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Seznam pbuiit;’zch zkratek

A549
Ac
Ac.O
AcOH
BT549
CEM
DMAP
DMF
DU145
Et,O
EtOACc
EtOH
HCT15
HT29
Hela
-Pr
K526
K562-tax

lidsky plicni karcinom

acetyl

acetanhydrid

octova kyselina

karcinom prsu
T-lymfoblasticka leukemie
4-(dimethylamino)-pyridin
N,N-dimethylformamid
karcinom prostaty
diethylether

ethyl-acetat

ethanol

karcinom tlustého stieva
lidska rakovina tlustého stfeva
karcinom mocového méchyie
isopropyl

promyelocyticka leukemie

taxol rezistentni podkmen K562

Poznamka k ¢éislovani:

V této praci budou pouZity dva druhy Cdislovani sloucenin.

Koll.
MeCN

Me
MEL-2
OVCAR-3
P-388
PC-3

Py

r.t.
refl.
RVO
Saos2
SARS
THF
TLC
XF498

kollidin

acetonitril

methyl

lidsky melanom

ovarialni karcinom
lymfocyticka leukémie
lidsky karcinom prostaty
pyridin

laboratorni teplota

reflux

rotacni vakuova odparka
thabdomyosatkom
Structure activity relationship
tetrahydrofuran
tenkovrstva chromatografie
karcinom centralniho

nervového systému

Latky v této praci

nepiipravované budou znaleny fimskymi dislicemi. Sloudeniny nové pfipravené nebo jiz

v literatufe popsané, kteté byly vtimci této price piipravené, budou znaceny Cislicemi

arabskymi. Uhlikové atomy piipravenych deriviti budou Cislovany takto: Postranni fetézec

navazany na uhlik C-28 bude pocinat C-31, postranni fetézec navazany na C-3 bude oznacen

disly s ¢arkou a bude pocinat C-1°.



Uvod

Pfirodni litky se pro mozZnost pouziti ve farmacii zkoumaji uz relativné dlouhé obdobi.
Mezi tyto latky patfi i triterpenoidy, sloudeniny, jejichz ziklad tvoifi molekuly isoprenu
(2-methylbuta-1,3-dien). Avsak jejich vyuZiti je zatim stile mizivé. Vyskytuji se ve vyssich
rostlinach, pfipadné v houbich a plisnich. Pro své dalsi uplatnéni jsou velmi zajimavé diky své
rizné biologické aktivité. Pocet izolovanych triterpenoidnich sloucenin se dnes pohybuje
okolo 30 000." Biologicky aktivni jsou pfedevsim derivity lupanu, oleananu a ursanu, je? se

fadi mezi pfirodni pentacyklické triterpenoidy.

Betulin, lup-20(29)-en-3p,28-diol, vyskytujici se v kife bfizy a kyselina betulinova,
3B-hydroxylup-20(29)-en-28-ovi kyselina, kterou lze izolovat z kiry platanu,” se staly centrem
zajmu zejména diky své dostupnosti, snadné izolovatelnosti a predevsim diky tomu, Ze jsou
‘¥ychozimi latkami pro pfipravu derivatd, které maji Sirokospektralni protinidorovou aktivitu,
tzv. betulinind. Betulininy disponuji ## #i#re vjznamnou aktivitou viici nadorovym liniim, jako
jsou lidsky melanom Mel-2, karcinom centrilniho netvového systému XF498, lidsky karcinom
tlustého stieva HCT-15 a daldi’ Jeliko? se vyskyt nidorovych onemocnéni rychle zvysuje, je

tfeba se o tyto potencialni 1éciva zajimat.

Modifikace betulinind (triterpenoidd odvozenych od lupanového, 18a-oleanového
a des-E-lupanového skeletu) vyznacujicich se antimikrobidlnimi, vitostatickymi, cytostatickymi
a dal$imi biologickymi Wcinky, se stivid cilem vyzkumu naSeho pracoviste. Pfipravené latky
jsou testovany proti niadorovym liniim nejprve iz wvitro a poté in wivo v Laboratofi
experimentalni mediciny, Détské kliniky LF UP v Olomouci. Proti HIV jsou providény testy

ve firmé Virochem Pharma Inc. ve mésté Laval, Quebec v Kanadé.

Cile bakalafské prace:

1) Provést literarni reSersi pfipravy a cytotoxické aktivity derivath kyseliny betulinové.
2) Piiprava esterti 3f-hydroxy-21-oxolup-18-en-28-ové kyseliny.

3) Priprava hemiesteri 3-hydroxy-21-oxolup-18-en-28-ové kyseliny.



Teoreticka ¢ast



1. Soucasny stav problematiky

Bfezovi kiira se v lidovém lécitelstvi vyuzivala velmi dlouho. Je napfiklad znimo, Ze
vyluh ziskany za studena z biezové kiiry naloZené v oleji se pouZival pfi revmatickych potizich
a odvar na chronické podrazdéni kize®. Etericky olej (tékava tekutina obsaZena v bufikich
rostlin, extrahovani maceraci) ma antiseptické idinky, ulevuje pfi ekzémech a lupénce.* V roce
1788 byl poprvé z biezové kiry izolovin betulin (I), patfici do skupiny lupanovych
triterpenoidi. Avsak jeho struktura ziistala zahalena do tajemna jesté nekolik desitek let poté.
Sumarni vzorec byl nejprve navrzen Dischendotferem a Grillmayerem v roce 1926 2 o 6 let
pozdéji byl potvrzen Ruzickou, Brunngerem a Gustusem. Struktura byla objasfiovana

v pribéhu dalsSich nckolika let riznymi reakcemi a nakonec byla definitivhé potvrzena

/[,
%,

7,

Jonesem a kol.”

23 24
Lupanovy skelet I, R=CH,OH
II, R=COOH

1.1. Cytotoxicka aktivita lupanovych detivati

Cytotoxicka aktivita je vyjadfovina pomoci indexu IC;, ktery udivd minimailni
koncentraci litky potfebnou k usmtceni 50 % nidorovych bunék. Hovofime-li o litkich
vyznamné cytotoxicky aktivnich, jedna se vétSinou o slouéeniny s hodnotou IC,; < 10 pmol/l
Cytotoxicita triterpenoidi byla popsana jiz v roce 1976 u extraktu z Vauguelinia corymbosa vaci
lymfocytirni leukemické linii P-388 v prici® Jednou z G¢innych litek byla privé kyselina
betulinova (IT).” Jeji cytotoxicky tiinek na bunééné linie lidského melanomu byl viak popsin
az v roce 1995°. V roce 2002 byl prokizan efekt betulinové kyseliny (II) proti sirsimu spektru
nadorovych linif. K jiz znimé cytotoxické aktivité proti linii neuroblastomu byla dokazana také
aktivita vaéi liniim ovaridlniho karcinomu A2780, OVCAR-5, GROV-1, nemalobunééného
plicntho karcinomu H460, karcinomu déloznitho kréku A431, melanomu Me665/2/21,



Me665/2/60, linii malobunééného karcinomu POGB, POGB/DX. Hodnota IC,, se pohybuje
jak pro linie s mutovanym genem p53, tak i s nemutovanou formou mezi 3.3 ~ 9.9 umol/1’
Kromé cytotoxicity projevuje kyselina betulinova (II) také antivirovy, antibakteridlni
a protizanétlivy ucinek.’

Dalsi vyzkum betulinové kyseliny (IT) se zaméfil na modifikaci jejtho skeletu pro zvyseni

a rozéifent jeji biologické aktivity proti nidorovym butikim rizného histogenetického ptvodu.

Pii derivatizaci kyseliny II skupinami zvysujici lipofilitu slouceniny se cytotoxicka
aktivita v porovnani s vychozi kyselinou II sni?i,'° aviak p#i funkcionalizaci zvy3ujici polaritu
sloudeniny dojde ke zvyseni cytotoxické aktivity’ Po derivatizaci hydroxyskupiny
ftalanhydridem doslo k rozsifeni spektra vidinku proti nidoriim, jako jsou mezenchymalni,

epitelidlni nebo neuroektodermalni nadory.

