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Cile diplomové prace:

1. Vypracovani literarni reSerse na téma ,,Nukleofilni adice na triterpenoidni oxoderivaty.
2. Piiprava vychozich oxoderivati pro adice Grignardovych ¢inidel a acetylidu lithného.

3. Reakce oxoderivati s Grignardovymi ¢inidly a acetylidem lithnym.
4

Syntéza a vyhodnoceni cytotoxické aktivity pfipravenych sloucenin.

Poznamka Kk textu

Cislovani slou¢enin v této praci je dvoji. V kapitole 1. Uvod do studované problematiky
je pouzito fimské Cislovani sloucenin podle potadi, v jakém se objevuji v textu. V dalSich ka-
pitolach vcetné experimentalni ¢asti je pouzito arabské ¢islovani pro vychozi a piipravené lu-
panové derivaty.

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

Vv anglosaské literatute. Tato ndhrada mé zptehlednit zejména vypisy spektralnich dat.



Uvod

Triterpeny tvoii rozsahlou skupinu ptirodnich latek, jejichz skelet je formalné vystaven
z molekul isoprenu (2-methylbuta-1,3-dienu). Jsou odvozeny od vice nez 40 skeletalnich typ.
Triterpeny, jez byvaji téz oznacovany jako sekundarni metabolity, se nachazeji pfevazné v rost-
linach, ale i suchozemskych a vodnich organismech. Vyznacuji se rozmanitymi biologickym
ucinky, jako jsou napft. protizanétlivé, antimikrobidlni, antimykotické, protinadorové, hepato-
protektivni, anti HIV a dalsi.

Jedna z vyznamnych oblasti souc¢asného vyzkumu v biomedicinalni chemii je také tes-
tovani cytotoxické aktivity novych sloucenin a nasledné vyhodnoceni spojené s ur¢ovanim kon-
krétniho mechanismu ucinku jednotlivych latek a zkoumani jejich dal§iho vyuziti v praxi. Za-
jem o studium triterpent roste diky jejich dostupnosti z ptirodnich zdrojt, biologickym ucin-
kim a nizké toxicité. Béhem minulych let bylo prokézano, ze nékteré triterpeny maji vhodné
cytotoxické vlastnosti (ICso < 10 pmol/l) a proto se nase pracovisté snazi vyvinout fadu novych
derivatd, jako jsou napt. derivaty betulinu, kyseliny betulinové s lepsimi vlastnostmi nez slou-
¢eniny znamé.

Jednotlivé skupiny triterpent, napf. lupanové a oleanolové derivaty, vykazuji cytotoxic-
kou aktivitu proti mnoha bunéénym liniim rizného histogenetického ptivodu vcetné kmeni re-
zistentnich vici dostupnym chemoterapeutikiim (napf. taxolu a daunorubicinu). Diky témto vy-
sledktim vykazuji triterpeny slibné vysledky i v 1é¢bé rakoviny.

Piedkladana prace se zabyva studiem nukleofilnich adici na triterpenoidni oxoderivaty.
Hlavni ¢ast tvoii adice Grignardovych ¢inidel (vinylmagnesiumbromid, allymagnesiumbromid,
ethinylmagnesiumbromid) na nové derivaty betulinu a reakce acetylidu lithného s heptanorke-

tonem.
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1. Uvod do studované problematiky
Terpeny

Terpeny jsou organické slou¢eniny, Ize je d¢lit na acyklické a cyklické. Terpeny lze také
rozdélit podle poctu strukturnich molekul izoprenu na monoterpeny, které se formalné skladaji
z dvou molekul izoprenu, dale seskvitepeny, které jsou sloZeny ze tii molekul izoprenu, diter-
peny obsahuji ctyfi molekuly izoprenu. Triterpeny jsou slozeny z Sesti molekul izoprenu, terta-

terpeny obsahuji osm molekul izoprenu a polyterpeny se skladaji z vétSiho po¢tu molekul izo-

P

prenu ne jiz bylo zminéno.!?

Triterpeny

Triterpeny pfedstavuji dilezitou skupinu pfirodnich latek.® Kazdym rokem jsou z pii-
rodnich zdroju izolovany stovky novych triterpend, o cemz svéd¢i piehledové clanky Conolyho
& Hilla publikované kazdym rokem, posledni z roku 2015.* Béhem nékolika poslednich let
piichazi do poptedi zajmu vzhledem ke svym riiznym biologickym G¢inkim.® Tvoii rozsahlou
skupinu sloucenin, obsahujici vice nez 4000 riznych sloucenin — volné triterpeny, triterpenické
glykosidy (saponiny), fytosteroly a/nebo jejich prekurzory.® Dalsi skupina rostlinnych triterpe-
nickych saponinti je strukturné pfibuznd s cholesterolem a steroidnimi hormony, ale bez hor-
monalniho &inku.>

Triterpenoidy maji celou fadu jedine¢nych a potencidlné vyuzitelnych biologickych
Gi¢inki.® Zminky o triterpenech je mozno nalézt jiz v prvnim psaném herbafi, kde je mozno
nalézt zaznamy o pouziti rostlin s vysokym obsahem triterpenti (ZenSen pravy- Panax ginseng,
lesklokorka leskla- Ganoderma lucidum, boubelka velkokvéta- Platycodon Grandiflorum a
také indické kadidlo ze stromu Boswellia serrata ).°> Tyto rostliny byly pouzivany jako vselék
diky svym rozsahlym terapeutickym t¢inkiim.® Triterpenoidy je také mozné nalézt v riiznych

evropskych rostlinach a ovoci.’

vvvvvv

-----

tektivni, analgetické, antimikrobidlni, antimykotické, virostatické, imunomodulacni a tonické
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tginky.® Jsou pouZivany v prevenci a pii 16¢bé hepatitidy, parazitarnich a protozoarnich infek-
cich a predevs§im pro své cytostatické ucinky.®> Nevyhodou téchto sloudenin je jejich nizka roz-
pustnost ve vod¢ a s tim spojena nizka biodostupnost z traviciho traktu. Ruku v ruce s pokra-
cujici exploataci prirodniho materidlu a izolaci novych terpenoidnich struktur tudiz je vyvoj
syntetickych derivata s vy$s$im ucinkem a rozpustnosti a tedy s vys$sim terapeutickym potenci-

alem.®

Lupanové derivaty
Protinadorové vlastnosti lupanu Il a jeho derivatu byly objeveny pied vice nez dvaceti

lety.®

Betulin (111a) a kyselina betulinova (111b)

Betulin (111a) je souéasti skupiny pentacyklickych triterpenoidnich alkoholii.” Nachazi
se predev§im v kife bfizy (Betula sp.), od které je odvozen i jeho nazev.’

Derivaty betulinu (111a) vykézaly protinadorové ucinky na 15 riiznych lidskych nado-
rovych bunéénych liniich, kde byly zkoumany pomoci kolorimetrického testu zaloZeném na
pouziti B-rhodaminu.®

Kyselina betulinova (I11b) byla poprvé objevena v roce 1902, ale az v roce 1976 Trum-
bull a jeho vé€decky tym objevil, Ze jako soucast extraktu z Vauquelinia corymbosa zodpovida
za cytotoxickou aktivitu tohoto extraktu na nadorové linii melanomu a leukemie.®® Slougeninu
I11b je mozné také ziskat z kefe Ziziphus mauritiana a z kiry platanu (Platanus hispanica).®®
Postupy popsané V praci’ vedly k izolaci jednoho nejznaméjsiho pentacyklického triter-

pent a to kyseling betulinové (111b).” Kyselina betulinova (111b) ma antiprolifera¢ni vlastnosti.”
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vodni pozorovani G¢innosti kyseliny betulinové (111b) u Walker 256 na modelu mysiho karci-
nosarkomu neni mozné reprodukovat na podobném systému. 101!

