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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BT549
CEM
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DU145
HCT15
HelLa
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MCPBA
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OVCAR-3
P-388

Pom

r.t.
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karcinom prsu
T-lymfoblasticka leukemie
dimethylsulfid

karcinom prostaty

karcinom tlustého stfeva
karcinom mo&ového méchyie
promyelocyticka leukemie
3-chlorperoxybenzoova kyselina
methyl

lidsky melanom

nereaguje

ovarialni karcinom
lymphocytické leukémie
pivaloyloxymethyl

pyridin

laboratorni teplot

rotaéni vakuova odparka
rhabdomyosarkom

anhydrid kyseliny trifluormethansulfonové
kyselina trifluoroctova
tetrahydrofuran

karcinom centrélniho nervového systému

Poznamka k Cislovani:

V této praci budou pouzity dva druhy &islovani slouéenin. Latky v této praci nepfipravované

budou znaCeny Fimskymi d&islicemi. Sloudeniny nové pfipravené nebo jiZz v literatufe

popsané, které byly v rdmci této prace pfipravené, budou znaceny &islicemi arabskymi.
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UVOD

Terpeny jsou latky ptirodniho pivodu, jejichZ struktura je odvozena od isoprenu
(2-methylbut-1,3-dienu), majici zna¢ny vyznam pro Zivotni funkce organismi. Podle poétu
zékladnich isoprenovych jednotek je moZné rozdélit terpeny na monoterpeny, seskvi-, di-,
sester-, tri-, tetra- a polyterpeny a spolu se steroly tvoii rozséhlou skupinu isoprenoidi'.
V ptirod¢ se nejCastéji vyskytuji v rostlindich a houbich a vzicngji jsou akumulovany a
metabolizovany bakteriemi, &i syntetizovany Zivo&ichy'.

Za poslednich dvacet let se zna¢né rozifil zdjem o triterpeneoidy, nebot’ v této
skuping ltek byla objevena fada biologicky aktivnich slougenin?. JiZ v roce 1976 jako jedna
zprvnich prokazala své ulinky kyselina betulinovd (3B-hydroxy-lup-20(29)-en-28-ova
kyselina), kdyZz byla spoleéné suvaolem (urs-12-en-3B,28-diol) a kyselinou ursolovou
(3a-hydroxyurs-12-en-28-ové kyselina) uvedena jako cytotoxicky uUéinna latka extraktu
z Vauquelinia corymbosa vi&i lymfocytarni leukémii P-388".

Diky pozdgj$imu vzriistu zajmu o tuto skupinu latek se postupem ¢&asu rozsifila $kala
znamych biologickych u¢inkd a triterpenoidy jsou nyni studovany také v souvislosti
sudinky protizan&tlivymi, hepatoprotektivnimi, analgetickymi, hypoglykemickymi,
hypolipidemickymi, antimikrobidlnimi, antimykotickymi, analgetickymi, antivirovymi a anti-
HIV'?. V popfedi zajmu se viak nachazi jejich cytotoxicka aktivita, které je u riznych
derivati lupanu a kyseliny betulinové pozoroviana na nadorovych liniich odliného
histogenetického pivodu - napf. lidského melanomu, glioblastomu, ¢&i ovaridlniho
karcinomu.

Cilem dalsiho vyzkumu je také p¥iprava novych derivati vy$e zmin€nych lupanovych
terpenoidi, které by mély vysoky terapeuticky index, byly schopné odolavat mechanismim
odpovédnym za vznik rezistence nadoru na dané cytostatikum a jejichZ vyroba by byla
ekonomické a ekologicka. Takovymito ukoly se zabyva i naSe pracovi$té a v nedavné dob&
zde byla pfipravena fada cytotoxicky aktivnich derivati triterpenoidi lupanové a

18a-oleananové fady — betulinini®.

CILE BAKALARSKE PRACE
e literarni reSer$e ozonizaci triterpenoidii
e pfiprava vychozich olefinl pro ozonizace

e ozonizace pfipravenych nenasycenych triterpenoidti
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1. Uvod do studované problematiky

1.1. Lupanové triterpenoidy

Triterpenoidy se v pfirodé vyskytuji volné, nebo vazané ve formé esteri a glykosidu.
Celkem bylo izolovano z pfirodnich zdroju pfes tficet tisic slou¢enin odvozenych od riznych
terpenickych skelett’. Mezi nejvyznamngjsi triterpenoidni skelety patii lupanovy,
oleananovy, ursanovy, taraxeranovy a dammaran-eufanovy. Z hlediska cytotoxicity ma

vyznamné postaveni skelet lupanovy.

Prvni zastupce z této fady — betulin (I), byl izolovany z bfezové kiry jiZ roku 1788°,
Po fadu let viak nebyla zndma jeho pfesna struktura. Pozdéji se dostalo do poptedi zajmu
zkoumani biosyntézy’ lupanového skeletu, v jehoZ ramci byla provedena ada reakci a bylo
takto pfipraveno mnoZstvi derivatl. P¥ikladem miiZe byt ptiprava kyseliny betulinové (III)
z betulinu® (I), kdy oxidaci Jonesovym &inidlem vznik4 kyselina betulonova (II) a ta redukci

tetrahydridoboritanem sodnym poskytuje kyselinu betulinovou (III).

a
CH,OH —» COH

CO,H
I Schéma 1:

HO I a: Jonesovo ¢inidlo / aceton; b: NaBH,/ THF, MeOH



1.2. Biologické ucinky

Lupanové triterpenoidy disponuji Sirokou S$kalou biologickych uginkt, pficemz
nejzajimavéjsi vlastnosti je jejich cytotoxicita. Cytotoxicita je mirou selektivni protinddorové
aktivity, a je vyjadfovdna pomoci indexti udavajicich minimélni koncentraci cytostatika
potiebnou k usmrceni vétSinou 50% nadorovych bunék. Léatka byva povaZovdna za
vyznamné& cytotoxicky aktivni, je-li jeji cytotoxickd aktivita ICsp < 10 umol/l. JestliZe je
cytotoxicita prokazéana in vivo, hovotfime pak o této latce jako o protinddorové aktivni.

Cytotoxické ucinky in vitro jsou nejdéle znamy u kyseliny betulinové (III) a jejich
derivath. Kyselina betulinovd (III) vykazuje selektivni cytotoxickou aktivitu
(ICso < 7 pmol/I) vix&i butikam Mel-2,° XF498,’ proti neuroblastomu'®, medulloblastomu'® a
glioblastomu'®. Dale prokazuje té# mén& vyznamné antibakteridlni'? a protizan&tlivé'?
vlastnosti a u amidickych derivatt i anti-HIV'* aktivitu.

Cytotoxicka aktivita lupanovych triterpenoidi je zavisld na pfitomnosti volné
karboxylové funkce v pozici C-28° a je prokézéno, e jeji n-alkyl esterifikaci dochazi
k n&kolikandsobnému sniZeni aktivity®®. Tento fakt byval vysvétlovan obtiZzn&jsi
hydrolyzovatelnosti alkyl-esterti za fyziologickych podminek®. Aviak jedna-li se o Acm
estery, je aktivita srovnatelna s aktivitou volné kyseliny.'"'? Také analogickd oxidace
3B-hydroxyskupiny betulinu (I) na keton II vede k derivatim jejichZ aktivita proti buiikdm
Mel-2, XF498, A549, HCT-15, OVCAR-3 je vy$si® nez u kyseliny betulinové. V ptipadé
aminoderivatu IV nedochazi®® k vyrazné zm&n& cytotoxické aktivity a je srovnatelna
s aktivitou kyseliny betulinové (I).

V pracich®"® byl zkoumén vliv funkcionalizace kyseliny betulinové (IIT) v polohach
3% a 20*!® na cytotoxicitu vigi MEL-2. Methyloximové derivaty V, VI vykézaly niZdi
aktivitu neZ v pfipad€ kyseliny betulinové (III). Ostatni C-3 derivaty, jako oxim VII, amin
IV byly srovnateln& cytotoxicky aktivni s kyselinou betulinovou (III), a v pfipadé€ ketonu II
se cytotoxicita zvys$ila. Hydrogenace dvojné vazby v pozici 20(29) taktéZ nepfinesla
poZadované zvyseni cytotoxicity vii¢i MEL-2, protoZe nasycené derivaty VIII, IX projevily
znaény pokles cytotoxické aktivity v porovnani s nenasycenymi analogy III a VII. Na
druhou stranu literatura' poukazuje na znalny narust cytotoxicity proti liniim HeLa a
OVCAR-3 pravé u nasycenych sloufenin. Déle byly pripraveny'’ &yt derivaty
substituované v poloze 20 — Kkyselina platanova (X), dva oximy XI, XII a hydroxykyselina
XIII. Zprace'® vyplyv4, Ze derivatizace v poloze 20 nepfina¥i poZadované zvySeni

cytotoxicity.



