

1 vii€i nékterym nadorovym bunéénym liniim.

Schéma €. 2: Reakéni schéma syntézy pyrazinového derivatu 36. Podminky: (a) SeO-,
2-methoxyethanol, reflux, 6 h, 55 %; (b) propargylbromid, Ko,CO3, DMF, r. t., 4 h,
47 %; (c) B-D-glukopyranosyl azid, Cul, 40 °C, 24 h, 29 %.
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Dal8im vyznamnym plisobenim pyrazinovych derivati triterpenti je jejich antibakteridlni
a antifungdlni aktivita. Tuto aktivitu vykazovaly derivaty pfipravené Ghoshem et al., kteti
syntetizovali dané derivaty pomoci specidlni one-pot mikrovinné syntézy. Ketony danych
triterpent se nejdiive podrobily tzv. auto-oxidaci pomoci ~-BuOK a O, za vzniku
vicinalnich diketonii. Ty se pak za pusobeni mikrovinného zafeni ponechaly reagovat
s malymi kousky kovového lithia a bezvodym EDA za tvorby pyrazinovych produkti.
Takto bylo pfipraveno pét pyrazinovych derivati, jez vykazovaly vyssi antibakteridlni
a antifungalni aktivitu nez jejich matefské slouceniny. Ptikladn¢ sloucenina 39
vykazovala vys$$i antimikrobialni aktivitu vici bakteriim Escherichia coli, ¢i Shigella
dysenteriae, a také vaci plisnim Aspergillus niger, ¢i Candida albicans, nez jeji matetska
sloucenina taraxeron (37). Ten byl v rdmci syntézy daného pyrazinového derivatu 39

pieveden auto-oxidaci na jeho 2,3-dioxo derivét (38) (Schéma ¢. 3).%!

Schéma €. 3: Reakéni schéma syntézy pyrazinového derivatu 39. Podminky:

(a) +-BuOK, O, 2 h; (b) MW, Li, EDA (bezvody), 100 °C, 20 min.

2.2 Triterpenické derivaty s pfikondenzovanym pyridinem

Ve srovnani s pyrazinovymi triterpenickymi  derivdty nebyly triterpeny

s pfikondenzovanym pyridinem studovany tak Casto, a to predevS§im z diivodu jejich

vvvvvv

Obecné se tvorbou pyridinovych derivatu zabyvali Abbiati ef al., kteti pro jejich
pfipravu vyuzivali one-pot syntézu, kdy byl pfisluSny keton podroben reakci
s propargylaminem v EtOH pii 75 °C v pfitomnosti katalyzatoru za vzniku dané¢ho
pyridinového derivatu. Pravé na volbu spravného katalyzatoru a jeho efekt na vytézek
reakce byl vyzkum zaméfen. Bylo zjisténo, Ze nejvhodnéjSimi katalyzatory pro tuto
reakci jsou soli kovii, konkrétné pak soli zlatité (pf. NaAuCls-2 H2O) byly shledany jako
nejucinngjsi a nejselektivné;si, piicemz jejich pouziti je obecné, kazdopadné pii pouziti
reaktivnich ketond jsou vhodnymi katalyzatory také soli médi (pt. CuCl).*?
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Pravé médnd sul CuCl je hojné¢ vyuzivanym katalyzadtorem pii tvorbé
pyridinovych derivatl triterpent za pouziti vySe uvedenych reagentti. Haavikko et al., jez
se vénovali syntéze heterocyklickych derivati lupant s antileishmanialni aktivitou, tyto
podminky pouzili pro pfipravu pyridinového derivatu 41 z kyseliny betulonové (40)
(Schéma ¢. 4), kazdopadné pouze s 11% vytéznosti. U tohoto derivatu pak byla zjisténa
88% inhibice pii koncentraci 50 umol/l, nicméné pouze 26% inhibice pii koncentraci

15 pmol/l, coZ lze oznaéit jako mirnou antileishmanialni aktivitu.”®

Schéma €. 4: Reakéni schéma syntézy pyridinového derivatu 41. Podminky:

(a) propargylamin, CuCl, EtOH, reflux, 17 h, 11 %.

Derivat 41 byl rovnéz za pouziti danych podminek piipraven Hodoném et al., ktefi
se zam¢ftili na jeho cytotoxickou aktivitu, pficemz bylo zjisténo, ze dany derivat 41
je vyrazné cytotoxicky aktivnéj§i vici daunorubicin rezistentnim bunkam lidské
T-lymfoblastické leukemie CEM-DNR (ICso = 2,4 pmol/l) a taxol rezistentnim bunkdm
lidské chronické myeloidni leukemie K562-TAX (ICso = 1,9 pmol/l), nez vii¢i ptisluSnym
nerezistentnim nddorovym bunéénym liniim CCRF-CEM a K562. Vykazoval vynikajici
chemickou, plazmatickou a mikrosomalni stabilitu. Obdobné¢ ptisobil pyridinovy derivat
42 (Obr. ¢. 18) odvozeny od kyseliny dihydrobetulinové (23) (Obr. €. 12). Soucasti
dané¢ho vyzkumu byly téz pyridinové derivaty odvozené od kyseliny oleanolové (24)
(Obr. €. 13) a ursolové (25) (Obr. ¢. 14), které vSak vykazovaly ICso > 10 umol/l viici

vét§iné naddorovym bunéénym liniim, progez nebyly podrobovany dalsimu zkoumani.

Obr. €. 18: Struktura pyridinového derivatu 42
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Hodon et al. nasledné podrobili derivaty 41 (Schéma ¢. 4) a 42 (Obr. ¢. 18) derivatizaci
v poloze C-28 s pouzitim 4-(chloromethyl)-5-methyl-1,3-dioxol-2-onu, KI, K>CO;
a acetonu za vzniku medoxomilovych proléciv 43 a 44 (Schéma ¢. 5), jez vykazovaly
velmi silnou cytotoxickou aktivitu vii¢i bunkdm lidské chronické myeloidni leukemie
K562. Derivat 43 mél vici této nadorové bunécné linii ICso = 0,037 pmol/l a derivat 44

ICs0 = 0,043 pmol/l. Tyto derivaty byly rovnéz velmi selektivni.®

Schéma €. 5: Reak¢ni schéma syntézy derivat 43 a 44. Podminky: (a)

4-(chloromethyl)-5-methyl-1,3-dioxol-2-on, KI, K»CO3, aceton, r. t.
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3. Vizualizace chemickych latek v bunikach

pomoci bioortogonalni reakce

Vizualizace, nebo téz zobrazeni, malych molekul v bunikach predstavuje v soucasné dob¢
zakladni néstroj pii objevovani novych IéCiv. Studovand molekula je opatiena
fluorescencni znackou, kterd umoziuje pfimou vizualizaci bunéného piijmu a distribuce
1é¢iva v bunce. Nejcastéji pouzivanou metodou pro sledovani téchto molekul je
fluorescenéni mikroskopie,®® jez skyta fadu vyhod. Tato technika je minimélné invazivni,
umoznuje dlouhodobéjsi pozorovani procesti v zivych buiikdch a tkanich, a je téz
mimoradné citlivd (aZ na uroven jedné molekuly). Klicovou vyhodu této techniky
predstavuje skutec¢nost, ze 1ze zamétit konkrétni funkéni procesy specifickym piipojenim
fluoroforti k molekuldm, které nas zajimaji.3* Doposud byla popsana fada riiznych

konjugati malych molekul s riiznymi fluorescenénimi znackami.

Dnes je velmi Casto diskutovanou metodou vizualizace pomoci bioortogonalnich
reakci, jejichz podstata se znaéné piekryvas tzv. click reakcemi.®® Fakt, Ze jsou
bioortogonalni a click reakce aktudlnim tématem je zejména Nobelova cena, kterou
ziskali v roce 2022, prave za vyvoj click a bioortogonalni chemie, Carolyn R. Bertozzi,

Morten Meldal a K. Barry Sharpless.

Click chemie je zaloZena na syntéze latek pomoci spojovani malych jednotek
prostfednictvim heteroatomovych vazeb C-X-C. Aby mohla byt dana reakce oznacovana
jako click reakce, musi spliiovat piisna kritéria, jimiZ jsou tyto reakce striktné definovany.
Reakce musi byt modularni, mit Siroky rozsah, poskytovat velmi vysoké vytézky,
vytvaret pouze inertni vedlej$i produkty, a byt stereospecificka. Pozadované vlastnosti
procesu zahrnuji jednoduché reak¢ni podminky, snadno dostupné reaktanty a Cinidla,
pouzivani zddného nebo neSkodného rozpoustédla a jednoduchou, nechromatografickou
izolaci produktu, ktery musi byt stabilni za fyziologickych podminek. Cilem je vyvinout
rozsifujici se soubor vykonnych, selektivnich a modularnich blokt, které spolehlivé
funguji v malych ivelkych aplikacich.®® Click reakce jsou &asto, ale ne striktng,

bioortogonalni.®
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3.1 Bioortogonalni reakce

Bioortogonalni chemie zahrnuje tfidu chemoselektivnich a rychle probihajicich
reakci uskute¢iiujicich se v biologickém prostiedi,® které viak s biologickym systémem
neinteraguji a ani do néj nezasahuji. Bioortogonalni reakci se musi vytvofit stabilni
kovalentni vazba mezi dvéma zac¢astnénymi funk¢nimi skupinami, které jsou inertni viici
biologickym castem, akteré jsou v idedlnim ptipadé¢ netoxické. Pro optimalni
vyuzitelnost by rovnéz méla byt alesponi jedna z téchto funk¢nich skupin mala. Reakce
musi mit rychlou kinetiku, aby se produkt tvofil pfiméfenou rychlosti i pfi velmi nizkych

koncentracich reaktantd, a to ve fyziologickém rozmezi pH a teploty. 8’

Jak bylo jiz zminéno vySe, podstata bioortogonalnich reakci se zna¢né prekryva
s click reakcemi, pficemz rozdilem je pravé skuteCnost, Ze click reakce zahrnuji
i selektivni reakce funkénich skupin, které se v molekulach biologickych systémii bézné

vyskytuji.®®

Vyvoj bioortogonélnich reakci pramenil ve snaze studia biomolekul v jejich
pfirozeném prostiedi. Naptiklad geneticky kédované peptidové znacky, a to predevSim
zeleny fluorescencni protein (GFP), rozsitily repertoar proteind, které 1ze v bunéénych
systémech zkoumat. Existuje vSak mnoho biomolekul, jako jsou nukleové kyseliny,
lipidy a glykany, které nelze sledovat pomoci geneticky kddovanych reportérti. Zkoumani
prave téchto biomolekul v Zivych systémech je uskuteciovano pomoci bioortogonalnich

chemickych reakci.®®

V soucasné dob¢ se pii pouziti bioortogonalni chemie ke zkouméni biomolekul
v zivych systémech postupuje ve dvou krocich. Nejprve se metabolicky substrat, ligand
malé molekuly, nebo inhibitor enzymu opatii jednou z bioortogonalnich funkénich
skupin, téZ nazyvanou jako chemicky reportér, a zavede se do biologického systému.®’
Substratem muiZe byt monosacharid pro znaceni glykanti, nukleosid pro zna¢eni DNA,
aminokyselina pro znadeni proteini nebo mastna kyselina pro znaceni lipidt.*® Nutno
podotknout, Ze strukturni deformace danym metabolickym substratem musi byt
minimalni, a to proto, aby nedoslo k naruSeni pfirozené bioaktivity molekuly. Jakmile je
pak substrat opatfeny chemickym reportérem zaclenén do cilové biomolekuly,

podléha v druhém kroku reakci s molekulou sondy s komplementdrni bioortogonalni

funkéni skupinou.®’
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Mezi pouzivané bioortogonalni reakce se zatazuje oximova a hydrazonova ligace,
Staudingerova ligace, médi katalyzovana azido-alkynova cykloadice a napétim
podporovana [3 + 2] cykloadice, tetrazinova ligace, kovem katalyzovana couplingova

reakce, a dale rovnéZ fotoindukovatelna bioortogonalni reakce.®

Tvorba oximil a hydrazoni kondenzaci karbonyll s alkoxyaminy a hydraziny
(Obr. &. 19-A),% tedy aminovymi nukleofily zesilenymi Gi¢inkem a-efektu,®® predstavuje
jedny znejstarSich reakci, které se uplatiiuji pfi ligaci v biologickych systémech.®’
Aldehydy a ketony se na povrchu bunck nevyskytuji a v tomto prostfedi mohou tedy

slouzit jako jedine¢né chemické reportéry.®

Jako Staudingerova ligace se oznacuje reakce triarylfosfinti s organickymi azidy,
jiz jsou produkovany iminofosforanové meziprodukty, které hydrolyzuji ve vodé za
vzniku aminovych, popf. amidovych, a fosfinoxidovych produkti (Obr. ¢. 19-B).
Relativni snadnost Staudingerovy reakce a faktickd nepfitomnost triarylfosfini a azidt

v biologickém prostiedi poskytla idealni platformu pro vyvoj bioortogonalni reakce.®

Diels-Alderova reakce s inverznimi elektronovymi pozadavky (IEDDA) je dalSim
pouzivanym typem bioortogonalni reakce. Jedna se o reakci mezi dienofily bohatymi na
elektrony a dieny s elektronovym deficitem. Nejcastéji aplikovanou IEDDA reakcei je
tetrazinova ligace, jiz rozumime reakci mezi 1,2,4,5-tetrazinem a alkenovym nebo
alkynovym dienofilem prostfednictvim [4 + 2] cykloadice, ¢i retro [4 + 2] cykloadice za
vzniku dihydropyridazinového, &i pyridazinového konjugétu (Obr. &. 19-C).% Tento typ
ligace naSel uplatnéni piedevSim pfi pouziti cyklického dienofilu, a to napfiklad

trans-cyklooktenu,®® ¢i cyklooktynu.®

Bioortogonalni couplingové reakce katalyzované kovem jsou nejCastéji
provadény za pouziti palladia (Obr. &. 19-D), ¢&i ruthenia.®> Aplikace katalyzatorti na bazi
palladia nalezlo ptikladné uplatnéni pti Suzuki-Miyaura cross-couplingovych reakcich
proteinti.”® Ruthenia jako katalyzatoru bylo pak kuptikladu pouZito pfi kiizové metatezi

olefintl, jez byla rovnéZ vyuZita pro bioortogonalni chemii.”!

