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UvVOD

Pentacyklické triterpeny jsou piirodni slouceniny, které se vyskytuji zejména u rostlin
jako sekundarni metabolity. Vyznamné jsou zejména diky svym biologickym
vlastnostem: cytotoxickym, anti-HIV, neuroprotektivnim, protizanétlivym, virostatickym
a dalsim. Diky témto u¢inkiim stoji jiz fadu let v popfedi zajmu vyzkumnych skupin i
farmaceutickych firem po celém svéte.

Mezi pentacyklické triterpeny se fadi i molekuly allobetulinu a allobetulonu,
kyseliny betulinové a kyseliny betulonové, které vykazuji Sirokou $kalu biologickych
vlastnosti, z nichZ vyznamna je zejména cytotoxicka aktivita. Pravé jejich skelety jsou
nejcastéji modifikovadny a studovdny za ucelem zvySeni biologické dostupnosti a
selektivity (zejména cytotoxické). Zminénym sloucenindm a derivatim modifikovanych
Vv polohach C-2 a C-3 aromatickymi a heterocyklickymi substituenty se vénuje teoreticka
¢ast této diplomové prace. Diiraz je kladen na jejich syntézu a biologické vlastnosti.

Siroké moznosti vyuziti v organické syntéze nabizi metoda Suzuki-Miyaura
cross-couplingu, kterd umoziuje zavedeni zejména aromatickych a heterocyklickych
substituentll do nejriiznéjsich molekul za vyuziti boronovych kyselin nebo jejich esterti.

Pti této reakci dochézi ke vzniku nové C-C vazby mezi halogenidy nebo triflaty
na jedné stran€ a boronovymi kyselinami nebo jejich estery na stran¢ druhé. Suzuki-
Miyaura cross coupling je obvykle provadén za piitomnosti baze a katalyzatoru
obsahujiciho palladium.

Experimentalni cast této diplomové prace se vénuje vyuziti Suzuki-Miyaura
cross-couplingové reakce pro piipravu novych heterocyklickych derivatt allobetulonu a

kyseliny betulonové s potencialnimi cytotoxickymi vlastnostmi.



CILE DIPLOMOVE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe pojednévajici o aromatickych a heterocyklickych
derivatech allobetulonu, betulinu, kyseliny betulinové a kyseliny betulonové

modifikovanych v polohach C-2 a C-3 se zaméfenim na jejich biologické tcinky.

2. Piiprava vychozich latek pro syntézu malé knihovny novych heterocyklickych

derivati triterpent.

3. Syntéza série heterocyklickych derivata allobetulonu v poloze C-2 pomoci
Suzuki-Miyaura cross-couplingové reakce za Gi¢elem testovani jejich cytotoxické
aktivity.

4. Syntéza série heterocyklickych derivati kyseliny betulonové v poloze C-2
Suzuki-Miyaura cross-couplingem za ucelem testovani jejich cytotoxické
aktivity.



1. Terpeny

Terpeny jsou V ptirod¢ Siroce rozsifenou skupinou organickych slou¢enin. Obecné se fadi
mezi lipidy a jejich struktura je slozena z podjednotek izoprenu (1). Zakladni jednotkou

biosyntézy terpenti je izopentenyl pyrofosfat (2) (Obr. 1).

Obrazek 1: Struktura izoprenu (1) a izopentenyl pyrofosfatu (2)

Biosynteticky vznikaji terpeny v ramci mevalonatové drahy, kterd hraje dalezitou
roli pii mnoha bunéénych procesech, jako je rist a diferenciace buniky. V soucasné dobé
je diskutovana i v souvislosti s mnoha patologickymi procesy, na piiklad s rozvojem
ateroskler6zy. Mezi produkty mevalonatové drahy patii pro télo dulezité steroidni
a steroidnich hormoni.!

Zékladni déleni terpend vychazi z poctu podjednotek izoprenu (1) v molekule.
Podle poctu podjednotek rozlisujeme hemiterpeny, monoterpeny, seskviterpeny,
diterpeny, sesterterpeny, triterpeny, tetraterpeny a polyterpeny.?

Terpeny vznikaji spojovanim dvou podjednotek izoprenu. Celkem mohou vznikat
tii typy spojeni. Nejéast&jsim z nich je ,,ocas-hlava® (Obr. 2a), méné Casté jsou spojeni

,hlava-hlava“ (Obr. 2b) nebo ,,ocas-ocas* (Obr. 2c).

R e i

a b

Obrazek 2: (a) spojeni hlava-ocas, (b) spojeni hlava-hlava, (c) spojeni 0cas-0cas

Vyznamnou skupinu terpenti tvoii pentacyklické triterpeny. Jedna se zejména
0 sekundarni metabolity rostlin, které se v zavislosti na typu rostliny ukladaji hlavné
v mitochondriich, mikrozomech nebo chloroplastech rostlinnych bunék.># V rostling se

mohou vyskytovat i ve formé glykosidi.®
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Vysoky pocet pentacyklickych triterpenii se zajimavymi biologickymi
vlastnostmi byl izolovan z africkych 1écebnych rostlin. Piikladem mohou byt derivaty
lupanového typu 3 a 4 (Obr. 3), které byly izolovany z nigerijské rostliny Paullinia
pinnata, a u kterych byla naméfena antimikrobialni aktivita vii¢i nékterym nebezpecnym
typim bakterii, z nichz za zminku stoji Clostridium tetani nebo Shigella dysenteriae,
s minimalni inhibi¢ni koncentraci pohybujici se mezi 15,4 az 37,2 pg/ml.* Pentacyklické

triterpeny byly izolovany i z fady zivoc€ichi, motskych zivocichl nebo hub.

H3C(H,C)16H,CO

Obrdazek 3: Pentacyklické triterpeny izolované z rostliny Paullinia pinnata

Hlavni potencial pentacyklickych triterpent a jejich derivatd spociva zejména

v Siroké skale zajimavych biologickych vlastnosti. Za zminku stoji naptiklad

----- 6.7

protizanétliva®’, protinadorova®

, antimykotickés, antimikrobialni®, antiproliferaénilo,

nebo imunomodulaéni aktivita nékterych slou¢enin.®
Mezi pentacyklické triterpeny se fadi i allobetulin (5) a allobetulon (6) (Obr. 4),
a kyselina betulinova (7) a kyselina betulonova (8) (Obr. 5), kterym bude vénovana

samostatna kapitola.
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1.1 Allobetulin a allobetulon

Allobetulin (5) a allobetulon (6) (Obr. 4) se fadi mezi pentacyklické triterpeny 18a-

oleananového typu. Ob¢ molekuly lze ziskat modifikaci betulinu (9).

Obrdzek 4: Struktury molekul allobetulinu (5) a allobetulonu (6)

Allobetulin (5) (Obr. 4) byl poprvé piipraven v roce 1922. Jiz dtive bylo znamo,
ze molekula betulinu (9) podléha za kyselych podminek ptesmyku, ale az Schulze
a Pieroh piipravili allobetulin (5) zahfivanim betulinu (9) s kyselinou mravenci.
Pfi dvoukrokové reakci nejprve dochazi ke tvorbé esteru kyseliny mravenci, ktery po

saponifikaci podléha isomeraci na allobetulin (5) (Schéma 1).1+1213

Schéma 1: Priprava allobetulonu (6) z betulinu (9). (&) kyselina mravenci, var, 50 min;
(b) KOH v EtOH, toluen, var, 30 min; (c) Montmorillonit K10, DMF, 25 °C, 3 h, var, 5 dni;
(d) CrOs, H2S04, aceton,0 °C, 2 h.

V literatufe je pro tuto reakci popsano mnoho podminek, napiiklad reakce
betulinu (9) s koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou v ethanolu.!* Li a kolektiv
srovnali ve své praci pouziti riznych oxidac¢nich ¢inidel jako jsou kyselina sirova na
silikagelu, kyselina p-toluensulfonova na silikagelu, Montmorillonit K10 nebo
Montmorillonit KSF.2® V soucasnosti vime, Ze allobetulin (5) vznikd reakénim

mechanismem Wagner-Meerweinova presmyku (Schéma 2).13
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Schéma 2: Mechanismus kysele katalyzovaného Wagner-Meerweinova presmyku molekuly
betulinu (9) na allobetulin (5).

Allobetulon (6) 1ze z allobetulinu (5) (Schéma 1) ziskat Jonesovou oxidaci, ktera
vyuzivéa oxida¢nich vlastnosti chromanii.’® Dalsi moznosti je vyuziti Swernovy oxidace,
pii které dochazi k reakci alkoholu s oxalylchloridem, DMSO a organickou zasadou,
kterou miZe byt naptiklad triethylamin. Pfi reakci nejprve dochazi ke tvorbé
meziproduktu, tzv. aktivovaného DMSO, kterym je alkohol oxidovéan na keton.'®

Heller a kolektiv se zabyvali cytotoxickou aktivitou allobetulinu (5), allobetulonu
(6) a jejich derivati. Cytotoxicka aktivita ECso byla stanovena na Sesti lidskych
nadorovych liniich. Hodnoty ECsp allobetulinu (5) byly ve vsech ptipadech vyssi nez
30 puM, coz znaci jeho velmi nizkou aktivitu. Allobetulon (6) vykazoval vyssi, i kdyz stale
jen mirnou, aktivitu na dvou nadorovych liniich. Na nadorové linii A2780
(adenokarcinom vaje¢niktl) byla naméfena hodnota ECso = 18,5 uM, na nadorové linii
A549 (alveolarni bazalni epitelidlni adenokarcinom) bylo ECso = 20,8 uM.=

Protoze slouceniny 5 a 6 vykazovaly nizkou cytotoxicitu, byla pfipravena série
derivatl, na kterych bylo studovéano, jaké modifikace vedou ke zlepSeni cytotoxickych
vlastnosti. Bylo zjisténo, Ze otevieni A kruhu vede ke snizeni cytotoxicity, a naopak,

zavedeni NH2 skupiny do polohy C-3 vede ke zvyseni aktivity téchto derivati.™
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1.2 Kyselina betulinova a kyselina betulonova

Kyselina betulinova (7) a kyselina betulonova (8) (Obr. 5) se fadi mezi pentacyklické
triterpeny lupanového typu. Obé slouceniny vynikaji Sirokou Skalou biologickych
vlastnosti.

Kyselina betulinova (7) je sekundarni metabolit, ktery Ize izolovat z ptirodnich
zdroju, jako je kura bfizy nebo platanu, extrakci vhodnym organickym rozpoustédlem
(napi.  methanolem, chloroformem  nebo  dichlormethanem) v gramovém
az kilogramovém mnozstvi.l’ V men§im mnoZstvi miize byt kyselina betulinova (7)
izolovana i  jinych druhii rostlin, napiiklad ze Ziziphus jujuba’®, Syzygium formosanum?*®

nebo Doliocarpus schottianus.?%?

Obrazek 5: Struktura kyseliny betulinové (7) a kyseliny betulonové (8)

Nejvyznamnéjsi biologickou vlastnosti kyseliny betulinové (7) je jeji cytotoxicka
aktivita.?2%324 Kyselina betulinova (7) vykazuje selektivni cytotoxickou aktivitu zejména

vii¢i melanomu, neuroektodermalnim a malignim buiikdm nadorti mozku.?2%

Za zminku dale stoji i anti-HIV?®, antibakterialni?’, protizanétliva?®,
hepatoprotektivni aktivita®® a dalsi.>>%! Bylo prokazano, ze molekula kyseliny betulinové
(7) funguje i jako antioxidant a pomaha tak redukovat oxidacéni stres, ktery muze byt
pfi¢inou mnoha patologickych zmén, napiiklad miZe vyvolat Parkinsonovu nebo
Alzheimerovu chorobu.3%

Jednoduchou modifikaci, oxidaci hydroxyskupiny na C-3, lze zkyseliny
betulinové (7) ziskat kyselinu betulonovou (8). Jinou metodou piipravy kyseliny
betulonové (8) je Jonesova oxidace betulinu (9), ktera vyuziva oxidacnich vlastnosti

)_33

oxidu chromového v kyselém prostiedi (Schéma 3).>° V literatufe je dale popsana

dvoukrokova syntéza opét vychazejici z betulinu (9), kdy v prvnim kroku vznika reakci
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se vzdusnym kyslikem za katalyzy Pd(OAc). betulon aldehyd (10), ktery je v dal$im

kroku oxidovén chloritanem sodnym na kyselinu betulonovou (8) (Schéma 3).3*

4//,

=
g

10

Schéma 3: Priprava kyseliny betulonové (8) z betulinu (9). (@) CrOs, aceton, 0 °C, 2 h;
(b)PA(OAC),, pyridin, toluen, vzduch, 80 °C, 7 h; (c) NaClO,, NaH,PO..H,0, 2-methyl-2-buten,
t-BuOH, rt, 12 h.