Nejmarkantnéjsi zvyseni cytotoxické aktivity bylo zaznamenano v piipadé derivatu III,
ktery mél ICy, 2-5krit niZ${ ne? ptvodni kyselina IT proti nékolika nidorovjm liniim.?
Hodnoty pro kyselinu betulinovou (IT) a pro derivit III jsou uvedeny v tabulce 1.

COOMe
III
IC;, (umol/1)
CEM K562 K562-Tax HT29 PC-3 SK MEL-2
II 27.5 54.8 108.2 84.5 94.1 23.2
II1 5.7 8.8 47.8 7.5 18.9 13.4

Tabulka 1: Sumitni cytotoxické aktivity latek IT a ITI.

Dalsi SARS studie prokézaly zivislost aktivity jak na skupinich v poloze 3 nebo 28, tak
na nasyceni dvojné vazby." U alkyl-esterti v poloze 28 bylo pozorovano sniZeni aktivity, aviak

hydrogenace dvojné vazby 20(29), & oxidace 3B-hydroxyskupiny zptsobila naopak jeji




zvyseni.'' Velmi dobrou aktivitu prokazaly proti péti nidorovym liniim (A 549, DU 145,
MCEF-7, K 562, K 562-Tax) detivity ze skupiny diosfenold, predevsim latky IV — VL."

Iv R'=H R*=H

Vv R'=Me R*=H
Vi R'=Me R®=Me

1.2. Antiviralni aktivita lupanovych derivatt

Protivitova aktivita sloucenin je obecné chataktetizovina hodnotou indexu EC;,, ktery
vyjadiuje tzv. efektivni koncentraci litky. Terapeuticky index MTC/EC;, pak udiva maximalni
moznou koncentraci litky, ktera je pro otganismus netoxicka ku efektivni koncentraci latky.
Lupanové triterpenoidy — betulin (I), kyselina betulinovd (II) a betulonova (VII) projevily
inhibi¢ni aktivitu vici reprodukci viru ECHOG, ktery se miiZze vyskytovat u lidi a zpisobovat
horecky a prijmovi onemocnéni’ Jako nejicinnéjsi se jevila kyselina betulinova (II)
s hodnotami ECy, = 7.0 nmol/l a MTC/EC,, > 4 000.” Utinné jsou taky daldi derivaty
kyseliny betulinové (II) jako amidy, aminokyselinové detivaty a hydrazidy.

Proti viru chfipky A (H7N1) byly nejicinnéjsi dusikaté derivaty pfipravené derivatizaci
kyseliny betulonové (VII). Oxim VIII vykazoval hodnotou EC;, = 2200 nmol/l a pomér
MTC/EC,, = 392.2. Funkcionalizaci karboxylové skupiny v poloze 28 na CONH, u kyseliny
betulonové (VII) doslo ke zvySeni aktivity.” Amid IX prokizal aktivitu s hodnotou
EC,, =700 nmol/l a velmi Siroky rozsah netoxické koncentrace stanoveny pomérem

MTC/EC,, = 1333.3.® Kyselina betulinovi (II) nebyla v téchto expetimentech aktivni

vibec.”



HO=N

VII, R=COOH VIII
IX, R=CONH,

Viéi herpes simplex virim HSV-1 a HSV-2 byl aktivni betulin (I) s EC,, = 905 nmol/]
prot HSV-1 a s EC,, =9 390 nmol/l proti HSV-2. Nejdéle znami je aktivita kyseliny
betulinové (II) vac¢i HSV-1 s hodnotou EC;, = 5100 nmol/l, av$ak aktivita prot HSV-2
nebyla zjiténa."” Betulonova kyselina (IX) ma proti HSV-1 hodnotu EC;, = 900 nmol/l. Byly
vSak nalezeny dusikaté derivity, jejichz aktivita proti HSV-1 viru je vySsi nez aktivita
betulinové kyseliny (IT). Jako velmi efektivni se ukazaly derivaty X — XIII, jejichz EC,, byla
mens$i nez 2500 nmol/l. Detivity s oxoskupinou v poloze 3 (X, XI) projevovaly také velky
terapeuticky index (viz tabulka 2)."

Sloucenina X X1 XI1 XTIII
EC,, (hmol/]) 200 2200 600 1400
MTC/IC,, 454.0 298.5 - -

Tabulka 2: Antiviralni aktivita latek X — XIII.

J

?,
7,
”,

Q 1
J\H &% ochy
N~ N
H H
0
R2
X,  R'=iPr R*=0

XI, R'=CH,CH,S-CH, R’=0O
XII, R'=CH,CH,S-CH, R>=NOH
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N
“(CH,)17CH3

XIII

1.3. Anti-HIV aktivita lupanovych derivata

K zastaveni replikace viru HIV se v dnesni dobé uzivi nékolik litek. V klinickém
uzivani jsou latky, které inhibuji HIV-1 reverzni transkriptazu, ale vedlejsi efekty a vyvoj
odolnosti viru nuti laboratofe k vyzkumu dal$ich potencialnich 1éciv. Nekolik triterpent
prokazalo anti-HIV aktivitu. Kyselina betulinova (IT) ucinkovala proti replikaci HIV-1 na H9
lymfocytarnich bufikich s hodnotou EC,, =1400 nmol/l s terapeutickym indexem
MTC/EC,, = 9.3.” Kyselina dihydrobetulinova (XIV) méla aktivitu vyssi, resp.
EC;,= 900 nmol/l a MTC/EC,, = 14." Jako velmi 4éinné se jevi nékteré derivity téchto
kyselin. Byl pfipraven a testovan 33-0O-(3",3"-dimethylsukcinyl)-derivit od obou kyselin a jejich
aktivity ukazaly hodnoty pro derivit XV EC,,< 0.35 nmol/l s terapeutickym indexem
MTC/EC,,>20000 a pro detivit XVII ECg < 0.35 nmol/l s terapeutickym indexem
MTC/EC,,> 14 000."

XV: R= HOOC(CH3)2CCH2COO
XVI, R= HOOCCHzC(CH3)2CH2COO

11



XVII, R=HOOCC(CH,),CH,COO
XVIII, R =HOOCCH,C(CH,),CH,COO
XIX, R=HOOCCH,-O-CH,COO

Zvyseni aktivity bylo pozorovino také pro 3B-O-(3°,3"-dimethylglutaryl) derivaty XVI
a XVIII a 3"-oxaglutaryl derivat XIX," u kterjch se hodnoty ECs, pohybovaly v rozmezi
2 - 6 nmol/1.” Derivit XV je znim jako Bevirimat, DSB, YK-FH312 a nejéastéji jako PA-457.
Tato latka je jiz ve druhé fazi klinického testovani v USA a jeji mechanismus ucinku je
objasnén, jedna se o specifickou inhibici $t&peni prekurzoru kapsidového proteinu GAG.'

Bylo zjiSténo, Ze derivatizaci betulinu (I) v pozici 28 vznikaji latky dcinkujic
mechanismem blokovani vstupu viru do bunék a derivatizaci pozice 3 latky, které inhibuji
maturaci viru. Jako jedny z nejefektivnéjsich anti-HIV litek se jevi také slouceniny XX a XXI,
které maji derivatizovanou pozici 3 i 28. Jejich aktivita byla IC,,= 0.66 nmol/l pto detivit
XX" a ICy, = 2.6 nmol/l pro derivit XXI."

