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Seznam pouzitych zkratek

DAST N,N-diethyl-N-(1,1,1-trifluoro-A-sulfanyl)amin
DMAP 4-(N,N-dimethylamino)-pyridin

EtOH ethanol

IR infracervené spektrum

MCPBA 3-chlorperoxybenzoova kyselina

MS hmotnostni spektrum

PCC pyridinium chlorochromat
pyr pyridin

refl. reflux

r.t. laboratorni teplota

RVO rota¢ni vakuova odparka
t-BuOH 2-methylpropan-2-ol

t-BuOK 2-methylprop-2-oxid draselny
THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstva chromatografie

Seznam nadorovych linii

A-549 lidsky plicni karcinom

A-2780 lidsky ovarialni karcinom

CEM lidska T-lymfoblasticka leukémie
GROV-1 lidsky ovaridlni karcinom

MEL-1 lidsky melanom

MEL-2 lidsky melanom

OVCAR-3  lidsky ovaridlni karcinom
P-388 lymfocytalni leukemie

Poznamka k Cislovani

Vtéto praci budou pouzity dva druhy ¢islovani sloucenin. Slouceniny
nepfipravované v této praci budou oznaceny Fimskymi Cislicemi. Vychozi triterpenické
slouCeniny a rovnéz slouceniny nové, které byly v této préaci pfipraveny, budou oznaceny

Cislicemi arabskymi a malymi pismeny.
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V soucasné dob¢ dochazi k citelnému nartistu po¢tu nddorovych onemocnéni, ktera
se tak stavaji nejbéZnéj$imi nemocemi viibec. Podle statistik postihne n¢kterd forma
rakoviny jednu tetinu populace a zptsobi pies 20% viech umrti'. Vzhledem
k této skuteCnosti roste poptavka po novych cytostaticich. Jednou z moznych cest feSeni je
charakteristikou vysoky terapeuticky index, Siroké spektrum uc¢innosti a také snadna
dostupnost.

Od 70. let 20. stoleti dochazi k vyznamnym objeviim vysoké biologické aktivity
u ptirodnich latek na bazi triterpenoidii’. Patfi mezi n& zejména derivaty lupanovych,
oleananovych, ursanovych a  dammaran-eufanovych triterpenli,  vyznalujici
se protinddorovymi, antibakterialnimi, anti-HIV a %/
daldimi G¢inky’. Jednim z prvnich triterpenoidii, u )
kterych byly pozorovany protinddorové ucinky,
byla kyselina betulinova (33-hydroxylup-20(29)-en-
28-ova kyselina), vyskytujici se v platanové klife a

betulin  (lup-20(29)-en-3$3,28-diol),  obsazeny

v brezové kiie”. Aktivita téchto latek byla zkouména nejprve ve smésich z extrakti rostlin,
pozdéji byly prokazany biologické aktivity téchto latek jako Cistych sloucenin.

Na naSem pracovisti byla v minulych letech pfipravena série derivatd
pentacyklickych triterpenoidii, oznadovanych jako betulininy?, které vychazeji
ze strukturnich ryst lupanového, 18a-oleananového a des-E-lupanového skeletu.
Betulininy se vyznacuji Sirokym spektrem aktivit, nizkou toxicitou a dobrou dostupnosti

z piirodnich zdroji’.

CiLE BAKALARSKE PRACE
1. Provést literarni reSerSi pfipravy a potencidlniho farmakologického vyuZiti
fluorovanych lupanovych triterpenoidti a hemiestert lupanovych triterpenoid.

2. Pripravit vychozi fluorované triterpenoidy a syntetizovat hemiestery fluorovanych

triterpenoidi.
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1. SOUCASNY STAV STUDOVANE PROBLEMATIKY

1.1  Triterpenoidy s protinadorovou aktivitou

Terpenoidy patfi spolu se steroly do rozsahlé skupiny isoprenoidii a tvofi
vyznamnou skupinu pfirodnich latek vyskytujicich se zejména ve vysSich rostlindch
a v ovoci, v malé mife i v houbach a mikroorganismech?. V soudasnosti je identifikovano
pfiblizné 30 000 piirodnich terpenoidii®. Skupinu terpenoidéi lze rozdélit podle podtu
isoprenovych jednotek na mono-, seskvi-, di-, sester-, tri-, tetra- a polyterpeny.
V soucasnosti je znamo vice neZ 4 000 pfirodnich cyklickych triterpenoidi®, pfidemz

u mnoha z nich byla v minulosti prokadzéna zajimava biologicka aktivita.

Triterpeny maji fadu potencialné vyuzitelnych
biologickych u¢inki. Nejvyznaméjsi jsou z tohoto
pohledu  derivaty oleananovych,  ursanovych,
lupanovych a dammaran-eufanovych triterpenoidi’.
Studované jsou predevsim \% souvislosti
s protizanétlivymi, hepatoprotektivnimi, analgetickymi,

hypoglykemickymi,  anti-HIV,  antimikrobialnimi,

antimykotickymi, virostatickymi a tonizujicimi uginky’.

V centru zajmu jsou i jejich cytostatické uginky?. Stéle

lupanovy skelet

se vyviji syntéza derivatii s niZ$i toxicitou a pfitom
vyS$s$imi terapeutickymi ucinky.