Kyselina betulonova (8) byla izolovana i z pfirodnich zdroji, naptiklad z listd
rostliny Pentalinon andrieuxii®, z kofent rostliny Ainsliaea acerifolia®, z Viscum
coloratum®” nebo z kiry biizy (Betula pubescens).®®

Biologické vlastnosti kyseliny betulonové (8) jsou velmi podobné biologickym
vlastnostem kyseliny betulinové (7). Kyselina betulonova (8) byla studovana pro své
antioxidac¢ni u€inky a schopnost snizovat organotoxicky efekt nékterych protinadorovych
hepatoprotektivni a dalsi.?!

Yang a kolektiv se zabyvali cytotoxickou aktivitou kyseliny betulonové (8)
a jejich derivati. Cytotoxicka aktivita Kyseliny 8 byla stanovena na péti nadorovych
liniich. Na linii MGC-803 (mucin6zni adenokarcinom Zaludku) byla naméfena hodnota
ICs0 = 17,7 uM, na linii PC3 (karcinom prostaty) bylo ICsp = 13,9 uM a na linii MCF7
(karcinom prsu) bylo ICso = 18,2 uM.*

15



2. Aromatické derivaty triterpeni

2.1 Derivaty allobetulonu

Babak a kolektiv popsali ve své praci zroku 2014 piipravu aromatického derivatu
allobetulonu 11 substituovaného Vv poloze C-2. Priprava (2S,2'R)-2-hydroxy[3-
(trifluoromethoxy)fenyl]-methylallobetulonu (11) vychazi z allobetulonu (6), ktery za
ptitomnosti katalytického mnozstvi KOH reaguje s 3-(trifluoromethoxy)benzaldehydem.

Jedna se o reakci typu aldolizace (Schéma 4).%

Schéma 4. Syntéza derivatu 11. (a) 3-(trifluoromethoxy)bezanzaldehyd, i-PrOH, KOH, var,
8 h.

Babak a kolektiv dale publikovali ptipravu jedenacti aromatickych derivati, a,8-
nenasycenych ketoni, 12a-12k (Obr. 6). Tyto derivaty lze pfipravit dvéma zpusoby, které
se lis$i podminkami, ale oba vychazi z molekuly allobetulonu (6). Prvni moznosti je var
allobetulonu (6) v isopropanolu a prostiedi KOH. Druha moznost vyuziva varu

allobetulonu (6) v xylenu v prostiedi kyseliny para-toluensulfonové (Schéma 5). *?

anebob

6 12a-12k

Schéma 5: Piiprava derivatii 12a-12k. (a) ArCHO, i-PrOH, KOH, var; (b) ArCHO, xylen, TsOH,

var.
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Obrazek 6: Aromatické derivaty allobetulonu 12a-12k

2.2 Derivaty betulinu

V roce 2016 Liu a kolektiv publikovali ¢lanek zaméfeny na piipravu aromatickych
a heterocyklickych derivatii kyseliny betulinové (7) a betulinu (9) za vyuziti Suzuki-
Miyaura nebo Stille couplingu. Byla ptipravena série 12 aromatickych derivati 16a—16l
(Obr. 7).

Syntéza derivati 16a-161 vychazi z betulinu (9), ktery byl ochranén pomoci
anhydridu kyseliny benzoové v bazickém prosttedi pyridinu. Produktem reakce byl ester
13, ktery byl pomoci PCC oxidovéan na ester kyseliny betulonové 14. V nasledujicim
kroku byl pfipraven enol-triflat 15 reakci esteru 14 s TfaNPh v bazickém prostiedi
KHMDS. Pomoci Suzuki-Miyaura cross-couplingu, nebo Stille couplingu, byl do
molekuly zaveden pozadovany aromaticky substituent (Ar). ZavéreCnym krokem
reakéniho sledu byla bazicka hydrolyza chranici skupiny pomoci LiOH nebo NaOH
(Schéma 6).

Derivaty 16a-161 (Obr. 7) byly in vitro testovany na anti-HIV a cytotoxickou

vvvvvv

ECs0 =11 nM.®
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potom f
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TfO

16a-161 15 14

Schéma 6: Priprava derivati 16a-161. (a) (PhCO).0, DMAP, pyridin, 60 °C, 3 h; (b) PCC,
CH.Cly, r.t., 2 h; (c) KHMDS, Tf.NPh, THF, -78 °C, 2 h; (d) Ar-B(OH),, Na,COs, K2CO3 nebo
KsPO4, Pd(PPhs)s, 1,4-dioxan nebo DME, H.0, 85-100 °C, 3-14 h; (e) Ar-SnBus, LICl,
Pd(PPhs)s, 1,4-dioxan, 85 °C, 15,5 h; (f) LiOH nebo NaOH, 1,4-dioxan, H»0, 75 °C, 3-18 h.

P 16a-16l

GHs
N—-NH 0=5=0 cl F OH
R= : COOH }{@/&N/,N @/NH }{@/coowl i COOH }(©/COOH
a b c d e f
OCH,4 COOH
}(©/COOH X©/COOH F;©/COOH CI;©/COOH H3C};©/COOS{©/NOZ
g h i i k I

Obrazek 7: Aromatické derivaty betulinu 16a-16l
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Vroce 2017 Gupta a kolektiv pfipravili sérii 12 benzylidenovych derivatl
betulinu 17a-171 (Obr. 8), jejichZz syntéza vychazi z kyseliny betulinové (7). Kyselina
betulinova (7) je pomoci PCC v dichlormethanu oxidovana na kyselinu betulonovou (8),
kterd je podrobena aldolové kondenzaci s riznymi aldehydy. Poslednim krokem je
redukce keto skupiny v poloze C-3 na OH skupinu pomoci NaBH4 v methanolu (Schéma
7).

Derivaty 17a-171 byly testovany na cytotoxickou aktivitu na Sesti lidskych
nadorovych liniich: A549 (adenokarcinom plic), PC-3 (karcinom prostaty), HCT116
(kolorektalni karcinom), MCF-7 (karcinom prsu), MIA PaCa-2 (karcinom pankreatu)
a fR2 (karcinom prsu). Slouceniny 17a a 17b vykazuji cytotoxickou aktivitu na nadorové
linii A549 s hodnotami ICso = 1,22 uM a 1,8 uM. Sloucenina 17¢ vykazuje cytotoxickou
aktivitu 1Cso v rozmezi 1,4-1,6 uM na nadorovych liniich A549, PC-3 a HCT-116.
Sloucenina 17i vykazuje cytotoxickou aktivitu 1Cso = 1,5 uM na nadorové linii MCT-
116, ICsp = 1,18 uM na nadorové liniit MCF-7 a ICso = 1.21 uM na nadorové linii MIA
PaCa-2.

17a-171 29a-29I

Schéma 7: Priprava derivatii 17a-17\. (a) PCC, DCM, rt, 2h; (b) RCHO, NaH, THF, 0 °C-r 1.,
1,5-2 h; (c) NaBH., MeOH, 0 °C-rt, 1-1,5 h.
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Obrazek 8: Struktury derivati 17a-17I

2.3 Derivaty kyseliny betulinové

V roce 2016 publikovali Liu a kolektiv ¢lanek zaméteny na ptipravu série aromatickych
derivatd kyseliny betulinové s potencialnimi anti-HIV uc¢inky. Celkem bylo pfipraveno
16 derivat (18a-18p), které jsou zobrazeny na Obrdazku 9.4

Pro piipravu derivatd 18a-18p byla vyuzita metoda Suzuki-Miyaura cross
couplingu. Priprava derivatti vychazela z komeréné dostupné kyseliny betulinové (7),
ktera byla ochranéna pomoci benzylbromidu v bazickém prostiedi. Produktem reakce byl
benzylester kyseliny betulinové (19), ktery byl pomoci PCC oxidovan na benzylester
kyseliny betulonové (20). V nasledujicim kroku byl ptipraven enol-triflat 21 reakci
benzylesteru 19 s Tf2NPh v bazickém prostiedi KHMDS. Pomoci Suzuki-Miyaura cross-
couplingu byl do molekuly zaveden pozadovany aromaticky substituent (Ar). Poslednim
krokem tohoto reak¢niho sledu bylo odchranéni benzylesteru reakei s vodikem pfi tlaku

1 atm za katalyzy Pd/C ve smési rozpoustédel ethyl acetat/methanol (Schéma 8).%3
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OBn

18a-18p

Schéma 8: (a) KoCOs, BnBr, 60 °C, 3 h; (b) PCC, CH.Cl,, t, 15 h; (¢) KHMDS, PhNTf,, THF,

-78 °C, 1 h; (d) Ar-B(OH),, Na,COs, Pd(PhsP)s, DME, H.0O, 100 °C, 1,5-3 h; (e) Pd/C, Ha,
1 atm, EtOAc, MeOH, rt, 3-24 h.

Derivaty 18a-18p (Obr. 9) byly testovany na antivirovou (inhibice wild type HIV-

1 infekce) a cytotoxickou aktivitu. Nejnad€jnéji se jevi derivat kyseliny 4-benzoové 18a,

ktery vykazuje hodnotu inhibice WT HIV-1 infekce ECso = 16 nM.*3
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Obrazek 9: Aromatické derivaty kyseliny betulinové 18a-18p substituované v poloze C-3

V roce 2018 publikovali Regueiro-Ren a kolektiv vyvoj derivatu BMS-955176

(22) (Obr. 10) s anti-HIV aktivitou. Tento derivat se fadi do tzv. druhé generace inhibitort

HIV1 a jiz usp&sné prosel fazi IIb klinického testovani.**

HOOC

Obrazek 10: Struktura BMS-955176 (22)
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Prace navazuje na derivat bevirimat (23) (Obr. 11), ktery skoncil ve fazi Ila
klinického testovani, a z jehoz struktury byla odvozena celd generace aromatickych

derivati kyseliny betulinové (7).%
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Obrazek 11: Struktura bevirimatu (23)

Spole¢n¢ s derivatem BMS-955176 (Obr. 10) byly piipraveny i aromatické
derivaty BMS-1 az BMS-3 (24-26) (Obr. 12), které se lisi substituci na C-28. Syntéza
vychazi z kyseliny betulinové (7), ze které je ve tfech krocich pfipraven enoltriflat, ktery
je podroben Suzuki-Miyura cross-couplingu a reduktivni debenzylaci. Cilové molekuly

24-26 jsou pak piipraveny sledem né&kolika dalsich reakénich krokd.*>44

R
24 OH
H
25 N N
% o
=
26 . K

BMS

Obrazek 12: Struktury derivatic BMS-1 az BMS-3 (24-26)

Genet a kolektiv publikovali v roce 2010 ptipravu aromatickych derivata kyseliny
betulinové (7) substituovanych v poloze C-3. Grignardovou reakci s kyselinou
betulonovou (8) byly pfipraveny diastereoizomery 27 a 28 (Obr. 13), které by se
potencialné mély vazat na GPCR receptory (receptory sprazené s G-proteinem) a ptisobit

jako selektivni agonisté TGRS, tedy jako potencialni 1é¢iva proti diabetu 2. typu.*®
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Obrazek 13: Struktury derivatii 27 a 28

2.4 Derivaty kyseliny betulonové

Gupta a kolektiv dale publikovali pfipravu 12 benzylidenovych derivati kyseliny
betulonové 29a-291 (Obr.14). Jejich syntéza vychazi z kyseliny betulinové (7), reakéni
sled je stejny jako v piipadé derivati kyseliny betulinové 17a-171 (Obr. 8) a je uvedeny
ve Schématu 7.4

Slouceniny 29a-29l byly, stejné jako derivaty 17a-171, testovany na cytotoxickou
aktivitu na Sesti nadorovych liniich (uvedenych diive). Slouc¢eniny 29b, 29c, 29d a 29h
vykazuji cytotoxicitu na nadorové linii A549 s hodnotami I1Cso = 1,7 uM (29b), 1,5 uM
(29¢), 3,0 uM (29d) a 1,7 uM (29h). Slouc¢enina 29c je aktivni i na nadorové linii HCT-
116, hodnota ICsp = 1,4 uM.
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Obrazek 14: Struktury derivati 29a-29I
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3. Heterocyklické derivaty triterpent

3.1 Derivaty allobetulonu

Ptiprava morfolinového derivatu allobetulonu 30 byla v literatufe popsana ttemi zptisoby.
Prvni z nich publikovali vroce 2007 Tolmacheva a kolektiv, ktefi vychazeli
z isopropenyletherketonu 31, jez vafili v morfolinu 8 hodin (Schéma 9). Dalsi moznosti
ptipravy derivatu 30 je var diastereoizomerni smési epoxy acetatd 32a a 32b
s morfolinem 16 az 20 hodin (Schéma 9).*® Tieti zptisob publikovali v roce 2012 Urban
a kolektiv, jejichz priprava vychazi z bromketonu 33, ktery za varu s mocovinou,
guanidinem nebo acetamidem v morfolinu poskytl ve vSech ptipadech morfolinovy
derivat 30 (Schéma 9). Cytotoxicka aktivita slouc¢eniny 30 byla méfena na nadorové linii

CEM (akutni lymfoblastick4 leukémie), hodnota cytotoxicyty byla ICso = 0,226 mmol/1.4°

Br.,,,
c,d nebo e
-—

0]

32a 32b

Schéma 9: Priprava morfolino derivatu 30. (a) morfolin, var, 8 h ; (b) morfolin, var, 16-20 h; (c)

mocovina nebo (d) guanidin nebo (e) acetamid v morfolinu, var, 3 h.

