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Uvod

Triterpeny se t&8i veliké oblibé vyzkumniki po celém svété a to diky jejich
neobycejné bohatym biologickym ucinkiim, stabilité a nizké toxicité. Prvni zminky o
se vyuzivaly predevsim v orientalni a lidové medicing.! Pouzivala se cela fada exotickych
rostlin, Ci jejich ¢asti. K prvnim aplikacim dochazelo nahodné bez znalosti slozeni a
struktur jednotlivych molekul v extraktech, nebylo tedy znamé, ktera sloucenina
odpovida za jakou biologickou aktivitu. To umoznil az rozvoj analytickych metod.??
Triterpeny mizeme nalézt i v pro nas beéZznych rostlindch nebo ovoci, naptiklad ve
slupkach jablek, hrusek nebo tfeba v brusinkach.* V soucasné dobé se do této rodiny

sloucenin fadi tisice nejriiznéjsich latek.

Tato prace se sklada z teoretické casti, ve které bude vénovana pozornost
triterpeniim, jejich zékladnimu rozdéleni, fyzikdlnim a biologickym vlastnostem
s dirazem na derivaty lupanu (1) a to konkrétn¢ betulinu (lup-20(29)-en-3p,28-diolu) (2)
a kyseliny betulinové (34-hydroxylup-20(29)-en-28-ové kyseliny) (3). Poté bude
rozebrana metodika metatezi, jako zajimavy zptsob vzniku nové vazby C-C ze dvou
vychozich alkend, a katalyzatorti umoznujicich tuto reakci. Nakonec budou rozebrany a
komentovany experimenty provedené v ramci této prace, jejich vysledky a potvrzeni

struktur nove ptipravenych derivati pomoci spektralnich dat.

Druhou c¢asti je experimentalni ast, ve které budou popsany jednotlivé

experimenty a naméfena data.
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1)

2)

3)

4)

5)

Cile diplomové prace

Provést literarni reSerSi na téma ,metateze a moznosti jejiho vyuziti na
isoprenoidech* a na souvisejici téma ,,biologické aktivity terpent.*
Experimentalné zjistit mozny rozsah vyuziti metateznich reakci u terpent s

ohledem na sterickou naroc¢nost terpenti.

Na jednoduchych molekulach provést optimalizaci reakénich podminek, vyuzit

literarni analogie dobfe probihajicich metatezi.

vvvvvv

Slouc¢eniny nové€ ptipravené vramci této prace charakterizovat pomoci
fyzikalnich a spektralnich dat a piipravit vzorky na testovani jejich in vitro

cytotoxicity.
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Teoreticka cast

Soucasny stav studované problematiky

Terpeny

Terpeny jsou pfirodni organické slouceniny, které se formalné skladaji z
jednotek odvozenych od molekuly isoprenu (2-methyl-1,3-butadienu) (4) Obrazek 1,
vzajemné se od sebe li§i poctem a uspofadanim téchto stavebnich jednotek. Spolu se
steroidy, steroidnimi alkoholy a cholovymi kyselinamiy tvoii rozsahlou skupinu

isoprenoidu.

CH,

Obrazek 1

Tyto slou€eniny délime na cyklické a acyklické a podle poctu isoprenoidnich

jednotek dale pak na:

. monoterpeny: dvé molekuly izoprenu (4)
. seskviterpeny: tfi molekuly izoprenu (4)
. diterpeny: ¢tyfi molekuly izoprenu (4)

. triterpeny: Sest molekul izoprenu (4)

. tetraterpeny: osm molekul izoprenu (4)

. polyterpeny: vyssi pocet molekul izoprenu (4)

Monoterpeny, napt. kafr, menthol, limonen, pinen, citronelol, jasmon a i n¢které

seskviterpeny, napt. iron, farnesol, cedrol, jsou pivodci pfirodnich vini, jsou to hlavni
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slozky silic a pryskyfic.® Sester-, tetra- a triterpeny jsou vétsinou tuhé latky, které se

Vv ptirod¢ vyskytuji predev§im voln€ nebo vazané ve formé glykosidi.

Triterpeny

Triterpeny patii do skupiny sloucenin, které se skladaji ze Sesti izoprenoidnich
jednotek a jejich zakladni skelet tak obsahuje 30 atomi uhliku. Jsou to pomérné stabilni,
hydrofobni slouceniny nerozpustné ve vodé a alkoholech, v nepolarnich organickych

rozpoustédlech se rozpousti pomérné dobfe.

Triterpenoidy se v pfirodé bézné vyskytuji jako latky obsazené v fadé vyssich
rostlinach, houbach, dale pak jsou metabolizovany nékterymi bakteriemi a také
syntetizovany nékterymi zvitaty.>"® Jsou to sekundarni metabolity, coz znamena, Ze

nejsou soucasti hlavnich metabolickych drah.’

Polycyklycké triterpeny se vyskytuji ve volné form¢, dale pak ve formé
glykosydu (saponiny) nebo tfeba ve formé fytoesterti. U této skupiny sloucenin je
zajimavé, ze se tfadi do tfidy steroidnich hormoni, nicméné hormonalni aktivita neni
zachovana.'® Triterpenoidy jsou, jak jiz bylo naznageno, hojné studovanou skupinou latek
predevsim pro jejich obsahlou biologickou aktivitu. Za zminku stoji naptiklad aktivity:
protizanétlivé,!+12 antivirotické a anti HIV,® cytotoxické,’® antimikrobidlni,*

antifungalni,®® antimalarické,'® hepatoprotektivni a kardioprotektivni aktivity.0*

Biologickym prekursorem triterpenoidd je nenasyceny uhlovodik skvalen (5)
Obrazek 2. Jeho enzymatickou cyklizaci, ktera mtize vést k nékolika riznym produktiim,
vznikd nekolik zékladnich triterpenoidnich skeletli. Naslednymi piesmyky téchto
prvotnich struktur pak mize dojit ke vzniku asi Ctyficeti triterpenoidnich skeletil. Je to

umoznéno bohatou konformaéni pestrosti prechodovych stavii jednotlivych forem, 18
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Obrazek 2

Mezi, po biologické strance, nejzajimaveéjsi triterpenoidni latky patii slouceniny
odvozené od nasledujicich Sesti struktur: lupan (1), oleanan (6) ursan (7) taraxastan (8)
taraxeran (9) a friedelan (10) (obrazek 3).

Obrazek 3
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Betulin a kyselina betulinova

Betulin

Betulin, systematickym nazvem (lup-20(29)-en-34,28-diol) (9) je pfirodni
pentacyklicky triterpenoidni alkohol, ve vodé nerozpustna krystalicka latka. Hlavnim
zdrojem betulinu (9) je kiira biiz, z jejichz latinského nazvu dostala tato slouc¢enina také
svij nazev (Betula sp.). Jiz v roce 1788 byl betulin izolovan v ¢isté formé Lovitsem, ktery
kiru btizy zahtival a dochazelo tak k jeho sublimaci. Kira bfizy ma dvé zietelné odlisné
vrstvy: vnitini — Sedou a vnéjsi — bilou, pravé za toto bilé zbarveni jsou zodpovédné
molekuly betulinu (2). Vn&jsi vrstva kiiry je obzvlast bohata na betulin az 10-20 %.%20%
My konkrétné mame betulin izolovany z kiry biizy bélokoré (betula pendula). Jako
zajimavost mizeme uvést, ze klira biizy nehnije, neplesnivi. Jiz tento fakt poukazoval na

mozné biologické ucinky.

HO

HiC'  CHg
2

Obrazek 4

Na konci 19. stoleti Wiler upozornil na antiseptické vlastnosti betulinu, diky
kterym se tato sloucenina zacala pouzivat v naplastech pro sterilizaci feznych ran. Dale
pak bylo prokazano, Ze betulin napomaha pii snizovnani hladiny cholesterolu v krvi a
také vykazuje hepatoprotektivni, antimalarni, protivirovou, protinadorovou a anti — HIV

aktivitu a mnohé dalgi.1022
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Nékteré vyzkumné tymy se zabyvaly dokonce antiparazitarnimi aktivitami, ty

byly zaloZeny na inhibici topoizomeraz.?®

Kyselina betulinova

Kyselina betulinova, systematickym nazvem (34-hydroxylup-20(29)-en-28-ova
kyselina) (3) (obrazek 5) je v piirodé hojné zastoupena pentacyklicka triterpenoidni
kyselina. Taktéz je to bila krystalicka latka, nerozpustna ve vodé€, $patné rozpustna

v alkoholech, zato dobie rozpustna v pyridinu, dichlormetanu nebo tieba kyseliné octové.

Kyselina betulinova (3) byla porvé izolovana roku 1905. Vyskytuje se pfevazné
v kiirach stromii, v malém mnozstvi v kife btizy bélokoré (betula pendula) spolu
s betulinem (2).2° Bohatym a v podstaté neomezenym pfirodnim zdrojem je také kiira
platanu (platanus hispanica), vyhodou je, ze svrchni ¢ast kiry tohoto stromu kazdoro¢né
opadava. Na naSem pracovisti pracujeme s kyselinou betulinovou izolovanou z jiz

zminovaného platanu (platanus hispanica) a dale pak pfipravenou z betulinu (2).