Fotoindukovatelné bioortogonalni reakce vykazuji na rozdil od tepelnych procesti
Casto vyssi vytézky a selektivitu bez nutnosti katalyzy pfechodnymi kovy.%’ Ptikladem
efektivniho vyuziti svétla k iniciaci selektivnich reakci v biologickych systémech je

tetrazol-alkenova cykloadice, téZ oznacovana jako ,,fotoclick* reakce (Obr. ¢. 19-E).%?
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Obr. €. 19: Priklady bioortogonalnich reakci: (A) oximova ligace, (B) Staudingerova
ligace, (C) tetrazinova ligace, (D) Pd katalyzovana couplingova reakce,

(E) fotoindukovana tetrazol-alkenova ligace
3.1.1 Bioortogonalni reakce azidu s alkynem

Azidové a termindlni alkynové funkéni skupiny jsou velmi malé a nemaji schopnost se
spojovat s jinymi molekulami stabilngj$imi vazbami neZz slabymi dipolarnimi
interakcemi. Jsou tedy 1 v biologickych systémech nereaktivni vii¢i vét§in€ pritomnych
molekul, a proto se mohou neporusené pohybovat buitkami a organismy. K jejich
interakci dochézi aZ tehdy, kdyZ jsou pro jejich reakci vytvoreny vhodné podminky, nebo

jsou piidany piislusné katalyzatory.®

Azidy reaguji s alkyny za vzniku triazoli reakci oznacovanou jako Huisgenova
1,3-dipolarni cykloadice. Piivodni Huisgenova cykloadice vykazovala velmi pomalou
kinetiku, a proto byla provadéna za zvySenych teplot a tlakli, coZ nebylo v souladu s jeji
vyuzitelnosti v biologickych systémech.?” Dalsi nevyhodou tohoto zptisobu reakce byla
téz nepiivétiva regioselektivita, kdy byla ziskdvana smés 1,4- a 1,5-disubstituovanych
triazoldi (Schéma ¢&. 6).%

® O teplo
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Schéma €. 6: Reakéni schéma ptivodni Huisgenovy 1,3-dipolarni cykloadice

36



Dal8im a velmi vyznamnym zptsobem provedeni Huisgenovy cykloadice azidl s alkyny
je reakce za pouziti méd’nych katalyzator (CuAAC). Tento zpiisob publikovali v roce
2002 nezavisle na sobé Sharpless et al.”> a Meldal et al.** Zavedeni méd'nych katalyzatort
zménilo tento proces v Siroce pouzitelny tim, Ze doSlo k urychleni tvorby triazolt az
100 milionkrat,®> a rovn&z k vyznamnému zvyseni regioselektivity dané reakce.’®
Takto katalyzovand azido-alkynovd cykloadice umoziiuje exkluzivni tvorbu
1,4-disubstituovanych triazoli, které jsou z hlediska velikosti a tvaru piivétivymi
napodobeninami nativnich trans-amidovych vazeb na bazi peptidi ajsou mnohem

stabilngjsi viici tepelnému a chemickému $tépeni nez amidy.*

Reakce probihd ve vice stupnich za tvorby snadno vznikajiciho binuklearniho
intermediatu — acetylidu méd’ného, pficemz jako ligand pro méd’ byl pouzit acetonitril,
nebo téZ voda, jez vykazovala obdobné vysledky.’® Mechanismus dané reakce navrhli,

dle piedlohy z publikace Sharplesse et al.,”

v roce 2004 Himo et al., ktefi dle porovnani
experimentalnich dat s vypocty DFT potvrdili, ze navrzeny mechanismus vysvétluje
klicové body experimentu, ackoli jsou jeho soucasti nebyvalé, kov obsahujici acyklické
meziprodukty (Schéma ¢. 7). Potvrzené klicové body experimentu pifedstavovaly
dramaticky naridst rychlosti pozorovany pii syntéze triazoli katalyzované médnymi
katalyzatory shodujici se s vypo€tenymi aktivacnimi bariérami, jeZ jsou az o 11 kcal/mol
niz§i nez u odpovidajicich cykloadic, a déale vylucnd regioselektivita procest

katalyzovanych Cu! jak pfedpovézena vypodtem, tak pozorovana experimentalng.”®
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Schéma €. 7: Navrzeny mechanismus Huisgenovy 1,3-dipolarni cykloadice

katalyzované Cu'
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Jako katalyzatory mohou byt pouzivany pifimo médné soli, jako je naptiklad Cul,
CuOT{-CsHs, ¢i [Cu(NCCH3)4][PF¢], pfiCemz tyto reakce obvykle vyzaduji acetonitril
jako kosolvent a jeden ekvivalent dusikaté baze, napiiklad 2,6-lutidin, triethylamin,
diisopropylethylamin, nebo pyridin. Takto katalyzované reakce nicméné vytvareji téz
vedlejsi produkty.®> Druhou moznosti je tedy generovani méd'ného katalyzatoru in situ
z levnéjSich a Casto 1 CistSich méd’natych soli, prikladné CuSOs4-5 H>0, jez jsou
redukovany askorbanem sodnym nebo kyselinou askorbovou.”*® Vyhodou tohoto
zpusobu generovani méd'ného katalyzatoru je pravé pritomnost mirného nadbytku

piislusného redukéniho ¢inidla, které zabrafuje tvorbé& oxida¢nich coupling produktt.®®

Nicméné vzhledem k toxicit¢ méd'nych katalyzatorti byl objeven tieti zpiisob
provedeni cykloadice alkynu s azidem. Konkrétné se jednd o napétim podporovanou
[3 + 2] cykloadici (SPAAC), jeZz probihd mezi azidem a cykloalkynem, nejcastéji
substituovanym cyklooktynem (Schéma ¢. 8). Pnuti v cyklooktynovém kruhu totiz
zpisobuje, ze reakce s azidem probihd bez pouziti jakéhokoliv katalyzatoru, pomérné
rychle, selektivné, za mirnych podminek a vzniklé reakéni produkty jsou netoxické pro

7ivy systém, v némz se tato reakce uskutecuje.®

. o rt.
R-Ng + —
\Rz > R2

Schéma €. 8: Reakéni schéma napétim podporované [3 + 2] azido-alkynové cykloadice

Jak bylo jiz zminéno vyse, bioortogonalni reakce jsou vhodnym nastrojem pro pozorovani
urcitych molekul pfimo v biologickych systémech, pficemz pravé azido-alkynovou
cykloadici katalyzovanou méd’nymi katalyzatory pouzili pro vizualizaci triterpenoidnich
derivath Hodon et al. V kapitole 2.1 byly popsany z hlediska cytotoxické aktivity
molekuly 32 (Obr. €. 17) a 34 (Schéma €. 2). Pro pfimou vizualizaci bunééného cile téchto
molekul byly pouzity jejich derivaty 45 a 35 (Obr. ¢. 20) opatiené propargylesterovou

skupinou v poloze C-28.%°
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45 35

Obr. ¢. 20: Struktury derivati 45 a 35

Pro vizualiza¢ni experimenty byly vyuzity buiky lidské T-lymfoblastické leukemie
CCRF-CEM a lidska epitelidlni bun&cna linie HeLa, jez byly inkubovany 10 uM roztoky
sloucenin 45 nebo 35 (Obr. ¢. 20) po dobu 4 h, fixovany a nésledné byly testované
slouceniny vizualizovany pomoci click reakce s 5-FAM azidem (46) (Obr. ¢ 21)
za katalyzy méd’nych iontii. Tyto derivaty byly poté pozorovany pomoci fluorescencni
mikroskopie. V ptipadé slouceniny 45 nebyl po click reakci pozorovan zadny signal jak
v buitkkdch CCRF-CEM, tak HeLa. Sloucenina 35 vSak poskytovala signdl v bunécné linii
HeLa, nicméné nebyla tak jasné viditelna v buitkkdch CCRF-CEM. S ohledem na dalsi
experimenty popsané v prisluSné publikaci bylo vSak potvrzeno, ze cilem derivati 45

a 35, a tedy 1 derivati 32 (Obr. ¢ 17) a 34 (Schéma ¢. 2), jsou mitochondrie zejména

HOOOH
(@)
Wt

nadorovych bunék.*

Obr. €. 21: Struktura 5-FAM azidu (46)
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Vysledky a diskuze

1. Priprava vychozich latek

Vybranymi vychozimi latkami této bakaldiské prace byly kyseliny betulonova (II)
a dihydrobetulonova (III). Tyto kyseliny byly podrobeny pfipojeni pyrazinového,
¢i pyridinového heterocyklu k A-kruhu ptes uhliky C-2 a C-3. Kyselina betulonova (II)
byla syntetizovana oxidaci kyseliny betulinové (I). Kyselina dihydrobetulonova (III)
byla zakoupena. Pfipraven byl pyrazinovy (IV) a pyridinovy (V) derivat kyseliny
dihydrobetulonové (I1I) a pyridinovy derivat (VI) odvozeny od kyseliny betulonové (II).
Pyrazinovy derivat kyseliny betulonové (32) (Obr. ¢. 17) ptipravovan nebyl, jelikoz tento

a jeho derivaty byly predmétem zkoumani Hodoné et al.*°

1.1 Kyselina betulonova (II)

Kyselina betulonova (II) byla pfipravena oxidaci kyseliny betulinové (I) (Schéma ¢. 9)
za pouZiti 1,8 ekv. dihydratu dichromanu sodného a 1,5 ekv. bezvodého octanu sodného
ve smési rozpoustédel dle modifikovaného postupu pievzatého z literatury.”” Vytézek

reakce byl 80 % a '"H NMR spektrum se shodovalo s literaturou.”®

Schéma €. 9: Reak¢ni schéma syntézy kyseliny betulonové (II).

Podminky: (a) Na2CrO4-2 H>O, AcONa, 1,2-dioxan, AcOH, acetanhydrid, r. t., 24 h.

1.2 Pyrazinovy derivat kyseliny dihydrobetulonové (IV)

Kyselina dihydrobetulonova (III) byla podrobena reakci s EDA a sirou s pouzitim

morfolinu jako rozpoustédla za vzniku jejiho pyrazinového derivatu (IV)
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(Schéma ¢&. 10).7® Tento produkt byl ziskan v 77% vytézku. Derivat IV byl jiz popsan

a jeho 'H NMR spektrum se shodovalo s literaturou.’

11X

Schéma €. 10: Reakéni schéma syntézy pyrazinového derivatu kyseliny

dihydrobetulonové (IV). Podminky: (a) EDA, sira, morfolin, 135 °C, 4,5 h.

1.3 Pyridinovy derivat kyseliny dihydrobetulonové (V)

Pyridinovy derivat kyseliny dihydrobetulinové (V) byl produktem reakce kyseliny
dihydrobetulonové (III) se 6,0 ekv. propargylaminu v bezvodém EtOH za katalyzy
NaAuCls-2 H>O (Schéma ¢. 11).5° Vytézek reakce byl 34 %. Zdiivodnéni takto nizkého
vytézku je pouziti ¢asteCné rozlozeného propargylaminu, jenz byl pro vyuziti v reakci
precistén pomoci aktivniho uhli a ptefiltrovan. Tento derivat byl jiz popsan, pficemz

"H NMR spektrum se shodovalo s literaturou.®

I

Schéma €. 11: Reak¢ni schéma syntézy pyridinového derivatu kyseliny
dihydrobetulonové (V). Podminky: (a) propargylamin, NaAuCls-2 H>O, EtOH
(bezvody), 95 °C, 48 h.

1.4  Pyridinovy derivat kyseliny betulonové (VI)

Pyridinovy derivat kyseliny betulonové (VI) byl pfipraven analogickou reakci jako
pyridinovy derivat kyseliny dihydrobetulonové (V). Pro reakci byla pouzita kyselina
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betulonova (II), propargylamin (6,0 ekv.), bezvody EtOH a NaAuCls-2 H>O jako
katalyzator (Schéma ¢. 12).3° Reakce byla provddéna 2x, pfi¢emz pti prvnim provedeni
byl pouzit ¢astecné rozlozeny propargylamin piecistény pomoci aktivniho uhli a vytézek
reakce byl 31 %. Pfi druhém pokusu bylo pro ptecisténi ptislusSného propargylaminu
vyuzito destilace, coz mélo za nasledek zvyseni vytézku reakce na 50 %. Produkt byl jiz

také popsan a 'H NMR spektrum se shodovalo s literaturou.’