Kromé cytotoxické aktivity na melanomu vykazuje kyselina betulinova (I111b) cytoto-
xické a protinadorové vlastnosti na dalSich nadorovych liniich a bylo také prokazano, ze ma
anti-HIV vlastnosti.!?!3 Z protinadorovych téinkti byla prokdzana cytotoxické aktivita proti
lidskému melanomu (MEL-2) a karcinomu plic (A549) a na leukocytarni leukémii bunécné
linie P-388."

Analyza buné¢ného cyklu melanomovych bun¢k odhalila blokovani expozice Go/G1 po
32 hodinach a indukce apoptozy byla pozorovana po 56-72 hodinach.’” Navic specificita byla
prokézana nejen proti tomuto melanomu, ale také proti neuroektoderméalnim nadortim.” Cyto-
toxicka aktivita kyseliny betulinové (111b) je nezavisla na bun&éné genu p53 a aktivaci CD95.1
Je zajimavé, Ze apoptdza je zprostfedkovéana pies piimé Ucinky na mitochondrie, protoze in-
dukce mitochondrialni propustnosti pfechodu kyseliny betulinové (l11a) sama postacuje
K iplné progresi apoptozy.™®

Nasledujici vyzkum ukazal, Ze amidy kyseliny betulinové (111b) vykazuji vyssi aktivitu
nez volna kyselina a to nejen na lidském melanomu (MEL-2)'® a karcinomu plic (A549)%, ale
také na neuroblastomu'®, meduloblastomu?®, glioblastomu?®, karcinomu vaje¢nikéi (OVCAR-
3)%9, karcinomu tlustého stfeva (HCT-15)* a karcinomu centralniho nervového systému
(XF498).° Byla také pozorovana vysoka in vivo aktivita na MEL-2, vyse uvedenych neuroek-
todermalnich nadort a také u Evingsova sarkomu. 204

Antivirové G¢inky derivati kyseliny betulinové (111D) se vyznacuji konkrétni inhibici
bunécného virového cyklu na rozhrani gp41-gp120 nebo zménou procesu bunééného zrani za-
sahem na CA-SP1 uzlu b&hem stépeni polyproteinu Gag na jednotlivé virové proteiny.®

Na zvitecich modelech byla prokéazana selektivni cytotoxicita kyseliny betulinové (111b)
na melanomovych butikach.® Kyselina betulinova (111b) nevykazovala akutni nebo chronické
nezadouci u¢inky na zdravych buiikach ani p¥i ddvkach 500 mg/kg.® P¥im4 interakce mezi ky-
selinou betulinovou (I11b) a mitochondrii vede ke zvySeni propustnosti a uvolnéni cytochromu
¢ a AIF do cytosolu.® Diky tomuto procesu dojde ke kaspazové kaskadé a jaderné fragmentaci.®
Kromé téchto procesii byla zjisténa tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS), ktery je spojovan

s up-regulaci p38 a SAP/INK kinazou.?
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lla, R=CH,OH
llb, R=COOH

Screening riznych lupanovych derivati odvozenych od triterpend syntetizovanych
v nasich laboratofich vedl k fadé novych potencialné aktivnich protinadorovych sloucenin.’
V praci’ je popséna syntéza a vztahy mezi strukturou a aktivitou derivatii kyseliny betulinové
(I11b), ve kterych je kruh E modifikovan nejriznéjsimi kyslikatymi funkénimi skupinamu, je
modifikovan napf. na ketony, diketony, seco-anhydrid, pfipadné je cely kruh E degradovan na
des-E-lupanové derivaty.” Izolované slou¢eniny byly pojmenovany betulininy.” Je znamo z li-
teratury,?? Ze cytotoxicka aktivita derivati isoprenoidnich karboxylovych kyselin ¢asto souvisi
s ptitomnosti volné karboxylové skupiny v molekule, zatimco aktivita odpovidajicich alkyles-
ter®i je ¢asto mnohem mensi.?? Tato skute¢nost se vysvétluje tak, ze volny karboxyl je soucasti
farmakoforu a jednoduché¢ alkylestery je nemozné hydrolyzovat esterdzami za fyziologickych
podminek, zejména kvuli sterickym divodim. Pivaloyloxymethylester (POM) a acetoxyme-
nespecifickymi esterazami.?® Tyto estery mohou byt pouZity jako vhodné prodrugs, i kdyZ je to
spi§ hypotéza, nebot’ metabolizmus téchto esterti nebyl zatim zkoumadn. ’ Diky jejich lipofilnimu
charakteru, jsou propustné membrdnami a jejich ¢isténi je mnohem jednodussi nez u volnych
karboxylovych slou¢enin.” Ve studii’ jsou popsany 3f-acetoxylupanové derivaty s oxidativni
modifikaci na E-kruhu a riizné zpusoby acetoxymethylkarbonylu, methoxykarbonylu (Pivaloy-
loxy)methoxykarbonyl a acetoxymenthylkarbonyl skupiny na uhliku C17, které byly pfipra-
veny a testovany.’ Jejich cytotoxické aktivita byla hodnocena za pouziti lidskych nadorovych
buné&enych linii.’

Vychozim materidlem pro piipravu popsanych sloucenin v publikaci’ je 21-oxolup-18-
en-3a, 28-diyl diacetat 1Va (schéma ¢. 1).” Tyto nenasycené ketony (IVa-1Vf) jsou ziskany

z betulinu (111a) acetylaci, kysele katalyzovanou izomeraci z 20(29)-dien®* a allylovou oxidaci
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vysledného 18,19-nenasyceného produktu.?® Selektivni saponifikace na uhliku 28 u esteru ky-
seliny octové a pak prevedeny na hydroxyketon, jehoz funkéni skupina karbinol, byla oxido-
vana pomoci RuOa na karboxylovou skupinu IVc ve vysokém vytézku.” Methylester 1Vd, byl
také charakterizovan. Reakci ketokyseliny I\VV¢ s chlormethylpivalatem nebo brommethylaceta-
tem za katalyzy 1,8-diazabicyklo [5.4.0] undec-7-en (DBU) v dichlormethanu a acetonitrilu se
ziska piislugny Pom nebo ACM ester 1Ve, respektive 1Vf.” Oxid seleni¢ity oxiduje latky 1Va a
IVVd-1VT, které obsahuji ketony v poloze 21, ve smési dioxanu/kyseliny octové na odpovidajici
21, 22-diketony Va-Vd.” Za pouziti analyzy *H NMR bylo zji§téno, ze a-diketony Vb-Vd re-
aguji velmi snadno s jednoduchymi alkoholy, produkuji slozité¢ smési poloacetali a ketalii. Toto

zjisténi vylougilo pouziti alkoholi jako krystalizaéniho rozpoustédla.’

Y

IVa, R=CH,0Ac Va, R=CH,OAc
Vb, R=CH,OH Vb, R=COOMe
Ve, R=COOH Ve, R=COOPom
IVd, R=COOMe vd, R=COOAcm

Ve, R=COOPom
IVf, R=COOAcm

Schéma ¢&. 1: Reakce se sloudeninami 1Va-1Vf vedouci ke slou¢enindm Va-Vd

Relativni stabilita keto kyseliny Vla, u které by se dala o¢ekavat spontanni dekarboxy-
lace, pravdépodobné v disledku sterického branéni indukované skupiny 17p-acetoxymethyl,
nedochdzi k tvorbé pozadovaného Sesticlenného kruhu meziproduktu nezbytného v cyklickém
mechanismu dekarboxylace mezi 18C-oxo a 17R-karboxylatovych skupin.” Je znamo,?® Ze
Vv ptipad¢, ze karboxylova skupina je v poloze 17f, dochazi ke spontanni dekarboxylaci.