HiC'  CHg
3

Obrazek 5

Kyselina betulinova (3) v porovnanim s betulinem (2) vykazuje vétsi mnozstvi
biologickych aktivit. Vyznacuje se pomérné vysokou protinddorovou biologickou
aktivitou, ta byla prokazana jak na in vitro, tak in vivo modelech nadort, ale stejné tak
i v klinickych zkouskach piimo na lidech. Pisha et al.?* zjistili, Ze je kyselina betulinova

(3) specifické cytotoxické Cinidlo u¢inné na melanomové linie bunék a inhibuje rust
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lidskych melanomi implantovanych podkozné do mysi bez jakékoliv vedlejsi toxicity.?
Nasledné studie s kyselinou betulinovou (3) prokazaly selektivni cytotoxicitu na riznych
dalsich bun&énych nadorovych liniich.?® Vyvolava také apoptézu v neuroblastomech a
glioblastomech prostiednictvim aktivace mitochondrialnich drah. V tomto pfipadé bylo
zjisténo, ze hodnoty ICso kyseliny betulinové jsou nizs§i nez u nékterych bézné
pouzivanych protinadorovych 1é¢iv, naptiklad cis platiny.?®?’ Dochazi tomu tak aktivaci
MAPK kindzovou cestou bez zapojeni aktivovanych kaspaz.?® Jedny z poslednich
vyzkumu naznacuji, Ze protinadorova aktivita kyseliny betulinové (3) mize byt mnohem
vys$$i v piipadé, Ze je pouzivana v kombinaci s béznou chemoterapii, ionizujici radiaci

nebo cytokin TRAIL (tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand).?®

Pro vétSinu nadorovych bunck je typické, ze se dobfe rozmnozuji v prostiedi
s niz§im pH, pod hodnotu 6.8, pravdépodobné kvili vyrazné zvysené glykolyze. Pravé
tato jejich vlastnost hraje velkou roli pti pouziti kyseliny betulinové (3) jako selektivniho

protinadorového 1é¢iva.*°

Kyselina betulinova (3) je zajimava také pro jeji antivirotické ucinky, ptedevsim
anti— HIV. Kyselina betulinova (3) potlacuje mnozeni viru HIV-1 v bunénych
kulturach H9 lymfocytii s ECso = 1.4 mM. Neékteré jeji syntetické analogy vSak vykazuji

i nizko nanomolarni aktivitu.2°

Za zminku stoji také jeji antibakterialni, antimalarické a protizanétlivé G¢inky.

Metateze

V poslednich letech jsou chemické reakce ozna¢ované jako tzv. metateze jednou
z nejmoderngjSich a nejstudovanéjSich ¢asti organické syntézy. Tento nazev vychazi
z latinského meta (zména) a thesis (misto). Je to energeticky zakazana, vratna reakce, pro
jejiz pribeh je nutna pritomnost prekatalyzatord. Pii metatezich dochézi k preskupeni
atomt uhliku mezi dvojnymi vazbami dvou molekul olefin. Jedna se o skute¢né
pozoruhodné reakce, které umoznuji rozbiti pevnych dvojnych vazeb a jejich naslednou
reorganizaci, je pro to nutna piitomnost katalyzatord. Bez nich reakce neprobihaji,
protoze aktivacni bariéra St€peni dvojné vazby je pfilis vysoka, olefiny jsou pfili$ stabilni.

Charakter vazby je pfi tom nezménény>! (Obrizek 6).
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Obrazek 6

Metateze miizeme délit podle typu vstupujicich alkenii na nasledujicich pé&t skupin®

(Obrazek 7).

» Homometateze = SM — k metatezim dochazi mezi dvéma stejnymi molekulami
= Cross-metateze = CM — do reakce vstupuji dva rizné olefiny
= Ring opening metateze = ROM — metateze u kterych dochazi k otevirani cyklu

= Ring opening metatezni polymerace = RCM — polymerace zalozena na otevirani

cyklu
= Acyclic dien metathesis polymerization = ADMP — polymerizac acyklickych
olefinu
/___/R1
S/M
CH
1 + 2
R R CM

~
\ /—;/Rz
e
s

Obrazek 7

ROMP

U



Crossmetateze jsou ze zminénych metatezi nejstudovanéjsi, mohou probihat
intermolekularné 1 intramolekularné. Podle charakteru substratu probihaji v plynné i

kaplné fazi.

V roce 2005 byla za tuto chemii dokonce udélena Nobelova cena za chemii (Yves
Chauvin, Robert H. Grubbs a Richard R. Schrock)3?

Zminky o prvnich reakcich metatezniho typu se zacaly objevovat zhruba od 50.
let dvacatého stoleti. Nicméné prubéh a mechanismus reakci byl jest¢ dlouhou dobu
nejasny, prvni katalyzatory nebyly moc uc¢inné. Roku 1970 byl publikovan navrh prvniho

mechanizmu metateze a pozdgji, roku 1975 se potvrdila jeho spravnost. 34

Cross-metateze  pobiha  takzvanym  metalokarbenovym  mechanismem
(Obrazek 8). V prvnim kroku dochazi k reakci metalokarbenového komplexu (1), takové
latky, ktera obsahuje dvojnou vazbu vazajici se na kov (M=C). Ta je schopna reagovat
s dalsi molekulou alkenu, dochézi ke vzniku metalocyklobutanového intermediatu (I1).
Metalocyklobutanovy meziprodukt (I1) je ale nestabilni a rozklada se na novy
metalokarbenovy komplex a ethen, ten unikd z reakéni smési a posouva tak reakci ve
sméru metlalokarbenu. Nasledné vstupuje do reakce dalSi olefin, dochazi ke vzniku
nového metalocyklického intermediatu (IV). Tento intermediat je opét nestabilni a
rozpada se na vysledny produkt (V) a metalokarben (I), ktery mize vstoupit do dalsiho
cyklu.®
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R

R, ! H,C=—=CH,

Obrazek 8

V pocatcich vyzkumu metateznich reakci se pouzivaly jednoduché katalyzatory
s nizkou uc¢innosti. Kolem roku 1980, se zacaly studovat katalyzatory, u kterych byl
pouzit jako centralni atom atom titanu, molybdenu nebo wolframu. Tyto katalyzatory
byly pfili§ citlivé na vzduch a vodné prostfedi a nebyly kompatibilni s alkeny
obsahujicimi kyslikaté funkéni skupiny. Z toho divodu byly vyvinuty dalsi katalyzatory,

tentokrat komplexy ruthenia.

Grubbsovy katalyzatory

Grubbs objevil v roce 1988 prvni katalyzator na bazi Ru, se kterym bylo mozné
provadeét reakce i v méné striktnich podminkach. Tato vyhoda vedla k velkému zajmu o
studium této skupiny katalyzatort. Jako prvni rutheniovy katalyzator, ktery byl obecné
aplikovatelny, je dnes oznaCovan jako Grubbsuv katalyzator prvni generace (11).

Charakterizoval se stabilitou na vzduchu, vétsi toleranci k funkénim skupinam a stal se i
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komer¢né dostupny. Grubbsovy podrobné mechanistické studie poskytuji dukaz o tom,
ze pro reakci salkeny je nezbytna disociace fosfinu, kterym se ziska reaktivni 14-
elektronovy meziprodukt ruthenia. Ve snaze zvysit tento disociacni krok byl zaveden
silné dotujici N-heterocyklicky karbenovy (NHC) ligand, tim se docililo stonasobné vyssi
aktivity. Tento katalyzator je pojmenovan jako Grubbsiv katalyzator druhé generace
(12), nejcastéji je vyuzivan ke cross-metatezim. Dal§im a poslednim typem je Hoveyda-

Grubbsiv katalyzator druhé generace (13), ten by mél byt nejucinng;jsi. 263738

@ 3@
ch““ T ﬁb

PCys PCy3 CHy
1 12 13
Obrazek 9

Posledni dva zminované katalyzatory jsou sice reaktivnéjsi, ale zato jsou citlivéjsi
na olefiny obsahujici kyslikaté funk¢ni skupiny a funkéni skupiny obsahujici kyselé

vodiky.

Cross-metateze

Metateze tohoto druhu patti mezi nejlepSi mozné zplUsoby piipravy
substituovanych alkenli vznikajicich ze dvou odliSnych terminélnich olefini a to za
mirnych podminek. Diky témto pfednostem se staly Siroce uZivanymi metodami
organické syntézy. Nicméné podminky CM neni Gplné snadné pausalizovat, casto jsou
omezeny nemoznosti predvidat selektivitu reakce a stereoselektivitu. Na zakladé¢
kategorizace reaktivity jednotlivych olefinl byl navrzen obecny empiricky model, pro
produkty metatezi. Tento model dovoluje pfedpovidat pribéh jak selektivnich, tak
neselektivnich cross-metateznich reakci pro velky pocet komeréné dostupnych

katalyzatorii s velkym rozpétim aktivit. Nejsnazsi zptsob jak rozdélit reaktivitu olefini
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byl zalozen na porovnavani jejich schopnosti tvorby homodimert s diirazem na jejich

nasledné reaktivity.