Schéma ¢. 12: Reakéni schéma syntézy pyridinového derivatu kyseliny betulonové

(VI). Podminky: (a) propargylamin, NaAuCls-2 H>O, EtOH (bezvody), 95 °C, 65-72 h.

2. Derivatizace pyrazinovych a pyridinovych

derivatu

Po pftipravé pyrazinového derivatu kyseliny dihydrobetulonové (IV) a pyridinovych
derivath kyseliny betulonové (VI) a dihydrobetulonové (V) byla cilem jejich derivatizace
v poloze C-28. Tento zplisob derivatizace probihal pomérné snadno. Nasledné byla
rovnéz vykonana derivatizace v poloze C-30, jenz byla realizovdna pouze u pyridinového

vvvvvv

vhodné protektivni skupiny v poloze C-28.

2.1 Derivatizace v poloze C-28

Vsechny vyse uvedené triterpenické heterocyklické derivaty (IV, V, VI) byly substitucné
derivatizovany v poloze C-28 dvojim zptisobem. Ve vysledku bylo vytvofeno Sest novych
derivatt: tii finalni produkty (VII, VIII, IX) s propargylesterovou skupinou v poloze
C-28, a rovnéz tii findlni amidické derivaty (X, XI, XII) s azidovym linkerem v téze

poloze.
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2.1.1  Priprava derivata VII, VIII, IX

Pro ptipravu derivati s propargylesterovou skupinou v poloze C-28 byly zvoleny
podminky Hodon¢ et al., jez tyto podminky aplikovali pro syntézu obdobnych derivata
pyrazinového derivatu kyseliny betulonové (32) (Obr. &. 17).8° Vychozi triterpenické
derivaty (IV, V, VI) reagovaly s 10,0 ekv. propargylbromidu a 10,0 ekv. K>COs

za ptitomnosti THF jako rozpoustédla.

Derivat VII byl pfipraven z pyrazinového derivatu kyseliny dihydrobetulonové (IV)
(Schéma €. 13) s vytézkem 69 %. Jeho struktura byla potvrzena pomoci spektralnich dat,
kdy v 'H NMR spektru byl nalezen charakteristicky dublet dubletu pii 8.41 ppm a dublet
pfi 8.27 ppm odpovidajici dvéma vodikim na pyrazinovém kruhu. Dale pak dva
charakteristické dublety dubletu pti 4.70 ppm a 4.63 ppm, jez odpovidaji dvéma vodikim
pravé na C-28 navdzaném propargylesteru, pfi¢emz signal vodiku terminalniho alkynu
tohoto substituentu byl nalezen jako triplet pti 2.42 ppm. Ve spektru byly rovnéz nalezeny
signaly charakteristické pro skelet kyseliny dihydrobetulonové (III), jakoz je ptikladné
sedm signali v rozmezi 1.30-0.77 ppm s integralem tii odpovidajici vodikim v sedmi
skeletalnich CHj3 skupinéch, ¢i dva dublety pfi 3.05 ppm a 2.47 ppm odpovidajici dvéma
H-1 vodiktim, jejichz chemicky posun je ovlivnén pfitomnosti pyrazinového kruhu.

Ptitomnost alkynové skupiny byla potvrzena také IR spektrem signalem pfi 3277 cm™.

Schéma €. 13: Reakéni schéma syntézy derivatu VII. Podminky: (a) propargylbromid,
K>COs3, THF, reflux, 2,5 h.

Derivat VIII byl syntetizovan z pyridinového derivatu kyseliny dihydrobetulonové (V)
(Schéma &. 14) za 76% vytézku. Jeho struktura byla potvrzena 'H NMR spektrem, v ném?
byly, kromé signall typickych pro skelet kyseliny dihydrobetulonové (III), nalezeny tii
charakteristické signaly odpovidajici tfem vodikiim pyridinového kruhu. Konkrétné se
jednalo o dublet dubletu pii 8.45 ppm, dublet pii 7.24 ppm a dublet dubletu pii 6.97 ppm.
Déle rovnéz dva dublety dubletu pti 4.70 ppm a 4.62 ppm odpovidajici dvéma vodikiim
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propargylesteru na C-28 a triplet pfi 2.42 odpovidajici vodiku na terminédlnim alkynu. Pfi
2.74 ppm je poté dublet, jez odpovida vodiku H-1, pti¢emz signal druhého vodiku H-1
splyva v multiplet s jinymi signaly. Pfitomnost alkynové skupiny byla prokazana v IR

spektru signalem pii 3282 cm.

VIII

Schéma €. 14: Reak¢ni schéma syntézy derivatu VIII. Podminky: (a) propargylbromid,
K>COs, THF, reflux, 2 h.

Derivat IX byl pfipraven z pyridinového derivatu kyseliny betulonové (VI) (Schéma
¢. 15) s vytézkem 90 %. Struktura derivatu IX byla potvrzena pomoci 'H NMR spektra,
kde byly, kromé signala charakteristickych pro pyridinovy kruh pfipojeny ptes uhliky
C-2 a C-3 k A kruhu, nalezeny dva signaly odpovidajici dvéma H-29 vodikim kyseliny
betulonové (II), kdy prvni signal je dubletem pii 4.76 ppm a druhy splyva se signalem
vodiku propargylesterové skupiny na C-28 v multiplet s integralem dva pii 4.64 ppm.
Signal odpovidajici druhému vodiku na propargylesterové skupiné je dublet dubletu pii
4.72 ppm. Charakteristicky triplet odpovidajici vodiku na terminalnim alkynu byl nalezen
pii 2.44 ppm. Pro skelet kyseliny betulonové (II) byly ve spektru nalezeny
charakteristické signaly, jako triplet dubletu pti 3.05 ppm s integralem jedna odpovidajici
vodiku H-19, singlet pfi 1.70 ppm s integralem tfi odpovidajici vodikiim methylu C-30,
¢1 pét singleth s integralem tfi odpovidajici vodikim péti skeletdlnich CH3 skupin.

Piitomnost alkynové skupiny byla potvrzena signalem v IR spektru pii 3285 cm™.

Schéma €. 15: Reak¢ni schéma syntézy derivatu IX. Podminky: (a) propargylbromid,
K>COs, THF, reflux, 2,5 h.
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2.1.2  Priprava derivata X, XI, XII

Pro syntézu amidickych derivati opatfenych azidovym linkerem v poloze C-28 bylo
pouzito modifikovanych podminek pro obecnou piipravu amida.”® Derivaty X, XI, XII
byly piipraveny reakci ptisluSného vychoziho triterpenického derivatu se 2,0 ekv.
11-azido-3,6,9-trioxaundekan-1-aminu (dale jen odpovidajici amin) v prostiedi EDC
(1,5 ekv.), HOBt (1,5 ekv.) a DIPEA (1,5 ekv.). V ptipadé nedostatku kapalnych slozek
byl ptidan DMF jako rozpoustédlo.

Derivat X byl pfipraven z pyrazinového derivatu kyseliny dihydrobetulonové (IV)
(Schéma ¢. 16) s vytézkem 69 %. Struktura ptfipraveného derivatu X byla potvrzena
pomoci 'H NMR spektra, v némz byly, kromé signalt typickych pro pyrazinovy derivat
kyseliny dihydrobetulonové (IV), nalezeny signdly charakteristické pro azidovy linker
navazany v poloze C-28 prostfednictvim amidu. Konkrétné byl nalezen charakteristicky
triplet pfi 6.02 ppm odpovidajici amidovému vodiku, dale dva multiplety pti 3.67 ppm
s integralem osm a pti 3.62 ppm s integralem dva, triplet pfi 3.54 ppm s integralem dva,
multiplet pfi 3.45 ppm s integralem dva a triplet pti 3.39 ppm s integralem dva, jez
odpovidaji Sestnacti vodikim na pfisluSném azidovém linkeru. Pfitomnost azidové

skupiny byla prokazana v IR spektru signdlem pti 2101 cm™'.

Schéma ¢. 16: Reakéni schéma syntézy derivatu X. Podminky: (a) odpovidajici amin,

EDC, HOBt, DIPEA, r. t., 6 h.

Derivat XI byl syntetizovan z pyridinového derivatu kyseliny dihydrobetulonové (V)
(Schéma ¢&. 17) s 84% vytézkem. Struktura derivatu XI byla potvrzena 'H NMR spektrem,
v némz byly nalezeny, kromé& signalt charakteristickych pro pyridinovy derivat kyseliny
dihydrobetulonové (V), signdly typické pro azidovy linker v poloze C-28. Pfi 6.03 ppm
byl nalezen triplet amidického vodiku a v rozmezi 3.66-3.38 ppm sada multipleth
a tripleti s celkovym integralem Sestnact odpovidajici vodikiim na azidovém linkeru.

Piitomnost azidové skupiny byla potvrzena signalem v IR spektru pii 2100 cm'.
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Schéma €. 17: Reakcni schéma syntézy derivatu XI. Podminky: (a) odpovidajici amin,

EDC, HOBt, DIPEA, DMF, r. t., 24 h.

Derivat XII byl pfipraven z pyridinového derivatu kyseliny betulonové (VI) (Schéma
¢. 18) za 75% vytézku. Struktura derivatu XII byla potvrzena pomoci '"H NMR spektra,
ve kterém byly, kromé signala typickych pro pyridinovy derivat kyseliny betulonové
(VI), jako je triplet dubletu odpovidajici vodiku H-19 pii 3.15 ppm, nalezeny rovnéz
signaly odpovidajici vodikim na C-28 navdzaném azidovém linkeru, a to triplet pfi
6.05 ppm odpovidajici vodiku amidu, ¢i sadu ¢tyf multipletii a jednoho tripletu v rozmezi
3.67-3.39 ppm s celkovym integralem Sestnact odpovidajici vodikiim azidového linkeru.

Ptitomnost azidové skupiny byla prokazana IR spektrem, a to signdlem pii 2100 cm™'.

Schéma €. 18: Reakéni schéma syntézy derivatu XII. Podminky: (a) odpovidajici amin,

EDC, HOBt, DIPEA, DMF, r. t., 21 h.
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2.2 Derivatizace v poloze C-30

pfistup, nez u modifikace polohy C-28. Pro tento typ derivatizace byl zvolen jako reaktant
pyridinovy derivat kyseliny betulonové (VI), pfi¢emz kyZzenym produktem byl amidicky
derivat s azidovym linkerem v poloze C-30 (XVII). Bylo navrZzeno obecné reakéni
schéma (Schéma ¢. 19) popisujici jednotlivé kroky syntézy, nimz se pfislusna reakéni
sekvence po celou dobu fidila. Velmi dtlezitym krokem byla pfedev§im volba vhodné

protektivni skupiny pro karboxylovou skupinu v poloze C-28.

oxidace

oxidace

Schéma €. 19: Obecné reakeni schéma syntézy amidického derivatu s azidovym

linkerem v poloze C-30 (XVII)
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2.2.1 Ocxidace na aldehyd

Pro oxidaci pyridinového derivatu kyseliny betulonové (VI) na aldehyd v poloze C-30
(XIII) byly vybrany podminky za pouziti 2,0 ekv. SeO> jako oxidac¢niho c¢inidla
a methoxyethanolu dle Hodoné et al., jez tyto podminky pouzivali pro zisk derivatu
s aldehydickou skupinou v poloze C-30 (34) (Schéma ¢. 2) z analogického pyrazinového
derivatu kyseliny betulonové (32) (Schéma ¢. 2).8° Tyto podminky se vak prekvapivé
ukazaly jako nevyhovujici, jelikoz nedochéazelo ke znatelné konverzi. Reakce byla dale
provedena za optimalizovanych podminek, s 2,2 ekv. SeO,, nicméné bez pozitivniho

vysledku. Tudiz bylo od téchto podminek upusténo.

Druhym vyzkousenym zpusobem bylo vyuziti podminek rovnéz se 2,0 ekv. SeOx.
Rozdilem byla aplikace -BuOOH (2,2 ekv.) a SiO2 v DCM.!% Tento zptisob reakce se
ukézal jako Castecné uspéSny. Produkt byl sice ziskdn, nicméné vzhledem k poctu
nadchazejicich krokti reakéni sekvence (Schéma ¢. 19), za pomérné nizkého, 31%

vytézku, procez byly i tyto podminky oxidace shledany jako nevyhovujici.

Tteti metodu oxidace pyridinového derivatu kyseliny betulonové (VI) na aldehyd (XIII)
taktéZ predstavovalo pouziti 2,0 ekv. SeOz. Na rozdil od vyse uvedenych podminek byly
pouzity 3,0 ekv. ~-BuOOH a namisto SiO, byla pouzita AcOH v poméru 2:3 vici
rozpoustédlu, kterym byl op&t DCM (Schéma ¢&. 20).1°! Vzhledem k vytézku 59 %, byl
tento ptistup shledan jako nejvhodnéjsi pro zisk kyzeného produktu XIII, a tudiz byl pro

ucely pfipravy tohoto derivatu nékolikrat vyuzit.