IV, R'=o0-H, B-NH,, R?=COOH VIIL, R = o -H, p -OH
V, R'=NOMe, R*=COOH IX, R = NOCH;
VI, R'=NOMe, R>=CHNOCH;

VI, R'=NOH,R’=COOH

X, R=0

XI, R=NOH
XII, R =NOCH;
XIII, R=0H,H

V fadé 1é&ivych rostlin a plodii ovocnych stromi' (naptiklad mango, jablko) se
vyskytuje lupanovy derivat lupeol (XIV), ktery rovnéZ vykazuje cytotoxické G¢inky a krome
nich té% chemopreventivni® a protipoZerové uginky'*. TaktéZ puisobi antioxidativng a jako
3B-palmitit XV je vyuZivan kzlepSeni stavu jater poSkozenych halogenovanymi
uhlovodiky"*.

Biologicky vyznamnym derivatem odvozenym od oleananového skeletu je kyselina
oleanolova (XVI), ktera vykazuje jak cytotoxickou aktivitu!, tak i protizan&tlivé'> a anti-
HIV>'" t&inky.



CH,

~

X1V, R=0OH XVI
XV, R= OOC(CH2)14CH3

Tabulka 1: In vitro cytotoxicka aktivita kyseliny betulinové (III) a nékterych derivati na
vybranych nadorovych liniich®®

Slougenina In vitro cytotoxick4 aktivita viiti nidorovym liniim, ICs, [pg/ml]
Mel-2 OVCAR-3 HeLa A549 HCT-15 XF498
I 1.2 3.8 0.8 2.0 5.3 4.8
I 0.9 2.3 - 1.1 0.8 2.5
v 1.3 - - - - -
VIII 5.8 - - - - -
IX 210 - - - - -

1.3. Betulininy*

Betulininy® je oznadeni pro derivaty lupanového, des-E-lupanového a oleananového
skeletu, které se vyznaduji vyznamnou protinadorovou aktivitou a byly pfipraveny v nasi
laboratofi. Protinddorova aktivita téchto latek neni narozdil od kyseliny betulinové (III)
omezena pouze na nadorové linie Mel-2, betulininy jsou vyznamné cytotoxicky aktivni
taktéZ vici dal$im naddorovym liniim jako A549, Saos2, BT549, DU145, OVCAR-3, K562,
CEM atd.

Jako nejicinnéj$i sloudeniny se projevily B-ketokyselina XVII a tetranorkyselina
XVIII, které jsou odvozeny od des-E lupanového skeletu®'?.
Né&které vyse oxoderivaty derivaty lup-18-enu a lup-20(29)-enu maji také vysokou

cytotoxickou aktivitu, napf. methylester XIX a nenasyceny aldehyd XX.

10



CHzoAC

Déle byly pfipraveny 18a-oleananové derivéty, které téZ vykazuji pomérné zna¢nou
cytotoxicitu,'® hlavn& v ptipadé azidoketonii XXI, aminoalkoholtt XXII a methoxyderivatu
XXIII.

HN MeO
HO™ .- 0Z >
[ XXII XXIII
sloutenina | ICs, (umol/l) Tabulka 2:
XVII 0.24 Cytotoxicka aktivita slouCenin z naSeho pracovisté vici
Xvill 230 —y (o
XIX 6.10 T — lymfoblastické leukémii CEM
XX 7.20
XXI 8.10
XXII 5.30
XXI11 1.12
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1.4. Ozonizace

Vlastnosti ptirodnich terpenoidi, z hlediska farmaceutického a farmakologického,
nejsou &asto ideélni, a proto je zdjem také o jejich derivaty, které maji vys$i terapeuticky
index a schopnost odolavat mechanismim vyvolavajicim rezistenci nddoru na cytostatikum.
Zde se naskytd moZnost pfipravit takové latky pomoci vhodné funkcionalizace. Jednou z
moznosti modifikace terpenoidi je jejich reakce s ozonem — ozonolyza.

Ozonolyza, tedy oxidativni §t€peni dvojnych vazeb ozonem, byla objevena roku 1840
Christianem Friedrichem Schonbeinem'®® a pivodn& slouzila hlavné jako prostfedek
k urovani chemické struktury organickych litek. Mechanismus ozonizaci byl navrZen
Rudolfem Criegee'® vroce 1975 (schéma 2) a pozd&ji ov&fen!’ pomoci 7O NMR
spektroskopie. Nejprve dochazi k 1,3 dipolarni cykloadici ozonu na dvojnou vazbu za vzniku
molozonidu, ktery se rozpada na zwitterion. Z né€j dale vznik4 ozonid, ktery vSak obvykle
byva natolik nestabilni (explozivni), Ze se ihned déale zpracovava — produkty jsou bud’
aldehydy a ketony v pfipad€ redukéniho zpracovéani, nebo kyseliny a ketony v ptipadé

oxidativniho zpracovéni.

o molozonid .

-7 \\ zwitterion

© © A O\ -0
G S ‘9 i SEPNC ii R \9+

— e S A DEa A

R1 R3 R2
Rz Rq 2 R4 R4
iii
ozonid

OX. 0—0 red.
karboxylové kyseliny, -t——m R>< XRg —— aldehydy, nebo ketony
R3 @) R4

nebo ketony

Schéma 2 : mechanismus ozonizace

i. 1,3 cykloadice, ii. rozpad molozonidu, iii. karbonylovy flip

U triterpenoidd viak existuje fada vyjimek z tohoto mechanismu, nebot’ bylo popsano

1823 hopisuje ptiklady stabilnich ozonidd***** a &astym

mnoZstvi jinych produkti. Literatura
produktem ozonizaci jsou epoxidy,'®'*?!** nebo laktony.”> Vznik t&chto produktd souvisi
s rigidnim skeletem, ktery je pravdépodobné odpovédny za &asto odlidny prub&h ozonizaci
triterpenoidd, ale i daliich reakei jako napt. fluorace®. V ptipad® exocyklickych dvojnych

vazeb je tvorba vy$e popsanych struktur méné obvykl4, nicméné neni vyloucend. Jsou

12



popsany dokonce z ptirodniho materidlu izolované ozonidy na postranich Fetdzcich.”?
B&Znéjsi je viak St€peni nenasycenych postranich fetézci, ale i to skytd moZnost vyuZiti této
reakce. Spo¢iva ve snadném odbourani fetézce za vzniku karbonylové skupiny, coZ miiZze byt
alternativou v fad¢ syntéz, nebot’ takto by bylo moZné nahradit jind oxidaéni &inidla jako
naptiklad NalO4/RuCl;, nebo MCPBA.

1.5. Literarni reSerSe ozonizaci triterpenoidi

ey oe

Ruzicky?™?' ze ticatych a &tyficatych letech minulého stoleti. V &lanku®® z roku 1942 je
popisovana ozonizace betulin-diacetatu (XXIV) a jeji rizné zpracovani vedlo ke vzniku
diacetoxy-nor-lupanonu a methylesteru diacetoxy-bisnorlupanové kyseliny, av$ak struktury
téchto sloudenin jsou v publikaci uvedeny chybné (vetné betulin-diacetatu), pfi€emz
postradaji jakykoliv dikaz struktury. Obdobné situace je v praci’' zroku 1945, kde se

popisuje ozonizace a-amiradienonu.

7

\

. CO,CH;

AcO.
CHzOAC OAc

AcO ~ ACO/

~

]
]
}

XX1Iv XXV

Jako witinné $t&pici &inidlo pro dvojné vazby je vyuZit 0zén v praci®* z roku 1977.
Autofi pivodn¢ pouZivali kodbourdani postranntho fetézce vpoloze 17 u
methyl-diacetoxyfusidatu (XXV) oxid rutheni¢ity s jodistanem sodnym, nebo s chlonanem
sodnym, ale reakéni doba byla aZ tfi tydny. Pfi pouZiti ozonu se pfi srovnatelnych vytéZcich
reakéni doba zkrétila na 8 hodin.

