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Abstrakt

Farnesoidni X receptor se vyskytuje predevsim v jaternich bunkach a
je znamo, ze pomoci jeho aktivace se daji 1é¢it onemocnéni zptsobujici
cirh6zu jater, zejména nealkoholickou steatézu a primarni biliarni
cirh6zu. Obé tato onemocnéni jsou rozsSifrena predevSim ve vyspélych
zemich a v dneSni dobé neni dostupna ucinna lécba. Tato prace byla
zaméfena na syntézu novych analogli zlucovych kyselin, které mohou
vykazovat lepsSi agonistické vlastnosti nez endogenni ligandy - Zlucové
kyseliny, a proto by mohly mit terapeutické vyuziti. Struktura
pripravenych latek byla navrzena na zakladé podobnosti se znamymi
ligandy a pocitacového modelovani. Jejich Cistota a struktura byla
prokazana pouzitim béznych analytickych metod a jejich biologicka

aktivita byla stanovena na Farmaceutické fakulté UK v Hradci Kralové.

Klicova slova: farnesoidni X receptor, FXR, zlucové kyseliny



Abstract

Farnesoid X receptor is mostly expressed in liver cells and its
activation may be used for the treatment of cirrhosis causing diseases,
especially biliary cirrhosis and nonalcoholic steatosis. These two latter
diseases are most common in developed countries and, as of date, no
effective treatments are available. Therefore, the aim of this project is the
design and synthesis of novel bile acid analogues with subsequent
biological evaluation towards farnesoid X receptor. Thus, a series of new
compounds were designed using computational modeling studies and
chemical synthesis was done to develop structure-activity relationships.
Chemical structure analysis and purity was confirmed by conventional
analytical methods. Finally, synthetic compounds were profiled against
farnesoid X receptor in collaboration with the Pharmaceutical faculty of

Charles University in Hradec Kralové.

Keywords: farnesoid X receptor, FXR, bile acids
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Uvod

1 Uvob

1.1 Obecny uvod

Steroidy jsou fyziologicky a farmakologicky vyznamné latky odvozené
od steranu (1, Obr. 1). Spolu s terpeny jsou nékdy fazeny mezi isoprenoidy.
Zpravidla jde o bezbarvé krystalické latky rozpustné v tucich. Steroidy plni
fadu riznych funkci, at uz jde o hormonalni signalizaci sexualnich
hormont, protizanétlivy ucinek kortikosteroidi nebo jsou soucasti

membran.

Nejznaméjsi a zaroven prvni steroid se spravné urcenou strukturou
je cholesterol (2, Obr. 2). Nespravné usporadani zakladniho uhlikového
skeletu publikovali ve dvacatych letech A. Windaus a H. Wieland na
zakladé vysledkti odbouravani zlucovych kyselin (ZK) a cholesterolu.
Odbouravanim ZK bylo mozné nashromazdit vice podkladu k feSeni
konstituce, nez tomu bylo u cholesterolu, diky pfitomnosti hydroxylovych
skupin v pozicich 3, 7 a 12, které maji rdznou reaktivitu. Spravnou

strukturu cholesterolu publikoval zacatkem tricatych let R. Robinson.

Obrazek 1. Oznaceni kruhtl v zadkladnim skeletu steranu (1) a cholesterol (2)

Cholesterol ma osm center chirality, vSechny substituenty smeérfujici
pod rovinu steroidniho skeletu se oznacuji jako alfa, substituenty mifici
nad tuto rovinu jako beta. Konfigurace se vyznacuje pouze tehdy, je-li jina
nez tzv. prirozena (Obr. 1). Latky s Sa i 5B-konfiguraci maji v prirodé témeér
stejné zastoupeni, a proto se tato konfigurace v nakresu struktury

vyznacuje. V pripadé postranniho cholestanového retézce se vyznacuje jeste
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konfigurace na uhliku C20. Kruhy se ve steroidnim skeletu znaci zleva

pismeny A - D.

Cholesterol (2)
Cyp7A1 Cyp27A1
' 7a-hydroxycholesterol 27-hydroxycholesterol —
- )
‘ Vedlejsi draha 8
| cyp7B1
\/ l
O o
OH OH
HO™ “'OH HO™ “'OH
H H
Kyselina cholova (CA,3) Kyselina chenodeoxycholova (CDCA,4)
)
c
3
HO H HO H
Kyselina deoxycholova (DCA,5) Kyselina litocholova (LCA,6) —

Obrazek 2. Biosyntéza ZK. Cholesterol-7-alfa-hydroxylaza (CYP7A1), sterol-12-alfa-
hydroxylaza (CYP8B1), sterol-27-hydroxylaza (CYP27Al), steroid-7-alfa-hydroxylaza (CYP7B1).

Prevzato a upraveno.>: ©

Cholesterol slouzi jako prekurzor pro biosyntézu steroidnich hormont,
feromont a ZK. Hlavni cesta transformace cholesterolu je jeho oxidace
v jatrech (Obr. 2), kde je pfeménén na primarni ZK - kyselinu cholovou (CA,
3) a kyselinu chenodeoxycholovou (CDCA, 4). Preména je katalyzovana

enzymy typu cytochrom Passo, enzym urcujici rychlost transformace je
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cholesterol-7-alfa-hydroxylaza (Cyp7A1).” Primarni ZK dale podléhaji
konjugaci s aminokyselinami glycinem a taurinem za vzniku tauro a glyko
konjugatti. Jedna se o amfifilni latky, které jsou sekretovany zluci do stfev,
kde zajistuji vstfebavani tuku. Ve stfevech dochazi k mikrobialni
dehydroxylaci, ¢imz vznikaji sekundarni ZK - kyselina deoxycholova

(DCA, 5) a kyselina litocholova (LCA, 6).

Denné se v lidském téle takto syntetizuje 200 - 600 mg zlucovych
kyselin a stejné mnozstvi odchazi z téla vykaly. Cisty denni obrat ¢ini
pfiblizné 5% z celkového mnozstvi ZK. Zbylych 95 % je recyklovano ¢tyfi az
dvanactkrat denné.!! VétSina ZK je reabsorbovana vileu aktivnim
transportem, zatimco malé mnozstvi je reabsorbovano pasivni difuzi a

portalni zilou odvedeno do jater.

ZK pusobi pfi vysokych koncentracich zanétlivé, coz zpusobuje
poskozeni jater, stfev a dalSich tkani.'” Syntéza ZK je tedy pod pfisnou
kontrolou, aby se zabranilo jejich nadmeérné vnitrobunécéné akumulaci.
Tento regulacni mechanismus zprostredkovava farnesoidni X receptor

(FXR).

1.2 Farnesoidni X receptor

FXR patfi do rodiny jadernych receptort, jedna se o ligandy-aktivované
transkripéni faktory.!* Nazev ,farnesoidni“ dostal v roce 1995, kdy byl
identifikovan'®> jako receptor aktivovany farnesolem. K aktivaci dochazelo
vSak v supra-fyziologickych koncentracich. V roce 1999 tfi védeckeé skupiny
nezavisle na sobé publikovaly ZK jako pfirozené agonisty FXR, které

jsou od té doby vnimany jako endogenni latky s hormonalni aktivitou.
1.2.1 Struktura a mechanismus pusobeni FXR

FXR se jako vétSina nuklearnich receptortt sklada z péti domén
(Obr. 3). N-Koncové domény, DNA vazebné domeény (z angl. DNA binding
domain, DBD), zavésné oblasti, ligand vazebné domény (z angl. ligand

binding domain, LBD) a C-koncové domeény.
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Zavésna oblast

N-koncova doména

DNA DBD LBD

Obrazek 3. Obecna struktura nuklearniho receptoru. DNA vazebna doména (DBD, z angl. DNA
binding domain), ligand vazebna doména (LBD, z angl. Ligand binding domain). Pfevzato a upraveno

z Protein data bank.20. 21

DBD slouzi k rozpoznani specifické sekvence DNA, ktera se nazyva
responzivni element (RE), a slouzi k vazbé receptoru do tohoto mista. DBD
obsahuje dva tzv. ,zinkové prsty“, které zajiStuji jak orientaci proteinu do
velkého zlabku DNA, tak tvorbu dimernich komplext, které jsou typicke
pro nuklearni receptory. Zavésna oblast spojuje DBD a LBD, ¢imz zajistuje
receptoru jistou flexibilitu.”?

s receptorem. Pfi navazani agonisty, LBD zaujme aktivni konformaci, ktera
muze reagovat s koaktivatorem a spustit transkripci pozadované DNA
sekvence, zatimco navazanim antagonisty dochazi k blokaci vazebného
mista a zabranéni aktivaci receptoru. Tato prace se dale zabyva pouze

agonisty FXR.

Aktivaci nuklearniho receptoru dochazi k aktivaci specifické DNA
sekvence, ¢imz dochazi k syntéze kodovaného proteinu. FXR dokaze
aktivovat celou fadu genti, napfiklad gen kodujici protein ,maly
heterodimerni partner (z angl. small heterodimer partner, SHP), tento

13



Uvod

protein nasledné inhibuje funkci dalSiho nuklearniho receptoru tzv.
sJaterniho receptorového homologu-1“ (z angl. liver receptor homolog,
LRH-1), a to disociaci jeho komplexu s DNA. Tim dochazi k potlaceni
exprese genu pro CYP7A1.?° Jde o mechanismus negativni zpétné vazby,

aby nedochazelo k nadmérné akumulaci ZK v jatrech (Obr. 4).

N

—~

) Zlugové

kyseliny @
I :

|—> Zvysena transkripce
DNA - sHP

FXR RE Zvyseni exprese
genu pro SHP

, SHP protein

{

SniZeni koncentrace
Zluéovych kyselin

. @
| LRH-1 /\:
fﬁ%DiSOCiace SniZena transkripce
LRH-1
DNA L CYP7A1

LRH-1 RE

(=y| Snizeni exprese
““w genu pro CYP7AT1

4y CYP7AT1 protein

Obrazek 4. Negativni zpétna vazba vyvolana aktivaci farnesoidniho X receptoru, slouzi
k zabranéni nadmérné akumulace ZK v jatrech, které mohou byt ve vysokych koncentracich toxické.
Farnesoidni X receptor (FXR), DNA vazebné misto farnesoidniho X receptoru (FXR RE, z angl.
farnesoid X receptor responsive element), maly heterodimerni partner (SHP, z angl. small
heterodimer partner), jaterni receptorovy homolog-1 (LRH-1, z angl. liver receptor homolog, LRH-1),

cholesterol-7-alfa-hydroxylaza (CYP7A1l). Pfrevzato a upraveno.23

Prostfednictvim aktivace riznych gent se FXR podili nejen na regulaci
biosyntézy a eliminaci ZK ve stfevech a jatrech, ale také na metabolismu

lipidd HDL, LDL, triacylglyceridil (TAG) a homeostaze glukozy.'®

Farnesoidni X receptor je proto v dnesSni dobé povazovan za slibny cil
pfi lécbeé cholestazy - poruchy mechanismu tvorby a vylucovani zluce, ktera
ma hlavni podil na rozvoji primarni biliarni cirhézy (PBC) - autoimunitniho
onemocnéni jater a nealkoholické steatohepatitidy (NASH) - postupného

ukladani TAG v jatrech. Tato onemocnéni postupné vedou az k cirhoze a
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v konecném stadiu je dnes jedinou mozZnou terapii transplantace

jater.

1.3 Ligandy FXR

OH OH

o
/ \
o l O N
o " HO" “'OH HO “
HO' ‘OH H : cl
) :
\

CDCA (4) OCA (7) GW4064 (8)
Obrazek 5. Nejdulezitéjsi ligandy lidského FXR.

Hlavni endogenni ligand FXR je CDCA (4). Dale byly proto
syntetizovany a systematicky testovany ligandy podobné struktury jako
CDCA (4).°° NejvysSsi afinitu ze vSech otestovanych latek vykazovala
kyselina obeticholova (OCA, 7, Obr. 5), ktera aktivuje receptor
v nanomolarnich koncentracich?’ a v roce 2016 byla registrovana pod
obchodnim nazvem OCALIVA™.”8 Vyuzitim kombinatorni chemie bylo
pripraveno velké mnozstvi nesteroidnich analogt, z nichz za zminku stoji
GW4064 (8, Obr. 5), ktery vykazuje podobnou afinitu k receptoru jako
OCA, ale ma nevyhovujici farmakologické vlastnosti, zejména Spatnou

biologickou dostupnost pfi oralnim podani.

1.4 Vliv substituce ligandu na aktivitu a afinitu k FXR

K dnesSnimu dni (17. leden 2018, poznamka autora) byly publikovany
desitky agonistu FXR. Vybrané vysledky jsou shrnuty v Tab. 1, je
zde zfejmy trend: lipofilni substituce v poloze C6 (R2) zvySuje afinitu
ligandu, zatimco hydrofilni substituce ji snizuje, naprtiklad kyselina
hyocholova (HCA, 12, ECso > 30 uM) ma vyrazné horsi afinitu nez kyselina
6a-methylchenodeoxycholova (6a-MeCDCA, 9, ECso = 0,75 uM). Toto
zjisténi vedlo k domnénce, ze v receptoru existuje ,kapsa“, kde mutze
dochazet k hydrofobnim interakcim. Lipofilni substituci v poloze C6 lze tedy
vyrazné zvysit afinitu ligandu. Substituce methylem zvysSuje tuto afinitu

zhruba radove, ethylem jiz o fady dva, substituce veétSimi substituenty
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(propyl, benzyl) naopak vede ke snizeni afinity. Ethyl tedy nejlépe vyhovuje
skapse“ v receptoru jak polaritou, tak stéricky. Tato doménka byla dale
potvrzena jak naméfenim krystalickych struktur komplexu FXR (Obr. 6),°°

tak pomoci pocitacového modelovani.=®. 3¢

Obrazek 6. Vyfez krystalické struktury FXR s obeticholovou kyselinou. Barva odpovida
hydrofobicité. Zelena barva pfedstavuje hydrofobni ¢ast kapsy a cervena hydrofilni. Sedivé jsou
vyznacéeny hydrofobni interakce, modfe vodikové mustky. Z obrazku je patrna ,kapsa“ pro ethyl, kde
dochazi k hydrofobnim interakcim z Phesss a Ileaas. Pfevzato a upraveno z Protein data bank. 36

Hydroxyl v poloze C3 (R') neni nezbytny pro aktivaci FXR, nebot
3-deoxy-CDCA (19, ECso = 1,30 uM) vykazuje vyssi afinitu k FXR nez CDCA
(4, ECso = 8,66 uM). Naopak v pfipadé 6a-ethyl derivatua vykazuje
3-deoxy-OCA (51, EC = 0,4 uM) niz$i afinitu k FXR nez OCA
(7, ECso = 0,098 uM).

