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Cile prace

1)

2)

3)

4)

Provést syntézu vybranych vyse oxidovanych derivati lupanu.

Identifikovat reakéni podminky pro specifické oxidace A-kruhu vybranych

lupanovych derivati za ucelem piipravy diosfenold.

Optimalizovat vicekrokovou syntézu vySe oxidovanych produkti a identifikovat

nejvyhodnéjsi, nejpiistupnéjsi a nejefektivnéjsi reakéni cestu k cilovym produktim.

Ptipravit derivaty diosfenolu tak, aby byly vhodné pro konjugaéni reakce, které by
mohly poskytnout konjugaty aplikovatelné pii studiu mechanismi G¢inku téchto

derivatua in vitro a in vivo.
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1 Uvod

Izoprenoidy jsou jednou z nejrozSifenéjSich skupin pfirodnich latek s velkou Skalou
biologickych aktivit. Proto se mnoho vyzkumnych skupin zabyva jejich vyuzitim a derivatizaci.
Jednou z vyznamnych tfid izoprenoidi jsou pentacyklické triterpeny, kterym se nase vyzkumna
skupina dlouhodobé vénuje. Mezi nejvyznamnéjs$i biologické aktivity pentacyklickych
triterpentl patii: antiviroticka®, antimikrobialni a cytostaticka? aktivita. Napiiklad kyselina
betulinovd (2, obrdzek 1) je kvili svym antimikrobidlnim vlastnostem casto VyuZzivana

V kosmetickém pramyslu.

Derivaty lupanu jsou objemné molekuly s nékolika misty vhodnymi pro chemické
modifikace nebo pro konjugace s dalsimi molekulami. Jednou ze slouéenin, odvozenych od
lupanu, je betulin (1), ktery je mozné modifikovat v polohach  C-30,
C-28, C-3, C-2 ana dvojné vazbé mezi uhliky C-20(29) (Obrdazek 1). Modifikaci
pentacyklickych triterpenti miize byt docileno zvyseni zvolené biologické aktivity>*, zlepseni
farmakologickych vlastnosti® nebo cileni molekul na misto u¢inku®, naptiklad solidni nador.

Timto zptisobem ziskame lepsi selektivitu a mén¢ negativnich vedlejsich ucinku.

Obrazek 1: ¢islovana molekula betulinu 1 a kyseliny betulinové 2

Oxidaci kruhu A lupanovych triterpenoidii vznikaji vyse oxidované substraty’,
které jsou Casto vyznamné cytotoxické®® anavic byly v minulosti vyuzity pro fadu syntéz
sloudenin s vysokou cytotoxickou aktivitou®!, zejména derivati s heterocyklickym jadrem
kondenzovanym ke kruhu A2, fluorderivata!® apod. Tato skupina slou¢enin je tak poiad
zajimava a jednim zcild této diplomové prace je prozkoumat moznosti oxidace A-kruhu
lupanovych triterpentt do vysSich stupiiti, provéfit aktivitu vzniklych sloucenin a pfipadné je

vyuZzit pro nasledné syntézy.
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2 Literarni prehled

2.1 2-hydroxy-3-oxolup-1(2),20(29)-dien-28-ova
kyselina (diosfenol, 4)

Struktura diosfenolu 4, coz je derivat lupanu, je zndma pro svou vyznamnou selektivni
cytotoxickou aktivitu na nadorovych bunéénych liniich. Diosfenol 4 Ize ptipravit z kyseliny
betulinové 2 postupem, ktery byl popsian vlit'* Jedna se ooxidaci na
3-oxokyselinu 3, ktera je nasledné vzdu$nym kyslikem v 2-methylpropan-2-olu za pfitomnosti
baze (nejcastéji terc-butoxid draselny) prevedena na diosfenol 4. Pti piekroCeni optimalni

reakéni doby dochazi ke vzniku latky 5 (Schéma 1).141°

OH
b) HO b) B
— } » O
(@) (0]
4 5

Schéma 1: Pfiprava diosfenolu 4. a) Na,Cr,0,, NaOAc, HOAc, AcO,, dioxan® ; b) t-BuOH,
t-BuOK, vzduch?®®

Derivat 4 vykazuje nizkou hodnotu ICso U nadorovych bunék. Pro karcinom
plicniho epitelu A-549 bylo stanoveno ICsp = 10 umol/l. Na buné¢né linii karcinomu prsu
MCF7 vykazuje derivat 4 ICso = 14 pmol/I. U lidské leukemické linie K-562 se 1Cso derivatu 4
pohybuje mezi 4 — 6 umol/l. Standardni leukemicka linie CCRF-CEM vykazuje inhibi¢ni
koncentrace latky 4 1Cso = 4 umol/l. Hodnota ICso u buné¢né linie lidského karcinomu tlustého
stteva HT-29 se pohybuje okolo 6 pmol/l apro buiky PC3, rakoviny prostaty, je
ICs0 = 10 umol/l. Methylovany derivat 6 (Obrdzek 2) vykazuje u linii A-549, HT-29, PC3
a MCF7 podobné hodnoty ICso jako diosfenol 4, avsak u leukemické linie K-562 se jeho ICso
pohybuje v rozmezi 8 — 60 umol/l, a u CEM bunék vykazuje derivat 6 1Cso = 23 umol/1.141°

Obrazek 2: Struktura 6
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Diosfenol 4 byl také testovan jako inhibitor HIV-1 protedzy Vv porovnani
s pepstatinem. Inhibi¢ni koncentrace byl stanoven jako 1Cso = 18.8 umol/I. Tento vysledek byl

v lit.1% vyhodnocen, jako stiedné aktivni.'”

Amid diosfenolu 4 s kyselinou 11-aminoundekanovou (7, obrazek 3) byl testovan
pro anti-HIV aktivitu, kdy lidské leukemické bunky CEM4 a MT-4 byly inkubovany
s latkou 7 a nasledn¢ infikovany virem HIV-1. ICsp u MT-4 nebyla detekovana, u CEM4, byla

ICso = 3 umol/l. Struktura 7 byla vyhodnocena v lit.? jako mélo aktivni.

NH(CH3)4(COOH

Obrazek 3: Struktura 7

Konjugaty diosfenolu 4 s heterocykly vykazuji znacnou biologickou aktivitu vici
nékterym nadorovym bunécnym liniim. Derivaty 8 a9 (Obrdzek 4) vykazuji aktivity na
bunéénych liniich HeLa (ICso= 5.4— 6.4 umol/l) aHT-29 (ICso= 3.3-5.9 umol/l).
U nenddorovych linii, naptiklad u lidskych imortalizovanych fibroblastl BJ vykazuje derivat 8
nizkou toxicitu 1Cso =27.9 pmol/l a derivat 9 1Cso = 37.2 pumol/l. U linie PC3 byla detekovana

pouze aktivita derivatu 8 ICso = 1.8 pmol/l.

Obrdzek 4: Struktury 6 a 7
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2.2 Derivatizace kruhu A lupanovych triterpenti

Jednim z Castych mist pro modifikaci lupanovych triterpenti za Gcelem ziskani biologicky
aktivnich molekul je kruh A. U derivati pozménénych na kruhu A byva Casto pozorovana

14-16

mimo jiné cytotoxickal*1® antimikrobilni a antiviroticka® aktivita. V této praci je v praktické

Casti diskutovana hlavné modifikace poloh C-3 a C-2 kyseliny betulinové.

2.2.1 Oxidace kruhu A

Jednou z nejcastéji provadénych modifikaci kyseliny betulinové (2) je pfevedeni na kyselinu
betulonovou (3), kdy je hydroxylova skupina v poloze C-2 podrobena oxidaci na oxoskupinu
(Schéma 2). Zpisobu je v literatuie popsano hned nékolik. Piikladem miiZe byt oxidace pomoci

PCC nebo pomoci dichromanu sodného.®°

Schéma 2: a) Na,Cr,0,, NaOAc, HOAc, Ac0,%°

Ptiprava dihydroxy derivatu 13 vychazi z diosfenolu betulinu 10, ktery je nejprve
ochranén TBDMSCI na enolové skupiné (11). Nasledné je diosfenol 11 redukovan komplexnim
hydridem (Schéma 2) a deprotekovan za vzniku derivatu 13. Pro vytvofeni latky 14 je
redukovany derivat 12 podroben oxidaci PCC a redukci pomoci Al(i-PrO); s naslednou

deprotekci za vzniku molekuly 14.%

TBDMSO. TBDMSO
a) b) d) e) 1) HO,,
OH — 3 — »
O HO HO

11 12 14

la
poy

13

Schéma 3: a) TBDMSCI, imidazol, DMF, 45 °C; b) NaBH,, EtOH, THF; c/f) TBAF, THF, reflux;
d) PCC, DCM, 0 °C; e) Al(i-Pr), i-PrOH, AlCl;, reflux.'’
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Ptiprava izobetulinu (16) zahrnuje vicekrokovou syntézu vychazejici z derivatu 10
(Schéma 4), ktery je podroben redukci komplexnim hydridem na slouc¢eninu 13. Latka 13 pak

reaguje s PCC za vzniku smési oxidovanych sloucenin, ze které je izolovan derivat 15, ktery je

6 18,19

podroben redukci komplexnim hydridem za vzniku latky 1

Schéma 4: a) NaBH,, EtOH, THF; b) PCC, DCM, 0 °C; c) NaBH,, EtOH, THF*4%°
Piiprava 2-hydroxybetulonové kyseliny (17, obrdzek 5) vychazi z kyseliny

betulonové (9) oxidaci pomoci m-chlorperoxybenzoové kyseliny. 8

Obrazek 5: Struktura 17
Diosfenol 4 1ze podrobit oxidaci peroxidem vodiku (Schéma 5) za vzniku
trikarboxylové kyseliny 18, ktera nasledné¢ sanhydridem kyseliny octové vytvari

derivaty 19 a 20.2°

19:R=H

20:R=Ac

Schéma 5: a) H,0,, KOH, MeOH, reflux; b) Ac,0%

25



2.2.2 Vybrané priklady modifikace A kruhu

Kondenzaci kyseliny betulonové 3 lze ziskat hydrazonové derivaty, které podléhaji nasledné
redukci za vzniku hydrazini. Dale pak lze ptipravit iminy i oxim (21 — 24). Na obrdzku 6 jsou
uvedeny ptiklady cytotoxicky nejaktivnéjSich molekul. Pfipravené derivaty ve vétsin€ pripadt
vykazuji zanedbatelny ucinek na endotelidlni bunééné linii A594 a DU145. Avsak pro linii
ECV-304 se ICso pohybuje v rozmezi 0.21 — 0.35 pmol/1.82

24

Obrazek 6: Struktury 21, 22, 23, 24.

Ptiprava 2-bromderivatu 25 vychazi z 3-oxokyseliny (3), ktera je podrobena
allylové bromaci v kyselém prostiedi (Schéma 6). Bromovany derivat 25 vykazoval
ICs0 = 1 umol/l na bun&né linii CEM.!! Vznikly derivat je vhodny jako meziprodukt
naslednych cyklizacnich reakci, kdy vznikaji heterocykly. Napiiklad derivat 26, ktery vznika

reakci thiomocoviny s latkou 25 v ethanolu.??

Schéma 6: a) Br,, HOAc, NaOAc; b) EtOH, thiomocovina®
Mono fluorované derivaty, napi. 27, je mozné pripravit reakci fluorbenzensulfonyl

imidu s 3-oxokyselinou 3 vsilné¢ bazickém prostiedi za snizené teploty (Schéma 7).
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Antivirotickou aktivitu vSak vykazuji pouze vySe derivatizované fluorované derivaty, jako

napiiklad latka 28 (Obrdzek 7) s 1C50 = 0.3 umol/l na HIV infikované bun&éné linii NL-4.1

Schéma 7: a) NFSI, THF, — 78 — 20 °C*3

O

HOOC>%;/J\O

Obrazek 7: Aktivni derivat 28

Pro ptipravu 2-amino derivatu 29 je mozné vyjit z 2-bromderivatu 25, kdy je
nejprve provedena nukleofilni substituce azidem sodnym v bazickém prostiedi. Vznikly azid je
nestdly aje mozné ho redukovat tetrahydridoboritanem sodnym za vzniku aminu 29

(Schéma 8). Jako vedlejsi produkt reakce vznika dimer 30.%

- 30 — 92

Schéma 8: a) NaN3, NMP, AcOH, r.t.; b) LAH, THF, reflux®®
Samotna latka 29 vSak nejevi cytotoxickou aktivitu viéi leukemické
linii CCRF-CEM. Aani jeho derivaty uvadéné v lit.®, nevykazuji slibngjsi hodnoty

cytotoxicity.?
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Thiol 31 vznikd pii  reakeci  derivatu 32  asulfidu  sodného
v N-methylpyrolidonu (Schéma 9, reakce a)). Tato sloucenina je nestala a rozklada se jiz pii
zpracovani. Vhodnéjsi je pfiprava komplexnéjSich derivatti obsahujici heteroatom siry, které
vykazuji  vysSi  stabilitu. Naptiklad derivaty 33 a34. Derivat 33 vzniké
reakci 32 s 2-merkaptoethanolem v bazickém prostiedi, derivat 34 vznika pii nizSich
koncentracich merkaptoethanolu (Schéma 9, reakce b)). Ani jeden z derivati nejevil

vyznamnou cytotoxickou aktivitu.?

Schéma 9: a) Na,S, NMP, r.t.; b) merkaptoethanol, NaOH, EtOH?

Dalsim substratem vhodnym pro cykliza¢ni reakce probihajici na A kruhu
lupanovych derivatl, pfi nichZ vznikaji heterocykly, je naptiklad enol 35, ktery vzniké reakci
3-oxokyseliny 3 s ethylesterem kyseliny mravenci v silné¢ bazickém prostiedi (Schéma 10,
reakce a)), sloucenina ma ICso = 2.8 pmol/l na linii A-594%4. Stejné vhodny je i derivat 36

vznikajici podobnym reakénim sledem (Schéma 10, reakce b)).?

Schéma 10: a) HCOOEt, NaH, dioxan, reflux; b)Na,CO5, NaH, dioxan, reflux®®
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2.2.2.1 Cykliza¢ni reakce A kruhu

Vlastni cykliza¢ni reakce pak probihaji dle reakéniho schématu 11. Bromovany derivat 25
podléha nukleofilni substituci thiomocovinou v morfolinu za varu, vznika derivat 26. Derivaty
35 a 37 reaguji s hydrazinovymi derivaty za vzniku diazoli 38 a 39 Derivat 40 reaguje

s hydroxylaminem za vzniku oxazolii 41 a 42,1112

Schéma 11: a) thiomocovina, morfolin, reflux; b) phenylhydrazin, AcOH, reflux; c) hydrazin hydrat,
dioxan, reflux; d) NH,OH hydrochlorid, EtOH, pyridin, reflux'*?

Ptiprava pyrazinového derivatu 43 vychazi z 3-oxokyseliny 3, ktera je podrobena
reakci s ethylendiaminem a sirou v morfolinu pfi teploté varu (Schéma 12). Vznikly derivat
vykazuje na nadorové linii CCRF-CEM ICso = 14 pmol/1.*

Schéma 12: a) ethylendiamin, morfolin, sira, reflux?
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Dalsi cyklizaéni reakci je piiprava derivatu 44. Jedna se o vicekrokovou syntézu
(Schéma 13) vychazejici z 28-hydroxy-3-oxolup-20(29)-enu (derivat 45). Prvnim krokem je
ptiprava oximu 46 probihajici v 2-methylpropan-2-olu v bazickém prostiedi, kde reakénim

ginidlem je amyl nitrit. Vznikly oxim 46 je acylovan za vzniku aktivniho derivatu 44.%

OH a) OAc

45 44

Schéma 13: a) t-BuOK, t-BuOH, CsH;;ONO; b) AcCl, pyridin®®
Z derivatu 46 lze pfipravit triazol 47, ktery vznikd reakci hydrazin hydratu

s kyselinou octovou. Kyselou hydrolyzou lze pietvofit péticlenny kruh na sesti¢lenny za vzniku
triazinu 48 (Schéma 14).%°

Schéma 14: a) hydrazin hydrat, HOAc; b) EtOH, HCI?®

Derivat 46 vykazuje viuci bunééné linii HCT-116 ICso = 2.5 umol/l. Derivat 44
vykazuje  vpriméru ICsp  155umol/l na  bunéénych  liniich  HCT-116,
RD TE-32, A-549 a HEp-2, hodnoty u jednotlivych bunéénych linii se pohybovaly v rozmezi
7 — 22 pymol/l. Derivat 47 nevykazuje na zminénych liniich vyznamné hodnoty inhibi¢ni
koncentrace, avsak deprotekovana verze tohoto derivatu vykazuje pramérné ICso = 4.9 pmol/l
u linii HCT-116, RD TE-32 a HEp-2, hodnoty jednotlivych bunéénych linii se pohybovaly

Vv rozmezi 2 — 8 pmol/l. Derivat 48 vykazuje vii¢i linii HEp-2 1Cso = 4.5 umol/1.%
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2.3 Konjugace lupanovych triterpenii

2.3.1 Priklady molekul vhodnych ke konjugaci s triterpeny

2.3.1.1 Biotin (49)

Oznacovan jako vitamin H (Obrdzek 8) je v Zivych systémech Casto vazany na lyzinové

postranni fetézce enzymu podilejicich se na karboxyla¢nich reakcich v organismu, jako jsou

napiiklad pyruvat karboxylaza nebo AcCoA karboxylaza.?’

ON-NH H O
Hi;é-“‘\/\)kw

H S
49

Obrazek 8: Struktura biotinu 49

Konjugaty latek s biotinem jsou ¢asto vyuzivany pro studium mechanizmu ucinku.