Z roku 1977 pochazeji dvé& prace'®'® finskych autorii popisujici ptipravu epoxidi
lupenu XXVI a jeho derivatu XXVII. Bylo zji$téno, Ze je-1i 18-lupen XXVI epoxidovan

13



pomoci MCPBA, je hlavnim produktem B-epoxid XXVIIIa, zatimco pfi reakci s
ozonem byl produktem a-epoxid XXVIIIb (Schéma 3). Obdobné je tomu i u slouéeniny

XXVIL _/

o)
a CH,OAc
XXVIIIa
b
AcO

XXVI, R=0Ac o
XXVII, R=H

XXVIIIb CH,0Ac

Schéma 3: a: MCPBA, NaHCO; / CH,Cl; (-78 °C);
b: O3 / CHCl, (-78 °C)

O rok nov&jsi je publikace?® zabyvajici se takzvanou suchou ozonizaci friedelanu
(XXIX). Suché ozonizace je metoda, kterou vyvinul Y. Mazur et al.”® a jedn4 se v podstat& o
b&Znou ozonizaci, aviak substrdtu adsorbovaného na silikagelu. Timto postupem byl
ptipraven® 18p,19B-epoxyfriedelan (XXXIII), friedelan-19-on (XXX), friedelan-16-on
(XXXII) a friedelan-15-on (XXXIII) (Schéma 4). Nicméné vzhledem k nizké vytéZnosti této
metody (konverze 18%) je tento postup nevyhodny.

XXXIII
. XXX, R'=R’=H,H,R*=0
XXXI, R'=R?’=H,H,R*=0
XXXII, R'=0,R*=R*=H,H Schéma 4: a: O; (-78 °C)

14



Prace’” zroku 1988 pfinasi poznatky o vlivu rozpoustédel na reakci ozonu
s tetrasubstituovanymi triterpenoidnimi olefiny. P¥ekvapivy je vznik ketodienu XXXV
z dienu XXXIV (schéma 5). Vyzkum?®’ ukazal, Ze izolovanymi produkty ozonizace jsou
epoxyketon XXXVI a ketodien XXXV, ktery ale pravdépodobné vznika aZ pfi zpracovani.
Tento fakt byl potvrzen provedenim reakce ve stejném rozpoustédle, avSak za pfidavku
pyridinu, kdy produktem byl pouze epoxyketon XXXVI (schéma 5). Obdobné reaguje s
ozonem i nenasyceny keton XXXVII za vzniku dienonu XXXV, probiha-li reakce v kyselém
prostiedi; ve smési dichlormethanu a pyridinu vznikd epoxid XXXVI (schéma 5). Tato

analogie plati i u dal$ich latek zmin&nych v této praci.”’

o)

Schéma S§: a: 1. O3 / CH,Cl,(-78 °C) 2. DMS; b: 1. O3 / CH,Cl,, py. (-78 °C) 2. DMS

Dale byl zkouman®’ vliv polarity pouZitého rozpoustédla na sloZeni ozonizaénich
produktii. B&hem v3ech ozonizaci provadénych v dichlormethanu byl pozorovan vznik
komplikované smési produktd. Autofi’’ jako moZné vysvétleni uvad&ji atak ozonu na
deaktivovanou C-H vazbu, pfi¢emzZ je tento efekt zfeteln&j$i u derivati s kontrahovanym
(péti¢lennym) kruhem A, ktery mé vy$§i pnuti neZ Sesti¢lenny. PakliZe byla ozonizace latky
XXXIV provadéna n-hexanu, nebyly tyto vedlej$i reakce (vznik smési) pozorovany a
produktem byl pouze keton XXXVII s nepatrnym mnoZstvim epoxidu XXXVI a ozonid
XXXVIII (schéma 6), ktery byl nereaktivni vii¢i redukci DMS a jeho redukce bylo dosaZeno

aZ zinkem v kyselin€ octové, nebo hydroxidem draselnym v methanolu.

15



" CgHy7

+
CeHiy @ o
/
\f\o XXXVIII
]
1

0o XXXVII
Schéma 6: a: 1. O3 / n-hexan (-78 °C) 2. DMS

Ozonizace olefinu XXXIX (schéma 7) v ethyl-acetatu za ptidavku pyridinu vedla ke
smési dvou produktl. Prvni byl identifikovan jako epoxid XL a druhym byl enon XLI. Za
podobnych podminek poskytovala sloutenina XLII obdobnou smé&s produkti — epoxid

XLIII a enon XL1V.
CsHy7
CsHy7 CgH17
I a
: —
R S
XXXIX, R = a-H, B-OAc XL, R =a-H, B-OAc XLI, R = 0-H, B-OAc
XLILR=0 XLIIILR=0 XLIV,R=0

Schéma 7: a: 1. O3 / EtOAc (-78 °C) 2. DMS

Z nedédvné doby pochazi prace?? zabyvajici oxidaci triterpenoidnich dient a trienti
odvozenych od oleanolové kyseliny (XVI). Mimo jinych oxida¢nich &inidel, byla fada té&chto
derivati podrobena reakci s ozonem, pfiCemZ vysledkem byla zpravidla smés produkti.
Takto byl z dienu XLV atakem C-28 methoxykarbonylové skupiny na dfive vznikajici 12,13
epoxid ziskan lakton XL VI jako hlavni produkt (30 %), dale pak diepoxid XLVII (15 %),
hydroxyepoxid XLVIII (15 %) a je$t¢ minoritni lakton XLIX (7 %) (schéma 8). Obdobné
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reagoval®? také oleananovy derivat, ktery byl navic substituovéana v poloze 2o methoxylovou

skupinou.

Schéma 8: a: 1. O; / CH,Cl,(-78 °C) 2. DMS

Pfi pokusech o S$t€peni triterpenu v oblasti kruhu C byl ozonizovén trien L,
vysledkem vSak byla velice komplikovand smés produktt. Pfi pfidavku pyridinu jako ko-
solventu byl identifikovan jediny produkt, epoxydion LI (12 %) (schéma 9). Ozonizaci
epoxidu LII v CH;Cl, a poté vtémZe rozpoustédle za pfidavku pyridinu byla v prvnim
ptipad¢ produktem slou€enina LIII (schéma 10), v pfipadé reakce provadéné v pfitomnosti
pyridinu byl produktem diepoxid LIV (schéma 10). Ale ani dal$i ozonizace diepoxidu LIV
(schéma 11) nevedla ke $t€peni dvojné vazby v poloze 11,12 a produkty byly lakton LV a

keton LVI (schémall). Slou€enina LIII se vzhledem k pfitomnosti jedné dvojné vazby zdéala
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byt vhodna k rozit€peni skeletu, jeji dal$i reakce sozonem vSak vedla pouze k oxidaci
3B-hydroxyskupiny na keton LVI.

Schéma 10: a: 1. O3 / CH,Cl, (-78 °C) 2. DMS;
b: 1. O3/ C;Hy, py. (-78 °C) 2. DMS
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Ani pfi pokusech o rozitépeni trienu LVII nebylo dosaZzeno pozadovaného vysledku.
Jeho ozonizaci vznikly v nizkém vytézku dva diepoxidy LVIII (10 %) a LIX (10 %)

(schéma 12) a smé&s vyse oxidovanych slou¢enin.

COOCH,3 COOCH,3 COOCH;

AcO AcO AcO

LVII LVIII LIX

Schéma 12: a: 1. O; / CH,Cl; (-78 °C) 2. DMS

Teprve ozonizace epoxydienu LX (schéma 13) vedla ke $tépeni a ke &tyfem
produktim LXI (31 %), LXII (3 %), LXIII (10 %) a LXIV (35 %).

LXIII o LXIV

Schéma 13: a: 1. O; / CH,ClL, (-78 °C) 2. DMS
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2. Priprava vychozich olefini

Vramci této bakalafské prace bylo pfipraveno nebo izolovano 5 nenasycenych

slou€enin — kyselina betulinova (1), betulin-diacetat (2), lup-18-en (3), dien 4 a olefin 5.

2.1. Priprava kyseliny betulinové (1) a betulin-diacetitu (2)

Kyselina betulinova (1) byla ziskéna extrakci platanové kiry methanolem'® a pro
dalsi reakce byla ¢i$t€na rekrystalizaci z methanolu.