Hydroxyl v poloze C7 ma na afinitu vyraznéjsi vliv, nebot 7pB-hydroxy
epimer CDCA je vii¢i FXR neaktivni. Krystalické struktury komplexu LBD
FXR s OCA (7) a LBD FXR s 3-deoxy-CDCA (19) odhalily vodikovou vazbu
mezi 70-OH, Tyrzes a Serzao. Proto se predpoklada, ze hydroxyl v poloze C7

hraje vyznamnou roli pfi aktivaci FXR.36-38
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Postranni fetézec (R®) toleruje mnoho rdznych variaci napriklad:
alkoholy, aminy, amidy, sulfonaty, karbamaty, sulfonamidy a
thiokarbamaty. V porovnani s karboxylem vykazuji tyto derivaty
srovnatelné nebo dokonce lepsi FXR agonistické vlastnosti. Napriklad latka
36 (ECso = 0,41 uM) vykazuje dvacetkrat vyssi afinitu k FXR nez CDCA
(4, ECso = 8,66 uM). Sloucenina 38 (ECso = 0,15 uM) méla dokonce Sestkrat
vysSSi afinitu k FXR nez latka 37 (ECso = 0,90 uM). Tyto vysledky dale
potvrzuji, ze 6a-ethyl substituent vyznamneé prispél k afinité a aktivité. Dale
skupina Dr. Pellicciariho?® zjistila, ze derivaty ZK s kratSim postrannim

fetézcem maji nizsi aktivitu a afinitu vii¢i FXR nez pfirozené ZK.

Konjugace glycinu a taurinu s ZK ma na aktivitu maly vliv, pfirozené
konjugaty glyko-CDCA (52, ECso = 10 uM) a tauro-CDCA (53, ECso = 10 uM)
vykazuji lehce nizsi afinitu nez jejich prekurzor CDCA (4, ECso = 8,66 uM).
Polosyntetické konjugaty glyko-OCA (47, ECso = 0,29 uM) a tauro-OCA
(48, ECso = 0,23 uM) téz vykazuji niz§i afinitu v porovnani se svym
prekurzorem OCA (7, ECso = 0,098 uM).** Na zakladé krystalickych struktur
bylo zjiSténo, ze karboxyl (amid v pfipadé konjugat) vytvari vodikovou

vazbu s Argszs v LBD FXR.

Je patrné, Ze vyzkum se zatim veénoval zejména vlivu substituce na

C6 (R?) a modifikacim uhlikového fetézce C20 - C24 (R3).

Tabulka 1. Prehled afinit a aktivit vybranych liganda FXR

Afinita Aktivita

Cislo Triviilni nazev R? R3 ECs0 (uM) Emax (%)* Ref.

4 CDCA a-OH -H 20 ~_ COOH 8,66 100
7 OCA a-OH a-ethyl _~_COCH 0,098 144
8 GW4064 - - - 0,037 117
9 6a-MeCDCA a-OH  oa-methyl _~_-COCH 0,75 148
10 6a-PrCDCA a-OH  a-propyl _~_COCH 1,11 156
11 6a-BnCDCA a-OH  a-benzyl _~_-COCH >30 5

12 HCA a-OH a-OH _~_-COCH >30 9
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R3
20
“'OH
H R2
- e a1z 2 Afinita Aktivita
2 3
Cislo Trivialni nazev R R ECso (uM) Emax (%)* Ref.
13 - a-OH  a-OMe _~_-COOH 14,73 113
14 - a-OH S _~_-COOH 0,48 170 26
15 - a-OH .~ _OH _~_-COOH >30 68
16 - aOH " N _~_COOH 0,54 105
17 6a-FCDCA a-OH a-F _~_-COOH 15,11 99
18 6B-FCDCA a-OH B-F _~_-COOH 1,21 76 26
19 3-deoxy-CDCA a-H -H _~_-COOH 1,30 87
OH H oH 30 66 )
20 - o* - _~_COOH g
COOH
21 - a-OH H N 13,20 58
OH
COOH
22 - a-OH H Y 10,23 35 26
OH
COOH
23 : a-OH H hd 15,62 60 26
CH,
24 - a-OH -H _~_CH,OH 6,0 18 35
25 - a-OH -H _~_COOH 2,43 82
26 bisnor-CDCA a-OH -H _COOH >30 65 26
27 - a-OH -H _~_NH, 9,68 101 26
28 - a-OH -H _~_ NHCOOEt 2,72 47 26
O
O
29 - a-OH -H . NH 1,22 111
N W(
O
30 - a-OH -H " "0S0,H 5,99 27 26
31 - a-OH -H ~N"s0,H 4,59 68 26
H
32 - a-OH “H /\/Nj(oj/ 2,50 61
O
H
33 - a-OH H ANO 2,72 47
O
N_o
34 - a-OH -H g O 1,14 77
O
N \/@
35 - a-OH -H /\/NTO 0,79 62
O
36 - a-OH -H /\/NTO s 0,41 63
(6]
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Afinita Aktivita

Cislo Triviilni nazev R? R3 ECs0 (uM) Emax (%)* Ref.
max
H
37 - a-OH -H /\/NTO\/\/© 0,90 55 32
o}
H
38 - a-OH a-ethyl /\/NTO\/\/C 0,15 290 32
o}
H
39 - a-OH  a-ethyl NNTOV\@) 0,11 168
o)
N__o
40 - oa-OH  o-ethyl I~ 0,09 109 34
L
gy O
41 - a-OH  a-ethyl /\/N%OH 0,02 109 34
o}
o
42 - a-OH a-ethyl /\)LNH 0,60 142 34
2
O
43 - a-OH  a-ethyl /\)J\ 0,24 226 34
SH
(0]
44 - a-OH a-ethyl /\)j\ 1,0 263 34
7 L
45 - o-OH a-ethyl NSNS 0,05 191 34
H
-N
46 - @-OH  a-ethyl /\/D‘OH 0,03 121 .
o)
a7 glyko-OCA a-OH  a-ethyl /\)LN/}(OH 0,29 135 3
H
(6]
it QL
48 tauro-OCA a-OH  a-ethyl A~ A~y 0,23 131 34
H
49 - a-OMe  a-ethyl _~_-COCH 1,8 108 34
50 - a-Me a-ethyl _~_-COOH 1,5 49 34
51 3-deoxy-OCA -H a-ethyl _~_COCH 0,4 126 34
o)
52 glyko-CDCA a-OH H /\)LN/}(OH 10 78 17
H (6]
it QL
53 tauro-CDCA a-OH ‘H A~y 10 85 17
H

“Vztazeno na relativni kontrolu, CDCA (100 %), kyselina chenodeoxycholova (CDCA), kyselina
hyocholova (HCA), kyselina obeticholova (OCA).
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2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace byla syntéza novych derivattht OCA (54 - 63,
Tab. 2). Dosud publikované ligandy FXR se liSily zejména substituci
postranniho fetézce C20 - C24 a substituci na C6. Zde se zabyvam zejména
modifikacemi v polohach C3 (R') a C7 (R8) pti zachovani lipofilni substituce

na C6 (R2). Cilem bylo dale potvrdit vliv hydroxylt v polohach C3 a C7.

Tabulka 2. Prehled ligand®i syntetizovanych v ramci této prace.

Volna vazebna energie

Struktura Oznaceni R2 Rs3 (kcal - mol-!)
54 a-OH  XxxCHs =0 -10,39
55 a-OH ', CHj =0 -10,59
56 =0 XywCH3 =0 -10,47
57 =0 u,, ~CH3 =0 -10,51
58 B-OH X ,~CH3 =0 -10,18
59 B-OH ", CHs =0 -10,52
60 B-OH ", CH3  a-OH -10,53
61 a-OAc ", CH, =0 -9,77
62 a-OH =, CH3  B-OH -10,32
63 a-OH (E)>x,CHs; B-OH -10,17

*Vypoctena hodnota prostfednictvim programu MOE, jedna se o dG vazebnou energii ligand
vazebné domény s pfislu§nym ligandem.
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3 UVOD DO PROBLEMATIKY SYNTEZY

Vychozi latka pro syntézu ligandt byla vybrana CDCA (4, Schéma 1),
a to vzhledem k dostatecné zasobé z depozit laboratore, publikovanym
postupum jeji alkylace a vysoké cené komerc¢né dostupné OCA. Navrh

celkoveé syntézy lze rozdélit do dvou casti:

e CAST 1. - Pfiprava C6-alkylovaného vychoziho derivatu
e CAST 2. - Modifikace funkénich skupin na C3 a C7

3.1 CAST 1. Piiprava C6 alkylovaného vychoziho derivatu

COOH

W H W
HO O o O
R
CDCA (4): R=H 54: R = (E/Z) ethyliden
64: R = Me 55: R = ethyl

Schéma 1. Priprava C6-alkylovaného derivatu.

V prvni casti syntézy bylo potreba pripravit dostatecné mnozstvi
vychoziho alkylovaného derivatu, ktery by poté poslouzil jako vychozi latka
pro dalsi reakce. Vzhledem ke znac¢né strukturni podobnosti s jiZ znamou
OCA, byly vyuzity publikace popisujici jeji syntézu. V literature jsou
popsany dva zpusoby syntézy OCA (Schéma 2 a Schéma 3). Oba vyuzivaji
chranici skupiny pro C3-OH, tvorbu enolatu a naslednou alkylaci uhliku
C6. Hlavni rozdil spociva v alkylacnim kroku. Skupina Yu et al.®” vyuzila
pfimou alkylaci enolu alkylhalogenem (Schéma 2, reakce c), zatimco
skupina D"Amore et al.®? vyuzila trimethylsilyl enoletheru a jeho naslednou

aldolovou kondenzaci s aldehydem (Schéma 3, reakce b).
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o} 0 o}

OH OH
b (82 %) c (37 %)
H HO H THPO' o

CDCA (4) 65

OH
d (kvant.)
—_—

HO"

Schéma 2. Priprava dle Yu et al.?? (a) PCC, CH2Clz, 25 °C; (b) DHP, PTSA, CH2Clz, O °C; (c)
DIPA/n-Buli, Etl, THF, -78 °C; (d) PPTS, EtOH, 25 °C.

OTMS

d (kvant.)
—_—

HO" HO™

Schéma 3. Priprava dle D’Amore et al3¢: (a) DIPA/n-Buli, TMSCIl, EtsN, THF, -78 °C;
(b) MeCHO, BFs - Et20, CH2Clz, -60 °C; (c¢) Hz, Pd/C, THF/MeOH (1:1); (d) 5 % roztok NaOH v
H20/MeOH (1:1).

3.1.1 Prima alkylace enolatu alkylhalogenem, priprava dle Yu et al.

V prvnim pripadé se vychazi z komerc¢né dostupné a levnéjsi CDCA (4).
Nejprve je CDCA (4) regioselektivné oxidovana, poté je =zavedena
tetrahydropyranylova chranici skupina (THP), ktera ma dobrou stabilitu
v bazickém prostredi. Nasleduje tvorba enolatu lithium diisopropylaminem
a alkylace ethyl bromidem. Pavodni prace?’ skupiny Pellicciari et al. uvadi
celkovy vytézek 7 - 8 %. Tento postup byl dale optimalizovan skupinou Yu
et al.”® (Schéma 2), a to pfedevSim vyuzitim pyridinium chlorochromatu
(PCC) jako oxidacniho Cinidla a ethyl jodidu jako alkyla¢niho ¢inidla, ¢imz
bylo dosazeno celkového vytézku 25 %. Pozoruhodna regioselektivita

oxidace (Schéma 2, reakce a) je dana rozdilnou reaktivitou hydroxyla, kdy
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hydroxyl C3-OH je ekvatorialni a C7-OH je axialni. Tato rozdilna reaktivita
byla jiz popsana v puvodnich pracich se zluc¢ovymi kyselinami. Vysvétlit
lze z mechanismu reakce (Obr. 7). Nejprve dochazi ke koordinaci volného
elektronového paru z C7-OH k atomu chromu (A), ¢imz se vytvoii
chromanovy ester (B). K presunu H* iontu mtze poslouzit volny elektronovy
par kysliku v chromanovém esteru, nebo pyridin. Odtrzenim protonu na C7
dochazi k posunu elektront z C-H vazby do C-O vazby (C), ¢imz vznika
vazba C=0 (D). Chroman odstupuje jako kyselina chromita. Axialni
alkoholy se oxiduji rychleji nez ekvatorialni, nebot rychlost urcujici krok -
oddéleni kyseliny chromité (krok C — D), vede ke sniZzeni diaxialni stérické

interakce.

CH,

Kyselina chromita (IV)

R —

HO: HO_ /|
R > ® H o
OH \_Cl/icllrfoeﬂy ) | ou er' §oo
(A) o L~ (B) (D)
Diol PCC, Cr (V) Chromanovy ester Keto-derivat Pyridinova sgl

U_‘::,,\ cl

Obrazek 7. Mechanismus oxidace CDCA, kde klicové stérické interakce v molekule € jsou
vyznaceny Cervené dvojitymi Sipkami.