Ukotveni aktivnich biotinilovanych molekul na pevnou fazi modifikovanou avidinem umozni

izolovat a charakterizovat proteiny, se kterymi tyto molekuly vytvaii nekovalentni interakce

a které jsou zodpovédné za aktivitu, tzv. molekularni cile, uspotfadani se nazyva pull-down

experimenty.®?® Znalost molekularnich cili je pak velmi uzite¢nd pii hledani novych inhibitort

pomoci in silico metod. Pro ptipravu biotinylovanych sloucenin lze pouzit techniku na pevné

fazi s predpfipravenymi biotinilovanymi linkery.?® Tato metoda umoziiuje spojeni studovanych

molekul s biotinem nap¥. pomoci n-PEG linkeru.®

2.3.1.2 BODIPY (50)

Jednd se o foto stabilni fluorescenéni molekuly na bazi fluoridu dipyrromethenboronové

kyseliny (Obrdazek 9) ptipravené za t¢elem konjugace s cilovymi molekulami, které potom

slouzi jako fluorescencni sondy. Diky tomuto spojeni mohou byt tyto konjugaty trasované

a vizualizované fluorescenéni mikroskopii.*

S —

N\_N. N_/

“p~

7\

F F
50

Obrazek 9: Zakladni struktura fluorescen¢ni znacky BODIPY 50
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Jedna zjejich efektivnich ptiprav vychazi z fenylkarbaldehydu (51), ktery je
podroben Wittigové reakci (vznik derivatu 52), nasledné redukci a kone¢nému spojeni
s dimethylpyrrolkarbaldehydem (reagent 53) za vzniku konjugovatelné molekuly BODIPY 54
(Schéma 15). Vlastni konjugace s cilovymi molekulami muze byt zprostfedkovana piimou

esterovou vazbou molekuly 54 nebo pres linker na pevné fazi.313

(MeO),PO

o COOBn
/ H COOBnN ! 1) red
H
|l ) — N @ #——»
) H
51
52 |
/N
\Egﬂo

Schéma 15: Schématické znazornéni pripravy fluorescenéniho znaceni BODIPY 54

Konjugaty pentacyklickych triterpenti lupanového typu ptes PEG linker, jako je
napiiklad slouéenina 55 (Obrdzek 10), vykazuji podobné inhibi¢ni aktivity nadorovych linii
jako vlastni derivaty bez fluorescencéniho znaceni. Avsak derivaty S pfimo navazanou znackou

na reaktivnich  skupindch  lupanovych  struktur  vykazuji zvySeni ICso az

1 31,32

Vv desitkach jednotek pmol/

Obrazek 10: Slouéenina 55

2.3.1.3 Kyselina listova (56)

Oznacovana jako vitamin Bg (Obrdzek 11), je v organismu vyuzivana zejména pro pienos
jednouhlikatého zbytku. Podili se na syntéze a modifikaci DNA, proteini i fosfolipidd.
Dostatek kyseliny listové je esenciélni v proliferujicich buiikach se zrychlenym anabolismem.?
Pfisun tohoto kofaktoru do buiiky je zprostfedkovan dvéma typy membranovych transportéra
(redukovany transportér folatu a folatové receptory). Ve vétsin€ nadorovych liniich je zvySena

exprese folatovych receptorti, coz z kyseliny listové Cini jedenu z vyznamnych molekul pro

transport cytostatik do nddorovych bun¢k. Molekula kyseliny listové je velmi nepolarni, a proto
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i velmi malo rozpustna ve vodném prostiedi. Jeji rozpustnost mize byt zvySena napiiklad

modifikaci PEG linkery nebo zapouzdienim v dextranovych kapsulich.3-%

(@) OH
(@]
OH
N (@]
HN N N
o H
N\ ~
H,N” "N” °N

56

Obrazek 11: Struktura kyseliny listové 56

2.3.1.4 Antivirotika

V dne$ni dobé€ zlistdvaji virovd onemocnéni rizikem pro clovéka. Mnozstvi forem genetické
informace virti a provazani zivota viriont s bunéénym cyklem hostitelskych bunék znesnadiuje
pfistup pro piipravu vhodnych terapeutik cilenych na zneSkodnéni virovych Ccastic
v organismu.®” Vyvoj 1é¢iv s antivirotickymi uéinky je proto zaméfen hlavné na povrchové
proteiny virionu, ¢imZ je zamezeno Sifeni viru v organismu nebo na samotnou genetickou
informaci viru, kterdA mize byt blokovana, aby tak nedoslo kjeji replikaci.®” V piipadé
retrovirovych infekci lze cilit na enzym reverzni transkriptazu. Jedna z metod 1é¢by rychle se
adaptujicich chorob je pouziti kombinovanych terapeutik. Aplikaci smési 1é¢iv je docileno
castecné zamezeni nebo zpomaleni vzniku 1ékové rezistence. Nékterd virovad onemocnéni jsou
pfi¢inou oslabeni imunitniho systému jedince, ktery je nasledné nachylnéjsi k ziskéani dalSich

infekci zptsobenych okolnimi patogeny. Naptiklad virus HIV &asto doprovazi HSV viry.3—3°

Jednim zantivirotik vhodnych ke konjugaci S lupanovymi triterpeny je
azidothymidin (57, obrdzek 12), komeréni anti-HIV terapeutikum fungujici na principu
inhibice reverzni transkriptdzy. Azidothymidin dle literatury vykazuje slabé cytostatické

i¢inky.3

57

Obrazek 12: Struktura azidothymidinu 57

33



Derivatizace probiha formou 1,3-dipolarni cykloadice azidové skupiny nandzané
na antivirotikum 57 s 28-propargylesterem kyseliny betulinové (58, schéma 16) za vzniku
derivatu 59. Sloucenina 59 vykazuje zvySeni antivirotické aktivity na bunécnych liniich

infikovanych virem HIV: KB (ICso = 5.9 umol/l) a G2 (ICso = 7 pmol/1).2

1,3-dipolarnicycloadice
>

Schéma 16: Priklad 1,3 dipolarni cykloadice
2.3.2 Priklady konjugacnich procesi

Molekuly Ize spojovat vicero zpusoby, naptiklad pfimo chemickou vazbou jejich funkcénich
skupin, vytvofenim nové uhlikové vazby nebo skrze tzv. raménko, které zvysi vzdalenost
spojenych molekul. Konjugaci vicero biologicky aktivnich molekul miize byt vytvofeno
naptiklad pro-drug, také muze byt navySen nebo modifikovan pozadovany biologicky efekt,

popiipadé mohou byt modifikovany farmakologické vlastnosti.

Ke spojeni latek pfimou vazbou dochédzi napiiklad pii esterifikaci, napiiklad
ptiprava derivatu 60 (Schéma 17), ktera vychazi z kyseliny betulonové (3). Kyselina 3 je
reagovana s propargyl bromidem v THF za pfitomnosti uhli¢itanu draselného jako baze.
Dochézi ke vzniku latky 60.%°

Schéma 17: a) propargylbromid, THF, K,COg, r.t.

Spojeni dvou latek pies raménko (linker) je ¢asto vyuzivano Vv piipadé potieby dvé
konjugované molekuly od sebe prostoroveé oddalit, naptiklad ze sterickych divodi. V tomto
uspotadani lze s vyhodou pouzit metodiku syntézy na pevné fazi, kdy je linker navdzan na
pryskyfici a nasledné jsou derivatizovany jeho funkéni skupiny.®32 Diky flexibilité a variabilni
délce zvolenych linkert je vyhodné tento typ spojeni vyuzit ke konjugaci dvou stericky

objemnych molekul, které by pravé kviili svému prostorovému uspofaddani nemohly vytvofit
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konjugat nebo by si navzajem blokovaly moznost interakci S proteiny a jinymi biomolekulami.
Tento typ spojeni se vyuziva napt. ke studiu mechanismu ucinku molekul nebo ke studiu
specifickych  proteinovych interakci. Ne&které polarni linkery mohou upravovat
i farmakologické vlastnosti 1é¢iva, jako je napiiklad jeho biologicka dostupnost. Jednim
Z nejcastéjsich typt raménka byva PEG linker zakonéeny riznymi funkénimi skupinami, jako

je naptiklad amino-azidovy linker. Druhou skupinou latek byvaji alkanové fetézce.52%32

Jedna z metod piipravy téchto konjugatll je uvedena v lit.%?, kdy je aminomethyl
polystyrenova pryskyfice modifikovana amidovym linkerem BAL (61). Nasledné je provedena
reduktivni aminace za vzniku sekundarniho aminu 62, ktery je ochranén pomoci Fmoc a je
ptipojena konjugovand molekula BODIPY za vzniku derivatu 63. Po deprotekci Fmoc je
aplikovéano aktivacni ¢inidlo DIC za pfitomnosti HOBt a je provedena acylace za vzniku latky
64, ktera je nésledné¢ odchrinéna a konjugovana s lupanovymi triterpeny pomoci volné

aminoskupiny (Schéma 18).%2

red. aminace 1 tek Fmoc
BAL o ) protekce v
Qo =55 Qo S AT
H 2) acylace O/ o
61 62

Acylace

64
Schéma 18: Schématické znazornéni pFipravy derivatu 63 na pevné fazi*

2.3.2.1 1,3-dipolarni cykloadice

Huisgenova 1,3-dipolarni cykloadice je efektivni a jednoduchy zptisob spojeni dvou molekul
aje vhodny ipro pfipravu konjugatl lupanovych triterpenid. Do reakce vstupuje dipol
s dipolarofilem a vznika cyklicky produkt. Obvykle se jedna o reakci azidu s alkynem, ktera
probiha pii 40 °C za piitomnosti méd’nych iontii produkovanych piimo v reakci a u terpend je

vhodné pouzit t-BuOH jako rozpoustédlo.*°
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Pomoci 1,3-dipolarni cykloadice byly pfipraveny derivity 65 a66
(Obrazek 13), které vykazovaly cytotoxickou aktivitu na leukemické linii CCRF-CEM. Pro
latku 65 Dbylo stanoveno ICsp=  3.3umol/l apro derivit 66  bylo

stanoveno ICso = 8.5 umol/1.4

AcO

Obrazek 13: Derivaty 65 a 66

VIit* jsou popsiny konjugaty lupanovych triterpenti s produkty
Baylis-Hilmanovy kondenzace. Vybrané latky 67 a 68 (Obrdzek 14) se ukazaly byt aktivni na
bunécné linii rakoviny prsu 4T1, kdy latka 67 vykézala ICso = 2.4 pmol/I a latka 68 vykazala
ICs0 = 2.6 umol/1.42

Obrdzek 14: Derivaty 66 a 67

2.3.2.2 Cross-coupling

Reakce tohoto typu probihaji podle katalytického cyklu cross-couplingovych reakci. Dochazi
k interakci organokovovych sloucenin s elektrofily. Reakce byvaji katalyzovany komplexy

pfechodnych kovi, hlavné paladia nebo platiny.

Suzuki-Miyaura reakce lze aplikovat ina pentacyklické triterpeny lupanového
typu. Cilem vytvofeni vazby uhlik-uhlik miZze byt naptiklad poloha C-3 jako je napiiklad
u latky 2, kde je substituovana hydroxylova skupina za vhodnou odstupujici skupinu. Mize byt
také modifikovana poloha C-2, jako napiiklad ulatek 25 (Obrdzek 6, str. 26)
a 31 (Schéma 9, str. 28).%

Vlastni reakce zahrnuje nékolik krokd. Jedna se o oxidativni adici, transmetalaci
a reduktivni eliminaci. Dochazi k reakci boronové kyseliny s vhodnou odstupujici skupinou,
jako je naptiklad triflatova nebo halogenova skupina, za katalyzy komplexy palddia. Cely tento

proces je nazyvan katalyticky cyklus cross-couplingové reakce a je detailné popsan v lit.*3
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Jednou z moznych vyuziti této reakce mize byt piiprava antivirotickych derivata
71, 72, 73 (Obrdazek 15) a 74 (Schéma 19). Kyselina betulinova (2) je ochranéna a oxidovana
za vzniku derivatu 69, ktery je preveden na triflat 70 anasledné podroben
Suzuki-Miyaura cross-couplingu a dvoukrokové deprotekci za vzniku latky 71. Nasledné byly

provedeny reakce modifikujici karboxylovou skupinu v poloze C-30.%°

TfO

MeOOC

Schéma 19: a) BnBr,K,CO;, DMF; b) PCC, DCM; c) KHMDS, PhNTf,, THF, -78°C;
d) (4-(methoxycarbonyl)phenyl)boronic acid, Na,CO3, Pd(Ph;P),, 1,4-dioxane/i-PrOH/H,O0, reflux;
e) TBDMSCI, Pd(0Ac),, TEA, DCE, 60 °C; f) TBAF, H,0/1,4-dioxane, r.t.>°

Vzniklad knihovna osmi latek byla testovdna na bunéénych liniich infikovanych
virem HIV. Nejaktivngj$imi latkami byly derivaty 72, 73 a 74 (Obrdzek 15). Derivat 72
vykazoval na bun&tné liniit WT ICsp = 1.9 umol/l. Derivat 73 vykazoval na bunééné linii

WT ICsp =2.3 umol/l. Derivat 74 vykazoval na bun&éné linii WT ICso = 0.7 umol/1.%°

MeOOC

Obrazek 15: Slouceniny 72,73 a 74
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3 Diskuse

3.1 Priprava vychozich sloucenin
3.1.1 Priprava dibenzyl 3-oxolup-20(29)-en-28,30-dioatu
(Dibenzylester 75)

Syntéza molekuly 75 (Schéma 20) vychazi z kyseliny betulinové (2), jejiz karboxylova skupina
byla v prvnim reakénim kroku ochranéna alkylaci benzylbromidem®** v bazickém prostiedi
K,CO3;v THF po dobu 36 h pii laboratorni teploté za vzniku derivatu 76 s vytézkem po
zpracovani 86 %. Do reakce bylo po 24 h pfidano nadstandardni mnoZstvi benzylbromidu,
kvuli zvySeni konverze reakce. Nasledné reagovala latka 76 s oxidem selenicitym v dioxanu pii
115 °C po dobu 4 h. Doslo k allylové oxidaci v poloze C-30 a vzniku derivatu 77.%° Vytézek
54 % (po zpracovani) byl zptsoben vznikem vedlejsiho produktu, ktery nebyl izolovan.
Zastoupeni obou latek je dle TLC analyzy ptiblizné 1:1. Dalsi reakci ve schématu je Pinnickova
oxidace*®® derivatu 77. Dochazi kreakci latky 77 schloritanem sodnym v prostiedi
dihydrogenfosforecnanu draselného. Jako rozpoustédlo byla pouzita smés vody,
2-methylpropan-2-olu a amylenu v poméru 4:2:1.32 Reakce probihala 18 h za laboratorni
teploty a za intenzivniho michani. Vznikl tak derivat 78 s vytéZzkem po zpracovani 86 %.
Amylen je ve smési rozpoustédel ptitomen kvili zachytu radikalti vznikajicich pfi oxidaci,
intenzivni michani je nutné kvili udrzeni rozpoustédel ve stavu emulze. Dal$im krokem syntézy
byla ochrana nové karboxylové funkce v poloze C-30. Latky 78 byla alkylovana
benzylbromidem podobné jako pfi vzniku latky 76. Po 18 h reakce doslo pouze k piiblizné 50%
konverzi (monitorovano pomoci TLC), proto bylo provedeno zpracovani formou extrakce
a preparativni chromatografie na normalni fazi. Nezreagovany derivat 78 byl opétovné
podroben benzyla¢ni reakci s benzylbromidem pti 40 °C po dobu 48 h. Po spojeni obou frakci
vzniklého derivatu 79 byl celkovy vytézek 94 %. Poslednim krokem ptipravy latky 75 byla
oxidace latky 79 v poloze C-3 pomoci dichromanu sodného® v dioxanu s p¥idavkem kyseliny
octové, acetanhydridu a octanu sodného. Reakce probihala za laboratorni teploty po dobu 24 h.
Dochéazelo k postupnému piechodu oranzové barvy dichromanu do tmavé zelené barvy
chromitych iontl. Vytézek reakce byl po zpracovani 48 % latky 75. Nizky vytézek reakce byl
zpiisoben vznikem velkého mnozstvi vedlejSich produkti oxidace (monitorovano pomoci

TLC).

38



Schéma 20: a) BnBr, K,C0O5;, THF, 36 h, r.t.;; b) Se0,, dioxan, 4 h, 115°C; c) NaClO,, KH,PO,,
voda/t-BuOH/amylen (4:2:1), 18 h, r.t.; d) BnBr, K,CO3, THF, 18 h, r.t.; e) BnBr, K,CO5, THF, 48 h,
40 °C; f) Na,Cr,0,, NaOAc, HOAc, AcO,, dioxan, 24 h, r.t.

Struktury jednotlivych sloucenin byly potvrzeny analyzou spektralnich dat
v H NMR experimentu. Slouceniny 76, 77, a 78 jsou popsany, proto byla jejich spektra
porovnana s lit.** a nebo se standardy latek piipravenych v nasi vyzkumné skuping. U latky 75
byla provedena spektralni analyza pomoci HRMS, IR spektra, *H a*C NMR. V 'H NMR
spektru lze pozorovat multiplet v rozmezi 6 7.29 — 7.38 ppm. Jedna se o deset aromatickych
vodiki dvou benzylovych chranicich skupin. Déle jsou zde pfitomny singlety geminalnich
vodikti dvojné vazby H-29 pii 6 6.08 ppm (pro-Z) a 5.57 ppm (pro-E). Benzylové chranici
skupiny pak potvrzuje pfitomnost ¢tyi dubleti diastereotopnich vodiki (AB systém) pii 6 5.22
a5.17 ppm s interakéni konstantou J= 12.4 Hz pro 28-benzylester aé 5.14 a5.10 ppm
s interakéni konstantou J = 12.1 Hz pro 30-benzylester. Struktura triterpenu je dale prokazana
charakteristickymi signaly, jako jsou vodik H-19p, ktery vytvaii triplet dublett pti & 3.35 ppm
s interakénimi konstantami J1 = 11.3Hz alJ.= 4.3 Hz. Dalsim dulezitym indikatorem
ptitomnosti lupanovych triterpent je pét singletovych signaltt methylovych skupin v pfiblizném
rozmezi 6 1.06 — 0.76 ppm. Doplnujici informace o struktufe latky 75 byly ziskany pomoci
HRMS analyzy, kdy byl potvrzen molekulovy iont produktu a jeho pfesny sumarni vzorec.
V IR spektrometrii, byly ve pozorovany charakteristické pasy pro karbonylovou skupinu pfi
1716 cm™. Podobnym zpiisobem byly identifikovany ilatky které se strukturné blizi
diskutované latce 75.
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3.1.2 Priprava 3-oxolup-20(29)-en-28,30-diové kyseliny (Dikyselina 80)

Prvnim krokem syntézy derivatu 80 (Schéma 21) byla piiprava latky 81 vychazejici z kyseliny
betulinové (2). Byla provedena allylova oxidace v poloze C-30 pomoci oxidu seleni¢itého*
vV 2-metoxyethanolu pii 140 °C po dobu 1.5h. Pfi zpracovani preparativni kapalinovou
chromatografii nedoslo k dokonalému odd¢leni vedlejsiho produktu reakce, kviili podobnému
retenénimu ¢asu dvou produktti. Vytézek po zpracovani €inil 64 %. Druhym krokem reakéniho
schématu 21 byla Pinnickova oxidace* derivatu 81. Reakce chloritanu sodného probihala
v prostiedi dihydrogenfosforeCnanu draselného ve smési vody, 2-methylpropan-2-olu
a amylenu 4:2:1% po dobu 18 h pii laboratorni teploté. Produkt byl krystalizovan na koloné
sloupcové chromatografie pomoci mobilni faze obsahujici hexan, ethylacetat a methanol
Vv poméru 6:2:1, kdy doSlo k odmyti necistot. Nasledné byl produkt vymyt z kolony pomoci
chloroformu. Vytézek po zpracovani byl 80 %. Vznikly derivat 82 byl oxidovan dichromanem
sodnym® ve smési dioxanu, kyseliny octové a acetanhydridu za pfitomnosti octanu sodného po
dobu 24 h pfi laboratorni teploté. Latka 82 se jevila velmi malo rozpustna ve smési
rozpoustédel, ani po 24 h nebyl veskery derivat rozpustén, byl proto pfidan dioxan a teplota
zvednuta na 80 °C. V prubéhu reakce oranzovy roztok ménil barvu ptes tmavé modrou, ¢ernou
az do syté€ zelené barvy. Barevny piechod byl zpisoben redukci chromové soli. V reakéni smési
vznikalo dle TLC analyzy velké mnozstvi vedlejsich produkti a ani po 72 h reakce nedoslo
k uplné konverzi vychozi latky. Byl izolovan derivat 80 s vytézkem 16 % po zpracovani. Nizky
vytézek byl zplisoben Spatnou rozpustnosti latky 82 v kyselin€, coz vedlo k nizké konverzi

reakce, spolu se vznikem velkého mnozstvi vedlejsich produkti oxidace.
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Schéma 21: a) Se0O,, 2-metoxiethanol, 140 °C, 1,5 h; b) NaClO,, KH,PO,, voda/t-BuOH/amylen
(4:2:1), 18 h, r.t.; c) Na,Cr,0,, NaOAc, HOAc, AcO,, dioxan, 72 h, r.t. — 80 °C.