Vysledkem byl model, ktery rozdéluje alkeny na zakladni ¢tyii typy (Tabulka 1).
Typ I podstupuje homodimerizacim velice snadno a vzniklé homodimery mohou reagovat
s dalsimi alkeny. Do této skupiny latek patii stericky nebranéné a elektronové bohaté
alkeny. Typ Il podstupuje homodimerizacim podstatné pomaleji, rovnéZ jejich reaktivita
s dalsimi alkeny je omezena. Tteti typ alkenti je v podstaté neschopny tvoiit homodimery,
ale podléha reakcim s dimery vzniklymi z olefinti prvniho a druhého typu. Posledni,
ctvrty typ olefind, je Uplné€ odolny k reakcim s katalyzatory, ale neinhibuje reaktivitu
katalyzatori k pifedeslym typiim olefinti. Obecné Ize shrnout, Ze reaktivita olefind klesa
od nejaktivnéjsiho typu | po nejméné aktivni typ IV spolu se vzristajici sterickou

branénosti a elektronovou deficitou jednotlivych alkend.3®

Pouzity katalyzator
Typ olefinu 11 12
terminalni olefiny, termnalni olefiny, allyl
primarni allyl akohly, alkoholy, allyl estery, ne
Typ | estery, ethry, allyl prilis o-substituované
silany, allyl halogenidy styreny, allyl fosfonaty,
allyl sulfidy
styreny, sekundarni allyl styreny (objemné
alkoholy, vinil dioxolany substituenty), akrylaty,
Typ 1l akrylamidy, vinyl ketony,
Vinyl siloxany 1,1-disubstituované
olefiny,vinyl fosfonaty,
Typ I tercialni allylové alkoholy

1,1-disubstituované olefiny, Trisubstituovné allyl alkoholy

disubstituované (chranéné), vinyl nitro olefiny
Typ IV o,B—nenasycené karbonyly,

nitroolefiny, tercialni allyl

aminy
Tabulka 13°
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KIi¢ k selektivé cross-metatezi spoc¢iva v minimalizaci poc¢tu nezadoucich
vedlejSich produktii, jako jsou naptiklad homodimery vstupujicich alkenti, zamezenim
jejich pocatecné tvorby nebo zajisténim jejich kvantitativniho spotfebovani v druhé ¢asti
reakce. Alken vznikly ze skupiny prvniho typu tvoii homodimery velice rychle a snadno,
ale ty jsou schopny rozpadat se a podléhat dalSim reakcim za vzniku pozadovaného
produktu. V piipadé, Ze dojde k reakci homodimeru (vzniklého reakci olefinii druhého
typu) s terminalnim alkenem, nedochazi jiz ke vzniku pozadovanych produkt. Tyto
homodimery jsou piili§ stabilni. Z toho divodu muze byt vyhodné zvysit stérickou
branénost olefinti druhého typu a pievést je tak na typ tteti, napiiklad zavedenim chrénici

skupiny.

Cross-metateze na steroidnich a triterpenoidnich

skeletech

Metateze vedouci k dimerim

Syntézou symetrickych molekul, vzniklych spojenim dvou identickych zbytkd,
muze dochazet ke vzniku novych typt ligandi pro proteiny. Nekteré z nich mohou
aktivovat bunééné procesy*® nebo zvysovat afinitu ligandd k jejich vazebnym mistim
tim, ze poskytuji moznost pro dal§i ukotveni na aktivnich mistech uréitych domén.*
Obzvlasté dimerni steroidy piedstavuji tfidu latek, které ptitahuji pozornost diky své
rigidni a asymetrické struktufe. Z farmaceutického hlediska jsou duilezité nékteré z téchto
dimert, které vykazuji biologické aktivity, jako cytotoxicitu, protinadorovou a

antimalarickou aktivitu.4243

Na zéklad¢ téchto cetnych biologickych cilii byla pro ptipravu C-C spojenych
dimert steroli zvolena také metoda metateze. PiestoZe se jednd o reakce, probihajici za
velmi mirnych podminek a umoznujici toleranci Siroké Skaly funkcnich skupin, jejich

pouziti vV chemii steroidd znacné limitované.
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Jako prvni syntéza steroidnich dimert byla pomoci Cross-metatezi reakce (34-(2-
Propenyloxy)-4-cholesten-6-onu) (14), kdy dochazelo ke vzniku dimeru (1,4-Bis(4-
cholesten-6-one-3/-oxy)-2-butenu) (16) a dale pak rekce (34-(3-Butenyloxy)-4-cholesten-
6-onu) (15) se vznikem dimeru (1,6-Bis(4-cholesten-6-one-34-oxy)-3-hexenu) (17).
V obou piipadech dochédzelo ke vzniku vazby prostiednictvim etherovych skupin

v poloze C-3. Tyto reakce probihaly v DCM za ptitomnosti 8% Grubbsova katalyzatoru

I typu, pii teploté varu s vytézky kolem 80 %.%° (Schéma 1)

CHy

CH;y

Grubbs1*® gen
—_—

DCM, reflux

Schema 1

Hlavni omezeni pii syntéze steroidnich struktur hraje stericka narocnost objemné,
rigidni a asymetrické molekuly steroidu spolu s poZadavky na prostorové naroky
metateznich katalyzatorti, neni tak jednoduché ptedpovédét, zda a jestli vibec bude

k reakcim dochazet a to ani pii pouziti nejreaktivnéjSich terminalnich olefint.

Dalsi dimery byly syntetizovany v polohach C-20 (kruh D), C-19 a C-6 (kruh B)
steroidniho skeletu pomoci cross-metatezi za pouziti Grubbsova katalyzatoru druhé

generace s terminalnimi olefiny réiznych délek a za idasti mikrovinného zateni (MW)*®

» Homodimerizace na postrannich fetézcich v poloze C-20.

Homodimerizace derivatu (18) neposkytovala vysledky, kvuli sterické zabrané
objemné molekuly. Reakce neprobihala v pfitomnosti Grubbsova katalyzatoru prvniho,

ani druhého typu a ani za piisobeni mikrovinného zéteni, které se osveédcilo jako ucinny
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urychlova¢ cross-metatezi mezi deaktivovanymi a termindlnimi olefiny.*’ Reakce
s derivatem (19) poskytovala produkt s Grubbsovym katalyzatorem druhéhé generace
(10%) a v mikrovinném reaktoru s vytézek 97 % (Schéma?2). Pii reakci za pritomnosti

Grubbsova katalyzatoru prvniho typu k reakci nedochazelo vubec.

Grubbs 2™

10% mol
—_ = Reakce neprobehla

CH,Cl,, MW
AcO

OAc

\CHZ
Grubbs 2™

10% mol H,C
_—
CH,Cl,, MW
AcO

19

AcO
Schema 2 H

» Homodimerizace na postrannich fetézcich, kruhu B v poloze C-6.

Této reakci byly podrobeny derivaty (21-23). Metateze probihala v DCM, za
pouziti Grubbsova katalyzatoru druhé generace (2,5% mol) v mikrovinném reaktoru.
U 1,1- disubstituovaného alkenu 21 nedochazelo ke vzniku produktu, stejné tak
u slouceniny 22 s allylovou skupinou orientovanou do axidlni roviny. Zato steroid 23
poskytl produkt za vzniku dimeru 24 (Schéma 3). Podle analyzy NMR dochazelo z 95 %
ke vzniku E-izomeru. Smés izomert nebyla separovana na sloupcové chromatografii, ale

precisténa rekrystalizaci z 2-propanolu.
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H5C
CHj

CHj

21 CH,

Grubbs 2™
2,5% mol

L

CH,CL,, MW

Schema 3

» Homodimerizace na postrannich fetézcich v poloze C-19

Stejnym zptsobem byly podrobeny metatezim derivaty 25 a 26. Zatim co olefin
25 nedimerizoval, jeho prodlouzeny a tedy méné prostorové branény derivat 26 ano, ve

form¢ E-izomeru (27) v 64% vytézku (Schéma 4).
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OAc
i Grubbs 2™
H,C
N 2,5% mol
—_— Reakce neprobiha
CH,CL,, MW
AcO
25
H,C
OAc
"o SHs Grubbs 2™ Ao
2,5% mol ¢
—_— =
CH,Cl,, MW
AcO
26
Schema 4

Steroidy obsahujici C22-C23 dvojnou vazbu v postrannim fetézci, naptiklad
stigmasterol (28) a ergosterol (29), byly ¢asto pouZivany pro syntézu ruznych, 1ékaisky
dualezitych slou€enin, naptiklad derivati vitaminu D hydroxylovanych na postrannich
fetézcich. Za timto ucelem byly provedeny cross-metateze. Nicméné piedbézna studie
naznacila, ze steroidy s C22-C23 dvojnymi vazbami jsou $patné dostupné i pro moderni
metatezni katalyzatory a to navzdory tomu, Ze je zndmo, Ze ty umoziuji provedeni rizné
naro¢nych metatezi véetné tvorby tetrasubstituovanych dvojnych vazeb. Ukazalo se tedy,
ze k reakcim na takto stericky blokovanych allylovych dvojnych vazbach nedochazi a to
ani s jednoduchymi koncovymi olefiny (naptiklad ethylenem). Tyto reakce byly
provadény pii 80 °C v suchém toluenu (¢ = 9-12 mmol/L), do kterého byl ptidan roztok
steroidu (30) za pfitomnosti 10 mol% Hoveyda-Grubbsova katalyzatoru druhé generace
a 2 ekvivalenty olefinu, naptiklad 3-butenyl stearatu (31). Béhem 24 h bylo dvakrat

piidano dalsich 5 mol% katalyzatoru®® (Schéma 5).
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H-G 2. gen.

> Reakce neprobehla
PhCH,, 80 °C

HO
o
30 RN {8°CH,

31 (e}
Schema 5

Ptiprava perfluoralkylovanych derivatii pomoci cross metatezi

Na bazi cross-metatezi byla vyvinuta nova metoda pro pfipravu
perfluoralkylovanych sloucenin. Pro tento typ reakci byl pouZit vysoce ucinny a
selektivni Hoveyda-Grubbsiv Katalyzator druhé generace. Tato metoda, jak jiz bylo
popsano, umoznuje piipravu Siroké Skaly produktd za velice piiznivych podminek.