Stereoselektivita alkylacniho kroku (Schéma 2, reakce ¢) je vysvétlena
v mechanismu reakce (Obr. 8). Reakce zacina in situ pripravou lithium
diisopropylaminu (LDA). Pro generaci LDA se bézné uziva alkyl lithium
(napf. n-BulLi) a diisopropylamin (DIPA). Pro naSe ucely baze ma LDA
vhodnéjsi vlastnosti nez n-Buli, nebot LDA nema tak silny nukleofilni
charakter a obsahuje stéricky objemné skupiny iPr, ¢imz zajiStuje lepsi
kinetickou kontrolu nad tvorbou enolatu. Reakce probiha pfi teploté -78 °C,
jednak kvuli kinetické kontrole a protoze LDA je tak silna baze (pKa = 36),
ze muze pri vySSich teplotach deprotonovat i THF. Poté se k reakéni smési
pfida roztok ketonu 66, ktery ihned reaguje s LDA za vzniku lithného
enolatu. Lithny kation je castecne komplexovan
hexamethylphosphoramidem (HMPA), ¢cimz se zvySi nukleofilicita enolatu a
urychli se tak nasledna nukeofilni substituce SN». Kinetickou kontrolou
reakce ziskame A® enolat, nebot axialni proton na C8 je stéricky branén

23



Uvod do problematiky syntézy

methyly C18 a C19, navic k tomu by v pfipadném A7 enolatu dochazelo
k znacnému torznimu pnuti mezi kruhy B a C. Alkylaci A® enolatu
pravdépodobné nejprve vznika axialni 6p-ethyl derivat, ktery poté
izomerizuje na ekvatorialni 6a-ethyl derivat. Axialni 6B-ethyl derivat je
nestabilni kvali stérické interakci mezi 6B-ethylem, C19 methylem a C8
axialnim vodikem.?’

In-situ pfiprava LDA

H
N. -78 °C N.
ANLE + — P =)
! Y THF, 30min Yer
n-BuLi DIPA Butan LDA

LDA Alkylace enolatu alkyl halogenem

6p-ethyl derivat
OTHP (axialni)

Izomerizace

60.-ethyl derivat
OTHP (ekvatorialni)

A7 enolat jedinny produkt

Obrazek 8. Mechanismus primé alkylace. Nejprve dochazi k in-situ tvrobé LDA, ktera
deprotonuje alfa-pozici ke karbonylu. Tvorba A® enolatu je preferovana, nebot v pripadé A7 enolatu
by dochazelo k znaé¢nému torznimu pnuti mezi B a C kruhy. Vznika vyhradné 6a-ethyl derivat, nebot
tak nedochazi k axialni stérické interakci. Stérické interakce jsou vyznaceny cCervené dvojitymi
§ipkami. Tetrahydropyranyl (THP), n-butyllithium (n-BulLi), diisopropylamin (DIPA), lithium
diisopropylamid (LDA), hexamethylphosphoramid (HMPA).

3.1.2 Mukaiyamova aldolovd kondenzace, priprava dle D Amore et al

Priprava dle D’Amore et al.°’ (Schéma 3) vychazi z methylesteru
kyseliny 7-oxo-litocholové (68), ktery je preveden na silylenolether. V reakci
je mozné vyuzit napriklad trimethylsilyl chlorid (TMSCI]), je ovSem mozné
pouzit i jiné stéricky objemné substituované silyl chloridy (triethyl,

tert-butyldimethyl nebo triisopropyl). Jako baze se pouzivaji zpravidla
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stéricky objemné aminy, naptfiklad LDA. Triethylamin se do reakce pridava
az na konec, a to pro neutralizaci vznikajici kyseliny chlorovodikové, ktera
by mohla zpétné odchranit trimethylsilyl (TMS) chranici skupinu. Izolovany
silylenolether mutize v pfitomnosti Lewisovy kyseliny (BF3z nebo TiCly)
reagovat jako nukleofil s acetaldehydem. Jde o klicovou reakci této
syntetické strategie a je znama jako Mukaiyamova aldolova kondenzace
(Obr. 9). Nejprve volny elektronovy par acetaldehydu atakuje prazdny
orbital v BF3, ¢imZz dojde k aktivaci acetaldehydu. Silylenolether poté
nukleofilné atakuje aktivovany acetaldehyd. Naslednou disociaci chranici
skupiny TMS dojde k vytvoreni aldolu. Po spontalni eliminaci molekuly

vody dojde k vytvoreni enonu.

fluorid bority

acetaldehyd silyl enol ether
, CHy . CHj3 ,
W'l Izomerizace ° % H,0 v
. — > H;f ~ x
Nl l © HyO “N o
Si(CHy);  OH |
aldol enon

Obrazek 9. Mechanismus Mukaiyamovy aldolové kondenzace za pritomnosti BFs. Stérické

interakce jsou vyznaceny ¢ervené dvojitymi Sipkami.
3.1.3 Dalsi moznosti alkylace v a-poloze karbonylu

Existuji i jiné, pouzivané metody alkylace a-uhliku karbonylu. Zadna
z nich vSak nebyla publikovana v souvislosti se syntézou OCA. Dalsi
moznosti, jak generovat enolat, nez jak bylo uvedeno v kapitolach 3.1.1 a
3.1.2, je generovat enolat jinych kovti nez lithia ¢i kfemiku. Pouzit se daji
napriklad kovy sodiku, drasliku, boéru, cinu, ¢i nékterych prechodnych
kovua. V urcitych pfipadech nabizeji tyto kovy lepsi kontrolu nad stereo- a
regioselektivitou generovaného enolatu.*® Lze také vyuzit klasicka Storkova
reakce, kdy se enolat ,zafixuje“ jako enamin, ktery poté muZze reagovat

s elektrofilem.** Dale existuji méné standardni metody, napriklad alkylace
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triflaty,*> nebo alkylace ethylenem, ktera je vSak vyuzitelna spiSe v ramci

prumyslovych aplikaci.

3.2 CAST 2. Modifikace funkénich skupin na C3 a C7

COOH
S Stereoselektivni PN .
dukece Acetylace
I'C =
AcO" o
H

62: R = a- ethyl 54:R = E/ Z)-ethyliden 61: R = a-ethyl
63: R = (E)-ethyliden | 55:R=a-ethyl
Inverze
hydroxylu
Stereoselektivni e .
redukce )
HO ¢}
H
R
60: R = a-ethyl 58: R = (E/Z)-ethyliden 56: R = (E/Z)-ethyliden
59: R = a-ethyl 57: R = a-ethyl

Schéma 4. Schématicky navrh syntézy latek 56 - 63, vychazejici z latek 54 a 55

Latky 56 - 63 Ilze syntetizovat z vychozich derivatd 54 a 585.
Schematicky navrh druhé ¢asti syntézy je zobrazen na Schématu 4. Steroid
61 1ze ziskat acetylaci latky 55, k tomu lze vyuzit napfiklad acetanhydrid,

acetylchlorid,*® ¢i dokonce ethylacetat.*® Reakce jsou katalyzované kysele
nebo bazicky. Latky 62 a 63 je mozné ziskat stereoselektivni redukci latek
54 a 55. K tomu je mozné vyuzit komplexnich hydridt, popsané jsou i
metody redukce alkalickymi kovy,”¢ katalyticka hydrogenace na Raneyové
niklu®! nebo elektrochemicka redukce.>? Latky 58 a 59 lze ziskat inverzi
hydroxylu vychozich 3a-hydroxy-derivatd 54 a 55. K tomu se dnes
nejcastéji vyuziva Mitsunobova reakce,>® dalS§i moznosti inverze je napriklad
prevedeni hydroxylu na tosylat a jeho nasledna reakce s KNO2°* nebo
reakce s chloromethansulfonatem a octanem cesnym.>> Latky 56 a 57 lze
pfripravit oxidaci vychozich latek 54 a 55. Bézny zpusob oxidace
sekundarnich alkoholti je pouziti oxidanti chromového typu, dalsi
moznosti je vyuziti oxidanta na bazi DMSO, Al(OiPr)3°® nebo NaOCI.

Latka 60 lze ziskat stereoselektivni redukci §9 pomoci NaBHa4.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Priprava C6-alkylovaného vychoziho derivatu

H

CDCA 4) 55: R! = a-ethyl, R2=H
70: R! = (E/Z)-ethyliden, R2 = Me

Schéma 5. Pfiprava C6-alkylovaného vychoziho materialu.

Stézejni krok v syntéze je zavedeni alkylu na steroidni skelet. Byly
vyzkouSeny obé publikované metody (viz. kapitoly 3.1.1 a 3.1.2).Vzhledem
k tomu, Ze obé publikované metody vychazeji z 7-oxo derivatu, bylo nejprve
potfeba optimalizovat regioselektivni oxidaci. Byla vyzkouSena bézna
oxidacni cCinidla a jako substrat byla pouzita jak CDCA (4), tak jeji
methylester (64).

Tabulka 3. Esterifikace CDCA

O

“oH
H
4
Oznaeni Maximalni
Znacent mnoZstvi substratu Reakéni podminky Vytézek*
reakce
(8) (mmol)
1 0,5 1,27 CH2N2 (nadbytek), Et20, benzen, 0 °C kvant.
2 40 102 H2S04 (1 mol. %), MeOH, reflux kvant.

*Izolované vytézky po chomatografii.

Pro esterifikaci byl vyuzit jak diazomethan (Tab. 3, reakce 1), tak
Fisherova esterifikace (Tab. 3, reakce 2). Obé reakce poskytovaly
kvantitativni vytézky. Vyhoda diazomethanu je predevsSim jednoduchost,
jedna se o tzv. “Cistou reakci”, kde hlavni vedlejsi produkt je plynny dusik.
Vzhledem ke své vybusnosti je diazomethan nevhodny pro prisuny vétsiho

mnozstvi materialu a proto tato reakce byla vyuzivana pouze pro mala
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reakéni mnozstvi, fadové desitky az stovky miligramti. Pro vétsi pfisuny
byla vyuzita Fisherova esterifikace.

Tabulka 4. Optimalizace podminek regioselektivni oxidace

o)
OR
—_— + +
HO™ o O o o "oH
R " H H H
HO' [ ‘OH
CDCA (4): R=H 7-oxo (A) dioxo (B) 3-oxo (C)
64: R = Me
deni Vytézek (%)*
Oznaceni Substrat Reakéni podminky y (%)
reakce A B+C
1 4 PCC (1,1 ekv.), CHCIs, silikagel, 25 °C 20 16
2 4 PCC/AL03 (20/80, 1,7 ekv.), CHCI3, 25 °C 13 33
3 4 NBS (1,5 ekv.), 3 % vodny roztok NaHCOs, 25 °C 47 25
4 4 CrOs (1,1 ekv.), H2SOa4, H20, Me2CO, 0 °C 50 35
5 4 CrOs (0,65 ekv.), H2SO4, H20, Me2CO, 0 °C 54 17
6 64 CrOs (0,65 ekv.), H2SO4, H20, Me2CO, 0 °C 60 20

*Izolované vytézky po chomatografii. Pyridinium chlorochromat (PCC), N-bromsukcinimid

(NBS). Reakce byly provedeny s 500 mg; 1,27 mmol (4), 1,23 mmol (64) substratu.

Nejlepsi vysledek poskytla klasicka Jonesova oxidace methylesteru
CDCA (64). Pri kazdém pokusu byla ziskana zpét ¢ast vychoziho materialu,
ktery byl regenerovan a pouzit k dalsim oxidacim. Vysoky vytézek pri pouziti
pouze 0,65 ekv. CrOz vypada prekvapivé (Tab. 4, reakce 5 a 6). Oxid
chromovy ovSem muze oxidovat 1,5 ekvivalentu substratu, nebot
stechiometrie oxidace je 2:3, CrO3:ROH. Duvodem vyS$§iho vytézku pfi
pouziti methylesteru nez pfi pouziti volné kyseliny je lepsi rozpustnost v
organickych rozpoustédlech, coz zjednodusuje extrakci a umnoznuje lepsi

déleni pri sloupcové chromatografii na silikagelu.

Vytézek 60 % byl dostacujici a tyto reakéni podminky byly aplikovany
az na dvacetigramové davky, kde bylo izolovano 50 % produktu. U takto
velkych reak¢énich mnozstvi je tfeba dbat na dostatecné chlazeni, nebot
reakce je silné exotermni. K tomu je tfeba vyuzit velkou reakcni nadobu,

aby chlazeni probihalo na co nejvétsim povrchu. Toto je pravdépodobneé
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hlavni pfi¢ina niz§ich vytézkt pfi velkych davkach, snaze dochazi k nartistu
teploty reakéni smési a k “preoxidovani” na diketon (B).
4.1.1 Prima alklylace enolatu alkylhalogenem

Pro pfimou alkylaci bylo potfeba vybrat chranici skupinu stabilni v
silné bazickém prostfedi. Byla vyzkouSena jak chranici skupina
methoxymethylesteru (MOM), tak THP. Obé skupiny jsou stabilni pfi
pH > 12, MOM je stabilni i v slabé kyselém prostfedi, coz muze byt vyhoda
pfi zpracovani, oproti tomu THP zavadi do molekuly nové stereogenni

centrum, ¢imz muize znesnadnovat interpretaci NMR spekter.

Tabulka 5. Zavadéni chranici skupiny

—_—
R20™
65:R=H 66: R! = H, R2 = THP
68: R = Me 72: Rl = Me, R2 = THP

73: Rl = H, R2 = MOM
74: Rl = Me, R2 = MOM

Oznaceni

reakce Substrat Reakéni podminky Vytézek (%)* Produkt
1 65 PTSA (0,2 ceij\;é,liilF;)(,Béé e(:)lgv.), CHClIs, 37 66
o 68 PTSA (O,é%zelévh.,),zlglleP (3 ekv.), 84 72
3 65 MOMBr (lceI_I;;I.C)I,Q],Z)éEEi% (2,1 ekv.), 15 73
a 68 MOMBr (1 ekv.), DIPEA (1,1 ekv.), 39 74

CH2Clg, 25 °C

*Izolované vytézky po chomatografii. Kyselina p-toluensulfonova (PTSA), 3,4-dihydro-2H-pyran
(DHP), methoxymethyl bromid (MOMBYr), diisopropylethylamin (DIPEA). Reakce byly provedeny

s 50 mg; 0,12 mmol substratu.

Jelikoz nejvyssi vytézky poskytovala chranici skupina THP, byla
vybrana pro dalsi syntézu. Bohuzel se ukazalo, ze latky 66 a 72 jsou pro
alkylaci nevhodné. Pri pouziti popsanych reakénich podminek
dochazelo bud k esterifikaci nebo k alkylaci na uhliku C23 (Tab. 6).
Zadanou alkylaci na pozici C6 se popsanymi podminkami nepodafilo

provést. Navic ethyl na C23 a C6 nelze jednoznacné rozliSit hmotnosti ani
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1D NMR spektroskopii. Alkyl na C23 byl prokazan HMBC NMR
spektroskopii, ve spektru lze pozorovat interakci karboxylového uhliku s

alifatickymi CH2 a CH3 protony z ethylu.

