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Uvod

Uz od nepaméti lidé trp€li nejriizn€jSimi nemocemi a hledali proto vhodny 1€k, ktery
by jim ulevil od bolesti a dal§ich ptiznaki nemoci. Casto hledali pomoc v piirodg, a proto se
béhem staleti staly pfirodni zdroje vyhledavanym prostfedkem pro zmirnéni pribéhu nemoci.

Mezi vyznamné ptirodni latky patii také isoprenoidy, které jsou odvozeny od isoprenu
(2-methylbuta-1,3-dienu). Vyznacuji se nejriznéj$imi biologickymi G¢inky a nachazeji se
v rostlinach 1 v ZivociSich. Mezi isoprenoidy patii terpeny, které jsou vyznamné svymi biolo-
gickymi G¢inky a to hlavné diky své cytotoxické a anti-HIV aktivité. NaSe pracovisté se zaby-
va predevsim studiem triterpenti a vyviji jejich u¢inné derivaty.

Predkladana prace se zabyva adicemi Grignardovych ¢inidel na isoprenoidni derivaty

a naslednym vyhodnocenim jejich cytotoxicity.



Cile bakalarské prace:

1
2
3.
4

Vypracovani literarni reSerSe na téma ,,Adice Grignardovych ¢inidel na isoprenoidy*.
Ptipravavychozich oxoderivatl pro adice Grignardovych ¢inidel.
Reakce oxoderivati s Grignardovymi €inidly.

Syntéza a vyhodnoceni cytotoxické aktivity piipravenych sloucenin.

Poznamka k textu

Cislovani slou¢enin v této praci je dvoji. V kapitole 1. Soucasny stav studované pro-

blematiky je pouzito fimské ¢islovani slou¢enin podle pofadi, v jakém se objevuji v textu.

V dalsich kapitolach vcetné experimentalni Casti je pouzito arabské Cislovani pro vychozi

a pripravené lupanové derivaty.

Klasické desetinné ¢arky jsou v textu nahrazeny desetinnymi te¢kami, jak je obvyklé

Vv anglosaské literatute. Tato ndhrada ma zptehlednit zejména vypisy spektralnich dat.
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1. Soucasny stav studované problematiky
1.1 Vyskyt terpenti v Zivych organismech

Dodnes bylo izolovano piiblizn& 30 000 terpent.’ Terpeny lze rozdslit podle po&tu

isoprenovych stavebnich jednotek na mono-, seskvi-, di-, sester-, tri-, tetra- a polyterpeny.
1.1.1 Monoterpeny

Monoterpeny jsou obsaZeny jako esencialni latky silic v rostlindch. Jsou obsazeny
napf. v citrusovych plodech, bylinach(napf. mata peprna, pelynék), kofeni, jehlicnanech (cedr,
jedle, borovice, jalovec), viné a v nedavné dobé byla zjisténa jejich produkce moiskym fyto-
plangtonem.? Jsou chutové vyrazné, a proto se pouZivaji mimo jiné jako ochucovadla potra-
vin. MiiZzeme se s himi setkat v kosmetice, v parfumerii, v pfipravcich pro domacnost, insekti-
cidy a herbicidy?, pii 16¢b& nékterych zanétlivych infekei a antimikrobialnich onemocnéni
a nejnove&jsi je jejich protinadorova aktivita.? 3°

Silice 1 jednotlivé monoterpeny se vyuZzivaji pii 1écbé 1 prevenci fyzickych a psychic-
kych nemoci a poruch (aromaterapie) a také jako preventivni prostfedky proti nachlazeni
a chiipce. Nékteré maji 1 protinadorové ucinky, pisobi proti srde€nim chorobam, piedchézeji
osteoporoze a vyznacuji se protiplisniovymi a antibakterialnimi ﬁéinky.2

K neznamgjsim silicim patii olej z kejeputu stiidavolistého (tea tree oil). Vyznacduje se
fungicidnimi a antibakteridlnimi Gi€inky, protoZe rozpousti bakteridlni cytoplazmatické mem-
brany gram-negativni bakterie E. coli a gram-pozitivni bakterie Staphylococus aureus.’

1,8 cineol (1) je hlavni slozkou eukalyptového oleje. Ma antioxida¢ni, antibakterialni
a protizanétlivé ucCinky a je inhibitorem lipooxygenas. V Némecku patii mezi registrované
1éky a pouziva se napt. k 1écbé chronické bronchitidy a astmatu.’

(-)-Mentol (1) ptsobici pfi nachlazeni, uvoliuje dychaci cesty a tlumi kasel. Jeho
aroma a farmakologické uc¢inky jsou vyuzity jako ptisada do drogistickych vyrobkt a cigaret.
Matova silice nebo ¢aj pisobi proti nadymani. Ma vliv na 3-hydroxy-3-methylglutaryl koen-
zym A reduktasu (HMGR). Aktivuje ,,transient receptor potencial melastatin 8 (TRPMS),
coz je specificky gen pro naddorové bunky, ¢imz zvySuje vnitrobunéénou koncentraci vapena-
tych iontl a ovlivityje tak déleni a apoptézu nadorovych bundk.?

Mezi latku s protinadorovymi G¢inky muizeme zaradit (-)-limonen (111), ktery je obsa-
zen v oleji citrusovych plodi a (-)-perillylalkohol (1V), ktery se nachazi napt. v maté peprné
a tiesnich®’ (-)-limonen (111) i (-)-perillylalkohol (1V) inhibuji syntézu ubichinonu a konverzi
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lanosterolu na cholesterol, &mz inhibuji i nadorové bujeni.” Ovlifiuji aktivitu HMGR a to tak,
ze inhibuji biosyntézu tohoto enzymu mevalonatového metabolismu a urychluji jeho degrada-
ci. Zvysuji koncentraci ristového faktoru TGR-B1, ktery inhibuje rist bun¢k rakoviny prsu,
a receptoru M6P/IGF 11, ktery aktivuje rastovy faktor TGR-B1 2 Selektivné inhibuji isopreny-
laci malych G proteinti o velikosti 21-26 kDa a to diky kompetitivni inhibici prenyl-protein
trasferase.? Byly prokazany jejich G&inky bshem po&atetni faze karcinogeneze a zabrafiuji
interakci karcinogenu s DNA.? Indukuji pfeménu karcinogenu na méné toxické latky. Maji
vliv na podnécujici fazi rakoviny a zabrafiuji déleni nadorovych bunék.? (-)-limonen (111)
zvysSuje aktivitu enzymu v jatrech, které slouzi k detoxikaci organismu, napi. glutation-S-
transferasy.” U zvifat bylo prokazano, 7e (-)- perillylalkohol (1V) potladuje nadory slinivky
bfisni, prsu a jater a vykazuje mozné uplatnéni pro své chemopreventivni ucinky pii 1écbe

rakoviny tlustého stieva, kiize, plic a prostaty.’

g Q

I 0 1l v

1.1.2 Seskviterpeny

Seskviterpeny jsou typické zeyména pro rostliny z ¢eledi hvézdicovitych, mitikovitych
a Sacholanovitych, ale nachazeji se také v dalSich bylinach, zivociSich a ve stopkovytrusych
houbéch.®*

Velmi dtlezitou tfidou jsou seskviterpenické laktony, které vykazuji Siroké spektrum
biologické aktivity.llJejich senzibilizujici schopnost byla prokézana u tady 1é¢ivych rostlin
jako napft. u hefmanku pravého, ¢ekanky obecné, slunecnice ro¢ni, fimbaby obecné a pampe-
lisky 1ékatské.™® Artemisin (V), ktery se pro své ucinky vyuziva klinicky a je pouzivan pii
16¢b& malarie.”® Artemisin (V) se nachazi v &inském pelyiiku Artemisia annua.*®

Déle mezi latky patiici mezi seskviterpeny miizeme zatadit illudiny, které se vyznacuji
cytotoxicitou proti lidskym nadorovym bunkam. Byly izolovany z hliv, z druhu Omphalotus

v

illudnes a piibuznych druhii.** Za nejvyznamng;jsi je povazovan Illudin S (Vla), ktery vykazu-
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je na Sesti nadorovych liniich aktivitu ICso v rozsahu 8 - 363 nmol/l.*> Dodnes byly syntetizo-
vany i derivaty illudiné, které se vyznacuji piiznivymi farmakologickymi vlastnostmi.*® Mezi
tyto latky patii napf. Irofulven (VIb), ktery se nyni nachazi ve fazi II. klinickych testi v Ame-
rice, Evropé a Asii proti riznym druhtim karcinomii a ve III. fazi klinického testovani proti

rakoving slinivky bfisni v USA.Y

Vla, R = OH
v Vib, R = CHpOH

1.1.3 Diterpeny

Diterpeny, které tvoti rozsahlou skupinu terpenti, je mozno nalézt nejen v rostlinach,
ale i v suchozemskych a vodnich Zivo&isich.'® Vyznacuji se Sirokym spektrem biologickych
ucinki a to zejména ucinky protinétdorovymi18 a antimikrobialnimi.'®