XX, R' = HOOC(CH,),CCH,COO, R?= CH,COOCH,C(CH,),COOH
XXI, R' = HOOC(CH,),CCH,COO, R’= CONH-(CH,),-COOH

12



1.4. Biologicky aktivni tritetpenoidy z naseho pracovisté

Na naSem pracovisti bylo pfipraveno nékolik derivati odvozenych od lupanového,
des-E-lupanového a 18x-oleanového skeletu s viznamnou protinddorovou aktivitou.” Tyto
slouceniny jsou nazvany betulininy.” Jejich cytotoxicka aktivita neni omezena jen na bunééné
linie Mel-2, ale jsou vysoce aktivni (tzn. IC,; < 10 pmol/]) i proti dal$im nidorovym liniim,
ato zejména proti A549, Saos2, BT549, DU145, OVCAR-3, K562 a CEM. Nejaktivnéjsi
lupanové derivaty z naSeho pracovisté jsou napf. pyrazin XXII " a aldehyd XXIII."

XXII XXIII

Dalsimi vysoce ucinnymi detivity jsou diketon XXIV a des-E-lupanovy derivit,
B-ketokyselina XXV,* ktera ma IC,, < 1 pmol/l.

XXV

Nejvétsi protinadorovou aktivitu z detivitd odvozenych z 18a-oleananového skeletu

vykazoval azidoketon XXVI."? Cytotoxicka aktivita téchto derivatd je shrnuta v tabulce 3.

13



Sloucenina XXTI XXTII XXIV XXV XXVI

IC,, (wmol/]) 14.0 7.2 6.1 0.2 8.1

Tabulka 3.: Cytotoxicka aktivita derivati XXII — XXVI.

2. Ptiprava vychozich slou¢enin

Vychozimi latkami pro tuto praci byly kyseliny 5 a 6. Pfiprava kyseliny 5 byla provedena
dle lit* Vychozi surovinou je pfirodni triterpen betulin (I), ktery se acetylaci pfevedl na
betulin-diacetat (1) (Schéma 1). Nisledovala kysele katalyzovani izometizace dvojné vazby
z polohy 20(29) do polohy 18 na olefin 2. Pak doslo k allylové oxidaci za vzniku ketonu 3.
Parcialni hydrolyzou byl odstranén acetit v poloze 28 (4) a po oxidaci oxidem rutheniéelym
tak byla ziskina 3B-acetoxy-21-oxolup-18-en-28-ovi kyselina (5). Nakonec byla provedena
hydroljza acetitové skupiny v poloze C-3, za vzniku kyseliny 6 (Schéma 2).?

OAc

I 1

Schéma 1: & Ac,0O / Py, 90 °C
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Schéma 2: & HBt/CH,, AcOH, Ac,0, tefl., b: Na,Cr,0,, AcONa/CH,, AcOH t.t.
« KOH /PhMe, EtOH, r.t. & RuO,, NaIlO,/EtOAc, H,O, r.t., : KOH / EtOH, Toluen, refl.

2.1. Acylchlorid 7

Acylchlorid 7 byl pfipraven reakci kyseliny 5 s thionylchloridem za piitomnosti pyridinu

v chloroformu (Schéma 3), bez separace a identifikace byl pouZit dile.

\\‘\\\

5 7
Schéma 3: 2 SOCl,/CHCl,, Py, refl.

15



3. Pfiprava derivata lupanovych triterpenoida
3.1. Isopropyl-ester 8

Chlotid kyseliny 7 reagoval s isopropylalkoholem ve smési chloroformu a pyridinu. Byl
pfipraven isopropyl-3f-acetoxy-21-oxolup-18-en-28-oit (8), po chromatografické separaci
a krystalizaci ve vytézku 84 % (Schéma 4). Isopropyl-ester 8 byl jednoznacné identifikovan na
zakladé spektrilnich dat. V'H NMR spektrech byl kromé signild obvyklych pro derivit 5
nalezen dublet Sesti vodikd H-32 a H-33 pii 8 1.20 ppm, s interakéni konstantou J=6.0 Hz
a septet H-31 pfi 8 5.01 ppm, s interakéni konstantou J=6.0 Hz. V P’C NMR spektrech byl
proti latce 5 nalezen signil C-31 pfi 8 68.25 ppm a C-32 a C-33 pfi 8 21.50 ppm, resp.
21.59 ppm. V MS-ESI spektru byl nalezen molekulovy iont.

Schéma 4: 4: -PrtOH/CHCl,, Py, refl.
3.2. Hydroxy-isopropyl-ester 9

Isopropyl-ester 8 byl hydrolyzovan ve smési dioxanu, isopropylalkoholu za pfitomnosti
kyseliny chlorovodikové, bromovodikové a vody. Byl pfiptaven hydroxyderivit 9,
po chromatografické separaci a krystalizaci ve vytézku 99 % (Schéma 5). Derivit 9 byl
jednoznacné identifikovin na zikladé spektrilnich dat. V souladu se strukturou nebyl
v 'HNMR v porovnini s derivitem 8 nalezen signal pro acetit. V *C NMR spektrech byl
signal C-3 zaznamenin pH & 78.85 ppm. V IC spektru byl zaznamenin vyrazny pias OH
skupiny pfi 3328 cm™. V MS-ESI spektru byl nalezen molekulovy iont.
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8 9

Schéma 5: 4: HCl, HBr / dioxan, /-PrOH
3.3. Dimethylhemisukcinat 10

Acylace latky 9 byla providéna 2,2-dimethylsukcinanhydridem za refluxu v kollidinu pod
ochrannou argonovou atmosférou. Byl pfipraven dimethylhemisukcinat 10, po
chromatografické separaci a krystalizaci ve vyjtézku 24 % (Schéma 6). Tento derivat byl
jednoznaéné identifikovan na zikladé spektrilnich dat. V. 'H NMR spektrech byl kromé
signalt obvyklych pro derivat 9 nalezen dublet Sesti vodikd H-6° a H-5 pfi 8 1.30 ppm,
s interakéni konstantou J=6.4 Hz a signil pro H-3a byl nalezen pfi 8 4.49 ppm. V °C NMR
spektrech byl proti derivitu 9 nalezen signal C-1° pfi 8 170.94 ppm, C-2° pii 8 44.67 ppm,
C-3‘pHi & 40.44 ppm, C-4 pii & 182.11 ppm, C-5° pii 8 25.58 ppm a C-6° pfi & 25.02 ppm.
Signal C-3 byl zaznamenan p#i 8 81.32 ppm. V IC spektru byl zaznamenin vyrazny pis OH
skupiny pfi 3301 cm™ a Siroky pas karboxylu v oblasti 2550 — 3500 cm™. V MS-ESI spektru byl

nalezen molekulovy iont.

Schéma 6: a: 2,2-dimethylsukcinanhydrid, DMAP/Koll., refl.

17



3.4. 4-chlorbenzyl-ester 11

Esterifikace kyseliny 6 byla providéna v.DMF pomoci 4-chlotbenzylbromidu. Byl
pfipraven 4-chlorbenzyl-ester 11, po chromatografické separaci a krystalizaci ve vytézku 81 %
(Schéma 7). Tento detivat byl jednoznaéné identifikovin na zakladé spektrilnich dat.
V 'H NMR byl kromé signala obvykljch pro kyselinu 6 nalezen dublet jednoho vodiku H-314
pii 8 491 ppm, s interakéni konstantou J=12.0 Hz, dublet jednoho vodiku H-314 pfi
3 5.27 ppm, s interakéni konstantou J=12.0 Hz, multiplet dvou vodika H-33 a H-34 pii 8 7.27
ppm a multiplet dvou vodika H-35 a H-36 pfi 8 7.33 ppm. Signal pro H-3a byl zaznamenan
pfi 8 3.17 ppm. V °C NMR spektrech byl proti litce 6 nalezen signal C-31 pfi & 65.69 ppm,
C-32 pri 8 128.80 ppm, C-33 pfi & 130.02 ppm, C-34 pii & 130.02 ppm, C-35 pii
8 133.48 ppm, C-36 pii 8 134.27 ppm a C-37 pii 8 128.80 ppm. Signal C-3 byl zaznamenan pfi
8 78.84 ppm. VIC spektru byl zaznamenin vyraznj pis OH skupiny pfi 3345 cm™.
V MS-ESI spektru byl nalezen molekulovy iont.