Naptiklad vinylovych aromatickych uhlovodikd, isoprenoida a sacharidu.

Jiz diive byly zndmé cross-metatezni reakce (perfluoralkyl) ethenti, bylo vSak
nutné pouziti alespon desetinasobného nadbytku fluorovanych alkenti vuci ne-
fluorovanym reaktantim. Nicméné se vzrustajici vzdalenosti perfluorovnych skupin od
reak¢éniho centra rychle klesa sila jejich indukénich efekti, z toho diivodu byly pouzity
(3- perfluoralkyl)propeny, konkrétné: 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,9-tridekafluoronon-1-en
[(perfluorohexyl)propen (32), 4,4,5,5,6,6,6-heptafluorohex-1-en
[(perfluoropropylpropen  (33) a  4-(trifluoromethyl)-4,5,5,5-tetrafluoropent-1-en
[(perfluoroisopropyl)propen (34).
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U teéchto cross-metatezi bylo zjisténo, Ze je vhodné provadét tyto reakce
v dichlormetanu za varu pod zpétnym chladicem a za pfitomnosti 10 mol % Hoveyda-
Grubbsova katalyzatoru. V tomto piipadé je dostacujici pomér (perfluoralkyl) propen :
substrat 2 : 1, aby bylo dosazeno pozadujicich produktii v pfiméfenych vytézcich. Pii
studiu reakci s ohledem na odlisnost jednotlivych substrati byly testovany Cross-
metatezni reakce Srozmanitou fadou alkent. VSechny reakce byly provadény az do
zmizeni vychozich latek nebo dokud jiz nebyl delsi dobu pozorovatelny progres reakci
(Tabulka 2). Na zakladé téchto zkusenosti bylo konstatovano, Ze se tyto perfluoralkyny
chovaji jako olefiny druhého typu dle Grbbsovy kategorizace olefin.*

32, R - CgFq3
RFWCHZ 33, R - C5F5
34, R _i-C5F-
Alken a Alken b Produkt (39-46) [%]

39 75
40 63
41 64
42 70
43 7

44 75
45 79
46 81

Tabulka 2
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V dalsi praci byly popsdny tfi typy brassinosteroidnich analogl s rznymi
perfluoroalkylovanymi postrannimi fetézci syntetizovany pomoci cross-metateznich
reakci. Brassinosteroidy jsou dulezité rostlinné hormony s potencialnimi aplikacemi

v agrochemii vzhledem K jejich schopnosti stimulovat rust i za nepfiznivych podminek.

Olefin (47) byl podroben reakcim s dvéma ekvivalenty perfluorohexyl- (32);
perfluoropropyl- (33) a perfluoroisopropylpropenem (34).>° Na zakladé predchozich
zkuSenosti byl pouzit 10 mol% Hoveyda-Grubbstv katalyzator druhé generace v
dichlotmethanu za refluxu po dobu &ty hodin.*® Ve vsech piipadech dochazelo k
hladkému pribéhu reakci za vzniku perfluoroalkylovanych derivata (48-50) v obstojnych
vytézcich 59 — 71 %. Podle NMR analyzy dochézelo ke vzniku geometricky Cistych
produkti, kdy byly ziskany u slouceniny (48) a (49) ¢isté E izomery, pouze v piipadé (50)

dochazelo ke vzniku smési izomeru E : Z v poméru 19:1 (Schéma 6).

HsC HaC,

CH;"/"”\CHz

(nnet

HO + RF\ACHz H-G 2. gen. HO
. DCM, reflux =
HO™ 32, Rp - CoFy3 HO® 48, R _ C4F 3
4 0 33, Rp - C5F- o 49, R - C5F-
34, Re - i-C5F 50, R . i-C5F5

Schema 6

Syntéza zajimavych derivati, u kterych byla pouzita cross-metateze jako
klicovy krok, byla pouzita pro syntézu vystavby spironolaktonové casti antagonista
aldosteronu — drospirenonu. Ten vykazuje antimineralokortikoidni a antiandrogenni
biologickou aktivitu, obdobnou jako pfirozeny hormon progesteron. Pouziva se jako
peroralni antikoncepce v kombinaci s ethinylestradiolem.® U metatezi se vychazelo z
6,7 3.154,16 f-Dimethylen-5,17 a-pregn-20-en-34,5,17-triolu  (51), ktery reagoval
S pétinasobnym nadbytkem methylakrylatu (52). V piipadé, Ze reakce probihala
Vv pfitomnosti Grubbsova katalyzatoru prvni generace, k reakci nedochdzelo. Pokud byl
pouzit Grubbsuv katalyzator druhé generace, tak reakce probihala, ale bylo potieba velké

mnozstvi katalyzatoru (12 mol%) a vytézky byly pomérné nizké (55 %). Z toho ditvodu

30



byl vyzkousen Hoveyda-Grubbstiv katalyzator druhé generace (6 mol%), ¢imz byl ziskan

pozadovany produkt (53) v 80% vytézku.>? (Schéma 7)

OMe

H-G 2. gen.
DCM, reflux

Schema 7

Ptiprava inhibitort typu 17B-hydroxysteroid dehydrogenazy 1

Cross-metateze byla pouzita také jako jeden mezikrok pii pfipravé nékolika
hybridnich inhibitord typu 17p-hydroxysteroid dehydrogendzy 1. Vychézelo se
z allylestradiolu (54) a linearniho terminalniho olefinu (55), za ucelem prodlouzeni
postranniho fetézce na C-16. Reakce probihala v dichlormethanu za pouziti Grubbsova

katalyzatoru pii refluxu po dobu 16 h s vytézkem 55 % (56) (Schéma 8).*

Hgy CH3
__CH, CHj
Hs
(n’ubbs cat.
TBDMSO DCM reflux
16 h, 55%
TBDMSO

/
H,C 8 H
55
Schéma 8

Pro syntézu nového inhibitoru 17p-hydroxysteroid dehydrogenazy typu 1 byla
pouzita metateze 15-propenyl estronu (57) s rozlicnymi alkeny za pouziti homogenni a
heterogenni katalyzy komplexti ruthenia, dochédzelo tak ke vzniku oOchranénych
nenasycenych klicovych meziprodukti (58-65) tohoto inhibitoru (Schéma 9). Reakce
probihala za pouziti Grubbsova katalyzatoru druhé generace v dichlormetanu pfi teploté

40 °C po dobu dvou a ptl hodin, ve vytézku 97 %. Pii provedeni rekce v mikrovinném
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reaktoru pii 80 °C po dobu 10 minut doslo ke snizeni vytézku na 79 %. Reakce byla
provadéna také v 1,2-dichlorethanu pii 80 °C se ziskdnim taktéz uspokojivych vytézki,
pohybujicich se kolem 60 %. Za ucelem optimalizace byla vyzkouSena 1 dalsi
rozpoustédla, ktera se ale wukazala byt nevyhodna. V toluenu, chlorbenzenu,
dichlorbenzenu a ethylacetatu dochazelo k vytézkiim reakci pohybujicim se pouze mezi
25 % az 30 %, v dioaxanu, tetrahydrofuranu, chloroformu, acetonu, dimethylformamidu

a dimethylsulfoxidu nedochézelo k reakcim viibec nebo maximalné do 10 %.5

X
R
Grubbs 2. gen.
CH,Cl,, 40°C
X
X R Produkt (54-61) (%]
-CO,Me H 58 97
-CO,Me Me 59 94
-CO,H H 60 88
-CONH,, H 61 61
0 —
N 0 H 62 51
o / \
>—N 0 H 63 62
-OAc H 64 86
-Ph H 65 76

Schema 9
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Dalsi zajimavé cross-metateze

Cross-metateze se ukazala byt také jako vysoce efektivni metoda pro syntézu
adenosylhopanu a jeho deuterovaného analoga. U této metody se vychazelo z (225)-
Homohop-30-enu (66) a 5’-deoxy-5'-methylenadenosinového derivatu (67), bylo
zjisténo, ze tento pristup byl jako jediny schopny spojovat dva vysoce branéné protéjsky,
coz zajistilo moznost celkové kontroly vSech stereogennich center. Reakéni smés byla
ptipravovana Vv dichlormethanu za pouziti Hoveyda-Grubbsova katalyzatoru druhé
generace pod inertni atmosférou argonu a laboratorni teploty (Schéma 10). Vysledny
roztok byl pfes noc zahtivan na teplotu 75 °C v tlakové trubici (Ace sklo). Reakce davala
vzniku pouze 13 % pozadovaného produktu (68), v ptipadé provadéni reakce za ucasti

mikrovlnného zafeni doslo ke zvyseni vytéZnosti reakce na 59 %.>*

BzHN
o XCH,
CHs

Grubbs 2. gen.

CH,Cl,, 75 °C
NHBz
XN
P

Schema 10
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Vysledky a diskuse

Na uvod kapitoly Vysledky a diskuse bych chtél podotknout, Ze jsou schémata
V této ¢asti diplomové prace ocislovana fimsky, na rozdil od kapitoly Teoreticka ¢ast, kde
bylo zvoleno ¢islovani arabské, a to pro lepsi ¢tenarovu orientaci. Byla tim oddé¢lena

vlastni prace autora.