Tolmacheva a kolektiv popsali také ptipravu piperidinového derivatu 34
(Obr. 15), jehoz piiprava vychazi, stejné jako v pfipadé morfolinového derivatu 30,

Z racemické smési derivati 32a a 32b, které jsou vaieny s piperidinem.*®
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Obrazek 15: Struktura piperidinoveho derivatu allobetulonu (34)

3.2 Derivaty betulinu

Liu a kolektiv pfipravili pomoci Suzuki-Miyaura cross-couplingu celkem 5
heterocyklickych derivati betulinu, 35a-35e (Obr. 16), které byly pfipraveny stejnym
reakénim sledem jako derivaty 16a-16l (Schéma 6).

Derivaty 35a-35e byly testovany na antivirovou aktivitu vici WT HIV-1 infekci.
Vsechny testované derivaty vykazuji vysokou aktivitu vici této infekci v rozmezi hodnot

ECso 1,08 pM (derivat 35a) az 0,039 uM (derivat 35d).43

H HOOC HOOC
Rz NYCOOH - CO0 _ N Hooc
| | _ HN<7 NI Y
_N N ~N S
a b c d e

Obrazek 16: Struktury heterocyklickych derivatii betulinu (35a-35€)

3.3 Derivaty kyseliny betulinové

V literatufe je popsana piiprava dvou heterocyklickych derivati kyseliny betulinové
substituovanych v poloze C-3, konkrétn¢ jde o derivaty 36 a 37 (Obr. 17), jez byly
pfipraveny pomoci Suzuki-Miyaura cross-couplingu. Reakéni sled je obdobny jako
Vv ptipad¢ syntézy série aromatickych derivata kyseliny betulinové (18a-18p), ktera je

uvedena na Schématu 8. Slou¢eniny 36 a 37 byly testovany na antivirovou aktivitu viuci
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WT HIV-1 infekci. Derivat 36 vykazoval hodnotu ECsp = 0,167 uM a derivat 37 ECso =
0,059 uM.*3

Obrdazek 17: Struktura heterocyklickych derivatii 36 a 37

Genet a kolektiv popsali ptipravu nejen aromatickych derivata 27 a 28, ale
I heterocyklickych derivatd kyseliny betulinové 38a a 38b (Obr. 18) pomoci Grignardovy
reakce. Slouceniny 38a a 38b byly pfipraveny jako potencialni selektivni agonisté TGRS

(receptor spiazeny s G-proteinem), ktefi maji potencial pfi 16¢bé diabetu 2. typu.*®

R1 R2

a OH 5;
z \
N=N
b ©\/'\Il\/)_§ OH
38a-38b

Obrdazek 18: Struktury derivati 38a a 38b

3.4 Derivaty kyseliny betulonové

Gupta a kolektiv piipravili tfi heterocyklické derivaty kyseliny betulonové 39-41.
Slouceniny 39-41 byly pfipraveny obdobnych reakénim sledem, jaky je popsan na
Schématu 7.4

Slouceniny byly testovany na cytotoxickou aktivitu na Sesti lidskych bunécnych

nadorovych liniich. Nejnadéjnéji se jevi derivat 40, ktery vykazuje hodnotu cytotoxicity
ICs0 = 1,97 uM na nadorové linii HCT-116.4
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Obrdazek 19: Struktury derivati 39, 40, a 41
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Priprava vychozich slouc¢enin pro syntézu derivati allobetulonu

V ramci naSi vyzkumné skupiny jiz byla pfipravena série aromatickych derivati
allobetulonu (1) pomoci Suzuki-Miyaura cross-couplingu.> Rozhodli jsme se doplnit tuto
knihovnu o sérii heterocyklickych derivati, u nichz se predpoklada, ze by mohly
vykazovat vyssi cytotoxickou aktivitu nez derivaty aromatické.

Série derivati allobetulonu (I) byla pfipravovana jako prvni z davodu
predpokladu snadnéjsi purifikace a lepsi rozpustnosti finalnich produktd. Pfi reakcich
obvykle nedochazi ke vzniku vedlejsich produkt, narozdil od syntézy derivatu kyseliny

betulonové (XXV), a soucasné neni potieba pouziti zadnych chranicich skupin.
4.1.1. 2-Hydroxyallobetulon-1-en (1)

Vychozi slouceninou pro reakci byl allobetulon (I), ktery reagoval s terc-
butoxidem draselnym v terc-butanolu za energického michani a ptistupu vzduchu. Jedna
se o reakei, kterd je v chemii triterpent jiz zavedend a popsana v literatuie. >t

Reakce poskytla diosfenol 11 ve vytézku 93 % (Schéma 10). *H NMR spektrum

13,51

tohoto derivatu se shodovalo s literaturou.

Schéma 10: (a) terc-butoxid draselny, terc-butanol, 40 °C, 4 h; (b) Ti.NPh, TEA, DMAP, DCM,
rt, 1,5 h.

4.1.2 2-(Trifluoromethylsulfonyl)allobetulon-1-en (111)

Ptisun triflatu 111 byl proveden celkem ¢tytikrat. Sloucenina Il byla pfenesena do
vyzihané a pod proudem dusiku ochlazené Schlenkovy banky opatifené septem
a michadlem. Do banky bylo dale ptidano 1,5 eq. Tf2NPh, 3 eq. TEA, 10 molarnich
procent katalyzatoru DMAP a bezvody DCM (Schéma 10). Postupné doslo k barevné
zméné reakéni smési ze svétle zluté na tmavé Gervenou.>
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Reakéni smés byla zpracovana extrakci do EtOAc, ktery byl odpafen na RVO
a surovy produkt byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu. Enotriflat 111

byl ziskan ve vytézku 90 %. 'H NMR spektrum tohoto derivéatu se shodovalo s literaturou.

4.2 Priprava aromatickych a heterocyklickych derivati allobetulonu

V ramci pripravy série heterocyklickych derivati allobetulonu (1) byl nejprve
syntetizovan aromaticky p-tolyl derivat 1V, ktery byl jiz interné piipraven i plné
charakterizovan.®® Cilem piipravy tohoto derivatu bylo vyzkouset si metodiku Suzuki-
Miyaura cross-couplingu, zpracovani reakéni smési a jeji purifikaci.

V dalSich reakcich jiz byly pouzity nové zakoupené heterocyklické boronové
kyseliny, u kterych se ptedpokladalo, Ze by mohly byt za danych reak¢énich podminek
nestabilni, coZ se ve dvou ptipadech ukazalo jako redlny problém. Pii téchto dvou
reakcich pravdépodobné dochazelo krozkladu boronovych kyselin, ¢i vzniklych

produktii, pfimo v reakéni smési, coz bude diskutovano nize.
4.2.1 2-p-Tolylallobetulon-1-en (1V)

Modelovy postup ptipravy aromatického derivatu triterpenu pomoci Suzuki-
Miyaura cross-couplingové reakce, ktery byl nasledné aplikovan pro ptipravu
heterocyklickych derivati triterpent:

Vychozi slouc¢eninou pro piipravu tolyl derivatu 1V byl enoltriflat 111, ktery byl
rozpustén v 1,4-dioxanu a pomoci stiikacky ptrenesen do vyZzihané a pod proudem dusiku
ochlazené slzové banky opatiené septem a michadlem. Do slzové banky byly dale ptfidany
2 eg. 4-methylfenylboronové kyseliny rozpusténé v 2-propanolu a 2 eq. uhli¢itanu
draseln¢ho rozpusténého ve vode€. Pro zahajeni reakce bylo pfisypano katalytické
mnozstvi (2 mol %) PdCl2(PPhs)2. Reakce byla ponechana reagovat pies noc pii teploté
90 °C (Schéma 11).%°

Reakéni smés byla zpracovéana extrakei do EtOAc, ktery byl odpafen na RVO.
Surovy produkt 1V byl €istén sloupcovou chromatografii na silikagelu. Celkem bylo po
zpracovani a purifikaci ziskano 71 mg (79 %) tolylderivatu IV. Produkt reakce byl jiz
V nasi vyzkumné skupiné ptipraven a charakterizovan, proto byl srovnan se standardem
pomoci TLC, Rf obou latek se shodovaly. Také *H NMR spektrum tolylu 1V se shodovalo

se spektrem interniho standardu.
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Schéma 11: (a) 4-methylfenylboronova kyselina, KoCOs, PACl2(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-propanol,
H20, 90 °C, pres noc.

4.2.2 2-(Pyridin-4-yl)-allobetulon-1-en (V)

Pyridin-4-yl derivat V byl pfipraven analogicky podle vy$e zminéného
modelového postupu reakci enoltriflatu 111 s pyridin-4-boronovou kyselinou (Schéma
12). Reak¢ni smés byla CiSténa sloupcovou chromatografii na silikagelu za poskytnuti
derivatu V v mnozstvi 65 mg (74 %). Struktura derivatu V byla potvrzena pomoci
spektralnich dat. V'H NMR spektru byly kromé signaléi typickych pro skelet
allobetulonu nalezeny dva dublety dubletu pii 8.56 a 7.24 ppm, kazdy s integralem dva,
odpovidajici signalim pyridin-4-ylu. Dale byl nalezen singlet s integralem jedna pti 7.30

ppm odpovidajici signalu H-1.
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Schéma 12: (a) pyridin-4-boronovd kyselina, K;COs, PdCIl,(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-propanol,
H20, 90 °C, pres noc.

4.2.3 2—(Furan-3-yl)-allobetulon-1-en (VI)

Furan-3-yl derivat VI byl ptipraven analogicky podle vyse zminéného postupu
reakci enoltriflatu 111 s furan-3-boronovou kyselinou (Schéma 13). Reakce byla
provedena dvakrat. Surovy produkt VI byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu
s vytézkem 76 - 85 %. Struktura derivatu VI byla potvrzena pomoci spektralnich dat.
V 'H NMR spektru byly kromé signali typickych pro skelet allobetulonu nalezeny dublet
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dubletu pti 7.96 ppm, multiplet pii 7.39 - 7.36 ppm a dublet dubletu pti 6.51 ppm vse
s integralem jedna, odpovidajici signalim furan-3-ylu. Dale byl nalezen singlet pii 7.20

ppm s integralem jedna odpovidajici H-1.
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Schéma 13: (a) furan-3-boronova kyselina, K2COs, PdCly(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-propanol, H-O,
90 °C, pres noc.

4.2.4 2-(Thiofen-2-yl)-allobetulon-1-en (V1)

Thiofen-2-yl derivat VIl byl piipraven obdobné jako piedeslé derivaty reakci
enoltriflatu 111 s thiofen-2-boronovou kyselinou (Schéma 14). Produkt byl purifikovan
pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu s vytézkem 66 %. Struktura derivatu V11
byla potvrzena pomoci spektralnich dat. V *H NMR spektru byl kromé signali typickych
pro skelet allobetulonu nalezen dublet p#i 7.28 ppm, multiplet pii 7.26 - 7.23 ppm a dublet
dubletu pii 7.00 ppm vSe s integralem jedna, odpovidajici thiofen-2-ylu. Dale byl nalezen
singlet pfi 7.35 ppm S integralem jedna odpovidajici H-1.

TfO

Schéma 14: (a) thiofen-2-boronovd kyselina, KoCOs, PdClx(PPhs)z, 1,4-dioxan, 2-propanol,
H20, 90 °C, pres noc.

4.2.5 2-(Thiofen-3-yl)-allobetulon-1-en (VII1)

Thiofen-3-yl derivat V11 byl pfipraven analogicky jako predeslé derivaty Suzuki-
Miyaura cross-couplingem triflatu 111 s thiofen-3-boronovou kyselinou (Schéma 15).

Produkt byl ptecistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu. Vytézek reakce
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byl 74 %. Struktura byla potvrzena pomoci spektralnich dat. V *H NMR spektru byly
kromé¢ signalt typickych pro skelet allobetulonu nalezeny dublet dubletu pii 7.56 ppm
s integralem jedna, multiplet pii 7.20 ppm s integralem dva a dublet dubletu pti 7.20 ppm

s integralem jedna odpovidajici signaltiim thiofen-3-ylu a vodiku H-1.

TfO
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Schéma 15: (a) thiofen-3-boronovd kyselina, K.CQOs, PdCIy(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-propanol,
H20, 90 °C, pres noc.