Schéma 7: a: 4-chlorbenzylbromid, K;CO; Nal/MeCN, DMF, r.t.

3.5. Dimethylhemisukcinat 12

Acylace derivatu 11 byla provadéna 2,2-dimethylsukcinanhydridem za refluxu v kollidinu
pod ochrannou argonovou atmosférou. Byl pfipraven dimethylhemisukcinit 12, po
chromatografické separaci a krystalizaci ve vytézku 40 % (Schéma 8). Derivat 12 byl
jednoznacné identifikovan na zikladé spektrilnich dat. V. 'H NMR byl kromé signald
obvyklych pro derivat 11 nalezen singlet tfi vodikd H-6° pfi 8 1.29 ppm, singlet tif vodiki H-5°
pfi 8 1.31 ppm, dublet jednoho vodiku H-2‘¢ pii 8 2.57 ppm, s interakcni konstantou J=15.6
Hz, dublet jednoho vodiku H-2‘ pfi 8 2.68 ppm, s interakéni konstantou J=15.6 Hz. Signal
H-3a byl zaznamenan pii § 4.49 ppm. V »C NMR spektrech byl proti litce 11 nalezen signal
C-1° pti 8 170.93 ppm, C-2‘ pfi 8 44.68 ppm, C-3° pfi & 40.46 ppm, C-4° pfi § 182.25 ppm,
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C-5° pfi 8 25.59 ppm a C-6° pii 8 25.02 ppm. Signil C-3 byl zaznamenan pifi 8 81.32 ppm.
V IC spektru byl zaznamenin $iroky pas karboxylu v oblasti 2600 — 3500 cm™. V MS-ESI
spektru byl nalezen molekulovy iont.

COO0, < >
Cl COOH
N
—a
(e0]0) \\\\\\
11 12

Schéma 8: a: 2,2-dimethylsukcinanhydrid, DMAP/Koll., refl.

3.6. Cyklobutylmethyl-ester 13

Estetifikace kyseliny 6 byla providéna v DMF pomoci cyklobutylmethylbromidu. Byl
pfipraven cyklobutylmethyl-ester 13, po chromatografické separaci a krystalizaci ve vytézku
53 % (Schéma 9). Tento derivit byl jednoznaéné identifikovin na zikladé spektralnich dat.
V'H NMR byl kromé signili obvyklych pro kyselinu 6 nalezen dublet dubletu jednoho
vodiku H-315 pfi 8 3.97 ppm s interakénimi konstantami J=11.0 Hz a J'=6.6 Hz a dublet
dubletu jednoho vodiku H-314 pfi 8 4.15 ppm s interakénimi konstantami J=11.0 Hz
2]'=6.3 Hz. Signal pro H-3a byl pozorovan pfi 8 3.20 ppm. V PC NMR spektrech byl proti
laitce 6 nalezen signil C-31 pii & 68.44 ppm, C-33 pii 8 24.46 ppm, C-34 pfi 8 24.41 ppm
a C-35 pH & 18.34 ppm. Signal C-3 byl zaznamendn pi 8 78.83 ppm. V IC spektru byl
zaznamenin vjraznj pias OH skupiny pfi 3357 cm™. V MS-ESI spektru byl nalezen
molekulovy iont.

Schéma 9: 4: cyklobutylmethylbromid, K,CO,/MeCN, DMF, t.t.
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3.7. Dimethylhemisukcinat 14

Acylace derivatu 13 byla providéna 2,2-dimethylsukcinanhydridem za refluxu v kollidinu
pod ochrannou argonovou atmosférou. Byl piipraven dimethylhemisukcinit 14, po
chromatografické sepataci a krystalizaci ve vytézku 54 % (Schéma 10). Derivat 14 byl
jednoznaéné identifikovan na zikladé spektrilnich dat. V. 'H NMR byl kromé signald
obvyklych pro detivit 13 nalezen singlet tif vodikd H-6° pii 8 1.30 ppm, singlet tf{ vodika H-5°
pfi 8 1.32 ppm, multiplet dvou vodikd H-2‘ pii 8 2.56 —2.68 ppm. Signal pro H-3a byl
zaznamenan pHi 8 4.51 ppm. V ®C NMR spektrech byl proti litce 13 nalezen signal C-1‘ pii
3 170.94 ppm, C-2° pfi 8 44.69 ppm, C-4° pii 8 182.40 ppm, C-5° pfi 8 25.01 ppm a C-6° pfi
8 25.60 ppm. Signil C-3 byl zaznamendn p# 6 81.31 ppm. V IC spektru byl zaznamenin
Siroky pés karboxylu v oblasti 2500 — 3200 cm™. V MS-ESI spektru byl nalezen molekulovy

iont.

COOH
\\‘\\\
—a o
coo” 3
14

Schéma 10: 4: 2,2-dimethylsukcinanhydrid, DMAP/Koll., refl.
3.8. Cyklopropylmethyl-ester 15

Esterifikace kyseliny 6 byla providéna v DMF pomoci cyklopropylmethylbromidu. Byl
pfipraven cyklopropylmethyl-ester 15, po chromatografické separaci a krystalizaci ve vytézku
81 % (Schéma 11). Derivat 15 byl jednoznaéné identifikovin na zikladé spektralnich dat. V 'H
NMR byl kromé signald obvyklych pro kyselinu 6 nalezen kvartet dvou vodikad H-34 pfi
8 0.28 ppm, kvartet dvou vodika H-33 pfi 8 0.54 ppm, dublet dubletu jednoho vodiku H-314
pfi 3 3.86 ppm s interakénimi konstantami J=11.6 Hz a J'=7.2 Hz a dublet dubletu jednoho
vodiku H-314 pfi 8 4.04 ppm s interakénimi konstantami J=11.6 Hz a J'=7.2 Hz. Signil pro
H-3a« byl nalezen pfi § 3.21 ppm. V °C NMR spektrech byl proti litce 6 nalezen signil C-31
pfi 8 69.41 ppm, C-32 pii 8 9.85 ppm, C-33 pii 8 3.17 ppm a C-34 pii 8 3.01 ppm. Signal C-3
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byl zaznamenin pfi &78.83 ppm. V IC spektru byl zaznamenin vyrazny signil pis OH
skupiny p#i 3527 cm™. V MS-ESI spektru byl nalezen molekulovy iont.

W

6 15
Schéma 11: a: cyklopropylmethylbromid, K,CO3/ MeCN, DMF, r.t.

3.9. Dimethylhemisukcinat 16

Acylace derivatu 15 byla provadéna 2,2-dimethylsukcinanhydtidem za refluxu v kollidinu
pod ochrannou argonovou atmosférou. Byl pfipraven dimethylhemisukcinat 16, po
chromatografické separaci a krystalizaci ve vytézku 47 % (Schéma 12). Detivit 16 byl
jednozna¢né identifikovan na zikladé spektrilnich dat. V 'H NMR byl kromé signala
obvyklych pro derivat 15 nalezen singlet tff vodika H-6° pfi 8 1.30 ppm, singlet tf vodiki H-5°¢
pfi 81.31 ppm, dublet jednoho vodiku H-2°¢ pfi 8§ 2.57 ppm s interakéni konstantou
J=16.0 Hz a dublet jednoho vodiku H-2‘¢ pfi 8 2.68 ppm s interakéni konstantou J=16.0 Hz.
Signil pro H-3a byl zaznamenin pii 8 4.51 ppm. V ’C NMR spektrech byl proti latce 15
nalezen signal C-1° pfi & 170.93 ppm, C-2° pfi 8 44.67 ppm, C-3° pii & 40.45 ppm, C-4° pii
8 82.27 ppm, C-5° pfi 8 25.01 ppm a C-6° pfi 8 25.58 ppm. Signal C-3 byl zaznamenan pifi
8 81.31 ppm. V IC spektru byl zaznamenén $iroky pas karboxylu v oblasti 2600 — 3250 cm™.
V MS-ESI spektru byl nalezen molekulovy iont.