Ptiprava vychozich olefini

V ramci této prace bylo studovéano nékolik typti dvojnych vazeb v rtizné
vzdalenosti od stericky naro¢ného lupanového skeletu. Nejprve byla kratce studovana
reaktivita dvojné vazby v poloze 20(29). U této vazby jsme dle precedentl ze steroidni
chemie*’“® neptedpokladali vznik produkti metateze, bylo ale nutné to ovéfit, protoze
tato vazba se vyskytuje ve vétSin€ lupanovych derivatl a jeji reaktivita by mohle vést ke
vzniku fady vedlejsich produktl a v pfipad¢ jeji vhodnosti pro metateze by sama mohla
slouzit pro pfipravu novych derivatd. Béhem vyzkumu se potvrdilo, ze dvojna vazba
20(29) betulinu (2) ¢i kyseliny betulinové (3) nebyla pro metatezni reakce piistupna. Aby
bylo mozné provést studium téchto reakci, bylo potfeba do téchto molekul zavést
reaktivngj$i dvojnou vazbu a to do vétsi vzdalenosti od Stericky branénych
polycyklickych triterpenoidnich skeletl. Za timto Ucelem bylo pfipraveno nekolik
vychozich latek.

Vzhledem k tomu, ze neni mozné vyloudit citlivost grubbsovych katalyzatorti na
fadu funkcénich skupin, byla nejprve provedena acylace volné hydroxylové skupiny
kyseliny betulinové (3). Ta byla provadéna dvou molarnim nadbytkem acetanhydridu

v pyridinu, ¢imz dochazelo ke vzniku produktu (69) ve vytézku 86 %. (Schéma I)
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Ac,O
_—

Pyridin

V dalsim kroku reagovala monoacylovana kyselina betulinova (69) s 3-molarnim
nadbytkem allylchloridu (70) v DMF (dimethylformamidu) za pfitomnosti uhli¢itanu
draselného jako baze, vytézek produktu (71) se pohyboval kolem 79 %. Stejnym
zpusobem bylo dosaZzeno monoacetylovaného oktenyl esteru kyseliny betulinové (72), ke
kterému vedla reakce s 8-bromo-okta-1-enem (73) produkt byl ziskan ve vytézku 73 %.
(Schéma I1)

AcO AcO

BI’WCHQ
72
—_—
DMF, K,CO,
AcO” 7 AcO
HsC CHj
69 73
|
. CH,
Schémal ll
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Diallylovany derivat betulinu (74) vznikl reakci betulinu (2) stfi molarnim
nadbytkem allylchloridu (70) v dioxanu a za pouziti hydridu sodného jako baze, vytézek
reakce se pohyboval kolem 75 %. (Schéma I1I)

Dioxan, NaH

H2C\/\O

H,C'  CHs

2

Schemal lll

Pokusy o0 metatezi na vazbé 20(29)

Metateze byly provadény nejprve na kyselin€ betulinové (3) a acylované kyseling
betulinové (69). Jako terminalni olefiny, byly pro pocate¢ni studium metateznich reakci
vybrany allylbenzen (75) a allyloxy ethanol (76). Reakce probihaly za katalyzy
Grubbsova katalyzatoru prvni a druhé generace v dichlormethanu pii 42 °C. Ani

Vv jednom ptipadé nedochazelo ke vzniku produkti, viz Schéma V.
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OH
HyC'  CHs I
0

R =OH (77)
R = OAc (78) /
H,C— %,

Hi,C~ CHy o
Ho e e S,
76
R = OH (3)
R = OAc (69)
R = OH (79)
R = OAc (80)
Schema IV

Byla provedena fada experimentti, pii kterych byly rizné¢ obméiovany reakcni
podminky, katalyzatory, molarni poméry reagentt, a rekéni Casy viz Tabulka 3. Ani
jeden experiment nevedl ke vzniku pozadovaného produktu. Reakce neprobihaly
pravdépodobné ze stérickych ditvodii a tim byla potvrzena nereaktivita dvojné vazby
Vv poloze 20(29) vic¢i metatezim. V nasledujicich experimentech jsme se tak neobavali

vzniku neo¢ekavanych vedlejsich produktii se substituentem v poloze 20.
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1 1 Grubbs. 2. gr. 10% | 42 °C 6 -
1 1 Grubbs. 2. gr. 10% | 42°C 24 -
1 1 Grubbs. 2. gr. 10% | 42°C 72 -
1 1 Grubbs. 2. gr. 10% | 40 °C mesic -
1 1 Grubbs. 2. gr. 15% | 42 °C 72 -
1 2 Grubbs. 2. gr. 15% | 42°C 72 -
1 1 H-G 2. gr 10% 42°C 6 -
1 1 H-G 2. gr 10% 42°C 24 -
1 1 H-G 2. gr 15% 42°C 24 -
1 1 H-G 2. gr 15% 42°C mésic -
1 2 H-G 2. gr 15% 42°C 72 -
Tabulka 3

U reakeci s allylbenzenem (75) dochazelo ke vzniku pouze jednoho produktu a to

dimeru (81) vstupujicich, prostoroveé nenaroénych olefint, jak naznacuje Schéma V.

CH, CH,

katalyzéator O
+ CH,CI, AN
—_—
40°C 81
75 75
SchemaV

Jeden z faktort, ktery mohl byt odpovédny za nereaktivitu triterpenoidnich
struktur, mohla byt také pfitomnost hydroxylovych a karboxylovych funkénich skupin.
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Aby byla tato moznost vyvracena, byly provedeny metateze s betulinem diacetatem (82).
Vtomto ptipade byly jako terminalni alekny zvoleny allylbenzen (75) a
8- bromookta- 1- en (72). Ani tyto reakce nevedly k pozadovanym vysledkiim a tak byla

tato reak¢ni centra oznaCena za nereaktivni a dal jim nebyla vénovana pozornost.

(Schéma VI).
AcO
7
2. gr
CH\CI,

HGA2. gr
,CL

AcO

Br “XCH,

w
~
N g

AcO

Schema Vi

Pokusy o metatezi na allylu a oktenylu

Vzhledem k popsané nereaktivité dvojné vazby 20(29) v molekulach betulinu (2)
a kyseliny betulinové (3) jsem se pokusil oddalit olefinickou skupinu zavedenim allylové
a oktenylové skupiny a tak ji pro metateze vice zpfistupnit. I v tomto pfipadé byla nejprve

snaha o provedeni metatezi s allylbenzenem (75), allyloxy ethanolem (76) a
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8- bromookta-1-enem (72), ale ani tentokrat nedochazelo ke vzniku pozadovanych
vysledkll, navzdory tomu, Ze jsou tyto reagenty olefiny prvniho typu (reaktivni, malo
objemné alkeny u kterych dochazi rychle ke vzniku homodimert, ty jsou vS$ak nestabilni,

rozpadajici se na vychozi olefiny a jsou tak ochotny dale reagovat se stericky

v

Z toho divodu byla snaha také o metateze s olefiny druhého a tietiho typu, tedy
takovymi olefiny, u kterych v prvnim piipadé dochazi ke vzniku homodimert pomalu,
ale nevratn¢ a v druhém ptipadé k nim nedochazi viibec. Muze tak dojit, pokud jsou

vhodné stérické podminky druhého terminalniho alkenu, k selektivnim cross-metatezim.

Jako zastupce olefind druhého typu byl zvolen but-3-en-2-on (85) a olefin tietiho
typu 3,3-dimethylbut-1-en (86) a 2-methylbut-3-en-2-ol (87). VSechny reakce byly
provadény v dichlormetanu pii 42 °C. Ani v téchto piipadech nedochéazelo k dostate¢né

reaktivité. (Schéma VII)

AcO AcO

AcO AcO

Schema Vi
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| v pfipadé metatezi na téchto derivatech byla provadéna tada optimalizaci.
Pokousel jsem se upravovat reakéni doby, mnozstvi katalyzatord, ¢i reagentl, ale i
pfidavat katalyzatory v pribc¢hu reakce. Dle TLC desticek sice dochazelo ke vzniku
nckolika produkti, mély ale blizké Rf a z velké ¢asti nedochazelo k odreagovani vychozi
latky. Byla vynalozena snaha o separaci vedlejSich produkti, nicméné netspéSna.
Podafilo se izolovat pouze produkt (93) viz Tabulka 4, ale byl o nizké Cistoté a to po
ttech sloupcovych chromatografii, pti ¢tvrté sloupcové chtomatografii nebylo ziskano

dostate¢né mnozstvi produktu na NMR analyzu. Reakce byla provedena také v toluenu

za refluxu, ale zddné vyhody to nepfineslo.

p CHy CHy CHs
H,C >< 7(
86 2 /Hg?<CH3 o TR % Hd S
OH OH OH
87H2C/H3?<CH3 %2 H3(:>< CHs % H3C>< CHs
HZC/\(O 93 \fo 99 A0
o CH, CH, CH,

Tabulka 4
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Pokusy o metateze pfi aktivaci mikrovinnym zafenim.

Vzhledem ktomu, Ze jednou z mozZnosti, jak provést neochotné probihajici
metateze, je vyuziti mikrovinného zafeni, byla posledni faze vyzkumu v ramci této
diplomové prace oriantovana metatezim derivati kyseliny betulinové (71) a derivatu (73)
probihajicim v mikrovinné troubé. Metateze derivatu (73) byly provedeny s but-3-en-2-
onem (85) a 2-methylbut-3-en-2-olem (87) nejprve v dichlormethanu pii 100 °C, byl to
vSak piili§ velky rozdil oproti teploté varu tohoto rozpoustédla (39 °C), dochazelo
k piehfati reak¢éni smési a explozivnimu vzkypéni ze zkumavky ven a tak byl zvolen jako
rozpous$tédlo dichlorethan a posunuta rekéni teplota na 110 °C. V tomto piipade
nedochazelo k Gplnému doreagovani vychozi latky a vzhledem ke stérické jednoduchosti
olefinické terminalni dvojné vazby vychozi latky (73) dochéazelo ke vzniku smési latek,

které se nepodatilo separovat.