4.2.6 2-(Benzo[b]thien-2-yl)-allobetulon-1-en (1X)

Benzo[b]thien-2-yl derivat IX byl pifipraven obdobnym postupem jako piedeslé
derivaty reakci triflatu 111 s benzo[b]thien-2-ylboronovou kyselinou (Schéma 16). Surovy
produkt byl ptecistén sloupcovou chromatografii na silikagelu. Reakce byla provedena
dvakrat, nejprve s vytézkem 38 %, a podruhé s vytézkem 81 %. Rozdil ve vytézcich byl
zpusoben ¢asteénym rozkladem prvni Sarze derivatu stanim na vzduchu. S druhou varkou
Jiz bylo nakladano obezietnéji, produkt byl uchovavan pod atmosférou dusiku a ulozen
pfi -18 °C. Struktura derivatu IX byla potvrzena pomoci spektralnich dat. V *H NMR
spektru byly kromé signalii typickych pro skelet allobetulonu nalezeny dva multiplety pti
7.79 — 7.75 ppm a7.73 — 7.69 ppm, singlet pii 7.60 ppm, vSe S integralem jedna, a
multiplet pfi 7.33 — 7.26 ppm s integralem dva odpovidajici signalam benzo[b]thien-2-

ylu. Déle byl nalezen singlet pii 7.42 ppm S integralem jedna odpovidajici H-1.
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Schéma 16: (a) benzo[bjthien-2-ylboronova kyselina, K.CQOs, PdClx(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-
propanol, H20, 90 °C, pres noc.

4.2.7 2-(1,4-Benzodioxan-6-yl)-allobetulon-1-en (X)

1,4-Benzodioxan-6-yl X byl pfipraven analogicky jako piedeslé derivaty Suzuki-
Miyaura cross-couplingem triflatu 11l s 1,4-benzodioxan-6-boronovou kyselinou
(Schéma 17). Produkt byl pieistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu
s vytézkem 60 %. Struktura derivatu X byla potvrzena pomoci spektralnich dat. V *H
NMR spektru byl kromé signali typickych pro skelet allobetulonu nalezen multiplet pii
6.81 ppm s integralem tfi a multiplet pti 4.28 - 4.23 ppm s integralem ¢tyii odpovidajici
1,4-benzodioxan-6-ylu. Dale byl nalezen singlet sintegralem jedna pii 7.10 ppm

odpovidajici H-1.

Schéma 17: (a) 1,4-benzodioxan-6-boronova kyselina, K,CQOs, PdCI(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-
propanol, H20, 90 °C, pres noc.

4.2.8 2-(Indazol-6-yl)-allobetulon-1-en (XI)

Indazol-6-yl XI byl pfipraven analogicky jako v ptedeslych ptipadech reakci
triflatu 111 s indazol-6-boronovou kyselinou (Schéma 18). Pti reakci byly optimalizovany
reak¢éni podminky a bylo pouzito 1,2 eq. boronové kyseliny namisto ptivodnich 2 eq. Po
zpracovani reakéni smeési byl surovy derivat XI ¢istén dvakrat pomoci sloupcové
chromatografie na silikagelu. Vytézek ¢inil 62 %. Struktura derivatu XI byla potvrzena

pomoci spektralnich dat. V *H NMR spektru byl kromé signali typickych pro skelet
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allobetulonu nalezen singlet pii 8.04 ppm, dublet pii 7.70 ppm a dublet dubletu pfi 7.10
ppm vse s integralem jedna a multiplet pii 7.28 — 7.26 ppm s integralem dva odpovidajici
indazol-6-ylu. Dale byl nalezen singlet pii 7.50 ppm s integralem jedna odpovidajici
vodiku H-1.
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Schéma 18: (a) indazol-6-boronovad kyselina, K;COs, PdCly(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-propanol,
H20, 90 °C, pres noc.

4.2.9 2-(1H-Pyrazol-4-yl)-allobetulon-1-en (XII)

Derivat XII se nepodatilo ptipravit, molekula pravdépodobné podléha rozkladu
ptimo v reak¢éni smési. Reakce byla opakovana a jeji pribéh byl monitorovan pomoci
TLC (monitoring byl provadén kazdou hodinu, pozdéji byla reakce ponechana reagovat
pies noc), avSak se stejnym vysledkem jako v prvnim ptipadé (Schéma 19). Pii reakci byl
od zacatku pozorovan vznik sloZité reakéni smési, kterou se ani pii opakované purifikaci
sloupcovou chromatografii na silikagelu nepodafilo rozdé€lit. Smés byla analyzovana
pomoci LC-MS. V hmotnostnim spektru byl mimo fady vedlejsich produkti, z nichz byl
identifikovan pouze dimer boronové kyseliny, pozorovan i hmotnostni pik pyrazolu XII,

produkt se vsak nepodatilo samostatné izolovat.

g ]
2

Schéma 19: (a) 1H-pyrazol-4-boronova kyselina, K,COs, PACl>(PPha),, 1,4-dioxan, 2-propanol,
H20, 90 °C, pres noc.
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4.2.10 2-(Isochinolin-4-yl)-allobetulon-1-en (XI11)

Isochinolin-4-yl XII1 byl pfipraven obdobné jako predeslé derivaty Suzuki-
Miyaura cross-couplingovou reakci enoltriflatu 111 a isochinolin-4-boronové kyseliny
(Schéma 20). Produkt byl CiStén sloupcovou chromatografii na silikagelu, ale i po
purifikaci obsahoval zbytek vychozi boronové kyseliny. Reakce byla znovu opakovana
s modifikovanymi reak¢énimi podminkami — bylo pouzito 1,2 eq. isochinolin-4-boronové
kyseliny. Produkt byl nasledné ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu a vytézek
reakce byl 72 %. Struktura derivatu XI11 byla potvrzena pomoci spektralnich dat. V *H
NMR spektru byl kromé signall typickych pro skelet allobetulonu nalezen singlet pti 9.20
ppm, singlet pti 8.27 ppm, dublet pii 7.98 ppm a multiplet pii 7.68-7.63 ppm vse
s integralem jedna a triplet pfi 7.58 ppm s integralem dva odpovidajici isochinolin-4-ylu.
Dale byl ve spektru nalezen singlet pfi 7.29 ppm s integralem jedna odpovidajici vodiku

H-1.
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Schéma 20: (a) isochinolin-4-boronovd kyselina, K;COs, PdCl>(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-propanol,
H20, 90 °C, pres noc.

4.2.11 2-(5-Chlorothiofen-2-yl)-allobetulon-1-en (XIV)

5-Chlorothiofen-2-yl derivat X1V byl pripraven analogicky jako piedeslé derivaty
reakci triflatu 111 s 5-chlorothiofen-2-boronovou kyselinou (Schéma 21). Déle byl surovy
derivat dvakrat precistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu. Vytézek reakce
byl 73 %. Struktura derivatu X1V byla potvrzena pomoci spektralnich dat. V *H NMR
spektru byly kromé signalt typickych pro skelet allobetulonu nalezeny dva dublety pfi
7.03 a 6.80 ppm s integralem jedna odpovidajici 5-chlorothiofen-2-ylu. Dale byl nalezen
singlet pti 7.30 ppm S integralem jedna odpovidajici H-1.

37



~
~

TfO

~
'

Schéma 21: (a) 5-chlorothiofen-2-boronova kyselina, K;COs, PdCIy(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-
propanol, H20, 90 °C, pres noc.

4.2.12 2-(Furan-2-yl)-allobetulon-1-en (XV)

Furan-2-yl derivat XV byl pfipraven obdobnym zplisobem jako ptedeslé derivaty
reakei triflatu 111 s furan-2-boronovou kyselinou (Schéma 22). Surovy derivat XV byl
piecistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu. Furan-2-yl derivat XV byl
ziskan v mnozstvi 72 mg, coz odpovida vytézku 84 %. Struktura derivatu XV byla
ovéfena pomoci spektralnich dat. V *H NMR spektru byly kromé signaldl typickych pro
skelet allobetulonu nalezeny dva dublety pii 7.34 a 6.82 ppm a dublet dubletu pfi
6.41 ppm, vse s integralem jedna, odpovidajici tfem vodikim furan-2-ylu. Dale byl

nalezen singlet pii 7.52 ppm S integralem jedna odpovidajici H-1.

Schéma 22: (a) furan-2-bornova kyselina, K,CO3z, PdCIy(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-propanol, H,0,
90 °C, pres noc.

4.2.13 2-(Pyridin-2-yl)-allobetulon-1-en (XVI)

Pyridin-2-yl derivat XV se nepodatilo ptipravit (Schéma 23). Po ukonceni reakce
byla izolovana smés dvou latek v poméru 1:1, které mély na TLC blizké Rf. Smés byla
¢isténa sloupcovou chromatografii na silikagelu. Jednotlivé latky se nedafilo oddélit. Jak
je patrné z *H NMR spektra, ani jedna z molekul neni kyZzeny produkt reakce, ale jedna
se 0 blize neidentifikované terpenické vedlejsi produkty. Reakce byla opakovana za

poskytnuti stejného vysledku.
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Schéma 23: (a) pyridin-2-boronova kyselina, K,COs, PdCly(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-propanol,
H.0, 90 °C, pres noc.

4.2.14 2-(Indol-5-yl)-allobetulon-1-en (XVII)

Indol-5-yl derivat XV 11 byl pfipraven obdobnym postupem jako predeslé derivaty
pomoci Suzuki-Miyaura cross-couplingu mezi triflitem 11l a indol-5-boronovou
kyselinou (Schéma 24). Surovy produkt byl piec¢istén pomoci sloupcové chromatografie
na silikagelu. Vytézek reakce byl 62 %.

Struktura derivatu XVII byla potvrzena pomoci spektralnich dat. V *H NMR
spektru byl kromé signali odpovidajicich skeletu allobetulonu nalezen singlet pii 8.1
ppm, dublet pii 7.58 ppm, dublet pii 7.34 ppm, dublet dubletu pii 7.13 ppm a multiplet
pii 6.56 — 6.50 ppm vSe s integralem jedna a multiplet pii 7.20 — 7.17 ppm s integralem
dva odpovidajici indol-5-ylu a vodiku H-1.

Reakce byla provedena dvakrat, protoze derivat XVII je nestabilni a podléha
pozvolnému rozkladu v roztoku, na vzduchu, dokonce i pod atmosférou dusiku pii 4 °C,

proto musi byt skladovan pod atmosférou dusiku pfti teploté -18 °C.
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Schéma 24: (a) indol-5-boronova kyselina, K;COs, PdCl(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-propanol, H20,
90 °C, pres noc.

4.2.15 2-(Pyrimidin-5-yl)-allobetulon-1-en (XV1II)

Pyrimidin-5-yl derivat XVII byl pfipraven analogickym postupem jako piedeslé
derivaty reakeci triflatu 111 s pyrimidin-5-boronovou kyselinou (Schéma 25). Produkt byl
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¢iStén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu. Vytézek ¢inil 72 %. Struktura
derivatu XV111 byla potvrzena pomoci spektralnich dat. V *H NMR spektru byl kromé
signalt typickych pro skelet allobetulonu nalezen singlet pii 9.11 ppm s integralem jedna
a singlet pii 8.69 ppm s integralem dva, odpovidajici pyrimidin-5-ylu. Dale byl nalezen

singlet pfi 7.29 ppm s integralem jedna odpovidajici H-1.

Schéma 25: (a) pyrimidin-5-boronova kyselina, K;COs, PdCIz(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-propanol,
H20, 90 °C, pres noc.

4.2.16 2-(Pyridin-3-yl)-allobetulon-1-en (X1X)

Pyridin-3-yl derivat XIX byl pfipraven analogicky jako predeslé derivaty Suzuki-
Miyaura cross-couplingem triflatu 111 s pyridin-3-boronovou kyselinou (Schéma 26).
Produkt byl precistén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu. Vytézek reakce
byl 76 %. Struktura byla potvrzena pomoci spektralnich dat. V *H NMR spektru byl
kromé signall typickych pro skelet allobetulonu nalezen singlet pfi 8.51 ppm S integralem
dva, multiplet pti 7.69 — 7.64 ppm s integralem jedna a multiplet pfi 7.25 — 7.22 ppm

s integralem dva odpovidajici signalim pyridin-3-ylu a vodiku H-1.
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Schéma 26: (a) pyridin-3-boronovd kyselina, K,COs, PdCI,(PPhs),, 1,4-dioxan, 2-propanol,
H-0, 85 °C, pres noc.

40



4.3. Priprava  vychozich sloucenin pro syntézu derivati
benzylbetulonatu a kyseliny betulonové

Jiz dfive byla v rdmci nasi vyzkumné skupiny pfipravena série aromatickych derivati
kyseliny betulonové (XXV) pomoci Suzuki-Miyaura cross-couplingu.®®>? Ngkteré
z derivatt vykazuji selektivitu vii¢i nddorovym bunécnym liniim s hodnotami ICsp v fadu
jednotek uM az stovek NM. Z tohoto diivodu méla byt piipravena série heterocyklickych
derivatii kyseliny XXV, u kterych piedpokladame srovnatelnou ¢i vyssi cytotoxickou
aktivitu ve srovnani s derivaty aromatickymi, coz koreluje s poznatky publikovanymi
v literatufe.>®>*

Na zacatku syntézy je potieba esterifikovat volnou karboxylovou skupinu na C-
17 benzylbromidem z divodu lepsi rozpustnosti esterd a jejich snadnéjs$i manipulace
napf. pfi purifikaci, ve srovnani s derivaty s volnou karboxylovou funkci. Pfedpokladalo
se také, ze chranéni je nezbytné pro hladky pribéh syntézy enoltriflatu XXIV.
Rozhodujicim krokem této reakéni cesty se jevi finalni deprotekce benzylesteru, ktera
bude muset byt peclivé optimalizovana.