B-keto kyselina Vla, byla pouzita pro ptipravu dalSich vysoce odbouratelnych lupano-
vych a des-E lupanovych deivati (schéma ¢. 2). Zahiivani B-keto kyseliny Vla, ve vroucim
diglymu vedlo ke vzniku komplikované smési produktii diky tepelnému rozkladu.” Dvé ze tii

hlavnich slougenin byly identifikovany, je zndmo, Ze heptanor acetat V11b?’ a methylen keton
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VIII, coz je nestabilni slou¢enina, byla izolovana lyofilizaci z benzenu.” Tieti slou¢enina je
velmi nestabilni a nebylo ji mozné identifikovat.’

Velmi neobvykl4 je reakce B-keto kyseliny Vla s hydroxidem draselnym.” Pokud se tato
reakce provadi v ethanolu, ether IX se objevi ve smési produktu spolu s béznym produktem
retro aldolové reakce, ktera pak podstoupi dekarboxylaci na heptanorketon VIla.” Jednim
z moznych vysvétleni vzniku methoxy derivatu 1X je Michaelova adice ethanolu k methyleno-
vému ketonu V111 za pouzitych bazickych podminek.” V piipadé pouziti dioxanu namisto etha-
nolu, které se pouziva jak rozpoustédlo, by mohly byt izolovany vysoké vytézky Cistého hepta-

norketonu Vl1la.”

"

AcO RO
Via Vila, R=H
\ Vilb, R=Ac
| o

o

RO VIIl, R=Ac

Xa, R=H
IXb, R=Ac

Schéma ¢. 2: Priprava sloucenin VIla-1Xb
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Triterpeny s dammaranovym skeletem

Copernicia cerifera (syn. C. prunifera) znama jako ,,karnauba‘“ je endemiticky palmovy
strom v severovychodni Bazilii.?® Tato rostlina produkuje specificky vosk, ktery pokryva po-
vrch listu. Vosk je soucasti ochranného systému rostliny a zabranuje nadmérnému odparovani
vody. Vosk izolovany z tohoto stromu je Siroce pouzivany ve vyrob¢ nékterych priimyslovych
vyrobkil véetné 1€¢iv, kosmetice, emulzich, barvach, lacich, nachézi se také v plastovych a fo-
tografickych filmech, v mazadlech, pocitacovych Cipech, ¢arovych kdédech a atd. Olej z ,.kar-
nauby* je také zkouman chemicky. Podle vyzkumu v literatute %2 je karnaubsky vosk tvoien
komplexem smési uhlovodiki, volnych mastnych kyselin, hydro-maselnych kyselin, dlouhymi
fetézci alkoholl a diold, estery a derivaty kyseliny skoficové. Kromé tohoto také obsahuje tri-
terpen, ktery se nazyva karnaubsky diol, ktery se také podaiilo izolovat.®!

V praci®® byly plné piifazeny *H a *C NMR spektra &ty triterpenoidii s dammaranovym
skeletem, které se podatilo izolovat z vosku lista C. cerifery.

Surovy karnaubsky vosk byl extrahovan hexanem, dale ¢istén pomoci sloupcové chro-
matografie na silikagelu a byly ziskany ¢tyfi triterpeny X-XI11 se strukturu vychazejici z dam-
maranu.® Spektralni data byla v souladu se strukturou karnaubského diolu (24R-methyl dam-
mar-25-en-3, 20-diol) s neobvyklym fetézcem obsahujicim také postranni methylovou sku-
pinu.® Tato latky byla izolovana z karnaubského vosku a struktura téchto latek v je popsana *H

NMR a C NMR v praci®3, protoze tyto informace nebyla dostupné v literatufe. Relativni kon-

figurace byla podpofena analyzou NOESY spektra ve srovnani s NMR daty analogickych tri-
33

terpent.
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Ethynylace derivata betulinu

V literatufe je popsano nékolik piipadi zavedeni ethynylu do triterpenoidnich molekul.
Prvni je syntéza acetylenovych sloucenin XVI — XX, ktera vychazi z 3-O-acetoxy-28-oxolup-
20(29)enu (X1V) a 3-O-methyl-28-oxolup-20(29)enu derivatu betulinu (XV), které maji na uh-
liku 28 reaktivni aldehydovou skupinu.® Reakei derivati X1V a XV s ethynylmagnesiumbro-
midem vznikd neodd¢litelnd smés dvou diastereomert, které naslednou Jonesovou oxidaci pre-
chézeji na derivaty XVIIla XIX.® Reakci derivitu XIV s komplexem acetylidu lithného
s ethylendiaminem dochazi k odstépeni acetylové skupiny a vznika derivat XVI, z kterého na-
slednou acetylaci vznika 3-O-acetylderivat XVII. Oxidaci slouc¢eniny XVII vznika slou¢enina
XX.2

Ptipravené latky byly testovany za pouziti SRB-testu proti melanomu (518A2), rakoviné
délozniho ¢ipku (A431), rakoviné hlavy a krku (A253, FADU), karcinomu plic (A549), rako-
vin¢ vajeénikl (A2780), rakoving tlustého stieva (DLD-1, HCT-8, HCT-116, HT-29, SW-480),
anaplastickému karcinomu §titné zlazy (8505¢, SW-1736), karcinomu prsu (MCF-7) a liposar-
komu.® Vysledky testi byly odvozeny z kfivek zavislosti odpovédi na davce podané latky.>
Slouceniny byly také testovany na protinadorovou aktivitu v panelu patnacti lidskych nadoro-
vych bunéénych liniich za pouziti kolorimetrického SRB testu se sulforhodaminem B.® Ethy-
nylderivaty XVIII, XIX a XX vykézaly vyssi cytotoxicitu ve srovnani s vychozi kyselinou
betulinovou (111b).3
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acetylid lithny
THF,-78°C,1h

1
OR™ Ac ,0, NEtg
e s,
24°C,72h

RO RO

XVIl, R=R'=Ac

ethynylMgBr, THF, -78 °C, 1 h
CrOg, H,S0y, aceton, 0 °C, 30 min

XIV, R=Ac RO XVIIl, R=Ac
XV, R=Me i XIX, R=Me

acetylid lithny, THF, -78 °C, 1 h ///
H

CrOg, H,S0y, aceton, 0 °C, 30 min

Schéma ¢. 3: Syntéza ethynylderivata betulinu XVI - XX

Dale byla popsédna syntéza derivatl betulinu XXI1-XXIV s acetylenovym fetézcem na
uhliku 28, ktera vychazela z 3-O-acetoxy-28-oxolup-20(29)-enu 111.34 Reakce methylpropio-
latu nebo 2-propyn-1-olu v LDA probihala snadno.3* Reakce s fenylethhynyllithiem méla vyssi
vytézek ve srovnani pii pouziti LDA.3* Popsané adice probihaly stereoselektivné, kdy byly izo-
lovany pouze izomery 28S.%*

Slouceniny XXI1-XIV byly testovany na cytotoxickou aktivitu v sérii patnacti lidskych
nadorovych bunéénych linii za pouZiti SRB protokolu a vysledky byly ziskany z odpovidajicich
kiivek zavislosti odpovédi na davce.3* Slou¢eniny XXI1 vykazala hodnoty ICso podstatné nizsi
nez standardni hodnoty kyseliny betulinové (111b).3* Zaména karboxymethylové skupiny za
hydroxymethylovou skupinu vedla ke sniZeni aktivity, jak bylo pozorovano u slouceniny
XX111.% P¥itomnost fenylacetylenu ve slouceningé XXIV méla nepiiznivy vliv na aktivitu této
slou¢eniny.® Pitomnost fenylacetylenu ve slou¢eniné X1 méla piiznivy vliv na aktivitu této

slou¢eniny.®*
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LDA, THF, -78 °C, 2h
n-BuLi, THF, -78 °C, 2h

AcO

XXIl, R=COOMe
XXIlI, R=CH,OH
XXV, R=Ph

Schéma ¢. 4: Syntéza ethynylderivata XXII-XIV.