JiZ od Sedesatych let byla zkoumana vyznamna skupina diterpent — taxanyzo, které se
jici apoptézu nadorovych bun&k jiz pfi submikromolarni koncentraci (ICsq = 5 - 50 nmol/I).%
Ackoliv byl schvalen teprve pred jednadvaceti lety?, do dne$nich dni se stal jednim z Klinic-
Ky vyznamnych cytostatik. Vyuziva se zejména pii 1é¢b¢ rakoviny vajeéniku a rakoviné prsu,

. . . . . o . . o 2
proti bronchogennim karcinomiim, karcinomiim ezofagu, karcinomu obli¢eje a krku. 3

VII
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Kaurany jsou diterpeny s rigidni tetracyklickou strukturou. V piirodé se vétSina kaura-
novych derivati nachazi ve form& derivati kaurenu (-)-kaur-16-enu(V111).12 Kauren (VI11) je
intermediatem biosyntézy fady rostlinnych a houbovych metabolitli, véetné giberelinii a diter-

penovych alkoloidi. Kaurany vykazuji vyznamnou biologickou aktivitu vCetné toxicity.12

HOH2C

HO 0]
HO

OH

w o
OH
o 0 CH,OH

CH,OH

VI

Steviosid (IX) obsazeny ve stévii se Siroce vyuziva jako nahrazka sacharosy
Vv diabetickych a anorektickych dietach.'? Vyznacuje se az 300X vétsi sladivosti neZ sacharo-
za.*? Jeho vyuziti jako potravniho aditiva ptfedchazely Siroké farmakologické a toxikologicke

studie, které zjistily jeho limitované pouziti v davce 8 mg/kg/den.?*
1.1.4 Sesterterpeny

Sesterpeny, patfi mezi méné pocetnou skupinu terpend. Byly nalezeny ptevazné
v houbach, mofskych organismech a vysgich rostlinach.*%
Manoalid (X), ktery se nachazi v moiské houbé Luffariela variabilit se vyznacuje sil-

nou protizanétlivou a analgetickou aktivitou.*

J

PN
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Bolivianin (XI) a isobolivianin (XI1), které patii mezi nové objevené sesterpeny, byly
izolovéany z kiry Hedyosmum angustifoliu.**Ani jedna ze slougenin viak nevykazovala vy-
znamné aktivity proti Plasmodium falciparum, ani buné¢né linii MCF7, jak bylo ptfedpokla-

dano.**

Xl Xl

1.1.5 Triterpeny

Triterpentim, které tvoii velmi rozsdhlou skupinu cyklickych terpend, se v poslednich
deseti letech dostalo velkého zajmu diky jejich riznym biologickym u¢inkum. Triterpeny
zahrnuji vice nez 5 000 identifikovanych sloucenin a to volné triterpeny, glykosidy, estery,
fytosteroly, anebo jejich prekurzory.' Cyklické triterpenoidy jsou odvozeny od vice nez 40
skeletalnich typd a praveé diky svym biologickym ucinkim se staly vyznamné pro védecko-
vyzumné instituce a farmaceutické ﬁrrny.35

Zminky o triterpenech je moZno nalézt jiz v prvnim psaném herbafi, kde najdeme za-
znamy o pouziti rostlin s vysokym obsahem triterpenti (zenSen pravy, lesklokorka leskla,
boubelka velkokvéta a kadidlovnik pilovity), které byly opravdu pouzivany jako vselék diky
svym rozsahlym terapeutickym Géinkdm. 'V béznych rostlinach a ovoci 1ze mozno triterpeny
také nalézt, jde napt. o lupeol (XI11a) v mangu ¢i jablku. Jejich vyskyt je ale nejvyssi ve vys-
Sich rostlinach: kyseliny ursolova (X1Va) v rozmaryné 1ékaiské a popenci obecném, kyseliny
oleanolova (XV) vbezu c¢inském, kyselina glycyrrhetova (XVI1a) a glycyrrhizin (XVIb)
Vv zen-Senu. Mlzeme je také nalézt v mozskych organismech, plisnich, bakteriich nebo ojedi-
néle i houbach.** Lupan (XVI), oleanan(XV1I), ursan (XVIII) a taraxastan (XIX) jsou

strukturni nejdtilezité;si typy biologicky aktivnich derivati.t
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HO

Xllla, R= CHg 1 2
XIVa, R, =COOH R, =H
XIVb, R} = CH20H R, =H
Xllic, R = COOH XIVe, R” =COOH R =OH

Xllilb, R = CHoOH

-, COOH

XVla, R = OH
XVIb, R = CH,OH
oNe)
OH
HO
cooH ©
O
OH
HO
HO

XVI XVII
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XVIHI XIX

1.2 Biologické ucinky triterpeni

Triterpeny jsou vyznamné pro fadu svych biologickych U¢inkd. Mezi tyto ucinky patii
oleanolova (XV). Protiviedové a hepatoprotektivni G¢inky maji Kyselina ursolova (X1Va),
uvaol (XIVb), kyselina oleanolova (XV) a kyselina glycyrrhetova (XV1a). Kyselina betulino-
va (XIlIc) a jeji derivaty se vyznacuji protivirovymi, protinadorovymi a anti-HIV ucinky.
Kyselina oleanolova (XV) je vyznamna pro své protinadorové anti-HIV cinky. Triterpeny
jsou vyznamné také pro antibakterialni, antikariogenni, tonizujici a imunomodulaéni u¢inky.
Hlavni z4jem jejich studia vSak patii jejim cytotoxickym Uc¢inkiim, o kterych bude napsano

v kapitole 1.2.1%:3% 3738
1.2.1 Cytotoxické ucinky lupanovych triterpenoidii

Betulin (XI11b), ktery patii mezi pentacyklické triterpenoidni alkoholy, se nachazi
zejména v kife brizy (Betula sp.)39, od které ziskal i sviij nazev. Betulin (XI11b) byl poprvé
izolovan Lowitzem jiz v roce 1788.%°

Obsah betulinu (XI11b) v biezové kute zptsobuje jeji bilou barvu a diky nému ma
bfezova kura své specifické vlastnosti. Betulin (X111b) ma protiplisiové a antibakterialni
&uje se in vivo protinadorovou aktivitou na nadorovém modelu Walker 256.* a také in vitro
antitrypanosomalni aktivitou (ICso = 8.9 pmol/l).*?

Kyselina betulinova (XllIc) byla poprvé nalezena 1976 Trumbullem v Vauquelinia

corymbosa. Trumbull a jeho spolupracovnici popsali jeji cytotoxickou aktivitu na leukocytar-
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ni leukémii bun&né linie P-388.* Domnivali se, Ze kromé& kyseliny betulinové (X111c), jsou
efektivnimi slouGeninami také kyselina ursolova (X1Va) a uvaol (XI1Vb).! Kyselinu betulino-
vou (XI11c) je krom& uvedeného také mozno izolovat také z kefe Ziziphus mauritiana,* pii-
padné z kirry platanu (Platanus hispanica).*®

Kyselina betulinova (XI11c) ziskala mnohem vice zajmu a to hlavné kvuli jeji selek-
tivni protinadorové aktivité vici buiikam lidského melanomu. Nékteré jeji derivaty se vyzna-
¢uji vybornymi anti-HIV a dalSimi protivirovymi 1'1(“:inky.l

Cytotoxické ucinky kyseliny betulinové (XI11c) byly viak prokazany.** Byla popsana
jeji cytotoxicka aktivita na bunécéné linii lidského melanomu MEL-1, 2 a 4 s ICsp V rozmezi
1.1 - 7.9 pmol/L.*® V nasledujicich letech se také zjistilo, Ze kyselina betulinova (XI11c) ma
také UCinky vii¢i nddorové linii neuroblastu, ovaridlnimu karcinomu (A2780, OVCAR-5,
GROV-1), nemalobuné¢nému plicnimu karcinomu (H460), epidermoidnimu karcinomu
(A431), melanomu (Me665/2/21, Me665/2/60) a malobunéénému plicnimu karcinomu (PO-
GB a POGB/DX).*