Metateze allyl esteru (71) byly provadény s but-3-en-2-onem (85) v dichlorethanu
za pouziti Hoveyda-Grubbsova katalyzatoru pti 110 °C. V tomto ptipadé dochazelo ke
100 % konverzi vychozi latky a to pfevazné na produkt (93) viz Schéma IX. Tato reakce
byla velmi rychla. Nejprve jsem ji nechal reagovat 40 minut vV mikrovinném reaktoru, ale
vychozi latka nebyla zcela odreagovana, do reakéni smési bylo pfidano dalsi 5% mol
katalyzatoru. Bylo nutné provedeni sloupcové chromatografie, spolu s produktem (93)
dochazelo ke vzniku jednoho minoritniho vedlejSiho produktu, ktery se podatilo izolovat
nicméné nebyl dostatecné Cisty na NMR analyzu. Hlavnim izolovanym produktem vSak
byla sloucenina 93, a tak se poprvé v ramci této prace podatilo uspéSné provést metatezi
na triterpenoidnim derivatu. Struktura molekuly 93 byla potvrzena na zakladé
spektralnich dat. V 1H NMR spektru je zejména patrna pfitomnost obvyklych signald
lupanového skeletu, konkrétné pét singletii pii 6 0.97 odpovidajici péti methylovym
skupindm a jednomu singletu pti & 1.70 odpovidajici methylové skupin€ CHs-30. Déle je
pfitomen triplet dublett pfi 6 3.00, ktery odpovida jadru H-19f3, a dva signaly pfi 6 4.62
a 4.74 charakteristické pro vodiky na dvojné vazbé (H-29 pro E a H-29 pro Z). O
zachovani acetatu svéd¢i pritomnost singletu 3H pii & 2.04. Ve spektru jsou také signaly

31-CH: skupiny pfi 6 4.76, signaly H na dvojné vazbé pii 6 6.29 a 6.79 ppm, jejichz
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interakéni konstanty sv&d¢i pro trans usporadani. Dllezitym diikazem, ktery potvrzuje
strukturu molekuly 93 a Gispésné provedeni metateze je také ptritomnost singletu 3H pfi &
2.29, ktery odpovidd methylové skupiné v sousedstvi ketonu. V 13C NMR spektru jsou
kromé¢ charakteristickych signali uhliki dvojné vazby 20(29) pti 6 110 a 150 ppm také
signaly nové dvojné vazby pii 6 131 a 140 ppm.

0

HZC\/U\CH3
85

—_—
Grubbs 2. gr

CH,Cl,

71

Schema IX

Dalsi metateze nebyly z ¢asového hlediska jiz provedeny, ale jak se ukazalo, toto

je spravna cesta pro vyvoj téchto reakci.
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Z.aver

Cilem této diplomové prace bylo provedeni reserse na téma ,,Studium metatezi na
triterpenoidech s exoskeletalnimi dvojnymi vazbami‘ a dale pak pievedeni téchto reakci
do laboratorni praxe a to nejprve na betulinu (2) a kyselin¢ betulinové (3), tedy na dvojné
vazb¢ 20(29). Tyto reakce byly provadeny s allylbenzenem (75), allyloxyethanolem (76)
a 8- bromookta-1-enem (69). Béhem pocate¢niho zkoumani téchto reakci byla zkousena
fada reakénich podminek, byla vyzkousena reaktivita Grubbsova katalyzatoru druhé
generace a Hoveyda-Grubbsova ktalyzatoru druhé generace, pfi¢emz mezi nimi nebyly
pozorovany vyrazngjsi rozdily. Déle pak byly upravovéany reakéni doby jednotlivych
reakci a molarni poméry jednotlivych reagenti. Ani v jednom piipadé nedochdzelo ke
vzniku zadného metatezniho produktu, coz mohlo byt kvili nestabilit¢ katalyzatort
vlivem funk¢nich skupin (OH nebo COOH) triterpend a tak byly vyzkouSeny tyto
metazeze na betulinu diacetatu. Ukazalo se vSak, ze K metatezim ani tak nedochazi a tak
bylo shledano toto reak¢éni centrum za nereaktivni pii podminkach obvyklych pro

metatezni reakce.

Domnivali jsme se, ze dilezity faktor, ktery hraje klicovou roli pfi metateznich
rakcich na triterpenoidech je vzdalenost terminalni olefinické skupiny od stericky
branéného pentacyklického skeletu. Proto jsem se snaZil oddalit dvojnou vazbu od
molekuly kyseliny betulinové zavedenim allylové a oktenylové skupiny. Déle tak byla
vénovana pozornost derivatim (71) a (73). | vtomto piipadé byla zavedena fada
optimalizaci, dle analyz TLC k reakcim sice dochazelo, ale pokazdé zreagovala jen mala
¢ast vychozich latek a produkty byly identifikovany jen v malych mnozstvich a nedafilo
se je izolovat, protoZze mély blizké reten¢ni faktory pti chromatografii, proto se nakonec

podafilo izolovat pouze slouceninu (93), v ne pfilis Cisté formé.

Poslednim pokusem 0 provedeni metatezi na terpenech bylo pouziti mikrovinného
reaktoru. | v tomto piipadé se reakce provadély na allyl (71) a oktenyl (73) esteru kyseliny
betulinové. Tento zpusob se ukdzal byt jako prilomovy, kdy doslo porvé zcela
k odreagovani vychozi latky a to konkrétné pti reakci allyl estetru (71) s (85). Oktenyl
ester (73) se ukazal byt jako pfili§ reaktivni a podléhal metatezim za vzniku fady

produktii, které se nepodafily separovat. Na druhou stranu allylester (71) poskytl jako
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hlavni produkt o¢ekavany derivat (93) a tato reakce se tak stala prvnim ptipadem, kdy se
podafilo provést metatezi na substituovaném terpenu. Z casového hlediska nebylo
analogickych reakci provedeno vice, ale do budoucna byl vyty¢en smér, ktery by si

zaslouzil vice pozornosti.

V neposledni fadé je nutno zdiraznit, ze kromé prvniho uspésného provedeni
metateze na triterpenoidu bylo vramci této diplomové prace piipraveny a
charakterizovany ¢tyfi dalsi nové slouceniny (71), (73), (74) a (93). Tyto derivaty jsou
zde pouzity jako reaktanty metatezi. VSechny nové derivaty byly zaslany na testovani

jejich in vitro cytotoxické aktivity.
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Experimentalni cast

Meéfeni teplot tani bylo provedeno na bodotavku PHMK 78/1586 (VEB Analytik
Dresden) bez provedeni korekce. TLC byla sledovana na silikagelovych deskach
Polygram Sil G/UV254 s detekci UV zafenim. Méfeni spekter H bylo provadéno na
pristroji JEOL s frekvenci 500 Hz v roztoku CDCl3 za laboratorni teploty. Jako vnitini
standard byl pro H spektra pouzit TMS a nebo byly referencovany na signaly zbytkovych
rozpoustédel. Chemické posuny 3C NMR spekter byly referencovany vii¢i §(CDCls) =
77.00 ppm. Hodnoty namétenych interak¢énich konstant a posunti byly stanoveny dle
analyzy prvniho fadu. Hodnoty & byly zaokrouhleny na dvé desetinnd mista a hodnoty
interak¢nich konstant na jedno desetinné misto, jak je zvykem v literatufe... Zpracovani
dat spekter bylo provedeno v programu JEOL Delta v 5.0.2. IR spektra byla méfena na
FTIR spektrometru Nicolet iZ10 (Thermo Scientific) a zpracovani dat ze stfedni oblasti

(400 — 4000 cm-1), bylo provedeno v programu OMNIC 8.3.