Reakce triterpenti s Grignardovymi ¢inidly

Dalsi moznosti, jak zavést ethynylovy substituent do terpenické molekuly je Grignar-
dova reakce. Bylo popsano, ze reakci 2-oxoallobetulinu X111 s ethynylmagnesium bromidem
v THF vzniké derivat XIV s vytéZkem 66 %.% Struktura tohoto derivatu X1V byla potvrzena
pomoci NMR spektroskopie a rentgenové krystalografie.®®

ethinylMgBr

THF, rt

Schéma 5: Priprava derivatu XXVI

Reakci 2-oxoallobetulinu (XXV) s vinylmagnesium bromidem v THF byl pfipraven vi-
nylderivat XXVII s vysokym vytézkem 75 %.% Struktura tohoto derivatu XXVII byla potvr-

zena pomoci rentgenové krystalografie.®®
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vinylMgBr

THF, rt

Schéma €. 6: Piiprava derivatu XXVII.

Reakci allobetulinu XXVI1I1 s ethynylmagnesium bromidem v THF vznikl 2-hydroxy-
2-ethinylallobetulin XX1X.*® Vytézek této reakce byl 65 %.%°

ethinylMgBr
THF, 1t HO

XXVIII XXIX
Schéma €. 7: Piiprava derivatu XXIX

Vsechny vySe zminéné derivaty triterpeni XXVI, XXVII a XXIX byly testovany na
cytotoxickou aktivitu a to na inhibi¢ni U¢inky na proliferaci mySich leukemickych bunék
(L1210), lidskych T-lymfoblastickych bunék (CEM) a proti rakoviné délozniho ¢ipku (HeLa).®
Slougeniny XXVI a XXIX byly aktivni ve sttednim mikromolarnim rozsahu (18-28 uM).®
Sloucenina XXVI obsahujici ethynylovou skupinu vykazovala vyssi aktivitu nez sloucenina

XXVII obsahujici vinylovou skupinu.®
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Vysledky a diskuze

Priprava vychozich latek

Pro piipravu diethylbetulinu 2 byl alkylovan vychozi betulin 1 ethyl jodidem v dioxanu
s nadbytkem NaH. Alkylace probéhla kvantitativné a vznikly diethylbetulin 2 byl dale pouzit
pro ptiprava aldehydu 3, jak je popsano ve schématu €. 7. Vychozi aldehyd 3 byl ziskan s vy-
tézkem 30 % allylovou oxidaci 3,28-diethylbetulinu 2 oxidem seleni¢itym v methoxyethanolu.
Reakce byla provadéna jinym zptisobem nez v praci*® z diivodu odstranéni stop selenu, ktery
nebylo mozné odstranit chromatografii nebo krystalizaci. Odstranéni stop selenu se podatilo az
tim, ze pfipraveny aldehyd 3 byl redukovan NaBH4 na alkohol 4 a nasledn¢ reoxidovan zpét na
aldehyd 3 reakci s oxidem mangani¢itym a chromatografovan. Stopy selenu pfitom byly od-
stranény nejspise po redukci ve formé& HoSe. Slozity proces separace a ¢isténi pak vedl k celko-
vému nizkému vytézku.

Struktura aldehydu 3 byla jednozna¢né potvrzena pomoci spektralnich dat. V *H spek-
trech aldehydu 3 byl nalezen kromé& obvyklych signala singlet aldehydického vodiku H-30 pii
5 9.51 ppm a v souladu s tim je pitomen v *C NMR spektru karbonylovy uhlik C-30 pfi &
195 ppm. V IC spektru aldehydu 3 piibyl karbonylovy pas pii 1690 cm™ V MS El spektru
aldehydu 3 byl nalezen molekulovy iont a dale iont odpovidajici typickym ztratam.

i

Etl, NaH
e
CH,OH dioxan

HO EtO

Schéma €. 6: Ptiprava diethylbetulinu
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Se0O,,EtOMe
reflux B

EtO

EtO

EtO EtO

Schéma ¢. 7: Ptiprava diethylaldehydu 3
Ozonolyza derivatii betulinu

Ozonolyzou 3,28-dimethylbetulinu 3, respektive 3,28-diethylbetulinu, 2 v chloroformu
byly ptipraveny ketoderivaty 5 a 6 ve vytézku 53 % a 61 %.

Struktura ketoderivati 5 a 6 byla jednoznaéné potvrzena pomoci spektralnich dat. V *H
spektrech sloucenin 5 a 6 byl nalezen kromé obvyklych signal singlet (3H) methylu H-29
v sousedstvi oxoskupiny pii & 2.15 ppm a v souladu s tim je pfitomen v *C NMR spektru ke-
tonicky uhlik C-29 pii & 212.40 ppm. V IC spektru ketoderivatii 5 a 6 piibyl ketonicky pas pfi
212.40 cm™ V MS EI spektru ketontl 5 a 6 byly nalezeny molekulovy ionty a dale ionty odpo-

vidajici typickym ztratam. Stejné tak elementdrni analyza odpovidé slozeni produktu.
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3, R=Me 5, R=Me, 53 %
2, R=Et 6, R=Et, 61%

Schéma €. 8: Ptiprava vychozich ketoderivata 5 a 6.
Adice Grignardovych sloucenin na triterpenoidni oxoderivaty
Vinylderivaty 7 a 8

Vinylderivaty 7 a 8 byly ziskany reakci aldehydu 5 a 6 s komerénim roztokem vinyl-
magnesiumbromidu v THF pod argonovou atmosférou za refluxu ve vytézcich po ¢isténi 34 %
a 28 %. V 'H NMR spektrech vinylderivati 7 a 8 byly nalezeny signaly vodiku nové dvojné
vazby pfi & okolo 3.95 ppm a 4.47 ppm. V 33C NMR spektrech vinylderivati 7 a 8 jiz neni
signal C=0 skupiny. V IC spektrech vinylderivata 7 a 8 byly oproti vychozim latkam 5 a 6
nalezeny pasy odpovidajici vibraci OH skupiny pii 3450 - 3510 cm™. V hmotnostnich spektrech
EI vinylderivati 7 a 8 byly nalezeny molekulové ionty a déle ionty odpovidajici typickym ztra-

tam. Strukturu obou derivati potvrzuje i elementarni analyza.