Veskeré derivaty byly podrobeny strukturni analyze pomoci HNMR
spektrometrie. Derivaty 81 a 82 jsou znamy a proto byly jejich spektralni udaje porovnany
s 1it.32%7_ Derivat 80 byl analyzovan pomoci *H a 13C NMR spektrometrie. Strukturni udaje byly
doplnény o IR @ HRMS analyzy. V *H NMR spektru Ize pozorovat geminalni singlety protont
dvojné vazby H-29 pti 6 6.28 ppm (pro-Z) a5.70 ppm (pro-E). Jejich posun & ukazuje na
elektronové bohatou karboxylovou skupinu v poloze C-30. Dale triplet dubletu H-19B pii
0 3.46 ppm s interakénimi konstantami J1 = 11.1 Hz a J> = 5.1 Hz. Dalsi dilezitou informaci
0 lupanovém skeletu poskytuje pét singletd methylovych protoni v rozmezi 6 0.92 — 1.07 ppm.
Pomoci HRMS analyzy byl nalezen molekulovy iont derivatu 80 a byl potvrzen sumarni vzorec
latky. IR spektrometrie ukazala piitomnost karbonylového uhliku signalem pti 1683 cm™.

Podobnym zpiisobem byly identifikovany latky strukturné podobné s derivatem 80.
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3.1.3 Priprava 28-benzylesteru kyseliny 3-oxolup-20(29)-en-28,30-diové
(Kyselina 83)

Prvnim krokem pfipravy vychozi latky 83 (Schéma 22) bylo ochranéni funkéni karboxylové
skupiny kyseliny betulinové (2). Latka 2 byla reagovana s benzyloromidem** v bazickém
prostiedi uhli¢itanu draselného v THF. Bylo monitorovano pH reakce pomoci lakmusového pH
papirku. Po 24 h reakce bylo pH piiblizné 7, proto byl do reakce pfidan hydroxid draselny, jako
siln€jsi baze, a teplota reakce byla zvySena na 60 °C. Po 48 h vznikl derivat 76 s 69% vytézkem
po zpracovani. Latka 76 byla nasledné oxidovana v allylové poloze C-30 pomoci oxidu
seleni¢itétho®® v 2-metoxyethanolu pti 140 °C po dobu 3h. Vytézek derivatu 77 byl po
zpracovani 78 %, snizeny vytézek reakce byl zpiisoben vznikem neizolovaného vedlejSiho
produktu. Latka 77 byla oxidovana dichromanem sodnym® v dioxanu za piitomnosti kyseliny
octové, acetanhydridu a octanu sodného pii laboratorni teploté po dobu 18 h. Jako jeden
z vedlejSich produktii reakce byl 1derivat 83, ktery vznikal v minoritnim mnozstvi. Pfi
optimalizaci reak¢niho c¢asu nedoSlo ke zvySeni poméru produktu 83 oproti ostatnim
minoritnim produktim. Vytézek latky 84 byl po zpracovani 60 %, snizeny vytézek byl
zpuisobeny zminénym vznikem velkého mnozstvi vedlejSich produktt, které nebyly dale
charakterizovany. Poslednim krokem z reakéniho schématu 22 byla Pinnickova oxidace®
latky 84, kdy doslo kreakci s chloritanem sodnym v prostiedi dihydrogenfosfore¢nanu
draselného ve smési vody, 2-methylpropan-2olu a amylenu v poméru 4:2:1.32 Reakce probihala
pii intenzivnim michani po dobu 24 az 48 h. Reakce byla nejprve optimalizovana v malém
méfitku, kdy byl pomoci TLC analyzy monitorovan vliv teploty a pomér oxidacniho ¢inidla
spufrem na konverzi vychozi latky v produkt. Vytézek latky 83 byl po optimalizaci

a zpracovani 72 %.
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Schéma 22: a) BnBr, K,C05, KOH, THF, 48 h, r.t. — 60 °C; b) Se0,, 2-metoxyethanol, 3 h, 140 °C;
c¢) Na,Cr,0,, NaOAc, HOAc, AcO,, dioxan, 18 h, r.t.; d) ) NaClO,, KH,PO,, voda, t-BuOH, amylen,
48 h, r.t.

Struktury jednotlivych sloucenin byly potvrzeny analyzou spektralnich dat.
Sloudeniny 76 a 77 jsou znamy, proto byla jejich spektra porovnana s lit. ** a nebo se standardy
latek ptipravenych v nasi vyzkumné skupiné. U latky 83 a 84 byly provedeny spektralni
analyzy pomoci 'H a'*CNMR, HRMS alR spektrometru. V'HNMR spektru
derivatu 83 Ize pozorovat multiplet v rozmezi 6 7.30 — 7.39 ppm. Jedna se o pét aromatickych
vodikt benzylové chranici skupiny v poloze C-28. Dalsi vyrazny prvek ve spektru jsou dva
geminalni singlety pii 6 6.22 a5.68 ppm patfici vodikim H-29 (pro-Z a pro-E) dokazujici
ptitomnost dvojné vazby mezi atomy C-20(29). Dva signaly dubleti v AB systému pti 6 5.17
a5.10 ppm s interakéni konstantou J= 12.2 Hz potvrzuji pfitomnost diastereotopickych
protonti benzylové chranici skupiny. Terpenickou strukturu pak dokazuji charakteristické prvky
lupanového spektra, které jsou H-19B triplet dubletu pii 6 3.38 s interakénimi konstantami
Ji= 11.1Hz aJ.= 48Hz Dale pak pét singletdi methylovych skupin v rozmezi
0 1.06 — 0.78 ppm. Doplnyjici informace o struktufe latky 83 byly ziskany pomoci HRMS
analyzy, kdy byl potvrzen molekulovy iont produktu asumarni vzorec latky 83. IR
spektrometrie, ukazuje charakteristické pasy pro karbonylové funkéni skupiny pii 1686 cm™
Podobnym zplisobem byly identifikovany i latky, které se strukturné blizi diskutovanému

derivatu 83.
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3.1.4 Priprava 28-(TBDPS)esteru kyseliny 3-oxolup-20(29)-en-28,30-diové
(Kyselina 85) a 28-(TBDMS)esteru kyseliny 3-oxolup-20(29)-en-28,30-
diové (Kyselina 86)

Prvnim  krokem  pifipravy kyselin 85 a86 (Schéma 23) byla oxidace
kyseliny betulinové 2 na 3-oxokyselinu 3, ktera byla provedena dichromanem sodnym® ve
smési dioxanu, kyseliny octové a acetanhydridu za pfitomnosti octanu sodného. Smés byla
michana pii 50 °C po dobu 18 h. V prubéhu se zménilo zbarveni roztoku reakéni smési
z oranzového do tmavé zeleného az Cerného roztoku. Barevny piechod indikuje redukci
chromovych soli. Vznikla latka 3 byla ziskédna s 85% vytézkem po zpracovani. Druhym krokem
byla  allylova  oxidace  polohy = C-30  pomoci  oxidu  seleni¢itého®
v 2-methoxyethanolu pii 140 °C po dobu 3 h. Reakce byla monitorovana pomoci TLC analyzy.
V reakéni smési  vznikaly dva  produkty. Po Uplné konverzi  vychoziho
derivéatu 3 byla reakéni smés zpracovana a majoritni produkt izolovan. Dle *H NMR analyzy se
jedna o vedlejsi produkt reakce 87 (Obrdzek 16) s vytézkem 86 %, produkt bude dale
charakterizovan v Experimentélni ¢asti této prace. Minoritni produkt reakce odpovida dle
!H NMR spektra derivatu 88, jehoZ retenéni ¢as se pii preparativni kapalinové chromatografii
velice blizi vzniklé latce 87, proto se podafilo izolovat latku 88 pouze v mnozstvi potfebném

pro analyzu. Reakce byla dile optimalizovéana dle lit.*84® (Tabulka 1).
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Obrazek 16: Derivat 87, vedlejsi produkt allylové oxidace
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rce. SeO: t-BHP konverze 24h (TLC) konverze 48h (TLC) necistoty

A |[03eq| 3eq DCM : HOAc / 3:2 50% 75% Ano
B |0.6eq| 3eq DCM : HOAc / 3:2 75% 100% Ano
C 0.9eq| 3eq DCM : HOAc/ 3:2 90% 100% Ano
D |(03eq| 4eq DCM : HOAc / 3:2 50% 75% Ano
E |03eq| 5eq DCM : HOAc / 3:2 80% 90% Ano
F 0.3eq| 6eq DCM : HOAc / 3:2 80% 100% Malo
G 0.3eq| 3eq tol. : HOAc / 3:2 30% 50% Ano
H |03eq| 3eq 1,4-dioxan : HOAc / 3:2 25% 40% Ano
| 0.3eq| 3eq | 2-methoxyEt. : HOAc/ 3:2 10% 10% Ano
J 0.3eq| 3eq MeOH : HOAc / 3:2 0% 0% Ano
K |03eq| 3eq DCM : HOAc/ 1:5 90% 100% Malo

Tabulka 1: Tabulka optimalizace pfipravy derivatu 88. V provadénych experimentech bylo
optimalizovdno mnozstvi oxidu selenicitého, t-BHP a poméry rozpoustédel. Konverze je uvadéna pouze
priblizna dle intenzity skvrn na TLC desti¢kach. Necistoty znaci pfitomnost vedlejsich produktd, kdy Ano
znadi srovnatelnou intenzitu vSech vznikajicich produktd a Malo znadi konverzi ve prospéch
produktu 88.

Optimalizace reakce probihala v 1 ml roztoku s20 mg vychozi latky 3 pii
laboratorni teploté po dobu 48 h. V prub¢hu byly reakce monitorovany pomoci TLC. Stupen
konverze byl uréen odhadem dle intenzity skvrny na vypalené TLC desti¢ce. Nejlépe probihaly
nasledujici optimalizacni kroky: Nejprve reakce C (Tab. 1) s0.9ekvivalenty oxidu
selenic¢itého, ktera prob&hla zhruba z 90 % jiz po 24 h reakéniho Casu. V reakéni smési reakce
C (Tab. 1) byly dle TLC ur€eny tfi minoritni produkty oxidaé¢ni reakce v intenzité 10 % kazdy.
Dalsi vhodn¢ probihajicim optimalizaénim krokem byla reakce F (Tab. 1). V tomto kroku bylo
pouzito 9 ekvivalentt terc-butyl hydroperoxidu, coz odpovidalo trojnasobku doporuceného
mnozstvi®®. Po 24 hodinich reakéniho ¢asu byla piiblizn konverze 80 %. Negistoty dle TLC
analyzy byly pfitomny S velmi malou, téméf nepostiehnutelnou, intenzitou. Pti optimalizaci
rozpoustédla byl vybran jako nejefektivnéjsi krok K (Tab. 1) s nadbytkem kyseliny octové ve
smési DCM : HOAc. Po 24 h reakéniho casu byla dle TLC intenzita skvrny produktu piiblizné
90 % s velmi malou intenzitou skvrn vedlejsSich produktd. Totoznost jednotlivych latek byla
ovéfena standardy z ptedchozich syntéz. Po 48 h reakéniho casu byly vSechny reakce
zpracovany dohromady a byly izolovany produkty 87 a88. Jejich totoznost byla ovétfena
pomoci 'HNMR analyzy. Jako vhodné reakéni podminky pro syntézu byla zvolena
reakce F (Tab. 1) pro pomér reagentt a reakce K (Tab. 1) pro rozpoustédlo. Reakéni doba 24 h,

pfi laboratorni teploté.
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Reakei oxidu selenic¢itého s terc-butyl hydroperoxidem v kyseliné octové s 20 %
DCM pifi r.t. byl po 24 h pfipraven derivat 88. Reakce probé¢hla kvantitativng, v reakéni smési
vznikaly, dle analyzy TLC, vedlejsi produkty, které byly porovnany s TLC standardy
Z ptedchozi optimalizace. Reak¢éni smés byla redukovdna 1 M roztokem zelené skalice
a neutralizovana nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného. Vznikly derivat 88 byl
ptipraven s 34% vytézkem. Nizky vytézek byl pravdépodobné zplisoben obtizemi pii extrakci

a vznikem vedlejsich produkti reakce.

Latka 88 byla reagovana s TBDPSCI¥ za katalyzy Pd(OAc), za piitomnosti
triethylaminu v dichlorethanu pii 60 °C po dobu 1 h v inertnim prostfedi dusiku. Vznikly
produkt 89 byl izolovan s 55% vytézkem po zpracovani. Nizky vytézek chranici reakce byl
zpuisoben ztratou ¢asti reakéni smési pii nasazovani reakce, kdy doslo vlivem pretlaku dusiku
k vytlateni suspenze ven zreakéni banky skrze jehlu. Triethylamin v reakci slouzi
K neutralizaci vznikajici kyseliny chlorovodikové. Derivat 88 byl reagovan s TBDMSCI®® za
katalyzy Pd(OAc), Vv bazickém prostiedi triethylaminu v dichlormethanu pii 60 °C po dobu 1 h
Vv inertnim prostfedi dusiku. Produkt 90 byl ziskan s 78% vytézkem, vznikly derivat se
samovolné na vzduchu rozkladal za vzniku latky 88. Z latky 89 a 90 byly ptipraveny derivaty
85 a 86 pomoci Pinnickovi oxidace®. Pfi reakci chloritanu sodného v prostiedi
dihydrogenfosfore¢nanu draselného ve smési rozpoustédel voda, 2-methylpropan-2olu
a amylenu (4:2:1)*2 doslo po 24 h reakce pfi laboratorni teploté ke kvantitativni konverzi latky
855 81% vytézkem po zpracovani. Derivat 86 byl pfipraven za stejnych podminek. Vytézek
derivatu 86 Cinil po zpracovani 42 %. Nizsi vytéZek produktu byl pravdépodobné zplisoben
samovolnym rozkladem latky 90 a nedokonalou separaci na sloupcové chromatografii, kdy

byly ziskany smésné frakce produktu, které nebyly zahrnuty do vypoctu vytézku.
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85: R =TBDPS 89: R=TBDPS
86: R =TBDMS 90: R =TBDMS

Schéma 23: a) Na,Cr,0,, NaOAc, HOAc, AcO, dioxan, 18 h, r.t.; b) Se0,, 2-metoxyethanol, 3 h, 140
°C; c) Se0,, t-BHP, HOAc/DCM, r.t., 24 h; d) TBDPSCI, Pd(OAc),, DCE,TEA, 1h, 60°C;
e) TBDMSCI, Pd(OAc),, DCE,TEA, 1h, 60°C; f) NaClO,, KH,PO,, voda, t-BuOH,
amylen, 24 h, r.t.

U derivatu 3 byly porovnany *H NMR spektra slit.!®®  Derivat 89 byl
identifikovan pomoci *H NMR spektrometrie. Produkty 85, 86, 88, 90 byly dale
charakterizovany pomoci Ha!*C NMR, pomoci IR spektrometrie a Vv hmotnostnim
spektru HRMS. V *H NMR spektru derivatu 85 lze pozorovat aromatické vodikové signaly pfi
0 7.72 — 7.37 ppm prokazujici pfitomnost TBDPS chranici skupiny. Dale lze ve spektru najit
dva geminalni singlety 0 6 6.18 a 5.64 ppm prokazujici piitomnost dvojné vazby mezi uhliky
C-20(29). Dikazem terpenického pivodu latky 85 mize byt naptiklad signal H-19f tvofici
triplet dublett pti 6 3.30 ppm s interak¢nimi konstantami J1 = 12.6 Hz, J, = 3.5 Hz, nebo pét
methylovych singletd v rozmezi 60.77 — 1.06 ppm. Pfitomnost TBDPS muze byt dale
prokazana singletem 2-methylpropan-2-ylovych protont s intenzitou devét pii & 1.14 ppm.
Dopliujici informace o struktufe latky 85 byly ziskdny pomoci HRMS analyzy, kdy byl
potvrzen molekulovy iont produktu a sumarni vzorec. V IR spektrometrii, byly ve spektru
pozorovény charakteristické pasy pro karbonyl pii 1705 cm™. Podrobny vypis analyz je uveden
V experimentalni Casti této prace. Podobnym zpiisobem byly identifikovany i latky, které se

strukturné blizi diskutované latce 85.
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3.2 Priprava derivatu diosfenolu 4

3.2.1 Priprava dibenzyl 2-hydroxy-3-oxolup-1(2),20(29)-dien-28,30-dioatu
(Diosfenol 91)

Derivat 75 byl oxidovan pomoci vzdusného kysliku, zavadéného do reakce jehlou,

v 2-methylpropan-2-olu a v bazickém prostiedi terc-butoxidu draselného. Reakce byla dale

optimalizovana.

Schéma 24: a) t-BuOH, t-BuOK, vzduch

Nejprve byla reakce provedena dle postupu Vv lit.*® pro ptipravu obdobného
diosfenolu 4. Kyselina 75 byla oxidovana vzdu$nym kyslikem pti 40 °C po dobu 2 h s dvéma
ekvivalenty baze (Schéma 24). Reakce byla monitorovana pomoci TLC analyzy. Po prvni
hodin¢ reakce se zaCaly objevovat vedlejsi produkty, pii¢emz vychozi latka nebyla
kvantitativné zreagovana. Po 2 h reakce dosSlo k Gplnému doreagovani vychozi latky 75
areakéni smés byla zpracovana. Byl izolovan hlavni produkt reakce, ktery byl nésledné
charakterizovan pomoci *H NMR analyzy. Po vyhodnoceni spektra byl produkt identifikovan
jako debenzylovany derivat 83 (Obrazek 17).

Obrazek 17: Vznikly deprotekovany derivat 83 dle.

Prvni pokus o optimalizaci piipravy diosfenolu 91 spocival v prodlouzeni
reakéniho Casu z 2 h na 4 h a zdvojnasobeni mnozstvi baze na 4 ekvivalenty s predpokladem,
ze odchranéni polohy C-30 neni v nasledujicim reakénim sledu nedostatkem a ze zménou

téchto podminek by jiz mé¢l diosfenol 90 vzniknout. Dle TLC analyzy v prvni 0.5 h zacal
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vznikat stejny produkt jako v prvnim pokusu (tedy debenzylovany derivat 83) s neuplnou
konverzi vychozi latky. Po 1.5 h zacaly v reakéni smési vznikat minoritni produkty reakce. Po
uplynuti 4 h byla reakce zpracovana a majoritni produkt izolovan preparativni kapalinovou

chromatografii. Dle *H NMR je majoritnim produktem opét latka 83.

Pti dalsi reakci derivatu 75 byla jehla privadé€jici vzduch do reakéni smési pripojena
na centralni piivod vzduchu. Aktualni optimalizacni krok spocival opét v navyseni reakéni
doby ze 4 h na 6 h. Do reakéni smési byl kazdou hodinu pfidavan 1 ekvivalent baze. Bylo totiz
predpokladano, Ze vzdu$na vlhkost muze hydrolyzovat terc-butoxid draselny na hydroxid
draselny a 2-mehtylpropan-2-ol, a ze oxid uhli¢ity ze vzduchu muize s terc-butoxidem reagovat
az na uhli¢itan draselny. 'HNMR spektrum vzniklého produktu opét odpovidalo
deprotekovanému derivatu 83, minoritni produkty nebyly, kviili jejich malému zastoupeni,

izolovany.

Po téchto tfech pokusech o optimalizaci ptipravy derivatu 89 byl vychozi
dibenzylester 75 spotfebovan a vzhledem k problémim s debenzylaci byla pro nasledujici

optimalizace ptipravena kyselina 80 (Schéma 21, str. 41).

3.2.2 Priprava 2-hydroxy-3-oxolup-1(2),20(29)-dien-28,30-diové kyseliny
(Diosfenol 92)

Kyselina 80 byla piipravena ve velmi malém mnozstvi, kvili problémim s rozpustnosti, proto

byl proveden pouze jeden pokus o ptipravu diosfenolu.