Derivaty s volnou COOH skupinou vykazuji obecné vyssi cytotoxickou aktivitu

nez benzylestery.
4.3.1. Benzylbetulinat (XXI)

Vychozi slou€eninou pro reakci byla komeréné dostupnd kyselina betulinova
(XX), ktera reagovala s benzylbromidem za ptfitomnosti uhli¢itanu draselného,
dimethylformamidu a acetonitrulu (Schéma 27). Reakce byla provedena z 15 g kyseliny
betulinové (XX) jako vychozi latky a produktem reakce byl benzylester XXI ziskany ve

vytézku 97 %. *H NMR spektrum se shodovalo s literaturou.®
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Schéma 27: (a) BnBr, K.COs, acetonitril, DMF, 60 °C, 16 h; (b) trihydrat octanu sodného,
dihydrat dichromanu sodného, 1,4-dioxan, AcCOH, (CH3CO),0, r.t., 16 h; (c) vzduch/O,, t-BuOK,
t-BuOH, 40 °C, 2-4 h; (d) Tf,NPh, TEA, DMAP, DCM, r.t., 4 h.

4.3.2. Benzylbetulonat (XXII)

K oxidaci benzylesteru XXI bylo vyuzito 1,8 eq. dihydratu dichromanu sodného
a 1,5 eq. trihydratu octanu sodného v systému 1,4-dioxanu, kyseliny octové
a acetanhydridu (Schéma 27). Reak¢ni smés byla vytiepana s nasycenym roztokem
KHCO3 do neutrdlniho pH, extrahovédna do EtOAc a c¢iSténa pomoci sloupcové
chromatografie na silikagelu. Reakce byla provedena celkem tfikrat. Byl ziskan
benzylbetulonat XXI1. Vytézky jednotlivych reakci se pohybovaly v rozmezi 69-83 %.
'H NMR spektrum bylo shodné s literaturou.®

4.3.3. 2-Hydroxy-benzylbetulonat-1-en (XXIII)

Vychozi slouceninou pro reakci byl benzylbetulonat XXII, ktery reagoval s terc-
butoxidem draselnym v terc-butanolu za energického michéni a pfistupu vzduchu pfi
40 °C (Schéma 27). Prubeh reakce byl monitorovan pomoci TLC (vice viz nize).

Po ukonceni reakce byla reakéni smés neutralizovana roztokem vody okyselené
kyselinou chlorovodikovou, extrahovana do EtOAc a d¢isténa pomoci sloupcové
chromatografie na silikagelu. Reakce poskytla diosfenol XXII1 ve vytézku 82 % avsak
jako smés s benzylbetulonatem XXII v poméru 1:1, ¢istota produktu tak byla pouhych

50 %. Bylo zjisténo, ze diosfenol XXI11 podléha na vzduchu pfi r.t. pozvolnému rozkladu
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na blize nestudovanou smés latek, a proto musi byt uchovavan pod atmosférou dusiku pfi
4 °C 56,57

Reakce byla nékolikrat opakovana, protoze vychozi latka XXI1 a produkt reakce,
diosfenol XXII1I, maji na TLC velmi podobny reten¢ni faktor a jsou Spatné rozliSitelné.
| ptes prodlouzeni reakéniho Casu ze 4 h na 7 h nedochézelo ke 100% konverzi a reakce
stale poskytovala smés vychozi latky a produktu, kterou neslo zcela oddélit ani pomoci
nekolikanasobné sloupcové chromatografie na silikagelu, proto byl optimalizovan postup
pro monitoring reakce.

TLC f6lie byla ptfed nanesenim vzorkii namoc¢ena do roztoku AgNO3 V systému
MeOH/H20 5:1 a vysusena ve vodorovné poloze volné na vzduchu. Po naneseni vzorkt
byla mobilni faze ponechana dvakrat vzlinat, poté byla TLC folie vysuSena a nasledné
namocena do roztoku zfedéné kyseliny sirové a vypalena pii 150-200 °C. Po vypaleni
byly skvrny vychozi latky a produktu rozlisitelné na zaklad¢ rozdilné barvy.

Z casovych divodu nebyla reakce s nové vyvinutym monitoringem opakovana ve

vétsim métitku, problematikou se v budoucnu budu dale zabyvat.
4.3.4. 2-(Trifluoromethylsulfonyl)benzylbetulonat-1-en (XXIV)

Sloucenina XXI1I byla ptfenesena do vyZzihané a pod proudem dusiku ochlazené
Schlenkovy batiky opatiené septem a michadlem. Do baniky bylo dale pfidano 1,5 eq.
Tf,NPh, 3 eq. TEA, 10 molarnich procent DMAP a bezvody DCM (Schéma 27).%°
Po ukonceni reakce byla reak¢éni smés zpracovana extrakci do EtOAc, ktery byl odpaten
na RVO a surovy produkt byl ¢istén pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu.
Enotriflat XXIV byl ziskan pouze ve vytézku 12 %, protoze vychozi diosfenol XXI11 byl
pouzit jako smés s benzylbetulonatem XXII (1:1). Reakce je ziejmé citliva na pfitomnost
neCistot a bude opakovana po piisunu Cistého diosfenolu XXIII. Produkt byl
charakterizovan pomoci *H NMR. *H NMR spektrum bylo shodné s literaturou.*
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4.4, Priprava vychozich sloucenin pro syntézu derivati kyseliny
betulonové

Tento alternativni postup piipravy vychozich latek pro syntézu derivati kyseliny
betulonové (XXV) byl zafazen z divodu problematické ptipravy diosfenolu XXIII
v predeslé kapitole. Tato cesta by poskytovala vyhody v podobé zkraceni syntézy o dva
reak¢ni kroky, zavedeni chranici skupiny a findlni deprotekci vSech derivati.

Tento synteticky postup vychazi z kyseliny betulonové (XXV), ktera je jiz
v prvnim kroku oxidovéna na diosfenol XXVI, a nésledn¢ pfevedena na enoltriflat
XXVII svolnou karboxylovou funkei. Jako problematicky krok se ukdazala reakce
poskytujici triflat XXVII, pii které vznika smés dvou latek, ktera je jen obtizné
separovatelna pomoci sloupcové chromatografie. Smés produktii je nestabilni a podléha
rozkladu 1 pfi uchovani za inertnich podminek pii 4 °C.

Jako perspektivnéj$i se jevi pavodni syntéza, ktera vyuziva chranici skupiny, a
pro jejiz nejproblematicté;si ¢ast byla vyvinuta nova metoda monitoringu pomoci TLC,

ktera byla diskutovéana v predeslé kapitole.
4.4.1 2-Hydroxybetulon-1-enova kyselina (XXVI)

Vychozi slouc¢eninou pro reakci byla kyselina betulonova (XXV), ktera reagovala
analogicky jako 3-oxotriterpeny I a XXII s terc-butoxidem draselnym v terc-butanolu za
energického michéani a pftistupu vzduchu pii 40 °C (Schéma 28). Pribéh reakce byl
monitorovan pomoci TLC. Reakce poskytla diosfenol XXV ve vytézku 82 %, jehoz *H

NMR spektrum se shodovalo s literaturou.®

Schéma 28: (a) vzduch/O,, t-BuOK, t-BuOH, 40 °C, 4 h; (b) Tf,2NPh, TEA, DMAP, DCM, r.t.,
20 min.

4.4.2. 2-(Trifluoromethylsulfonyl)-betulon-1-enova kyselina (XXV11)

Pro ptipravu enoltriflitu  XXVII byly nejprve vyzkouSeny stejné reakeni

podminky jako pii piipravé enoltriflata 111 a XXIV. Byly pouzity 3 eq. TEA, 10 mol %
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katalyzatoru DMAP a 1,5 eq. TENPh (Schéma 28). Pribéh reakce byl monitorovan
pomoci TLC po dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby byl v reakéni smési nadéle patrny
zbytek vychozi latky, proto byl proveden pokus o optimalizaci reakénich podminek.

Bylo nasazeno nékolik testovacich reakci v analytickém méfitku, jejichz
podminky jsou shrnuty v Tabulce 1. Byl optimalizovan pocet eq. TEA (b), DMAP (c) i
THoNPh (d-g). Vsechny reakce byly monitorovany pomoci TLC (zpocatku po 20
minutach, pozd¢ji po hodindch). Tyto reakce nebyly déle zpracovavany.

V piipadech reakci b-d nedoslo ke stoprocentni konverzi vychoziho diosfenolu
XXVI avV rekéni smési se kromé produktu XXVII tvofil i neznamy vedlejsi produkt.

Pii pouziti dvou a vice eq. ¢inidla Tf2NPh (reakéni podminky e-g) doslo po
20 minutach ke vzniku dvou produktti v poméru zhruba 1:1, které mély na TLC podobné
retenéni faktory. Reakce e, f a g poskytovaly dle TLC konverzi 100 %, avsak ve vétsim
métitku byla nasazena pouze reakce e, protoze u ni byl pozorovan vznik nejméné
minoritnich vedlejSich produkt. Po uplném zreagovani diosfenolu XXVI byla reakéni
smés zpracovana obdobn¢ jako Vv ptipadé enoltriflata 111 a XXIV, a poté byla ¢isténa
pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu. Podaftilo se ziskat n€kolik ¢istych frakci
kyzeného produktu XXVII, které odpovidaly vytézku 20 %. Zbytek frakci tvotila smés
produktu XXVII a neznamého vedlejsiho produktu, ktery nebyl dale studovan, protoze

se jej nepodafilo samostatné izolovat.

TEA DMAP Tf.NPh TLC monitoring
a* 3 eq. 10 mol % 1,5¢€q. VL +P+ VP
b 1,5eq. 10 mol % 1,5eq. VL + P+ VP
c 3 eq. 5 mol % 1,5¢€q. VL +P+VP
d 3 eq. 10 mol % 1,1eq. VL +P + VP
e 3eq. 10 mol % 2 eq. P+ VP
f 3 eq. 10 mol % 2,5 eq. P+ VP
g 3 eq. 10 mol % 3 eq. P+VP

Tabulka 1: Optimalizace reakcénich podminek pro pripravu enoltriflatu XV, *Vychozi reakcni
podminky pouzité v reakcich s diosfenoly 11 a XXXII.
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5. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo piipravit triterpenoidni triflaty z komercné
dostupného allobetulonu (1) a kyseliny betulinové (XX) pro naslednou syntézu malé
knihovny novych heterocyklickych derivati triterpenii modifikovanych v poloze C-2
pomoci Suzuki-Miyaura cross-couplingové reakce za t¢elem testovani jejich cytotoxické
aktivity.

V teoretické Casti prace byla vypracovana literarni reSerSe pojednavajici o
aromatickych a heterocyklickych derivatech allobetulonu (1), betulinu, kyseliny
betulinové (XX) a kyseliny betulonové (XXV) modifikovanych v polohach C-2 a C-3 se
zaméfenim na jejich biologické ucinky.

V diskuzni ¢éasti prace je nejprve popsana priprava vychozich latek pro
syntetickou cestu vedouci k heterocyklickym derivatim allobetulonu (). Dale je
vénovana pozornost problematice samotné piipravy novych heterocyklickych derivati.
V priibéhu prace byly postupné optimalizovany reakéni podminky pro prubéh Suzuki-
Miyaura cross-couplingové reakce. Byl sniZzen pocet eq. boronové kyseliny z ptuvodnich
2 eg. azna 1,1 eq., coz vedlo k jednodussimu zpracovani reakénich smési, ke snadnéjsi
purifikaci, a tim padem ke zvySeni vytézkd. Dale byla také snizena reakéni teplota
Z ptivodnich 90 °C na 85 °C za zachovani 100% konverze a rychlosti reakce.

Pomoci Suzuki-Miyaura cross-couplingu bylo pfipraveno a plné charakterizovano
(NMR, HRMS, IR, teplota tani) 13 novych heterocyklickych derivata allobetulonu V-XI,
XIHI-XV a XVII-XIX modifikovanych v poloze C-2, které budou Vv blizké dobé
testovany na cytotoxickou aktivitu, nicméné se kvili své nestabilité nejevi jako nadé&jni
kandidati. Testovani bylo pozdrZeno z ditvodu ptednostniho vyuzivani infrastruktury
UMTM pro testovani na COVID-19.

Vétsina ptipravenych derivatl je na vzduchu nestabilni, a proto je nutné uchovavat
je pod atmosférou dusiku pfi -18 °C. Pfipravené derivaty podléhaji pozvolnému rozkladu
také v kyselych rozpoustédlech jako jsou DCM a CHCla.