Of/"/,
‘
",

CH,OR vinylMgBr
—_— >
THF, reflux
RO
5, R=Me 7, R=Me
6, R=Et 8, R=Et

Schéma ¢. 9: Pfiprava vinylderivati 7 a 8
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Allylderivaty 9 a 10

Allylderivaty 9 a 10 byly ziskany reakci ketoderivatt 5, 6 s komercnim roztokem allyl-
magnesiumbromidu v THF pod argonovou atmosférou za refluxu ve vytézcich po ¢isténi %
(schéma 9). V'H NMR spektrech allylderivatd 9 a 10 byly nalezeny signaly vodiku dvojné
vazby pfi & 5.13 ppm (2H) a 5.92 ppm (1H). V 1*C NMR spektrech allylderivat 9 a 10 byly
nalezeny 2 signaly dvou uhlikd druhé dvojné vazby pti & 118.9 a 134.27 ppm. V IC spektrech
allylderivati 9 a 10 byly oproti vychozim latkam 5 a 6 nalezeny pasy odpovidajici vibraci OH
skupiny pii ~ 3500 cm™ V hmotnostnich spektrech EI allylderivati 9 a 10 byly nalezeny mo-

lekulové ionty a dale ionty odpovidajici typickym ztratam. Strukturu také potvrzuje elementarni

O ?Z/’II Q
HOww~

analyza.

alyMgBr
_—
THF, reflux
5, R=Me 9, R=Me
6, R=Et 10, R=Et

Schéma ¢. 9: Priprava allyderivati 9 a 10

Ethinylderivaty 11 a 12

Ethinylderivaty 11 a 12 byly ziskany reakci ketoderivati 5 a 6 s komerénim roztokem
ethinylmagnesiumbromidu v THF pod argonovou atmosférou za refluxu ve vytézcich po ¢isténi
chromatograficky i pomoci HPLC % (schéma 8). Béhem nékolika pokust, pfi kterych byly
ménény reakéni podminky i1 rozpoustédlo, se nepodaftilo ziskat v izolovatelném vytézku ethi-
nylderivat. V *H NMR spektrech ethinylderivati 11 a 12 byly nalezeny singlety ethynylového
vodiku pii § 2.16 ppm. V BC NMR spektrech ethinylderivata 11 a 12 byly nalezeny 2 signaly
dvou uhlikd trojné vazby pii & okolo 170 ppm.V IC spektrech ethinylderivatia 11 a 12 byly
oproti vychozim latkam 5 a 6 nalezeny pésy odpovidajici vibraci OH skupiny pii ~ 3450 —
3520 cm™ V hmotnostnich spektrech EI ethinylderivati 11 a 12 byly nalezeny molekulové

24



ionty a dale ionty odpovidajici typickym ztratdm. Strukturu rovnéz potvrzuje elementarni ana-

lyza.
HOwwi~
CHL0R ethinylMgBr
—_—
THF, reflux
RO

5, R=Me 11, R=Me
6, R=Et 12, R=Et

Schéma €. 11: Pfiprava ethinylderivati 11 a 12

Ethynylderivat 14

Ethynylderivat 14 byly ziskan reakci heptanorketonu 13 s komer¢nim roztokem ethy-
nylmagnesiumbromidu v THF pod argonovou atmosférou za refluxu ve vytézcich po ¢isténi 10
% (schéma 12). V 'H NMR spektrech ethynylderivatu 14 byl nalezen signal vodiku (singlet)
trojné vazby pii & 2.05 ppm. V 1*C NMR spektrech ethinylderivatu 13 byly nalezeny 2 signaly
dvou uhliki trojné vazby pii & okolo 170 ppm V IC spektrech ethinylderivatu 14 byl oproti
vychozi latce 13 nalezen pasy odpovidajici vibraci OH skupiny pii 3476 cm™ V hmotnostnich
spektrech El ethinylderivat 14 byly nalezeny molekulové ionty a dale ionty odpovidajici typic-
kym ztratam.

Reakci jsme také provadéli s komplexem acetylidu lithného s diethylaminem za pouziti

nejriznéjsich rozpoustédel, ale pozadovany produkt 16 se nam nepodafilo pfipravit.

O

ethinylIMgBr

=
X

THF, reflux

AcO AcO

13

25



acetylid lithny

/\ >

THF, reflux

HO

15

Schéma €. 12: Pfiprava ethinylderivatu 14, 16

Diacetylovany heptanorketon 17

Diacetylovany derivat byl ziskdn reakci acetylovaného heptanorketonu 13 redukei
s NaBHa. Této reakci predchazela adice s acetylidem lithnym, kdy jsme piedpokladali vznik
ethinylderivatu 14. Ke vzniku tohoto derivatu ale nedoslo, byl pfipraven jiz popsany diacetylo-
vany derivat 17 heptanorketonu 15 pravdépodobné z diivodu malé rozpustnosti heptanorketonu
15 a s tim souvisejici malé nereaktivité s acetylidem lithnym z diivodu vzniku komplexu s touto

latkou nebo celkové nereaktivité s touto latkou.

O

pyridin, Ac ,0O

HO

AcO
15 13

acetylid lithny | aBH,
THF, reflux

OAc

AcO

Schéma €. 13: Piprava diacetylovaného heptanorketonu 17
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Zavér

1. Byla provedena literarni reSerse na téma ,,Nukleofilni adice na triterpenoidni oxoderivaty*.
2. Byly ptipraven aldehyd 3, ktery nebyl dosud popsan.

3. Adici Grignardovych ¢inidel na oxoderivaty 5 a 6 byly pfipraveny nové terciarni alkoholy 7-
12 a 14.

4. Celkov¢ bylo ptipraveno a spektralnimi daty potvrzeno 10 doposud nepopsanych slouc¢enin
3,5-12a 14.

5. Vsechny slouceniny pfipravené v ramci této prace byly testovany na in vitro cytotoxickou
aktivitu na lidské T-lymfoblastické leukémii CEM.
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EXPERIMENTALNI CAST
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OBECNE POZNAMKY K EXPERIMENTALNI CASTI

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

Specifické optické otacivosti byly méfeny v chloroformu na polarimetru AUTOMATIC
POLARIMETER, Autopol 111 (Rudolph research, Flanders, New Jersey) a jsou uvadény v jed-
notce 107 deg.cm?/g, za kazdou hodnotou specifické optické ota¢ivosti je uvedena koncentrace
v jednotce g/100ml.

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

NMR spektra byla méfena na pfistroji Bruker 300 Avance II (*H pti 300 MHz, 3C 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 viiéi § (CDCls) = 77.00 ppm.
Multiplicita signalti v 3C NMR spekter byla uréena z DEPT spekter. Hodnoty chemickych po-
sunu a interak¢nich konstant byly uréeny pomoci analyzy prvniho fadu. Hodnoty chemickych
posunt byly zaokrouhleny na dvé desetinna mista, interakéni konstanty 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 vyhfivaném 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-
tenzivngj$i ion v oblasti m/z > 50.

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

Eluc¢ni soustavy pro vyvijeni TLC folii (vZdy uvedeny u experimentu):

A hexan/ethylacetat (5:1)

B cyklohexan/ethylacetat (8:1)

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

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

Veskera rozpoustédla pouzivana pro reakce, krystalizace a chromatografie byla pfedem

destilovana. THF byl destilovan ve smycce se slitinou Na/K a benzofenonu tésné pied pouzitim.
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Cytotoxicka aktivita byla testovana na pracovisti doc. MUDr. M. Hajdacha, Ph.D. v La-
boratofi experimentalni mediciny Détské kliniky FN v Olomouci nasledujicim zplisobem: Tes-
tovana sloucenina byla v $esti riiznych koncentracich ptidana ke tkanové kultufe bun¢k T-lym-
foblastické leukémie CEM v jamkach kultiva¢niho panelu. Kazda koncentrace slouceniny byla
testovana v dubletu. Inkubacni doba bunécné suspenze v prostiedi s analyzovanou slouc¢eninou
trvala 72 hodin pfi 37 °C, v 5% atmosféie oxidu uhli¢ité¢ho a 100% vlhkosti. Nasledné byl do
kazdé jamky panelu ptidan MTT-[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium
bromid] a inkubace pokracovala dalsi 4 hodiny. Jeji ukon¢eni nastalo pfidanim dodekansulfo-
natu sodného a procento prezivajicich bunék bylo stanoveno spektrofotometricky pii 540 nm.
Z kiivek davkové zavislosti byla vypocitana koncentrace usmrcujici 50 % nadorovych bun¢k -
ICso.