Tabulka 6. Pfima alkylace enolatu alkylhalogenem

THPO™ ) THPO™
66: R=H 75: R1=Et,R2=H
72: R = Me 76: Rl = Me, R2 = Et
Oznaceni Substrat Reakéni podminky Vytézek (%)" Produkt
reakce
DIPA (4 ekv.), n-Buli (4 ekv.),
1 66 HMPA (4 ekv.), EtI (10 ekv.), -78 °C 71 7S
DIPA (3 ekv.), n-Buli (3 ekv.),
2 72 HMPA (4 ekv.), EtI (10 ekv.), -78 °C 60 76
3 72 DIPA (3,2 ekv.), n-Buli (3,2 ekv.), 50 76

HMPA (3,2 ekv.), EtBr (10 ekv.), -78 °C

*Izolované vytézky po chomatografii. Diisopropylamin (DIPA), n-butyllithium (n-BulLi),
hexamethylfosforamid (HMPA), ethyl jodid (EtI), ethyl bromid (EtBr). Reakce byly provedeny
s 100 mg; 0,21 mmol (66), 0,20 mmol (72) substratu.

4.1.2 Mukaiyamova aldolovd kondenzace

Druhou popsanou®’ moznosti je vyuziti silylenoletheru - jako chranici
skupiny pro OH a jako prekurzoru pro Mukaiyamovu aldolovou kondenzaci.
Silylenolether se podarilo pripravit v kvantitativnim vytézku, a to reakci
latky 68 s trimethylsilylchloridem (TMSCI) v pritomnosti LDA. (Tab. 7).
Reakci je potreba dobte chladit a zfedény roztok steroidu v THF pridavat do
reakéni smeési velmi pomalu, TMSCIl a LDA musi byt po celou dobu v
nadbytku. Reakci nebylo tfeba optimalizovat, publikované?® reakéni
podminky bylo mozné aplikovat na gramova mnozsti bez ztraty vytézku.
Vznikly silylenolether lze izolovat jako zluty olej, ktery je stabilni po dobu

mésicu.
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Tabulka 7. Priprava silylenoletheru

0
o—
B —
TMSO'" OTMS

H

68 69
Oznaceni . < . . P o/ vk
reakce Substrat Reakéni podminky Vytézek (%)

1 68 DIPA (6 ekv.), n-Buli (6 ekv.), TMSC1 97

(8 ekv.), EtaN (15 ekv.), THF, -78 °C

*Izolované vytézky po chomatografii. Diisopropylamin (DIPA), n-butyllithium (n-BulLi),
trimethylsilylchlorid (TMSCI), triethylamin (EtsN). Reakce byla provedena v rozsahu 0,05 - 5 g;
0,12 - 12,36 mmol substratu.

Nasledna Mukaiyamova aldolova kondenzace probiha pri -60 °C v
CH2Clp. Jako optimalni se ukazalo pouziti tfi ekvivalenti acetaldehydu
misto publikovanych®® dvou (Tab. 8). Bylo zjiSténo, ze rychlost pridavani
fluoridu boritého je stézejni. Pokud prikapavani neni dostatecné pomalé,
dochazi k predcasnému odchranéni hydroxylu a ketonu. V takovém pripadé
je majoritni produkt vychozi latka 68. S velmi pomalym pfrikapavanim
fluoridu boritého v prubéhu nékolika hodin bylo dosazeno az 95 % vytézku.

K tomuto ucelu byla vyuzita automaticka prikapavacka.

Tabulka 8. Mukaiyamova aldolova kondenzace

o o]
o~ o~
-H,0
—
\ H,0
TMSO" ) OTMS HO HO
OH
69 aldol derivat
Oznaceni . . . . P o/ vk
reakce Substrat Reakéni podminky Vytézek (%)
1 69 MeCHO (2 ekv.), BFs - Et20 (4 ekv.), CH2Clz, -60 °C 75
2 69 MeCHO (3 ekv.), BFs - Et20 (4 ekv.), CH2Clz, -60 °C 95

*Izolované vytézky po chomatografii. Reakce byly provedeny v rozsahu 0,05 - 6,6 g,
0,09 - 12,02 mmol substratu.
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Dale bylo zjiSténo, ze po pfidani vSech reagenti je potfeba nechat
reakéni smeés ohrat na laboratorni teplotu a nékolik hodin ji ponechat
“odpocivat”. Tim je zajiSténo, Ze dojde ke kvantitativni eliminaci hydroxylu.
Pokud se reakce zpracuje predcasné, lze nedoreagovanou zpracovanou
smeés rozpustit v toluenu a ¢astecné zahustit spolu s kapkou koncentrované
kyseliny sirové. Dojde k eliminaci hydroxylu a naslednym odparenim vody
azeotropickou smeési s toluenem dojde k posunu reak¢éni rovnovahy smérem
k latce 70. Kondenzacni produkt 70, na rozdil od vychozi latky 69, vyrazné

absorbuje UV svétlo, coz usnadnuje jeho identifikaci a izolaci.

Dle uvedeného reakéniho Schématu 6 bylo pripraveno celkem deset
gramu latky 70 s celkovym vytézkem 46 %, coz byla dostatecna zasoba pro

modifikace funkénich skupin na C3 a C7.

(¢}

CDCA (4)

TMSO™

69

Schéma 6. Optimalizované schéma pfipravy vychoziho materialu 70: (a) H2SO4, MeOH, reflux;

(b) CrOs, HaSO4, H20, Me2CO, O °C; (c¢) DIPA/n-Buli, TMSCI, EtsN, THF, -78 °C; (d) MeCHO,
BF3 - Et20, CH2Cl2, -60 °C.
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4.2 Modifikace funkénich skupin na C3 a C7

Derivaty 54 - 63 byly pripraveny dle uvedeného Schématu 7. VétSinu
reakci nebylo potfeba optimalizovat a byly provedeny obvykle ve dvou
Sarzich, nejprve v minimalnim mnozstvi tzv. “screeningové” a poté v
takovém mnozstvi, které bylo treba k vyciSténi, uplnou charakterizaci a

biologickeé testy.

HO™

HO"

> o N S
Ras b, d, a (70 %) ®
0N\ © > d, S
62 < le (94 %) 0

Schéma 7. Modifikace funkénich skupin na C3 a C7 pozicich steroidniho skeletu: (a) NaOH,
H20/MeOH (1:1), 45 °C; (b) Hz (1 atm.), Pd/C, EtOH, 25 °C; (c) CrOs, H2SO4, H20, Me2CO, 0 °C;
(d) PPhs, HCOOH, DEAD, THF, O °C; (e) NaBH4, THF/H20 (4:1), 0 °C; (f) Ac20, pyridin, 0 °C;
(g) NaBH4, MeOH, 0 °C; (h) Hz (1 atm.), PtO2, AcOH, 25 °C.

Latky 54, 56, 58 a 70 byly ziskany jako smési (E/Z)-izomeru, které se
nepodarilo jednotlivé izolovat. Latka 63 byla ziskana jako Cisty E-izomer.
Pomér jednotlivych izomerti byl vzdy urcen intergaci H1" olefinického
protonu, ktery byl v 1H spektru dobfe rozliSen (horni ¢ast Obr. 10).
Prifazeni jednotlivych izomert prisluSnym signalim pak bylo provedno
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pomoci ROESY, ve spektru bylo mozné pozorovat pfimé interakce NOE

(spodni ¢cast Obr. 10).

NP v R GNP N WY
198 18 E+2)
CHOH CH,OH
2" (E) 21 (E+Z
22
19 (Z)

3 (E+2)

28 26 24 22 20 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6

ppm
COOH COOH
H H
NOEl\H N e} NOE' 7 o)
HO H HO._/ CHj

(E)-izomer (Z)-izomer

0.56=
2274
3163
325

v 075
0.16
2267

Obrazek 10. 'H NMR spektra latky 58, kde jsou vyznaceny klicové signaly olefinickych protont
H1’, které poslouzily pro urceni poméru (E/Z)-izomerta ve smési. K pfifazeni jednotlivych signala
pfislusné molekule poslouzil experiment ROESY, klicové NOE interakce u obou izomeru jsou
zobrazeny v dolni ¢asti obrazku. Izomerie, popfipadé zastoupeni jednotlivych izomerta u ostatnich

latek, byla prokazana obdobné.

Jediné reakce, které bylo treba optimalizovat, byly stereoselektivni
redukce C7 karbonylu pri syntéze latek 62 a 63 a redukce dvojné vazby pri
syntéze latky 62 (Schéma 7).
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4.2.1 Optimalizace stereoselektivni redukce C7 karbonylu

Bylo potfeba optimalizovat stereoselektivni redukci karbonylu
(Schéma 7, reakce g). Pri reakci latky 55 s kovovym sodikem nebo
N-Selektridem byl izolovan pouze vychozi keton. Prekvapive, pokud je na
C6 pritomny ethyliden, redukci borohydridem vznika 7p3-OH (Tab. 9,
reakce 1), zatimco v pritomnosti ethylu na C6 vznika 7a-OH derivat (Tab.
9, reakce 2). Naprosto odlisSna stereochemie pfi pouziti stejného reduktantu
by se dala vysvétlit “branénim” axialnimu ¢i ekvatorialnimu nukleofilnimu
ataku. Pri substituci C6 ethylem dochazi k branéni ekvatorialniho ataku,

naopak pfi substituci C6 ethylidenem dochazi k branéni ataku axialniho.

Tabulka 9. Optimalizace stereoselektivni redukce

COOH
E—
HO™ <0 HO™ -
H : H :
~ ~N
55 OCA (7)
Oznaceni Substrat Reakéni podminky Vytézek (%)2 Produkt
reakce
1 55 Na (10 ekv.), t-BuOH, reflux nereagovaloP -
N-Selektrid (5 ekv.), b
2 55 t-BuOH, 40 °C nereagovalo -
3 55 NaBHa4 (5 ekv.), MeOH, O °C 74 OCA (7)
4 54 NaBHa4 (5 ekv.), THF /H20 94 63

(4:1), 0 °C

alzolované vytézky po chomatografii, Pizolovan vychozi substrat. VSechny reakce byly

provedeny s 50 mg; 0,12 mmol substratu.
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4.2.2 Optimalizace redukce dvojné vazby

Bylo potfeba optimalizovat redukci dvojné vazby, (Schéma 7,

reakce h). Prestoze latku 55 se podarilo ziskat z latky 70 klasickou

hydrogenaci s katalyzatorem Pd/C (Schéma 7, reakce b), pfi syntéze

latky 62 stejné reakcéni podminky (Tab. 10, reakce 1) neposkytly ani

castecnou redukci dvojné vazby, a to i pfi hydrogenaci v autoklavu za

zvySeného tlaku (Tab. 10, reakce 2). Takto rozdilna reaktivita by se dala

vysvétlit pritomnosti hydroxylu na C7, ktery pfi B-konfiguraci mtize branit

interakci dvojné vazby s povrchem katalyzatoru. Byly vyzkouSeny bézné

metody redukce dvojné vazby. Jako vhodna se nakonec ukazala

hydrogenace na oxidu platiCitém v ledové kyseliné octové. Tato reakce

poskytovala témer kvantitativni vytézky.

Tabulka 10. Optimalizace redukce dvojné vazby

O/ O/
_—
HO\\\ OH Ho“\ v OH
H | H :
~N
78 79
Oznaceni Reduktant Tlak Katalyzator Rozpou- Cas Teplota P o/ 1a
reakce (ekv.) (atm.) (hm. %) Stédlo (h) (°C) Vytézek (%)
H2 )
1 (nadbytek) 1 Pd/C (10) EtOH 24 25 nereagovalo
H2 )
2 (nadbytek) 5 Pd/C (10) EtOH 2 25 nereagovalo
Ho RhCI1(PPhs)s )
3 (nadbytek) 1 (100) Benzen 48 25 nereagovalo
H2 . )
4 (nadbytek) 1 RaNi (20) MeOH 2 25 nereagovalo
H2 . )
5 (nadbytek) 1 RaNi (20) EtOH 10 80 nereagovalo
NHNH AcOH/MeOH
6 - - 1 25 nereagovalob
(6) (1:9) g
7 o 1 PtO> (10) AcOH 24 25 95
(nadbytek) 2

alzolované vytézky po chomatografii, Pizolovan vychozi substrat. VSechny reakce byly

provedeny s 50 mg; 0,12 mmol substratu.
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4.3 Dokovani ligandu do LBD FXR

Pocitacové modelovani provedl PharmDr. Ondrej Holas, Ph.D.
v programu MOE™: Molecular Operating Environment (verze: 2016.0802)
na krystalické strukture lidského FXR (10SV). Ta byla prevzata z databaze
Protein data bank.®® Struktura proteinu byla prekontrolovana a
nesrovnalosti byly opraveny (jmenovité: nespravné typy rezidui a
proteinovych fetézcli, C- a N-konce, které maji byt nabity). Vodiky byly
nasledné pfidany za pouziti protokolu Protonation 3D. Casteéné naboje byly
pritazeny k celé strukture proteinu za pouziti silového pole AMBER 94.
Vnitini energie molekuly proteinu byla minimalizovana (gradient:
0,001 kcal - mol!). Struktury liganda byly vytvofeny pomoci
rozhrani programu MOE. Strukturam ligandu byly pridany ¢astecné naboje
a byly energicky minimalizovany. Samotné dokovani ligandt bylo
provedeno metodou Alpha PMI (vzorky na konformaci: 20, pocet pozic: 250).
Vysledna pozice byla vybrana pomoci protokolu Induced fit, ktery umozni
LBD prizpusobit svoji konformaci dokovanému ligandu. Finalni vystup je
volna vazebna energie dG [kcal - mol-l], ktera byla vypocitana pomoci

skorovaci funkce GBVI/WSA dG.

N
\ T J’ sek;329 N
% = S
ARG328 A
~
L‘rvk-aee
\

Obrazek 11. Vypoctené pozice pro ligandy 54 - 60, 62, 63 a kyselinu obeticholovou v LBD FXR.
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/ / Vs \

Obrazek 12. Vypoctené pozice pro ligand 61 (fialové) a kyselinou obeticholovou (modfe)

v LBD FXR.