Pfed syntézou druhé série heterocyklickych derivath triterpenti bylo potieba se
vypotadat s problematickym krokem pftipravy vychoziho diosfenolu benzylbetulonatu
XXI1II. Diky tomu byla vyvinuta nova metoda TLC monitoringu, ktera vsak nebyla
aplikovana na reakci ve vét§im méfitku z casovych davoda.

Dale byla testovana cesta ptipravy vychozich latek pro syntézu derivatd kyseliny

betulonové XXV bez pouziti chranici skupiny a byl proveden pokus o optimalizaci
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reak¢nich podminek vedoucich ke vzniku triflatu XXVII, avSak produkt se podatilo

pfipravit pouze ve vytézku 20 %, a proto bylo od této metody upusténo.

VIl (74 %)

Xl (72 %)

XVI*

XIX (76 %)

©OXVIN (72 %)

Obrazek 20: Prehled derivatit allobetulonu. *Nepripraveno.

Celkem bylo vtéto praci pripraveno 13 novych heterocyklickych derivati
allobetulonu (Obr. 20), které budou v blizké dobé testovany na cytotoxickou aktivitu.

Vétsina z piipravenych derivati je nestabilni na vzduchu. Derivaty jsou uchovavany pod
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atmosférou dusiku pii -18 °C. Pii kontaktu s kyselymi rozpoustédly (napt. CHCI3 nebo
DCM) dochazi k jejich rozkladu.
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Obecné poznamky k experimentalni ¢asti

1. 'H a 3C NMR spektra byla méfena na piistroji JEOL (500 MHz) za laboratorni
teploty. Jako rozpoustédlo pro vSechny vzorky byl pouzit CDClz. Chemické
posuny spekter byly referencovany vuci signalu rezidualniho CHClz v CDCls
v IH NMR pii & 7.26 ppm, v 3C NMR pti 6 77.00 ppm. Hodnoty chemickych
posunil (v ppm) a interak¢nich konstant (v Hz) byly uréeny analyzou prvniho
fadu. Hodnoty pro chemicky posun byly zaokrouhleny na dvé desetinna mista
a hodnoty interak¢nich konstant na jedno desetinné misto. VSechna spektra byla

vyhodnocena pomoci programu MestReNova.

2. Infracervena spektra byla méfena na FTIR spektrometru Nicolet iT10 se stfedni
oblasti v rozmezi 400-4000 cm™. Spektra byla dale zpracovana v programu
OMNIC 8.3.

3. Hmotnostni spektra byla méfena za vyuziti LC-MS Exactive Plus Orbitrap high-
resolution (Thermo Fischer Scientific, MA, USA) s elektrosprejem jako
ioniza¢nim zdrojem (Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific, MA,
USA). Chromatografickd separace probihala na koloné¢ Phenomenex Gemini
(C18, 50 x 2 mm, 3 um). Vzorky byly rozpustény v MF MeOH/H>O/HCOOH
95:5:0,1.

4. Teploty tani byly méfeny na bodotavku STUART SMP30.

5. Pribéh a Cistota reakci byly kontrolovany pomoci TLC na foliich Kieselgel
60 Fos4. Detekce byla provedena nejprve pomoci UV zafeni (pifi 254 nm),

a nasledné namocenim do 10% H2SO4 a zahtatim na 150-200 °C.
6. Elu¢ni soustavy pro vyvijeni TLC folii:
A Hex/EtOAc 8:1+ 0,1 % CHCl3 (obj.)
B Hex/EtOAc 6:1 (obj.)
C Hex/EtOAc 5:1 (obj.)
D Hex/EtOAc 10:1 (obj.)

E Tol/Et,0O 5:1 (obj.)
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10.

.V ptipadé, Ze byla sloucenina ¢iSténa sloupcovou chromatografii na silikagelu,

pouzitd mobilni faze je uvedena u experimentu. Pro sloupcovou chromatografii

na silikagelu byl vyuzivan Kieselgel 60.

Rozpoustédla byla odpafovana na RVO Biichi Rotovapor R-200.

. Piipravené slouceniny budou testovany na cytotoxickou aktivitu na pracovisti

doc. MUDr. M. Hajdtcha, PhD. pomoci MTS testu.

Nekteré reakce byly provedeny opakované. V experimentalni ¢asti jsou popsany

optimalizované reakéni postupy, pii kterych bylo dosazeno nejvyssich vytézka.

Benzylbromid, boronové kyseliny, PdCl2(PPhs)2, DMAP, Tf.NPh, terc-butoxid

draselny a dichroman sodny dihydrat byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich, s.r.o.

DCM, DMF, TEA, acetonitril, acetanhydrid, 2-propanol, ethylacetat, hexan,

uhli¢itan draselny, 1,4-dioxan, terc-butanol, kyselina chlorovodikova, kyselina octova

a siran hotecnaty byly zakoupeny u firmy Lach-Ner, s.r.o.

6.2 Obecné postupy zpracovani reakénich smési:

A Reaké¢ni smés byla nalita do ctyfnasobného objemu vody okyselené kyselinou

chlorovodikovou (1:10) a extrahovéna 3x do EtOAc. Spojené organické faze
byly promyty solankou, vysuseny MgSQOas, zfiltrovany a rozpoustédla byla
odpafena na RVO.

Reakéni smés byla vytfepana sroztokem NH4Cl do neutralniho pH
a extrahovéana 3x do EtOAc. Spojené organické faze byly promyty solankou,

vysuSeny MgSOa, zfiltrovany a rozpoustédla byla odpafena na RVO.
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6.3 Charakteristické signaly skeletu allobetulonu v *H NMR spektrech

Obrazek 21: Cislovani molekuly allobetulonu (1)
Pro molekulu allobetulonu (1) jsou charakteristické:

- dublet okolo 3.80 ppm s integralem 1 nalezici H-28a

- singlet okolo 3.55 ppm s integralem 1 nalezici H-19

- dublet okolo 3.46 ppm s integralem 1 nalezici H-28b

- a sedm singletti v rozmezi 1.25 - 0.80 ppm, kazdy s integralem tfi, které nalezi
sedmi skeletalnim CHz skupinam

- dalsi signaly charakteristické pro skeletalni vodiky allobetulonu se nachézeji
v oblasti 1.90 — 0,80 ppm, tyto signaly nejsou obvykle v odborné literatuie

procesovany

6.4 Priprava vychozich latek pro syntézu derivati allobetulonu

6.4.1 Priprava 2-hydroxyallobetulonu-1-enu (1)

Do suspenze allobetulonu (1) (3,0 g; 6,8 mmol) v terc-butanolu (150 ml) byl
pridan terc-butoxid draselny (3,0 g; 26,7 mmol). Reakéni smés byla za stalého michani
profoukéavana vzduchem pfti 40 °C. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (eluéni
soustava A).

Po 4 hodinach byla rekce ukoncena. Reakcéni smés byla zpracovana podle
obecného postupu zpracovani reakci A.

Reakci byl ziskan 2-hydroxyallobetulon-1en (I1), ktery byl ¢istén sloupcovou
chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 8:1 + 1 % CHCls. Bylo
ziskano 3,08 g (93 %) diosfenolu I1. Vysledny produkt byl srovnan s internim standardem
pomoci TLC, jejich Rf se shodovaly. *H NMR spektrum tohoto derivatu se shodovalo

s literaturou.*®
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6.4.2 Priprava 2-(trifluoromethylsulfonyl)-allobetulon-1-enu (111)

Reakce byla provedena ve vyzihané a pod proudem dusiku ochlazené Schlenkové
barice opatfené michadlem a septem v inertnim prostiedi dusiku. Do roztoku diosfenolu
Il (800 mg; 1,76 mmol) v suchém DCM (8 ml) byl postupné piidan: TEA (387 ul;
5,28 mmol), TH>2NPh (943 mg; 2,64 mmol) a DMAP (22 mg; 0,176 mmol). Reakéni smés
byla michana za pokojové teploty. Postupné doslo k barevné zméné reakéni smési ze
svétle Zluté na tmaveé Cervenou. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (elu¢ni
soustava B).

Po 1,5 hodiné byla reakce ukonéena. Reakéni smés byla zpracovana podle
obecného postupu zpracovani reakci B.

Reakci byl ziskdn enoltriflat allobetulonu I, ktery byl ¢istén pomoci sloupcové
chromatografie na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 6:1 + 0,1 % CH3COOH.
Bylo ziskano 931 mg (90 %) enoltriflatu 111. *H NMR spektrum tohoto derivitu se

shodovalo s literaturou.*

6.5 Obecny postup pro pripravu aromatickych a heterocyklickych
derivatua allobetulonu pomoci Suzuki-Miyaura cross-couplingu

Vsechny couplingové reakce byly provadény ve vyzihanych a pod proudem
dusiku ochlazenych slzovych baiikdch opatfenych michadlem a septem v inertnim
prostiedi dusiku. VSechny komponenty byly postupné ptidavany do slzové baiiky pomoci
injek¢ni stiikacky: enol triflat 111 (100 mg; 0,17 mmol) rozpustény v 1,4 dioxanu (0,6 ml),
2 eg. (pripadné 1.2 eq. nebo 1.1 eq, viz konkrétni reakce) prislusné boronové kyseliny
rozpusténé nebo suspendované v 2-propanolu (0,6 ml) a 2 eq. uhli¢itanu draselného (36
mg; 0,34 mmol) rozpusténého ve vode (0,3 ml). Na zavér byl do reakéni smési piisypan
katalyzator PdCl2(PPhz)2 (2 mol%; 2,5 mg) a septum bylo nahrazeno zpétnym chladi¢em
se septem. Reak¢éni smés reagovala pies noc za stalého michani pfi teploté¢ 85-90 °C.
Prtb¢eh reakce byl monitorovan pomoci TLC.

Reakéni smés byla zpracovéana podle obecného postupu zpracovani B. Jednotlivé
derivaty byly ciStény sloupcovou chromatografii na silikagelu (mobilni faze je vzdy
uvedena u experimentu).

Nekteré derivaty jsou na vzduchu nestabilni, a proto je nutné uchovavat je pod
atmosférou dusiku pfi -18 °C. Pfipravené derivaty podléhaji pozvolnému rozkladu také

Vv kyselych rozpoustédlech jako jsou DCM a CHCla.
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6.5.1 Piiprava 2-p-tolylallobetulon-1-enu (1V)

Podle obecného postupu byl reakci enol triflatu 111 (100 mg; 0,17 mmol) s 4-
methylfenylboronovou kyselinou (46 mg; 0,34 mmol) ptipraven tolyl derivat 1V, ktery
byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 7:1 +
0,1 % CH3COOH. Bylo ziskano 90 mg (79 %) tolyl derivatu IV. Produkt byl srovnan
s internim Standardem derivatu IV pomoci TLC, slou¢eniny vykazovaly stejnou hodnotu

Rf. TH NMR spektrum tohoto derivatu se shodovalo s literaturou.>
6.5.2 Piiprava 2-(pyridin-4-yl)-allobetulon-1-enu (V)

Reakci enol triflatu 111 (100 mg; 0,17 mmol) s pyridin-4-boronovou kyselinou
(41,9 mg; 0,34 mmol) byl piipraven derivat V, ktery byl ¢istén sloupcovou
chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 2:1 + 0,1 % CH3COOH. Bylo
ziskano 65 mg (74 %) derivatu V. 'H NMR spektrum (500 MHz, CDCls): § 8.56 (dd, J =
4.5, 1.6 Hz, 2H, pyridin-4-yl), 7.30 (s, 1H, H-1), 7.24 (dd, J = 4.5, 1.6 Hz, 2H, pyridin-4-
yl), 3.79 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H-28a), 3.55 (s, 1H, H-19), 3.47 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-28h),
1.21 (s, 3H), 1.18 (s, 3H), 1.13 (s, 3H), 1.09 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.80 (s,
3H, 7 x CH3). 3C NMR spektrum (126 MHz, CDCls): § 203.7, 158.0, 149.7, 144.8, 134.2,
122.8, 87.8, 71.2, 52.9, 46.7, 45.4, 45.2, 41.5, 41.5, 41.0, 39.4, 36.7, 36.3, 34.4, 33.1,
32.7, 28.8, 28.6, 26.4, 26.3, 26.2, 24.5, 21.7, 21.3, 19.5, 19.4, 16.2, 13.3. IR (DRIFT):
1683.93 (C=0), 1313.19 (arom. C-N), 1036.41 (C-O-C). HRMS: vypocteno pro
CssHs5002N [M+H]* 516,3839, nalezeno 516,3836.