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

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

vvvvvv

boratofich Betulinines.
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 pfidan roztok
pfislusného Grignardova ¢inidla v THF (dle experimentu). Smés byla zahtivana k varu za sta-
1ého michéni za vylouceni vzdusné vlhkosti. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC. Pokud
neni napsano jinak, byla pouZita mobilni faze A. Reak¢ni smés byla po ochlazeni zfedéna ethe-
rem a poté vytfepana tfikrat roztokem NH4ClI a poté jednou H20. Spojené organické podily
byly odpatfeny na RVO a krystalizovany.

Obecny postup ozonolyzy derivati betulinu

Reakce byly provadény v roztoku derivatu betulinu (1, 2) v CHCIs, ktery byl ochlazen
na - 20 °C. Nasledné byl do roztoku zavadén Oz za stdlého michani. Ke smési byl pfidan roztok
dimethysulfidu. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze B). Ketoderivat (3, 4)
byl odpaten na RVO a ¢istén pomoci kolonové chromatografie (mobilni faze B). Spojené orga-

nické podily ketoderivatu (3, 4) byly odpafeny na RVO.
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1. Priprava ethoxyaldehydu 3

Do roztoku diethylbetulinu (2) (3.00 g; 6.00 mmol) v methoxyethanolu (60 ml) byl pfi-
déan oxid selenicity (2.20 g; 19.82 mmol) a reakéni smés byla zahtfivana k varu pod zpétnym
chladi¢em po dobu 3 h. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze A). Po uvedené
dobé jiz v reakéni smési dle TLC nebyl pfitomen vychozi diethylbetulin (2), vylouc¢eny selen
byl za horka odfiltrovan a filtrat byl ochlazen. Vylouc¢ené nazloutlé zluté jehlicky aldehydu 3
byly odsaty a filtrat byl zahustén ke krystalizaci a poté ochlazen. Vznikly aldehyd 3 byl roz-
pustén ve smési THF a MeOH, roztok byl ochlazen a byl k nému pfidan NaBH4 (4g, 0.11 mol).
Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze A), po tficeti minutach jiz v reakéni
smési nebyl ptitomen aldehyd 3, ale pouze hydroxyderivat 4. Nasledné byla reakéni smés 0Ky-
selena HCI, ziedéna H2O a tiikrat vytfepana ethylacetatem. Organické podily byly spojeny a
k roztoku byl ptidan aktivovany MnOz (6g, 69.01 mmol) a reakce byla monitorovana pomoci
TLC, dokud nevznikla op&tovné slou€enina 3. Néasledné byl MnO: odstranén filtraci a vznikly
aldehyd 3 byl vysusen na RVO. Byl ziskan ve formé nazloutlych krystalkd o t. t. 184 - 187 °C
(0.79 g, 30 %). *H NMR spektrum: 0.75 (s, 3H); 0.81 (s, 3H); 0.94 (s, 3H); 0.94 (s, 3H); 1.01
(s,3H, 5 x CHas); 1.15 - 1.21 (m, 6H, 2 x OCH2CH3); 1.97-2.02 (m, 2H); 2.13-2.23 (m, 1H);
2.71 (dd, 1H, J1 = 11.6 Hz, J, = 11.8 Hz, H-3); 2.75-2.82 (m, 1H); 3.11 (d, 1H, J = 9.0 Hz, H-
28a); 3.30-3.38 (m, 1H, OCH.CHpg); 3.42-3.52 (m, 3H, OCH2CHj3 a H-28b); 3.61-3.69 (m, 1H,
OCH:CHj3); 5.92 (s, 1H, H-29 pro E); 6.28 (s, 1H, H-29 pro Z); 9.51 (s, 1H, C[O]H). **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. 1C spektrum: 1690 cm™. MS, m/z (%): [pro
CasHs603, M*™ 512], 512 (M*, 28).

2. Priprava ketoderivatu 5

Podle obecného postupu ozonolyzy byl z dimethylbetulinu 1 (3.00 g; 6.38 mmol ) zis-
kén ketoderivat (5) (1.61 g; 53 %) ve formé bilych krystalk® o t. t. 159-162 °C (CHCIs); H
NMR spektrum: 0.74 (s, 3H); 0.82 (s, 3H); 0.95 (s, 3H); 0.99 (s, 3H); 1.02 (s, 3H, 5 x CHy);
2.15 (s, 3H, H-29); 2.63 (m, 1H, 2J = 29.6 Hz, H-3a); 2.99 (d, J = 8.8 Hz, H-284a); 3.34 (s, 3H);
3.35(s, 3H, 2 x O-CH3); 3,43 (d, J = 8.9 Hz, H-28D). 13C spektrum: 14.67; 14.70; 15.90; 16.01;
16.10; 18.14; 20.84; 22.16; 27.14; 27.26; 27.96; 29.34; 34.11; 34.72; 36.35; 37.15; 38.77;
40.81; 42.50; 47.17; 49.65; 50.21; 52.30; 55.76; 57.50; 59.65; 71.49; 71.52; 71.57; 88.51;
212.40. IC spektrum: 1709.89 (C=0). MS, m/z (%): [pro CasHssO3, M* 499.416], nalezeno
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499.416 (M*, 14.4), 523.413 (M+Na", 39,8), 1023.835 (dimer, 100). Elementarni analyza:
vypoéteno C 78.76 %, H 11.09 %, O 10.15 %; nalezeno C 78.70 %, H 11.11 %, O 10.15 %.

3. Priprava Kketoderivatu 6

Podle obecného postupu ozonolyzy byl z diethybetulinu 2 (2.50 g; 5.00 mmol) ziskan
ketoderivat 6 ve formé bilych krystalkti o t. t. 167-169 °C (CHCls); *H NMR spektrum: 0.76 (s,
3H); 0.83 (s, 3H); 0.95 (s, 3H); 0.99 (s, 3H); 1.01 (s, 3H, 5 x CHa); 1.16-1.21 (m, 6H, O-CH>-
CHs); 2.15 (s, 3H, H-29); 2.64 (ddd, 1H, J1 = J.=11.2 Hz, J3= 6.0 Hz, H-3a); 2.73 (dd, 1H, J1
=11.4Hz, J>= 3.9 Hz, H-3a); 3.02 (d, 1H, J = 9.4 Hz, H-28a); 3.32-3.40 (m, 1H, O-CH2-CHj3);
3.42-3.50 (m, 3H, H-28b, O-CH2-CHa); 3.62-3.70 (m, 1H, O-CH2-CHs). 13C spektrum: 14.68;
15.14; 15.65; 15.92; 16.06; 16.25; 18.24; 20.86; 23.34; 27.18; 27.23; 27.95; 28.01; 29.28;
29.84; 34.15; 34.87; 36.36; 37.12; 38.66; 38.76; 40.85; 42.50; 47.16; 49.70; 50.25; 52.40;
55.81; 65.14; 66.97; 68.81; 86.55; 212.52. IC spektrum: 1715.78 (C=0). MS, m/z (%): [pro
Ca1Hs203, M™ 471.735], nalezeno 471.385 (M™, 14.4), 496.212 (M+Na", 40.3), 967,776 (di-
mer, 100). Elementarni analyza: vypoéteno C 79.14 %, H 11.27 %, 9,58 %; nalezeno C 79.07
%, 11.29 %, O 9.59 %;