COOH
\\‘\\\
.—a——>
(e70]0) o
15 16

Schéma 12: a: 2,2-dimethylsukcinanhydrid, DMAP/Koll., refl.
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4. Biologicka aktivita pfipravenych sloucenin
4.1. Cytotoxicka aktivita

Celkem bylo na in vitro cytotoxickou aktivitu metodou MTT-testu na nadorové linii
CEM (T-lymfoblasticka leukémie) testovino 9 nové piipravenych sloucenin. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce 4. Za aktivni jsou povaZoviny slouceniny s aktivitou IC;, < 10 umol/l. Ze
zmeéfenych hodnot vyplyvd, Ze acetitové analogy projevuji cytotoxicitu nejmensi,
hydroxyderivaty vykazuji cytotoxicitu vyssi a dimethylsukcinity jsou vkazdé ze sérii

nejaktivnéjsi.

Sloudenina IC50 (umol/l)
CEM
8 39
9 32
10 08
11 03
12 10
13 _
14 _
15 _
16 _

Tabulka 4: Cytotoxicki aktivita pfipravenych slouéenin 8 — 16.

4.2. Anti-HIV aktivita

Anti-HIV akdtivita je testovina ve spoluptici s kanadskou firmou Virochem Pharma Inc.
K testovani byly odesliny dimethylhemisukcinity 10, 12, 14 a 16, zatim vsak nebyly dodany
konecné vysledky aktivit sloucenin. Pfedpoklidi se, Ze by dimethylhemisukcinity
21-oxokyseliny 6 mély vykazovat aktivitu podobnou slouceniné XV.
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Experimentalni Cast



Obecné poznamky k expetimentalni &asti

Teploty tani byly stanoveny na bodotivku Biichi B-545 a jsou kotigovany.

Specifické optické otacivosti byly méfeny v chloroformu na polatimetru AUTOMATIC
POLARIMETER, Autopol III (Rudolph tesearch, Flanders, New Jetsey) a jsou uvedeny v
jednotkich [10" Deg cm® g'], koncentrace, ¢ [g/100 ml] jsou udiviny u ka?dé hodnoty
specifické optické oticivosti.

IR spektra byla méfena v KBr na spektrometru Nicolet Avatar 370 FTIR. Vlnocty jsou

uvedeny v cm’.

NMR spektra byla méfena na pistroji Varian """"YINOV A — 400 (‘H pti 399.95 MHz,
C pti 100.58 MHz). Pro 'H NMR spektra byl jako vnitini standard pouZit tetramethylsilan.
Chemické posuny >C NMR spekter byly referovany viéi §(CDCl)=77.00 ppm. Multiplicita
signilu v °C NMR spektrech byla uréena z DEPT spekter. Hodnoty chemickych posunt
(8 stupnice) a interakénich konstant (Hz) v 'H NMR byly uréeny pomoci analyzy prvniho
fidu. Chemické posuny byly zaokrouhleny na dvé desetinni mista, interakéni konstanty na

jedno desetinné misto.

Hmotnostni spektra ESI byla méfena na pfistroji BRUKER esquire 3000, zavedeni

vzorku bylo provedeno v roztoku methanolu.

Pribéh reakci a Cistota vzorku byla sledovina pomoci TLC na féliich Kieselgel 60 F254
(Merck). Detekce TLC f6lii byla provadéna nejprve UV zifenim (model UVS - 54; 254 nm)

a poté postfikem 10% kyselinou sitovou a zahfatim na 110 - 200°C.

Pro sloupcovou chromatografii byl pouZivan Kieselgel 60 (63 - 200 um; Merck 7734).

Mobilni fize pro sloupcovou chromatografii jsou uvedeny vzdy u experimentu.
K odpatovini rozpoustédel byla pouzita RVO (Buchi Rotovapor R - 200).

Veskera rozpoustédla pouZivani pro reakce, krystalizace a chromatografie byla pfedem

destilovana.
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Cytotoxicka aktivita byla testovina na pracovist Doc. MUDr. M. Hajdicha Ph.D.,
v Laboratofi experimentalni mediciny Détské kliniky FN v Olomouci nasledujicim zptsobem:
Testovana sloucenina byla v Sesti riznych zfedénich pfidina ke tkifiové kultufe bunék
T-lymfoblastické leukemie CEM v jamkich kultivaéniho panelu. Kazdi koncentrace
slouceniny byla testovina v dubletu. Inkubace bunééné suspenze v prostfedi s analyzovanou
slouceninou trvala 72 hod pfi 37°C, v 5% atmosféfe CO, a 100% vlhkosti. Poté byl do kazdé
jamky panelu pfidin MTT - [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid]
a inkubace pokrac¢ovala dal$i 4 hodiny. Inkubace byla ukoncena pfidinim dodekansulfonatu
sodného a procento pfeZivajicich bunék bylo stanoveno spektrofotometricky pfi 540 nm.
Z kiivek divkové zivislosti je vypocitina koncentrace usmrcujici 50 % nadorovych bunék

TCS,,

Eluéni soustavy pro vyvijeni TLC f6lii a sloupcové chromatografie (jsou vzdy uvedeny u

experimentu)
A hexan : ethyl-acetat 1:1 (obj.)
B hexan : diethylether 5:1 (obj.)
C toluen : diethylether 2:1 (obj.)
D hexan : ethyl-acetat 5:1 (obj.)

DMAP, kollidin, isooktan, pyridin, 4-chlotbenzylbromid, cyklobutylmethylbromid,
cyklopropylmethylbromid a  2,2-dimethylsukcinanhydrid byly zakoupeny wu firmy
Sigma-Aldrich, s. r. o.

Acetanhydrid, toluen, ethanol, methanol, ethyl-acetat, chloroform, THEF,
isopropylalkohol a hexan byly zakoupeny u firmy Brenntag, s. r. o.

Diethylether byl zakoupen u fitmy Vetkon, s. t. o.

DMTF, kyselina sirovi, uhli¢itan draselny, jodid sodny byly zakoupeny u firmy Lach-Ner,

S. 1. 0.

Kyseliny 5 a 6 byly ziskiny z d¥ivéjsich pfisunt v nasf laboratofi podle literatury.””
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Obecny postup acylace 3p-hydroxyderivatt

Hydroxyderivit (1.0 mmol) byl rozpu$tén v kollidinu (10.0 ml), byl pfidin
2,2-dimethylsukcinanhydtid (2.0-5.0 mmol) a DMAP (0.4 mmol). Smés byla refluxovana pod
argonovou atmosférou za stilého michini v digestofi. Priibéh reakce byl sledovin pomoci
TLC. Po zreagovani byla smés zfedéna vodou a vytfepana dvakrit diethyletherem. Organické
podily byly vytfepiny zfedénou chlotovodikovou kyselinou (1:4) a poté vodou do neutralni
reakce. Organicki fize byla oddélena a rozpoustédla byla odpafena na RVO. Odparek byl
cistén gradientovou chromatografii na silikagelu (pocitecni mob. faze D) a poté krystalizovan

(mobilni faze chromatografie i krystalizacni rozpoustédlo uvedeno u experimentu).