6.5.3 Priprava 2-(furan-3-yl)-allobetulon-1-enu (VI)

Reakci enol triflatu 111 (100 mg; 0,17 mmol) s furan-3-boronovou kyselinou
(38,1 mg; 0,34 mmol) byl piipraven derivat VI, ktery byl Ccistén sloupcovou
chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 10:1. Bylo ziskano 86 mg
(85 %) derivatu V1. *H NMR spektrum (500 MHz, CDCls): § 7.96 (s, 1H), 7.40 — 7.35
(m, 1H, furan-3-yl), 7.20 (s, 1H, H-1), 6.52 (dd, J = 1.9, 0.7 Hz, 1H, furan-3-yl), 3.79 (d,
J=6.8 Hz, 1H, H-28a), 3.57 (s, 1H, H-19), 3.47 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-28b), 1.18 (s, 3H),
1.14 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.08 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.82 (s, 3H, 7 x CHy).
13C NMR spektrum (126 MHz, CDCls): § 204.0, 153.4, 142.4, 141.6, 127.4, 120.6, 108.0,
87.9,71.3,52.7,46.7,45.3, 45.2,41.5, 41.0, 39.0, 36.7, 36.3, 34.4, 33.2, 32.7, 28.8, 28.8,
26.4, 26.4, 26.2, 24.5, 21.6, 21.5, 19.8, 19.3, 16.2, 13.3. IR (DRIFT): 1678.02 (C=0),
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1225.14 (C-O-C furan), 1035.05 (C-O-C). HRMS: vypoéteno pro CszsHagOz [M+H]*
505,3678, nalezeno 505,3676.

6.5.4 Piiprava 2-(thiofen-2-yl)-allobetulon-1-enu (VI1I)

Podle obecného postupu byl reakci enol triflatu 111 (100 mg; 0,17 mmol) s thiofen-
2-boronovou kyselinou (43,6 mg; 0,34 mmol) pfipraven derivat VII, ktery byl dvakrat
¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 7:1
a hexan/EtOAc 8:1. Bylo ziskano 59 mg (66 %) derivatu VII. Derivat VII byl ziskan
v podob¢ bilych krystalt, pro které byla zmétena teplota tani 242,2 °C (hexan/EtOAC).
'H NMR spektrum (500 MHz, CDCls): § 7.35 (s, 1H, H-1), 7.28 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 7.26
—7.23 (m, 1H), 7.00 (dd, J = 5.1, 3.7 Hz, 1H, thiofen-2-yl), 3.79 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-
284a), 3.57 (s, 1H, H-19), 3.47 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-28b), 1.21 (s, 3H), 1.16 (s, 3H), 1.11
(s, 3H), 1.08 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.82 (s, 3H, 7x CH3). *C NMR spektrum
(126 MHz, CDCls): 6 153.7,129.5, 126.7, 125.7, 124.8, 87.9, 71.3, 52.6, 46.7, 45.3, 45.3,
41.5,41.5,41.0,39.3, 36.7, 36.3, 34.5, 33.1, 32.7, 28.8, 26.4, 26.2, 24.6, 21.7, 21.5, 19.7,
19.3, 16.2, 13.4. IR (DRIFT): 1684.62 (C=0), 1035.07 (C-O-C). HRMS: vypocteno pro
CaaH4902S [M+H]" 521,3451, nalezeno 521,3448.

6.5.5 Priprava 2-(thiofen-3-yl)-allobetulon-1-enu (VII1)

Reakeci enol triflatu 111 (100 mg; 0,17 mmol) s thiofen-3-boronovou kyselinou
(43,6 mg; 0,34 mmol) byl ptipraven derivat VIII, ktery byl ¢istén sloupcovou
chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 8:1. Bylo ziskano 66 mg
(74 %) derivatu VIII. 'H NMR (500 MHz, CDCl) § 7.56 (dd, J = 3.0, 1.3 Hz, 1H,
thiofen-3-yl), 7.28 — 7.26 (m, 2H, thiofen-3-yl, H-1), 7.20 (dd, J = 5.1, 1.3 Hz, 1H,
thiofen-3-yl), 3.79 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-28a), 3.56 (s, 1H, H-9), 3.47 (d, J = 7.9 Hz, 1H,
H-28b), 1.20 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.08 (s, 3H), 0.95 (s, 6H), 0.82 (s, 3H, 7
X CHs). 3C NMR spektrum (126 MHz, CDCls): § 203.4, 153.7, 138.3, 129.5, 126.7,
125.7, 124.8, 87.9, 71.3, 52.6, 46.7, 45.3, 45.3, 41.5, 41.5, 41.0, 39.3, 36.7, 36.3, 34.5,
33.1, 32.7, 28.8, 26.4, 26.4, 26.2, 24.6, 21.7, 21.5, 19.7, 19.3, 16.2, 13.4. IR (DRIFT):
1670.84 (C=0), 1034.33 (C-O-C). HRMS: vypocteno pro CzsHa902S [M+H]" 521,3450,
nalezeno 521,3448.
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6.5.6 Piiprava 2-(benzo[b]thien-2-yl)-allobetulon-1-enu (1X)

Reakci enol triflatu 111 (100 mg; 0,17 mmol) s benzo[b]thien-2-ylboronovou
kyselinou (60,7 mg; 0,34 mmol) byl pfipraven derivat IX ¢istén sloupcovou
chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 9:1. Bylo ziskano 79 mg
(81 %) derivatu 1X. 'H NMR spektrum (500 MHz, CDCls): & 7.79 — 7.75 (m, 1H), 7.73
—7.69 (m, 2H), 7.60 (s, 1H, benzo[b]thien-2-yl), 7.42 (s, 1H, H-1), 7.33 — 7.26 (m, 1H,
benzo[b]thien-2-yl), 3.80 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-28a), 3.58 (s, 1H, H-19), 3.48 (d,J=7.9
Hz, 1H, H-28b), 1.24 (s, 3H), 1.18 (s, 3H), 1.13 (s, 3H), 1.09 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.96
(s, 3H), 0.83 (s, 3H, 7 x CH3). *3C NMR spektrum (126 MHz, CDCls): & 203.3, 155.6,
140.1, 139.3, 138.8, 129.8, 124.4, 124.2, 123.6, 122.5, 121.9, 87.9, 71.3, 52.5, 46.7, 45.6,
45.2,41.5,415,41.1, 39.5, 36.7, 36.3, 34.5, 33.1, 32.7, 28.9, 28.8, 26.4, 26.4, 26.2, 24.6,
21.8,21.4,19.6,19.1,16.1,13.34. IR (DRIFT): 1672.91 (C=0), 1034.27 (C-O-C), 657.31
(C-S). HRMS: vypocteno pro CzgHs102S [M+H]* 571,3604, nalezeno 571,3604.

6.5.7 Priprava 2-(1,4-benzodioxan-6-yl)-allobetulon-1-enu (X)

Reakei enol triflatu 111 (100 mg; 0,17 mmol) s 1,4-benzodioxan-6-boronovou
kyselinou (61,4 mg; 0,34 mmol) byl pfipraven derivat X, ktery byl Cistén sloupcovou
chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 5:1 + 0,1 % CH3COOH. Bylo
ziskano 59 mg (60 %) derivatu X. *H NMR spektrum (500 MHz, CDCls): § 7.10 (s, 1H,
H-1), 6.86 — 6.77 (m, 3H), 4.28 — 4.23 (m, 4H, 1,4-benzodioxan-6-yl), 3.79 (d, J = 7.7
Hz, 1H, H-28a), 3.56 (s, 1H, H-19), 3.47 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-28b), 1.19 (s, 3H), 1.16
(s, 3H), 1.09 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.81 (s, 3H, 7 x CHa). 3C
NMR spektrum (126 MHz, CDCls): 6 204.6, 155.0, 143.2, 143.1, 135.6, 130.7, 129.6,
121.4,117.1, 117.0, 87.9, 71.3, 64.5, 64.4, 52.9, 46.7, 45.4, 45.3, 41.5, 41.4, 41.0, 39.0,
36.7, 36.3, 34.5, 33.2, 32.7, 28, 28.7, 26.4, 26.2, 24.5, 21.7, 21.3, 19.6, 19.4, 16.1, 13.3.
IR (DRIFT): 1670.25 (C=0), 1034.70 (C-O-C). HRMS: vypoéteno pro CzgHs30s [M+H]"
573,3935, nalezeno 573,3938.

6.5.8 Priprava 2-(indazol-6-yl)-allobetolon-1-enu (XI)

Reakeci enol triflatu 111 (100 mg; 0,17 mmol) s indazol-6-boronovou kyselinou
(55 mg; 0,34 mmol) byl piipraven derivat XI, ktery byl ¢istén sloupcovou chromatografii
na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 5:1. Derivat XI byl ziskan ve vytézku 59 %.
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'H NMR spektrum (500 MHz, CDCls): § 8.04 (s, 1H), 7.70 (d, J = 8.3 Hz, 1H, indazol-
6-yl), 7.50 (s, 1H, H-1), 7.28 — 7.26 (m, 2H), 7.10 (dd, J = 8.4, 1.3 Hz, 1H, indazol-6-yl),
3.80 (d, J = 7.1 Hz, 1H, H-28a), 3.56 (s, 1H, H-19), 3.48 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-28b), 1.23
(s, 3H), 1.22 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.80 (s, 3H, 7
X CH3).BC NMR spektrum (126 MHz, CDCls): 6 204.8, 156.8, 140.2, 136.4, 136.0,
134.8,122.6,121.8,120.4,109.3, 87.9, 71.3,52.9, 46.7,45.5, 45.4,41.5, 41.0, 39.3, 36.7,
36.3, 34.5, 33.2, 32.7, 29.7, 28.8, 28.73, 26.4, 26.2, 24.5, 21.7, 21.4, 19.6, 19.5, 16.2,
13.3. IR (DRIFT): 3221.51 (N-H), 1670.04 (C=0), 1034.91 (C-O-C). HRMS: vypoéteno
pro C37Hs102N2 [M+H]" 555,3947, nalezeno 555,3945.

6.5.9 Priprava 2-(isochinolin-4-yl)-allobetulon-1-enu (XIII)

Reakci enol triflatu 111 (100 mg; 0,17 mmol) s isochinolin-4-boronovou kyselinou
(58,9 mg; 0,34 mmol) byl pfipraven derivat XIII, ktery byl ¢istén sloupcovou
chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 1:1. Bylo ziskano 59 mg

(68 %) derivatu X111, *H NMR spektrum (500 MHz, CDCla): §9.20 (s, 1H), 8.27 (s, 1H),

7.98 (d, J =8.7 Hz, 1H), 7.68 — 7.63 (m, 1H), 7.58 (t, J = 7.3 Hz, 2H, isochinolin-4-yl),
7.29 (s, 1H, H-1),3.79 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-28a), 3.53 (s, 1H, H-19), 3.47 (d, J = 7.7 Hz,
1H, H-28b), 1.32 (s, 3H), 1.31 (s, 3H), 1.26 (s, 3H), 1.12 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.93 (s,
3H), 0.78 (s, 3H, 7 x CH3). 3C NMR spektrum (126 MHz, CDCls): § 203.7, 160.4, 152.5,
143.1,134.9, 133.1, 130.3, 129.5, 128.2, 127.9, 127.0, 124.5, 87.8, 71.2, 53.6, 53.4, 46.7,
45.3, 45.3, 41.6, 41.5, 41.0, 39.8, 36.7, 36.2, 34.4, 33.3, 32.7, 29.00, 28.7, 26.4, 26.2,
24.5,21.7, 21,5, 20.1, 19.3, 16.3, 13.4. IR (DRIFT): 1668.44 (C=0), 1034.13 (C-O-C).
HRMS: vypoéteno pro CagHs2O2N [M+H]™ 566,3994, nalezeno 566,3993.

6.5.10 Priprava 2-(5-chlorthiofen-2-yl)-allobetulon-1-enu (X1V)

Podle obecného postupu byl reakei enol triflatu 111 (100 mg; 0,17 mmol) s 5-
chlorthiofen-2-boronovou kyselinou (55,3 mg; 0,34 mmol) pfipraven derivat X1V, ktery
byl dvakrat Cistén sloupcovou chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl v obou
piipadech hexan/EtOAc 5:1. Bylo ziskano 69 mg (73 %) derivatu XIV. 'H NMR
spektrum (500 MHz, CDClIs): 6 7.30 (s, 1H, H-1), 7.03 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 6.80 (d, J =
4.0 Hz, 1H, 5-chlorthiofen-2-yl), 3.79 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-28a), 3.56 (s, 1H, H-19), 3.47
(d, 3 =7.9 Hz, 1H, H-8b), 1.19 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 0.96 (s,
3H), 0.95 (s, 3H), 0.82 (s, 3H, 7 x CH3). 13C NMR spektrum (126 Hz, CDCls): § 203.2,
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153.4, 136.3, 130.7, 128.9, 125.3, 123.2, 87.8, 71.2, 52.5, 46.7, 45.2, 45.1, 41.6, 41.5,
41.1,39.4,36.7,36.3,34.4, 33.1, 32.7, 28.8, 28.7, 26.4, 26.2, 24.5, 21.6, 21.4, 19.7, 19.2,
16.2, 13.4. IR (DRIFT): 1667.27 (C=0), 1034.09 (C-O-C), 811.98 (C-Cl). HRMS:
vypoéteno pro CzaHasClO2S [M+H]* 555,3058, nalezeno 555,3059.