Schéma 25: a) t-BuOH, t-BuOK, vzduch

Latka 80 byla oxidovana (Schéma 25) pomoci vzdusného kysliku zavadéného do
reakéni smési jehlou skrze balonek v 2-methylpropan-2-olu v bazickém prostiedi
terc-butoxidu draselného Po 8 hodinach reakce pti 40 °C byla dle TLC analyzy stale ptitomna
vychozi latka bez naznaku produktu. Do reakéni smési bylo ptidano nadstandardni mnozstvi
baze. Reakce byla za zvySeného tlaku ponechana reagovat do druhého dne. Dle TLC analyzy

doSlo ke kvantitativnimu zreagovani vychozi latky. Vznikly produkt se vSak nepodafilo
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izolovat v ¢isté formé. Proto byla vznikla smés rozpusténa v tetrahydrofuranu a za piitomnosti

uhli¢itanu draselného byl do smési piidan methyliodid (Sciéma 26).

Schéma 26: a) Mel, THF, K,CO5, r.t., 18 h

Po 24 hodinach reakce pii laboratorni teplot¢ byla reakéni smés zpracovana
apomoci sloupcové chromatografie byly izolovany dva zne¢isténé produkty. Z *H NMR
analyzy nebyla prokazana piitomnost latky 93. Dle LC-MS analyzy nebyl pfipraven
derivat 93.

Po tomto pokusu o ptipravu derivatu 91 bylo shledano, Ze ani dikyselina neni
vhodny substrdt pro ptipravu diosfenolu, zejména kvuli obtiznému piisunu vychozi
slouceniny 80 a nizké rozpustnosti v rozpoustédlech vyuzitelnych pfi chromatografii, pro dalsi

pokus o optimalizaci ptipravy diosfenolu tak byl zvolen monobenzylovany derivat 83.

3.2.3 Priprava 28-benzylesteru kyseliny 2-hydroxy-3-oxolup-1(2),20(29)-
dien-28,30-diové (Diosfenol 94)
Derivat 83 byl oxidovan pomoci vzdusného kysliku (Schéma 27) foukaného na intenzivné

michany roztok latky 83 s terc-butoxidem draselnym v 2-methylpropan-2-olu. Reakce byla

dale optimalizovana.

Schéma 27: a) t-BuOH, t-BuOK, vzduch
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Prvni reakci byly otestovany podminky vyuzité pii pokusech o optimalizaci
ptipravy derivatu 92. Reakéni smés byla michana pti 40 °C a s dvéma ekvivalenty baze po dobu
6 h. Vzdusny kyslik byl do reakce ptivadén skrze jehlu s balénkem. Reakce byla monitorovana
pomoci TLC analyzy. Reakce neprobé¢hla, izolovana byla pouze vychozi latka 83 (Obrdzek 17,
str. 48).

Pii druhém pokusu o optimalizaci reakce byl upraven ptivod vzduchu tak, aby byl
vzduch foukan pfimo na intenzivné¢ michanou reakéni smés. V priabéhu reakce bylo méfeno
pH roztoku pomoci pH lakmusovych papirku. Osm ekvivalent baze bylo postupné ptidavano
do reakce tak, aby bylo udrzeno pH mezi hodnotami 9 — 10. Piivadény vzduch vyfoukal veskeré
rozpoustédlo zreakéni smési po 1h. Izolovana latka byla pomoci HNMR analyzy

identifikovana jako vychozi latka 83.

Pti dal$im optimalizacnim pokusu byla reakce zahiivana na teplotu 50 °C, vzduch
byl foukan na intenzivné michany roztok a pH reakce bylo udrzovano nad hodnotu 9 postupnym
ptidavkem osmi ekvivalentl baze. V pribchu reakce bylo dopliiovano rozpoustédlo tak, aby se
objem roztoku v bance pohyboval mezi 5a 15 ml. Reakce byla monitorovana pomoci TLC
analyzy. Po 6 h doslo ke kvantitativnimu zreagovani vychozi latky 83. Izolovany majoritni
produkt byl identifikovan pomoci *H NMR analyzy jako derivat 94 s vytézkem 20 % po
zpracovani. Pravdépodobné dochazi krozkladu produktu 94 dlouhym reakénim cEasem

a nadbytkem baze.

Finalnim krokem optimalizace bylo sniZeni reakéni teploty na 40 °C a sniZeni
mnozstvi pfiddvané baze na 5 ekvivalentl v pribéhu reakce tak, aby bylo pH udrzeno nad
hodnotou 9. Vzduch byl opét foukan pfimo na intenzivné michany roztok. Reakce byla
monitorovana pomoci TLC analyzy a byla pferusena po 3 h na tkor absolutni konverze latky
83 v moment, kdy zacaly vedle skvrny hlavniho produktu 94 vznikat i skvrny vedlejsich
produktli. Po zpracovani byl vytézek latky 94 roven 56 %. Produkt byl identifikovan pomoci
'H NMR analyzy. Ve spektru lze pozorovat multiplet s intenzitou péti protond V rozmezi
0 7.30 — 7.40 ppm patiici aromatickym vodikiim chranici benzylové skupiny, dale signaly
geminalnich vodiki H-29 pti & 6.40 ppm (pro-E) a pti 5.68 ppm (pro-Z). Piitomnost dvojné
vazby mezi uhliky C-1 a C-2 je potvrzena singletem H-1 pii 6 6.23 ppm a diosfenolovy
hydroxyl je identifikovan ptitomnosti Sirokého singletu jednoho protonu pii & 5.87 ppm.
Doplnujici informaci o benzylové chranici skupiné podavaji dva dublety diastereotopickych
vodikt AB systému pfi 6 5.16 a 5.11 ppm s interak¢ni konstantou J = 12.3 Hz. Informaci, Ze se

jedna o terpenicky skelet poskytuje signal tripletu dubletii H-19f pii 6 3.39 ppm s interakénimi
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konstantami J; = 11.1 Hz a J> = 5.1 Hz. Dale pak pét methylovych singleti na lupanovém
skeletu v rozmezi 6 0.80 — 1.18 ppm. Dopliujici informace o struktute latky byly ziskany
pomoci HRMS, kde byl identifikovan hledany molekulovy iont a byl potvrzen sumarni vzorec
derivatu 94. V IR spektrometrii byl nalezen signal karbonylové funkéni skupiny pii 1721 cm™
a hydroxylovy signal pii 3429 cm™.

Byl ptipraven diosfenol 94, jehoz syntéza byla optimalizovana. Tento derivat je
vhodny pro pouziti k dal§im konjugacim skrze volnou kyselinu v poloze C-30. Benzylova
chranici skupina se ukazala byt nevhodnou chréanici skupinou karboxylovych funkci C-28 kvili
narocnosti jejiho odchranéni a ptipadnym vedlej§im reakcim vedoucim k rozkladu derivatt
konjugovanych v poloze C-30. Proto bylo rozhodnuto, zvolit novou chranici skupinu. Vhodnou
vlastnosti nové zvolené protektivni skupiny méla byt selektivita, ahlavné jednoduchost
odchranéni. Proto byl vybran terc-butyldiphenylsilylovy skelet (Schéma 23), ktery je Castéjsi
pro chranéni alkoholti, avsak jsou znamy aplikace, kdy je tato skupina vdzana na karboxylové
funkei (1it.%).

3.2.4 Priprava 28-(TBDPS)esteru kyseliny 2-hydroxy-3-oxolup-1(2),20(29)-
dien-28,30-diové (Diosfenol 95)

Derivat 85 byl oxidovan pomoci vzdusného kysliku (Schéma 28) foukaného pitimo na
intenzivné michany roztok 2-methylpropan-2-olu. Reakce byla provedena v bazickém prostiedi
terc-butoxidu draselného, ptiddvaného do roztoku tak, aby bylo pH udrZeno nad hodnotou 9,
celkem bylo do reakéni smési pfidano 10 ekviv. baze. Ke smési byl v pribéhu reakce pfilévan

2-methylpropan-2-ol tak, aby nedoslo k uplnému vysuseni smési vlivem ptivodu vzduchu.

Schéma 28: a) t-BuOH, t-BuOK, vzduch
Po 3 h reakce doslo dle TLC analyzy ke kvantitativnimu zreagovani vychozi
latky 85. Byl izolovan majoritni produkt reakce, ktery byl dle *H NMR analyzy identifikovan

jako derivat 80 (Obrazek 18). Minoritnim produkt se pomoci sloupcové chromatografie
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nepodafilo izolovat Cisty, avSak dle HRMS analyzy smési po zpracovani 1ze nalézt molekulovy

iont derivatu 92 (Obrazek 18).

Obrazek 18: Derivaty 80 a 92

Pti druhém pokusu o pfipravu derivatu 95 byly do reakéni smési latky 85
a 2-methylpropan-2-olu ptidany pouze 3 ekvivalenty baze, aby bylo piedejito rychlé deprotekci
terc-butyldiphenylsilylové chranici skupiny. Do roztoku byla zavedena jehla pfipojend na
ptivod vzduchu. Roztok byl probublavan 4 h pfi 40 °C. Reak¢ni smés byla neutralizovana
nasycenym roztokem chloridu amonného. Izolovany produkt byl identifikovdn pomoci

!H NMR analyzy jako derivat 80

Paralelné s pokusy o pfipravu derivatu 95 byla provadéna optimalizace ptipravy

derivatu 96.

3.2.5 Priprava 28-(TBDMS)esteru kyseliny 2-hydroxy-3-oxolup-
1(2),20(29)-dien-28,30-diové (Diosfenol 96)

Latka 86  byla  oxidovana  pomoci  vzdusného  kysliku  (Schéma  29)
v 2-methylpropan-2-olu za pfitomnosti terc-butoxidu draselného. Baze byla pifidavana do
reakce postupné, aby nedoslo k deprotekci chranici skupiny karboxylové funkce C-28, celkem
byly do reakce ptidany 4 ekvivalenty terc-butoxidu. Ke smési byl v pribéhu reakce pridavan

2-methylpropan-2-ol aby nedoslo k vysuseni rozpoustédla vlivem zavadéného vzduchu.

Schéma 29: a) t-BuOH, t-BuOK, vzduch
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Po 4 h reakce doslo dle TLC analyzy ke kvantitativnimu zreagovani vychozi latky.

Izolovany produkt byl identifikovan pomoci *H NMR analyzy jako derivat 80 (Obrdzek 19).

(0}

)/OH

Obrazek 19: Vznikajici derivat 80
Derivaty 85 a 86 (Schémata 28, 29) se ukazaly byt nevhodnymi substraty pro
ptipravu diosfenolt 95 a 96. Diivodem je labilita silylovych chranicich skupin v bazickém

prostiedi.

3.2.6 Priprava 2-hydroxy-3,30-dioxolup-1(2),20(29)-dien-28-ové kyseliny
(Diosfenol 97)

Bylo zjisténo, Ze terc-butyldiphenylsilylova chranici skupina nepodléha deprotekci pii
pinnicové oxidaci. Nevydrzi vSak silné bazické prostredi pii ptipravé diosfenolu. Proto bylo
rozhodnuto, Ze bude nejprve pfipraven diosfenol 97 (Schéma 30), ktery bude posléze
derivatizovan pomoci terc-butyldiphenylsilylové skupiny, ktera projevila vys$si stabilitu pfi

naslednych reakcich nez terc-butyldimethylsilylova skupina.

Schéma 30: a) t-BuOH, t-BuOK, vzduch; b) THF, t-BuOK, vzduch

Pii prvnim pokusu o pfipravu derivatu 97 byla latka 88 oxidovana pomoci
vzdusného kysliku v 2-methylpropan-2-olu v prostiedi terc-butoxidu draselného. Vzduch byl
pfivadén na intenzivné michanou smés pii 40 °C. V prubehu reakce bylo pH roztoku udrzovéano
nad hodnotu 9. Celkem bylo pfidano do reakéni smési 6 ekvivalentll baze. Po 2 h reakce doslo
dle TLC k zreagovani veskeré vychozi latky 88. Produkt se nepodatilo izolovat. Ziskana latka
dle *H NMR spektra neodpovida lupanovému skeletu. Produkt mél pravdépodobné velmi nizky

Rf a ztstal adsorbovany na silikagelu.

54



Pii druhém pokusu o pfipravu derivatu 97 byl derivat 88 oxidovan vzduSnym
kyslikem v 2-methylpropan-2-olu za ptitomnosti 6 ekvivalenti terc-butoxidu draselného. Po
3 h reakce pii 40 °C byla dle TLC analyzy konverze vychozi latky Gplna. Reakéni smés byla
extrahovana a odpafena do sucha. Odparek byl rozpustén v dichlormethanu a za inertnich
podminek byla provedena reakce s terc-butyldimethylsilylchloridem v bazickém prostiedi
triethylaminu s octanem paladnatym. Po 2 h byla reakce zpracovana, produkt se nepodatilo
izolovat Cisty. Dle LC-MS analyzy, ve které byly objeveny molekulové ionty m/z = 528, 523
a459. LC-MS analyza neposkytla potfebné informace pro identifikaci struktur a v HRMS
analyze byl identifikovan molekulovy iont m/z= 282 Nejedna se tedy
0 derivat 97.

Pii tfetim pokusu o pfipravu derivatu 97 byl vyuzit postup ptipravy diosfenolu dle
lit.>1. Derivat 88 byl rozpustén v tetrahydrofuranu, byl piidan terc-butoxid draselny a smés byla
podchlazena na — 10 °C. Do reak¢éni smési byl zaveden ptivod vzduchu. Po 9 h reakce dle TLC
analyzy nedoslo k vyznamnému ubytku vychozi latky. Vznikly dva produkty v minoritnim
mnozstvi, které byly separovany od vychozi latky 88. Zadny z téchto produkti nebyl dle
!H NMR analyzy identifikovéan jako lupanovy derivat.

Ctvrtym pokusem o piipravu latky 97 byla reakce derivatu 88, ktery byl oxidovan
vzdusnym kyslikem v 2-methylpropan-2-olu za  pritomnosti 4 ekvivalentt
terc-butoxidu draselného. Po 3 h reakce pii 40 °C byla smés extrahovana a odparek byl
rozpustén v DCE. Do roztoku byl pfidan octan paladnaty s triethylaminem a bainka byla
inertizovdna dusikem. Nasledn¢ byl ptidan TBDMSCI. Po 1 h reakce pti 60 °C byla reakéni
smés zpracovana. Nepodafilo se izolovat Cisty produkt reakce. V LC-MS analyze byly
identifikovany m/z = 453, 274, 481. LC-MS analyza neposkytla potfebné informace pro
identifikaci struktur, nejedna se tedy o derivat 97.

Poslednim pokusem o ptipravu derivatu 97 byla reakce derivatu 88 s 3 ekvivalenty
terc-butoxidu draselného v 2-methylpropan-2-olu. Vzduch byl do reakce ptivadén jehlou skrze
septum. Po 4 h reakce pii1 40 °C byla dle TLC analyzy konverze vychozi latky zhruba 80 %.
Produkt reakce se svym Rf blizil vychozi mu derivatu 88. Po zpracovani nebyl pomoci LC-MS
nalezen hledany molekulovy iont. tH NMR spektrum izolovaného produktu neposkytlo validni
informaci, signal rozpoustédla je pfitomen s vysokou ucinnosti, signaly produktu vzniklého

reakci vykazuji vysoky stupen rozmyti s velmi nizkou tc¢innosti.
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Nepodatilo se piipravit derivat 97, pravdépodobné kviili volné karboxylové funkci
uhliku C-28, kterd vytvaii v bazickém prostiedi sole. Vznikajici derivaty se nepodatilo izolovat
Cisté. Ze spektralnich dat nebyly vyvozeny potencionalni struktury vznikajicich derivati. Jako
vhodny substrat pro piipravu diosfenolu byl zvolen derivat 84, ktery disponuje benzylovou

chranici skupinou na karboxylové skupin¢ uhliku C-28.

3.2.7 Priprava benzyl 2-hydroxy-3,30-dioxolup-1(2),20(29)-dien-28-oatu
(Diosfenol 98)

Vychozi latka 84 byla zvolena za piedpokladu, Ze u vzniklého diosfenolu 99 bude substituovana
benzylova chranici skupina za terc-butyldiphenylsilylovou skupinu dle postupu v 1it.*°.Vznikla
latka 99 by byla nasledné podrobena pinnicové oxidaci za vzniku cilového derivatu 95.
V pribéhu chranéni mtze dojit ke stabilizaci diosfenolového enolatu vznikem derivatu 100,

naslednou oxidaci by pak mé&l vzniknout derivat 101 nebo 95 (Schéma 31).

95: R=0H 99: R=0OH
101: R=TBDPS 100: R = TBDPS

Schéma 31: Myslenkovy postup pfipravy derivatd 95 nebo 101. a) t-BuOH, t-BuOK, vzduch;
b) TBDPSCI, Pd(OAc),, DCE, TEA, 1 h, 60 °C; c¢) NaClO,, KH,PO,, voda/ t-BuOH /amylen (4:2:1), 18 h,
r.t.

Pii prvnim pokusu o pfipravu derivatu 98 byla provedena oxidace latky 84
vzdusnym kyslikem v piitomnosti terc-butoxidu draselného v 2-methylpropan-2-olu. Vzduch
byl pfiveden proudem na intenzivné michany roztok. Do reakce byly pfidany 3 ekvivalenty

baze a po 4 h doslo k uplnému zreagovani vychozi latky za vzniku dvou produktd. Ani jeden
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izolovany produkt nebyl identifikovan jako derivat 98. Pii LC-MS analyze byly identifikovany
kladné ionty dvou latek o m/z= 454 am/z= 680. LC-MS analyza neposkytla potiecbné
informace pro identifikaci struktur.

U druhé reakce latky 84 bylo pouzito 6 ekvivalentti baze pti zvysené teploté 50 °C.
Po 4 h reakce doslo k Gplnému zreagovani vychozi latky. Byl izolovan majoritni produkt
reakce. LC-MS analyza neposkytla potiebné informace pro identifikaci struktur. Nejedna se
o diosfenol 95. *H NMR spektrum izolovaného produktu neposkytlo validni informaci, signal
rozpoustédla je pfitomen s vysokou ucinnosti, signaly produktu vzniklého reakci vykazuji

vysoky stupeii rozmyti s velmi nizkou ucinnosti.

Pti nasledujicim pokusu byl derivat 84 oxidovan vzdusnym kyslikem zavedenym
do reakce jehlou v prostiedi dvou ekvivalentl baze pfi 50 °C. V prub&hu reakce musel byt
pridavan 2-methylpropan-2ol kviili jeho odfoukavani z reakce. Po 1.5 h doslo k zreagovani
vychozi latky za vzniku smési produktii. Reakce byla zpracovana a smés latek rozpusténa
v dichlorethanu. Barka byla uzaviena septem a promyta proudem dusiku. Do bariky byl pfidan
octan paladnaty, trimethylamin a TBDPSCI. Smés byla michana pii 60 °C po dobu 2 h.
Nasledné byla reakce zpracovana a byly izolovéany tfi hlavni produkty. V *H NMR spektrech
téchto latek jsou pozorovatelné Siroké neucinné signaly produktli. Nejednd se
0 derivat 99 ani 100. Identifikovatelny je pouze AB systém benzylové chranici skupiny a pét
benzylovych protonii. Ve spektrech chybi informace o dvojné vazb&. LC-MS analyza

neposkytla potfebné informace pro identifikaci struktur.
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3.3 Priprava konjugovanych molekul
3.3.1 Optimalizace syntézy konjugovaného derivatu 102

Byla optimalizovana piiprava derivatu 102 (Schéma 32) z divodu lepsi dostupnosti vychoziho

derivatu 78, ktery je meziproduktem piipravy jednoho z vychozich derivati (Schéma 20).