VSechny ligandy s vyjimkou 61 zaujimaji v LBD téméf stejnou pozici,
nehledé na C3 a C7 substituci (Obr. 11 a 12). Tomu odpovida jejich velmi
podobna volna vazebna energie dG (Tab. 2, strana 20). Pouze ligand 61
zaujima odliSnou pozici, zpusobenou objemné&jsi substituci v poloze C3.
Tato odliSna pozice se odrazi ve zvySené vazebné energii oproti kyseliné

obeticholové.

4.4 Testovani pfipravenych latek

Vybrané latky 54 - 63 byly otestovany v laboratofi prof. PharmDr.
Petra Pavka, Ph.D. na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci
Kraloveé. VSechny testy probihaly na jaternich bunkach linie HepG2, které
jsou komercné dostupné. Byla testovana bunéc¢na toxicita, aktivita (Emax) a
afinita (ECso) vii¢i lidskému FXR (Obr. 13). K tomu byly vyuzity zavedené
eseje a kity, jmenovité cell profileration assay, ktery slouzi k uréeni bunééné
toxicity latek a gene reporter assay, ktery slouzi k urceni aktivity a afinity
latek k lidskému FXR. Experimentalni procedury nebyly soucasti této prace

a jsou publikovany jinde.®®
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Latky nejevily znamky toxicity pfi fyziologickych koncentracich
(> 30 uM). Proto byly u vSech latek testovany jejich agonistické vlastnosti.

Afinita k FXR Aktivace FXR
80 T T ® DMSO 80
® OCA
60} A 54 60 7
VvV 55
) ¢ 56 =}
40 2 40} b
” A 57 o
V 58
20f ¢ 59 20f .
® 60
ﬁ A 61
0

-2 -1 o] 1

54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

log[agonista], pM

o <
» o
= O
o

Obrazek 13. Afinita a aktivita testovanych ligandu vii¢i FXR. Byl pouzit reportérovy plazmid

se sekvenci FXR-RE vazajici ligandem aktivovany FXR, ktery spousti syntézu luciferazy. Ta je
luminiscenéné méfena v linii HepG2. Graf nalevo je vyjadfen jako logaritmicka koncentrace
testovaného ligandu v uM vuagdi relativni luminiscenci vzhledem k negativni kontrole (RLU, z angl.

relative luminiscence unit). Graf napravo je vyjadfen jako aktivita testovaného ligandu vti¢i RLU.

Nameérené vysledky jsou shrnuty v Tab. 11. Latky 54, 56, 58 a §9 vykazuji
tak nizkou afinitu vicéi FXR, ze u nich nelze experimentalné stanovit ECso,
jejich aktivita Emax je pak v fadu procent vici OCA (7). Latky 55, 57, 62 a
63 vykazuji mirnou afinitu vi¢éi FXR, ktera je ovSem na hranici
fyziologickych koncentraci, dale latky 62 a 63 nevykazuji statisticky
vyznamnou aktivaci, nejedna se tedy o agonisty FXR. Trochu lepsi
agonistické vlastnosti vykazovala 61 (ECso = 12,2 uM; Emax = 2,3 %). Tato
data bohuzel nesouhlasi s dokovanim, pfi kterém vSechny ligandy (s
vyjimkou ligandu 61) vykazovaly témeér stejnou vazebnou pozici a i témer
stejné vazebné energie dG. Nejlépe ze vSech otestovanych latek dopadla

latka 60, ktera vykazuje srovnatelné agonistickeé vlastnosti jako OCA (7).

39



Vysledky a diskuze

Tabulka 11. Afinita a aktivita testovanych latek.

O

OH

R3

Volna vazebna

Oznaceni R2 R3 Egzion(i:&) g:r‘(’:/: ; energie®
(kcal - mol)
OCA (7) v, CHy  a-OH 0,86+ 1,3 100,0 0,05 -10,64
54 a-OH  gX»CHs =0 Neuréeno 3,3+0,06 -10,39
55 a-OH ", CHj, =0 >30 1,8 + 0,07 -10,59
56 =0 Xy wCH3 =0 Neuréeno 0,9 + 0,05 -10,47
57 =0 u,, -CH3 =0 >30 1,9 £ 0,06 -10,51
58 B-OH  X~CHs =0 Neuréeno 2,1+0,12 -10,18
59 B-OH ", CHs =0 Neuréeno 2,4 +0,10 -10,52
60 v, CHy  a-OH 0,96+1,6 111,5+0,18 -10,53
61 a-OAc ", CHs =0 12,2+ 1,5 2,3+0,16 -9,77
62 a-OH , CH;  B-OH >30 0,1+ 0,07 -10,32
63 a-OH (E)x.CHs B-OH >30 0,1+0,10 -10,17

ayztazeno na relativni kontrolu, kde OCA je 100 %. PVypoctena hodnota prostfednictvim

programu MOE, jedna se o dG vazebnou energii ligand vazebné domény s pfisluSnym ligandem.
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5 ZAVER

V prvni ¢asti bylo potfeba optimalizovat pouze regioselektivni oxidaci
C70-OH. K tomu byla vybrana Jonesova oxidace. Navrzeny intermediat 70
se podarilo syntetizovat metodou dle D"Amore et al. Metoda dle Yu et al.
zadany intermediat 70 neposkytla. Bylo pfipraveno celkem deset gramu

intermediatu 70 s celkovym vytézkem 46 %.

V druhé casti se podarilo pripravit navrzené latky 54 - 63. VSechny
latky byly izolovany jako opticky Cisté izomery s vyjimkou latek 54, 56 a
58, které byly ziskany jako smési E/Z izomeru a nepodafilo se je
vykrystalizovat. Latky §5, 57, 59 - 63 byly ziskany v krystalické forme.
U vSech testovanych latek byla prokazana struktura a ovérena jejich Cistota

pouzitim béznych analytickych a separac¢nich metod.

Vysledky biologickych testl potvrzuji dosavadni znamé pozadavky
receptoru na ligand. Pouze latka 60 ma hydroxyl v pozici C7a-OH. Pro
aktivaci receptoru tedy nadale ztGistava stézejni C7a-OH, kde jde zatim o
jedinou receptorem tolerovanou substituci. Steroid 60 je znacné podobny s
OCA (7), jediny rozdil je v orientaci hydroxylu na C3. Hydroxyl v poloze C3
tedy nehraje pravdépodobné témeér zadnou roli pfi aktivaci FXR, nebot i

3-deoxy OCA (51) aktivuje receptor v mikromolarnich koncentracich.
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Pouzité pfistroje a metody

Reakce neobsahujici vodné prostredi byly provadény v predem
vyzihané aparatufe pod argonovou atmosférou. Chemikalie nachylné na
vlhkost byly pfenasSeny jednorazovymi strikackami nebo pomoci kanyly.
Vzorky pro analyzu byly suSeny nékolik hodin nad oxidem fosforecnym pfi
50 °C a tlaku 0,10 Pa. Rozpoustédla byla odpafovana na vakuové odparce

pfi tlaku 0,25 kPa a teploté S0 °C.

Preparativni sloupcové chromatografiie byly provadény v normalnim
modu na silikagelu (Fluka, 60 um). Pro obtizné€jSi separace byl vyuzit
preparativni HPLC systém (Gilson, USA). Kolona: Supelcosil LC-Si,
250 x 21,2 mm, 5 um. Mobilni faze: gradient, (EtOAc/hexan, 0/100 do
70/30 béhem 30 min), pritok mobilni faze 15 ml/min. Vzorek: 5 - 50 mg
steroidu rozpusténo v benzenu, CH2Clo nebo THF. Detekce: ELSD
(Gilson, USA).

Pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) byly pouzity desky potazené
vrstvou polarniho silikagelu (Merck, 60 um). Detekce latek probihala
nejprve osvicenim TLC desticky UV zarfenim vlnové délky 254 nm a poté
obarvenim chemickym reagentem. Pro chemickou vizualizaci byl pouzit
roztok kyseliny sirové v methanolu ¢i kysely roztok dihydratu siranu
ceriCito-amonného s tetrahydratem heptamolybdenanu amonného. Prvni
roztok byl pripraven smisenim kyseliny sirove (98 %; 20 ml) a methanolu
(250 ml). Druhy pak rozpusténim (NH4)4Ce(SOa4)4 - 2H20 (0,2 g; 0,32 mmol),
(NH4)eM07024 - 4H20 (4,8 g; 3,88 mmol) a H2SO4 (98 %; 20 ml) ve 250 ml
vody. Desticky byly poté zahtaty na 300 - 400 °C do objeveni barevnych
skvrn. Mobilni faze byly vzdy pripraveny smisenim danych rozpoustédel
v uvedeném objemovém pomeéru a jsou vyjadreny jako (v/v).

Teploty tani byly méreny na bodotavku Hund Wetzlar H 600 (Helmut
Hund, Némecko) a nejsou korigovany. Opticka rotace byla meérena
polarimetrem Autopol IV (Rudolf Research Analytical, Flanders, USA) pfi
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589,3 nm a teploté 22 °C. Hodnoty [a]p jsou uvedeny v [10-! - deg - cm? - g-1],
koncentrace c jako [g - 100 ml-!]. Infracervena spektra byla mérena na
spektrometru Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA), vzorek byl rozpustén
bud v chloroformu, nebo rozetren spolu s KBr. NMR spektra byla méfena
pfi 24 °C na spektrometrech Bruker AVANCE III™ 400, 500 nebo 600 MHz.
K prifazeni signalt byly vyuzity 2D NMR techniky COSY, HSQC, HMBC a
ROESY. Cislovani NMR signalt je dle doporucené IUPAC nomenklatury
steroid1.°” NMR spektra jsou korigovana na tetramethylsilan jako vnitfni
standard a jsou vypsana v stupnici ppm, interakéni konstanty Jjsou udany
v Hz. Multiplicity signalt1 jsou oznaceny nasledovné: s - singlet, d - dublet,
t - triplet, q - kvartet, dt - dublet tripletu, qd - kvartet dubletu, m - multiplet.
Hmotnostni spektra byla méfena na spektrometru LCQ Advantage (Thermo
Fisher Scientific) s ESI nebo GCT Premiere (Waters) s EI ionizaci (70 eV), a

to v pozitivnim nebo negativnim modu.

Finalni latky byly analyzovany na HPLC-MS, kde nebyla v rozsahu m/z
200 - 2000 detekovana zadna jina molekula nez zadana. Kolona:
Phenomenex C4 RP, 250 x 2 mm, 5 um. Mobilni faze: gradient, (MeCN/H2O,
50/50 do 100/0 béhem 30 min), prutok mobilni faze 150 pl/min. Vzorek:
20 pl roztoku steroidu (1 mg - ml! v mobilni fazi). Detekce: (ESI-) LCQ

Advantage (Thermo Fisher Scientific).

Veskera rozpoustédla a chemikalie byly CiStény béznym zptsobem:
THF a Et2O byly cCerstvé destilovany nad sodikem s prfidavkem Ph2CO,
CH2Cl2 byl destilovan cerstvy z P2Os, t-BuOH byl destilovan nad sodikem a

uchovan nad 4A molekularnimi sity.

Azodikarboxylat draselny byl pripraven cerstvy z prislusného amidu
dle Thieleho predpisu.®® Diazomethan byl pfipraven 2z N-nitroso-N-
methylmocoviny, jak je popsano.®® Jonesovo Cinidlo bylo pripraveno dle
literatury.’® N-bromsukcinimid byl prekrystalizovan z vrouci vody dle
predpisu.”’! Veskera ostatni rozpoustédla a chemikalie byly zakoupeny od

komerénich dodavateltl a pouzity bez dal§iho ¢isténi.
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Latky 54, 56, 58 a 70 byly ziskany a otestovany jako smeési E/Z
izomertl. Pomér izomerti ve smési byl uréen pomoci integrace signalua
z 'H NMR experimentu a signaly byly pfifazeny jednotlivym izomertim
pomoci ROESY, jejichZz naméreni a interpretaci provedl doc. RNDr. Martin
Dracinsky Ph.D. Chemické posuny jsou vzdy uvedeny pro majoritni
E-izomer. Vychozi kyselina chenodeoxycholova byla ziskana z depozit

steroidniho tymu.

Pro vizualizaci biomolekul byl pouzit software NGL Viewer®

prostrednictvim webového prohlizece.

6.2 Obecné postupy

6.2.1 Hydrolyza esteru: obecny postup

Latka byla rozpusténa ve smeéesi MeOH/10% NaOH v H.O (1/1)
s vyslednou koncentraci priblizné 2,5 mg/ml. Reakce probihala za stalého
michani po dobu 2 hodin a teploty 45 °C. Reakce byla ukonc¢ena pridanim
5 % HCIl do pH 3. Reakéni smés byla extrahovana pomoci EtOAc. Spojené
organické extrakty byly promyty vodou, nasycenym roztokem NaCl, suSeny

bezvodym Na>SO4 a rozpoustédla byla nakonec odpafrena.

6.3 Syntéza derivatu zlucovych kyselin

Kyselina (E/Z)-6-ethyliden-3a-hydroxy-7-oxo-53-cholanovd (54)

(@)

Hydrolyzou esteru 70 (350 mg; 0,81 mmol) dle
obecného postupu byl ziskan bezbarvy olej (330 mg).
Chromatografii na silikagelu (12 g) v soustave

EtOAc/hexan/AcOH (20/80/1) byla po odpafeni

s toluenem a vysusSenim za snizeného tlaku ziskana
latka 54 (270 mg; 78 %) jako jemny bily prasek.

Pomér E/Z: 2/1. TLC: Rr = 0,53 (Me2CO/hexan/AcOH, 30/70/1),
absorbuje UV2s4. TH NMR: (400 MHz; CD3OD) 6 6,08 (q; J = 7,1 Hgz;
1H - C17); 3,60 (tt, J= 11,1; 4,7 Hz; 1H - C3), 2,68 (dd; J = 13,0; 4,3 Hz;
1H - C5); 1,71 (d; J= 7,1 Hz; 3H - C27); 1,04 (s; 3H - C19); 0,98 (d; J =
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6,5 Hz; 3H - C21); 0,69 (s; 3H - C18). 13C NMR: (101 MHz, CD3OD) &
207,6 (C7); 178,1 (C24); 145,4 (C6); 130,4 (C17); 71,0 (C3); 56,0; 52,0; 50,2;
46,9 (C5); 44,7; 40,7; 40,3; 38,4; 36,6; 35,8; 35,4; 32,3; 32,0; 30,5; 29,4;
27,0; 23,2 (C19); 22,4; 18,9 (C21); 12,7 (C27); 12,4 (C18). IR (CHCIlg): 3419
(O-H), 1707 (C=0, COOH), 1690 (C=0), 1624 (C=C), 1290 (C-O, COOH),
1064 (C-OH). MS (ESI-): vypocteno pro CosH3z904 (M-H*): 415,2854;
nalezeno: 415,2849. EA: vypocteno pro (C26H4004 + /2 H20): 73,37 % C;
9,71 % H; nalezeno: 73,34 % C; 9,64 % H.