Chromatografickeé soustavy na TLC:

S1 toluen . ethylacetat 7:3

S2 toluen . ethylacetat 10:1
S3 toluen :  n-hexan 5:1
S4 toluen . n-hexan 1:1
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Ptiprava vychozich latek

Priprava acetylované kyseliny betulinové (69)

Do roztoku kyseliny betulinové (3) (10 g; 1 ekv) v pyridinu (60 ml) byl pfidan
acetanhydrid (2 ekv.; 4,1 ml). Po 24 h michani pfi r.t. byla reakce ukoncena piidanim
vody (10 ml) do reak¢éni smési, ta se nechala michat dalsi 3 h. Béhem toho doslo
k ¢asteCenému vysrazeni produktu, coz bylo nezadouci, protoze se tak nestihl rozlozit
smésny anhydrid a tak byl produkt vyextrahovan do ethylacetatu, odpafen na vakuové
odparce a rekrystlizovan. V roztoku methanol : chloroform 20 : 4. Bylo ziskano 8,4 g
(76,9 %) bilych krystalkii acetylované kyseliny betulinové (65), t.t. 290-273 °C. Latka
byla identifikovana pomoci NMR. *H NMR spektrum bylo shodné se spektrem autentické

slou€eniny z nasi laboratote

Obrazek acetylované kyseliny betulinové

'H NMR (CDCls): 0.84 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.86 (s, 3H); 0.94 (s, 3H); 0.98 (s,
3H); 1.70 (s, 3H, 6 x Me); 2.05 (s, 3H, Ac); 3.01 (m, 1H, H-19pB); 4.47 (dd, 1H, J; = 10.7
Hz, J» = 5.6 Hz, H-3a); 4.62 (dd, 1H, J1 = 2.0 Hz, J2 = 1.4 Hz, H-29 pro E); 4.75 (d, 1H,
J=2.3,H-29 pro 2)

13C NMR (CDCls): 14.75, 16.12, 16.26, 16.55, 18.25, 19.44, 20.94, 21.40, 23.79,
25.53, 28.03, 29.78, 30.65, 23.24, 34.33, 37.12, 37.21, 37.89, 38.47, 38.51, 40.79, 42.51,
47.02, 49.36, 50.49, 55.51, 56.47, 81.04, 109.84, 150.46, 171.14, 181.72
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Priprava allylesteru acetylované kyseliny betulinové (71)

Kyselina betulinova (5g, 1 ekv.) (3) byla rozpusténa v DMF, poté byly pfidany 2
ekv. (3 g) K2CO3 a reakéni smés byla michana po dobu 10 min, poté byly pfidany 2 ekv.
(1,78 ml) allylchloridu a rekéni smés se nechala refluxovat po dobu 24 h. Produkt byl
extrahovan do ethylacetatu, vysusen a poté precistén na sloupcové chromatografii s fazi
S1. Bylo ziskano 3,9 g (66,1 %) produktu ve form¢ bilé krystalické latky. t.t. 186-187 °C.
Latka byla identifikovana pomoci NMR.

Obrazek allylesteru acetylované kyseliny betulinové

'H NMR (CDClIs): 0.84 (s, 3H); 0.85 (d, J = 0.9, 6H); 0.92 (s, 3H); 0.97 (s, 3H);
1.69 (s, 3H, 6 x Me); 2.05 (s, 3H, Ac); 2.24 (m, 2H); 3.01 (m, 1H, H-19p); 4.48 (m, 1H,
H-3a); 4.59 (m, 4H, H-32, 2 x H-33 a H-29 pro Z); 4.74 (d, 1H, J = 2.3, H-29 pro Z).

13C NMR (CDCls): 14.75, 16.06, 16.57, 18.27, 19.44, 21.00, 21.40, 23.79, 25.59,
28.02, 29.72, 30.68, 32.22, 34.35, 37.09, 37.20, 37.89, 38.32, 38.50, 40.85, 42.49, 47.05,
49.56, 50.57, 55.53, 56.66, 64.66, 81.03, 109.71, 118.18, 132.66, 150.65, 171.09. 175.82.
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Priprava oktenylesteru kyseliny betulinové (73)

Kyselina betulinova (3) (5g, 1 ekv.) byla rozpusténa v DMF, poté byly pfidany 2
ekv. (3 g) K2CO3za reakéni smés byla michana po dobu 10 min, poté byly pfidany 2 ekv.
(3,8 ml) 8-bromooktal-enu a rek¢éni smés se nechala refluxovat po dobu 24 h. Produkt
byl extrahovéan do ethylacetatu, vysusen a poté precistén na sloupcové chromatografii
s fazi S1. Bylo ziskano 3,3 g (49,5 %) produktu ve formé¢ ¢iré, husté, viskozni latky, ktery
pocase vykrystalizoval do podoby bilych krystalki. t.t. 82-84 °C. Latka byla
identifikovand pomoci NMR.

Obrazek oktenylesteru acetylované kyseliny betulinové

IH NMR (CDCls): 0.84 (s, 3H); 0.85 (s, 6H); 0.92 (s, 3H); 0.97 (s, 3H); 1.70 (s,
3H, 6 x Me); 2.05 (s, 3H, Ac); 3.01 (td, 1H, J; = 10.9 Hz, J; = 4,8 Hz, H-19p); 4.03 —
4.12 (m, 2H); 4.48 (dd, 1H, J; = 10.6 Hz, J, = 5.6 Hz, H-19B); 4.61 (dd, 1H, J; = 2.3 Hz,
J2 = 1.4 Hz, H-29 pro E); 4.74 (d, 1H, J = 2.0, H-29 pro Z); 4.97 (m, 2H, H-38); 5.81 (m,
1H, H-37).

13C NMR (CDCls): 14.17, 16.09, 16.27, 16.56, 18.26, 19.43, 21.02, 21.40, 23.78,
25.59, 26.07, 28.03, 28.77, 28.79, 28.91, 29.71, 30.74, 23.30, 33.75, 34.35, 37.15, 37.19,
37.88, 38.38, 38.49, 40.82, 42.50, 47.16, 49.49, 50.56, 55.52, 56.62, 64.00, 81.02, 109.67,
114.41, 128.30, 129.11, 139.01, 150.72
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Priprava vychozi diallylovaného betulinu (74)

Betulin (2) 1 ekv. (2,5 g) byl rozpustén v dioxanu (20 ml), poté byly ptidany 3
ekv. (0,4 g) NaH a rakéni smés se nechala michat po dobu 20 min pod chlorkalciovym
uzavérem. Poté byly ptidany 4,5 ekv. (2,1 ml) allyl chloridu a rek¢ni smés se nechala
reagovat po dobu 24 h. Reakce nebyla odreagovana a tak byly do reak¢éni smési pridany
dalsi 2 ekv. (0,9 ml) allylchloridu a reakce se nechala reagovat dal$ich 5 h. Produkt (69)
byl extrahovan do ethylacetatu a precistén na sloupcové chromatografii s fazi S2. Bylo
ziskano 1,9 g (64,4 %) produktu ve formé bilych krystalku, t.t. 131-134 °C. Latka byla
identifikovand pomoci NMR.

H.Cl “CH
35, :°

Obrazek diallylovaného bytelinu

'H NMR (CDCls): 0.79 (s, 3H); 0.84 (s, 3H); 0.97 (s, J = 2.6, 3H); 1.03 (s, 3H);
1.27 (br. s, 3H); 1.69 (s, 3H, 6 x Me); 1.97 (m, 4H); 2.40 (m, 1H); 2.81 (dd, 1H, J1 = 11,7
Hz, J» = 4.3 Hz); 3.10 (d, 1H, J = 9,2 Hz); 3.54 (m, 1H); 3.62 (m, 1H); 3.89 (m, 1H);
3.98 (t, 1H, J = 5.98 Hz, H-19p); 4.13 (m, 1H); 4.58 (dd, 1H, J; = 2.3 Hz, J; = 1.4 Hz, H-
29 pro E); 4.69 (d, 1H, J = 2.0 Hz, H-29 pro 2); 4.13 (dq, J1 = 10.3 Hz, 1H); 5.19 (m,
1H); 5.28 (m, 2H); 5.93 (m, 2H, 6 x H allyli).

13C NMR (CDCls): 14.20, 14.85, 16.05, 16.19, 16.41, 18.35, 19.20, 20.97, 22.78,
23.23, 25.34, 27.30, 28.18, 29.79, 30.07, 34.33, 34.90, 37.22, 37.57, 38.72, 38.96, 41.08,
42.74, 47.32, 48.07, 48.99, 50.51, 55.94, 68.31, 70.75, 72.56, 86.44, 115.97, 116.70,
135.54, 136.04
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Jednotlivé metatezni reakce — obecné postupy

Latka Y ((2)/(3)/(69)/(71)/(73)/(74)) (1 ekv., 0,1 g) byla pod proudem dusiku

rozpusténa Vv dichlormethanu (3 ml), poté byl piidan terminalni alken (G)

((72)/(75)/(76)/(85)/(86)/(87))

1. 1 ekvivalent G a Hoveyda-Grubbsiiv katalyzator druhé generace
a) 10 mol%, do reakéni smési bylo pfidano nékolik
molekulového sita a rychle uzavien uzavér. Reakce se
reagovat pfes noc a poté byla extrahovana do ethylacetatu.
b) 15 mol%, do reakéni smési bylo piidano nékolik
molekulového sita a rychle uzavien uzavér. Reakce se

reagovat pres noc a poté byla extrahovana do ethylacetatu.

2. 2 ekvivalenty G a Hoveyda-Grubbsuv katalyzator druhé generace

a) 10 mol%, do reakéni smési bylo pfidano nékolik
molekulového sita a rychle uzavien uzavér. Reakce se
reagovat pfes noc a poté byla extrahovand do ethylacetatu.

b) 15 mol%, do reakéni smési bylo pridano nékolik
molekulového sita a rychle uzavien uzavér. Reakce se

reagovat pfes noc a poté byla extrahovand do ethylacetatu.

3. 10 ekvivalentti a Hoveyda-Grubbsuv katalyzator druhé generace

a) 10 mol%, do reakéni smési bylo ptidano nékolik
molekulového sita a rychle uzavien uzavér. Reakce se
reagovat ptres noc a poté byla extrahovana do ethylacetatu.

b) 15 mol%, do reakéni smési bylo pridano nékolik
molekulového sita a rychle uzavien uzavér. Reakce se

reagovat pfes noc a poté byla extrahovana do ethylacetatu.
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Vsechny tyto reakce byly provedeny také s Grubbsovym katalyzatorem prvni generace.