Struktura piipraveného derivatu XIII byla potvrzena '"H NMR spektrem, kde byl, krom&
signali charakteristickych pro pyridinovy derivat kyseliny betulonové (VI), nalezen

charakteristicky singlet pti 9.54 ppm odpovidajici vodiku aldehydu v poloze C-30.

XTI

Schéma €. 20: Reakéni schéma syntézy derivatu XIII s aldehydickou skupinou v poloze

C-30. Podminky: (a) SeO», --BuOOH, AcOH, DCM, r. t., 68 h.
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2.2.2  Protekce polohy C-28

vvvvvv

dle vyse uvedeného reakcniho schématu (Schéma ¢. 19) po protekci polohy C-28
nasledovala v poloze C-30 Pinnickova oxidace za vzniku karboxylové skupiny a jeji
nasledna modifikace azidovym linkerem. Pokud by vSak nebyla poloha C-28 chranéna,
dochdzelo by i v této poloze k interakci s azidovym linkerem, coz nebylo zddouci. Bylo
proto nutné vybrat takovou protektivni skupinu, jez by uspéSné chranila polohu C-28
beéhem reakci probihajicich v poloze C-30, a jeZ by byla po dosazeni kyzené modifikace
v poloze C-30 rovnéz vhodné¢ a jednoduSe odstranéna. Pravé ztohoto divodu
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modifikace polohy C-28.

Pro ucely protekce karboxylové skupiny triterpenoidi v poloze C-28 byla v minulosti
pouzivana benzylesterova skupina, nicméné pouziti této protektivni skupiny by zde
nebylo z hlediska zptisobu jeji deprotekce mozné. Ta totiz probiha za pouziti katalytické
hydrogenace,'? coz je v tomto piipadé nevhodné vzhledem ke skute¢nosti, ze souésti
reakéni sekvence (Schéma €. 19) je azidovy derivat, jenZ by byl vodikem v pfitomnosti
katalyzatoru ze skupiny platinovych kovl redukovan. Jako dal$i moznéd protektivni
skupina se nabizel p-methoxybenzylester. U této skupiny se nadale vyviji optimalizace
podminek pro jeji uziti jako protektivni skupiny u triterpenoidd. V rameci nasi vyzkumné
skupiny  stdle  probiha  hledani  vhodné  protektivni  skupiny. Kromé
p-methoxybenzylesterové se nabizi rizné dimethoxybenzylesterové skupiny, pficemz

jako nejvhodnéjsi se ukazala byt 2,6-dimethoxybenzylesterova skupina.'®

Pro protekci polohy C-28 aldehydu XIII byla nakonec, vlibec poprvé, vybrana jako
deprotekce.'®® Pro vytvofeni produktu s touto protektivni skupinou v poloze C-28 (XIV)
bylo nejprve nutné syntetizovat 2,6-dimethoxybenzylbromid (XIVd), jenz neni z diivodu

jeho zna¢né nestability volné prodejny.'%

Syntézou protektivni skupiny byla tiikrokova reakce, jejiz vychozi latkou byla kyselina
2,6-dimethoxybenzoova (XIVa), jez za pouziti podminek z literatury!'®® pro esterifikaéni
reakci s DMC a DBU poskytovala methyl-2,6-dimethoxybenzoat (XIVb) (Schéma ¢. 21).
Produkt reakce byl ziskan v 79% vytézku. Struktura pfipraveného derivatu XIVb byla
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potvrzena 'H NMR spektrem, v némz byl nalezen charakteristicky triplet pfi 7.28 ppm
odpovidajici vodiku H-4 na aromatickém jadre, dublet pii 6.56 ppm s integralem dva
odpovidajici dvéma vodiktim H-3 a H-5 rovnéz na aromatickém jadie, dale singlet pii
3.91 ppm s integralem tii odpovidajici vodikim CHj3 skupiny esteru a charakteristicky
singlet pfi 3.82 ppm s integralem Sest odpovidajici vodikiim na dvou aromatickych

methoxy-skupinach.

Derivat XIVb podléhal v dalsim kroku redukci za pouziti LiAlH4 jako redukéniho ¢inidla
a bezvodého THF jako rozpoustédla dle literatury,'®  zavzniku 2,6-
dimethoxybenzylalkoholu (XIVc) (Schéma ¢. 21). Vytézek reakce byl 94 %. Jeho
struktura byla potvrzena pomoci 'H NMR spektra, vnémz byl opét nalezen
charakteristicky triplet pti 7.22 ppm odpovidajici H-4 na arométu a dublet pii 6.57 ppm
s integralem dva odpovidajici vodikim H-3 a H-5 na aromatu. Rozdilem byl
charakteristicky singlet pii 4.79 ppm s integralem dva odpovidajici dvéma vodikim
benzylu. Pii 3.85 ppm byl rovnéz nalezen singlet s integralem Sest odpovidajici vodikiim

na dvou methoxy-skupinach navazanych na C-2 a C-6 aromatického kruhu.

Tretim krokem byla kone¢né syntéza 2,6-dimethoxybenzylbromidu (XIVd), jenz byl
ziskan reakci derivatu XIVe s PBr; v bezvodém Et,O (Schéma &. 21).1% Produkt reakce
byl ihned po jeho syntetizovani pouzit pro protekci polohy C-28 derivatu XIII, proto zde

neni uveden vytéZek. 'H NMR spektrum se shodovalo s literaturou.'%*

Oy OH NP N OH Br
/O\&/O\ —a> /O\&/O\ —b> /o\é/o\ —c> /O\é/()\

XTIVa XIVb XIVe XIvd

Schéma €. 21: Reakcni schéma syntézy 2,6-dimethoxybenzylbromidu (XIVd).
Podminky: (a) DMC, DBU, reflux, 4 h; (b) LiAlH4, THF (bezvody), r. t., 2 h; (c) PBr3,
Et;,0 (bezvody), 0 °C, 1 h.

Samotna protekce karboxylové skupiny v poloze C-28 derivatu XIII probihala reakci
se 3,0 ekv. 2,6-dimethoxybenzylbromidu (XIVd) za pouziti KoCOs (5,0 ekv.) a DMF
(Schéma &. 22). Podminky byly prevzaty z literatury a modifikovany.'®> Produkt byl
ziskan v 52% vytézku. Reakce byla provadéna 2%, pficemz pii opakovani reakce bylo

zjisténo, ze se surovy produkt XIV pfi r. t. ¢astecné rozklada, a proto byl ziskan v jesté
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mensim vytézku. Jelikoz vSak bylo syntetizované mnozstvi dostatecné pro dokonceni
reak¢ni sekvence (Schéma €. 19), nebyla tato reakce jiz opakovana a optimalizovana.
Struktura piipraveného derivatu XIV byla potvrzena 'H NMR spektrem, v némz byly
nalezeny signaly typické jak pro skelet derivatu XIII, tak protektivni skupiny XIVd.
Kupftikladu byl nalezen charakteristicky singlet pti 9.53 ppm odpovidajici vodiku
aldehydu v poloze C-30, dublet pfi 6.56 ppm s integralem dva odpovidajici dvéma
vodikim H-3 a H-5 na aromatu protektivni skupiny, dale dva dublety pii 5.28 ppm
a 5.21 ppm odpovidajici dvéma vodikiim na benzylovém uhliku a singlet pii 3.83 ppm
s integralem Sest odpovidajici vodikiim na dvou methoxy-skupinach protektivni skupiny.
Signal H-4 vodiku na aromatu protektivni skupiny byl nalezen jako soucast multipletu se
signalem jednoho vodiku pyridinového kruhu pti 7.27 ppm s integralem dva. Rovnéz byl
nalezen charakteristicky triplet dubletu pti 3.37 ppm odpovidajici vodiku H-19, ¢i pét
singletl v rozmezi 1.30-0.76 ppm s integralem tfi odpovidajici vodikiim péti CHs skupin

triterpenoidniho skeletu.

XIII XIvd

Schéma €. 22: Reakéni schéma syntézy derivatu XIV protekci derivatu XIII v poloze
C-28. Podminky: (a) K»CO3;, DMF, r. t., 1 h.

2.2.3 Pinnickova oxidace

Dalsim krokem byla oxidace aldehydické skupiny v poloze C-30 protekovaného derivatu
XIV na karboxylovou. Pro tuto reakci byly vybrany podminky Pinnickovy oxidace,!®
kdy byl derivat XIV podroben plisobeni NaClO, (5,0 ekv.), KHoPOs (5,0 ekv.),
2-methylbut-2-enu a smési rozpoustédel za vzniku derivatu XV (Schéma €. 23). Reakce
byla opakovéana 2%, pficemz v prvnim piipad€ byla provedena purifikace sloupcovou
chromatografii na silikagelu s MF Hex/EtOAc 3:1, kdy byl ziskan produkt XV ve 48%
vytéZzku. Vzhledem k velmi nizké rozpustnosti derivatu XV nebyla pii druhém opakovani
reakce provadéna purifikace sloupcovou chromatografii a produkt XV byl pouzit

v surovém stavu rovnou do dalSi reakce. Struktura tohoto produktu byla potvrzena
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pomoci spektralnich dat, jez se od spektralnich dat derivatu XIV lisila pouze velmi malo.
V 'H NMR spektru derivatu XV byl nalezen piedeviim charakteristicky singlet pfi
12.29 ppm odpovidajici vodiku karboxylové skupiny v poloze C-30.

Schéma ¢. 23: Reakéni schéma Pinnickovy oxidace za vzniku derivatu XV. Podminky:

(a) NaClO2, KH2POy4, 2-methylbut-2-en, H O, DCM, MeOH, r. t., 24 h.
2.2.4 Reakce s linkerem

Po Pinnickové oxidaci nasledovala reakce s azidovym linkerem, jez je v tomto piipadé
orientovan do polohy C-30 derivaitu XV za vzniku amidického derivatu XVI
(Schéma ¢. 24). Pro syntézu tohoto derivatu (XVI) byly pouZity shodné podminky jako
pti syntéze derivatu XII (Schéma €. 18), tedy odpovidajici amin (2 ekv.) v prostfedi EDC
(1,5 ekv.), HOBt (1,5 ekv.) a DIPEA (1,5 ekv.).”” Derivat XVI byl ziskan v 59% vytézku.
Struktura piipraveného derivatu XVI byla ovéfena '"H NMR spektrem, v némz byly,
kromé& signalti typickych pro triterpenoidni derivat s protektivni skupinou, nalezeny
signaly typické pro navédzany azidovy linker, kupiikladu charakteristicky triplet pfi
6.21 ppm odpovidajici vodiku na amidu, ¢i multiplet pfi 3.66 ppm s integralem deset,
multiplet pti 3.59 ppm s integralem dva, multiplet pii 3.52 ppm s integralem dva a triplet
pfi 3.37 ppm s integralem dva odpovidajici Sestnacti vodikiim azidového linkeru.

Piitomnost azidové skupiny byla rovn&Z prokazana v IR spektru signdlem pii 2100 cm™.

H
Nase g O Njo
——

XVI

Schéma €. 24: Reakéni schéma syntézy derivatu XVI. Podminky: (a) odpovidajici amin,
EDC, HOBt, DIPEA, DMF, 1. t., 48 h.
52



2.2.5 Deprotekce

Pro odstranéni 2,6-dimethoxybenzylové skupiny v poloze C-28 derivatu XVI byla
pouzita kyselina trifluoroctova (TFA), konkrétné jeji 5% roztok v DCM. Reakce
probihala velmi snadno za vzniku kyzeného produktu XVII (Schéma ¢. 25) v 89%
vytézku. Struktura piipraveného derivatu XVII byla potvrzena 'H NMR spektrem,
ve kterém byl nalezen charakteristicky triplet pfi 7.91 ppm odpovidajici amidovému
vodiku. Dale byly nalezeny signaly odpovidajici Sestnacti vodikiim azidového linkeru,
a to multiplet s integralem deset pii 3.64 ppm, multiplet s integralem dva pti 3.57 ppm,
multiplet s integralem dva pii 3.41 ppm a triplet s integralem dva pfti 3.34 ppm. Rovnéz
byly nalezeny dva charakteristické singlety pti 5.48 ppm a 5.33 ppm odpovidajici dvéma
H-29 vodikiim a typicky triplet dubletu pti 3.24 ppm s integrdlem jedna odpovidajici
vodiku H-19.

H
N3\/\O/\/O\/\o/\/NjO

XVI XVII

Schéma €. 25: Reakéni schéma syntézy derivatu XVII. Podminky: (a) 5% TFA v DCM,

r. t., 105 min.
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Vizualizac¢ni testovani

Ptipravené derivaty VII-XII a XVII byly podrobeny vizualiza¢nim testim. Testy byly
vykonany na UMTM RNDr. Annou Ligasovou, Ph.D., pii ¢emZ jsem byla piitomna.

V experimentech byly pouzity lidské nadorové epitelové buitkky HeL a, jez byly nasazeny
do Petriho misek den pied experimentem. Kazda miska obsahovala 3 kruhova skla
opraméru 12 mm. Bunky byly kultivovany v kultivaénim médiu D-MEM v CO;
inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5% CO..