1. Isopropyl-3p-acetoxy-21-oxolup-18-en-28-oat (8)

Do roztoku 21-oxokyseliny 5 (5.00 g; 9.77 mmol) v chloroformu (50 ml) byla pfidina
kapka pyridinu a thionylchlotid (700 pl; 9.63 mmol). Smés byla refluxovina a pribéh reakce
byl sledovin pomoci TLC (fize A). Ponévadz nebyla konverze tplna, byl pfidin
thionylchlorid (1.0 ml; 13.8 mmol). Po uplné konverzi bylo pfidino do smési nékolik kapek
mravenci kyseliny. Nasledné byl do smési pfidin isopropylalkohol (750 pl; 9.80 mmol).
Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (faze A). Po uplné konverzi byla reakcni smés
zfedéna vodou a vytfepana do chloroformu. Produkt byl ¢&iStén gradientovou chromatografii
na sloupci silikagelu (pocitecni mob. fize D), odpafen na RVO a nakonec krystalovan
z isopropylalkoholu. Byl ziskin isopropyl-3B-acetoxy-21-oxolup-18-en-28-oit (8) (4.56 g;
84 %) o t.t. 225.2 °C, [o]p -26.0 (c 0.25). IC spektrum: 1612 (C=C), 1729 (C=0), 1735 (C=0).
"H NMR spektrum: & 0.84 s, 3H; 0.86 s, 3H; 0.91 s, 3H; 0.93 s, 3 1.03 s, 3H (5XCH,); 1.20
d, 3H (J=6.0Hz, H-32, H-33); 1.21 s, 3H (H-30); 1.22 s, 3H (H-29); 2.05 s, 3H (OCOCH,);
2.10 d, 1H (J=18.4Hz, H-22a); 243 d, 1H (J=18.4Hz, H-22b); 2.46 m, 1H; 2.68 dd, 1H
(=12.8Hz, J'=3.2Hz, H-13B); 3.19 septet, 1H (J=6.8Hz, H-20); 4.49 dd, 1H (J=10.8Hz,
J'=5.6Hz, H-30); 5.01 septet, 1H (J=6.0Hz, H-31). ®C NMR spektrum je uvedeno v tabulce
5a. MS-ESI, m/z: [Pro C;H;,Os, M* 554], 555 [M+H] ™.
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2. Isopropyl-38-hydroxy-21-oxolup-18-en-28-o0at (9)

Ester 8 (2.2 g; 3.97 mmol) byl hydrolyzovin ve smési dioxanu (12.7 ml; 150.0 mmol),
isopropylalkoholu (10.0 ml; 131.28 mmol), konc. kyseliny chlorovodikové (1.0 ml), kyseliny
bromovodikové (1.0 ml) a vody (1.0 ml). Smés byla michina za teploty 37 °C po dobu 4 dni.
Pribéh reakce byl sledovin pomoci TLC (fize A). Po ukonceni reakce byla smés nalita do
roztoku vody s jarem a doslo k vysriZeni produktu. SraZenina byla odsita a vysuSena na frité.
Byl pfipraven isopropyl-3B-hydroxy-21-oxolup-18-en-28-oat  (9) (20 g 98.5 %)
s t. t. 102 — 103 °C, [0y -26.3 (c 0.25). IC spektrum: 1610 (C=C), 1707 (C=0), 1718 (C=0),
3328 (OH). 'H NMR spektrum: 8 0.77 s, 3H; 0.88 s, 3H; 0.94 s, 3H; 0.98 s, 3H; 1.03 s 3H
(5%XCH,); 1.21 d, 3H (J=6.4Hz, H-32, H-33); 1.20 bs, 3H (H-30); 1.21 bs, 3H (H-29); 2.11 d,
1H (J=18.8Hz, H-22a); 2.43 d, 1H (J=18.8Hz, H-22b); 2.48 m, 1H; 2.69 dd, 1H (J=12.8Hz,
J'=3.2Hz, H-13B); 3.20 septet, 1H (j=5.2Hz, H-20); 5.01 septet, 1H (J=6.0Hz, H-31).
PC NMR spektrum je uvedeno v tabulce 5a. MS-ESI, m/z: [Pro C,;H,,O,M" 512], 513
MHH] .

3. Isopropyl-3p- O-(3',3'-dimethylhemisukcinyloxy)-21-oxolup-18-en-28-
oat (10)

Podle obecného postupu byl reakcd isopropylesteru 9 (2.0g; 3.9 mmol)
s 2,2-dimethylsukcinanhydridem (1.0 g; 7.8 mmol) pfipraven hemiester 10. Pribéh reakce byl
sledovan pomoci TLC (fize A). Po krystalizaci z isooktanu byl ziskin hemiester 10 (600 mg;
24 %), jako bilé krystalky o t.t. 211.6 °C, [a]p -26.9 (c 0.25). IC spektrum: 1599 (C=C), 1724
(C=0), 3301 (OH), 2550 ~ 3500 (COOH). 'H NMR spektrum: 3 0.81 s, 3H; 0.84 s, 3H; 0.89
s, 3H; 0.93 s, 3H; 1.03 s, 3H (5XCH,); 1.20 d, 3H (J=6.0Hz, H-32, H-33); 1.21 s, 3H (H-
30),1.22 s, 3H (H-29); 1.30 d, 3H (J=6.4Hz, H-6°, H-5°; 2.11 d, 1H (J=24.8Hz, H-22a); 2.43 d,
1H (J=18.4Hz, H-22b); 2.46 m, 1H; 2.63 dd, 1H (J=46.4Hz, ]'=5.2Hz, H-13); 3.19 septet,
1H (J=6.8Hz, H-20); 4.49 dd, 1H (J=11.2Hz, J'=5.2Hz, H-3a); 5.01 septet, 1H (J=6.0Hz,
H-31). ®C NMR spektrum je uvedeno v tabulce 5a. MS-ESI, m/z: [Pro C;,H,O,,M* 640], 641

[M+H]".

4. 4-chlorbenzyl-3g-hydroxy-21-oxolup-18-en-28-oat (11)

Do roztoku 21-oxokyseliny 6 (2.0 g; 4.25 mmol) v acetonitrilu (5.0 ml) a DMF (20.0 ml)
byl pfidin uhli¢itan draselny (650 mg; 4.7 mmol), 4-chlorbenzylbromid (800 mg; 4.7 mmol)
a jodid sodny (700 mg; 4.7 mmol). Smés byla michina pfes noc za laboratorni teploty. Pribéh

reakce byl sledovin pomoci TLC (fize A). Po tuplné konverzi byla reakéni smés zfedéna

27



vodou a vytfepina diethyletherem. Organické podily byly spojeny a odpafeny na RVO. Po
gradientové chromatografii (po¢. mob. fize B) na silikagelu a krystalizaci z isooktanu byl
ziskan ester 11 (2.05 g; 81 %), jako bilé krystalky o t. t. 96.6 °C, [, 0, (c 0.25). IC spektrum:
1610 (C=C), 1700 (C=0), 1735 (C=0), 3345 (OH). 'H NMR spektrum: 8 0.71 s, 3H; 0.76 s,
3H; 0.86 s, 3H; 0.89 s, 3H; 0.96 s 3H (5XCH,); 1.20 d, 1H (J=7.2 Hz, H-35, H-36); 1.22 d, 1H
(J=7.2 Hz, H-32, H-33); 2.11 d, 1H (J=18.4 Hz, H-22a); 2.26 dd, 1H (J=9.2 Hz, J'=6.8 Hz,
H-13B); 2.43 m, 1H (H-16B); 2.48 d, 1H (J=18.4 Hz, H-22b); 3.17 m, 2H (H-20, H-3a); 4.91 d,
1H (J=12.0 Hz , H-31a); 5.27 d, 1H (J=12.0 Hz, H-31b); 7.27 m, 2H (H-32, H-36); 7.33 m,
2H (H-33, H-35). ®C NMR spektrum je uvedeno v tabulce 5a. MS-ESI, m/z: [Pro
CyH,,ClO,, M* 594], 617 [M+Na] .