Konkrétni postup pro ptipravu derivatu 93

Postupem 3. a) byl ziskan produkt (93). Allyl ester kyseliny betulinové (71)
(1 ekv., 0,1 g) byl pod proudem dusiku rozpustén v dichlormethanu (3 ml), poté byl
ptidan terminalni alken (85) a Hoveyda-Grubbstuv katalyzator druhé generacea 10 mol%
(12 mg). Do reak¢ni smési bylo pfidano nékolik kuli¢ek molekulového sita a rychle
uzavien uzavér, aby bylo co nejvice zachovano inertni prostiedi. Reakce se nechala
reagovat pies noc a poté byla extrahovana do ethylacetatu. Pomoci dvou sloupcovych
chromatografii provadénych ve fazi S3 bylo vyizolovano 17 mg (15,6 %) produktu ve

formé hustého nahnédlého oleje.

Metatezni reakce v mikrovinném reaktoru

Postup pro mikrovinny reaktor byl totozny s postupem 3.a), jen byl pouzit
dichlorethan jako rozpoustédlo a reakce probihaly bez pouZiti molekulovych sit.
Pomoci dvou sloupcovych chromatografii provadénych ve fazi S3 bylo izolovano 40

mg (37,1 %) produktu (93) ve formé hustého nahnédlého oleje.

Obrazek esteru (93)
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IH NMR (CDCls): 0.83 (s, 3H); 0.84 (s, 6H); 0.90 (s, 3H); 0.97 (s, 3H, 5 x CHa);
1.70 (s, 3H, H-30); 2.04 (s, 3H, Ac); 2.29 (s, 3H, H-35); 3.00 (td, 1H, J; = 10,9 Hz, J, =
4.8 Hz, H-19B); 4.47 (dd, 1H, J1 = 6.6 Hz, J, = 5.4 Hz, H-3a); 4.62 (dd, 1H, J1 = 2.0 Hz,
Jo=1.4 Hz, H-29 pro E); 4.74 (d, 1H, J = 2.0 Hz, H-29 pro Z); 4.76 (dt, 2H, J; = 4.9 Hz,
Jo=1.7 Hz, H-31); 6.29 (dt, 1H, J1 = 16.3 Hz, J, = 1.7 Hz, H-32); 6.79 (dt, 1H, J1 = 16.0
Hz, J, = 4,9 Hz, H-32).

13C NMR (CDCls): 14.20, 14.76, 16.07, 16.28, 16.56, 18.26, 19.41, 20.98, 21.39,
22.73, 23.78, 25.54, 27.39, 28.02, 29.79, 30.61, 31.67, 32.14, 34.35, 37.06, 37.19, 37.88,
38.36, 38.49, 40.82, 42.50, 47.02, 49.56, 50.54, 55.51, 56.80, 62.36, 81.00, 109.90,
131.20, 140.35, 150.35

53



Citace

o B~ D

© © N o

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Kosuge T., Yokota M., Sugiyama K., Mure T., Yamazawa H., Yamamoto T.:
Chem. Pharm. Bull. 1985, 33, 5355.

Butler M. S., Robertson A. A., Cooper M. A.: Nat Prod Rep. 2014, 61, 1612.
Shashi B. M, Sudip K. S., Gurudas P.: Phytochemistry 1988, 27, 3037.

Brieskorn C. H., Suss H. P.: Arch. Pharm. 1974, 307, 949.

Vonasek F., Trepkova E., Novotny L.: Vonasek F., Trepkova E., Novotny L.:
Latky vonné a chutové, SNTL, Praha 1987.

Hill R. A., Connolly J. D.: Nat. Prod. Rep. 2015, 32, 273.

Hill R. A., Connolly J. D.: Nat. Prod. Rep. 2005, 22, 230.

Hill R. A., Connolly J. D.: Nat. Prod. Rep. 2001, 18, 131.

Shashi B. M., Ashoke K. N., Gita R.: Phytochemistry. 1992, 31, 2199.

Dzubak P., Hajduch M., Vydra D., Hustova S., Biedermann D., Markova L., Urban
M., Sarek J.: Nat. Prod. Rep. 2006, 23, 394.

Wasserman S. 1.: J. Allergy Clin. Immunol. 1983, 72, 101.

FuY., Zhou E., Wei Z., Liang D., Wang W., Wang T., Guo M., Zhang N., Yang
Z.: FEBS J. 2014, 281, 2543.

Dang Z.,HoP., Zhu L., Qian K., Lee K.-H., Huang L., Chem C.-H.: J. Med. Chem.
2013, 56, 2029.

Cantrell C. L., Franzblau S. G., Fischer N. H.: Planta Med. 2001, 67, 685.
Innocente B., Casanova B. B., Klein F., Lana A. D., Pereira D., Muniz M. N.,
Sonnet G. G., Fuentefria A. M., Gnoatto S. C. B.: Chem. Biol. Drug Des. 2014, 83,
344.

Bringmann G., Saeb W., Assi L. A., Francois G., Sankara N. A., Peters, K., Peters,
E. M.: Planta Med. 1997, 63, 255.

Liu J.: J. Ethnopharmacol. 1995, 49, 57.

Ronco A. L., De Stéfani E.: Funct. Foods Health Dis. 2013, 3, 462.

Van Tamelen M. M.: Bioorg. Chem. 1968, 1, 111.

Tolstikov G. A., Flekhter O. B., Shultz E. E., Baltina L. A., Tolstikov A. G.: Chem.
Sust. Dev. 2005, 13, 1.

Jadskeldinen, P.: Paperi ja puu 1981, 63, 599.

54



22.
23.

24.

25.

26.
27.
28.

29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.

38.

39.

40.
41.

42.
43.

44,

Gao Y., XuH., Lu Z., Xu Z.: Se Pu 2009, 27, 745.

Steele J. C., Warhurst D. C., Kirby G. C., Simmonds M. S.: Phytother. Res. 1999,
13, 115.

Pisha E., Chai H., Lee I. S., Chagwedera T. E.,. Farnsworth N. R, Cordell G. A.,
Beecher C.W., Fong H. H., Kinghorn A. D., Brown D. M.: Nat. Med., 1995, 1,
1046.

Zuco V., Supino R., Righetti S. C., Cleris L., Marchesi E., Gambacorti-Passerini
C.: Cancer Lett. 2002, 175, 17.

Rabi T., Shukla S., Gupta S.: Molecular Carcinogenesis 2008, 47, 964.

Laszczyk M. N.: Planta Med. 2009, 75, 1549.

Chintharlapalli S., Papineni S., Ramaiah S. K., Safe S.: Cancer Res. 2007, 67,
2816.

Fulda S., Jeremias I., Debatin K. M.: Oncogene 2004, 23, 7611.

Noda Y., Kaiya T., Kohda K.: Chem. Pharm. Bull. 1997, 45, 1665.

Calderon N., Chen H. Y., Scott K. W.: Tetrahedron Lett. 1967, 8, 3327.
Buchmeiser M. R.: Chem. Rev. 2000, 100, 1565.
http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2005/index.html
Herisson P. J.-L., Chauvin Y.: Makromol. Chem. 1970, 141, 161.

Grubbs, R. H.: Tetrahedron 2004, 60, 7117.

Schweb P., Grubbs R. H., Ziller J. W.: J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 100.

Scholl M., Trnka T. M., Morgan J. P., Grubbs R. H.: Tetrahedron Lett.

1999, 40, 2247.

Klingsbury J. S., Harrity J. P. A., Bonitatebus P., Hoveyda A. H.: J. Am.

Chem. Soc. 1999, 121, 791.

Chatterjee A. K., Choi T. L., Sanders D. P., Grubbs, R. H.: J. Am. Chem.

Soc. 2003, 125, 11360.

Clemons P. A.: Curr. Opin. Chem. Biol. 1999, 3, 112.

Nicolaou K. C., Hughes R., Cho S. Y., Wissinger N., Smethurst C.,
Enderman R.: Angew. Chem., Int. Ed. 2000, 39, 3823.

Nahar L., Turner A. B.: Curr. Med. Chem. 2007, 14, 1349.

Lopez-Anto N., Rudy A., Barth N., Schmitz L. M., Pettit G. R., Schulze-
Osthoff K., Dirsch V. M., Vollmar A. M.: J. Biol. Chem. 2006, 281, 33078.
Berube M., Poirier D.: Org. Lett. 2004, 6, 3127.

55


http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2005/index.html

45.
46.
47.
48.
49.
50.

51.

52.
53.

54.

Rega M., Jimenez C., Rodriguez J.: Steroids 2007, 72, 729.

Edelsztein V. C., Chenna P. H., Burton G.: Tetrahedron 2009, 65, 3615.
Bargiggia F. C., Murray W. V.: J. Org. Chem. 2005, 70, 9636.

D’herde J. N., De Clercq P. J.: Molecules 2006, 11, 655.

Eignerova B., Dracinsky M., Kotora M.: Eur J Org Chem 2008, 40, 4493.
Eignerova B., Slavikova B., Budesinsky M., Dracinsky M., Klepetarova B.,
Stastna E., Kotora M.: J. Med. Chem. 2009, 52, 5753.

Elger W., Beier S., Pollow K., Garfield R., Shi S. Q., Hillisch A.: Steroids
2003, 68, 891.

Umani-Ronchi A., Andriolo E., Montorsib M.: Synthesis 2008, 23, 3801.
Kirschning A., Harmrolfs K., Mennecke K., Messinger J., Schon U., Grela
K.: Tetrahedron Lett. 2008, 49, 3019.

Liu W., Boddlener A., Rohmer M.: Org. Biomol. Chem. 2015, 13, 3393.

56