Vden experimentu byly k buiikdm pfiddny testované derivaty, piicemz konecna
koncentrace derivati VII, IX—XII byla 10 pmol/l, a derivati VIII a XVII 50 umol/l.
Bunky v médiu s derivaty nebo bez derivati (kontrolni vzorky) byly inkubovany
v inkubétoru pfi teploté 37 °C a 5% CO: po dobu 1 h. Po ukonceni inkubace byly bunky
3x oplachnuty fosfatovym pufrem (PBS) a poté byly fixovany 2% roztokem
formaldehydu v PBS po dobu 10 minut za r. t. Po fixaci byly buniky opé&t 3% oplachnuty
PBS a byly permeabilizovany po dobu 10 minut pomoci 0,2% roztoku Tritonu X-100
v PBS zar. t. Poté byly bunky 3x oplachnuty PBS.

Nasledné byla provedena click reakce, kdy byl ke vzorkiim bunék s alkynovymi derivaty
VII-IX pfidan roztok 10 mM hydrochinonu, 2 mM CuSO4-5 H20 a 10 uM 5-FAM azidu
(46) (Obr. €. 21) v deionizované vode. Analogicky byl ke vzorkiim bunék s azidovymi
derivaty X—XII a XVII pfidan roztok 10 mM hydrochinonu, 2 mM CuSO4-5 H,0
a 10 uM 5-FAM alkynu v deionizované vodé. Click reakce probihala 30 minut za r. t.
Nasledovalo promyti roztokem 25 mM Tris-HCI (pH = 7,5) a 150 mM NacCl, jez bylo
provedeno 3x po 10 minutidch. Po promyti byla provedena inkubace bun¢k v roztoku
10 uM DAPI v 25 mM Tris-HCI (pH = 7,5) a 150 mM NaCl po dobu 30 minut za r. t.
Poté nasledovalo dalsi promyti 25 mM Tris-HCI (pH = 7,5) a 150 mM NacCl, a to 3x po

5 minutach.

Posléze byla skla s buitkami pievedena do 3 pl montovaciho média a zalakovana. Buiiky

byly poté snimany pomoci fluorescencniho mikroskopu.

Derivaty VII, IX—XII a XVII bohuzel neposkytly signifikantni signal. Tento vysledek

byl s nejvétsi pravdépodobnosti zplisoben nizkou rozpustnosti danych derivatu (VII, IX—
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XII a XVII), a rovnéz vyraznou modifikaci v porovnani s matefskou molekulou (IV, V,
VI). Vizualiza¢ni test azidového derivatu XVII (Obr. €. 22) soucasné poskytl
nespecifické znaceni jadérek ,,obarvenych* 5-FAM alkynem. Alkynovy derivat VIII bylo
mozné Castené¢ vizualizovat (Obr. €. 23). Ve srovnani s kontrolnimi vzorky, ve kterych
nebyly buiiky inkubovény s ptipravenymi derivaty, vykazovaly bunky s ,kliknutym*

derivatem VIII o néco vyssi signal a mensi cytoplazmaticky objem.

5-FAM alkyn

DAPI spojené

kontrola

derivit XVII

20 pm

Obr. €. 22: Detekce derivatu XVII po click reakci s 5-FAM alkynem.

5-FAM azid DAPI spojené

kontrola

derivit VIII

20 pm

Obr. €. 23: Detekce derivatu VIII po click reakci s 5-FAM azidem.
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Cytotoxicka aktivita pripravenych derivatu

Vybrané syntetizované derivaty (VII-XIII a XVII) byly podrobeny in vitro testovani
pomoci MTT testl, a to na péti nadorovych a dvou nenadorovych liniich. Z nadorovych
to byly linie A549, HCT116, HCT116p53-, K652 a U20S, z nenadorovych pak dvé linie
fibroblast BJ a MRC-5.

Derivaty VIII, IX a XII vykazovaly hodnotu ICso > 50 umol/l, coz znamend, Ze jsou

cytotoxicky neaktivni.
U derivata VII, X, XI, XIII a XVII v soucasné dob¢ stale probiha testovani.

Kazdopadné vzhledem k podobnosti derivatu XIII s derivatem 34 (Schéma €. 2), jenz byl
siln¢ cytotoxicky aktivni, nicméné neselektivni, se ocekavaji i u tohoto derivatu XIII

analogické vysledky, tedy hodnota ICso < 50 pmol/l.

Jelikoz bylo prokadzano, Ze derivaty triterpenoidil s volnou C-28 karboxylovou skupinou
jsou cytotoxicky aktivn&jsi nez jejich estery,®® je u derivatu XVII rovnéz odekavana vyssi
cytotoxicka aktivita, ato proto, ze na rozdil od derivatd IV-XII ma volnou C-28

karboxylovou skupinu.
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Cilem bakaléiské prace byla syntéza novych triterpenickych derivati vhodnych pro
konjugaci s fluorescencni znaCkou, jejich charakterizace instrumentdlnimi metodami

(NMR, HRMS, IR) a nasledné provedeni vizualizacnich testl a testli cytotoxické aktivity.

Byla vypracovéna literarni reSerSe popisujici obecné informace a zakladni
rozdeleni terpenil a terpenoidl spolu s jejich vyznamnymi zastupci a G¢inky, dale jejich
vyznamné heterocyklické derivaty, a rovnéz zobrazovaci metody chemickych latek

v buiikach se zaméfenim na bioortogondlni reakce.

Nejprve byla pfipravena vychozi latka — kyselina betulonova (II). Druhd vychozi
latka, kyselina dihydrobetulonova (III), byla zakoupena. Tyto latky byly nasledné
modifikovany pfipojenim pyrazinu, ¢i pyridinu pies C-2 a C-3 uhlik A-kruhu za vzniku
pyrazinového derivatu kyseliny dihydrobetulonové (IV) a pyridinovych derivati
kyseliny dihydrobetulonové (V) a betulonové (VI). U ptipravy derivatu VI byla
provedena optimalizace pieciSténi reaktantu propargylaminu, ¢imZz bylo dosazeno

bezmala dvojnasobného vytézku.

Ptipravené slouceniny IV, V a VI byly podrobeny derivatizaci v poloze C-28,
¢imz bylo vytvoreno Sest novych triterpenickych derivati, a to konkrétné derivaty VII,
VIII a IX s propargylesterovou skupinou v poloze C-28 a derivaty X, XI a XII

s azidovym linkerem v poloze C-28.

Pyridinovy derivat VI byl nasledné vybran i pro realizaci derivatizace v poloze
C-30, procez byl syntetizovan jeho C-30 aldehydicky derivat XIII. Pro dalsi derivatizaci
polohy C-30 bylo vSak nutné provést protekci polohy C-28, aby bylo zabranéno

nezadoucim reakcim praveé v této poloze.

Nasledovala tudiz syntéza protektivni, 2,6-dimethoxybenzoové skupiny, jejiz
ptiprava skytala tfi reakéni kroky, a to esterifikaci kyseliny 2,6-dimethoxybenzoové
XIVa na methyl-2,6-dimethoxybenzoat XIVb, jenZ byl redukovan pomoci LiAlH4 na
2,6-dimethoxyalkohol XIVe¢, ktery reakci s PBr3; poskytoval 2,6-dimethoxybenzylbromid
XIVd, s nimz aldehydicky derivat XIII reagoval za vzniku protekovaného derivatu XIV.
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Protekovany derivat XIV byl oxidovan za podminek Pinnickovy oxidace na
derivat XV s karboxylovou skupinou v poloze C-30, jez byla v nasledujicim kroku
modifikovana navéazanim azidového linkeru, ¢imz vznikl derivat XVI. Ten byl
v zaveéreéné reakci s 5% TFA zbaven protektivni skupiny v poloze C-28 za vzniku

findlniho produktu XVII.

Vsech sedm ptipravenych findlnich produkti VII-XII a XVII bylo podrobeno
vizualizaCnim testim, a to jejich inkubaci s kultivovanymi buiilkami, konjugaci
s komplementéarni fluorescencni znackou (5-FAM azid pro VII-IX, 5-FAM alkyn pro
X-XII a XVII) a naslednym pozorovanim pod fluorescenénim mikroskopem.
Vysledkem byla c¢asteCna vizualizace derivatu VIII. Ostatni derivaty bohuzel

vizualizovany nebyly.

U derivatd VII-XII, XIII a XVII bylo, nebo v blizké dobé bude provedeno
testovani na cytotoxickou aktivitu in vitro pomoci MTT testd. U derivati VIII, IX a XII
jiz byla zjisténa hodnota ICsp > 50 umol/l, coz znamena jejich cytotoxickou neaktivitu.

Derivaty VIIL, X, XI, XIII a XVII jsou v soucasné dobé¢ stale testovany.
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Experimentalni ¢ast

1. Obecné poznamky k experimentalni ¢asti

Prib¢h reakei a Cistota vzorkti byly monitorovany pomoci TLC na foliich VWR TLC
Aluminium Plates, Silica F254. Nasledna detekce byla provadéna pomoci UV zéfeni
(254 nm), a poté ponoienim TLC folie do 10% roztoku kyseliny sirové a jejim zahiatim
na 150-200 °C. Jednotlivé mobilni faze (MF), jeZ byly pouzity pro vyvijeni TLC folii,

jsou vzdy uvedeny u piisluSného experimentu.

Pro odpatovani rozpoustédel byla vyuzivana rota¢ni vakuova odparka (RVO) znacky

Biichi Rotavapor R-200.

Purifikace syntetizovanych slou€enin byla provadéna sloupcovou chromatografii

s pouzitim Kieselgelu 60. Aplikované MF jsou pak uvedeny u konkrétnich experiment.

Meéieni 'H a '>C NMR spekter bylo provadéno na piistroji JEOL (500 MHz) za r. t. Pro
ucely méteni bylo nejCastéji pouzivano deuterované rozpoustédlo CDCls, popft. také
CD3;0D, nebo (CD3)2SO. Chemické posuny 'H a *C spekter byly referencovany vici
signalu rezidualniho CHCl; v CDCI; pfi 0 = 7,26 ppm a 6 = 77,16 ppm, ¢i viici signalu
rezidualniho CH30H v CD30OD pii 6 = 3,31 ppm a d =49,00 ppm, nebo vuci signalu
rezidualniho (CH3).SO v (CD3)2SO pti 6 = 2,50 ppm aod= 39,52 ppm. Hodnoty
chemickych posunti 0 (v ppm) a interakénich konstant J (v Hz) byly ur€ovany analyzou
prvniho f4du. Hodnoty chemickych posunt byly zaokrouhleny na dvé desetinna mista
a hodnoty interak¢nich konstant na jedno desetinné misto. VSechna NMR spektra byla

vyhodnocovéana pomoci programu MestReNova.

Spektra HRMS byla métfena na kapalinovém chromatografu Dionex UltiMate 3000,
(Thermo Fisher Scientific) a hmotnostnim spektrometru Exactive Plus Orbitrap
high-resolution (Thermo Fischer Scientific) s elektrosprejem, ¢i APCI jako ionizacnim
zdrojem. Separace pomoci chromatografie byla provedena izokratickou eluci, MF: 95 %
MeOH + 5 % voda + 0,1 % HCOOH, na kolon¢ Phenomenex Gemini (C18, 50 x 2 mm,

3 wm castice).
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IR spektra byla ziskdna proméfenim na spektrometru Thermo Nicolet AVATAR 370
FTIR se stfedni oblasti v 400-4000 cm™ a zpracovana v programu OMNIC 8.3.

Teploty tani byly zjiStény méfenim na bodotavku Stuart Melting Point Apparatus SMP30.

Finalni produkty byly podrobeny vizualizaénim testtim na UMTM, a to na pracovisti
RNDr. Karla Koberny, CSc. Dale pfipravené derivaty byly, ¢i v blizké dobé budou
podrobeny testovani cytotoxické aktivity, a to na UMTM na pracovisti doc. MUDr.
Mariana Hajducha, Ph.D.

Bunky byly snimany fluorescenénim mikroskopem Olympus IX83 s objektivem
UPLSAPO O 100 %, NA 1.4 (Olympus) vybavené¢ho kamerou Zyla (Andor) s rozliSenim
1024 x 1024 pixelt a s pouzitim programu CellSense Dimension (Olympus). Fotografie
byly poté zpracovany v programu Adobe Photoshop CS4.

Obecny postup zpracovani reakei:

A: Reakéni smés byla pfevedena do prebytku solanky (popf. vody) a nasledné
extrahovana EtOAc. Standardné byla extrakce provadéna 3%, a poté byla provedena
kontrola pH organické vrstvy. Po promyti spojenych organickych podilli solankou
(popt. vodou) nasledovalo jejich vysuSeni pomoci bezvodého MgSQOs, filtrace pies vatu

a odpafeni piebytku rozpoustédel na RVO.