Diky tomu, Ze jsou pentacyklické triterpeny betulin (X111b) a kyseliny betulinova
(XIlIc) snadno dostupné v piirodé€, se obé tyto latky staly vyhodné z ekologického i ekono-
mického hlediska a jsou vyuzivany k biologickému testovani nebo syntéze derivati (triterpe-
noidfi).37 Pramyslové vyhodnéjsim postupem, pii kterém je kyselina betulinova (XI1Ic) synte-
tizovana z betulinu (XI11b), jehoz obsah je v biezové kife az 30%, nenastava zadny vyrazny
problém v produkci kyseliny betulinové (XI11¢) v nékolika tunovém méfitku.®’ Na pokracuji-
ci extrakei a izolaci prirodnich materiali navazuje také vyvoj triterpent, syntetickych derivatt
triterpenoidl, které maji nizsi toxicitu a vyssi terapeuticky ucinek nez jeji ptirodni analoga.1
Oxidativnimi reakcemi betulinu (X111b) a kyseliny betulinové (XI1Ic), lze ziskat jejich semi-
syntetické derivaty, které se nazyvaji Betulininy.*® Nékteré z tchto latek (XIlIc, X) se vy-
znauji znaénym protinddorovym uc€inkem proti fad€ linii rdzného histologického ptvodu,
které zahrnuji bunééné typy s MDR.*

Lupeol (XIlla) se nachazi v ovoci, napf. v mangu*® a v 1&¢ivych rostlinach®®. Ma
chemoterapeutické Gc¢inky proti benzoylperoxidu (BPO), ktery vyvolava kozni problémy pro-
stfednictvim fady antioxidativnich enzymii.' Vyznadujese také antiangiogennim uginkem a to
dokonce v davce niz§i nez 30 pm ml™.! Derivaty lupeolu (X111a): aldehyd XXa a keton XXb
maji cytotoxické uc¢inky proti nddorovée linii NSCLC-N6.
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1 2 3
XXa,R =0 R =CHz R =CHO
XXb, R" =0 R =CHyOH R =CHz

1.3 Reakce triterpenickych slouc¢enin s Grignardovymi ¢inidly
1.3.1 Reakce s triterpenickymi laktony

V praci®® byla zkouména reakce laktonu XXI s fenylmagnesiumbromidem vedena
v anisolu za reflexu (schéma 1). Touto reakci byla ziskana oleanolova kyselina XV, ktera byla

rovnéZ charakterizovana také jako acetat XVa.

PhMgBr

—_—
refl., anisol
1

AcO R O

XXI XV,R=H

XVa, R = Ac
Schéma 1: Reakce s terpenickymi laktony

1.3.2 Reakce s terpenickymi epoxidy

Reakci  2f,3p-epoxidu  XXII s methylmagnesiumiodidem  vznikd 20-(1&-
hydroxyethyl) derivat XX111 (schéma 2).>!
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XX XX

Schéma 2: Reakce s terpenickymi epoxidy
1.3.3. Reakce s ketosteroidy

Adice Grignardovych ¢inidel na stéricky branéné 17-ketosteroidy byla vyznamné pod-
pofena v ptitomnosti CeClz s vyraznym potlatenim dalSich produkti a produkty XXVa
a XXVb mély velmi vysoké vyt&zky (96 %, 95%) (schéma 3).%

5a-dihydrotestosteron (DHT) je nejucinnéjsi ptirodni androgen, ktery patii mezi 17-
ketosteroidy.>> DHT zpiisobuje patogenezi benigni prostatické hyperplasie, rakovinu prostaty,
androgenni alopecie, cystického akné, hirsutismu, a protoze inhibuje adrogenni odpovédi po-
moci antagonisty androgenniho receptoru na lokalnich mistech, byly tyto latky vybrany jako

velmi vyznamné pro tuto studii.*

/
1.CeClz, THF, r.t.,
2. RMgX, THF, -78 °C

3. XXIVa nebo XXIVb,
THF, 40 °C

XXVa
XXVb

1 2

XXIVa: R = CHyCgHs, R~ = (CH3)3CSi(CH3)20-, R =H
7)

XXIVb: R = (CH)2CH3, R =R" = -OCHCH,0-

Schéma 3: Reakce s ketosteroidy 1
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Reakce pregnenolonu 3-acetatu XXVI s isohexylmagnesiumbromidem®® popisuje
vznik terciarniho alkoholu XXVIII areakci 21-isohexylpregnenolonu 3-acetatu XXVII
s methylmagnesiumbromidem, kdy vznika druhy epimer terciarniho alkoholu XXVIII (sché-

ma 4).%

—O
ACO isohexylMgBr CgH1a
XXVI
HO
Hy 2C XXVII
13%6 5 /
MeMgBr
AcO
XXVII

Schéma 4. Reakce ketosteroidy 2
1.4 Syntetické terciarni alkoholy s biologickou aktivitou

Nova skupina sloucenin chranénych terciarnich alkoholtt XXI1Xa — XXIXf popsanych
v publikaci®® vykazuje vysokou inhibiéni aktivitu pfi prichodu bund&nou membranou Caco-2
(schéma 5). Nékteré tyto terciarni alkoholy jsou inhibitory HIV, vykazuji také inhibi¢ni akti-
vitu proti thromboxanu A, a prostaglandinu H; a pouzivaji se k 1é¢bé fady onemocnéni jako je
koronarni vasospasma, astma a Zaludec¢ni erdy.54 Jsou vyuzivany k pfipravé hydrofobniho
komplexu hydroxypropyl B-cyklodextrinu v ketoprofenu a nitrendipinu a zvysuji rozpustnost
téchto 1¢kt v simulovanych Zalude¢nich §t'avach a sttevnich tekutinach, které zlepSuji vstie-

bavani a farmakodynamické vlastnosti obou 1é&iv.>
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Nové terciarni alkoholy XXIXa — XXIXf se vyznacuji in vitro protizanétlivou, anti-
bakterialni a antimykotickou aktivitou.® Protizanétlivé G&inky byly srovnany s ibuprofenem,
ktery byl u¢inn€j$i a nejvyrazngjsi protizanctlivou aktivitu prokazaly alkoholy XXIXc
a XX1Xe.* U testi s antibakterialnimi ucinky proti gram negativnim bakteridlnim kmentim —
Proteus mirabilis, Escherichia coli, Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa, Salmo-
nalla typhi, Shigella flexineri a Klebsiella pneumoniae a proti gram pozitivnim kmentim —
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus a Micrococcus luteu byl jako standard pouzit le-
voflaxin.® Nitroderivat XXIXc mé&l vynikajici G&inky proti Proteus krabilis, Pseudomonas
putida, Shigella flexineri a dobré vysledky se ukézal i u fenylderivatu XXI1Xd.>* Antimyko-
tické ucinky terciarnich alkoholt proti Aspergillus flavus, Aspergillus nigar a Aspergillus pte-
rus byly srovnany s 2% roztokem flukonazolu a butylderivat XXI1Xa vykazovala lepsi vy-

sledky nez flukonazol.”* Latky XXIXb a XXIXd se také vyznacuji protimykotickou aktivi-
54

tou.
(|3| OH
= R’ - MgBr N
- R
ether, 0 -5°C
1 2
R R Rl R2
R R’ r®

XXIXa 3-OH 4-Cl n - C4Hg
XXIXb 2-OH 4-F allyl
XXIXC 2 -OH 4-Cl 3-NO,, 4 - MePh
XXIXd 2 -OH H Ph
XXIXe 2-OH 4-Cl n-CgHys
XXIXf 2 -0OH 4 -Cl 4 - OMePh

Schéma 5: Ptiprava terciarnich alkoholi
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2. Vysledky a diskuze

2. 1. Priprava triterpenoidnich oxoderivatu
2.1.1 Aldehydy 3, 4

Jako aldehydickévychozi komponenty pro adice Grignardovych cinidel byly zvoleny
aldehydy 3 a 4, které jsou chranéné v polohach 3 a 28 stabilni alkoxy skupinou (schéma 6).
Protoze se jednd o prvotni studii, zamérn¢ jsme zvolili stabilni chranici skupiny, aby vlastni
transformace byl jednoznacné a abychom se vyhnuli ptipadnym deprotekcim pfti adici, které

by nastaly napt. v pfipad¢ acetatt.