6.5.11 Priprava 2-(furan-2-yl)-allobetulon-1-enu (XV)

Reakci enol triflatu 111 (100 mg; 0,17 mmol) s furan-2-boronovou kyselinou
(38,2 mg; 0,34 mmol) byl ptipraven derivat XV, ktery byl ¢istén dvakrat sloupcovou
chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 12:1 a hexan/EtOAc 6:1.
Bylo ziskano 72 mg (84 %) derivatu XV. Derivat XV byl ziskan v podobé bilych krystalt,
pro které byla naméiena teplota tani 201,3 °C (hexan/EtOAc). 'H NMR spektrum (500
MHz, CDCls): 6 7.52 (s, 1H, H-1), 7.34 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.41
(dd, J = 3.4, 1.8 Hz, 1H, furan-2-yl), 3.79 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-28a), 3.56 (s, 1H, H-19),
3.47 (d,J =7.8 Hz, 1H, H-28Db), 1.18 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 0.95
(s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.81 (s, 3H, 7 x CH3). 3C NMR spektrum (126 MHz, CDCls): §
152.2, 149.4, 141.2, 125.9, 111.6, 109.4, 87.9, 71.3, 52.6, 46.7, 45.3, 45.3, 41.5, 41.0,
38.9, 36.7, 36.3, 34.5, 33.2, 32.7, 29.7, 28.8, 28.7, 26.4, 26.2, 24.5, 21.7, 21.5, 19.7, 19.3,
16.2, 13.3. IR (DRIFT): 1677.90 (C=0),1218.14 (C-O-C furan), 1035.68 (C-O-C).
HRMS: vypoéteno pro CasHagO3z [M+H]* 505,3678, nalezeno 505,3676.

6.5.12 Priprava 2-(indol-5-yl)-allobetulon-1-enu (XV1I)

Reakci enol triflatu 111 (100 mg; 0,17 mmol) s indol-5-boronovou kyselinou
(55,3 mg; 0,34 mmol) byl pfipraven derivat XVII, ktery byl ¢istén sloupcovou
chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 5:1. Bylo ziskano 68 mg
(62 %) derivatu XVII. Derivat XVII byl ziskan v podobé bilych krystalt, pro které byla
naméiena teplota tani 147,6 °C (hexan/EtOAc). *H NMR spektrum (500 MHz, CDCls):
0 8.17 (s, 1H), 7.58 (d, J = 0.7 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.5 Hz, 1H, indol-5-yl), 7.20 — 7.17
(m, 2H, H-1, indol-5-yl), 7.13 (dd, J = 8.4, 1.3 Hz, 1H), 6.56 — 6.50 (m, 1H), 3.80 (d, J =
7.5 Hz, 1H, H-28a), 3.56 (s, 1H, H-19), 3.47 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-28b), 1.22 (s, 3H),
1.22 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 1.09 (s, 3H), 0.95 (s, 6H), 0.81 (s, 3H, 7 x CH3).*C NMR
spektrum (126 MHz, CDCls): & 205.2, 154.9, 137.2, 129.2, 127.9, 124.5, 122.7, 120.4,
110.5, 102.9, 87.9, 71.3, 53.0, 46.7, 45.5, 45.4, 41.5, 41.4, 40.9, 39.1, 36.7, 36.3, 34.5,
33.2, 32.7, 29.7, 28.8, 28.8, 26.4, 26.3, 24.6, 21.7, 21.4, 19.7, 195, 16.1, 13.3. IR
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(DRIFT): 3353.07 (N-H), 1652.35 (C=0), 1033.38 (C-O-C). HRMS: vypocteno pro
CsgHs202N [M+H]* 554,3994, nalezeno 554,3993.

6.5.13 Priprava 2-(pyrimidin-5-yl)-allobetulon-1-enu (XVI11)

Reakci enol triflatu 111 (100 mg; 0,17 mmol) s pyrimidin-5-boronovou kyselinou
(42 mg; 0,34 mmol) byl pfipraven derivat XVIII, ktery byl ¢istén sloupcovou
chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 5:1. Bylo ziskano 63 mg
(72 %) derivatu XVII. 'H NMR spektrum (500 MHz, CDCls): § 9.11 (s, 1H), 8.69 (s,
2H, pyrimidin-5-yl), 7.29 (s, 1H, H-1), 3.78 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-28a), 3.54 (s, 1H, H-
19), 3.46 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-28b), 1.20 (s, 3H), 1.19 (s, 3H), 1.16 (s, 3H), 1.08 (s, 3H),
0.95 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.80 (s, 3H, 7 x CH3). *C NMR spektrum (126 MHz, CDCls):
5 158.8, 157.5, 155.9, 130.9, 130.5, 87.8, 71.2, 53.1, 46.7, 45.2, 41.6, 41.5, 41.0, 39.7,
36.7,36.2,34.4,33.1, 32.6, 28.7, 28.5, 26.3, 26.3, 26.2, 24.5, 21.6, 21.4, 19.6, 19.2, 16.2,
13.3. IR (DRIFT): 1670.37 (C=0), 1335.54 (arom. C-N), 1293.20 (arom. C-N), 1034.28
(C-0O-C). HRMS: vypocteno pro CasHagO2N2 [M+H]*517,3790, nalezeno 517,3789.

6.5.14 Priprava 2-(pyridin-3-yl)-allobetulon-1-enu (X1X)

Reakcei enol triflatu 111 (100 mg; 0,17 mmol) s pyridin-3-boronovou kyselinou
(41,9 mg; 0,34 mmol) byl pfipraven derivat XIX, ktery byl ¢istén sloupcovou
chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 2:3. Bylo ziskano 67 mg
(76 %) derivatu XIX. *H NMR spektrum (500 MHz, CDCls): & 8.51 (s, 2H), 7.69 — 7.64
(m, 1H, pyridin-3-yl), 7.25 - 7.22 (m, 2H, H-1, pyridin-3-yl), 3.78 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-
28a), 3.55 (s, 1H, H-19), 3.46 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-28b), 1.20 (s, 3H), 1.19 (s, 3H), 1.15
(s, 3H), 1.08 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.80 (s, 3H, 7 x CH3). 1*C NMR spektrum
(126 MHz, CDCls): & 157.5, 148.9, 148.6, 135.9, 133.3, 132.9, 122.7, 87.8, 71.2, 53.0,
46.7,45.3,415,41.5,41.0, 39.4, 36.7, 36.3, 34.4, 33.1, 32.7, 28.8, 28.6, 26.4, 26.3, 26.2,
24.5,21.7,21.4,19.7,19.3, 16.2, 13.3. IR (DRIFT): 1671.00 (C=0), 1327.03 (arom. C-
N), 1035.11 (C-O-C). HRMS: vypoéteno pro CzsHsoO2N [M+H]" 516,3839, nalezeno
516,3836.
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6.6 Priprava vychozich sloufenin pro syntézu derivati
benzylbetulonatu

6.6.1 Piiprava benzylbetulinatu (XXI)

Do suspenze kyseliny betulinové (XX) (15 g; 0,033 mol) v DMF (180 ml)
a acetonitrilu (30 ml) byl pfidan benzylbromid (7,8 ml) a uhli¢itan draselny (9,12 g).
Reakce probihala za stalého michani pti 60 °C pies noc.

Vysrazené bilé krystaly benzylesteru XXI byly odsaty pies Biichenerovu nalevku
a promyty vodou a hexanem. Bylo ziskano 17,1 g benzylesteru XXI (97 %). Produkt byl
srovnan s internim standardem pomoci TLC (elu¢ni soustava C), slou¢eniny mély stejnou

hodnotu Rf.*®
6.6.2 Priprava benzylbetulonatu (XXII)

Do baiiky s kulatym dnem opatfené michadlem bylo navéazeno 10 g (0,018 mol)
benzylesteru kyseliny betulinové (XXI). Byl pfidan dihydrat dichromanu sodného (7,7 g;
0,026 mol), octan sodny (2,3 g; 0,028 mol), 1,4-dioxan (160 ml), anhydrid kyseliny
octové (25 ml) a kyselina octova (60 ml). Po 4 hodinach bylo pfidano 0,5 eq. (0,55 g;
0,0019 mol) dihydratu dichromanu sodného. Reakce byla za stdlého michani pfi r.t.
ponechédna reagovat ptes noc. Pribeh reakce byl monitorovan pomoci TLC (eluéni
soustava D).

Po ukonceni reakce byla reakéni smés nalita do pétindsobného objemu vody,
extrahovdna 3x do EtOAc a zneutralizovdna pomoci nasyceného roztoku KHCOs.
Spojené organické faze byly promyty solankou, vysuSeny pomoci MgSOs, zfiltrovany
a odpafeny na RVO. Surovy produkt XXII byl ¢istén sloupcovou chromatografii na
silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 10:1. Reakci bylo ziskano 6,89 g
benzylbetulonatu (XXII), coz odpovida vytézku 69 %. Produkt byl srovnan s internim

standardem pomoci TLC, sloudeniny mély stejnou hodnotu Rf.%®
6.6.3 Priprava 2-hydroxy-benzylbetulonat-1-enu (XXIII)

Do suspenze benzylbetulonatu (XXI1) (400 mg; 0,75 mol) v terc-butanolu (30 ml)
byl pifidan terc-butoxid draselny (334 mg; 2,99 mol). Reakéni smés byla intenzivné

michana za piistupu vzduchu pii 40 °C. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC
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(elucni soustava A). Po 2 hodinach byla rekce ukoncena. Reakéni smés byla zpracovana
podle obecného postupu zpracovani reakei A.

Reakci byl ziskan 2-hydroxy-benzylbetulonat-1-en (XXIII), ktery byl ¢istén
pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 12:1.
Bylo ziskano 405 mg diosfenolu XXI11 (82 %) ve smési s XXXII v poméru 1:1. Signaly
diosfenolu XXI111 viH NMR spektru se shodovaly s literaturou.®

6.6.4 Piiprava 2-(trifluoromethylsulfonyl)-benzylbetulonat-1-enu (XXIV)

Reakce byla provedena ve vyzihané a pod proudem dusiku ochlazené Schlenkové
bance opatiené michadlem a septem v inertnim prostiedi dusiku. Do roztoku diosfenolu
XXI11 (1 g; 1,82 mmol) v suchém DCM (10 ml) byl postupné piidan: TEA (0,76 ml; 5,45
mmol), TF2NPh (0,974 g; 2,73 mmol) a DMAP (22 mg; 0,182 mmol). Po tfech hodinach
bylo ptidano 0,5 eq. Tf2NPh. Reakce byla za stdlého michani pfi r.t. ponechéna reagovat
po dobu 4 hodin. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (elu¢ni soustava C).

Po 4 hodinach byla reakce ukoncena. Reakéni smés byla zpracovana podle
obecného postupu zpracovani reakci B. Reakci byl ziskan enoltriflat XXIV, ktery byl
¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu. Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 5:1. Bylo
ziskano 150 mg (12 %) enoltiflaitu XXIV. H NMR spektrum enoltriflaitu XXIV se

shodovalo s literaturou.*

6.7 Priprava vychozich sloucenin pro syntézu derivati Kkyseliny
betulonové

6.7.1. Priprava 2-hydroxy-betulon-1-enové kyseliny (XXV1I)

Do suspenze kyseliny betulonové (XXV) (1,3 g; 2,8 mmol) v terc-butanolu
(96 ml) byl piidan terc-butoxid draselny (1,27 g; 11,2 mmol). Reakéni smés byla
intenzivné michdna za pfistupu vzduchu pii 40 °C. Pribéh reakce byl monitorovan
pomoci TLC (elu¢ni soustava E). Po 4 hodinach byla rekce ukonc¢ena. Reak¢éni smés byla
Zpracovana podle obecného postupu zpracovani reakci A.

Reakci byl ziskan diosfenol XXV, ktery byl ¢istén sloupcovou chromatografii na
silikagelu. Mobilni fazi byl toluen/Et2O 5:1 + 0,1 % AcOH. Bylo ziskano 1,08 g
diosfenolu XXV1, coz odpovida vytézku 82 %. *H NMR spektrum diosfenolu XXVI se

shodovalo s literaturou.®®
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7.7.1. Priprava 2-(triflouromethylsulfonyl)-betulon-1-enové kyseliny (XXVII)

Reakce byla provedena za stejnych podminek, jako v ptipad¢ piiprav enoltriflatt
11 a XXIV. Do Schlenkovy banky byl ptidan diosfenol XXVI (100 mg; 0,31 mmol),
bezvody DCM (1 ml), T2NPh (190 mg; 0,775 mmol), TEA (5 ul) a DMAP (2,6 mg;
0,031 mmol). Reakce byla monitorovana pomoci TLC (elu¢ni soustava D).

Reakce byla ukonc¢ena po 20 minutdch a zpracovana podle obecného postupu
zpracovani reakci B. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu.
Mobilni fazi byl hexan/EtOAc 10:1. Bylo ziskdno 16 mg enoltriflatu XXVII, coz
odpovida vytézku 20 %. Produkt byl potvrzen pomoci LC-MS.
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