B: Reakéni smés byla prefiltrovana pies skladany filtr. Rozpoustédla filtratu obsahujiciho

produkt byla odparena na RVO.
2. Priprava vychozich latek

2.1 Priprava kyseliny betulonové (II)

Kyselina betulinova (I) (10,0 g, 21,9 mmol) byla rozpusténa ve smési rozpoustédel
1,4-dioxanu (250 ml), kyselin¢ octové (80 ml) a acetanhydridu (34 ml). Nasledné byl
ptidan dihydrat dichromanu sodného (11,8 g, 39,4 mmol) a bezvody octan sodny (2,7 g,
32,8 mmol). Vznikla reakéni smés byla michdna za r. t. po dobu 24 h. Prib¢h reakce byl
monitorovan pomoci TLC s MF Tol/EtO v poméru 5:1 a byl doprovazen ztmavnutim

reakéni smési. Po ukonceni reakce byla reakéni smés extrahovana prevedenim do
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nadbytku solanky a byla 2x vytiepana EtOAc. Nasledovala neutralizace dvojndsobnym
vytiepanim pomoci nasycené¢ho roztoku NaHCOs. Spojené organické podily byly
nasledné vysuSeny bezvodym MgSOQs, piefiltrovany a piebytek rozpoustédel byl odparen
na RVO. Poté byla provedena purifikace pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu
s gradientem MF Hex/EtOAc 6:1-3:1. Po odpateni rozpoustédel na RVO byla produktem
II bila amorfni latka (8,0 g, 80 %). 'H NMR spektrum se shodovalo s literaturou.”®

2.2 Priprava pyrazinového derivatu kyseliny dihydrobetulonové

Iv)

Do reakéni nadoby byla pfivedena kyselina dihydrobetulonova (III) (4,0 g, 8,8 mmol),
sira (2,6 g, 81,1 mmol), morfolin (35 ml) a EDA (2,9 ml). Vznikla tmavé hnéda reak¢ni
smés byla michéna pod refluxem (135 °C) po dobu 4,5 h. Béhem reakce vznikal H»S, coz
bylo znatelné jeho charakteristickym zapachem. Prib¢h reakce byl sledovan pomoci TLC
s MF Tol/Et;0 4:1. Po ukonleni reakce byla reakéni smés zpracovana dle obecného
postupu A. Nasledovala purifikace pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu s MF
Tol/Et,0 2:1. Po odpateni rozpoustédel byl ziskan produkt IV jako bild amorfni latka
(3,3 g, 77 %). "H NMR spektrum se shodovalo s literaturou.’”

23 Priprava pyridinového derivatu kyseliny dihydrobetulonové (V)

Do banky bylo ptfivedeno 7 ml propargylaminu a aktivni uhli. Tato smés byla 10 minut
michana a nasledné byla provedena filtrace pfes diskovy mikrofiltr. Do reakéni nadoby
s kyselinou dihydrobetulonovou (IIT) (4,0 g, 8,8 mmol) byl pod atmosférou dusiku
pfiveden bezvody EtOH (200 ml). Poté byl pfidan pteciStény propargylamin (3,4 ml,
53,1 mmol) a nakonec NaAuCls-2 H>O (220 mg, 0,6 mmol). Reak¢éni smés byla michéna
pod refluxem (95 °C) po dobu 48 h, kdy postupné dochazelo k jejimu tmavnuti ze zluté
do tmaveé hnédé barvy. Pribéh reakce byl monitorovan TLC s MF Tol/Et,O 2:1. Po
skonceni reakce byla reakéni smés zpracovana obecnym postupem B. Tmavé hnédy
surovy produkt V byl ptecistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu s MF
Tol/Et,O 2:1. Po odpafeni rozpoustédel na RVO byl ziskany produkt V podroben
rekrystalizaci ze smési hexan:MeOH. Produkt V byl po rekrystalizaci bézovou amorfni

latkou (1,5 g, 34 %). '"H NMR spektrum se shodovalo s literaturou.°
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2.4  Priprava pyridinového derivatu kyseliny betulonové (VI)

Do bainky byl pfiveden propargylamin, jenz byl podroben purifikaci predestilovanim
(110 °C) do limcové baiiky. Ke kyselin¢ betulonové (IT) (10,4 g, 22,9 mmol) umisténé
v reakéni nadobé byl pfidan pod atmosférou dusiku bezvody EtOH (520 ml), pfi¢emz
dochazelo k jejimu cCastecnému rozpousténi. Poté byl pfidan destilaci purifikovany
propargylamin (8,7 ml, 137,6 mmol) a NaAuCls-2 H O (573 mg, 1,6 mmol). Takto
piipravena reakéni smes byla michana pod refluxem (95 °C) 65 h. Béhem reakce doslo
k rozpusténi kyseliny betulonové (II) a k postupnému ztmavnuti reakéni smési ze zluté
do tmavé hnédé barvy. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC s MF Tol/Et2O 2:1 a po
jejim ukonceni byla reakéni smés zpracovdna obecnym postupem B. Ziskany tmavée
hnédy surovy produkt VI byl piecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu s MF
Hex/EtOAc 4:1. Po odpateni rozpoustédel na RVO byla ziskanym produktem VI zluta
krystalicka latka (5,6 g, 50 %). '"H NMR bylo shodné se spektrem z literatury.”®

3. Derivatizace v poloze C-28

3.1 Priprava derivatu s propargylesterovou skupinou (VII, VIII,
IX)

3.1.1 Priprava derivatu VII

Do reakéni naddoby byly pfivedeny vSechny reaktanty, tedy pyrazinovy derivat kyseliny
dihydrobetulonové (IV) (1,1 g, 2,2 mmol), KoCOs (1,5 g, 11,2 mmol), propargylbromid
(2,0 ml, 22,3 mmol) a THF (45 ml). Reakéni smés byla michana pod refluxem po dobu
2,5 h. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC s MF Tol/Et;O 1:1. Po ukonceni reakce
nebyla provadéna extrakce. Rozpoustédla byla odpafena na RVO a surovy produkt VII
byl ptecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu s MF Tol/Et,O 1:1. Po odpateni
rozpoustédel byl ziskan derivat VII ve formé bézové krystalické latky (0,9 g, 79 %)
ot.t. 191-194 °C.

IR spektrum: 3277 (C-H alkyn), 2955-2874 (C-H), 1717 (C=0), 1173-1143 (C-O)
cm’'. HRMS: ESI+ m/z vypoéteno pro Cs3sHsoN202 [M + H'] 531,3945, nalezeno
531,3953. '"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8.41 (dd, J = 2.3, 0.6 Hz, 1H), 8.27
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(d, /J=2.4 Hz, 1H, 2 x H-pyrazin), 4.70 (dd, J = 15.5, 2.4 Hz, 1H, -CH>-propargyl), 4.63
(dd, J=15.5, 2.5 Hz, 1H, -CH>-propargyl), 3.05 (d,J=16.5 Hz, 1H, H-1a), 2.47 (d,
J=16.5 Hz, 1H, H-1b), 2.42 (t, J = 2.4 Hz, 1H, terminalni H-propargyl), 1.30 (s, 3H),
1.28 (s, 3H), 1.01 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.88 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.82 (s, 3H), 0.77
(d, J=6.8 Hz, 3H, 7 x CH3). 3C NMR (126 MHz, CDCls) 8 175.50, 159.86, 150.97,
142.45, 141.63, 78.40, 77.16, 74.37, 57.23, 53.22, 51.38, 49.08, 48.88, 48.77, 44.24,
42.79, 40.87, 39.65, 38.37, 37.30, 36.93, 33.62, 31.97, 31.66, 29.88, 29.81, 27.10, 24.17,
23.14,22.87,21.63, 20.26, 16.24, 15.85, 14.84, 14.76.

3.1.2  Priprava derivatu VIII

Do reakéni nddoby byl priveden pyridinovy derivat kyseliny dihydrobetulonové (V)
(799 mg, 1,6 mmol), KoCO3 (2,2 g, 16,3 mmol) a THF (33 ml). Vznikla reakéni smés
byla zahtivana na 80 °C po dobu 30 minut. Nésledn¢ byl ptidan propargylbromid (1,5 ml,
16,3 mmol), coz zapti¢inilo mirné ztmavnuti bézove zbarvené reakéni smési. Reakce byla
ukoncena po 2 h, pticemz jeji prubeh byl monitorovan pomoci TLC s MF Hex/EtOAc
5:1. Reakéni smés byla po ukonceni reakce zpracovana pomoci obecného postupu A.
Surovy produkt VIII byl pfeciSt€én pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu
za pouziti MF Hex/EtOAc 17:1. Po odpateni rozpoustédel na RVO byl ziskany produkt
VIII bilou amorfni latkou (650 mg, 76 %) s t. t. 163—167 °C.

IR spektrum: 3282 (C-H alkyn), 2954-2860 (C-H), 1721 (C=0), 1575 (C-C aromat),
1186 (C-O) cm™'. HRMS: ESI+ m/z vypoéteno pro CisHsiNO2 [M + H'] 530,3993,
nalezeno 530,4000. '"H NMR (500 MHz, CDCls) & 8.45 (dd, J = 4.6, 1.0 Hz, 1H), 7.24
(d, J= 7.4 Hz, 1H), 6.97 (dd, J = 7.6, 4.7 Hz, 1H, 3 x H-pyridin), 4.70 (dd, J = 15.5,
2.4 Hz, 1H, -CH>-propargyl), 4.62 (dd, J = 15.5, 2.4 Hz, 1H, -CH>-propargyl), 2.74 (d,
J=15.7Hz, 1H, H-1a), 2.42 (t, J = 2.4 Hz, 1H, terminalni H-propargyl), 1.31 (s, 3H),
1.27 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.87 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.79 (s, 3H), 0.77
(d,J=6.8 Hz, 3H, 7 x CH3). BC NMR (126 MHz, CDCls) § 175.51, 164.05, 147.37,
137.59, 129.71, 120.76, 78.40, 77.16, 74.37, 57.24, 53.66, 51.38, 49.11, 48.84, 46.07,
44.24, 42.78, 40.89, 39.59, 38.42, 37.29, 36.36, 33.78, 31.98, 31.77, 29.94, 29.81, 27.20,
24.24,23.13,22.85, 21.69, 20.37, 15.91, 15.80, 14.85, 14.77.
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3.1.3  Priprava derivatu IX

K vychozimu pyridinovému derivatu kyseliny betulonové (VI) (500 mg, 1,0 mmol) byl
piiveden KoCOs (1,4 g, 10,2 mmol) a THF (20,5 ml). Reakéni smés byla zahtivana na
80 °C po dobu 30 minut a nasledn¢ byl pfidan propargylamin (0,9 ml, 10,2 mmol), ¢imz
doslo ke zmén¢ zbarveni reakéni smési z bilého do pletového zbarveni. Reakce byla
ukoncena po 2,5 h. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC s MF Hex/EtOAc 5:1.
Reakéni smés byla po ukonceni reakce zpracovana dle obecného postupu A. Ziskany
produkt IX byl poté podroben purifikaci sloupcovou chromatografii na silikagelu s MF
Hex/EtOAc v gradientu 10:1-6:1. Po odpateni rozpoustédel na RVO byl ziskan produkt
IX ve formé nazloutlé krystalické latky (483 mg, 90 %) o t. t. 172—174 °C.

IR spektrum: 3285 (C-H alkyn), 2954-2860 (C-H), 1720 (C=0), 1138 (C-O) cm™.
HRMS: ESI+ m/z vypoéteno pro C3sHaoNO> [M + H'] 528,3836, nalezeno 528,3839.
'TH NMR (500 MHz, CDCl3) 6 8.44 (dd, J = 4.6, 0.9 Hz, 1H), 7.22 (d, J= 7.3 Hz, 1H),
6.97 (dd, J=7.6, 4.7 Hz, 1H, 3 x H-pyridin), 4.76 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-29a), 4.72 (dd,
J=15.5,2.5Hz, 1H, -CH:-propargyl), 4.66—4.61 (m, 2H, H-29b + -CH-propargyl), 3.05
(td, /=10.9,4.8 Hz, 1H, H-19), 2.73 (d, J=15.7 Hz, 1H, H-1a), 2.44 (t,J = 2.4 Hz, 1H,
terminalni H-propargyl), 1.70 (s, 3H, 3 x H-30), 1.31 (s, 3H), 1.26 (s, 3H), 1.01 (s, 3H),
1.01 (s, 3H), 0.78 (s, 3H, 5 x CH3). 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 175.33, 164.03,
150.59, 147.36, 137.59, 129.72, 120.75, 109.84, 78.29, 77.16, 74.48, 56.79, 53.68, 51.50,
49.64, 49.09, 47.00, 46.11, 42.62, 40.87, 39.59, 38.59, 36.94, 36.37, 33.70, 32.07, 31.77,
30.67, 29.81, 25.83, 24.23, 21.65, 20.36, 19.56, 15.85, 15.83, 14.86.

3.2 Priprava derivata s azidovym linkerem (X, XI, XII)

3.2.1 Piiprava derivatu X

Do reak¢ni nadoby byl pfiveden pyrazinovy derivat kyseliny dihydrobetulonové (IV)
(500 mg, 1,0 mmol), EDC (292 mg, 1,5 mmol) a HOBt (206 mg, 1,5 mmol). Vznikla
reakéni smés byla 30 minut michéna za r. t. Nésledné byl k této reakéni smési pfiveden
DIPEA (265 pl, 1,52 mmol) a 11-azido-3,6,9-trioxaundekan-1-amin (403 pl, 2,0 mmol).
Reakéni smés byla celkoveé michana 6 h za r. t. Priibéh reakce byl sledovan pomoci TLC
s MF Hex/EtOAc 2:1 + 3 kapky MeOH. Reak¢ni smés byla poté zpracovana dle

obecného postupu A. Surovy produkt X byl naoranzovélou olejovitou latkou, jenz byl
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precistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu s MF Hex/EtOAc v gradientu
2:1-1:1 + 1 % MeOH. Po odpateni rozpoustédel byl ziskan produkt X jako nazloutla
olejovita latka (485 mg, 69 %).