0
/ ’,
2
,
“ ', / ’,
Il’,
0

CH,OR

Se0,/EtOMe

reflux

RO
RO

1, R=Me
2, R=Et

3, R=Me
4, R=Et

Schéma 6: Ptiprava vychozich aldehyda

Vychozi aldehydy 3 a 4 byly ziskany ve vysokych vytézcich (70 — 75 %) allylovou
oxidaci  3,28-dimethyl (1) resp. 3,28-diethylbetulinu  (2) oxidem seleni¢itym
v methoxyethanolu, ktery se osvéd¢il vice nez dfive pouzivany ethanol. Reakce
v methoxyaldehydu jsou rychlejsi a €istéj$i, rovnéz v mnozstvi amorfniho cerveného selenu
v produktech je oproti ethanolu minimalni. Ac¢koli se jedna u obou aldehydt 3 a 4 o relativné
jednoduché slouceniny, piesto nebyly do souc¢asné doby popsany. Struktury obou aldehydu 3,
4 byly jednoznacné potvrzeny pomoci spektralnich dat. V '"H NMR spektrech aldehydu 3, 4
byl nalezen kromé obvyklych signalt singlet aldehydického vodiku H-30 pii 6 9.51 ppm a
v souladu s tim je piitomen v **C NMR spektrech karbonylovy uhlik C-30 pii & 195 ppm.
V IC spektrech obou aldehydi 3, 4 piibyl karbonylovy pas pii 1690 cm™ V MS EI spektrech
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obou aldehydi 3, 4 byly nalezeny molekulové ionty a déle ionty odpovidajici typickym

ztratam.
2.2. Adice Grignardovych cinidel na triterpenoidni oxoderivaty
2.2.1 Vinylderivaty 7-10

Vinylderivaty 7-10 byly ziskany reakci aldehyda 3, 4 a ketonti 5, 6 S komerénim roz-
tokem vinylmagnesiumbromidu v THF pod argonovou atmosférou za refluxu ve vytézcich po
&isténi 62 — 70 % (schéma 7). V *H NMR spektrech vinylderivatii 7-10 byly nalezeny signaly
druhé dvojné vazby pii 6 4.91-5.15 ppm, 4.97-5.24 ppm a 5.75-6.08 ppm. V 3C NMR spekt-
rech vinylderivata 7-10 byly nalezeny 2 signaly dvou uhlikd druhé dvojné vazby pii 6 115-
118 ppm pro slouceniny 7, 8, kdezto v ptipad¢ derivatd 9, 10 byly nalezeny tyto signaly
5 111-112 ppm a 143-147 ppm. V IC spektrech vinylderivati 7-10 byly oproti vychozim lat-
kam 3-6 nalezeny pasy odpovidajici vibraci OH skupiny pii ~ 3450 cm™ V hmotnostnich
spektrech EI vinylderivatd 7-10 byly nalezeny molekulové ionty a déle ionty odpovidajici

typickym ztratam.

vinyiMgBr
—_—
THF, reflux
3, R=Me 7, R=Me
4, R=EL 8, R=Et

vinyiMg Br
—_— = >
THF, reflux
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vinyiMgBr
— = >
THF, reflux

6 10

Schéma 7: Reakce oxoderivatl s vinylmagnesiumbromidem
2.2.2 Allyderivaty 11-15

Allylderivaty 11-15 byly ziskany reakci aldehydt 3, 4 a ketonti 5, 6 s komer¢nim roz-
tokem allylmagnesiumbromidu v THF pod argonovou atmosférou za refluxu ve vytézcich po
&isténi 62 — 69 % (schéma 8). V 'H NMR spektrech allylderivata 11-15 byly nalezeny signaly
druhé dvojné vazby pti 6 4.91-5.02 ppm, 4.95-5.20 ppm a 5.74-5.85 ppm. V 3C NMR spekt-
rech allylderivat 11-15 byly nalezeny 2 signaly dvou uhliki druhé dvojné vazby pii & 118
ppm pro slouceniny 11, 12, kdezto v ptipadé derivatu 13-15 byly nalezeny tyto signaly & 118
ppm a 134-135 ppm. V IC spektrech allylderivati 11-15 byly oproti vychozim latkam 3-6
nalezeny pasy odpovidajici vibraci OH skupiny pti ~ 3470 cm™ V hmotnostnich spektrech EI
allylderivati 11-15 byly nalezeny molekulové ionty a dale ionty odpovidajici typickym

ztratam.

allyiMgBr
_—
THF, reflux
3, R=Me 11, R=Me
4, R=Et 12, R=Et
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allyiMgBr
—_—
THF, reflux

allyiMgBr
EEE—
THF, reflux

6 14

pyridin, Ac ,0O,
THF, reflux

HO >

AcO

15

Schéma 8: Reakce oxoderivatu s allylmagnesiumbromidem
2.2.3 Ethinylderivaty 16-19

Ethinylderivaty 16-19 byly ziskany reakci aldehydua 3, 4 ketond 5, 6 s komplexem ace-
tylidu lithného s ethylendiaminem pod argonovou atmosférou za refluxu ve vytézcich po ¢is-
téni 17-23 % (schéma 9). Béhem nékolika pokust, pfi kterych byly ménény reakéni podmin-
Ky i rozpoustédlo, se nepodafilo ziskat v izolovatelném vytézku ethinylderivat 19. Pravdépo-
dobng je to zptisobeno nizkou reaktivitou ketonu 6. V *H NMR spektrech ethinylderivati 16-
19 byly nalezeny signaly trojné vazby pii & 4.81 ppm, 5.02-5.03 ppm a 5.27-5.28 ppm. V *C
NMR spektrech ethinylderivatd 16-19 byly nalezeny 2 signaly dvou uhliku trojné vazby pii
6 108-109 ppm pro slouceniny 16, 17, kdezto v piipad¢ derivatul8, 19 byly nalezeny tyto
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signaly & 108 ppm a 154ppm. V IC spektrech ethinylderivati 15-19 byly oproti vychozim
latkam 3-6 nalezeny pésy odpovidajici vibraci OH skupiny pii ~ 3440 cm™ V hmotnostnich
spektrech EI ethinylderivati 16-19 byly nalezeny molekulové ionty a dale ionty odpovidajici

typickym ztratam.

jo
/’//’

CH,OR acetylid lithny
THF, reflux

RO

3, R=Me 16, R=Me
4, R=Et 17, R=Et

acetylid Iithnx’
THF, reflux

18

wo, 7/

acetylid lithny

THF, reflux

6 19

Schéma 9: Reakce oxoderivatil s acetylidem lithnym
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3. Cytotoxicka aktivita pripravenych sloucenin

Cytotoxicka aktivita pfipravenych sloucenin byla testovana na pracovisti doc. MUDr.
M. Hajdtcha Ph.D., v LEM Détské kliniky FN v Olomouci, metodou MTT testu. Na nadoro-
vé linii CEM bylo testovano in vitro 8 piipravenych sloucenin. Derivaty s hodnotou 1Cs >
250 umol/l jsou povazovany za zcela neucinné. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 1.

Sloucenina 17 vynikala se svou aktivitou mezi ostatnimi latkami (na bunécné linii
CEM ICso = 11). Aktivita ostatnich latek 4, 7, 8-18 nebyla nijak vyznamna. VSechny latky by

vSak mohly poskytnout pozitivni vysledky pii testovani dalsi biologické aktivity v budoucnu.

Sloucenina | ICsp (umol/l)
CEM

4 15

7 19

8 25

9 250
10 95

11 19

12 61

13 33

14 115
15 116
16 16

17 11

18 250

Tab. 1: Cytotoxicka aktivita vS§ech sloucenin pfipravenych v ramci této prace
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4. Zavér

1. Byla provedena literarni reSersSe na téma ,,Adice Grignardovych Cinidel na isoprenoidy.

2. Byly piipraveny vychozi aldehydy 3, 4, které nebyly dosud popsany.

3. Adici Grignardovych ¢inidel a acetylidu lithného na oxoderivaty 3-6 byly pfipraveny nové
terciarni alkoholy 7-18.

4. Celkové bylo ptipraveno a spektralnimi daty potvrzeno 14 doposud nepopsanych slou¢enin
3,4,7-18.

5. VSechny slou¢eniny pfipravené v ramci této prace byly testovany na in vitro cytotoxickou
aktivitu na lidské T-lymfoblastické leukémii CEM, pii¢emz sloucenina 17 vykazala cytotoxi-

citu 11 pmol/L.
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EXPERIMENTALNI CAST



OBECNE POZNAMKY K EXPERIMENTALNI CASTI

Teploty tani byly vymezeny na bodotavku Biichi B-545 a jsou korigovany.

Specifické optické otacivosti byly méteny v chloroformu na polarimetru AUTOMA-
TIC POLARIMETER, Autopol Il (Rudolph research, Flanders, New Jersey) a jsou uvadény
v jednotce 107 deg.cm?/g, za kazdou hodnotou specifické optické otadivosti je uvedena kon-
centrace v jednotce g/100ml.