Kyselina 6a-ethyl-3a-hydroxy-7-oxo-53-cholanovad (55)

O

Steroid 70 (500 mg; 1,16 mmol) byl rozpustén
v EtOH (96 %; 20 ml) a bylo pfidano Pd/C (10 %;
1 hm. %; 50 mg). Smeés byla hydrogenovana pfi

1 atm. za prudkého michani pfes noc. Katalyzator

H:
I byl odfiltrovan pres kfemelinu a rozpoustédlo bylo

odpareno. Hydrolyzou odparku dle obecného postupu, byl ziskan bezbarvy
olej (480 mg). Chromatografii na silikagelu (25 g v soustave
EtOAc/hexan/AcOH (30/70/1) byla, po odpareni s toluenem a vysuSenim
za snizeného tlaku, ziskana latka §5 (400 mg; celkem po dvou reakcénich
krocich 82 %) jako bily prasek. Latka byla krystalizovana ze smési Me2CO
(3 ml) a MeOH (kapka) takto: roztok byl uzavien v bance s nasycenou vodni
parou po dobu dvou tydnu. Ziskané krystaly (100 mg) byly promyty
pentanem a pouzity na analyzu. Matecné louhy byly odpafeny dosucha a

odparek byl pouzit bez dalSiho cisténi.

TLC: Rr = 0,40 (EtOAc/hexan/AcOH, 50/50/1). T.t.: 182 - 184 °C.
[a)p: -54,5; ¢ 0,08; CHCIz. TH NMR: (400 MHz, CD3OD) &6 3,55 - 3,37 (m;
1H - C3); 2,85 (dt; J=7,7; 5,5 Hz; 1H - C6); 2,52 (t; J= 11,2 Hz; 1H - C8);
1,28 (s; 3H-C19); 0,98 (d; J= 6,5 Hz; 3H - C21); 0,84 (t; J=7,4 Hz; 3H C27);
0,73 (s; 3H - C18). 13C NMR: (101 MHz; CD30D) 6§ 215,4 (C7); 178,0 (C24);
71,6 (C3); 56,3; 53,2; 52,1; 51,1; 50,4; 45,3; 43,8; 40,3; 36,8; 36,5; 35,2;
32,5; 32,3; 31,9; 30,5; 29,2; 25,6; 23,9 (C19); 22,9; 20,0; 18,8 (C21);
12,5 (C18); 12,2 (C27). IR (KBr): 3439 (O-H), 1729 (C=0, COOMe),
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1687 (C=0), 1294 (C-O, COOMe), 1061 (C-OH). MS (ESI+): vypocteno pro
C26H4204Na (M+Na'): 441,2975, nalezeno: 441,2976. EA: vypocteno pro
Ca6H4204: 74,60 % C; 10,11 % H; nalezeno: 74,37 % C; 10,09 % H.

Kyselina (E/Z)-6-ethyliden-3, 7-dioxo-5B-cholanovd (56)

O

Steroid 54 (100 mg; 0,24 mmol) byl rozpustén
v Me2CO (10 ml) a smés byla vychlazena na 0 °C.
Poté byl po kapkach pridavan roztok Jonesova

C¢inidla, dokud nebyl vychozi hydroxyl zcela

naoxidovan. Reakce byla sledovana pomoci TLC.
Reakce byla ukoncena pfidanim isopropanolu (5 ml) a smeés byla
extrahovana EtOAc (3 x 20 ml). Spojené organické extrakty byly promyty
vodou (30 ml), nasycenym roztokem NaCl (2 x 30 ml), suSeny bezvodym
Na>SO4. Po odpareni rozpoustédel byl ziskan bezbarvy olej (85 mg).
Chromatografii na silikagelu (5 g) v soustavé EtOAc/hexan (1/1) byla, po
odpareni a vysuSenim za snizeného tlaku, ziskana latka 56 (65 mg; 65 %)
jako bily prasek.

Pomér E/Z: 18/1. TLC: Rr = 0,53 (EtOAc/hexan/AcOH, 70/30/1),
absorbuje UV2s4. 1H NMR: (400 MHz; CDCIl3) 6 6,26 (q; J=7,1 Hz; 1H- C1");
2,96 (dd; J= 12,9; 5,4 Hz; 1H - C5); 1,68 (d; J= 7,2 Hz; 3H - C27); 1,11 (s;
3H - C19), 0,95 (d; J = 6,4 Hz; 3H - C21); 0,69 (s; 3H - C18).
13C NMR: (101 MHz, CDCls3) 6 210,1 (C3); 203,9 (C7); 179,4 (C24);
141,6 (C6); 131,7 (C17); 54,7; 50,8; 48,7; 47,2; 43,8; 43,2; 39,4; 39,1; 36,9;
35,9; 35,3; 35,0; 31,0; 30,9; 28,5; 26,1; 22,3 (C19); 22,1; 18,6 (C21);
12,9 (C27); 12,3 (C18). IR (CHCIl3): 1733 (C=0O, COOH), 1710 (C3=0),
1688 (C7=0), 1632 (C=C), 1299 (C-O, COOH). MS (ESI+): vypocteno pro
Co6H3gO4Na (M+Nat): 437,2662; nalezeno: 437,2663. EA: vypocteno pro
(C26H3804 + 1/ H20O): 74,68 % C; 9,26 % H; nalezeno: 74,54 % C; 9,12 % H.
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Kyselina 6a-ethyl-3, 7-dioxo-5B-cholanova (87)

? Steroid 55 (100 mg; 0,24 mmol) byl rozpustén
v Me2CO (10 ml) a vychlazen na ledové lazni na O °C.
Poté byl postupné, velmi pomalu po kapkach,

pridavan roztok Jonesova Ccinidla, dokud nebyl

I:/1 vychozi alkohol zcela naoxidovan. Reakce byla

sledovana pomoci TLC. Reakce byla ukoncena pridanim isopropanolu (5 ml)
a smeés byla extrahovana EtOAc (3 x 20 ml). Spojené organické extrakty byly
promyty vodou (30 ml), nasycenym roztokem NaCl (2 x 30 ml), suSeny
bezvodym NaxSO4. Odparenim rozpoustédel byl ziskan bezbarvy olej
(95 mg). Chromatografii na silikagelu (S g) v soustavé EtOAc/hexan (1/1)
byla, po odpareni rozpoustédel a vysuSenim za snizeného tlaku, ziskana
latka §7 (80 mg; 80 %) jako bily prasek. Latka byla rozpusténa v CHCl3
(2 ml) a ochlazena na -70 °C. Vzniklé krystalky (40 mg) byly promyty

pentanem a pouzity na analyzu.

TLC: Rr = 0,53 (EtOAc/hexan/AcOH, 50/50/1). T.t.: 145 - 147 °C.
[a]p: -54,2; c 0,14; CHCls;. TH NMR: (400 MHz, CDCl3) 6 2,73 (dt; J = 7,3;
5,3 Hz; 1H - C6); 1,32 (s; 3H - C19); 0,93 (d; J= 6,4 Hz; 3H - C21); 0,79 (t;
J=17,4 Hz; 30H - C27); 0,69 (s; 3H - C18). 13C NMR: (101 MHz; CDCly)
6212,3 (C7); 210,9 (C3); 180,0 (C24); 55,0; 52,5; 52,4; 50,1; 45,0; 43,9;
42,8; 39,0; 38,4; 36,8; 36,1; 35,6; 35,3; 31,1; 30,9; 28,4; 24,7; 23,1 (C19);
22,4; 18,7 (C17); 18,5 (C21); 12,2 (C27); 12,0 (C18). IR (CHCl3): 1738 (C=0,
COOH), 1709 (C3=0), 1692 (C7=0), 1295 (C-O, COOH). MS (ESI-):
vypocteno pro CoeH3z004 (M-H*): 415,2854, nalezeno: 415,2855.
EA: vypocteno pro CaeH4004: 74,96 % C; 10,11 % H; nalezeno: 74,90 % C;
9,88 % H.
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Kyselina (E/Z)-6-ethyliden-33-hydroxy-7-oxo-5B-cholanovad (58)

o

110 mg steroidu 70 (0,26 mmol) bylo
rozpusténo v destilovaném THF (5 ml) a byl pridan
PPhs (1,7 ekv.; 120 mg; 0,43 mmol). Po uplném
rozpusténi byla po kapkach pridana HCOOH (98%;

2 ekv.; 20 ul; 0,51 mmol), nasledné byl pridan
roztok DEAD (2 ekv.; 80 ul; 0,51 mmol) zftedény v 1 ml suchého THF.
Reakce byla zpracovana za 48 hodin na zakladé TLC. Reak¢ni smés byla
zahusténa za snizeného tlaku a byl pridan CHCI3 (10 ml) a silikagel (5 g),
poté byla smés odparena dosucha a smés byla z banky nasypana na kolonu
a chromatografovana pfi pouziti EtOAc/hexan (5/95). Po odpareni
s toluenem a vysuSenim za snizeného tlaku byl ziskan methylester kyseliny
(E/ Z)-6-ethyliden-3S-formyloxy-7-oxo-5B-cholanové (75 mg) jako nazloutla

olejovita latka.

TLC: Rr = 0,86 (EtOAc/hexan, 1/1), absorbuje UVas4. TH NMR: (400
MHz; CDCls) 6 8,06 (s; 1H - OCOH); 6,17 (q; J = 7,0 Hz; 1H - C17);
5,18 - 5,11 (m; 1H - C3); 3,63 (s; 3H - C235); 2,84 (t; J = 8,8 Hz; 1H - C8);
1,65 (d; J = 7,1 Hz; 3H - C27); 1,02 (s; 3H - C19); 0,89 (d; J = 6,3 Hz;
3H - C21); 0,62 (s; 3H - C18). 13C NMR: (101 MHz, CDClz) 204,8 (C7);
174,7 (C24); 160,5 (OCOH); 143,1 (C6); 130,6 (C17); 69,3 (C3); 54,6;
51,5 (C25); 50,8; 48,7; 43,7; 41,1; 39,1; 38,7; 35,3; 34,8; 32,3; 31,1; 31,1;
29,8; 28,5; 26,0; 24,6; 23,4 (C19); 21,8; 18,5 (C21); 12,7 (C27); 12,1 (C18).

Hydrolyzou methylesteru kyseliny (E/Z)-6-ethyliden-3B-formyloxy-7-
oxo-5B-cholanové (75 mg, 0,17 mmol) dle obecného postupu byl, po odpareni
rozpoustedel, ziskan bezbarvy olej (50 mg). Chromatografii na silikagelu
(5g v soustavée EtOAc/hexan/AcOH (30/70/1) byla, po odpareni
s toluenem a vysuSenim za snizeného tlaku, ziskana latka 58 (40 mg;

celkem po trech reakcnich krocich 57 %) jako bily prasek.
Pomér E/Z: 5/1. TLC: Rf = 0,32 (EtOAc/hexan/AcOH, 50/50/1).
1H NMR: (400 MHz; CD30D) 6 6,06 (q; J= 7,1 Hz; 1H - C1°); 3,95 - 3,92 (m;
1H - C3); 3,01 (dd; J=12,8; 4,8 Hz; 1H - C5); 1,72 (d; J= 7,1 Hz; 3H - C27);
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1,06 (s; 3H - C19); 0,97 (d; J = 6,5 Hz; 3H - C21); 0,69 (s; 3H - C18).
13C NMR: (101 MHz, CD30D) 6 208,28 (C7); 178,2 (C24); 145,9 (C6);
130,2 (C17); 66,4 (C3); 56,0; 51,9; 50,2; 44,7; 42,0; 40,3; 40,1; 36,6; 36,2;
36,0; 32,4; 32,0; 30,1; 29,4; 27,9; 27,0; 23,8 (C19); 22,9; 18,9 (C21);
12,7 (C27); 12,5 (C18). IR (KBr): 3432 (O-H), 1740 (C=0O, COOH),
1689 (C=0), 1633 (C=C), 1418 (C-O, COOH), 1064 (C-OH). MS (ESI+):
vypocteno pro CzsHs004Na (M+Nat): 439,2819; nalezeno: 439,28109.
EA: vypocteno pro CaeH4004: 74,96 % C; 9,68 % H; nalezeno: 75,17 % C;
9,76 % H.

Kyselina 6o.-ethyl-33-hydroxy-7-oxo-583-cholanovad (59)

o

Steroid 70 (1,0 g; 2,32 mmol) byl rozpustén
v EtOH (96 %; 40 ml) a bylo pfidano Pd/C (10 %; 10
hm. %; 100 mg). Smeés byla hydrogenovana pri

1 atm. za prudkého michani pfes noc. Reakécni

> smeés byla zfiltrovana pres kfemelinu a po odpareni
rozpoustédel byl ziskan bily prasek (1,0 g). Vzorek byl pouzit bez dalSiho
Cisténi.
TLC: Rr= 0,51 (EtOAc/hexan, 1/1). 1H NMR: (400 MHz; CDCIl3) 6 3,66
(s; 3H - OMe); 3,55 - 3,50 (m; 1H - C3); 2,68 (td; J = 7,5; 6,5 Hz; 1H - C6);
1,21 (s; 3H - C19); 0,91 (d; J = 6,4 Hz; 3H - C21); 0,80 (t; J = 7,4 Hz;
3H - C27); 0,64 (s; 3H - C21); 0,62 (s; 3H - C18).