} on\/\

=7

Schéma 32: a) DIC, 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amin, DMF : DCM (1:1), r.t., 18 h; b) DIC, HOBT,
11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amin, DMF:DCM (1:1), r.t., 18 h; c) EDC,HOBT, DIPEA, DMF,
11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amin, r.t., 18 h

Nejprve  byla latka 78 nechana reagovat sedvéma ekvivalenty
11-azido-3,6,9-trioxaundecyl-1-aminem za ptitomnosti diizopropylkarbodiiminu ve smési
DMF s DCM (1:1) pii laboratorni teploté. Reakce byla po 24 h zpracovana a byl izolovan
majoritni produkt. Dle *H NMR analyzy se jedna o latku 103 (Obrdzek 20), ktera vznikla reakci
vychozi latky s DIC, ktery je do reakce ptidavan, kvili aktivaci volné karboxylové funkce

v poloze C-30.

Obrazek 20: Vznikajici intermediat 103
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Pii druhém pokusu o pifipravu derivatu 102 byla do reakéni smési ptidan
hydroxybenzotriazol. Po 24 h reakce provedena TLC analyza. Vznikl opét produkt 103, proto
byly pridany dalsi dva ekvivalenty 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-aminu a reakce byla
ponechana reagovat do dalSiho dne. Celkem po 48 h reakce byly izolovany produkty 103

a minoritn¢ piitomny derivat 102.

Nasledné byly pro reakci vybrany nové reakéni podminky, kdy k latce 78 bylo
piidano 1.5 ekvivalentu 1-(3,3-dimethylaminopropyl)-3-ethyl karbodiimidu s 1.5 ekvivalenty
hydroxybenzotriazolu  pro  aktivaci  karboxylové  funkce. Po  pil  hodiné
intenzivniho michani byl pfidan diizopropylethylamin jako baze a 2 ekvivalenty
11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-aminu. Reakce byla michéana pii laboratorni teploté do druhého
dne. Po zpracovéni ¢&inil vytézek derivatu 102 34 %. Dle *H NMR analyzy byla potvrzena
struktura latky 102. Ve spektru je prokdzana lupanova struktura pfitomnosti péti methylovych
singletli v rozmezi & 0.75 — 0.95 ppm, dale typické signaly pro H-198 a H-3 0 6 3.18 ppm.
Pritomnost dvojné vazby mezi uhliky C-20(29) je potvrzena dvéma geminalnimi singlety pfi
0 5.24 a5.39 ppm. Benzylova chrénici skupina lze identifikovat pomoci dvou dubleti AB
systému diastereotopickych protont pti 6 5.09 a 5.13 s interak¢ni konstantou J = 12.3 Hz a péti
aromatickymi vodiky v multipletu pii 6 7.29 — 7.38 ppm. Signaly linkeru lze identifikovat jako
triplet azidového uhliku pti 6 3.38 ppm s interak¢ni konstantou J = 4.9 Hz, multiplet 3-PEG
fetézce v rozmezi & 3.49 — 3.69 ppm a tripletem amidového protonu pii & 6.25 s interakéni

konstantou J = 5.6 Hz.

Byla uspesné optimalizovana priprava derivatu 102, diky
tomuto souboru reakci bylo mozné aplikovat ziskané poznatky o reaktivité

11-Azido-3,6,9-trioxaundecan-1-aminu pti ptiprave derivatu 104.
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3.3.2 Priprava konjugovaného derivatu 104

Vychozi derivat 94 byl aktivovan pomoci DIC a HOBT a po ptl hodin¢ intenzivniho michéni
byla pfidana baze s 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-aminem. Reakce probéhla do druhého dne
a po zpracovani Cinil vytézek 23 % (Schéma 33). Nizky vytézek byl pravdépodobné zptisoben
ztratami produktu pii zpracovani extrakci, pii preparativni kapalinové chromatografii

a Z diivodu nizsi stability derivatu 94.

Schéma 33: a) EDC, HOBt, DIPEA, DMF, 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amin, r.t., 18 h

Dle 'H NMR analyzy se jedna o produkt 104, kdy ve spektru Ize pozorovat oproti
spektru vychozi molekuly 94 signaly patiici ethylenglykolovému ftetézci linkeru pti
6 3.36 — 3.67 ppm s celkovou intenzitou c¢trnacti protont. Dale posun dvou geminalnich
singletli protont H-29B dvojné vazby vlivem amidové vazby na 6 5.09 a 5.13 ppm s interak¢ni
konstantou J = 12.3 Hz. Signaly patfici diosfenolové ¢asti molekuly se pak nachazeni pii
0 6.30 ppm pro hydroxylovy proton a 6.38 ppm pro H-1. Dale byly pomoci IR spektrometrie
identifikovany charakteristické pasy karbonylové funkéni skupiny skupiny pii 1720 cm’
a interakce dusik@ azidové skupiny pfi 2101 cm™. Sumarni vzorec latky 104 byl potvrzen

HRMS analyzou, kde byl nalezen hledany molekulovy iont.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Obecné poznamky k procedurdm experimentdlni casti

TLC analyza byla provadéna pomoci TLC hlinikovych folii Silica gel 60 F254 (Merck).
Detekce skvrn byla realizovana UV zafenim pii vinové délce 254 nm a nasledné ponoienim
TLC desky do 10% H,SO4 a zahtatim na 200 — 220 °C. Izolace latek byla provadéna extrakci,
kdy byl k reakéni smési pfilit 5 — 10 nasobek nasyceného roztoku chloridu sodného. Roztok byl
extrahovan ethylacetatem. Spojené podily ethylacetatu byly promyty vodou a suSeny bezvodym
siranem hote¢natym. Odpatrovani organickych rozpoustédel bylo provadéno na rota¢ni vakuové
odparce Rotovapor R-210 (Biichi). Cisténi latek bylo provadéno pomoci preparativni sloupcové
chromatografie na ptimé fazi. Jako stacionarni faze byl pouzit Silikagel 60, high purity,
40 — 63 pm (Fluka). Slou€eniny byly charakterizovany pomoci NMR, IR a MS analyz. Méfeni
'HNMR a'®C NMR bylo provadéno na pfistroji JEOL s frekvencemi 500 MHz pievazné
v roztoku CDCl3z za laboratorni teploty. Posuny & byly srovnany se zbytkovym CHClz pii
0 7.260 ppm. Interakéni konstanty J i chemické posuny J byly stanoveny dle analyzy prvniho
fadu a zaokrouhleny (interak¢éni konstanty na jedno desetinné misto, chemické posuny na dvé
desetinna mista). Ke zpracovani dat bylo vyuzito programt JEOL Delta v5.0.2 a MestReNova
v6.0. IR spektra byla méfena pomoci FTIR spektrometru Nicolet iS50 (Thermo Scientific) ve
stiedni oblasti 400 — 4000 cm™. Zpracovani dat bylo provedeno v programu OMNIC 8.3.
V experimentalni ¢asti budou dale misto desetinnych ¢arek pouzivany v souladu s anglosaskou
literaturou desetinné tecky. Je to zejména kvuli piehlednosti vypist spektralnich dat. Také
pojmenovani strukturnich motivii ve vypisech spekter bude z¢asti v anglickém jazyce kvili
snadnéj$§imu pievedeni této prace do publikovatelné formy. U popisu experimentd, které
nevedly k pozadovanému produktu, je vzorec cilové slouceniny pieskrtnut, aby bylo pro ¢tenate

hned patrné, Ze dany postup nevedl k cili.
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4.2 Priprava vychozich sloucenin
4.2.1 Dibenzylester 75 — dibenzyl 3-oxolup-20(29)-en-28,30-dioat

4.2.1.1 Priprava benzyl 3p-hydroxylup-20(29)-en-28-oat (Benzylester 76)

Obrazek 21: Benzylester 76

K roztoku kyseliny betulinové (2, 5 g, 10.9 mmol) v tetrahydrofuranu (110 ml) byl
ptidan uhli¢itan draselny (3.83 g, 27.3 mmol, 2.5 ekviv.) a benzylbromid (3.85 ml, 21.8 mmol,
2 ekviv.). Reakce byla michana za laboratorni teploty po dobu 18 h. Pribé&h reakce byl
monitorovan pomoci TLC ve smési hex : EtOAc (4:1). Kvili nizkému stupni konverze byl do
reakce ptidan nadbytek benzylbromidu (3.85 ml, 21.8 mmol, 2 ekviv.). Reakce byla michana
za laboratorni teploty po dobu 18 h. Reak¢ni smés byla zpracovéana extrakci ethylacetatem
z nasycen¢ho roztoku chloridu sodného a sloupcovou chromatografii na 300 ml silikagelu
(15 cm sloupec) v mobilni fazi hex : EtOAc (5:1). Bylo ziskano 5.15 g (9.4 mmol, 86 %) bilého
krystalického produktu76, krystalizovaného z hexanu. Spektralni data odpovidaji lit.*,

'H NMR § [ppm]: 0.75 (3H, s, CH5); 0.76 (3H, s, CH); 0.80 (3H, s, CH3); 0.94 (3H, s, CHs);
0.96 (3H, s, CH3); 1.68 (3H, s, CH; — C-30); 2.18 (1H, td, J1 = 13.1 Hz, J> = 4.1 Hz); 2.28 (1H,
dt,J1 =12.3 Hz, J> = 3.6 Hz); 3.01 (1H, td, J1 =11.2 Hz, J> = 4.9 Hz, H-19); 3.17 (1H, dd, J1 =
6.2 Hz, J> = 5.1 Hz, H-3a); 4.59 (1H, s, H-29 pro-E); 4.72 (1H, s, H-29 pro-Z); 5.9 (1H, d, J =
12.4 Hz, CH,-benzylester); 5.14 (1H, d, J = 12.2 Hz, CH,-benzylester); 7.29 — 7.38 (5H, m, CH

aromatické)

62



4.2.1.2 Priprava benzyl 3p-hydroxylup-30-0x0-20(29)-en-28-o0at (Benzylester 77)

Obrazek 22: Benzylester 77

Benzylester 76 (5 g, 9.0 mmol) byl rozpustén v dioxanu (200 ml). Do roztoku byl
pridan oxid seleni€ity (2.5 g, 22.5 mmol, 2.5 ekviv.) a smés byla zahfivana na 140 °C pod
refluxem po dobu 3h. Prabéh reakce byl monitorovan pomoci TLC ve smési
hex : EtOAcC (4:1). Reak¢ni smés byla zpracovana nalitim do nasyceného roztoku chloridu
sodného a extrahovana ethylacetatem. Produkt byl izolovan sloupcovou chromatografii na
300 ml silikagelu (15 cm sloupec) v gradientu mobilni faze hex : EtOAc (z 3:1 na 2:1). Bylo
ziskano 3.9 g (7.0 mmol, 78 %) bilého, amorfniho, tuhé¢ho odparku latky 77. Spektralni data

odpovidaji standardiim.

'H NMR § [ppm]: 0.73 (3H, s, CH3); 0.74 (3H, s, CH3); 0.78 (3H, s, CH3); 0.90 (3H, s, CH;);
0.93 (3H, s, CH3); 2.16 (1H, td, J1 = 12.6 Hz, J, = 3.7 Hz); 2.30 (1H, dt, J1 = 13.0 Hz, J, =
3.4 Hz); 3.16 (1H, dd, J1 = 11.4 Hz, J> = 4.9 Hz, H-3a); 3.34 (1H, td, J1 = 11.1 Hz, J> = 4.7 Hz,
H-19p); 5.11 (1H, d, J =12.3 Hz, CH,-AB systém); 5.15 (1H, d, J = 12.3 Hz, CH,-AB systém);
5.88 (1H, s, H-29 pro-E); 6.25 (1H, s, H-29 pro-Z); 7.29 — 7.39 (5H, m, CH aromatické); 9.51
(1H, s, H-30 aldehyd)
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4.2.1.3 Priprava 28-benzylesteru kyseliny 3p-hydroxylup-20(29)-en-28,30-diové
(Dikyselina 78)

Obrazek 23: Dikyselina 78

Benzylester 77 (2.96 g, 5.3 mmol) byl rozpustén v 2-methylpropan-2-olu (40 ml)
aamylenu (20 ml). Do roztoku byl ptisypan chloritan sodny (2.5 g, 27.6 mmol, 5 ekviv.),
dihydrogenfosfore¢nan draselny (3.7 g, 27.2 mmol, 5 ekviv.) a smés byla zalita vodou (80 ml).
Emulze byla intenzivné michana po 18 h pii laboratorni teploté. Reakce byla monitorovana
pomoci TLC ve smési hex : EtOAc (3:1). Reakéni smés byla zpracovana extrakei ethylacetatem
Z nasycen¢ho roztoku chloridu sodného a produkt byl izolovan sloupcovou chromatografii
na 200 ml silikagelu (10 cm sloupec) v gradientu mobilni faze hex : EtOAc (z 3:1 na 2:1). Bylo
ziskano 2.6 g (4.5 mmol, 86 %) bilého, amorfniho, tuhého odparku produktu 78.

'H NMR & [ppm]: 0.74 (3H, s, CH5); 0.74 (3H, s, CH5); 0.78 (3H, s, CH3); 0.91 (3H, s, CHs);
0.93 (3H, s, CH3); 2.16 (1H, td, J1 = 12.0 Hz, J, = 3.4 Hz); 2.29 (1H, dt, J1= 9.8 Hz, J. =
3.1 Hz); 3.17 (1H, dd, J; = 11.1 Hz, J» = 5.1 Hz, H-3a); 3.35 (1H, td, J1 = 11.1 Hz, J, = 4.8 Hz,
H-19p); 5.08 (1H, d, J =12.2 Hz, CH,-AB systém); 5.15 (1H, d, J = 12.3 Hz, CH,-AB systém);
5.59(1H, s, H-29 pro-E); 6.14 (1H, s, H-29 pro-Z); 7.29 — 7.38 (5H, m, CH aromatické)
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4.2.1.4 Priprava dibenzyl 3p-hydroxylup-20(29)-en-28,30-dioatu (Benzylester 79)

(6]
)/OBn

p—4

Obrazek 24: Benzylester 79

Derivat 78 (2.6 g, 4.5 mmol) byl rozpustén v tetrahydrofuranu (110 ml). Do roztoku
byl pfidan uhli¢itan draselny (2 g, 14.5 mmol, 3 ekviv.) a benzylbromid (2 ml, 11.3 mmol,
2.5 ekviv.). Reakéni smés byla michana za laboratorni teploty po dobu 18 h. Priibéh reakce byl
monitorovan pomoci TLC ve smési hex : EtOAc (4:1). Kvili nizkému stupni konverze byla
reak¢éni smes zpracovana extrakci ethylacetdtem z nasyceného roztoku chloridu sodného a smés
byla separovana sloupcovou chromatografii na 250 ml silikagelu (12 cm sloupec) v gradientu
mobilni faze hex : EtOAC (z 4:1 na 3:1). Izolovany derivat 78 (1.56 g, 2.7 mmol) byl rozpustén
v tetrahydrofuranu (60 ml). Do roztoku byl pfidan uhlic¢itan draselny (2 g, 14.5 mmol, 5 ekviv.)
a benzylbromid (2 ml, 11.3 mmol, 4 ekviv.). Reakce byla michana 40 °C po dobu 48 h. Priib¢h
reakce byl monitorovan pomoci TLC ve smési hex : EtOAc (4:1). Reak¢éni smés byla
zpracovana extrakci ethylacetatem z nasyceného roztoku chloridu sodného a produkt byl
izolovan sloupcovou chromatografii na 250 ml silikagelu (12 cm sloupec) v mobilni fazi
hex : EtOAc (4:1). Celkem bylo ziskano 2.82 g (4.2 mmol, 93 %) bilého, amorfniho, tuhého
odparku latky 79.
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4.2.1.5 Priprava dibenzyl 3-oxolup-20(29)-en-28,30-dioatu (Dibenzylester 75)

(6]
)\/OBn
//,I‘

Obrazek 25: Dibenzylester 75

Benzylester 79 (2.07 g, 3.1 mmol) byl rozpustén v dioxanu (50 ml). Nasledn¢ byla
ptidana kyselina octova (25 ml) a acetanhydrid (13 ml). Do roztoku byl pfisypan dichroman
sodny, dihydrat (1.83 g, 6.1 mmol, 2 ekviv.) aoctan sodny, trihydrat (0.88 g, 6.4 mmol,
2 ekviv.). Smés byla michéna za laboratorni teploty po dobu 24 h. Reakce byla monitorovana
pomoci TLC ve smési hex : EtOAc (4:1). Reak¢ni smés byla extrahovéana ethylacetatem
Z nasycen¢ho roztoku chloridu sodného a produkt byl izolovan sloupcovou chromatografii na
200 ml silikagelu (10 cm sloupec) v mobilni fazi hex : EtOAc (5:1). Bylo ziskano 1.34 g
(2 mmol, 65 %) tuhého, amorfniho odparku latky 75. IR: » [em™] = 2942, 2868, 1716 (C=0).
HRMS (ESI) m/z vypoéteno pro C,4Hs¢0s [M+H]" 655.4201, nalezeno 655.4207.

'H NMR & [ppm]: 0.76 (3H, s, CH5); 0.84 (3H, s, CH); 0.89 (3H, s, CH3); 1.01 (3H, s, CHs);
1.06 (3H, s, CH3); 2.18 (1H, td, J1 = 12.7 Hz, J = 3.7 Hz); 2.27 (1H, dt, J1= 12.8 Hz, J> =
3.8 Hz); 2.41 (1H, dd, J1 = 7.6 Hz, Jo = 4.4 Hz); 2.47 (1H, ddd, J1: = 15.8 Hz, J, = 9.7 Hz, J3 =
7.6 Hz); 3.35 (1H, td, J1 = 11.3 Hz, J = 4.3 Hz, H-19p); 5.10 (1H, d, J= 12.1 Hz, CH, 28-
benzylester); 5.14 (1H, d, J = 12.1 Hz, CH, 28-benzylester); 5.17 (1H, d, J = 12.4 Hz, CH, 30-
benzylester); 5.22 (1H, d, J = 12.4 Hz, CH, 30-benzylester); 5.57 (1H, s, H-29 pro-E); 6.08
(1H, s, H-29 pro-z); 7.29 — 7.38 (10H, m, CH aromatické)

13C NMR & [ppm]: 14.62; 15.73; 16.02; 19.77; 21.17; 21.49; 26.75; 27.06; 29.62; 32.02; 33.72;
34.27; 36.59; 37.01; 38.20; 39.76; 40.66; 42.52; 47.46; 49.84; 55.11; 56.66; 65.91; 66.36;
128.22; 128.31; 128.42; 128.64; 128.68; 136.28; 136.58; 167.18; 175.85; 218.16
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4.2.2 Dikyselina 80 — 3-oxolup-20(29)-en-28,30-diova kyseliny

4.2.2.1 Priprava 3p-hydroxy-30-oxolup-20(29)-en-28-ové kyseliny (Kyselina 81)

Obrazek 26: Kyselina 81

Kyselina betulinova (2, 45, 9.9 mmol) byla rozpusténa
v 2-methoxyethanolu (50 ml). Do roztoku byl pfisypan oxid seleni¢ity (2.5 g, 22.7 mmol,
2.3 ekviv.) a smés byla michana 1.5 h pti 140 °C pod refluxem. Reakce byla monitorovana
pomoci TLC ve smési hex : EtOAc (4:1). Reakéni smés byla extrahovana ethylacetatem
z nasyceného roztoku chloridu sodného a produkt by izolovan sloupcovou chromatografii
v gradientu mobilni faze hex : EtOAc (z 4:1 na 2:1) na 200 ml silikagelu (10 cm sloupec). Byly
izolovany 2 g (4.2 mmol, 42 %) bilého, amorfniho, tuhého odparku latky 81, spektralni data

odpovidaji lit.*.