Infracervena spektra byla méfena na FTIR spektrometru Impact Nicolet 400D (stiedni
oblast v rozsahu vIno&tii 400 - 4000 cm™ s rozlienim 2 cm™) a byla zpracovana v programu
OMNIC 7.1. Vzorky byly méfeny technikou DRIFTS v matrici KBr.

NMR spektra byla métena na piistroji Bruker 300 Avance II (*H pti 300 MHz, Be pii
75.45 MHz) v roztoku CDCls. Pro *H NMR spektra byl pouzit jako vnitini standard tetrame-
thylsilan. Chemické posuny *C NMR spekter byly referencovany  vidi
8 (CDCl3) = 77.00 ppm. Multiplicita signalii v *3C NMR spekter byla uréena z DEPT spekter.
Hodnoty chemickych posunti a interakénich konstant byly ureny pomoci analyzy prvniho
fadu. Hodnoty chemickych posunt byly zaokrouhleny na dvé desetinna mista, interakéni kon-
stanty na jedno desetinné misto (uvedeny v jednotkach Hz).

Hmotnostni spektra EI-MS byla méfena na pfistroji Shimadzu QP 2010, teplota ionto-
vého zdroje byla 150 °C, zavedeni vzorku bylo provedeno pfimym vstupem na rheniovém
dratku vyhiivaném elektrickym proudem (proud nartstal od 0 mA do 380 mA rychlosti 10
mA/s), energie ionizujicich elektront byla 75 eV. Relativni intenzity jsou vztazeny na nejin-

Pribéh reakci a Cistota vzorkl byly sledovany pomoci TLC na foliich Kieselgel 60
F254 (Merck). Detekce TLC folii byla provadéna nejprve UV zafenim (254 nm), a poté po-
stititkem 10% kyselinou sirovou a zahfanim na 110 - 200 °C.

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

A hexan/ethylacetat (5:1)

B toluen/ether (6:1)

C hexan/ethylacetat (2:1)

Pro sloupcovou chromatografii byl pouzivan Kieselgel 60 (63 - 200 um; Merck 7734).
Mobilni faze pro sloupcovou chromatografii jsou uvedeny vzdy u experimentu.

K odparovani rozpoustédel byla pouzita RVO (Biichi Rotovapor R-200).

Veskera rozpoustédla pouzivana pro reakce, krystalizace a chromatografie byla pie-

dem destilovana.
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THF byl destilovan ve smycce se slitinou Na/K a benzofenonu tésné pted pouzitim.

Cytotoxické aktivita byla testovana na pracovisti doc. MUDr. M. Hajdtcha, Ph.D.
v Laboratofi experimentalni mediciny Détské kliniky FN v Olomouci nasledujicim zptsobem:

Testovana sloucenina byla v Sesti riznych koncentracich pfidana ke tkanové kultute
bun¢k T-lymfoblastické leukémie CEM v jamkach kultivacniho panelu. Kazda koncentrace
slouceniny byla testovana v dubletu. Inkubacni doba bunétné suspenze v prostiedi
s analyzovanou slouceninou trvala 72 hodin pii 37 °C, v 5% atmosféte oxidu uhli¢itého
a 100% vlhkosti. Nasledné byl do kazdé jamky panelu pfidan MTT-[3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid] a inkubace pokracovala dalsi 4 hodiny. Jeji ukonceni
nastalo pfidanim dodekansulfonatu sodného a procento piezivajicich bunék bylo stanoveno
spektrofotometricky pti 540 nm. Z kiivek davkové zéavislosti byla vypocitana koncentrace
usmrcujici 50 % nadorovych bun¢k - 1Csp.

Toluen, ethanol, methanol, ethylacetat, chloroform, dichlormethan byly zakoupeny
u firmy EuroSarm, s.r.o.

Vinylmagnesiumbromid,  allylmagnesiumbromid,  1-propynylmagnesiumbromid
a acetylid lithny (komplex acetylidu lithného s ethylendiaminem) byly zakoupeny u firmy
Acros.

Dimethylbetulin (1), diethylbetulin (2), heptanorketon 6 a allobetulon 8 byly ziskany

vvvvvv

Obecny postup adice Grignardovych ¢inidel na triterpenoidni oxoderivaty

Vsechny reakce byly provadény v bezvodém THF pod argonovou atmosférou. Oxode-
rivat (1 mol) byl rozpustén v THF dle jednotlivého experimentu a ke smési byl ptidan roztok
pfislusného Grignardova c¢inidla v THF (dle experimentu). Smés byla za stdlého michani re-
fluxovana za vylouceni vzdusné vlhkosti. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC. Pokud
neni napséno jinak, byla pouZita mobilni faze A. Reak¢ni smés byla po ochlazeni ziedéna
etherem a poté vytiepana ttikrat roztokem NH4Cl a poté jednou H,O. Spojené organické podi-

ly byly odpafeny na RVO a krystalizovany.
Obecny postup adice acetylidu lithného na triterpenoidni oxoderivaty

Ethinylace byla provadéna v bezvodém THF (5 ml) pod ochrannou argonovou atmo-
sférou. Vychozi latka byla rozpusténa v THF a ke smési byl pfidan acetylid lithny (komplex

acetylidu lithného s ethylendiaminem). Smés byla za stilého michani refluxovana. Prib¢h
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reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze B). Po ochlazeni byla reakéni smés ziedéna
etherem a nasledné vytfepana tiikrat v roztoku NH4ClI a poté tiikrat H,O. Spojené organické

podily byly odpaieny na RVO a krystalizovany.
1. Priprava methoxyaldehydu 3

Do roztoku dimethylbetulinu (1) (3.00 g; 6.00 mmol) v methoxyethanolu (50 ml) byl
pfidan oxid selenicity (2.2 g; 19.82 mmol) a reak¢éni smes byla refluxovéana 2 h. Prab¢h reakce
byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze A). Po uvedené dob¢ jiz v reakéni smési dle TLC
nebyl pifitomen vychozi diethylbetulin (1), vylouceny selen byl za horka odfiltrovan a filtrat
byl ochlazen. Vyloucené zluté jehlicky methoxyaldehydu 3 byly odsaty a filtrat byl zahustén
ke krystalizaci a poté ochlazen. Vylou¢eny druhy podil methoxyaldehydu 3 byl odsat a pro-
myt ethanolem. Poté byl prvni i druhy podil methoxyaldehydu 3 spojen a vysusen ve vakuo-
vé susarné pii 85 °C. Byl ziskan methoxyaldehyd 3 (2.21 g; 72 %) ve formé bilych krystalkt
o0t t 231-233 °C, [a]p 7 (c 0.51).*H NMR spektrum: 0.74 s, 0.81 s, 0.94 s, 0.95 s, 1.01 s,
5%3H (5XCHj3); 3.35 5, 3H (OCH3); 3.35 5, 3H (OCHy3); 5.93 s, 1H (H-29a); 6.28 s, 1H (H-
29b); 9.51 s, 1H (COH).*C NMR spektrum: 14.56, 15.90, 15.91, 15.99, 16.10,18.13, 20.83,
22.14, 27.04, 27.96, 29.83, 34.15, 34.59, 37.04, 37.10, 38.51, 38.74, 40.63, 42.46, 47.35,
50.14, 55.76, 57.50, 59.65, 70.91, 88.54, 132.65, 157.45, 194.98. IC spektrum: 1097, 1689.
MS, m/z (%): [pro CsHs,03, M™ 484], 484 (M™, 12), 466 (3), 452 (17), 439 (46), 421 (14),
407 (42), 389 (10), 351 (2), 349 (3), 325 (1), 311 (1), 297 (1), 285 (3), 271 (8), 253 (6), 241
(6), 233 (14), 217 (32), 203 (100).