Odparek (700 mg; 1,62 mmol) byl rozpustén v suchém THF (25 ml) a
byl pridan PPhs (1,7 ekv.; 730 mg; 2,75 mmol). Po tplném rozpusténi byla
po kapkach pridana HCOOH (98%; 2 ekv.; 120 ul; 3,24 mmol), nasledné byl
pfidan roztok DEAD (2 ekv.; 500 ul; 3,24 mmol) zftedény v 10 ml suchého
THF. Reakce byla zpracovana za 48 hodin na zakladé TLC. Reak¢éni smeés
byla zahus§téna za snizeného tlaku a byl pfidan CHCI3 (10 ml) a silikagel (5
g), poté byla smés odparena dosucha a presypana z banky na kolonu.
Chromatografii v soustavé EtOAc/hexan (5/95) byl, po odpafeni
rozpoustédel a vysuSenim za snizeného tlaku, ziskan methylester kyseliny
6a-ethyl-3B-formyloxy-7-oxo-5B-cholanové (600 mg) jako zluty olej.
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TLC: Rr= 0,83 (EtOAc/hexan, 1/1). TH NMR: (400 MHz; CDCI3) 6 8,05
(s; 1H - OCOH); 5,11 - 5,10 (m; 1H - C3); 3,66 (s; 3H - C25); 2,56 (dd;
J=11,9; 10,7 Hz; 1H-C8); 1,25 (s; 3H - C19); 0,92 (d; J= 6,4 Hz; 3H - C21);
0,83 (t; J= 7,0 Hz; 3H - C27) 0,67 (s; 3H - C18). 13C NMR: (101 MHz; CDCl3)
6 215,8 (C7); 174,8 (C24); 160,7 (OCOH); 70,0 (C3); 61,1; 55,0; 51,7 (C25);
48,9; 45,8; 45,5; 43,1, 42,7; 38,9; 35,9; 35,4; 33,7; 31,2; 31,1; 31,0; 28,3;
26,6; 26,4 (C19); 25,1; 24,5; 21,9; 18,5 (C21); 13,1 (C27); 12,3 (C18).

Hydrolyzou methylesteru kyseliny 6a-ethyl-3B3-formyloxy-7-oxo-58-
cholanové (350 mg; 0,76 mmol) dle obecného postupu byl ziskan bezbarvy
olej (330 mg). Chromatografii na silikagelu (12 g v soustave
EtOAc/hexan/AcOH (30/70/1) byla, po odpareni s toluenem a vysuSenim
za snizeného tlaku, ziskana latka 59 (250 mg; celkem po trech reakcnich
krocich 63 %) jako bily prasek. Latka byla volné krystalizovana z EtOAc.
Vzniklé krystalky (50 mg) byly promyty pentanem a pouzity pro analyzu.

TLC: Rr = 0,30 (EtOAc/hexan/AcOH, 50/50/1). T.t: 140 - 142 °C.
[a]p: -44,7; c 0,22; CHCl3. TH NMR: (400 MHz; CD30D) 6 3,98 - 3,93 (m;
1H - C3); 2,86 (dt; J= 7,9; 5,5 Hz; 1H - C6); 2,51 (t; J= 11,2; Hz; 1H - C8);
1,28 (s; 3H - C19); 0,96 (d; J = 6,5 Hz; 3H - C21); 0,81 (t; J = 7,4 Hz
3H - C2%; 0,71 (s; 3H - C18). 13C NMR: (101 MHz, CD30D) 6 216,3 (C7);
178,1 (C24); 66,6 (C3); 56,3; 53,1; 51,3 (C8); 50,4; 47,4; 44,9; 43,8; 40,4;
37,3; 36,6; 32,3; 32,0; 30,3; 29,8; 29,3; 27,9; 25,6; 24,5 (C19); 23,2; 19,9;
18,8 (C21); 12,5 (C27); 12,3 (C18). IR (CHCIls): 3431 (O-H), 1741
(C=0, COOH), 1692 (C=0), 1291 (C-O, COOH), 1051 (C-OH). MS (ESI+):
vypocteno pro CosH4204Na (M+Nat): 441,2975; nalezeno: 441,2976. EA:
vypocteno pro CaoeH4204: 74,60 % C; 10,11 % H; nalezeno: 74,57 % C; 10,07
% H.
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Kyselina 6a-ethyl-38, 7o-dihydroxy-5B-cholanovd (60)

)

Steroid 59 (200 mg; 0,48 mmol) byl rozpustén
ve smeési THF/H-O (4/1; 15 ml) a smeés byla
vychlazena na O °C. Poté byl postupné pridan
: NaBHa4 (5 ekv.; 90 mg; 2,40 mmol). Po jedné hodiné
o byla pridana smés MeOH/H>O (1/1; 20 ml).

Reak¢ni smeés byla zahuSténa na rotacni vakuové odparce na polovicni
objem a okyselena 5% HCI na pH 2. Tento roztok byl extrahovan EtOAc
(3 x 20 ml), spojené organické extrakty byly promyty nasycenym roztokem
NaCl (2 x 20 ml) a suSeny bezvodym Na>SO4. Smés byla odparena dosucha,
¢imz byl ziskan nazloutly olej (280 mg). Chromatografii na silikagelu (5 g) v
soustavé EtOAc/hexan/AcOH (30/70/1) byla, po odpafeni s toluenem a
vysuSenim za snizeného tlaku, ziskana latka 60 (190 mg; 94 %) jako bily
prasek. Latka byla krystalizovana ze smeési Me2CO (2 ml) a MeOH (kapka)
takto: smés byla uzaviena v bance s nasycenou vodni parou po dobu
jednoho tydne. Vznikla srazenina byla oplachnuta ledovym Me2CO a
zfiltrovana. Srazenina byla dale promyta ledovym Me>CO (3 x 100 ul),
pentanem (3 x 2 ml) a presypana do banky, kde byla rozpusténa v suchém
t-BuOH (10 ml) a lyofilizovana na vysokém vakuu pfi -190 °C pfes noc. Byla
ziskana latka 60 (50 mg) jako jemny, bily prasek.

TLC: Rf = 0,38 (EtOAc/hexan/AcOH, 70/30/1). T.t.: 121 - 123 °C.
[a]p: +4,4; ¢ 0,27; MeOH. 1H NMR: (400 MHz; CDCl3) § 4,12 - 4,01 (m;
1H-C7); 0,96 - 0,86 (m; 8H - C2° + C19 + C21); 0,66 (s; 3H - C18).
13C NMR: (101 MHz, CDCl3) 6 179,6 (C24); 71,3 (C3); 66,9 (C7); 55,9; 50,7;
43,0; 40,9, 40,1; 39,8; 39,8; 36,2; 35,5; 32,7, 31,1; 31,0; 30,8; 30,3; 28,3;
27,6; 23,9; 23,8 (C19); 22,2; 21,2; 18,4 (C21); 12,0 (C18); 11,8 (C2).
IR (KBr): 3439 (O-H), 1711 (C=O, COOH), 1229 (C-O, COOH),
1063 (C7-OH), 1036 (C3-OH). MS (ESI-): vypocteno pro CzsH4304 (M-H*):
419,3167; nalezeno: 419,3162. EA: vypocteno pro CoeH4404: 74,24 % C;
10,51 % H; nalezeno: 74,11 % C; 10,25 % H.
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Kyselina 3B-acetoxy-6a.-ethyl-7-oxo-583-cholanovad (61)

[©)

Steroid 85 (500 mg; 1,19 mmol) byl
rozpustén v pyridinu (3 ml) a smés byla
vychlazena na 0 °C. Za stalého michani byl

pomalu prikapan Ac2O (5,3 ekv.; 600 ul; 6,33

e " mmol) a reak¢éni smeés byla ponechana pfi
laboratorni teploté do druhého dne. Reakce byla zpracovana nalitim do
kadinky s ledem a kyselinou citronovou, ze které byl produkt extrahovan
pomoci EtOAc (3 x 30 ml). Spojené organickeé extrakty byly promyty vodou
(30 ml), nasycenym roztokem NaCl (2 x 30 ml) a suSeny bezvodym Na>SO4.
Po odpareni rozpoustédel byl ziskan bezbarvy olej (450 mg). Chromatografii
na silikagelu (18 g) v soustavé EtOAc/hexan/AcOH (15/85/1) byla, po
odpareni s toluenem a vysusenim za snizeného tlaku, ziskana latka 61 (350
mg; 64 %) jako bily prasek. Vzorek byl rozpustén v takovém mnozstvi
EtOAc, aby se vytvorila jemna suspenze (3 ml). Ta byla rozpus§téna pridanim
MeOH (kapka). Roztok byl prefiltrovan pfes smotek vaticky a nechan
krystalizovat. Vzniklé krystalky (20 mg) byly promyty pentanem a pouzity

pro analyzu.

TLC: Rf = 0,59 (EtOAc/hexan/AcOH, 50/50/1). T.t.: 135 - 138 °C.
[a]p: -12,8; ¢ 0,27; MeOH. 'H NMR: 6 4,68 - 4,56 (m; 1H - C3); 2,85 (q;
J=15,6 Hz; 1H - C6); 2,52 (t; J = 11,2 Hz; 1H - C8); 1,98 (s; 3H - C27);
1,28 (s; 3H - C19); 0,97 (d; J = 6,5 Hz; 3H - C21); 0,81 (t; J = 7,4 Hz;
3H - C27; 0,71 (s; 3H - C18). 13C NMR: (101 MHz, CD30D) 6 215,2 (C7);
178,1 (C24); 172,4 (C17); 74,9 (C3); 56,3 (C17); 53,2 (C6); 51,9 (C5);
51,2 (C8); 50,4 (C14); 45,3 (C9); 43,8 (C13); 40,3 (C12); 36,8 (C10);
36,6 (C20); 34,8 (C1); 32,3 (C22); 32,0 (C23); 29,3 (C11); 28,9 (C4);
27,0 (C2); 25,6 (Cl6); 23,8 (C19); 23,0 (C15); 21,2 (C27); 20,0 (C17);
18,8 (C21); 12,5 (C18); 12,3 (C27). IR (KBr): 1735 (C=0, AcO), 1712 (C=0),
1708 (C=0, COOH), 1241 (C-O, AcO). MS (ESI-): vypocteno pro C2sH4305
(M-H*): 459,3118; nalezeno: 459,3116. EA: vypocteno pro CogH44Os:
73,01 % C; 9,63 % H nalezeno: 72,71 % C; 9,49 %.
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Kyselina 6o-ethyl-3o., 73-dihydroxy-5B-cholanovad (62)

[©)

Steroid 78 (100 mg; 0,23 mmol) byl rozpustén
v 5 ml ledové AcOH a byl pridan PtO2 (10 hm. %;
10 mg). Smeés byla hydrogenovana pfi 1 atm. za

prudkého michani pfes noc. Reakcéni smeés byla

z zfiltrovana pres kremelinu. Odparenim
rozpoustédla byl ziskan bezbarvy olej (80 mg). Hydrolyzou smeési dle
obecného postupu byla ziskana bezbarva olejovita latka (50 mg).
Chromatografii na silikagelu (3 g) v soustavé EtOAc/hexan/AcOH
(20/80/1) byla, po odpareni s toluenem a vysuSenim za snizeného tlaku,
ziskana latka 62 (35 mg; celkem po dvou reakc¢nich krocich 36 %) jako bily
prasek. Latka byla rozpusténa v takovém mnozstvi EtOAc, aby se vytvorila
jemna suspenze (1 ml). Ta byla poté rozpusténa pridanim MeOH (kapka).
Roztok byl prefiltrovan pres smotek vaticky a ochlazen na -70 °C. Vzniklé
krystalky (20 mg) byly oplachnuty ledovym EtOAc, promyty pentanem a

pouzity pro analyzu.

TLC: Rf = 0,40 (EtOAc/hexan/AcOH, 50/50/1). T.t.: 208 - 212 °C.
[a]p: +11,4; c 0,18; MeOH. 'H NMR: (400 MHz; CD30D) &6 3,51 - 3,39 (m;
1H - C3); 3,08 (t; J= 10,6; Hz; 1H - C7); 0,99 - 0,93 (m; 6H - C19 + C21);
0,86 (t; J = 7,4 Hz; 3H - C27); 0,72 (s; 3H - C18), 13C NMR: (101 MHz;
CD30D) 6 178,2 (C24); 76,2 (C7); 72,4 (C3); 57,8; 56,6; 45,1; 45,0; 44,6;
44.6; 41,7; 41,1; 36,7; 36,5; 35,6; 32,4; 32,1; 31,1; 30,8; 29,6; 27,9;
24,0 (C19); 22,6; 22,0 (C17); 18,9 (C21); 12,7 (C18); 11,5 (C27). IR (KBr):
3420 (O-H), 1705 (C=0, COOH), 1071 (C7-OH), 1028 (C3-OH). MS (ESI-):
vypocteno pro CoeH4304 (M-H*): 419,3167; nalezeno: 419,3161.
EA: vypocteno pro CaosH4404: 74,24 % C; 10,54 % H; nalezeno: 73,98 % C;
10,33 % H.
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Kyselina (E)-6-ethyliden-3a., 73-dihydroxy-53-cholanova (63)

O

Hydrolyzou esteru 78 (100 mg; 0,23 mmol) dle
obecného postupu byl ziskan bezbarvy olej (95 mg).
Chromatografii na silikagelu (5 g) v soustave

EtOAc/hexan/AcOH (20/80/1) byla, po odpatreni

z s toluenem a vysuSenim za snizeného tlaku,
ziskana latka 63 (65 mg; 67 %) jako bily prasek. Latka byla dale rozpusténa
v minimu EtOAc (2 ml) s MeOH (kapka). Roztok byl ochlazen na -70 °C,
¢imz se utvorily malé krystalky. Matecné louhy byly odsaty a krystalky
(20 mg) byly promyty pentanem a pouzity pro analyzu.

TLC: Rr = 0,41 (EtOAc/hexan/AcOH, 50/50/1). T.t.: 171 - 174 °C.
[a]p: +20,6; ¢ 0,27; MeOH. 1H NMR: (400 MHz; CD30D) 6 5,66 (qd; J = 6,8;
2,1 Hz; 1H - C17); 3,96 - 3,88 (m; 1H - C7); 3,62 - 3,52 (m; 1H - C3); 2,53
(dd; J=13,1; 4,1 Hz; 1H - C5); 1,62 (dd; J = 6,8; 2,0 Hz; 3H - C27); 0,97 (d;
J = 6,5 Hz; 3H - C21); 0,80 (s; 3H - C19); 0,70 (s; 3H - C18),
13C NMR: (101 MHz; CD30OD) 6 178,2 (C24); 143,7 (C6); 115,4 (C17);
74,1 (C7); 71,9 (C3); 57,9; 56,6; 46,1; 45,9; 45,1; 41,5; 41,1; 37,0; 36,7;
36,4; 35,9; 32,4; 32,1; 30,9; 29,6; 28,1; 23,4 (C19); 22,5; 18,9 (C21); 12,7;
12,6. IR (KBr): 3412 (O-H), 1710, (C=0O, COOH), 1084 (C7-OH),
1051 (C3-OH). MS (ESI-): vypocteno pro CoeH4104 (M-H*): 417,3010;
nalezeno: 417,3003. EA: vypocteno pro CasH4204: 74,60 % C; 10,11 % H;
nalezeno: 74,33 % C; 9,95 % H.