Vychozi latkou pro piipravu betulin-diacetatu (2), byl betulin (I), ktery byl
acetylovan acetanhydridem v pyridinu'* (Schéma 14). Betulin-diacetat (2) byl zéroveil
vychozi latkou pro pfipravu lup-18-enu 3.

2.2. Priprava 18-lupenu 3
Izomerizace dvojné vazby z polohy 20(29) ve vychozim betulin-diacetatu (2) do
polohy 18 v 18-lupenu 3 byla provedena plisobenim bromovodiku (Schéma 14) ve smési

benzenu, kyseliny octové a acetanhydridu dle lieratury'*.

CH,0Ac

b ]
a[ LR=H 3
2,R=Ac

Schéma 14: a: Ac,0/ py.; b: HBr, HOAc, Ac,0 / benzen
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2.3. Priprava dienu 4

Dien 4 byl ptipraven dle literatury’® (schéma 15) z nenasyceného ketonu LXV, ktery
byl redukovan komplexem boranu s dimethylsulfidem za vzniku allylového alkoholu Al,
jehoZ dehydrataci kyselinou chlorovodikovou byl ziskan dien A2, ktery byl acetylovan na
dien 4.

OH

CH,OH Al,R=0H

CHzoAC <c— CHon

4, R =0Ac A2,R=0H
Schéma 185: a: B,H¢-Me;,S / THF (0 °C), b: HC1/ THF (r.t.), c: Ac2O/ py (r.t.)
2.4. Priprava olefinu 5

Olefin § byl pfipraven dehydrataci allobetulinu (LXVI) podle modifikovaného

literarniho postupu28 (schéma 16).

Schéma 16: a: Tf,0 / CH,Cl, (r.t.)
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3. Ozonizace triterpenoidii

3.1. Ozonizace lupanovych derivati

Pro ozonizace triterpenoidi odvozenych od lupanu (I) byl pouZit modifikovany

18,1928 spotivajici v priichodu ozonizovaného vzduchu chlazenym roztokem vychozi

postup,
latky ve smési chloroformu a methanolu a nasledném redukénim zpracovani reakéni smési

DMS za laboratorni teploty.

3.1.1. Betulin-diacetit (2)

Ozonizace betulin diacetatu (2) vedla dle TLC ke tfem produktim, pfi¢emZ dva mély
blizké Re. Po zpracovani DMS byl ziskan chromatograficky jednotny produkt —znimy?®
29-norketon-diacetat 6 ve vytéZzku 14 % (schéma 17).

Schéma 17:
a: O3 / CHCl;3, MeOH (-80 °C); b: DMS (r.t.)

3.1.2. 18-lupen 3

Ozonizace 18-lupenu 3 (schéma 18) méla dle literatury'®'®

poskytnout znamy epoxid
7, av§ak byla ziskdana smés produkti o dvou majoritnich sloZkach, separovanych pomoci
HPLC. Jako hlavni produkt byl ziskan znamy'®'® epoxid 7 a atkoliv se jedna o latku
znamou tficet let, byla jeho struktura wvibec poprvé jednoznaén€ prokdzédna pomoci
spektralnich dat. '"H NMR spektrum obsahovalo signaly charakteristické pro lupanové
derivaty a v '>C NMR spektru byly nalezeny signaly p¥i & 73.58 ppm a & 72.87 ppm
odpovidajici C-18 a C-19. IC spektrum obsahovalo pasy vibraci v(C-O) a v(C=0). V MS byl
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nalezen molekulovy ion a déale ionty odpovidajici ztratim methylového radikalu, 43
hmotnostnich jednotek, molekuly kyseliny octové a vzidjemnym kombinacim uvedenych
ztrat. o-konfigurace epoxidu 7 vyplyvad z RTG difrakce ziskaného monokrystalu. Druhé
separovana latka byl stabilni ozonid 8 jehoZ struktura byla navrZena na zidklad¢ analogie
spektralnich dat s literaturou.’? V jeho *C NMR spektru byly nalezeny, krom& signala
charakteristickych pro derivaty lupanu, dva signaly uhlikd C-18 a C-19 pfi & 111.13 ppm a
& 111.21 ppm typické pro uhliky, na n&Z jsou ¢ vazbou vazany dva kyslikové atomy. 'H
NMR spektrum obsahovalo pouze signaly charakteristické pro tento skelet. VMS byl
nalezen molekulovy ion a dale ionty odpovidajici ztratim methylového radikélu, 43
hmotnostnich jednotek, molekuly kyseliny octové a vzijemnym kombinacim uvedenych
ztrat. Pro ur€eni konfigurace produkti na C-18 a C-19 by bylo zapotfebi téZ 2D NMR

spekter, jejichZ mé&feni je viak nad ramec této prace a bude soudasti diplomové préce.

H OAc

Schéma 18: a: O; / CHCl;, MeOH (-80°C); b: DMS (r.t.)

3.1.3. VySe oxidované derivaty LXV, LXVII, LXVIII

Daéle byly ozonizaci podrobeny vy$e oxidované lupanové derivaty — nenasyceny
keton LXYV, diketon LXVII a anhydrid LXVIII (schéma 19). V3echny tyto sloudeniny se
ukazaly byt zcela nereaktivni vii¢i ozonu a to jak pti -80° C, tak i pfi laboratorni teploté a
také za pfitomnosti TFA. Tento zavér plyne z TLC a nasledného zpracovani reakce
v ptipadé ketonu LXYV, kdy byl dle 'H NMR spektra izolovan pouze vychozi keton LXV. U
latek LXVII a LXVIII byla nereaktivnost ovéfena pomoci TLC. Nereaktivnost t&chto

slou¢enin je v souladu s poznatky v literatue?’ .
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o) 0
l (0]
O o
CH,0Ac CH,0Ac CH,OAc
| {2 | Y\ | K
LXV LXVII LXVIII
NR NR NR

Schéma 19: a: O; / CHCl3;, MeOH (-80°C); b: DMS (r.t.)

3.1.4. Kyselina betulinova (1) a hydroxyketon LXIX

Kyselina betulinové (1) poskytla ozonizaci podle oekévani kyselinu platanovou (9)
(schéma 20), 'H NMR spektrum je shodné se spektrem autentického preparatu.®® Pred
zpracovanim DMS byly patrné dva produkty, které se po zpracovani sjednotily.

Pfi reakci 28-hydroxyketonu LXIX s ozonem (schéma 21) nedoslo k Zadné reakci ani
pfi -80° C, ani pfi laboratorni teploté po 45 min ozonizace a z reakéni smési byl izolovéan
zpét vychozi hydroxyketon LXIX.

Pfi ozonizaci hydroxyketonu LXIX, vsouladu s vysledkem ozonizaci ostatnich
nenasycenych ketoni LXV, LXVII a LXVIII, nedoslo ke 3t€peni dvojné vazby v poloze
18,19. NedoSlo v3ak ani koxidaci 28-hydroxyskupiny, stejn¢ jako v ptipadé 3B-
hydroxyskupiny kyseliny betulinové (1). Je tedy patrné, Ze hydroxyskupiny v poloze 3f a 28

jsou vii¢i ozonu inertni, coZ ma zna¢nou potencidlni moZnost vyuZiti v budoucich syntézach.

Schéma 20: Schéma 21:

a: O3 / CHCIl3, MeOH (-80°C.); b: DMS (r.t.) a: O3/ CHCl;, MeOH (r.t.); b: DMS (r.t.)
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3.1.5. Kyselina 3B-acetoxybetulinova (LXX)

Kyselina 3B-acetoxybetulinovd (LXX) reagovala s ozonem za vzniku dvou
majoritnich produktd, které se po redukénim zpracovani sjednotily v kyselinu
3B-acetoxyplatanovou (10) (schéma 22). 'H NMR spektrum je shodné se
spektrem autentického preparatu.®

AcO

LXX, R = CH,
10,R=0 Jab

Schéma 22:
a: O3 / CHCl3, MeOH (-80°C.); b: DMS (r.t.)