2. Priprava ethoxyaldehydu 4

Do roztoku diethybetulinu(2) (3.00 g; 6.00 mmol) v methoxyethanolu (60 ml) byl pfi-
dan oxid selenicity (2.20 g; 19.82 mmol) a reakéni smés byla refluxovéana 2 h. Prabéh reakce
byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze A). Po uvedené dob¢ jiz v reakéni smési dle TLC
nebyl ptitomen vychozi diethylbetulin(2), vylouceny selen byl za horka odfiltrovan a filtrat
byl ochlazen. Vyloucené Zluté jehlicky ethoxyaldehydu 4 byly odsaty a filtrat byl zahustén ke
krystalizaci a poté ochlazen. Vylouceny druhy podil ethoxyaldehydu 4 byl odsat a promyt
ethanolem. Poté byl prvni i druhy podil ethoxyaldehydu 4 spojen a vysuSen ve vakuo-
vé susarné pii 85 °C. Byl ziskan ethoxyaldehyd 4 (2.21 g; 72 %) ve formé zlutych jehli¢ek
ot.t. 184-187 °C, [a]p9 (c 0.54)."H NMR spektrum: 0.75's, 0.81's, 0.94 s, 0.94 s, 1.01 s
5%3H (5%XCHj3); 1.15 — 1.21 m, 6H (OCH,CHj3); 1.97-2.02 m, 2H;2.13-2.23 m, 1H; 2.71 dd,
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1H (J;=11.6, J,=11.75, H-3a), 2.75-2.82 m, 1H; 3.11 d, 1H (J=9.01, H-28a), 3.30-3.38 m, 1H
(OCH,CHs); 3.42-3.52 m, 3H (OCH,CHj3 a H-28b); 3.61-3.69 m, 1H (OCH,CHs); 5.92 s, 1H
(H-29a); 6.28 s, 1H (H-29b); 9.51 s, 1H (COH). *C NMR spektrum: 14.68, 15.14, 15.66,
16.02, 16.06, 16.28, 18.35, 21.01, 23.44, 27.27, 27.80, 28.12, 30.17, 32.88, 34.41, 34.85,
37.23, 37.26, 38.86, 41.06, 42.62, 47.49, 50.41, 51.83, 56.01, 65.09, 66.98, 68.43, 86.71,
132.62, 157.40, 194.77. IC spektrum: 1080, 1892. MS, m/z (%): [pro Cs4Hss03, M™ 512], 512
(M*™, 28), 494 (7), 466 (40), 453 (100), 435 (8), 420 (5), 407 (57), 397 (15), 389 (57), 381
(20), 363 (14), 349 (24), 337 (5), 323 (14), 311 (16), 299 (10), 287 (20), 276 (19), 271 (41),
262 (20), 243 (3), 235 (23), 229 (5), 217 (20), 203 (32), 189 (60).

3. Reakce methoxyaldehydu 3 s vinylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl z methoxyaldehydu 3 (500 mg; 1.0 mmol)
a vinylmagnesiumbromidu (8 ml, 1.0 M; 8 mmol) ziskan vinylderivat 7 (343 mg; 65%). Pru-
béh reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze B). Byl ziskan vinylderivat 7 ve formé
nazloutlych krystalkd o t. t. 125-127 °C (methanol); [a]p -15 (¢ 0.37). *H NMR spektrum:
0.72'5,0.80s,0.93s, 0.96 s, 1.01 s, 5x3H (5XCHg3); 2.61 dd, 1H(J;=12, J,=12, H-30); 3.00
dd, 1H (J;=9, J,=9, H-28a); 3.33 s, 6H(2xOCH?3); 3.46 d, 1H (J=9, H-28b); 4.51 t, 1H (J=12,
H-30); 4.91 d, 1H (J=12, H-29a); 5.03 t, 1H (J=9, H-29b); 5.14 t, 1H (J=9, H-32a); 5.30 d, 1H
(J=15, H-32b); 5.76-5.87 m, 1H (H-31).*C NMR spektrum: 14.92; 14.99; 16.24; 16.28;
16.35; 18.35; 18.40; 21.28; 21.30; 22.44; 27.40; 27.84; 28.22; 30.24; 34.50; 34.62; 37.39;
41.18; 41.21; 42.85; 47.29; 49.91,; 50.52; 50.54; 56.03; 57.74; 59.89; 71.38; 88.84; 115.43;
115.90; 139.96; 156.85; 157.61; IC spektrum: 1638 (C=C), 2871, 2940, 3466 (OH). MS, m/z
(%): [pro CasHs603, M™512], 512 (M™, 1), 494 (11), 480 (3), 462 (6), 449 (100), 435 (6), 425
(7), 417 (22), 221 (28), 203 (11), 189 (31). Elementarni analyza: vypocteno C 79.68 %, H
10.95 %, O 9.37 %; nalezeno C 79.63 %, H 11.01 %, O 9.36 %.

4. Reakce ethoxyaldehydu 4 s vinylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl z ethoxyaldehydu 4 (500 mg; 0.97 mmol) a vinyl-
magnesiumbromidu (5 ml, 1.0 M; 5 mmol) ziskan vinylderivat 8 (344 mg; 65%) ve formé
nartizovélych krystalki o t. t. 155-157 °C (isopropylalkohol); [a]o -11 (¢ 0.40)."H NMR spek-
trum: 0.76 s, 0.82 5, 0.94 5,0.96 s, 1.03 s, 5x3H (5XCH3); 1.79 dd, 1H (J;=6.9, J,=6.9); 1.40
s, 1H; 1.68 d, 1H (J=4.2); 2.72 dd, 1H (J1=11.7, J,= 11.7, H-3a); 3.06 t, 1H (J=17.1, H-28a);
3.30-3.40 m, 1H (OCHy); 3.34-3.53 m, 3H (2xOCH,, H-28a); 3.61-3.71 m, 1H (OCHy); 4.08
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m, 1H (H-30); 4.91 d, 1H (J=12, H-29a); 5.03 t, 1H (J=9, H-29b); 5.14 t, 1H (J=9, H-32a);
5.30 d, 1H (J=15, H-32b); 5.76-5.87 m, 1H (H-31). **C NMR spektrum: 14.67; 14.77; 15.17;
15.65; 16.00; 16.09; 16.25; 18.27; 21.06; 23.36; 27.19; 27.66; 27.84; 28.03; 30.12; 34.29;
34.49; 34.81; 37.11; 37.31; 38.71; 38.78; 40.63; 41.01; 42.61; 46.99; 47.04; 49.71; 50.28;
50.34; 55.82;65.14; 66.94; 68.40; 68.49; 74.19. IC spektrum: 1637 (C=C), 2869, 2940, 3464
(OH). MS, m/z (%): [pro CssHeoOs, M™ 540], 540 (M™, 1), 522 (15), 508 (1), 494 (3), 476
(9), 463 (100), 456 (5), 435 (7), 432 (3), 417 (28), 397 (11), 227 (29), 213 (19), 203 (11), 191
(39). Elementarni analyza: vypocteno C 80.01 %, H 11.10 %, O 8.89 %; nalezeno C 79.94 %,
H 11.18 %, O 8.87 %.

5. Reakce allobetulonu 5 s vinylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl zallobetulonu 5 (500 mg; 1.0 mmol)
a vinylmagnesiumbromidu (5 ml, 1.0M; 5 mmol) ziskan vinylderivat 9 (343 mg; 62%). Pru-
béh reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze B). Byl ziskan vinylderivat 9 ve formeé
nazloutlych krystalkd o t. t. 205-210 °C (chloroform/methanol); [a]o +38 (¢ 0.32)."H NMR
spektrum: 0.81's,0.825,0.83,0.875,0.935,0.94s,0.98 s, 7x3H (7XCHj3); 3.44 d (J=7.78,
H-28a); 3.53 s, 1H (H-19a); 3.70 d (J=1.22, H-28b); 5.15 dd, 1H (J;=10.84, J,=10.83, H-32a);
5.26 dd, 1H (J;=17.24, J,=17.25, H-32b); 5.92-6.09 m, 1H (H-31)."*C NMR spektrum: 13.60;
15.68; 16.12; 18.52; 20.80; 21.07; 23.93; 24.54; 26.24; 26.38; 26.45; 28.80; 30.68; 32.70;
33.78; 34.14; 34.78; 36.25; 36.73; 37.32; 40.09; 40.60; 40.75; 41.47; 46. 80; 50.59; 50.90;
71.27; 87.94; 112.65; 143.56. IC spektrum: 1734 (C=C), 2856, 2941. MS, m/z (%): [pro
CaHs,0,, M™ 468], 468 (M™, 1), 450 (2), 435 (2), 424 (18), 409 (7), 393 (2), 385 (89), 367
(5), 355 (13), 247 (72), 229 (8), 215 (19), 203 (22), 189 (30). Elementarni analyza: vypocteno
C 82.08 %, H 11.08 %, O 6.84 %; nalezeno C 81.99 %, H 11.18 %, O 6,83 %.