3. Reakce ketoderivatu 5 s vinylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl z ketoderivatu 5 (0.30 g; 0.64 mmol) a vinylmagne-
siumbromidu (8.6 ml, 0.7 M) ziskan vinylderivat 7 (0.109 g, 34%). Prub¢h reakce byl sledovan
pomoci TLC (mobilni faze A). Vinylderivat 7 byl ¢iStén pomoci kolonové chromatografie (mo-
bilni faze cyklohexan/ethylacetat 10:1) a lyofilizovan. Smés diastereoizomera se nepodatilo
separovat, proto jsou nékteré signaly ve spektrech dvakrat (v blizkosti nového diastereomerniho
centra se lisi 8 analogickych atomt H i C. *H NMR spektrum: 0.76 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.87
(d, 3H,J =9.8 Hz); 0.94 - 0.99 (m, 9H); 1.05 (s, 3H); 1.14 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 1.14 (s, 3H, vse
CHgs, jsou to dva diastereoizomery); 2.05 (s, 1H); 2.39 (s, 1H); 2.65 (dd, 1H, J1 = 4.2 Hz, J, =
4.2, H-3a); 3.00 (d, 1H, J=9.2 Hz, H-28a); 3.34 (s, 3H); 3.36 (s, 3H, (2xO-CH3s); 3.47 (d, 1H,
J=9.2 Hz, H-28Db); 3.94 (dd, 2H, J1 = 12.6 Hz, J, = 4.9 Hz, -CH=CH2); 4.47 (dd, 1H, J1 = 11.2
Hz, J» = 5.2 Hz, -CH=CHy). 13C spektrum (jedna se o smés dvou diastereoizomert): 14.78;
15.57; 16.05; 16.09; 16.23; 16.40; 16.56; 17.66; 18.24; 18.27; 20.91; 21.06; 21.39; 21.42;
22.29; 23.06; 23.17; 28.01; 28.07; 29.99; 31.06; 31.31; 32.79; 34.36; 34.67; 36.89; 37.22;
37.87; 38.55; 38.66; 38.88; 40.66; 41.05; 41.25; 41.36; 42.85; 44.86; 46.04; 47.40; 47.43;
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50.11; 50.65; 55.46; 55.85; 57.61; 59.75; 68.72; 70.21; 71.07; 71.45; 80.96; 88.69; 89.62;
132.15, 171.08. IC spektrum: 3505.54 (OH). Elementarni analyza: vypoéteno C 79.14 %, H
11.27 %, O 9.58 %; nalezeno C 79.07 %, H 11.29 %, O 9.58 %.

4. Reakce ketoderivatu 6 s vinylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl z ketoderivatu 6 (0.4 g; 0.80 mmol) a vinylmagnesi-
umbromidu (8.6 ml, 0.7 M;) ziskan vinylderivat 8 (0.120 g, 28 %). Pribéh reakce byl sledovan
pomoci TLC (mobilni faze A). Vinylderivat 8 byl ¢istén pomoci kolonové chromatografie (mo-
bilni faze cyklohexan/ethylacetat 10:1) a lyofilizovan. *H NMR spektrum: 0.77 (s, 3H); 0.85 (s,
3H); 0.96 (s, 3H); 0.97 (s, 3H); 1.05 (s, 3H, 5xCHs); 1.15 (d, 1H, J = 6.3 Hz); 1.15-1.20 (m,
6H, OCH2CHs); 2.75 (dd, 1H, J1 = 4.3 Hz, J>= 4.0 Hz, H-3a); 3.03 (d, 1H, J = 9.2Hz, H-28a);
3.34 — 3.40 (m, 2H, -CH=CH2); 3.42-3.48 (m, 3H, 2 x H-OCH2CH3, H-28b); 3.64-3.70 (m,
1H, 1 x H-OCH2CHs); 3.96 (dd, 1H, J1 = 12.9 Hz, J; = 6.3 Hz, -CH=CHy). 3C spektrum:
14.77; 15.26; 15.75; 16.05; 16.14; 16.36; 18.37; 20.92; 21.43; 23.17; 23.46; 27.16; 27.31;
28.13; 30.09; 31.32; 34.39; 34.79; 36.87; 37.19; 38.80; 38.88; 41.07; 42.84; 46.05; 47.38;
47.43; 50.13; 55.88; 65.27; 67.02; 68.01; 68.76; 86.71; 119.70; 138.3. IC spektrum: 3446. 02
(OH). Elementarni analyza: vypo¢teno C 79.49 %, H 11.44 %, O 9.08 %; nalezeno C 79.48 %,
H 11.46 %, O 9.07 %.

5. Reakce ketoderivatu 5 s allylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl z ketoderivatu 5 (0.25 g; 0.53 mmol) a allylmagnesi-
umbromidu (1 ml, 0.7 M;) ziskan allylderivat 9. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (mo-
bilni faze A). Allylderivat 9 byl ¢istén pomoci kolonové chromatografie (mobilni faze cyklohe-
xan/ethylacetat 20:1). Byl ziskan allylderivat 9 ve formé nazloutlych krystalka (0.165 g, 61%).
IH NMR spektrum: 0.75 (s, 3H); 0.84 (s, 3H); 0.96 (s, 3H); 0.99 (s, 3H); 1.06 (s, 3H;) 1.09 (s,
3H, 6 x CH3); 2.23 (m, 1H, H-29a); 2.33 (m, 1H, H-29b); 2.65 (dd, 1H, J1 = 11.7 Hz, J» = 4.3
Hz, H-3a); 3.05 (d, 1H, J=9.2 Hz, H-28a); 3.34 (s, 3H, -O-CH3s); 3.36 (s, 3H, -O-CHs); 3.52
(d, 1H, J = 9.8 Hz, H-28b); 5.13 (m, 2H, -CH=CH2); 5.92 (m, 1H, -CH=CH,). !3C spek-
trum:15.07; 16.09; 18.19; 21.30; 22.19; 22.29; 27.36; 27.86; 27.97, 28.78; 30.53; 34.05; 34.47,
36.46; 37.06; 37.08; 38.52; 38.76; 41.45; 43.33; 47.70; 47.84; 48.42; 48.53; 50.21; 55.69;
57.50; 59.63; 71.62; 74.33; 74.48; 88.60; 118.90; 134.27. IC spektrum: 3479.70 (OH). Elemen-
tarni analyza: nalezeno C 79.38 %, H 11.40 %, O 9.33%; vypocteno C 79.32 %, H 11.36 %, O
9.32 %.
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6. Reakce ketoderivatu 6 s allylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl z ketoderivatu 6 (0.4 g; 0.80 mmol) a allylmagnesi-
umbromidu (4 ml, 0.7 M;) ziskan allylderivat 10. Prubéh reakce byl sledovan pomoci TLC
(mobilni faze A). Allylderivat 10 byl ¢istén pomoci kolonové chromatografie (mobilni faze
hexan/ethylacetat 10:1) a byl ziskan allylderivat 10 ve formé bilych krystalkd. *H NMR spek-
trum: 0.77 (s, 3H); 0.84 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.95 (s, 3H); 0.99 (s, 3H); 1.05 (s, 3H); 1.06 (s,
3H); 1.09 (s, 3H, 8 x CHg); 1.19 (m, 6H, 2xCH3-CH2-0-); 2.25 (m, 2H, H-29a, H-29b); 2.74
(dd, 1H, J1 = 11.7 Hz, J> = 4.0 Hz, H-30); 3.07 (t, 1H, J=8.9 Hz, H-28a); 3,36 (m, 1H ,CHs-
CH2-0-); 3.47 (m, 2H, CH3-CH2-0-); 3.54 (d, 1H, J=9.8 Hz, H-28b); 3.66 (m, 1H, CH3-CH2-
0-); 5.13 (m, 2H, 2xH-32); 5.91 (m, 1H, H-31). *C spektrum: 15.07; 15.17; 15.66; 16.12;
16.27; 18.29; 21.31; 22.31; 23.36; 27.40; 28.03; 28.84; 30.64 34.16; 34.50; 36.43; 37.02; 37.04;
38.66; 38.76; 41.48; 43.32; 47.71; 47.85; 48.41; 48.49; 48.51; 50.04; 50.23; 50.31; 55.73;
55.76; 65.15; 66.88; 68.71; 68.83; 74.38; 74.54, 86.63; 86.67; 118.42; 118.83; 118.85; 134.33,;
134.64; 134.66. IC spektrum: 3517.63 (OH). Elementéarni analyza nalezeno C 79.70 %, 11.55
%, O 8.86 %; vypocteno C 79.65 %, H 11.51 %, O 8.84 %.