3.1.6. Dien4

Ozonizaci dienu 4 by bylo teoreticky moZné pouZit jako alternativni zpiisob syntézy
vysoce cytotoxicky aktivni B-ketokyseliny XVII (schéma 23), av§ak doslo pouze ke $té€peni
dvojné vazby v pozici 21, 22 za vzniku dvou majoritnich produkti (schéma 24). Struktura
téchto produkti byla navrZena na zdklad¢ spektrilnich dat. Jednd o stereoizomerni
methylethery 11 a 12.

AcO

Schéma 23: a: O; / CHCIl3, MeOH (-80°C); b: DMS (r.t.); c: RuO4 / EtOAc, H,O (r.t.)
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4 11,12
Schéma 24: a: O; / CHCl3;, MeOH (-80°C); b: DMS (r.t.)

VIC spektrech obou latek byly pkitomny pasy odpovidajici vibracim v(C-O) a
v(C=C) a nebyl nalezen pas odpovidajici vibraci v(O-H). V'H NMR spektrech byly
nalezeny kromé& signélti typickych pro derivaty lupanu téZz dva singlety methoxylovych
skupin pti 8 ~ 3.5 ppm resp. & ~ 3.51 ppm. >C NMR spektra obou latek obsahovala dva
signaly C-18 a C-19 pti 8 ~137 ppm indikujici pfitomnost dvojné vazby, signily dvou
methoxylovych skupin pti & ~ 55 ppm a signdly C-21 a C-22 pfi 6 ~ 98 ppm typické pro
uhliky, na néZ jsou o vazbou vazany dva kyslikové atomy. V MS obou latek nebyly nalezeny
molekulové ionty, byly v3ak nalezeny ionty odpovidaji ztrdtdm methoxylového radikalu,
molekuly methanolu, kyseliny octové, 43 hmotnostnich jednotek a ionty odpovidajici
kombinacim uvedenych ztrat. Pro uréeni konfigurace produkti na C-21 a C-22 by bylo
zapotfebi téZ 2D NMR spekter, jejichZ méfeni je vSak nad ramec této prace a bude soudasti

diplomové prace.

3.2. Ozonizace allobetulinovych derivati

Pro ozonizace derivati allobetulinu byl pouZit tentyz modifikovany postup,'®'*?® jako

v pfipadé ozonizaci lupanovych derivata.

3.2.1. Methylenketon LXXI
V ptipadé ozonizace methylenketonu LXXI byl ziskan znimy*® diosfenol 13
(453 mg; 87 %) (schéma 25), jeho? struktura byla potvrzena shodou 'H NMR spektra

s df{v&j$im preparatem’’.
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Schéma 25: a: O3 / CHCly, MeOH (-80°C.); b: DMS (r.t.)

3.2.2. Olefin 5

Ozonizaci derivatu 5 (schéma 26) s dvojnou vazbou v poloze 1,2 a néslednym
zpracovanim DMS vznikla smés produkti vyrazn€ polarnéj$ich nez vychozi olefin 5.
V uvahu ptipadalo $tépeni dvojné vazby za vzniku dikyseliny jako jednoho z produkti, proto
byla smés methylovdna diazomethanem. Naslednym délenim dvou majoritnich sloZek
pomoci HPLC byly ziskany dva stereoizomery 14 a 15, jejichZ struktura byla navrZena na
zékladé spektralnich dat. V IC spektrech obou methylethert nebyly ptitomny v(O-H). V 'H
NMR spektrech obou methyletheri 14 a 15 byly kromé signala typickych pro tento typ
skeletu nalezeny také dva singlety methoxylovych skupin pfi & ~ 3.45 ppm resp. & ~ 3.5 ppm.
13C NMR spektra obou stereoizomerii 14 a 15 obsahovala signaly C-2 a C-3 pfi & ~100 ppm,
charakteristické pro uhlik nesouci dva kysliky vézané ¢ vazbou a dale signily dvou
methoxylovych skupin pfi 8 ~ 55 ppm. V MS spektrech nebyl nalezen molekulovy iont, byly
viak pfitomny ionty odpovidajici ztritdm methoxylového radikélu, methylového radikalu,
molekuly methanolu, molekuly formaldehydu a vzijemnym kombinacim uvedenych ztrat.
Pro uréeni konfigurace produktii na C-2 a C-3 by bylo zapotiebi téZ 2D NMR spekter, jejichZ
méfeni je viak nad ramec této prace a bude soudasti diplomové préce.

14,15
Schéma 26: a: O; / CHCl3;, MeOH (-80°C.); b: DMS (r.t.)
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4. Cytotoxicka aktivita pFfipravenych sloucenin

Celkem bylo na in vitro cytotoxickou aktivitu metodou MTT-testu®’ na nadorové linii
CEM (T-lymfoblastick4 leukémie) testovano 5 pfipravenych sloucenin 4, 7 - 10. Vysledky
jsou shmuty v tabulce 1. Cytotoxickou aktivitu charakterizuje index ICsy, ktery pfedstavuje
minimélni koncentraci testované sloueniny (v pmol/l) usmrcujici pravé 50 % nédorovych
bun¢k. Za aktivni se povaZuje slouenina, jejiz ICso < 10 pmol/l. Derivat s hodnotou
ICsp = 250 pumol/1 se jiZ povaZuje za zcela neti¢inny.

Tabulka3: In vitro cytotoxické aktivity sloufenin pfipravenych vramci této prace na

bunééné linii CEM
slou¢enina | ICso (pmol/l) CEM
4 250.00
7 250.00
8 130.42
9 71.27
10 114.52
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EXPERIMENTALNI CAST



Obecné poznamky k experimentalni ¢asti

Teploty tani byly stanoveny na bodotavku Biichi B-545 a jsou korigovény.

Specifické optické otafivosti byly méfeny v chloroformu na polarimetru
AUTOMATIC POLARIMETER, Autopol III (Rudolph research, Flanders, New Jersey) a
jsou uvadény v jednotkach [10” Deg cm? g'], koncentrace, ¢ [g/100 ml] jsou udévany u
kazdé hodnoty specifické optické ota¢ivosti.

IR spektra byla méfena v chloroformu na spektrometru Nicolet Avatar 370 FTIR.
Vinotty jsou uvedeny v cm™.

NMR spektra byla m&fena na ptistroji Varian "™ YINOVA — 400 ("H p#i 399.95 MHz,
13C pti 100.58 MHz) v roztoku v CDCls, v pFipad® latek obtiZn& rozpustnych s ptidavkem
CD;0D, co? je uvedeno u vypisu spektra. Pro 'H MNR spektra byl jako vnitini standard
pouZit tetramethylsilan. Chemické posuny '’C NMR spekter byly referencovény vii
8(CDCl3) = 77.00 ppm. Multiplicita signali v *C NMR spektrech byla uréena z DEPT
spekter. Hodnoty chemickych posunt (8 stupnice) a interak&nich konstant (Hz) v 'H NMR
byly ureny pomoci analyzy prvniho fadu. Chemické posuny byly zaokrouhleny na dvé
desetinna mista, interak&ni konstanty na jedno misto.

MS EI byla méfena na pfistroji Shimadzu QP 2010, teplota iontového zdroje byla
150 °C, zavedeni vzorku bylo provedeno pfimym vstupem, energie ionizujicich elektront
byla 75 eV.

Priibéh reakci a &istota vzorkd byla sledovana pomoci TLC na féliich Kieselgel 60
F3s54 (Merck). Detekce TLC f6lii byla provadéna nejprve UV zafenim (model UVS — 54; 254
nm) a poté postfikem 10 % kyselinou sirovou a zahfatim na 110 — 200 °C. Eluéni soustavy
pro vyvijeni TLC f6lii jsou vZdy uvedeny u experimentu.

Pro sloupcovou chromatografii byl pouZivin Kieselgel 60 (63 — 200 pm; Merck
7734). Mobilni faze pro sloupcovou chromatografii jsou taktéZ uvedeny vZdy u experimentu.

PouzZivany HPLC systém mél nasledujici uspofadani: vysokotlaké &erpadlo Gilson
(model 321-322), nastfikovy ventil RHEODYNE, preparativni HPLC kolona (Labio 50x250
mm, sorbent Biospher Si120, 7um), RI-detektor (Lab. pfistroje Praha), propojeny pfes RS-
232 s PC s programem Chromulan 1.20 a automaticky sbéra¢ frakci Gilson (model 206).
Mobilni faze pro HPLC jsou oznadeny &isly, které udéavaji objemové procento ethyl-acetatu
v n-hexanu.