6. Reakce heptanorketonu 6 s vinylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl z heptanorketonu 6 (500 mg; 1.2 mmol)
a vinylmagnesiumbromidu (30 ml, 1.0 M; 30 mmol) ziskan vinylderivat 10 (326 mg; 73%).
Pribéh reakce byl sledovan pomoci HPLC (mobilni faze B). Vznikly vinylderivatl0 byl ve
formé bilych krystalkd s t. t. 219 - 220 °C (methanol); [a]p 0 (¢ 0.35)."H NMR spektrum: 0.79
5,0.835,0.975s,1.21s, 1.31s, 5x3H (5XCHj3); 2.24 dd, 1H (J;=11.29, J,=11.29); 3.49 s, 1H;
5.10 d, 1H (J=10.68); 5.17 d, 1H (J=17.09); 5.73-5.78 m.**C NMR spektrum: 15.35; 15.44;
15.92; 16.22; 18.04; 18.26; 20.87; 21.86; 27.31; 27.94; 31.25; 32.81; 37.14; 38.69; 38.82;
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39.28; 40.86; 41.24; 42.95; 50.62; 55.21; 75.57; 78.89; 111.07; 147.97. IC spektrum: 1636
(C=C), 2866, 2939, 3545 (OH), 3609 (OH). MS, m/z (%): [pro CasH4,0,, M™ 374], 374 (M™,
1), 356 (5), 341 (6), 323 (2), 313 (3), 295 (1), 287 (1), 275 (1), 257 (2), 247 (100), 229 (23),
215 (3), 207 (31), 189 (56). Elementarni analyza: vypocteno C 80.29 %, H 11.15 %, O 8.56
%:; nalezeno C 80.16 %, H 11.30 %, O 8.54 %.

7. Reakce methoxyaldehydu 3 s allylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl z methoxyaldehydu 3 (500 mg; 1.0 mmol)
a allylmagnesiumbromidu (8 ml, 1.0 M; 8 mmol) ziskan allylderivat 11 (338 mg; 46%). Pru-
béh reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze B). Vysledny allylderivat 11 byl ve formé
bilych krystalkd o t. t. 141-143 °C (isopropylalkohol); [o]p -20 (¢ 0.43).*H NMR spektrum:
0.745,0.825,0.955s,0.99 s, 1.03 5, 5%3H (5%CH3); 2.61 dd, 1H (J;=12, J,= 12, H-3a); 3.01
d, 1H (J=9.1, H-28a); 3.33 s, 6H(2XxOCHj3); 3.46 d, 1H (J=9.0, H-28b); 4.00-4.08 m, 1H (H-
30); 4.93 d, 1H (J=20, H-29a); 5.02 d, 1H (J=35, H-29b); 5.14-5.20 m, 2H (H-33); 5.79-5.90
m, 1H (H-32).*C NMR spektrum: 14.92; 15.00; 16.23; 16.28; 16.35; 18.40; 21.29; 22.43;
27.40; 27.40; 27.87; 28.21; 30.24; 30.24; 34.50; 34.61; 34.92; 37.39; 37.57; 38.79; 38.80;
39.01; 41.17; 41.22; 42.85; 42.85; 47.30; 49.99; 50.54; 56.03; 57.74; 59.89; 71.42. 1C spekt-
rum: 1640 (C=C), 2820, 2939, 3455 (OH). MS, m/z (%): [pro CzsHsgO3, M™ 526], 526 (M™,
2), 508 (2), 494 (6), 481 (11), 463 (42), 449 (15), 437 (6), 421 (22), 241 (17), 227 (11), 221
(25), 203 (15), 189 (36). Elementarni analyza: vypocteno C 79.92 %, H 10.96 %, O 9.12 %j;
nalezeno C 79.79 %, H 11.10 %, O 9.11 %.

8. Reakce ethoxyaldehydu 4 s allylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl z ethoxyaldehydu 4 (500 mg; 0.97 mmol) a allyl-
magnesiumbromidu (5 ml, 1.0 M; 5 mmol) ziskan allylderivat 12 (250 mg; 62 %). Vysledny
allylderivat 12 byl ve form¢ bilych krystalkd o t. t. 184-186 °C (isopropylalkohol); [a]p -17
(c 0.47).*H NMR spektrum: 0.76 s, 0.82's, 0.94 s, 0.99 s, 1.03 5, 5%3H (5%CHj3); 1.40 s, 1H;
1.68 d, 1H (J=3.3); 2.72 dd, 1H (J;=11.7, J,=11.7, H-3a); 3.06 t, 1H (J=17.1, H-28a); 3.32-
3.37 m, 1 H (OCH,); 3.46-3.51 m, 3H (2xOCH,, H-28b);(3.63-3.68 m, 1H (OCH,); 4.02-
4.13 m, 1H (H-30); 4.94 d, 1H (J=18, H-29a); 5.00 d, 1H (J=27, H-29b); 5.13-5.20 m, 2H
(2xH-33);5.85 m, 1H (H-32)."*CNMR spektrum: 14.77; 15.18; 15.66; 16.00; 16.09; 16.26;
18.27; 21.07; 23.37; 27.20; 27.71; 27.85; 28.03; 30.13; 34.30; 34.50; 34.82; 37.11; 37.31;
38.71; 38.77; 40.79; 41.02; 42.61; 47.00; 47.01; 49.71; 50.25; 50.34; 55.83; 65.15; 66.94;
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68.41; 68.45; 74.19. IC spektrum: 1637 (C=C), 2869, 2940, 3464 (OH). MS, m/z (%): [pro
Ca7Hs203, M™ 554], 554 (M™, 4), 536 (5), 519 (1), 508 (12), 495 (18), 477 (65), 467 (19), 449
(38), 435 (6), 421 (42), 411 (14), 397 (10), 241 (38), 235 (28), 217 (20), 203 (23), 191 (95).
Elementarni analyza: vypoéteno C 80.02 %, H 11.32 %, O 8.66 %, nalezeno C 80.09 %, H
11.26 %, O 8.65 %.

9. Reakce allobetulonu 5 s allylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl zallobetulonu 5 (500 mg; 1.0 mmol)
a allylmagnesiumbromidu (8 ml, 1.0 M; 8 mmol) ziskan allylderivat 13 (338 mg; 40%). Pra-
béh reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze B). Vysledny allylderivat 13 byl ve formé
bilych krystalki o t. t. 211-214 °C (chloroform/methanol) [a]p +47 (c 0.32)."H NMR spekt-
rum: 0.79's,0.79 s, 0.835,0.915,0.92s5,0.92s,0.97 s, 7x3H (7xCHj3); 2.08 dd, 1H (J;=8.1,
J,=8.4, H-31); 2.39 dd, 1H (J;=8.4, J,=8.4, H-31); 3.43 d,1H (J=4.8, H-28a);3.54s, 1H (H-
19a); 3.78 d, 1H (J=4.2, H-28b); 5.08-5.17 m, 2H (2xH-33); 5.89-5.94 m, 1H (H-32).2*C
NMR spektrum: 13.70; 15.81; 16.12; 18.79; 20.64; 20.89; 23.64; 24.65; 26.35; 26.50; 26.58;
28.91; 29.12; 32.82; 33.98; 34.27; 35.00; 36.35; 36.84; 37.29; 40.70; 40.78; 40.85; 41.05;
41.59; 46.92; 51.09; 51.25; 71.43; 75.11; 88.13; 118.95: 134.84. IC spektrum: A: 1637 (C=C),
2876, 2921, 3495 (OH). MS, m/z (%): [pro CasHs402, M™ 482], 482 (M™, 31), 464 (8), 449
(2), 441 (100), 423 (45), 411 (9), 405 (2), 385 (100), 369 (13), 355 (8), 341 (8), 323 (6), 315
(9), 287 (3), 273 (3), 257 (3), 247 (47), 221 (11), 203 (18), 191 (17). Elementarni analyza:
vypocteno C 82.12 %, H 11.24 %, O 6.64 %; nalezeno C 82.10 %, H 11.27 %, O 6.63 %.

10. Reakce heptanorketonu 6 s allylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl z heptanorketonu 6 (500 mg; 1.0 mmol) a allylmag-
nesiumbromidu (15 ml, 1.0 M; 15mmol) ziskan allylderivat 14 (352 mg; 63%). Vznikly allyl-
derivat 14 byl ve formé¢ bilych krystalka s t. t. 199-201 °C (chloroform/methanol); [a]p +27 (C
0.34).'H NMR spektrum: 0.77 s, 0.83 s, 0.94 s, 0.97 s, 1.17 5, 5%3H (5XCHs); 2.14-2.25 m,
2H (2xH-31); 3.21 dd, 1H (J;=4.6, J,=11.1, H-3a); 5.03-5.11 m, 2H (2x H-33); 5.74-5.84 m,
1H (H-32). *C NMR spektrum: 15.36; 15.52; 15.90; 16.18; 17.94; 18.29; 20.84; 21.08;
27.32; 27.95; 31.17; 32.94; 37.12; 37.36; 38.71; 38.82; 41.25; 42.23; 47.21; 50.32; 50.87,
55.19; 73.96; 78.97; 118.13; 134.33. IC spektrum: 1639 (C=C), 2865, 2940, 3476 (OH), 3606
(OH). MS, m/z (%): [pro C2sH402, M™ 389], 389 (M™, 0.1), 370 (1), 355 (3), 347 (100), 329
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(48), 311 (34), 229 (13), 215 (12), 207 (84), 189 (54). Elementarni analyza: vypoc¢teno C
80.32 %, H 11.43 %, O 8.25 %; nalezeno C 80.35 %, H 11.41 %, O 8.23 %.