5. 4-chlorbenzyl-38- O-(3',3'-dimethylhemisukcinyloxy)-21-oxolup-18-en-
28-oat (12)

Podle obecného postupu byl reakci 4-chlorbenzylesteru 11 (1.7 g, 2.78 mmol)
s 2,2-dimethylsukcinanhydridem (710.0 mg, 5.55 mmol) pfipraven hemiester 12. Pribéh
reakce byl sledovan pomoci TLC (fize A). Po gradientové chromatografii (pocatecni mob.
taze C) na silikagelu a krystalizaci z isooktanu byl ziskin hemiester 12 (800 mg; 40 %), jako bilé
keystalky o t. t. 131.7 °C, [y, O (c 0.25). IC spektrum: 1612 (C=C), 1703 (C=0), 1733 (C=0),
2600 — 3500 (COOH). 'H NMR spektrum: 8 0.69 s, 3H; 0.80 s, 3H; 0.83 s, 3H; 0.87 s, 3H;
0.88 s, 3H (5XCH,); 1.20 s, 3H (H-30); 1.22 s, 3H (H-29); 1.29 s, 3H (H-6°; 1.31 s, 3H (H-59;
212 d, 1H (J=18.4 Hz, H-22a); 2.48 d, 1H (J=18.4 Hz, H-22p); 2.57 d, 1H (J=15.6 Hz,
H-2%); 2.68 d, 1H (J=15.6 Hz, H-2b); 3.17 septet, 1H (J=7.2 Hz, H-20); 4.49 dd, 1H
(J=11.2Hz, ]'=5.2Hz, H-3a); 4.90 d, 1H (J=12.4 Hz, H-31a); 5.27 d, 1H (J=12.4 Hz, H-31b);
7.27 m, 2H (H-32, H-36); 7.33 m, 2H (H-33, H-35). "C NMR spektrum je uvedeno v tabulce
5a. MS-ESI, m/z (negativni méd): [Pro C,;H,,ClO,,M* 722], 721 [M-H] "

6. Cyklobutylmethyl-38-hydroxy-21-oxolup-18-en-28-oat (13)

Do roztoku 21-oxokyseliny 6 (4.0 g; 8.4 mmol) v acetonitrilu (6.0 ml) a DMF (40.0 ml)
byl pfidan uhlicitan draselny (2.0 g; 14.5 mmol) a cyklobutylmethylbromid (1.5 g; 10.1 mmol).
Smés byla michana pfes noc za laboratorni teploty. Pritbéh reakce byl sledovian pomoci TLC
(fize A). Po uplné konverzi byla reakéni smés zfedéna vodou a 3X vytfepana diethyletherem.
Organické podily byly spojeny a odpafeny na RVO. Po odstranéni vychozi kyseliny 6 na oxidu
hlinitém (mob. fize diethylethet) a ktystalizaci z isooktanu byl ziskan ester 13 (2.4 g; 53%),
jako bilé krystalky o t. t. 95.0 °C , [a}p —33.8, (c 0.34). IC spektrum: 1611 (C=C), 1702 (C=0),
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1728 (C=0), 3357 (OH). NMR spektra méfena na pistroji Varian """ "INOV.A — 300 ('H pti
299.94 MHz, °C pfi 75.43 MHz) v roztoku CDCl,. 'H NMR spektrum: 8 0.77 s, 3H; 0.89 s,
3H; 0.94 s, 3H; 0.98 s, 3H; 1.04 s, 3H (5XCH,); 1.21 bs, 3H (H-29); 1.21 bs, 3H (H-29); 2.13
d, 1H (=18.6 Hz, H-22b) ; 2.46 d, 1H (J=18.6 Hz, H-22a); 2.66 dd, 1H (J=12.5 Hz, J'=3.9
Hz, H-13p); 3.15 — 3.25 m, 2H (H-3a, H-20); 3.97 dd, 1H (=11.0 Hz, J'=6.6 Hz, H-31b);
4.15 dd, 1H (J=11.0 Hz, J'=6.3 Hz, H-31a); °C NMR spektrum je uvedeno v tabulce 5b.
MS-ESI, m/z: [Pro C,H,,O,, M* 538], 539 [M+H]*

7. Cyklobutylmethyl-38- O-(3',3'-dimethylhemisukcinyloxy)-21-oxolup-18-
en-28-o4t (14)

Podle obecného postupu byl reakci cyklobutylmethyl-esteru 13 (2.4 g, 4.46 mmol)
s 2,2-dimethylsukcinanhydridem (1.2 g, 9.4 mmol) pfipraven hemiester 14. Priibeéh reakce byl
sledovan pomoci TLC (faze A). Po gradientové chromatografii (pocitecni mob. fize B) na
silikagelu a krystalizaci z isooktanu byl ziskin hemiester 14 (1.6 g; 54 %), jako bilé krystalky o
t. t. 151.9 °C, [a]p —18.6 (c 0.3). IC spektrum: 1611 (C=C), 1703 (C=0), 1731 (C=0) 2500 —
3200 (COOH). 'H NMR spektrum: & 0.82 s, 3H; 0.85 s, 3H; 0.90 s, 3H; 0.93 s, 3H; 1.03 5, 3H
(5%CH.,); 1.22 bs, 3H (H-29); 1.20 bs, 3H (H-30); 1.30 s, 3H ( H-6%; 1.32 s, 3H (H-59;2.46 d,
1H (J=18.4 Hz, H-22b); 2.44 — 2.53 m, 2H (H-16); 2.56 — 2.68 m, 2H (H-2‘a, H-2); 2.63 dd,
1H (J=42.6 Hz, J'=16.0 Hz, H-13); 3.20 septet, 1H (J=6.8 Hz, H-20); 3.96 dd, 1H (J=10.8
Hz, ]'=6.4Hz, H-31b); 4.14 dd, 1H (J=11.0 Hz, J'=6.4Hz, H-31a); 4.51 dd, 1H (J=11.2Hz,
J'=5.2Hz, H-3w). “C NMR spektrum je uvedeno v tabulce 5b. MS-ESI, m/z
[Pro C,;H,O;,M" 666], 689 [M+Na] *.

8. Cyklopropylmethyl-38-hydroxy-21-oxolup-18-en-28-oat (15)

Do roztoku 21-oxokyseliny 6 (4.0 g; 8.50 mmol) v acetonitrilu (6.0 ml) a DMF (12.0 ml)
byl pfidan uhli¢itan draselny (1.2 g; 9.0 mmol) a cyklopropylmethylbromid (0.87 ml; 1.22g;
9.0 mmol). Smés byla michina pfes noc za laboratorni teploty. Priibéh reakce byl sledovan
pomoci TLC (faze A). Po uplné konverzi byl produkt vysriZzen do vodného roztoku kyseliny
chlorovodikové o pH 4-5 a nisledné odsat na frité. Produkt byl suSen pfi teploté¢ 50 °C
a cistén sloupcovou chromatografii na silikagelu (mob. fize toluen). Po vysuSeni na olejové
vyvévé z chloroformu byl ziskin ester 15 (1.75 g; 40 %), jako bilé krystalky o t. t. 181.4 °C,
[, —40.7, (c 0.25). IC spektrum: 1611 (C=C), 1702 (C=0), 1730 (C=0), 3527 (OH).
'H NMR spektrum: 8 0.28 g, 2H (H-34); 0.54 q, 2H (H-33); 0.77 s, 3H; 0.88 s, 3H; 0.95 s, 3H;
0.98 s, 3H; 1.04 s 3H (5XCH,); 1.21 bs, 3H (H-30); 1.22 bs, 3H (H-29); 1.70 — 1.80 m, 1H;

29



1.83 — 1.96 m, 2H; 1.97 — 2.05 m, 1H; 2.73 dd, 1H (J=12.8 Hz, ]'=3.2 Hz, H-13p); 3.16 — 3.26
m, 2H (H-20, H-3a); 2.13 d, 1H (J=18.4 Hz, H-22b); 2.48 d, 1H (J=18.8 Hz, H-22a); 3.86 dd,
1H (=11.6 Hz, J'=7.2 Hz, H-31b); 4.04 dd, 1H (=11.6 Hz, J'=7.2 Hz, H-31a); °C NMR
spektrum je uvedeno v tabulce 5b. MS-ESI, m/z: [Pro C,,H,,O,, M" 524], 525 [M+H] *.