Methylester kyseliny chenodeoxycholové (64)

Kyselina chenodeoxycholova (10,0 g;
25,47 mmol) byla rozpusténa v MeOH (150 ml) a
byla pridana H2SO4 (98 %; 1 ml). Reak¢ni smés byla

refluxovana po dobu 8 hodin. Pro ukonceni reakce

byl prfidan nasyceny roztok NaHCOs; do pH 7.

Reakc¢ni smés byla castecné zahusténa na vakuové odparce a extrahovana
CHCIs (3 x 150 ml). Spojené organické extrakty byly promyty nasycenym
roztokem NaHCOs; (1 x 150 ml), nasycenym roztokem NaCl (1 x 150 ml) a
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suSeny bezvodym Na>SO4. Po odpareni rozpoustédel bylo ziskano 10,5 g
zlutého oleje. Chromatografii na silikagelu (300 g) v soustavé
Me>CO/petroléter (1/9) byl po odpareni rozpoustédel ziskan zluty olej 64
(10,3 g; 99 %).

TLC: Rf = 0,28 (EtOAc/hexan, 1/1). [a]p: +11,0; c 0,23; CHCls; (lit.
+12,9). TH NMR: (400 MHz, CDCl3) 6 3,87 - 3,82 (m; 1H - C7); 3,66 (s;
3H - C25); 3,51 - 3,39 (m; 1H - C3); 2,39 - 2,29 (m; 1H - C8); 2,27 - 2,16
(m; 2H - C23); 0,92 (d; J = 6,5 Hz; 1H - C21); 0,85 (s; 3H - C19); 0,65 (s;
3H - C18). 13C NMR: (101 MHz, CDCl3) 6 174,9 (C24); 72,2 (C3); 68,7 (C7);
55,9; 51,6 (C25); 50,6; 42,8; 41,6; 40,0; 39,8; 39,6; 35,5; 35,5; 35,2; 35,7;
33,0; 31,2; 31,1; 30,8; 28,3; 23,9; 22,9; 20,7 (C19); 18,4 (C21); 11,9 (C18).
IR (CHCl3): 3613 (O-H), 1731 (C=0), 1234 (C-0O), 1076 (C-OH). MS (ESI+):
vypocteno pro CzsHs4204Na (M+Na*): 429,2975; nalezeno: 429,2976.
EA: vypocteno pro CasH4204: 73,85 % C; 10,41 % H; nalezeno: 73,83 % C;
10,43 % H.

Methylester kyseliny 7-oxo-litocholové (68)

Steroid 64 (6,80 g; 16,72 mmol) byl rozpustén
v Me2CO (200 ml) a vychlazen na 0 °C. Dale bylo po
kapkach pridano Jonesovo cinidlo (10% vodny

roztok, 0,64 ekv.; 40 ml; 10,72 mmol). Reaké¢ni

smeés byla ponechana reagovat dalSich 30 minut a
nasledné byla reakce ukoncena pfidanim isopropanolu (S ml). Reakéni
smés byla zahuSténa na polovicni objem a extrahovana do CHCI3
(3 x 100 ml). Spojené organické extrakty byly promyty NaHCO3
(2 x 100 ml), vodou (1 x 50 ml), nasycenym roztokem NaCl (1 x 50 ml) a
suSeny bezvodym NaxSO4. Po odpareni rozpoustédel byl ziskan zluty olej
(6,95 g). Chromatografii na silikagelu (250 g) v soustavé Me>CO/petroléter
(17/83) byla ziskana polotuha bezbarva latka 68 (3,75 g), ktera byla
krystalizovana z horkého EtOAc (40 ml). Ziskané krystaly (3,26 g; 48 %)
byly pouzity pro dalsi reakce.
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TLC: Rr = 0,40 (EtOAc/hexan, 1/1). T.t.: 108 - 110 °C (lit.
107 - 109 °QC). [a]p: -33,8; c 0,20; CHCls; (lit.”* -38,0). 'TH NMR: (400 MHz,
CDCl3) 6 3,65 (s; 3H - C295); 3,63 - 3,53 (m; 1H - C3); 2,88 - 2,80 (m;
1Ha - C6); 2,41 - 2,13 (m; 1Hp - C6 + 1Ha - C23 + 1H - C8); 1,18 (s;
3H-C19); 0,91 (d; J = 6,5 Hz; 1H - C21); 0,64 (s; 3H - C18).
13C NMR: (101 MHz, CDCls) 6 212,1 (C7); 174,8 (C24); 71,1 (C3); 54,9;
51,7 (C25); 49,7; 49,0; 46,2; 45,5; 42,9; 42,8; 39,1; 37,6; 35,4; 35,3; 34,3;
31,2; 31,1; 30,0; 28,42; 25,0; 23,2 (C19); 21,8; 18,5 (C21); 12,2 (C18). IR
(CHCl3): 3608 (O-H), 1730 (C=0, COOMe), 1250 (C-O, COOMe), 1059 (C-
OH). MS (ESI+): vypocteno pro Cz2sH4004Na (M+Nat*): 427,2819; nalezeno:
427,2808. EA: vypocteno pro CasHs004: 74,22 % C; 9,97 % H; nalezeno:
74,20 % C; 9,98 % H.

Methylester kyseliny 3, 7-bis/(trimethylsilyl)oxy]-5B-chol-6-enové (69)

[©)

_ K roztoku diisopropylaminu (6 ekv.; 10,4 ml;
° 79 mmol) v suchém THF (25 ml) byl po kapkach
pfidan roztok n-butyllithia v hexanu (2,5 M;

6 ekv.; 31,6 ml; 79 mmol), a to pri -78 °C. Po

TMSO" OTMS

H
tficeti minutach byl po kapkach pfidan trimethylsilylchlorid (8 ekv.;
18,0 ml; 97 mmol) a reakéni smeés byla ponechana reagovat po dalsich 10
minut. Poté byl pfikapan roztok steroidu 68 (5,01 g; 12 mmol; rozpustén
v 18 ml suchého THF). Reakéni smés byla ponechana dalSich 30 minut pfi
teploteé -78 °C. Dale byl pridan triethylamin (15 ekv.; 24,1 ml; 180 mmol).
Reakce byla pfivedena na teplotu -20 °C a ukoncena pridanim nasyceného
roztoku NaHCO3 (30 ml). Po ohrati na laboratorni teplotu byla vodna faze
extrahovana EtOAc (3 x 50 ml). Spojené organické extrakty byly promyty
nasycenym roztokem NaHCOjz (2 x 50 ml), vodou (50 ml), nasycenym
roztokem NaCl (50 ml) a suSeny bezvodym Na>SO4. Po odpafreni
rozpoustédel byl ziskan Zzluty olej (6,85 g). Chromatografii na silikagelu
(240 g) v soustave EtOAc/hexan (3/97) byla, po vysuSeni za snizeného
tlaku, ziskana latka 69 (6,62 g; 97 %) jako nazloutly polotuhy ole;j.
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TLC: Rr = 0,81 (EtOAc/hexan, 1/9). [a]p: +145,7; ¢ 0,12; CHCls.
1H NMR: (400 MHz; CDCl3) 6 4,72 (d; J = 5,9 Hz; 1H - C6); 3,65 (s;
3H - C25); 3,55 - 3,45 (m; 1H - C3); 2,39 - 2,16 (m; 2H - C23); 0,91 (d; J =
6,4 Hz; 3H - C21); 0,81 (s; 3H - C19); 0,67 (s; 3H - C18); 0,15 (s;
9H -OSi(CHg)3); 0,10 (s; 9H -OSi(CHs)s). 13C NMR: (101 MHz; CDCls)
6 174,7 (C24); 151,7 (C7); 108,9 (Cp); 71,5 (C3); 54,8; 54,1; 51,5 (C25);
44.,4; 42,7; 41,0; 40,9; 40,3; 40,1; 35,3; 34,7; 33,0; 31,1; 31,0; 30,7; 28,7;
27,1; 22,6 (C19); 21,0; 18,5 (C21); 12,3 (C18); 0,4 (-OSi(CHas)s);
0,3 (-OSi(CHgz)3). IR (CHClz): 1731 (C=0, COOMe), 1655 (C=C),
1178 (C-O, COOMe), 1079 (C-OSi), 686 (Si-Me). MS (ESI+): vypocteno pro
C31Hs604Si2Na (M+Na*): 571,3609; nalezeno: 571,3609. EA: vypocteno pro
C31Hs5604Si2: 67,83 % C; 10,23 % H; nalezeno: 67,79 % C; 10,18 % H.

Methylester kyseliny (E/Z)-6-ethyliden-3o.-hydroxy-7-oxo-53-cholanové (70)

Steroid 69 (6,60 g; 12,02 mmol) byl rozpustén
v suchém CH2Clz (20 ml) a smés byla vychlazena
na - 78 °C. Za stalého michani byl prikapan roztok
acetaldehydu v suchém CH2Cl2 (1/9; 3 ekv.; 20,3

ml; 36,07 mmol) a smés byla michana po dobu
10 minut. Poté byl po kapkach pridan roztok BF3 - Et2O (4 ekv.; 13,4 ml;
48,09 mmol), reak¢ni smeés byla udrzovana pfi teploté -78 °C po 2 hodiny a
potom byla ponechana ohrat na laboratorni teplotu. Reakce byla ukoncena
pfidanim nasyceného roztoku NaHCOs (50 ml) a vodna faze byla
extrahovana CH2Cl; (3 x 50 ml). Spojené organické extrakty byly promyty
nasycenym roztokem NaHCOg3 (50 ml), vodou (50 ml), nasycenym roztokem
NaCl (50 ml) a suSeny bezvodym Na>SO4. Po odpafeni rozpoustédel byl
ziskan zluty olej (4,90 g). Chromatografii na silikagelu (245 g) v soustavé
EtOAc/hexan (1/4) byla, po vysuSeni za snizeného tlaku, ziskana latka 70
(4,3 g; 83 %) jako lehce nazloutly prasek.

Pomér E/Z: 2/1. TLC: Rr = 0,52 (EtOAc/hex, 1/1), absorbuje UVasa.
1H NMR: (400 MHz; CDCl3) 6 6,18 (q; J= 7,1 Hz; 1H - C17); 3,69 - 3,62 (m;
1H-C3 + 3H - C25); 2,58 (dd; J=13,0; 4,2 Hz; 1H - C8); 1,69 (d; J= 7,1 Hz;
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3H - C27); 1,00 (s; 3H - C19); 0,93 (d; J = 6,4 Hz; 3H - C21); 0,64 (s;
3H - C18). 13C NMR: (101 MHz; CDCls) 6 207,4 (C7); 176,3 (C24); 145,3
(C6); 130,4 (C17); 70,9 (C3); 55,9; 52,0 (C25); 52,0; 50,1; 46,8; 44,7; 40,7;
40,2; 38,4; 36,5; 35,8; 35,4; 32,2; 31,8; 30,5; 29,4; 27,0; 23,3 (C19); 22,4;
18,9 (C21); 12,7 (C27); 12,5 (C18). IR (CHCl3): 3608 (O-H),
1731 (C=0, COOMe), 1685 (C=0), 1632 (C=C), 1220 (C-O, COOMe), 1060
(C-OH). MS (EI+): vypocteno pro Cz7Hs4204 (M*): 430,3083; nalezeno:
430,3080. EA: vypocteno pro C27H4204: 75,31 % C; 9,83 % H; nalezeno:
75,18 % C; 9,99 % H.

Methylester kyseliny (E)-6-ethyliden-3a, 73-dihydroxy-58-cholanové (78)

Steroid 70 (500 mg; 1,16 mmol) byl rozpustén
v MeOH (30 ml) a smés byla vychlazena na 0 °C.
Za stalého michani byl pomalu pfidan NaBH4
(10 ekv.; 440 mg; 11,6 mmol) a reakéni smeés byla

ponechana pri laboratorni teploté jednu hodinu.
Do reak¢éni smeési byla pridana voda (100 ml) a reakéni smeés byla
extrahovana EtOAc (3 x 150 ml). Spojené organické extrakty byly promyty
vodou (100 ml), nasycenym roztokem NaCl (2 x 100 ml), suSeny bezvodym
Na>SO4. Po odpareni rozpoustédel byl ziskan bezbarvy olej (450 mg).
Chromatografii na silikagelu (20 g) v soustavé EtOAc/hexan (1/9) byla,
po vysuSeni za snizeného tlaku, ziskana latka 78 (375 mg; 74 %) jako bily

prasek. Latka byla pouzita bez dalSiho CiSténi.

TLC: Rr = 0,27 (EtOAc/hexan, 1/1). [o]p: +10,4; c¢ 0,31; MeOH.
1H NMR: (400 MHz; CD30D) 6 5,66 (qd; J = 6,8; 2,2 Hz; 1H - C17);
3,95 - 3,86 (m; 1H - C7); 3,62 - 3,52 (m; 1H - C3); 2,52 (dd; J=13,1; 4,1 Hz;
1H - C5); 1,62 (dd; J=6,8; 2,1 Hz; 3H - C27); 0,97 (d; J= 6,5 Hz; 3H - C21);
0,80 (s; 3H - C19); 0,70 (s; 3H - C18), 13C NMR: (101 MHz; CD3OD)
6 178,2 (C24); 143,7 (Co6); 115,3 (C17); 74,1 (C7); 71,8 (C3); 57,9;
56,5 (C17); 52,0 (C25); 46,1 (C5); 45,9 (C8); 45,1; 41,5; 41,1; 37,0; 36,7;
36,4; 35,8; 32,3; 32,0; 30,9; 29,6; 28,1; 23,4 (C19); 22,4; 19,0 (C21); 12,7
(C18); 12,6 (C27). IR (CHCIl3): 3608 (O-H), 1731, (C=0, COOH), 1236 (C-O,
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