K odpafovani byla pouZita RVO (Btichi Rotovapor R-200).
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Ozon byl generovan z nesu$eného vzduchu ozonizitorem Azcozon VMUS-4 OZONE
GENERATOR (AZCO INDUSTRIES LIMITED, G - Servis Praha s. r.0.) . MnoZstvi ozonu
&inilo 4 g/h pfi pritoku vzduchu 5 I/min (0.1 % ozonu v ozonizovaném vzduchu). Priitok
vzduchu byl zaji$t'ovan akvarijnim vzduchovacim motorkem TZ 604-00.

Chlazeni roztoku b&hem ozonizace bylo zajistovano cryocoolerem Huber TC 100 E
(Merci, s.r.0.).

Veskera rozpoustédla pouZivand pro reakce, krystalizace a chromatografie byla
pfedem destilovana. Suchy THF byl ziskdvan destilaci v destilaéni smy&ce s draslikem a
benzofenonem. DMS, Tf,0 a komplex BH3;-DMS v THF byly zakoupen od firmy Sigma-
Aldrich, s.r.o. Vychozi latky I, LXV, LXVI, LXVII, LXVIII, LXIX, LXX, LXXI, které

nebyly ptipraveny v ramci této prace, jsou majetkem laboratofe RNDr. Jana Sarka Ph.D.

Obecny postup ozonizace

Veskeré ozonizace triterpenoidi byly provadény v digestofi (rovné€Z zpracovani
reak¢nich smési) v roztoku chloroformu (50 ml) a MeOH (10 ml) na 0.1 mmol vychozi latky.
Roztok byl vychlazen v ethanolické 1azni cryocoolerem na -80 °C a poté byl z ozonizatoru do
roztoku zavadén ozonizovany vzduch pti pritoku 5 I/min (0.1 % ozonu v ozonizovaném
vzduchu). Doba reakce &inila obvykle 10 — 30 min. P¥ebytedny ozon byl odveden proudem
¢istého vzduchu po dobu alespoii 5 min. Zpracovani reakéni smési bylo provadéno
ptidavkem 2 ml DMS do reakéni smési a ta byla za michani ponechana vytemperovat na r.t.,
(kontrola pomoci TLC). Reakéni smés byla vytfepana vodou (3 x 25 ml) do neutrdlni reakce
a rozpoustédla byla odpafena na RVO.

1. Izolace kyseliny betulinové (1)
Kyselina betulinova (1) byla izolovéna'® extrakei vysuSené platanové kiry (1.50 kg)
methanolem a po odpafeni rozpoustédel byla ziskana surova kyselina 1 (15.07 g; 1 %), ktera

byla pro dali reakce ¢idténa krystalizaci z methanolu. T.t 306 °C (MeOH), [a]p +8 (¢ 0,27)
Lit.'® udava t.t. 305 — 306 °C (MeOH), [a]p +8 (c 0,37; CHCl;)

2. Piprava betulin-diacetitu (2)
Podle literarniho postupu' byl surovy betulin (I) (50.00 g; 0.11 mol) acetylovéan
acetanhydridem v pyridinu pti 100 °C po dobu 3 hod a smé&s byla poté ponechéna zchladnout

31



na r.t.. Produkt vykrystalizoval z reakéni smési a dale byl &istén filtraci pfe sloupec oxidu
hlinitého a rekrystalizaci z butanonu. Byl ziskdn chromatograficky jednotny betulin-diacetat
(2) (10.60 g; 25 %) o t.t. 224 °C (CHCl3/MeOH), [a]p +21 (c 0.26).

Lit."* uvadi t.t. 222 — 224 °C (CHCls/MeOH), [a]p +21 (c 0.45; CHCL;);

3. Pfiprava lup-18-enu 3

Betulin-diacetat (2) (5.07 g; 9.51 mmol) byl izomerizovan podle literarniho
postupu'® bromovodikem ve smési benzenu, acetanhydridu a kyseliny octové, ptitemz byl
ziskan lup-18-en 3 (3.54 g; 70 %) jako bezbarvé krystalky o t.t. 215 °C, [a]p +14 (c 0.24).
'H NMR je shodné s autentickym preparatem'*.

Lit.! uvadi t.t. 215 - 217 °C, [a]p +15°(c 0,25; CHCI;)

4. Piiprava dienu 4

Dien 4 byl ptipraven podle literarniho postupu.*

K roztoku ketoslou¢eniny LXIX (10.00 g; 18.50 mmol) v suchém THF (100 ml),
vychlazeného v ledové 14zni, byl pfidan komplex BH3;-Me,S (30 ml; 60.00 mmol; 2M).
Reakce byla michana 15 min; kontrola dle TLC (EtOAc:toluen, 1:1). Reakce byla ukonéena
pfidanim EtOH a H,O a po odeznéni reakce byla do smési pfidana zfedénd HCI1 (50 ml; 1:4)
a reak¢ni smé&s byla extrahovana EtOAc. Spojené organické fiaze byly vytfepany nasycenym
roztokem NaHCOj; a vodou do neutrélni reakce a rozpoustédla byla odpafena na RVO. Takto
pfipraveny dien A2 byl acetylovan Ac,O (30 ml) v pyridinu (30 ml) pfes noc. Po zied&ni
vodou (100 ml) a pfidavku HCl1 (50 ml; 1:4) byl produkt extrahovan do EtOAc a spojené
organické faze byly vytfepany HCI (1:4), H,O a nasycenym roztokem NaHCO; do neutralni
reakce. Chromatografii na silikagelu (eluce toluenem) a krystalizaci z butanonu byl ziskén
chromatograficky jednotny dien 4 (7.90 g; 81 %) o t.t. 257 °C, [a]p + S (c 0.21), ktery byl
dle "H NMR spektra identicky s dfiv&j$im vzorkem™.

Lit.*® uvadi t.t. 253 — 258 °C, [a]p +5 (c 0.36).

5. Priprava olefinu 5

Olefin 5 byl pfipraven modifikovanym literarnim postupem”. Do roztoku
allobetulinu (LXVI) (1.00 g; 2.25 mmol) v dichlormethanu (20 ml) byl za r.t. pomalu
ptidavan Tf,0 (0.5 ml; 2.98 mmol) a smé&s byla ponechdna 30 min reagovat. Reakéni smés
byla zfed€na vodou (50 ml) a 5x vytfepana vodou. Organické faze byla odpafena na RVO a
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po krystalizaci z CHCl; a MeOH byl ziskan olefin 5 (877 mg; 91 %)o t.t. 242 °C, [a]p +81
(c 0.28). "H NMR spektrum se shoduje se spektrem autentického preparatu®.
Lit.2° uvadi t.t. 240-243, [a]p +81 (c 0.22).

6. Ozonizace betulin-diacetatu (2)

Podle obecného postupu ozonizace byl z betulin-diacetatu (2) (510 mg; 0.97 mmol)
ziskan norketon 6 (70 mg; 14 %) o tt. 189 °C (MeOH), [a]p -11,3 (c 0.21), 'H NMR
spektrum je shodné se spektrem autentického preparatu.”®

Lit.” uvadi t.t. 188 -189 °C, [a]p -11 (c 1; CHCL,).

7. Ozonizace 18-lupenu 3

Lupen 3 (2.00 g; 3.80 mmol) byl ozonizovin podle obecného postupu za vzniku
komplikované smési produktli, ktera byla chromatografovdna na silikagelu (mobilni faze
toluen). Byly ziskdny dvé frakce s rtiznou majoritni sloZzku. Z prvni frakce (925 mg) byl
separaci HPLC (mobilni fize 10) a krystalizaci ze smési MeOH/aceton izolovan epoxid 7
(712 mg; 35 %) ve form& bilych monokrystalii o t.t. 208 °C, [a]p +37 (c 0.25). Lit."”” uvadi
t.t. 210 °C, [a]p + 36.6.

IC spektrum: 1255 (C-0), 1724 (C=0). 'H NMR spektrum: 0.84 s, 0.86 d (J=6,8),
0.96 s,0.98 s, 1.03 d (J=6.8), 1.06 5, 1.12 s, 7x 3H (7x CH3); 2.05 s, 2.08 s, 2x 3H (2x OAc);
231 m, 1H (ZJ=6.9, H-13B); 3.81 d, 1H (J=11.2, H-28a); 4.19 d, 1H (J=11.0, H-28b),
447 m, 1H (ZJ=16.1, H-30). >C NMR spektrum je uvedeno v tabulce 4. MS, m/z (%):
[Pro C3sHs4Os, M* 542], 542 (M, 15), 527 (1), 499 (3), 483 (7), 469 (27), 439 (2), 407 (3),
379 (1), 323 (1), 279 (20), 249 (3), 229 (3), 219 (18), 210 (8), 203 (9), 189 (13).