IR spektrum: 3364 (N-H), 2948, 2865 (C-H), 2101 (C-Ns), 1654 (C=O amid), 1106
(C-O ether) cm!. HRMS: ESI+ m/z vypoéteno pro CaoHesNeOs [M + H'] 693,5062,
nalezeno 693,5068. "TH NMR (500 MHz, CDCl;) § 8.40 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.27
(d,J=2.4 Hz, 1H, 2 x H-pyrazin), 6.02 (t, J = 5.6 Hz, 1H, N-H), 3.69-3.65 (m, 8H),
3.64-3.61 (m, 2H), 3.54 (t,J = 5.0 Hz, 2H), 3.51-3.40 (m, 2H), 3.39 (1, 2H,
16 x H-linker), 3.05 (d, J = 16.6 Hz, 1H, H-1a), 1.30 (s, 3H), 1.28 (s, 3H), 1.01 (s, 3H),
1.00 (s, 3H), 0.88 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.81 (s, 3H), 0.77 (d, /= 6.8 Hz, 3H, 7 x CH).
13C NMR (126 MHz, CDCl3) 6 175.51, 164.05, 147.37, 137.59, 129.71, 120.76, 78.40,
77.16,74.37,57.24, 53.66, 51.38, 49.11, 48.84, 46.07, 44.24, 42.78, 40.89, 39.59, 38.42,
37.29,36.36, 33.78, 31.98, 31.77, 29.94, 29.81, 27.20, 24.24, 23.13, 22.85, 21.69, 20.37,
15.91, 15.80, 14.85, 14.77.

3.2.2  Priprava derivatu XI

Do reakéni nadoby byl piiveden pyridinovy derivat kyseliny dihydrobetulonové (V)
(500 mg, 1,0 mmol) a 2 ml DMF za vzniku zlutého roztoku. K tomuto roztoku byl pfidan
EDC (293 mg, 1,5 mmol) a HOBt (206 mg, 1,5 mmol). Reak¢ni smés byla michdna za
r. t. po dobu 30 minut, kdy byl nésledné ptidan DIPEA (266 pl, 1,5 mmol) a 11-azido-
3,6,9-trioxaundekan-1-amin (404 pl, 2,0 mmol) za vzniku suspenze, jez po cca 1 hoding
michani za r. t. pfesla opét ve Zluty roztok. Reakce byla ukoncena po 24 h, pticemz jeji
pribéh byl monitorovan TLC s MF Hex/EtOAc 1:1. Reak¢ni smés byla zpracovana dle
obecného postupu A. Nasledné byl surovy produkt XI ve formé Zlutého oleje purifikovan
pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu s MF Hex/EtOAc v gradientu 1:1-1:2.
Po odpareni rozpoustédel na RVO byl produkt XI ziskan ve formé nazloutlé olejovité

latky (590 mg, 84 %).

IR spektrum: 3364 (N-H), 2948, 2865 (C-H), 2100 (C-N3) 1647 (C=0 amid), 1096
(C-O ether) cm™!. HRMS: ESI+ m/z vypoéteno pro CaiHesNsOs [M + H'] 692,5109,
nalezeno 692,5111. '"H NMR (500 MHz, CDCls) § 8.45 (dd, J=4.4, 0.9 Hz, 1H), 7.24
(d, 1H), 6.98 (dd, J = 7.6, 4.7 Hz, 1H, 3 x H-pyridin), 6.03 (t, / = 5.6 Hz, 1H, N-H),
3.69-3.65 (m, 8H), 3.63-3.60 (m, 2H), 3.54 (t,J=5.1 Hz, 2H), 3.52-3.40 (m, 2H), 3.38
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(t, 2H, 16 x H-linker), 2.75 (d, J=15.7 Hz, 1H, H-1a), 2.52 (td, J = 12.8, 3.7 Hz, 1H,
H-1b), 1.31 (s, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.01 (s, 3H), 0.9 (s, 3H), 0.87 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.79
(s, 3H), 0.76 (d, J= 6.8 Hz, 3H, 7 x CHz). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 176.50, 164.01,
147.31, 137.64, 129.77, 120.78, 77.16, 70.91, 70.81, 70.79, 70.43, 70.32, 70.25, 56.35,
53.67, 50.85, 49.57, 48.90, 46.05, 44.43, 42.87, 40.84, 39.58, 39.03, 38.80, 37.93, 36.36,
33.86, 33.67, 31.76, 30.11, 29.60, 27.25, 24.24, 23.19, 23.17, 21.75, 20.38, 16.05, 15.79,
14.80, 14.72.

3.2.3  Priprava derivatu XII

Pyridinovy derivat kyseliny betulonové (VI) (750 mg, 1,5 mmol) byl rozpustén ve 2 ml
DMF za vzniku zlutého roztoku. Nasledné¢ byl ptidan EDC (441 mg, 2,3 mmol), HOBt
(311 mg, 2,3 mmol) a dal§i 2 ml DMF. Vznikl4 suspenze byla michéna za r. t. po dobu
30 minut. K této byl nésledné ptiveden DIPEA (401 pl, 2,3 mmol) a 11-azido-3,6,9-
trioxaundekan-1-amin (607 pl, 3,1 mmol). Z piivodni suspenze se timto ptidavkem stal
opét zluty roztok. Reakce byla ukoncéena po 21 h, ptfi¢emz byl jeji pribéh sledovan
pomoci TLC s MF Hex/EtOAc 1:1. Reakéni smés byla zpracovana obecnym postupem
A. Vznikly surovy produkt XII, jimz byla Zlutozelena olejovita latka, byl poté precistén
sloupcovou chromatografii na silikagelu s MF Hex/EtOAc 1:2. Po odpateni rozpoustédel

na RVO byla ziskanym produktem XII nazloutld olejovita latka (790 mg, 75 %).

IR spektrum: 3363 (N-H), 2927, 2865 (C-H), 2100 (C-N3), 1639 (C=0 amid), 1097
(C-O ether) cm!. HRMS: ESI+ m/z vypoéteno pro Ca1HesNsOs [M + H'] 690,4953,
nalezeno 690,4960. "TH NMR (500 MHz, CDCl3) § 8.44 (dd, 1H), 7.22 (d, J = 7.4 Hz,
1H), 6.97 (dd, J=7.5, 4.7 Hz, 1H, 3 x H-pyridin), 6.05 (t, /= 5.5 Hz, 1H, N-H), 4.76 (d,
J =2.1 Hz, 1H, H-29a), 4.62-4.58 (m, 1H, H-29b), 3.69-3.65 (m, 8H), 3.64-3.61 (m,
2H), 3.55 (t,J = 5.0 Hz, 2H), 3.53-3.40 (m, 2H), 3.40-3.37 (m, 2H, 16 x H-linker), 3.15
(td, J=11.1, 4.3 Hz, 1H, H-19), 2.73 (d, J = 15.7 Hz, 1H, H-1a), 2.32 (d, J = 15.6 Hz,
1H, H-1b), 1.70 (s, 3H, 3 x H-30), 1.31 (s, 3H), 1.26 (s, 3H), 1.02 (s, 3H), 1.01 (s, 3H),
0.78 (s, 3H, 5 x CH3). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) & 176.35, 163.99, 151.17, 147.29,
137.66, 129.81, 120.78, 109.50, 77.16, 70.91, 70.81, 70.78, 70.43, 70.26, 55.87, 53.70,
50.85, 50.25, 49.15, 46.95, 46.09, 42.70, 40.81, 39.58, 39.05, 38.51, 38.06, 36.38, 33.80,
31.76, 31.06, 29.59, 25.92, 24.23,21.71, 20.38, 19.67, 16.01, 15.81, 14.79, 14.25.
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4. Derivatizace v poloze C-30

4.1 Priprava aldehydu XIII

Syntézou aldehydu XIII byla reakce derivatu VI (2,5 g, 5,2 mmol) rozpusténého ve smési
DCM (39 ml) a AcOH (26 ml), se 70% t-BuOOH (2,1 ml, 15,6 mmol) a SeO> (577 mg,
10,4 mmol). Reak¢ni smés byla oranzovym roztokem s pevnym podilem SeO:, jenz se
v pribéhu reakce postupné rozpustil a nasledné dochdzelo téz ke ztmavnuti reakéni
smési. Reak¢éni smés byla michdna za r. t. po dobu 68 h. Priubéh reakce byl sledovan
pomoci TLC s MF Hex/EtOAc 3:1. Po ukonceni reakce byla reakéni smées ptevedena do
prebytku solanky a 3 x vytfepana DCM. Nasledné byla organicka faze 4x vytfepana
nasycenym roztokem FeSO47 H>O a 2Xx nasycenym roztokem NaHCOs;. Spojené
organické podily byly vysuseny pomoci bezvodého MgSOs, piefiltrovany pies vatu
a pfebytek rozpoustédel byl odpafen na RVO. Surovy produkt XIII, jakozto
zlutooranzova amorfni latka, byl purifikovan sloupcovou chromatografii na silikagelu
s MF CHCIl3/MeOH 50:1 + 0,15 % AcOH. Po odpateni rozpoustédel byl ziskan produkt
XIII ve form¢ nazloutlé amorfni latky (1,6 g, 59 %).

IR spektrum: 2983 (C-H), 1692 (C=0), 1574 (C-C aromat), 1427 (O-H karboxyl) cm™'.
HRMS: ESI+ m/z vypo¢teno pro C33HasNO3 [M + H'] 504,3472, nalezeno 504,3477.
TH NMR (500 MHz, CDCls) & 9.54 (s, 1H, H-30), 8.47 (dd, J = 4.7, 1.2 Hz, 1H), 7.27
(d, /=8.3 Hz, 1H), 7.04 (dd, J = 7.6, 4.8 Hz, 1H, 3 x H-pyridin), 6.29 (s, 1H, H-29a),
591 (s, 1H, H-29b), 3.43 (td,J=11.1, 4.8 Hz, 1H, H-19), 2.71 (d, J = 15.8 Hz, 1H,
H-1a), 1.32 (s, 3H), 1.28 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.75 (s, 3H, 5 x CH3).
13C NMR (126 MHz, CDCls) 8 195.13, 180.00, 163.48, 156.63, 146.73, 138.52, 134.04,
130.26, 121.19, 77.16, 56.60, 53.71, 48.77, 46.00, 42.57, 40.70, 39.54, 38.48, 37.04,
36.34, 33.65, 32.21, 31.52, 29.90, 27.42, 24.12, 21.65, 20.37, 15.93, 15.84, 14.70.

4.2 Protekce polohy C-28

Protekce polohy C-28 aldehydu XIII vyzadovala tfikrokovou ptipravu protektivni
skupiny  2,6-dimethoxybenzylbromidu XIVd a nasledn¢ samotnou syntézu

protekovaného derivatu XIV s 2,6-dimethoxybenzylesterovou skupinou v poloze C-28.
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4.2.1 Priprava protektivni skupiny XIVd

Prvnim krokem byla syntéza methyl-2,6-dimethoxybenzoatu (XIVb) z kyseliny 2,6-
dimethoxybenzoové (XIVa). Reakéni nddoba s michadlem byla vyzihana, dusikem
ochlazena nar. t. a uzavirena septem. Do této reakcni nadoby byla ptfivedena kyselina 2,6-
dimethoxybenzoova (XIVa) (3,0 g, 16,5 mmol), a poté, jiz ptes septum, DMC (29 ml)
za vzniku bilé suspenze. Nasledn¢ byl ptidan DBU (2,5 ml, 16,5 mmol), jehoz ptidavek
zpusobil zménu zbarveni suspenze z bilé na béZzovou. Reakéni smées byla michana pod
refluxem (105 °C) po dobu 4 h. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC s MF
Hex/EtOAc 3:1 a byl doprovazen zrizovénim reak¢éni smési. Po ukoncenim reakce byla
reakéni smés zpracovana dle obecného postupu A. Surovy produkt XIVb, jenz byl
bézovou krystalickou latkou, byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie na
silikagelu s MF Hex/EtOAc 1:1 + 1 % DCM. Po odpateni rozpoustédel byl ziskan
produkt XIVb ve formé bilé krystalické latky (2,6 g, 79 %).

IH NMR (500 MHz, CDCls) § 7.28 (t, J = 8.4 Hz, 1H, H-4), 6.56 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
H-3, H-5), 3.91 (s, 3H, -(CO)OCHs), 3.82 (s, 6H, 2 x -OCHs).