11. Acetylace allylderivatu 14

Allylderivat 14 byl acetylovan obvyklym zptsobema byl ziskan allyderivat 15 (382
mg, 61%). Vznikly allylderivat 15 byl ve form¢ bilych krystalki s t. t. 196-199 °C (chloro-
form/methanol); [o]o +34 (c 0.8)."H NMR spektrum: 0.84 s, 0.85 s, 0.86 s, 0.94 s, 1.17
5,5%3H (5xCH3);2.04 s, 3H, (OAC); 2.14-2.25 m, 2H (J;=6.0, J,=11.0, H-31); 4.48 dd (J;=11,
J,=6, H-301); 5.03-5.11 m, 2H (2xH-32); 5.74-5.84 m, 1H (H-31)."*C NMR spektrum: 15.51;
15.92; 16.25; 16.47; 17.96; 18.19; 20.88; 21.08; 21.30; 23.66; 27.91; 31.20; 32.92; 37.06;
37.40; 38.77; 38.42; 41.28; 41.33; 42.26; 47.25; 50.27; 55.32; 73.89; 80.90; 118.10; 134.36;
170.97.1C spektrum: 1636 (C=C), 2871, 2943, 3509 (OH). MS, m/z (%): [pro C,gHa03, M*
389], 389 (M™, 55), 371 (14), 355 (2), 337 (1), 329 (23), 311 (54), 301 (1), 289 (2), 269 (2),
255 (2), 249 (16), 229 (11), 215 (10), 201 (15), 189 (63). Elementarni analyza: vypocteno C
78.16 %, H 10.71 %, O 11.13 %; nalezeno C 78.09 %, H 10.77 %, O 11.15 %.

12. Ethinylace methoxyaldehydu 3

Podle obecného postupu ethinylace byl z methoxyderivatu 3 (500 mg; 1.0 mmol)
a acetylidu lithného (500 mg; 1.0 mmol) ziskan ethinylderivat 16 (91 mg; 17%). Vznikly
ethinylderivat 16 byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu a mobilni fazi
byl toluen/ether (6:1). Vznikly ethinylderivat 16 byl ve formé& bilych Supinek o t. t. 164-169
°C (isooktan); [a]p -17 (¢ 0.36)."H NMR spektrum: 0.74 s, 0.83 s, 0.92 s, 0.95 s, 1.04 s 5x3H
(5%CHg3); 1.12 d (J=5.1); 1.24 s; 1.39 d (J=2.4); 2.56 t, 1H (J=4.8; HC=); 2.63 dd, 1H
(J1=11.7, J,=11.7, H-3a); 3.05 d, 1H (J=9, H-28a), 3.35 s; 6H (OCH3); 3.49 d (J=9, H-28b);
481 s, 1H (H-30); 5.03 m, 1H (H-29a); 5.28 m, 1H (H-29b)."*C NMR spektrum: 14.76;
16.01; 16.07; 16.13; 18.18; 21.03; 22.21; 25.45; 27.18; 27.44; 28.00; 29.99; 30.08; 33.60;
34.27; 34.43; 34.50; 37.17; 37.35; 38.57; 38.79; 40.98; 41.43; 42.63; 47.09; 50.33; 50.57,
55.82; 65.88; 74.21; 74.33; 83.29; 88.62; 109.06; 154.11. IC spektrum: 1648 (C=C), 2870,
2941, 3450 (OH). MS, m/z (%): [pro Ca4Hs403, M™ 510], 510 (M™, 5), 492 (13), 484 (43),
465 (61), 448 (13), 439 (50), 421 (11), 407 (19), 221 (28), 203 (12), 189 (50). Elementarni
analyza: vypocteno C 79.92 %, H 10.67 %, O 9.41 %; nalezeno C 79.95 %, H 10.66 %, O
9.40 %.
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13. Ethinylace ethoxyaldehydu 4

Podle obecného postupu ethinylace byl z ethoxyaldehydu 4 (500 mg; 1.0 mmol)
a acetylidu lithného (500 mg; 1.0 mmol) ziskan ethinylderivat 17 (119 mg; 23%). Vznikly
ethinylderivat 17 byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu a mobilni fazi
byl toluen/ether (6:1). Vznikly ethinylderivatl7 byl ve formé zlutych krystalkt o t. t. 207-210
°C (isooktan); [a]p -14 (c 0.41)."H NMR spektrum: 0.76 s, 0.82's, 0.94 5. 0.98 s, 1.03 5, 5%3H
(5%CH3);1.18 m, 6H (CH3-CH,0); 2.56 t, 1H (J=4.5, HC=); 2.72 dd, 1H, (J;=11.7, J,=11.7,
H-3a); 3.07 d, 1H(J=9.3, H-28a); 3.35 m, 1H (OCHy,); 3.44-3.53 m, 3H (OCH, a H-28b);
3.66 m, 1H (OCH,); 4.81 bs, 1H (H-30); 5.02 s, 1H (H-29a), 5.27 d, 1H (J=1.5, H-29b)."*C
NMR spektrum: 14.74; 16.01; 16.11; 16.26; 18.28; 21.03; 23.38; 25.44; 27.20; 27.45; 27.57;
28.04; 30.11; 33.63; 34.29; 34.54; 34.61; 37.12; 37.31; 38.71; 38.77; 40.99; 42.61; 47.06;
50.35; 50.55; 55.85; 65.87; 74.17; 74.29; 83.33; 86.64; 108.99; 154.19.IC spektrum: 1650
(C=C), 2868, 2939, 3444 (OH). MS, m/z (%): [pro CzsHsgOs, M™ 538], 538 (M™, 8), 520
(11), 512 (74), 494 (5), 479 (21), 466 (31), 453 (86), 433 (15), 407 (42), 235 (21), 217 (18),
203 (23), 191 (65). Elementarni analyza: vypocteno C 80.21 %, H 10.87 %, O 8.92 %; nale-
zeno C 80.24 %, H 10.84 %, O 8.92 %.

14. Ethinylace allobetulonu 5

Podle obecného postupu ethynylace byl z allobetulonu 5 (500 mg; 1.0 mmol)
a acetylidu lithného (500 mg; 1.0 mmol) ziskan ethinylderivat 18 (112 mg; 21%). Vznikly
ethinylderivat1l8 byl piecistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu a mobilni fazi
byl toluen/ether (6:1). Vznikly ethinylderivat 18 byl ve form¢ zlutych krystalki o t. t. 219-222
°C (methanol); [o]p +41 (c 0.32).*H NMR spektrum:0.79's, 0.85 s, 0.85 s, 0.92 s, 0.92 s, 0.96
5,1.05s,7x3H (7xXCHj3); 2.48 s, 1H (HC=); 3.43 d (J=4.8, H-28a), 3.52 s,1H (H-190a.); 3.77 d
(J=4.5, H-28b)."*C NMR spektrum: 13.74; 15.78; 16.91; 17.58; 18.59; 21.06; 24.62; 24.75;
26.36; 26.51; 26.60; 28.90; 32.74; 32.81; 33.91; 34.25; 36.35; 36.84; 37.35; 38.17; 40.69;
40.81; 41.43; 41.57; 46.95; 51.22; 53.31; 71.36; 73.58; 73.61; 75.85; 87.30; 88.02.IC spekt-
rum: 1635 (C=C), 2865, 2937, 3418 (OH). MS, m/z (%): [pro Cs;Hse0,, M™ 466], 466 (M™,
15), 448 (2), 433 (5), 409 (2), 395 (9), 385 (100), 247 (89), 231 (39), 213 (48), 203 (25), 191
(20). Elementarni analyza: vypocteno C 82.31 %, H 10.82 %, O 6.87 %; nalezeno C 82.35 %,
H 10.80 %, O 6.86 %.
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15. Ethinylace heptanorketonu 6

Heptanorketon 6 (500 mg; 1 mmol) byl podroben ethinylaci podle obecného postupu.
Po zpracovani byl ziskan vychozi heptanorketon 6 (398 mg, 65%), ktery byl podle t. t., [a]p &
'"H NMR spektra identicky s vychozi substanci 6.
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Cislovani skeleta

Uhlikové atomy v NMR spektrech byly ¢islovany takto:
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