Z druhé frakce (397 mg) byl separaci HPLC (mobilni faze 17) a naslednou lyofilizaci
ziskén ozonid 8 (346 mg; 16 %) o t.t 161 °C, [a]p +15 (c 0.21). IC spektrum: 1255 (C-O),
1725 (C=0). '"H NMR spektrum: 0.84 s, 3H; 0.85 s, 3H; 1.01 m, 12H; 1.13 s, 3H; (7x CHa);
2.05s,2.07 s, 2x 3H (2x OAc); 3.98 d, 1H (J=10.5, H-28a); 4.41 d, 1H (J=10.7, H-28b); 4.48
m, 1H (£J=16.4, H-3a). BC NMR spektrum je uvedeno v tabulce 4. MS, m/z (%): [Pro
CisHs4s07, M' 574], 574 (M", 4), 514 (3), 499 (2), 471 (3), 455 (2), 443 (3), 414 (1), 395 (2),
284 (1), 267 (1), 239 (2), 225 (2), 211 (3), 197 (4), 189 (16).
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8. Ozonizace 21-oxo-lupenu LXV

Ozonizace 21-oxo-lupenu LXV (1.10 g; 2.04 mmol) byla provadéna podle obecného
postupu, dle kontroly TLC (hexan:EtOAc, 1:1) reakéni smé&s obsahovala pouze vychozi
keton LXYV. Reakce byla provadéna analogicky také pfi teplotach -30 °C, -10 °C, 0 °C a pfi
r.t.. Dle TLC reakéni smé&s obsahovala vidy pouze keton LXV. Po zpracovani DMS a
krystalizaci z methanolu bylo '"H NMR spektrum izolované slou€eniny shodné se spektrem
vychoziho ketonu LXV.

9. Ozonizace 21,22-dioxo-lupenu (LXVII)

Podle obecného postupu byl ozonizovan dion LXVII (2.00 g; 3.61 mmol), dle
kontroly TLC (toluen:ether, 6:1) obsahovala reakéni smés pouze vychozi dion LXVII.
Reakce byla opakovéna pfi -30 °C, 0 °C a pfi r.t., v reakéni smési byl vak vZdy pfitomen
pouze vychozi dion LXVII.

10. Ozonizace anhydridu LXVIII
Podle obecného postupu byl ozonizovan anhydrid LXVIII (1.00 g; 1.75 mmol), dle
kontroly TLC (toluen:ether, 10:1) obsahovala reakéni smés pouze vychozi anhydrid LXVIII.

11.  Ozonizace kyseliny betulinové (1)

Kyselina 1 (354 mg; 0.77 mmol) byla ozonizovdna podle obecného postupu. Po
odpafeni rozpoustédel a krystalizaci ze smési MeOH/aceton byla ziskana kyselina platanova
(9) (298 mg; 84 %) ve form& bilych krystalkii o t.t. 282 °C, [a]p -31 (c 0.23). '"H NMR
spektrum je shodné se spektrem autentického preparéatu.*’

Lit.**3 uvadi t.t. 280-282 °C, [a]p -31

12.  Ozonizace kyseliny 3f-acetoxybetulinové (LXX)

Ozonizaci kyseliny LXX (5.00 g; 10.04 mmol) podle obecného postupu a krystalizaci
surového produktu ze smé&si MeOH/aceton byla ziskana kyselina 3B-acetoxyplatanova (10)
(3.75 g; 75 %) ve form& drobnych krystalki o t.t. 253 °C, [alp -9 (c 0.26). 'H NMR
spektrum je shodné se spektrem autentického preparatu.*’

Lit.*® uvadi t.t. 252 - 255 °C, [a]p -10
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13.  Ozonizace hydroxyketonu LXIX

Podle obecného postupu byl ozonizovan nenasyceny hydroxyketon LXIX (1.05 g,
2.10 mmol). Dle kontroly TLC (toluen: EtOAc, 2:1) obsahovala reakéni smé&s pouze vychozi
keton LXIX a to i v pfipadé opakovani ozonizace pti -30 °C a pfi r.t. po dobu 45 min.

14.  Ozonizace dienu 4

Dien 4 (500 mg; 0.95 mmol) byl ozonizovan podle obecného postupu za vzniku dvou
majoritnich produkti, které byly déleny HPLC (mobilni faze 19) a po nasledné krystalizaci
z MeOH byly ziskdny methylethery 11 (22 mg; 4 %) a 12 (186 mg; 32 %). Methylether 11
mél t.t. 218 °C, [a]p +130 (c 0.23). IC spektrum: 1255 (C-O), 1608 (C=C), 1725 (C=0). 'H
NMR spektrum: 0.84 s, 0.84 s, 0.88 s, 0.95 s, 0.99 d (J=6.8), 1.03 d (J=6.4), 1.09 s, 7x 3H
(7x CH3); 2.02 s, 2.05 s, 2x 3H (2x OAc); 2.71 m, 1H (ZJ= 15.4, H-13); 3.25 sept., 1H
(2J=15.2,H-20); 3.46s, 3.51 s, 2x 3H (2x OCH3); 4.08 d, 1H (J=11.2, H-28a); 4.40d, 1H
(J=11.2, H-28b); 448 m, 1H (XJ=20.5, H-3a); 4.65 s, 1H (H-21); 5.07 s, 1H (H-22).
BC NMR spektrum je uvedeno v tabulce 4. MS, m/z (%): [Pro C3sHssO7, M 602], 571 (8),
559 (58), 539 (2), 510 (10), 497 (1), 482 (22), 467 (2), 450 (11), 439 (10), 407 (2), 321 (3),
307 (7), 279 (2), 265 (4), 249 (5), 235 (5), 219 (13), 203 (13), 189 (25).

Methylether 12 mél t.t. 159 °C, [a]p + 81 (c 0.23). IC spektrum: 1255 (C-O), 1608
(C=C), 1725 (C=0). 'H NMR spektrum: 0.74 5, 0.90 s, 0.90 5, 1.03 5, 1.07 5, 1.15 d (J=7.2),
1.30 d (J=6.8), 7x 3H (7x CHj3); 1.67 s, 1.76 s, 2x 3H (2x OAc); 2.71 dd, 1H (J=3.05,
J'=12.82, H-13B); 3.32 s, 3.35 s, 2x 3H (2x OCH3); 3.36 m, 1H (ZJ=21.1, H-20); 4.48 d,
1H (J=11.0, H-28a); 4.71 d, 1H (J=4.6, H-28b); 4.76 m, 1H ((£J=22.9, H-3a); 4.92 s, 1H (H-
21); 522 s, 1H (H-22). ®CNMR spektrum jeuvedeno v tabulce 4. MS, m/z (%):
[Pro C3sHs307, M 6021, 571 (27 ), 559 (97), 539 (2), 527 (2), 510 (3), 479 (7), 482 (25), 467
(2), 450 (11), 439 (7), 425 (1), 407 (2), 307 (20), 280 (3), 265 (12), 251 (6), 235 (7), 219
(10), 203 (14), 189 (24).