Druhym krokem pftipravy protektivni skupiny XIVd byla redukce ptipraveného
methylesteru kyseliny 2,6-dimethoxybenzoové (XIVb) na 2,6-dimethoxybenzylalkohol
(XIVe). Do vyZihané, dusikem ochlazené a septem opatfené reakéni nadoby s michadlem
bylo stfikackou ptivedeno 33 ml suchého THF a 21,3 ml 1M roztoku LiAlH4 v suchém
THF. Tato reakéni smés byla vychlazena v ledové lazni. Do druhé vyzihané a dusikem
ochlazené banky byl rychle ptiveden ptipraveny derivat XIVb (2,5 g, 12,7 mmol) a taktéz
33 ml suchého THF. Tento roztok byl nasledné stfikackou ptes septum pomalu pieveden
do reakéni nadoby umisténé v ledové lazni, kdy za stalého michani vznikal ¢iry roztok.
Po pfidavku byla reakéni nddoba vyjmuta z ledové lazné a za r. t. byla michana pod
atmosférou dusiku po dobu 2 h. Priibéh reakce byl monitorovan TLC s MF Hex/EtOAc
3:1. Po ukonceni reakce byla reakéni smés pomalu zfedéna vodou, jeZ rozlozila prebytek
LiAlH4 za vzniku bilé srazeniny a vyvijeni Hz. Voda byla pfidavana do konce vyvijeni
H>. Vznikla sraZenina byla cca 20 minut michédna, a néasledné byla zcela rozpusténa
ptidavkem 10% H>SOs. Reakéni smés byla poté zpracovana dle obecného postupu A.
Vznikly produkt XIVe byl ziskéan jako bila krystalicka latka (2,0 g, 94 %), pti¢emz byl

poté pouzit v surovém stavu do dalsi reakce.
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IH NMR (500 MHz, CDCls) § 7.22 (t, J = 8.4 Hz, 1H, H-4), 6.57 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
H-3, H-5), 4.79 (s, 2H, -CH>-PG), 3.85 (s, 6H, 2 x -OCHs).

Tietim, a tedy i poslednim krokem piipravy 2,6-dimethoxybenzylbromidu (XIVd),
jakozto protektivni skupiny, byla reakce 2,6-dimethoxybenzylalkoholu (XIVe¢) s PBrs.
Do reakéni nadoby s michadlem, jez byla vyzihdna a ochlazena dusikem na r. t., byl
rychle pfiveden syntetizovany derivat XIVe (2,0 g, 11,8 mmol) a nasledn¢ stiikackou
pies septum suchy Et2O (38,2 ml) za vzniku bezbarvého roztoku. Reak¢ni nadoba byla
ponotfena do ledové 1azné s NaCl a michéna. Taktéz stiikackou byl pfes septum k reakéni
smési pomalu piiveden PBr; (427 pl) za vzniku naZzloutlé srazeniny, kterd se po
kompletnim piidavku tohoto reaktantu témeéi rozpustila. Reakéni smés byla michana
v ledové lazni s NaCl pod atmosférou dusiku po dobu 1 h. Priibéh reakce byl sledovan
pomoci TLC s MF Hex/EtOAc 1:1. Reakce byla ukoncena, i pies skutecnost neuplné
konverze. Do reakéni smési bylo nésledné za ucelem rozkladu ptebytku PBr; piidano
10 ml MeOH. Reakéni smés byla nafedéna studenou vodou, ¢imz doslo k rozpusténi
nazloutlé sraZeniny a rychle 3x vytfepana Et,O. Organicka fdze méla neutrdlni pH.
Spojené organické podily byly Ix vytfepany vodou, vysuSeny bezvodym MgSOs,
prefiltrovany pies vatu a piebytek rozpoustédel byl bez zahtivani baiikky ve vodni lazni
odpafen na RVO. Ziskany produkt XIVd nebyl purifikovan sloupcovou chromatografii
na silikagelu, nybrz byl ihned pouZit pro pfipravu derivatu XIV, profez nebyl pocitan

vytézek. Ten by byl totiz vzhledem k neprovedeni purifikace vétsi nez 100 %.

H NMR (500 MHz, CDCL3) § 7.24 (t, J = 8.4 Hz, 1H, H-4), 6.54 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
H-3, H-5), 4.70 (s, 2H, -CH,-PG), 3.89 (s, 6H, 2 x OCHs).

4.2.2  Priprava protekovaného derivatu XIV

Do reak¢ni naddoby byl ptiveden aldehyd (XIII) (151 mg, 0,3 mmol) rozpustény ve 3 ml
DMF a K>COs (206 mg) za vzniku nazloutlé suspenze, jez byla michana za r. t.
Po 30 minutach byl pfidan syntetizovany 2,6-dimethoxybenzylbromid (XIVd) (197 mg,
0,8 mmol) rozpustény ve 3 ml DMF, ¢imz doSlo k mirnému zesvétlani suspenze. Reakéni
smés byla michdna po dobu 1 h za r. t., pficemZ jeji pribéh byl monitorovan TLC s MF
Tol/Et2O 5:1. Po ukonceni reakce byla reakéni smés zpracovéana dle obecného postupu

A. Surovy produkt XIV byl ptecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu s MF
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Hex/EtOAc 5:1. Po odpateni rozpoustédel byl ziskédn produkt XIV ve formé bilé¢ amorfni
latky (196 mg, 52 %).

TH NMR (500 MHz, CDCls) & 9.53 (s, 1H, H-30), 8.44 (dd, J = 4.6, 1.1 Hz, 1H,
H-pyridin), 7.29-7.25 (m, 1H, H-PG), 7.21 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 6.97 (dd, J= 7.6, 4.6 Hz,
1H, 2 x H-pyridin), 6.56 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 2 x H-PG), 6.25 (s, 1H, H-29a), 5.88 (s, 1H,
H-29b), 5.28 (d, J=11.0 Hz, 1H), 5.21 (d, J = 11.0 Hz, 1H, -CH>-PG), 3.83 (s, 6H,
2 x -OCHs), 3.37 (td, J= 11.2, 4.7 Hz, 1H, H-19), 2.69 (d, J = 15.7 Hz, 1H, H-1a), 1.30
(s, 3H), 1.26 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.76 (s, 3H, 5 x CHs).

4.3 Priprava derivatu XV — Pinnickova oxidace

Do reakéni nddoby byl ptiveden derivat XIV (325 mg, 0,5 mmol), MeOH (13 ml), DCM
(9,8 ml) a 2-methylbut-2-en (4 ml) za vzniku bezbarvého roztoku. Ve druhé bance byl
ptipraven roztok NaClO> (281 mg, 2,5 mmol), KH>2PO4 (338 mg, 2,5 mmol) ve vodé
(3,25 ml), jenz byl pfidan k roztoku v reakéni nadobé za vzniku rizové zbarvené emulze
s bilou sraZzeninou. Vznikla reakéni smés byla michdna za r. t. po dobu 24 h. Prib¢h
reakce byl sledovan pomoci TLC s MF Hex/EtOAc 3:1. Po ukonc¢eni reakce byla reakéni
smés pfivedena do nadbytku solanky a 3x vytfepana DCM. Organicka vrstva méla
neutralni pH. Spojené organické podily byly 2x vytfepany solankou, vysuseny MgSOQsq,
prefiltrovany pfes vatu a prebytek rozpoustédel byl odpafen na RVO. Ziskany surovy
produkt XV byl nartiZovélou amorfni latkou (367 mg), jenz byl bez purifikace pouzit do

dalsi reakce.

TH NMR (500 MHz, DMSO-De) & 12.29 (s, 1H, O-H), 8.39 (s, 1H, H-pyridin), 7.38-7.28
(m, 2H, H-pyridin + H-PG), 7.06 (s, 1H, H-pyridin), 6.68 (d, J= 8.4 Hz, 2H, 2 x H-PG),
5.97 (s, 1H, H-29a), 5.59 (s, 1H, H-29b), 5.11 (d, J= 10.9 Hz, 1H), 5.06 (d, /= 10.9 Hz,
1H, -CH,-PG), 3.78 (s, 6H, 2 x -OCH3), 1.23 (s, 3H), 1.19 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.85 (s,
3H), 0.70 (s, 3H, 5 x CHs).

4.4 Priprava derivatu XVI — reakce s linkerem

Do reak¢ni nadoby byl ptiveden derivat XV (367 mg, 0,5 mmol) a 25 ml DMF za vzniku
roztoku s nartzovélym zikalem. Nasledné¢ byly piidany reaktanty EDC (157 mg,

0,8 mmol) a HOBt (111 mg, 0,8 mmol), jez se rozpoustély pouze castecné. Vznikla
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suspenze byla michana po dobu 30 minut, v priibéhu kterych doslo k rozpusténi pevnych
slozek, nacez byl ptidan DIPEA (143 pl, 0,8 mmol) a 11-azido-3,6,9-trioxaundekan-1-
amin (217 pl, 1,1 mmol). Reakéni smés byla michana za r. t. 48 h, pfi¢emz jeji prub¢h
byl sledovan pomoci TLC s MF Tol/Et,O 1:1. Po ukonceni reakce byla reakéni smés
zpracovana obecnym postupem A. Surovy produkt XVI byl purifikovdn pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu s MF Hex/EtOAc 1:1. Po odpafeni piebytku
rozpoustédel byl ziskan produkt XVI ve formé bezbarvé amorfni latky (283 mg, 59 %).

IR spektrum: 2940 (C-H), 2100 (C-N3), 1714 (C=0), 1597 (C-C aromat), 1120
(C-O ether) cm!. HRMS: ESI+ m/z vypoéteno pro CsoH71NsOs [M + H'] 870,5375,
nalezeno 870,5387. '"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 8.45 (dd, J = 4.4, 1.1 Hz, 1H,
H-pyridin), 7.27 (¢, 1H, H-PG), 7.22 (dd, J = 7.5, 0.9 Hz, 1H), 6.97 (dd, J = 7.6, 4.7 Hz,
1H, 2 x H-pyridin), 6.56 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 2 x H-PQG), 6.21 (t, J = 5.7 Hz, 1H, N-H),
542 (s, 1H, H-292), 525 (d, J = 52 Hz, 1H, H-29b), 5.23-5.19 (m, 2H,
-CH>-PG), 3.83 (s, 6H, 2 x -OCH3), 3.69-3.64 (m, 10H), 3.61-3.57 (m, 2H), 3.53-3.49
(m, 2H), 3.37 (t, 2H, 16 x H-linker), 3.22 (td, J = 11.0, 4.6 Hz, 1H, H-19), 1.31 (s, 3H),
1.27 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.77 (s, 3H, 5 x CHs). 3C NMR (126 MHz,
CDClz) ¢ 176.39, 169.73, 164.06, 159.60, 152.39, 147.39, 137.54, 130.25, 129.69,
120.76, 116.15, 112.63, 103.83, 77.16, 70.89, 70.83, 70.81, 70.47, 70.25, 70.20, 56.83,
55.96, 55.56, 53.67, 50.83, 50.59, 49.01, 46.12, 43.64, 42.60, 40.66, 39.59, 39.25, 38.21,
36.74, 36.35, 33.70, 32.32, 32.02, 31.77, 29.67, 27.10, 24.26, 21.71, 20.39, 15.78, 15.62,
14.81.

4.5  Priprava derivatu XVII — deprotekce

Do reakéni nadoby byl ptiveden derivat XVI (234 mg) a 2,34 ml 5% roztoku TFA
v DCM. Takto pfipravend reakéni smés byla michdna za r. t. po dobu 105 min. Pribéh
reakce byl monitorovan TLC s ¢istym EtOAc jako MF. Po ukonceni reakce byla reakéni
smés zbavena TFA pod proudem dusiku. Surovy produkt XVII byl purifikovan
sloupcovou chromatografii na silikagelu s MF CHCI3/MeOH 25:1. Po odpateni
rozpoustédel byl ziskany produkt XVII bezbarvou olejovitou latkou (172 mg, 89 %).

IR spektrum: 3100 (OH), 2100 (C-N3), 1684 (C=0), 1179, 1128 (C-O ether) cm™.
HRMS: ESI+ m/z vypoéteno pro C41HeiNsOs [M + H'] 720,4695, nalezeno 720,4695.
'TH NMR (500 MHz, CD3;0D) § 8.53 (dd, J = 5.5, 1.0 Hz, 1H), 8.14 (d, J = 7.5 Hz, 1H,
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2 x H-pyridin), 7.91 (t, J = 5.7 Hz, 1H, N-H), 7.68 (dd, J = 7.7, 5.7 Hz, 1H, H-pyridin),
5.48 (s, 1H, H-29a), 5.33 (s, 1H, H-29b), 3.68-3.60 (m, 10H), 3.59-3.54 (m, 2H),
3.47-3.37 (m, 2H), 3.34 (t, 2H, 16 x H-linker), 3.24 (td, /= 11.2, 3.9 Hz, 1H, H-19), 3.05
(d, J=16.4 Hz, 1H, H-1a), 2.51 (d, J = 16.3 Hz, 1H, H-1b), 1.42 (s, 3H), 1.37 (s, 3H),
1.04 (s, 3H), 1.02 (s, 3H), 0.82 (s, 3H, 5 x CH3). 3C NMR (126 MHz, CD;0D) § 179.81,
172.50, 160.95, 153.42, 147.92, 142.40, 136.85, 124.98, 116.99, 71.70, 71.68, 71.55,
71.31,71.13, 70.68, 57.62, 53.89, 52.08, 51.78, 49.85, 45.61, 43.90, 43.70, 41.75, 40.38,
39.49,39.43, 37.78, 37.33, 34.37, 33.75, 33.05, 30.84, 30.63, 28.19, 23.81, 22.73, 20.66,
16.21, 16.13, 15.07.
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Methyl-2,6-dimethoxybenzoat (XIVb)
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2,6-Dimethoxybenzylbromid (XIVd)
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