9. Cyklopropylmethyl-38- O-(3',3'-dimethylhemisukcinyloxy)-21-oxolup-
18-en-28-o0at (16)

Podle obecného postupu byl reakci cyklopropylmethylesteru 15 (1.5 g; 2.86 mmol)
s 2,2-dimethylsukcinanhydridem (500.0 mg; 3.91 mmol) pfipraven hemiester 16. Pribéh
reakce byl sledovin pomoci TLC (fize A). Po gradientové chromatografii (pocitecni mob.
faze B) a krystalizaci z isooktanu byl ziskian hemiester 16 (870 mg; 47 %), jako bilé krystalky o
t. t. 113.1 °C, [o]p —22.9 (c 0.25). IC spektrum: 1611 (C=C), 1703 (C=0), 1731 (C=0), 2600 —
3250 (COOH). 'H NMR spektrum: § 0.81 s, 3H; 0.84 s, 3H; 0.89 s, 3H; 0.94 s, 3H; 1.03 s, 3H
(5%XCH,); 1.21 d, 3H (J=2.8 Hz, H-33, H-34); 1.21 bs, 3H (H-30); 1.22 bs, 3H (H-29); 1.30 s,
3H (H-69; 1.31 s, 3H (H-59; 2.14 d, 1H (=18.4 Hz, H-222); 2.48 d, 1H (J=18.4 Hz, H-22b);
257 d, 1H (J=16.0 Hz, H-24); 2.68 d, 1H (=16.0 Hz, H-2'b); 3.20 septet, 1H (J=6.8 Hz,
H-20); 3.86 dd, 1H (J=11.4Hz, J'=7.6Hz, H-31b); 4.03 dd, 1H (J=8.0Hz, J'=7.6Hz, H-31a);
4.51 dd, 1H (J=12.0Hz, J'=4.8Hz, H-3a). °C NMR spektrum je uvedeno v tabulce 5b.
MS-ESI, m/z (negativni méd): [Pro C,;HO,,M" 652], 651 [M-H] .
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Tabulky *C NMR spekter

Ptifazeni signdli ’C NMR spekter bylo provedeno na zikladé DEPT spekter a podle
analogii.

Cislovani skelett
Uhlikové atomy byly v NMR spektrech cislovany takto: Postranni fetézec navazany na
uhlik C-28 bude pocinat C-31, postranni fetézec navazany na C-3 bude oznacen disly s carkou

a bude pocinat C-1°

4
5 COOH
36 6 \\\\\ 3|
-y 2 1c':oo o
35
1 : 12
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Slouéenina

Atom C 8 9 10 11 12
1 38.58 38.91 38.56 38.88 38.54
2 23.61 27.32 2353 | nenalezen | 23.52
3 80.71 78.85 81.32 78.84 81.32
4 37.77 38.85 3771 38.83 37.70
5 55.42 55.35 55.43 55.35 55.43
6 18.10 18.22 18.08 18.18 18.05
7 34.80 34.90 34.78 34.89 34.79
8 41.30 41.30 41.30 41.20 41.20
9 51.03 51.15 51.00 51.10 50.96
10 3712 37.22 3711 3718 37.07
11 21.28 2127 21.30 21.00 21.02
12 27.66 2772 27.65 27.62 27.55
13 4516 45.22 4516 45.25 4519
12 45.04 45.08 45.04 4510 45.07
15 29.06 29.08 29.06 28.81 28.79
16 33.33 33.36 3333 33.43 33.40
17 52,93 52.95 52.04 52.84 52.83
18 171.92 172.08 171.94 171.74 171.64
19 145.60 14557 145.62 14559 145.64
20 25.09 2511 2510 2511 2511
21 207.37 20742 | 20744 | 207.13 207.18
22 47.61 47.63 47.60 4736 4735
23 27.91 27.95 27.89 27.94 27.89
24 16.50 15.38 16.53 15.85 16.36
25 16.61 16.63 16.62 16.39 16.53
26 16.79 16.73 16.76 16.66 16.68
27 15.88 15.93 15.90 1537 15.83
28 173.78 173.78 173.78 173.76 173.76
29 10.86 19.87 10.87 19.86 19.87
30 20.20 2019 20.20 2028 20.30
31 68.25 68.27 68.26 65.69 65.68
32 21.50 21.51 21.50 134.48 134.46
33 21.59 21.60 21.59 130.02 130.04
34 3 - 3 128.80 128.80
35 - : - 134.27 134.29
36 - 5 - 130.02 130.04
37 3 3 . 128.80 128.80
T 170.97 - 170.94 - 170.93
2' nenalezen - 44.67 - 44.68
3 - - 40.44 . 40.45
Y 3 - 182.11 : 182.25
5 : - 25.58 ; 25.59
3 3 - 25.02 B 25.02

Tabulka 5a: °C NMR spektra sloudenin 8 — 12
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Sloucenina
Atom C 14 15 16

1 38.89 38.57 38.89 38.56
2 27.30 23.53 27.31 23.53
3 78.83 81.31 78.83 81.31
4 38.83 37.71 38.84 37.71
5 55.33 55.43 55.36 55.44
6 18.21 18.09 18.22 18.09
7 34.90 34.81 34.92 34.82
8 41.26 41.28 41.28 41.28
9 51.14 51.01 51.15 51.02
10 37.20 37.11 37.21 37.11
11 21:25 21.28 21.27 21.29
12 27.75 27.70 27.72 27.66
13 45.41 45.36 45.27 45.22
14 45.09 45.07 45.13 45.11
15 29.07 29.06 29.09 29.07
16 33.36 33.34 33.51 33.48
17 53.13 53.14 53.08 53.08
18 171.89 171.76 172.07 171.95
19 145.60 145.66 145.54 145.60
20 2511 - 25.12 25.11 25.11
21 207.29 207.33 207.36 207.41
22 47.74 47.72 47.64 47.62
23 27.94 27.89 27.95 27.89
24 15.92 16.52 15.94 16.53
25 16.70 16.79 16.69 16.77
26 16.76 16.69 16.75 16.67
27 15.37 15.91 15.38 15.92
28 174.36 174.37 174.41 174.41
29 19.87 19.88 19.92 19.92
30 20.14 20.16 20.16 20.17
31 68.44 68.45 69.41 69.41
32 nenalezen | nenalezen 9.86 9.85
33 24.46 24.47 3.17 3.17
34 24.41 24.42 3.00 3.01
35 18.34 18.35 - -

1 - 170.94 - 170.93
2 - 44.69 - 44.67
3 - nenalezen - 40.45
4’ - 182.40 - 182.27
5' - 25.01 - 25.01
6' - 25.60 - 25.58

Tabulka 5b: ’C NMR spektra slouéenin 13 — 16

* NMR spektrum méfeno na piistroji Varian WITYINOT A — 300 (pfi 75.43 MHz) v roztoku CDCls.



ZAavér

1. Byla provedena literirni reSerSe pipravy a cytotoxické aktivity derivatd kyseliny
betulinové (II).

2. Celkoveé bylo pfipraveno a plné charakterizovino 9 dosud nepopsanych sloucenin
8 — 16.

3. Slouceniny 8 — 16 byly testovany na ## u#ro cytotoxickou aktivitu viiéi bunééné linii
CEM metodou MTT testu, pficemz byla nalezena u derivitu 12 cytotoxicka aktivita
IC;, = 10 pmol/1 2 u detivatd 8 — 11 IC,; > 10 pmol/l.
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Vzorce pfipravenych sloucenin

11,

14,

15,

16,

R = OAc
R =OH

R = HOOCC(CH,),CH,COO

R =0OH

R = HOOCC(CH,),CH,COO

R=0OH

R = HOOCC(CH,),CH,COO

R =OH

R = HOOCC(CH,),CH,COO