7. Reakce ketoderivatu 5 s ethynylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl z ketoderivatu 5 (0.2 g; 0.42 mmol) a ethynylmagne-
siumbromidu (11.7 ml, 0.7 M;) ziskan ethynylderivat 11. Prib¢h reakce byl sledovan pomoci
TLC (mobilni faze A). Ethynylderivat 11 byl ¢istén pomoci kolonové chromatografie (mobilni
fize) a byl ziskan ethynylderivat 11 ve formé oleje (0,208 g, 48%). H NMR spektrum: (2
isomery): 0.75 (s, 3H); 0.75 (s, 3H); 0.83 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.96 (s, 3H); 0.96 (s, 3H); 0.97
(s, 3H); 1.00 (s, 3H); 1.02 (s, 3H); 1.06 (s, 3H, 10x3H, 5xCHs pro kazdy isomer); 1.41 (s, 3H,
H-29); 2.16 (s, 1H, H-30a); 2.40 (s, 1H, H-30b); 2.64 (m, 2H, H-3a), 2 isomery: 2.99 (d, 1H (J
=9.2 Hz), 2. isomer: 3.05 (d, 1H, J = 9.2 Hz), 1. isomer: 3.34 (s, 3H, -O-CHp3); 2. isomer: 3.36
(s, 3H, -O-CH?3); 1. isomer: 3.43 (m, 1H, 1. isomer); 2. isomer 3.51 (m, 1H, 1l.isomer). *C
spektrum:0.99; 14.54; 14.65; 14.67; 14.91; 15.91; 16.08; 16.13; 18.15; 18.18; 20.85; 21.22;
22.19; 25.40; 27.15; 27.20; 27.26; 27.97; 28.86; 29.36; 29.73; 30.25; 30.44; 33.93; 34.44,
34.73; 36.10; 36.37; 37.08; 37.17; 38.52; 38.56; 38.77; 38.82; 40.82; 41.39; 42.51; 43.26;
47.18; 48.47;48.78; 48.88; 49.37; 49.67; 50.15; 50.18; 52.30; 55.71; 55.77; 57.50; 59.55; 70.45;
71.50; 71.55; 72.40; 73.89; 88.53; 88.60; 89.90; 128.06; 128.29; 128.48; 212.42. IC spektrum:
3452.78 (OH). Elementarni analyza: vypocteno C 79.52 %, H 10.95 %, O 9.64 %; nalezeno C
79.46 %, H 10.91 %, O 9.62 %.
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8. Reakce ketoderivatu 6 s ethinylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl z ketoderivatu 6 (0.4 g; 0.80 mmol) a ethinylmagne-
siumbromidu (1 ml, 0.7 M;) ziskan ethinylderivat 12. Prub¢h reakce byl sledovan pomoci TLC
(mobilni faze A). Ethinylderivat 12 byl ¢istén pomoci kolonové chromatografie (mobilni faze)
a po odpateni byl ziskan ethynylderivat 12 ve formé oleje (0.208 g, 48%). 'H NMR spektrum:
(2 isomery): 0.77 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.95 (s, 3H); 0.97 (s, 3H); 1.06 (s, 3H, 5 x Me); 1.15-
1.25 (2 x t, 6H, CH.CH3); 1.41 (s, 3H, 29-CH3); 2.40 (s) a 2.41 (s, 1H, H-C=C z obou isomeri);
2.74 (dd, 1H, J;=11.5 Hz, J»=3.5 Hz); 3.0 - 3.15 (2 x d, 1 H, J=9.2 Hz; 3.30 — 3.40 (m, 1H);
3.42—3.52 (m, 2H); 3.53 - 3.60 (m, 1H); 3.61 —3.73 (M, 1H, 4 x H — CH2CHj3). 13C spektrum:
14.91; 15.15; 15.66; 16.12; 16.28; 18.28; 21.24; 21.37; 23.35; 25.40; 27.24; 28.03; 29.40;
30.53; 34.05; 34.48; 36.06; 37.04; 38.71; 38.76; 41.43; 43.25; 48.43; 48.87; 49.39; 50.21,
50.32; 55.75; 65.15; 66.90; 68.72; 70.42; 71.55; 86.63; 89.95. IC spektrum: 3502.67 (OH).
Elementarni analyza: vypocteno C 79.85 %, H 11.18 %, O 9.13%; nalezeno C 79.79 %, H
11.10%, O 9.11%.

9. Reakce heptanorketonu 13 s ethinylmagnesiumbromidem

Podle obecného postupu adice byl z heptanorketonu 13 (0.4 g; 0.80 mmol) a ethinyl-
magnesiumbromidu (1 ml, 0.7 M;) ziskan ethinylderivat 14. Pribéh reakce byl sledovan pomoci
TLC (mobilni faze A). Ethinylderivat 14 byl ¢istén pomoci kolonové chromatografie (mobilni
faze cyklohexan/ethylacetat 10:1), nasledné od vychoziho heptanorketonu 13 ¢istén na HPLC
(mobilni faze cyklohexan/ethylacetat 6:1). Byl ziskan ethinylderivat 14 (10 %) ve formé pri-
hlednych krystalkii. *tH NMR spektrum: 0.84 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.87 (s, 3H); 0.98 (s, 3H);
1.15 (s, 3H, 15xH, 5xCHz); 2.05 (s, 3 H, CHs-Ac); 2.39 (s, 1H, -C=C-H); 4.49 (dd, 1H, J: =
10.9 Hz, J;= 5.1 Hz, H-3a). 3C spektrum: 15.49; 15.92; 16.29; 16.45; 17.55; 18.12; 21.30;
22.96; 23.62; 27.90; 30.94; 32.66; 37.10; 37.74; 38.41; 40.53; 41.13; 41.23; 44.73; 50.52;
55.33;70.05; 70.11; 70.95; 80.87; 89.53; 171.01. IC spektrum: 3476.04 (OH); 3308.26 (C=C-
H); 1718.72 (C=0) MS, m/z (%)[pro C27H4203, M+Na* 437.610], nalezeno 437.981 (M+Na",
44.48). Elementarni analyza: vypo¢teno C 78.26 %, H 10.25 %, O 11.59 %; nalezeno C 78.21
%, H 10.21%, O 11.58 %.
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W

Cislovani skeletu

21,37,38,39

Uhlikové atomy v NMR spektrech byly ¢islovany dle precedentt z literatury
takto:
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