15.  Ozonizace methylenketonu LXXI
Podle obecného postupu byl ozonizovin methylenketon LXXIT (518 mg, 1.15 mmol) za
vzniku smé&si produktii, kde majoritu tvofil diosfenol 13. Déleni surového odparku HPLC (mobilni
faze 15) a nasledn4 krystalizace ze smési MeOH / aceton poskytla diosfenol 13 (353 mg; 68 %) o
t.t. 234 °C, [o]p + 83 (c 0.29) , ktery byl dle 'H NMR spektra identicky s dfiv&jsim preparatem™.
Lit.? uvadi t.t. 235 °C (ether), [a]p + 83 (c 0.27)
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16.  Ozonizace olefinu 5

Ozonizace olefinu § (509 mg; 1.20 mmol) podle obecného postupu vedla ke
komplikované smési produktli, vyrazné polarngj§ich neZ vychozi olefin 5, pfi¢emz
obsahovala dv& majoritni slozky o blizkém Rg. Po odpafeni rozpoustédel na RVO a
methylaci surového odparku diazomethanem v pyridinu byly délenim reakéni smési HPLC
(mobilni faze 19) a naslednou krystalizaci ze smési methanolu a acetonu izolovany dvé
sloueniny — stereoizomerni methylethery 14 (123 mg; 20 %) a 15 (96 mg; 15 %).
Methylether 14 mél t.t. 260 °C, [a]p + 122 (c 0.27). IC spektrum: 1024 (C-0), 1111 (C-O).
'H NMR spektrum: 0.78 s, 0.88 s, 0.91 5,0.93 5, 0.98 s, 1.04 5, 1.06 s, 7x 3H (7x CHs); 2.18
m, 1H (£J=20.5, H-1b); 3.43 s, 3.51 s, 2x 3H (2x OCH3); 3.45 s, 1H (H-190); 3.52 d, 1H
(J=9.2, H-28b); 3.76 d, 1H (J=9.2, H-28a); 4.45 s, 1H (H-3); 4.58 dd, 1H (J=10.4, J'=5.2, H-
2). »C NMR spektrum je uvedeno v tabulce 4. MS, m/z (%): [Pro C3HssO4s, M* 502], 471
(3), 442 (55), 427 (4), 410 (47), 395 (16), 379 (7), 371 (13), 343 (7), 301 (5), 273 (17), 257
(6), 245 (32), 232 (6), 215 (14), 207 (55), 191 (29), 175 (75).

Methylether 15 mél t.t. 201.3 °C, [a]p + 68.5 (¢ 0.23). IC spektrum: 1030 (C-O),
1106 (C-0). 'H NMR spektrum: 0.80 s, 0.88 s, 0.93 s, 0.93 s, 0.95 s, 1.00 s, 1.02 5, 7x 3H
(7x CH3); 1.73 dd, 1H (J=14.4, J’=10.4, H-1a); 2.14 dd, 1H (J=14.4, J'=3.7, H-1B); 3.44 d,
IH (J=7.9, H-28b); 3.49 s, 3.49 s, 2x 3H (2x OCH;); 3.53 s, 1H (H-19a); 3.77 d, 1H
(J=7.6, H-28a); 4.27 s, 1H (H-3); 4.59 dd, 1H (J=10.4, J’=3.7, H-2). ?C NMR spektrum
je uvedeno v tabulce 4. MS, m/z (%): [Pro C3;HssO4, M* 502], 471 (3), 456 (1), 442 (42),
427 (3), 410 (43), 395 (15), 379 (6), 371 (12), 341 (5), 323 (4), 301 (4), 273 (12), 257 (5),
245 (23), 232 (5), 215 (12), 207 (55), 190 (24), 175 (79).
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TABULKY ®NMR SPEKTER

Ptifazeni signali '>*C NMR spekter bylo provedeno na zikladé DEPT spekter a podle

analogii. Signdly oznadené stejnymi pismeny mohou byt zaménény.

Tabulka 4:
Slouéenina
Atom C 7 8 1 12 14 15

1 38.27 38.29 38.61 39.38 44.61 46.77

2 22.85 23.61 23.65 24.80 99.89 102.00

3 80.79 80.77 80.80 81.16 103.09 111.04

4 37.71 37.75 37.81 38.69 43.89 43.43

5 55.15 55.30 55.68 56.59 59.40 53.81

6 18.13 18.13 18.05 18.99 19.86 20.15

7 33.56 32.99 34.42 35.19 34.06 33.62

8 40.95 40.14 42.15 43.07 41.22° 40.927

9 49.53 49.86 52.17 53.08 47.81 48.37

10 36.94 36.97 37.09 37.88 40.92 40.04

11 20.32 19.21 22.71 23.52 22.53 22.66

12 23.36 20.10 28.67 29.85 26.26° 26.24°

13 34.43 36.07 42.80 44.16 34.31 34.39

14 44.36 41.61 44.09 45.71 41.11° 40.86°

15 26.68 25.98 26.66 28.96 26.65 26.63

16 26.87 26.13 28.96 30.23 36.64 36.62

17 45.16 43.42 44 .83 45.74 41.43 41.42

18 73.59 111.21 138.12 | 138.94 46.52 46.53

19 72.87 111.13 | 135.64 | 137.82 87.70 87.76

20 28.91 33.53 27.13 29.11 36.21 36.22

21 28.04 27.81 97.70 97.33 32.65 32.67

22 23.59 25.66 98.65 102.82 26.23° 26.24°

23 27.87 27.90 27.86 28.73 27.97 27.64

24 16.05 15.92 19.48 20.16 14.55 15.49

25 16.48 16.45 16.95 17.73 16.83 21.51

26 16.16 16.07 16.86 17.49 14.64 16.47

27 14.78 156.32 16.48 17.37 13.10 13.16

28 65.30 67.02 64.45 69.19 71.25 71.25

29 19.24 17.07 21.91 21.57 24.53 24.55

30 19.17 16.90 23.48 24.90 28.76 28.77
28-OCOCH; | 171.25 | 171.14 | 171.04® | 170.96 - -
28-OCOCH;3 | 21.04 20.62 21.28 21.16 - -
3B-OCOCH; | 170.97 | 171.02 | 171 .04% | 170.71 - -
3B-OCOCH; | 21.31 21.32 21.34 21.21 - -

OCHg; - - 57.22° 56.48° 56.45° 56.45°

OCH3 - - 54.67° 55.17° 55.97° 55.97°
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ZAVER

1. Byla provedena literarni reSer$e ozonizaci triterpenoidi.

2. Byly syntetizovéany, nebo izolovany z pfirodniho materidlu tyto vychozi olefiny: kyselina
betulinova (1), betulin-diacetat (2), lup-18-en 3, dien 4 a olefin 5.

3. Byly provedeny ozonizace téchto olefinl: kyselina betulinovad (1), betulin-diacetat 2,
18-lupen 3, vySe oxidované derivaty LXV, LXVII, LXVIII, LXIX, kyselina
3B-acetoxybetulinova LXX, dien 4, methylenketon LXXI a olefin 5.

4. Bylo pfipraveno celkem 5 novych latek: ozonid 8, dimethoxyderivaty 11, 12, 14 a 15.
Struktura zndmého epoxidu 7 byla poprvé jednoznalné prokédzana na zakladé
rentgenostrukturni analyzy pfipraveného monokrystalu epoxidu 7.

5. Sloudeniny 4, 7, 8, 9, 10 byly otestovany na in vitro cytotoxickou aktivitu vii¢i bun&&né
linii CEM metodou MTT testu na pracovisti LEM, FN Olomouc.
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PRILOHY

Priloha 1:
Krystalograficka data pro epoxid 7. Dal$i parametry upfesiiovani jsou na pfiloZeném CD.

Experimental

Crystal data

Ca HpqO5

M, = 542.77
Orthorbombic
P2,2,2,

e = 7.7402 (11) A
b = 10.6300 (13) A
c = 36.623 (6) A
V = 3013.3 (8) A2
Z=4

D; =1.196 Mg m™3

D,;, not measured

Data collection
KM4 CCD diffractometer

¢ and w scans to fill the Ewald sphere
Absorption correction: none

40087 measured reflections

6294 independent reflections

Refinement

Refinement on /2

R[F? > 25(F%)] = 0.0354
wR(F?) = 0.0831

S =1.010

6294 reflections

361 parameters

H-atom parameters constrained
w=1/[0?(F#) + (0.0550P)2 + 0.0000P]

where P = (F3i + 2F3)/3

Mo Ka radiation

A = 0.71069 A

Cell parameters from 24428 reflections

0 = 2.7-26.5°

4 = 0.078 mm~!

T =150 (2) K

Prism

Colourless

0.405 x 0.29 x 0.18 mm

Crystal source: synthesized by the authors

5292 reflections with
I>20(1)

Riny = 0.0309

Omex = 26.59°

h=-9-9

k=-13—-13

l=—46 — 46

(A/0)max = 0.001

Apmax = 0.159 e A-3

Apmin = —0.179 e A3

Extinction correction: none

Scattering factors from International Tables
for Crystallography (Vol. C)

Absolute structure: Flack H D (1983), Acta
Cryst. A39, 876-881

Flack parameter = —0.3 (7)
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