4.2.2.2 Priprava 3p-hydroxylup-20(29)-en-28,30-diové kyseliny (Kyselina 82)

o)

)\/OH
//,,‘

Obrazek 27: Kyselina 82

K roztoku kyseliny 81 (1.5 g, 3.2 mmol), ve smé&si 2-methylpropan-2olu (75 ml)
a amylenu (25 ml), byly pfidany dihydogenfosforecnan draselny (2.6 g, 19.1 mmol, 6 ekviv.)
a chloritan sodny (1.73 g, 19.1 mmol, 6 ekviv.). Do smési byla pfilita voda (150 ml). Emulze
byla intenzivné michana pfi laboratorni teploté po 18 h. V prubéhu byla reakce monitorovana
pomoci TLC ve smési hex : EtOAc (4:1). Reakce byla zpracovana extrakci ethylacetatem
Z nasyceného roztoku chloridu sodného a produkt byl izolovan sloupcovou chromatografii na
100 ml silikagelu (5 cm sloupec) ve dvou mobilnich fazich. Nejprve byla pouzita mobilni faze

hex : EtOAc: MeOH (6:2:1), posléze byl jako mobilni faze pouzit chloroform. Vytézek
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latky 82, ¢inil po zpracovani 1.25 g (2.6 mmol, 81 %) bilého, amorfniho, tuhého odparku.
Spektralni data odpovidaji lit.3.

4.2.2.3 Priprava 3-oxolup-20(29)-en-28,30-diové kyseliny (Kyselina 80)

0
j/OH

p—4

Obrazek 28: Kyselina 80

Kyselina 82 (200 mg, 0.41 mmol) byla suspendovana ve smési dioxanu (15 ml),
kyseliny octové (10 ml) a acetanhydridu (5 ml). K reakéni smési byl pfidan trihydrat octanu
sodného (250 mg, 1.83 mmol, 4 ekviv.) a dihydrat dichromanu sodného (25 mg, 0.85 mmol,
2 ekviv.). Reak¢ni smés byla michana pii laboratorni teploté po dobu 24 h. Reakce byla
monitorovana pomoci TLC ve smési hex : EtOAc (3:1). Po prvnim dni reakce nedoslo
k tplnému rozpusténi vychozi latky, proto byl pfidan dioxan (30 ml) areak¢éni smés byla
michana pti 80 °C po 48 h. Po 72 h reakce nedoslo k uplné konverzi vychozi latky, proto byla
reakéni smes zpracovana extrakci ethylacetitem z nasycené¢ho roztoku chloridu sodného
a majoritni produkt byl izolovan sloupcovou chromatografii na 150 ml silikagelu
(12 cm sloupec) v mobilni fazi hex : EtOAc (3:1) s 0.1 % DCM pro lepsi rozpustnost. Vytézek
latky 80 ¢inil po zpracovani 31 mg (0.066 mmol, 16 %) ve formé bilého, amorfniho, tuhého
odparku. IR: 7 [cm™] = 2926, 2868, 1709, 1683 (C=0), 1609. HRMS (ESI) m/z vypo&teno
pro C3oH,405 [M+H]* 485.3262, nalezeno 485.3263 a [M—H]~ 483.3105, nalezeno 483.3118.

'H NMR & [ppm]: 0.92 (3H, s, CH3): 0.98 (6H, s, 2x CH,); 1.01 (3H, s, CH,); 1.07 (3H, s, CH,);
2.21 (1H, td, J1 = 12.5 Hz, J = 3.0 Hz); 2.32 (1H, dt, J1 = 12.7 Hz, J2 = 3.0 Hz); 2.41 (1H, dd,
J1=75Hz, J, = 4.4 Hz); 2.49 (1H, ddd, J; = 15.9 Hz, J, = 9.8 Hz, Js = 7.6 Hz); 3.46 (1H, td,
J1 =11.1 Hz, J, =5.1 Hz, H-19p); 5.70 (1H, s, H-29 pro-E); 6.28 (1H, s, H-29 pro-2)

13C NMR & [ppm]: 14.74; 15.98; 16.08; 19.77; 21.19; 21.57; 26.73; 27.60; 29.76; 29.84; 32.08;
33.32; 34.26; 36.84; 37.06; 38.60; 39.79; 40.79; 42.57; 47.51; 49.87; 55.16; 56.58; 146.41,
172.87; 182.79; 218.25
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4.2.3 Kyselina 83 — 28-benzylester 3-oxolup-20(29)-en-28,30-diové kyseliny

4.2.3.1 Priprava benzyl 3,30-dioxolup-20(29)-en-28-o0atu (Benzylester 84)

Obrazek 29: Benzylester 84

Benzylester 77 (2 g, 3.6 mmol) byl rozpustén ve smési dioxanu (50 ml), kyseliny
octové (25 ml) a acetanhydridu (10 ml). Do roztoku byl pfisypan trihydrat octanu sodného
(300 mg, 2.2mmol, 0.6 ekviv.) adihydrat dichromanu sodného (920 mg, 3.1 mmol,
0.8 ekviv.). Reakéni smés byla michana pti laboratorni teploté po dobu 18 h. Pribéh reakce byl
monitorovan pomoci TLC ve smési hex : EtOAc (4:1). Po uplynuti reak¢éni doby byla smés
zpracovana extrakci ethylacetaitem z nasyceného roztoku chloridu sodného a produkt byl
izolovan pomoci sloupcové chromatografie na 300 ml silikagelu (15 cm sloupec) v mobilni fazi
hex : EtOAc (4:1). Bylo ziskano 0.97 g (1.7 mmol, 48 %) benzylesteru 84 ve form¢ Zzluto-
hnédého oleje. IR: » [cm]= 2957, 2934, 2865, 1716 (C=0), 1678 (C=0).
HRMS (ESI) m/z vypoéteno pro C5;Hsy0, [M+H]™ 559.3782, nalezeno 559.3788.

'H NMR § [ppm]: 0.76 (3H, s, CH5); 0.88 (3H, s, CH5); 0.91 (3H, s, CH3); 1.00 (3H, s, CHs);
1.06 (3H, s, CH3); 2.19 (1H, td, J1 = 12.4 Hz, J2 = 45 Hz); 2.31 (1H, dt, J1= 13.0Hz, J2 =
3.4 Hz); 2.39 (1H, dd, J1 = 7.6 Hz, J» = 4.4 Hz); 2.47 (1H, ddd, J1 =159 Hz, J, = 9.7 Hz, J3 =
7.6 Hz); 3.35 (1H, td, J1 = 11.0 Hz, J2 = 4.7 Hz, H-19p); 5.10 (1H, d, J= 12.4 Hz, CH,-AB
systém); 5.15 (1H, d, J = 12.3 Hz, CH,-AB systém); 5.89 (1H, s, H-29 pro-E); 6.26 (1H, s, H-
29 pro-Z); 7.29 — 7.39 (5H, m, CH aromatické); 9.51 (1H, s, H-30 aldehyd)

13C NMR & [ppm]: 14.64; 15.73; 16.04; 19.77; 21.18; 21.52; 26.76; 29.63; 32.00; 32.08; 33.74;
34.26; 36.88; 37.01; 38.31; 39.77; 40.69; 42.53; 47.47; 49.88; 55.11; 56.76; 65.97; 121.25;
128.26; 128.49; 128.67; 136.56; 175.72; 195.02; 218.13
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4.2.3.2 Priprava 28-benzylesteru kyseliny 3-oxolup-20(29)-en-28,30-diové
(Dikyselina 83)

Obrazek 30: Dikyselina 83

Benzylester 84 (1.2 g, 2.1 mmol) byl rozpustén v 2-methylpropan-2olu (50 ml)
abyl pfidan amylen (25 ml). Do roztoku byl pfisypan dihydrogenfosforecnan draselny
(4, 29.4 mmol, 14 ekviv.) achloritan sodny (2.6 g, 28.8 mmol, 13.5ekviv.), které byly
splachnuty vodou (75 ml). Emulze byla intenzivné michana pfi laboratorni teploté po
dobu 48 h. Reakce byla v pribéhu monitorovana pomoci TLC ve smési tol : Et2O (6:1). Reak¢éni
smés byla zpracovana extrakci ethylacetatem z nasyceného roztoku chloridu sodného a produkt
byl izolovan sloupcovou chromatografii na 170 ml silikagelu (15 cm sloupec) v mobilni fazi
tol : Et,O0 (6:1). Bylo ziskano 885 mg (1.5 mmol, 73 %) bilého, amorfniho odparku
dikyseliny 83. IR: 77 [cm™] = 2925, 2868, 1686 (C=0). HRMS (ESI) m/z vypoéteno pro
C37Hg005 [M+H]* 575.3731, nalezeno 575.3731 a [M-H] 573.3575, nalezeno 573.3594.

'H NMR § [ppm]: 0.78 (3H, s, CH3); 0.89 (3H, s, CH3); 0.94 (3H, s, CH3); 1.01 (3H, s, CH;);
1.06 (3H, s, CH;); 2.21 (1H, td, J1 = 12.5 Hz, J2 = 3.3 Hz); 2.31 (1H, dt, J1 = 13.0 Hz, J2 =
3.1 Hz); 2.40 (1H, dd, J1 = 7.5 Hz, J» = 4.3 Hz); 2.48 (1H, ddd, J; = 15.7 Hz, J, = 9.8 Hz, J3 =
7.6 Hz); 3.38 (1H, td, J1 = 11.1 Hz, J2 = 4.8 Hz, H-19pB); 5.10 (1H, d, J = 12.2 Hz, CH,-AB
systém); 5.17 (1H, d, J = 12.2 Hz, CH,-AB systém); 5.68 (1H, s, H-29 pro-E); 6.22 (1H, s, H-
29 pro-Z); 7.30 — 7.39 (5H, m, CH aromatické)

13C NMR & [ppm]: 14.72; 15.75; 16.06; 19.79; 21.18; 21.59; 26.79; 27.32; 29.66; 29.85; 32.10;
33.76; 34.26; 36.65; 37.03; 38.27; 39.75; 40.71; 42.57; 47.47; 49.88; 55.10; 56.73; 66.00;
128.27; 128.46; 128.64; 129.47; 130.35; 133.92; 171.95; 172.57; 175.84; 218.37
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4.2.4 Kyseliny 85 a 86— 28-(TBDPS)ester kyseliny 3-oxolup-20(29)-en-
28,30-diové a 28-(TBDMS)ester kyseliny 3-oxolup-20(29)-en-28,30-
diové

4.2.4.1 Priprava 3-oxolup-20(29)-en-28-ové kyseliny (Kyseliny betulonové 3)

Obrazek 31: Kyselina betulonova 3

Kyselina betulinova (2, 11 g, 24 mmol) byla rozpusténa ve smési dioxanu (300 ml),
kyseliny octové (150 ml) a acetanhydridu (75 ml). Do roztoku byl pfidan trihydrat octanu
sodného (2.42 g, 17.8 mmol, 0.75 ekviv.) a dihydrat dichromanu sodného (13.2 g, 44.3 mmol,
1.8 ekviv.). Reak¢ni smés byla michana pii 50 °C po dobu 18 h. Reakce byla monitorovana
pomoci TLC ve smési hex : EtOAc (4:1). Smés byla zpracovana extrakci ethylacetatem
z nasyceného roztoku chloridu sodného, odparek byl rozdé€len na tii ¢asti a produkt byl izolovan
z kazdé casti sloupcovou chromatografii na 300 ml silikagelu v mobilni fazi hex : EtOAc (4:1)
s 0.1 % kyseliny octové. Vytézek po zpracovani ¢inil 9.3 g (20.5 mmol, 85 %) bilé krystalické
latky 3, krystalizovano z hexanu. Spektralni data byla porovnana se standardem dostupnym

v laboratofi a s 1it.16:%9,
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4.2.4.2 Priprava 3,30-dioxolup-1(2),20(29)-dien-28-ové kyseliny
(Kyselina 87)

Obrazek 32: Kyselina 87

Derivat 3 (29, 4.4 mmol) byl rozpustén v 2-methoxyethanolu (50 ml) a byl ptidan
oxid selenicity (1 g, 16.1 mmol, 2 ekviv.). Reakce byla zahtivana na 130 °C pod refluxem po
dobu 3 h. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC ve smési hex : EtOAc (4:1). Reakéni
smés byla zpracovana extrakci ethylacetitem znasycené¢ho roztoku chloridu sodného
a majoritni produkt byl izolovan pomoci sloupcové chromatografie na 400 ml silikagelu (20 cm
sloupec) v mobilni fazi hex: EtOAc (4:1) s0.1% kyseliny octové. Bylo ziskdno 1.77 g
(3.8 mmol, 86 %) bilého, amorfniho, tuhého odparku latky 87. IR: » [cm™] = 2923, 2853,
1683 (C=0), 1456 (C=C). HRMS (ESI) m/z vypoéteno pro C3oH,,0, [M+H]" 467.3156,
nalezeno 467.3161.

'H NMR § [ppm]: 0.96 (3H, s, CH;); 1.01 (3H, s, CH3); 1.05 (3H, s, CH3); 1.07 (3H, s, CH3)
1.12 (3H, s, CH3);2.27 (1H, ddd, J1 = 24.9 Hz, J> = 12.3 Hz, J3 = 3.6 Hz); 2.33 (1H, dt, J1 =
9.6 Hz, J, =2.9 Hz); 3.36 (1H, td, J1 = 11.1 Hz, J, = 4.8 Hz, H-19B); 5.78 (1H, d, J = 10.3 Hz,
H-1); 5.94 (1H, s, H-29 pro-E); 6.30 (1H, s, H-29 pro-Z); 7.06 (1H, d, J = 10.3 Hz, H-2), 9.54
(1H, s, H-30 aldehyd)

13C NMR § [ppm]: 14.63; 16.58; 19.10; 19.29; 21.29; 21.53; 27.90; 29.68; 37.05; 38.59; 39.69;
41.72;42.77; 44.52; 44.79; 53.61; 56.60; 59.12; 65.44; 72.04; 125.35; 159.71; 118.79; 195.04;
205.49
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4.2.4.3 Priprava 3,30-dioxolup-20(29)-en-28-ové kyseliny
(Kyselina 88)

Obrazek 33: Kyselina 88

Derivat 3 (29, 4.4 mmol) byl rozpustén ve smési kyseliny octové (10 ml)
a dichlormethanu (2 ml). Do roztoku byl pfidan oxid seleni¢ity (130 mg, 1.3 mmol, 0.3 ekviv.)
a terc-butyl hydroperoxid (3.28 ml, 26.4 mmol, 6 ekviv.). Reakéni smés byla michana pti
laboratorni teploté po dobu 18 h. Reakce byla monitorovana pomoci TLC ve smési hex : EtOAC
(3:1). Reakeéni smés byla zpracovana extrakci ethylacetatem z nasyceného roztoku chloridu
sodného. Extrakt byl promyt 1M roztokem heptahydratu siranu Zeleznatého (278 g v 1 | vody)
a nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (48 g v 0.5 | vody). Produkt byl izolovan
sloupcovou chromatografii na 450 ml silikagelu (30 cm sloupec) v mobilni fazi hex : EtOAC
(4:1). Bylo ziskano 710 mg (1.5 mmol, 34 %) bilého, tuhého odparku derivatu 87.
IR: » [cm™] = 2932, 2868, 1682 (C=0). HRMS (ESI) m/z vypoéteno pro C3oHz,0, [M+H]*
469.3312, nalezeno 469.3315 a [M-H] 467.3156, nalezeno 467.3169.

'H NMR § [ppm]: 0.92 (3H, s, CH;); 0.95 (3H, s, CH3); 0.96 (3H, s, CH3); 1.01 (3H, s, CH;);
1.06 (3H, s, CH3); 2.22 (1H, td, J1 = 12.4 Hz, Jo = 3.1 Hz); 2.31 (1H, dt, J1 = 12.1 Hz, J; =
3.1Hz); 2.4 (1H, dd, J1 = 7.5 Hz, J» = 4.3 Hz); 2.48 (1H, ddd, J; = 16.1 Hz, Jo = 9.8 Hz, J3 =
7.6); 3.34 (1H, td, J1 = 11.2 Hz, J2 = 4.7 Hz, H-19B); 5.92 (1H, s, H-29 pro-E); 6.29 (1H, s, H-
29 pro-Z); 9.53 (1H, s, H-30 aldehyd).

13C NMR & [ppm]: 12.21; 13.08; 14.67; 15.95; 16.05; 16.13; 19.76; 21.16; 21.50; 26.77; 27.32;
29.76; 32.00; 33.75; 34.25; 37.05; 38.52; 39.74; 40.74; 42.57; 47.48; 49.83; 54.90; 55.10;
56.60; 162.99; 181.59; 195.07; 218.14
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4.2.4.4 Priprava (TBDPS)ester kyseliny 3,30-dioxolup-20(29)-en-28-ové
(Kyselina 89)

Obrazek 34: Kyselina 89

Latka 88 (600 mg, 1.3 mmol) byla rozpusténa v dichlorethanu (10 ml) a byl ptidan
octan paladnaty (63 mg, 0.3 mmol, 0.25 ekviv.). Baiika byla uzaviena septem a inertizovana
proudem  dusiku. Byl pfidan  trimethylamin (520 ul, 3.8 mmol, 3 ekviv.)
s terc-butyldiphenylsilyl chloridem (1.33 ml, 5 mmol, 4 ekviv.). Reakce byla michana pfi
60 °C po dobu 1 h. Pribéh reakce byl monitorovan TLC analyzou ve smési hex : EtOAc (3:1).
Smés byla zfiltrovana a zpracovana extrakci ethylacetitem z nasyceného roztoku chloridu
sodného. Produkt byl izolovan sloupcovou chromatografii na 150 ml silikagelu (10 cm sloupec)
Vv mobilni fazi hex : EtOAc (6:1). Byl izolovan bily, amorfni, tuhy odparek s vytézkem 499 mg
(0.74 mmol, 56 %). Spektralni analyzy potvrdily pfitomnost kyseliny 89.

'H NMR § [ppm]: 0.76 (3H, s, CH5); 0.87 (3H, s, CH3); 0.92 (3H, s, CH3); 1.01 (3H, s, CHs);
1.06 (3H, s, CH3); 1.14 (9H, s, t-Bu); 2.27 (1H, td, J1 = 12.5 Hz, J> = 3.4 Hz); 2.39 (1H, dd, J1 =
7.5Hz, Jo = 4.8 Hz); 2.46 (1H, ddd, J1 = 16.1 Hz, J» = 9.8 Hz, J3 = 7.6 Hz); 3.26 (1H, td, J1 =
11.0 Hz, J> = 4.8 Hz, H-19p); 5.85 (1H, s, H-29 pro-E); 6.21 (1H, s, H-29 pro-Z); 7.35 - 7.39
(4H, m, CH aromatické); 7.41 — 7.45 (2H, m, CH aromatické); 7.66 (1H, d, J = 1.4 Hz, CH
aromatické); 7.67 (1H, t, J = 1.3 Hz, CH aromatické); 7.70 (1H, d, J = 1.4 Hz, CH aromatické);
7.71 (1H, t, J = 1.4 Hz, CH aromatické); 9.49 (1H, s, H-30 aldehyd)
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4.2.45 Priprava (TBDMS)ester kyseliny 3,30-dioxolup-20(29)-en-28-ové
(Kyselina 90)

Obrazek 35: Kyselina 90

Latka 88 (287 mg, 0.61 mmol) byla rozpusténa v dichlorethanu (10 ml) a byl ptidan
octan paladnaty (34 mg, 0.15 mmol, 0.25 ekviv.). Banka byla uzaviena septem a inertizovana
proudem  dusiku. Byl pfidan  trimethylamin (330 ul, 2.45mmol, 4 ekviv.)
s terc-butyldimethylsilyl chloridem (370 ul, 2.45 mmol, 4 ekviv.). Reakce byla michana pfi
60 °C po dobu 1 h. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC ve smési hex : EtOAc (4:1).
Nasledn¢ byla smés zfiltrovana a zpracovana extrakci ethylacetaitem z nasyceného roztoku
chloridu sodného. Produkt 90 byl izolovan pomoci sloupcové chromatografie v mobilni fazi
hex : EtOAc (5:1) na 150 ml silikagelu (10 cm sloupec). Byl ziskan tuhy odparek latky 90
s vytézkem 280 mg (0.48 mmol, 78 %). IR: ~ [cm™] = 2948, 2931, 2859, 1697 (C=0), 860 —
791 (TBDMS). HRMS (ESI) m/z vypoéteno pro C35Hgg0,Si [M+H]* 583.4177, nalezeno
583.4179.

'H NMR & [ppm]: 0.28 (6H, s, 2xSi-CHs); 0.91 (3H, s, CH3); 0.91 (3H, s, CH3); 0.94 (3H, s,
CHs3); 0.96 (9H, s, t-Bu); 1.01 (3H, s, CH;); 1.06 (3H, s, CH3); 2.40 (1H, dd, J1 = 7.6 Hz, J; =
4.4 Hz); 2.47 (1H, ddd, J1 = 15.9 Hz, J» = 9.8 Hz, J3 = 7.6 Hz); 3.36 (1H, td, J1 = 11.1 Hz, ). =
4.7 Hz, H-19p); 5.89 (1H, s, H-29 pro-E); 6.26 (1H, s, H-29 pro-Z); 9.52 (1H, s, H-30 aldehyd)

13C NMR & [ppm]: 13.86; 14.66; 15.94; 16.09; 17.81; 19.77; 21.16; 21.58; 25.72; 25.80; 26.79;
27.35; 29.78; 32.29; 33.77; 34.26; 36.94; 37.05; 38.47; 39.79; 40.80; 42.62; 47.47; 49.93;
55.12; 57.81; 176.78; 195.03; 218.16
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4.2.4.6 Priprava 28-(TBDPS)esteru kyseliny 3-oxolup-20(29)-en-28,30-diové
(Kyselina 85)

Obrazek 36: Kyselina 85

Derivat 89 (100 mg, 0.14 mmol) byl rozpustén v 2-methylpropan-2-olu (5 ml).
K roztoku byl ptidan amylen (2.5 ml), dihydrogenfosfore¢nan draselny (115 mg, 0.85 mmol,
6 ekviv.) achloritan sodny (76 mg, 0.85 mmol, 6 ekviv.). Smés byla zalita vodou (7 ml)
a intenzivn¢é michéna pfi laboratorni teploté po dobu 24 h. Reakce byla monitorovana pomoci
TLC ve smési hex : EtOAc (3:1). Reakéni smés byla zpracovana extrakci ethylacetdtem
z nasycen¢ho roztoku chloridu sodného a produkt byl izolovan sloupcovou chromatografii na
150 ml silikagelu (10 cm sloupec) v mobilni fazi hex : EtOAc (6:1). Byl ziskan produkt 85
(94 mg, 0.13 mmol, 93 %) ve formé prihledného, amorfniho, tuhého odparku. IR: # [cm™] =
2933, 2862, 1705 (C=0), 1617. HRMS (ESI) m/z vypocteno pro C,eHg,05Si [M—H]™ 721.4283,
nalezeno 721.4307.

'H NMR § [ppm]: 0.77 (3H, s, CH3); 0.88 (3H, s, CH); 0.94 (3H, s, CH3); 1.02 (3H, s, CHs);
1.06 (3H, s, CH3); 1.14 (9H, s, t-Bu); 2.28 (1H, td, J1 = 12.6 Hz, J» = 3.5 Hz); 2.36 — 2.50 (3H,
m); 3.30 (1H, td, J1 = 11.1 Hz, J2 = 4.6 Hz, H-19p); 5.46 (1H, s, H-29 pro-E); 6.18 (1H, s, H-
29 pro-2); 7.37 (4H, td, J1 = 7.6 Hz, J» = 1.6 Hz, CH-aromatické); 7.42 — 7.45 (2H, m, CH-
aromatické); 7.66 (1H, d, J = 1.3 Hz, CH-aromatické); 7.68 (1H, s, CH-aromatické); 7.70 (1H,
d, J = 1.3 Hz, CH-aromatick¢);7.72 (1H, Siroky s, CH-aromatické).

13C NMR & [ppm]:14.18; 14.61; 15.75; 16.07; 19.39; 19.73; 21.09; 22.73; 26.76; 27.13; 29.77,
29.92; 31.66; 32.00; 32.29; 33.78; 34.18; 36.96; 37.80; 39.73; 40.71; 42.66; 47.38; 49.87,
55.04; 57.87; 127.77, 130.08; 132.15; 132.21; 138.38; 135.52; 175.21; 218.22
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4.2.4.7 Priprava 28-(TBDMS)esteru kyseliny 3-oxolup-20(29)-en-28,30-diové
(Kyselina 86)

Obrazek 37: Kyselina 86

Latka 90 (280 mg, 0.48 mmol) byla rozpusténa v 2-methylpropan-2-olu (10 ml).
K roztoku byl pfidan amylen (5 ml), dihydrogenfosfore¢nan draselny (392 mg, 2.88 mmol,
6 ekviv.) a chloritan sodny (260 mg, 2.88 mmol, 6 ekviv.). Ke smési byla ptidana voda (15 ml)
a intenzivné michana pti laboratorni teploté po dobu 24 h. Reakce byla monitorovana pomoci
TLC ve smési hex : EtOAc (2:1) s 0.1 % kyseliny octové. Smés byla zpracovana extrakci
ethylacetatem z nasyceného roztoku chloridu sodného a produkt byl izolovan sloupcovou
chromatografii na 300 ml silikagelu (20 cm sloupec) v mobilni fazi hex : EtOAc (3:1)
s 0.1 %kyseliny octové. Produkt 86 byl ziskan s vytézkem 120 mg (0.20 mmol, 42 %) ve formé
nazloutlého oleje. IR: 7 [cm™]: 2952, 2931, 2863, 1708 (C=0), 1621, 864 — 792 (TBDMS).
HRMS (ESI) m/z vypocteno pro C34Hsg0sSi [M+H]* 599. 4126, nalezeno 599.4131 a [M-H]~
597.3970, nalezeno 597.3992.

'H NMR & [ppm]: 0.29 (6H, s, 2xSi-CH3); 0.91 (3H, s, CHj); 0.96 (3H, s, CH3); 0.96 (9H, s, t-
Bu); 0.97 (3H, s, CH3); 1.01 (3H, s, CH3); 1.06 (3H, s, CH3); 2.27 (1H, td, J1 = 11.4 Hz, J> =
3.4 Hz); 2.41 (1H, dd, J1 = 7.7 Hz, Jo = 4.5 Hz); 2.48 (1H, ddd, J1 = 16.0 Hz J, = 9.6 Hz, J3 =
7.6 Hz); 3.40 (1H, td, J; = 11.2 Hz, J; = 4.7 Hz, H-19p); 5.68 (1H, s, H-29 pro-E); 6.22 (1H, s,
H-29 pro-2)

13C NMR & [ppm]: 14.51; 15.73; 16.06; 19.39; 19.72; 21.09; 21.43; 26.74; 27.13; 27.21; 29.90;
32.18; 33.75; 34.17; 36.85; 36.94; 37.85; 39.72; 40.69; 42.64; 47.38; 49.85; 55.02; 57.92;
127.77; 130.08; 132.21; 135.38; 135.52; 175.11; 194.99; 218.10
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4.3 Priprava derivati diosfenolu 4
4.3.1 Diosfenol 91 — dibenzyl 2-hydroxy-3-oxolup-1(2),20(29)-dien-28,30-

dioat

Obrazek 38: Diosfenol 91, ktery nebyl pfipraven

Derivat 75 (130 mg, 0.24 mmol) byl rozpustén v 2-methylpropan-2-olu (10 ml).
Reakéni smés byla zahfivina na 40°C abyl pfidan prvni  ekvivalent
terc-butoxidu draselného (27 mg, 0.24 mmol). Nasledn¢ byl do reakce skrze septum jehlou
zaveden vzduch z balonku. Kazdou hodinu byl do reakce piidan dalsi ekvivalent baze. Po 6 h
byla reakce ukoncena, celkem bylo pfidano 7 ekvivalenti terc-butoxidu draselného (188 mg,
1.7 mmol). V prubéhu byla reakce monitorovana pomoci TLC ve smési hex : EtOAc (4:1). Po
ukonceni reakce byla smés zpracovana extrakci ethylacetdtem z nasyceného roztoku chloridu
sodného a majoritni produkt izolovan sloupcovou chromatografii na 25 ml silikagelu (15 cm
sloupec) v mobilni fazi hex : EtOAc (4:1). Bylo ziskano 51 mg produktu. Dle *H NMR analyzy
se jedna o derivat 83 (0.089 mmol, 37 %).

Obrazek 39: Dikyselina 83, identifikovany produkt reakce
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4.3.2 Diosfenol 92 — 2-hydroxy-3-oxolup-1(2),20(29)-dien-28,30-diova

kyselina

Obrazek 40: Diosfenol 92, ktery nebyl pfipraven

Derivat 80 (30 mg, 0.062 mmol) byl rozpustén v 2-methylpropan-2-olu (10 ml). Ke
smési byl pfisypan terc-butoxid draselny (28 mg, 0.25 mmol, 4 ekviv.), baiika byla zahfata na
40 °C a skrze jehlu byl piimo do roztoku zavadén vzduch ze zdroje. Reakce byla monitorovana
pomoci TLC analyzy ve smési hex : EtOAc (2:1). Po 2 h reakce byl pfidan terc-butoxid
draselny (42 mg, 0.37 mmol, 6 ekviv.). Po 8 h doslo ke kvantitativnimu zreagovani vychozi
latky. Reakéni smés byla zpracovana extrakei ethylacetatem z nasyceného roztoku chloridu
amonného. Smés produktti byla rozpusténa v tetrahydrofuranu (10 ml), do roztoku byl ptisypan
uhli¢itan draselny (43 mg, 0.31 mmol, 5 ekviv.), reakéni baika byla uzaviena septem
a inertizovana proudem dusiku. Do roztoku byl skrze septum ptidan methyliodid (25 pl,
0.40 mmol, 6.5 ekviv.). Reakce byla ponechana michat 18 h pfi laboratorni teploté. Nasledné
byla zpracovana extrakci ethylacetaitem z nasyceného roztoku chloridu sodného a produkty
byly izolovany pomoci sloupcové chromatografie v mobilni fazi hex : EtOAc (3:1) na 8 ml
silikagelu (8 cm sloupec). Produkty neposkytly validni *H NMR spektra, v LC-MS analyze

nebyl identifikovan molekularni iont produktu. Nebyla prokazana pfitomnost derivatu 93

Obrazek 41: Diosfenol 93, ktery nebyl pfipraven
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4.3.3 Diosfenol 94 — 28-benzylester kyseliny 2-hydroxy-3-oxolup-
1(2),20(29)-dien-28,30-diové

Obrazek 42: Diosfenol 94

Derivat 83 (400 mg, 0.70 mmol) byl rozpustén v 2-methylpropan-2-olu (25 ml).
Reakéni smés byla zahfivina na 40°C abyl pfidan prvni  ekvivalent
terc-butoxidu draselného (78 mg, 0.70 mmol). Na intenzivné michanou reakéni smés byl
foukan vzduch pfimo ze zdroje po dobu 3 h. Pfi reakci byly ptidany celkem 3 ekvivalenty
(314 mg, 2.8 mmol) baze tak, aby bylo pH reak¢éni smési udrzeno nad hodnotou 9. V priubéhu
reakce muselo byt dopliiovano rozpoustédlo. Reakce byla monitorovana pomoci TLC,
osetfenym dusi¢nanem stfibrnym, ve smési hex : EtOAc (3:1). Po uplynuti reakéni doby byl
roztok zpracovan extrakci ethylacetditem z nasyceného roztoku chloridu sodného a majoritni
produkt byl izolovan sloupcovou chromatografii v gradientu mobilni faze hex : EtOAc (z 3:1
na 2:1). Bylo ziskano 230 mg (0.39 mmol, 56 %) derivatu 94 ve formé naZloutlého oleje. IR:
P [em™] = 3429 (C-0), 2941, 2869, 1721 (C=0), 1689, 1667, 1646. HRMS (ESI) m/z
vypocteno pro C3,H,50, [M+H]" 589.3524, nalezeno 589.3525 a [M—H] 587.3367, nalezeno
587.3382.

Cell Line IC50 (uM)
A549 36,92
BJ 48,36
BJLD >50
CCRF-CEM 5,25
HCT116 12,83
K562 29,69

Tabulka 2: Biologické aktivity derivatu 94

'H NMR § [ppm]: 0.80 (3H, s, CH); 0.92 (3H, s, CH5); 1.09 (6H, s5,2x CH,); 1.18 (3H, s, CH,);
2.22 (1H, td, J1 = 12.7 Hz, J, = 3.7 Hz); 2.32 (1H, dt, J1 = 12.9 Hz, J> = 3.2 Hz); 3.39 (1H, td,
J1=11.1 Hz, J» =5.1 Hz, H-19p); 5.11 (1H, d, J = 12.3 Hz, CH,-AB systém); 5.16 (1H, d, J =
12.3 Hz, CH,-AB systém); 5.68 (1H, s, H-29 pro-E); 5.87 (1H, s, 2-OH diosfenol); 6.23 (1H, s,
H-1); 6.40 (1H, s, H-29 pro-Z); 7.30 — 7.40 (5H, m, CH aromatické).
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13C NMR & [ppm]: 14.96; 16.42; 18.86; 20.29; 21.29; 21.74; 27.13; 27.75; 29.55; 32.12; 32.46;
34.10; 36.63; 38.27; 38.76; 41.60; 42.83; 44.10; 45.73; 50.95; 54.16; 56.71; 66.01; 126.02;
128.28; 128.48; 128.67; 128.96; 136.54; 144.05; 145.83; 171.53; 175.81; 201.32

4.3.4 Diosfenol 95 — 28-(TBDPS)ester kyseliny 2-hydroxy-3-oxolup-
1(2),20(29)-dien-28,30-diové

Obrazek 43: Diosfenol 95, ktery nebyl pfipraven

Derivat 85 (94 mg, 0.13 mmol) byl rozpustén v 2-methylpropan-2-olu (20 ml).
Roztok byl zahtivan na 40 °C. Do reakéni smési byly pfiddny 2 ekvivalenty
terc-butoxidu draselného (29 mg, 0.26 mmol). Na intenzivné michanou reakéni smés byl
foukan vzduch ptimo ze zdroje po dobu 3 h. V prubéhu reakce bylo udrzovano pH nad
hodnotou 9, celkem bylo ptidano 8 ekvivalentil terc-butoxidu draselného (116 mg, 1.04 mmol).
Kvilli vysouSeni roztoku bylo do reakce ptfidavano rozpoustédlo. Reakce byla monitorovana
pomoci TLC, oSetfenym dusi¢nanem stiibrnym, ve smési hex : EtOAc (3:1). Po uplynuti
reakéni doby byl roztok zpracovan extrakci ethylacetaitem z nasyceného roztoku chloridu
amonn¢ho a majoritni produkt byl izolovan sloupcovou chromatografii v mobilni fazi
hex : EtOAc (2:1). Bylo ziskano 36 mg produktu. Dle *H NMR analyzy se jedna o derivat 80
(0.074 mmol, 57 %). Pfi HRMS analyze byl Vv surové smési pied zpracovanim objeven

molekulovy iont derivatu 92 m/z = 499.3047. Izolace minoritniho produktu se v§ak nepodafila.

o)

)/OH

Obrazek 44: Vznikajici derivaty 80 a 92
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4.3.5 Diosfenol 96 — 28-(TBDMS)ester kyseliny 2-hydroxy-3-oxolup-
1(2),20(29)-dien-28,30-diové

(0]
)/OH

—

\(/OM(OTBDMS
: o}

Obrazek 45: Diosfenol 96, ktery nebyl pfipraven

HO

Derivat 86 (80 mg, 0.13 mmol) byl rozpustén v 2-methylpropan-2-olu (10 ml). Do
roztoku byl pfidan terc-butoxid draselny (30 mg, 0.27 mmol, 2 ekviv.) a reak¢éni smés byla
zahtata na 40 °C. Na intenzivné michanou reakéni smés byl foukén vzduch ze zdroje. Reakce
byla monitorovana pomoci TLC analyzy ve smési hex : EtOAc (4:1) s 0.1 % kyseliny octové.
Po 2 h reakce byl pfidan dalsi terc-butoxid draselny (30 mg, 0.27 mmol, 2 ekviv). Po 4 h byla
reakce zpracovana extrakci ethylacetatem z nasyceného roztoku chloridu amonného a produkt
byl izolovan sloupcovou chromatografii na 8 ml silikagelu (8 cm sloupec) v mobilni
fazi hex : EtOAc (2:1) s 0.1 % kyseliny octové. Bylo ziskano 21 mg (0.043 mmol, 33 %) bilého

amorfniho odparku. Dle *H NMR analyzy se jednd o derivat 80.

0
)/OH
//,,

Obrazek 46: Vznikajici derivat 80
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4.3.6 Diosfenol 97 — 2-hydroxy-3,30-dioxolup-1(2),20(29)-dien-28-ova

kyselina

Obrazek 47: Diosfenol 97, ktery nebyl pfipraven

Derivat 88 (50 mg, 0.11 mmol) byl rozpustén v 2-methylpropan-2-olu (15 ml). Do
roztoku byl ptidan terc-butoxid draselny (30 mg, 0.27 mmol, 3 ekviv.) a reak¢éni smés byla
zahtata na 40 °C. Na intenzivn¢ michanou reakéni smés byl foukdn vzduch ze zdroje. Do
reakéni smési byl po 2 h reakce pifidan dalsi terc-butoxid draselny (30 mg, 0.27 mmol,
3 ekviv.). Reakce byla monitorovana pomoci TLC analyzy ve smési hex : EtOAc (4:1)
5 0.1 % kyseliny octové. Po 4 h doslo k uplné konverzi vychozi latky. Reakéni smés byla
zpracovana extrakci ethylacetatem z nasyceného roztoku chloridu amonného. 1zolace produktii
reakce prob&hla pomoci sloupcové chromatografie na 10 ml silikagelu (20 cm sloupec)
v mobilni fazi hex : EtOAc (3:1) s0.1 % kyseliny octové. Byly izolovany dva majoritni
produkty, ani jeden neodpovidal dle spektralnich analyz produktu 97.

4.3.7 Diosfenol 98 —benzyl 2-hydroxy-3,30-dioxolup-1(2),20(29)-dien-28-0at

Obrazek 48: Diosfenol 98, ktery nebyl pfipraven

Derivat 84 (90 mg, 0.16 mmol) byl rozpustén v 2-methylpropan-2-olu (15 ml). Do
roztoku byl pfidan terc-butoxid draselny (108 mg, 0.96 mmol, 6 ekviv.) a reakéni smés byla
zahtata na 40 °C. Na intenzivn¢ michanou reakéni smés byl foukan vzduch ze zdroje. Reakce
byla monitorovana pomoci TLC analyzy ve smési hex : EtOAc (3:1). Po 4 h doslo k tplné

konverzi vychozi latky areakéni smés byla zpracovana pomoci extrakce ethylacetatem
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Z nasycen¢ho roztoku chloridu sodného. Produkt reakce byl izolovan pomoci sloupcové
chromatografie na 20 ml silikagelu (8 cm sloupec) v mobilni fazi hex : EtOAc (3:1)
s0.1% kyseliny octové. Bylo ziskdno 27 mg bilého krystalického produktu, z*H NMR
analyzy nebylo mozné vycist pozadovanou strukturu diosfenolu, ve spektru chybi informace
0 dvojné vazbé a pfitomnosti diosfenolovych protont, avSak jsou pfitomny multiplet

aromatickych benzylovych vodika a multiplet AB systému benzylové skupiny.

4.4 Priprava konjugovanych molekul
44,1 Konjugovany derivat 102

HO

Obrazek 49: Derivat 102

Derivat 78 (50 mg, 0.086 mmol) byl rozpustén v DMF (0.5 ml). Do reak¢ni smési
byl pfidan EDCI (25 mg, 0.13 mmol, 1.5 ekviv.) a HOBT (18 mg, 0.13 mmol, 1.5 ekviv.).
Reakéni smés byla ponechana michat pii laboratorni teploté po dobu 0.5 h a nasledné byl pfidan
diizopropylethylamin (23 ul, 0.13 mmol, 1.5 ekviv.) a 11-Azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amin
(20 pl, 0.16 mmol, 2 ekviv.). Reakéni smés byla ponechana michat za laboratorni teploty do
druhého dne. Dle TLC analyzy, ve smési hex: EtOAc (2:1), doslo ke kvantitativnimu
zreagovani vychoziho derivatu. Reakéni smés byla zpracovana extrakci ethylacetatem
z nasycen¢ho roztoku chloridu sodného. Produkt byl izolovan sloupcovou chromatografii na
20 ml silikagelu (10 cm sloupec) v mobilni fazi hex : EtOAc (2:1). Bylo ziskano 23 mg
(0.030 mmol, 34 %) produktu 102 ve formé prusvitného oleje.

'H NMR § [ppm]: 0.75 (6H, s, 2x CH3); 0.79 (3H, s, CH5); 0.91 (3H, s, CH3); 0.95 (3H, s, CH3);
2.17 (1H, td, J1 = 12.6 Hz, J> = 3.6 Hz); 2.28 (1H, dt, J1 = 12.6 Hz, J> = 3.2 Hz); 3.18 (2H, m,
H-198 a H-30); 3.38 (2H, t, J = 4.9 Hz, CH,--N3); 3.49 — 3.69 (14H, m, linker); 5.09 (1H, d,J =
12.3 Hz, CH,-AB systém); 5.14 (1H, d, J = 12.3 Hz, CH,-AB systém); 5.24 (1H, s, H-29 pro-
E); 5.39 (1H, s, H-29 pro-Z); 6.25 (1H, t, J = 5.6 Hz, NH-amid); 7.29 — 7.38 (5H, m, CH-

benzylester)
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4.4.2 Konjugovany derivat 104

Obrazek 50: Derivat 104

Derivat 94 (120 mg, 0.20 mmol) byl rozpustén v DMF (2 ml). Do reakéni smési byl
ptidan EDCI (78 mg, 0.41 mmol, 2 ekviv.) a HOBT (42 mg, 0.31 mmol, 1.5 ekviv.). Reakéni
smés byla ponechana michat pii laboratorni teploté po dobu 0.5 h anasledné byl pfidan
diizopropylethylamin (54 ul, 0.31 mmol, 1.5 ekviv.) a 11-Azido-3,6,9-trioxaundecan-1-amin
(90 pl, 0.45 mmol, 2.25 ekviv.). Reak¢ni smés byla ponechana michat za laboratorni teploty do
druhého dne. Dle TLC analyzy, ve smési tol : Et20 (1:1), doslo ke kvantitativnimu zreagovani
vychoziho derivatu. Reakéni smés byla zpracovdna extrakci ethylacetatem z nasyceného
roztoku chloridu sodného. Produkt byl izolovan sloupcovou chromatografii na 30 ml silikagelu
(15 cm sloupec) v mobilni fazi tol : Et.O (1:1). Bylo ziskano 52 mg (0.066 mmol, 33 %) bilého,
tuhého odparku latky 104. IR: # [em™] = 3391 (C-0), 2940, 2868, 2101 (N=N), 1720 (C=0),
1662 (N-C), 1615. HRMS (ESI) m/z vypoéteno pro C3,H,g0, [M+H]" 789.4797, nalezeno
789.4804.

Cell Line IC50 (uM)
A549 26,46
BJ 29,91
BJLD 43,80
CCRF-CEM 4,70
HCT116 9,59
K562 22,05

Tabulka 3: Biologické aktivity derivatu 104

'H NMR & [ppm]: 0.78 (3H, s, CH3): 0.88 (3H, s, CH3); 1.08 (6H, s, 2x CH,); 1.17 (3H, s, CH5);
2.19 (1H, td, J1 = 13.5 Hz, J>» = 3.9 Hz); 2.28 (1H, dt, J1 = 13.0 Hz, J> = 3.3 Hz); 3.19 (1H, td,
J1 = 15.7 Hz, J2 = 4.5 Hz, H-19B); 3.36 (2H, t, J = 5.3 Hz, CH,-N3); 3.42 — 3.67 (14H, m,
linker); 5.09 (1H, d, J = 12.3 Hz, CH,-AB systém); 5.13 (1H, d, J = 12.3 Hz, CH,-AB systém);
5.24 (1H, s, H-29 pro-E); 5.38 (1H, s, H-29 pro-Z); 5.87 (1H, s, 2-OH diosfenol); 6.26 (1H, t,
J=5.5Hz, NH-amid) 6.38 (1H, s, H-1); 7.28 — 7.38 (5H, m, CH-benzylester).
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13C NMR & [ppm]: 14.70; 16.40; 18.83; 20.25; 21.26; 21.71; 27.19; 29.56; 31.91; 32.18; 36.63;
38.15; 38.73; 39.20; 41.56; 42.84; 44.08; 45.89; 50.22; 50.81; 54.18; 56.70; 70.20; 70.75;
70.80; 70.83; 116.24; 125.63; 128.21; 128.42; 128.63; 128.82; 136.58; 144.02; 152.03; 169.62;
175.91; 201.27
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5 Shrnuti

Tato diplomova prace se zabyva ptipravou derivati lupanu oxidovanych do vyssich stupiiti.
Hlavni motivaci tohoto dila bylo pfipravit derivatizovany diosfenol kyseliny betulinové
konjugovany v poloze C-30 tak, aby byla molekula dale aplikovatelna pro biologické studie.
Prvnim z dil¢ich cil bylo vybrat a ptipravit vySe oxidované derivaty kyseliny betulinové tak,
aby mohly byt pouzity pro pfipravu odvozenych diosfenolti. Druhym cilem bylo identifikovat
nejsnazsi a nejefektivngjsi cestu vedouci k diosfenolim. A nakonec vytvofit konjugaty

ptipravenych diosfenolt.

Byly pfipraveny vySe oxidované derivaty 75, 80, 83, 84, 85, 86 a 88, odvozené od
kyseliny betulinové. Tyto molekuly byly zvoleny jako prekurzory pro ptipravu diosfenolovych

derivati na zakladé strukturni podobnosti s diosfenolem 4 (Schéma 1, str. 22).

Obrazek 51: Pripravené prekurzory diosfenold.
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Byly provedeny optimalizace piipravy diosfenoli ze zminénych prekurzoru.

Derivat 94 byl piipraven vzdusnou oxidaci latky 83 v t-BuOH v protiedi t-BuOK (Schéma 27,

str. 50). Zbylé prekurzory neposkytly pozadovanou slouceninu.

0]
)\/OH
",

Obrazek 52: Pripraveny derivat diosfenolu 94

U jednotlivych

reakénich

sledu

a nevyhody kazdého z pouzitych postupti.

byly porovnéany

a sumarizovany vyhody

Pfripravovany derivat: 75 80 83 84 85 86 88
Konecny vytézek: 18% 8% 23% 32% 17% 11% 34%
Byl z derivatu pFipraven diosfenol? NE NE ANO NE NE NE NE
Primérny vytézek [%]: 74% 53% 69% 69% 68% 61% 62%
Pocet reakcnich kroka: 5 3 4 3 4 4 2
Nejnizsi vytéZzek v reakénim sledu: 48% 16% 60% 60% 40% 40% 40%

Tabulka 4: Tabulka porovnavajici reakcni sledy priprav jednotlivych prekurzori.

Ptiprava derivatu 75 prob¢hla s celkovym vytézkem 18 % po péti krocich syntézy
(Schéma 20, str. 39). Problematickym krokem reakéniho sledu byla oxidace hydroxylové
funkéni skupiny uhliku C-3 dichromanem sodnym, kdy pravdépodobné kviili nespecificité
oxida¢niho ¢inidla dochézelo k oxidacim 1na jinych ¢astech molekuly. Minoritni produkty
oxidaci nebyly izolovany. Dalsi pfekazkou v pouziti tohoto reakéniho schématu byl vyssi pocet
reak¢nich kroki, coz vedlo ke sniZeni celkového vytézku prekurzoru. Pti pokusech o piipravu
diosfenolu 91 (Schéma 24, str. 48) z derivatu 75 doslo pfi optimalizaci reak¢énich podminek

k selektivnimu odchranéni benzylové skupiny v poloze C-30.

Ptiprava derivatu 80 (Schéma 21, str. 41) byla problematickd z divodu Spatné
rozpustnosti vznikajicich derivati v rozpoustédlech pouzivanych pfi reakcich i chromatografii.
Latka 80 byla pfipravena s celkovym vytéZzkem 8 % po trech krocich syntézy. Ve findlnim
kroku nedoslo ke kvantitativni konverzi reaktantii. Divodem byla vznikajici srazenina, kterou

se nepodafilo rozpustit pii zvySeni reakéni teploty, ani po pfidani nadbyte¢ného rozpoustédla.
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Ptiprava derivatu 83 probchla s celkovym vytézkem 23 % po ctyfech reakénich
krocich (Schéma 22, str. 43). V pribéhu reakéniho sledu nebyly pozorovany zadné zasadni
nedostatky, které¢ by negativné ovlivnily hodnoceni tohoto reak¢niho pfistupu. Pramérny
nevyhodou, kterd byla pro tento pracovni postup shleddna, je problematika odchranéni

benzylové chranici skupiny modifikovanych lupanovych konjugati.

OBn

Schéma 34: nejefektivnéjsi pouZitd cesta pfi pfipravé derivatl diofenold: a) BnBr, K,CO5, KOH, THF,
48 h, r.t. — 60 °C; b) Se0,, 2-metoxyethanol, 3 h, 140 °C; c) Na,Cr,0,, NaOAc, HOAc, AcO,, dioxan,
18 h, r.t.; d) ) NaClO,, KH,PO,, voda, t-BuOH, amylen, 48 h, r.t.

Derivaty 85 a 86 byly navrzeny tak, aby je po konjugaci s linkerem bylo snadné
odchranit a ptipravit tak konjugat volné kyseliny. Po optimalizaci dil¢ich reak¢nich kroki byly
piipraveny derivaty 85 a 86 (Schéma 23, str. 47) s celkovymi vytézky 17 % a 11 % po Ctyfech
reakénich krocich. Pro tuto syntézu byl zvolen obraceny postup, pii kterém byla nejprve
oxidovéna poloha C-3 a aZ po vzniku ketonu byla zaméfena pozornost na oxidaci uhliku C-30.
Pii oxidaci allylové polohy C-30 oxidem seleniCitym doslo k soubézné oxidaci
uhlikic C-1 aC-2. Vznikajici derivat byl izolovan a charakterizovan, jako
kyselina 87 (Obrdzek 16, str. 44). Silylové chranici skupiny se ukazaly byt stabilni pfi pinnicové
oxidaci, avSak v siln¢ bazickém prostiedi pii ptipravé diosfenolu doslo v obou piipadech
k rychlé deprotekci pied vznikem pozadovaného produktu (Schémata 28 a 29, str.: 52, 53).
Hlavni nevyhodou tohoto syntetického postupu je vznik majoritniho vedlejsiho produktu 87

a labilita latek 85 a 86 v siln¢ bazickém prostiedi pfi ptiprave diosfenolu.
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Derivat 88 je meziproduktem syntézy silylovanych prekurzort 85 a 86. Pokusy
0 optimalizaci syntézy diosfenolu skonCily netspésné (Schéma 30, str. 54). Latka 88 byla
zvolena tak, aby byl diosfenol pfipraven pied chranicim krokem. Pokud by byla ptiprava
diosfenolu uspesna, nasledovalo by ochranéni volné karboxylové funkce silylovou chranici

skupinou a pinnicova oxidace karbonylu C-30.

Derivat 84 je meziproduktem syntézy latky 83. Pokusy 0 optimalizaci syntézy
diosfenolu skoncily neuspésné (Schéma 31, str. 56). Latka 84 byla zvolena, jako nahrada
derivatu 88. Pokud by byla piiprava diosfenolu uspésna nésledoval by reakcéni sled

popsany ve schamatu 31.

Po optimalizaci reakénich podminek na jednodu$§im substratu 87 byl reakci
derivatu 94 s 11-azido-3,6,9-trioxaundecan-1-aminem (3PEG amido-azidovy linker) pfipraven
finalni konjugat 104 (Schéma 33, str. 59).

Obrazek 53: Pfipraveny konjugat 104
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6 Zavér
1) Byly pfipraveny vySe oxidované prekurzory diosfenolovych derivata kyseliny
betulinové: molekuly 75, 80, 83, 84, 85, 86 a88. Noveé vzniklé derivaty byly
charakterizovany pomoci *H a $3C NMR analyzy, v HRMS analyze se jejich molekulové

ionty abyly identifikovany charakteristické vibrace vyznamnych vazeb pomoci

IR spektrometrie.

2) Po optimalizaci byl pfipraven diosfenol 94 s 56% vytézkem po zpracovani. Nove vznikla
molekula byla charakterizovana pomoci *H a 13C NMR analyzy, byl uréen molekulovy
iont a sumarni vzorec pomoci HRMS analyzy, byly zméfeny specifické vibrace vazeb
hodnotu inhibi¢ni koncentrace vykazal diosfenol 94 na bunéfnou linii
CCRF-CEM s ICs0 = 5.25 mmol/I.

3) Jako nejvhodnéjsi reakéni postup pro piipravu prekurzort diosfenolu byl identifikovan
reakéni sled piipravy derivatu 83 (Schéma 22, str. 43). Jednotlivé reakce vykazovaly
dobré vytézky pohybujici se okolo 69 % po zpracovani. Jedna se také o jediny prekurzor,

ze kterého se podafilo pripravit derivat diosfenolu 94.

4) Byl ptipraven konjugat 104 s 23% vytézkem po zpracovani. Derivat byl charakterizovan

pomoci HRMS, 'H a *3C NMR analyzy. Byly zmé&feny charakteristické vibrace vazeb

cvwvr

hodnotu  inhibicni  koncentrace  vykdzal derivit 104 pro  bunécnou

linii CCRF-CEM s ICs0 = 4.70 mmol/I
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Priloha 1: Benzylester 76 (str. 62): *H NMR
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Piiloha 2: Benzylester 77 (str. 63): *H NMR
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Priloha 3: Dikyselina 78 (str. 64): *H NMR (ethylacetat ve spektru — & [ppm]: 1.2; 2.0; 4.1)
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Piiloha 4: Dibenzylester 75 (str. 66):

'H NMR
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13C NMR

i< ey I bR RER <ds 8z szzensemssanzaenpued
s#gle pulse decoupled gated NOE £ I AREEEEE rhE om soes = e e
~ = = oooHono mER 38 mm?v??mmmmmmmj =R
i I VRS EW SRR R 2 B iy
F0.55
~0.50
L0.45
| —0.40
1035
0.30
| L
0.25
-0.20
[l 1
| ] I
I | | I b
, H0.15
i ! |
I i F0.10
! I
|
—0.05
0,00
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 210 200 190 180 170 160 150 140 120 110 100 90 80 70 &0 50 0 30 20 10
1 (ppm)
682.4471 NL:
100 1.69E8
] MU-
90 VH127_202103221245554141
] RT:2.77 AV:1 SB: 56
807 189275 ,3.05-4.35 T: FTMS +
4 ¢ ESIFulllock ms
703 [250.0000-1000.0000]
607
50
404
30 696.4263
205
103 724.4948
B 665.4207 [
4 313.2516 573.3579 = / 773.3395
865.420 NL:
600000 6.11E5
CaaHsg Os +H:
550000 CasHs7 Os
500000 paChrg 1
4500005
4000003
3500005
300000%
250000}
2000003
150000;
100000
50000
0F T T T T |
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
miz

Strana pfiloh: 5



IR: absorbance

Absorbance

00

g

Wavenumbers [cm-1)

606.3

7326

1600 1400 1200 1000 200 600

Strana pfiloh: 6



Piiloha 5: Dikyselina 80 (str. 68):

'H NMR
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13C NMR
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HRMS: ESI-
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Piiloha 6: Benzylester 84 (str. 69)

'H NMR
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13C NMR
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Piiloha 7: Kyselina 83 (str. 70)
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13C NMR

My-VH126 Iha SnEgen R Py ey Syppngn mpe | e
sBgle pulse decoupled gated NOE £ 28 EEEEEE R =i e B g LS R e e e R R
~ Shn ujaisiaiais 2 RRTRYTARRRARA Saa%
i Y, SR [ A S NS PR S e i
~0.45
—0.40
+0.35
~0.30
A (5) +0.25
218.37
—
~0.20
+0.15
|
] |1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
120 210 200 190 180 170 180 150 140 120 110 100 90 80 70 &0 50 30 20 10
1 (ppm)
592.3999 NL:
1004 3.45E6
E MU-VH126#85 RT: 1.67
90 AV:1SB:48 0.86-1.65 ,
] 1.77-2.88 T: FTMS +c ESI
80 Full lock ms
3 [250.0000-1000.0000]
704
60
50
El 601.4683
405 [
30
E 3132516
20
] 659.3257
103 328.8098 4193155 roaases S14ATIS 575.3731 7035045
] 2872360 | \ L I | 634.4004 “ 769.2432 8165895 874.6265 913.8193 993.7498
o dotabus il gttt o bl b bbbt bt gl sl b Mo s TR TP L i i
575.373 NL:
650000 6.60E5
Ca7Hso Os +H:
600000
C37Hs10s
550000 pa Chrg 1
500000
450000
400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000
L o e S B S B A SR T —
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 1000

miz

Strana ptiloh: 14



HRMS: ESI-
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Piiloha 8: Kyselina 87 (str. 72)

'H NMR
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13C NMR
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IR: absorbance
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Piiloha 9: Kyselina 88 (str. 73)
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13C NMR
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HRMS: ESI-
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Piiloha 10: Kyselina 89 (str 73): 'H NMR
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Piiloha 11: Kyselina 90 (str. 75)
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13C NMR
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IR: absorbance
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Piiloha 12: Dikyselina 85 (str. 76)
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13C NMR
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Piiloha 13: Dikyselina 86 (str. 77)

'H NMR
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13C NMR
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HRMS: ESI-
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Piiloha 14: Diosfenol 94 (str. 80)
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13C NMR
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HRMS: ESI-
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Piiloha 15: Derivat 92 (str. 81)
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Piiloha 16: Derivat 102 (str. 84): *H NMR
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Piiloha 17: Derivat 103 (str. 58)
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'H NMR
MUKYR125F37
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Piiloha 18: Derivat 104 (str. 85)

'H NMR
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13C NMR
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IR: absorbance

‘Absorbance
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