Nejdéle znamé jsou cytotoxické U¢inky derivatu lupanu — betulinové kyseliny (I).
Roku 1976 byla publikovana prace zabyvajici se cytotoxickou aktivitou extraktu
z Vauquelinia corymbosa na lymfocytalni leukemické linii P-388. Nasledn¢ byla
publikovana fada praci, jeZ se zabyvala cytotoxickym ucinkem podobnych smési. VSechny
obsahovaly kyselinu betulinovou (I) nebo betulin (II). Cytotoxicky u¢inek kyseliny I byl
popsan v &lanku® z roku 1991. Prace’ publikovana v roce 1995 popisuje cytotoxicky uéinek
kyseliny I a vzbudila z4jem jak o kyselinu I, tak i o jeji derivaty. Vyznamné protinadorové
acinky tak byly potvrzeny u nékterych derivati,, odvozenych od betulinu (II) (bfezova

kira), lupeolu (IIT) a kyseliny oleananové (IV) (ZenSenovy kofen)®.
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Dle prace’ se ICsy pro betulinovou kyselinu (I) na linii lidského melanomu
pohybuje mezi 0.5-1.6 pug/ml, pfi¢emz byla pozorovana davkové zavisla fragmentace DNA

s indukci apoptdzy do 24 hodin po podani.

Béhem dalSiho vyzkumu byla prokazana protinadorova aktivita kyseliny betulinové
(I) na bunéCnych liniich neuroblastomu, ovaridlniho karcinomu A2780, OVCAR-5,
GROV-1, malobuné¢ného (POGB), nemalobunééného a plicniho karcinomu, karcinomu
délozniho krcku A431 a riznym melanomi, pfi¢emz se ICsy pohybuje v rozmezi 1.5-

4.5 pg/ml, a to jak na liniich s mutovanym genem p53, tak i s nezmutovanou formou.

Podrobngji tuc&inky kyseliny betulinové (I) mapuje nova prace®. Shrnuje
farmakologické aktivity zdkladnich triterpenoidi na riznych nadorovych liniich, objastiuje
mechanismy jejich pusobeni a shrnuje vysledky biologickych test. Podle této literatury
maji nejucinnéjsi slouceniny z naSeho pracovisté — betulininy hodnoty ICsy ~ 0.2 pM.
Betulininy jsou u¢inné na vétSiné testovanych nadorovych linii, jak na buikach p53
negativnich, tak i na pRb negativnich, pfi¢emz vykazuji nizsi toxicitu vi¢i nenadorovym

burnikam.

Nékteré biologicky aktivni derivaty kyseliny betulinové byly pfipraveny
biotransformacemi za pomoci bakterii* a prokazaly EDsy viig¢i MEL-2 v mnohem niZi
koncentraci, nez je EDs pro kyselinu (I), a to az 0.1 pg/ml (pozn.: EDs je koncentrace

latky, ktera zptisobi 50% inhibici bunétné proliferace in vitro).



1.2 Anti-HIV aktivita lupanovych triterpenoidu

weowr

snaha o nalezeni novych terapeutik G¢innych proti piivodci této nemoci, retroviru HIV-1,
ktery pii svém Sifeni lidskou populaci velmi rychle mutuje. Tato vlastnost spolu
se schopnosti unikat obrannym mechanizmim imunitniho systému znemoziuje pfipravu
ucinné vakciny k aktivni imunizaci. S pomoci chemoterapie lze rozvoj infekce vyrazné
zpomalit, ne vSak zcela zastavit. Dllezitym terapeutikem pro lé¢bu AIDS je 3'-azido-2',3'-
dideoxythymidin (AZT), ktery zabratuje plsobeni inhibici reverzni transkriptdzy uvnitt
viru. Znamymi 1é€ivy s podobnym ucinkem jako AZT jsou i nukleosidové analogy 2°,3"-
dideoxyinosin (ddl) a 2’,3’-dideoxycytidin (ddC) a allosterické inhibitory jako jsou TIBO,
HEPT a Nevirapine. Dal§i moznosti zastaveni plsobeni viru je pouziti specifickych
inhibitorli protedzy viru HIV, mezi zéstupce této skupiny léciv patii Ro 31-8959 a A
80987. Kvili neustale se objevujici rezistenci a Spatné oralni dostupnosti soucasnych

terapeutik je v3ak nutny piisun stale novych Iéki.

V souvislosti s hledanim potencialnich lé&ebnych prostiedkil byla objevena’ anti-
HIV aktivita betulinové kyseliny (I). Niz3i anti-HIV aktivita byla nalezena® téz
u amidového derivatu V, proto byla provedena syntéza série derivati tohoto amidu
za Ucelem zvySeni anti-HIV aktivity, coZ se u sloucenin VI a VII splnilo. Derivat VI
projevil ICsp = 0.28 umol/l a u derivatu VII byla zjisténa [Csy = 0.20 umol/l, pficemz byly
tyto aktivity méfeny na burikach linie CEM a MT-4.

NH(CH,);,COOH NH(CH,)4oCOOH

HO HO

VI, R H
viI, R SCH,CH,0H

V literatufe® je popsana snaha o syntézu specifickych inhibitort HIV snovym
mechanismem uc¢inku souvisejici s anti-HIV aktivitou kyseliny betulinové (I). Témi jsou

zejména syntézy hemiesterti lupanovych triterpenoidi, popsané v kapitole 1.4.



Velmi dilezitym zbrusu novym terapeutikem je pfipravek Bevirimat® od firmy
Panacos, znamy téz jako PA-457, ktery je derivatem kyseliny betulinové a je prvnim
anti-HIV 1é¢ivem ze tiidy inhibitori maturace viru HIV. Bevirimat je chemicky
3B-0-(3',3'-dimethylsukcinyl)betulinova kyselina (VIII), ktera se podava oralné ve forme

tablet a je u¢inna proti divokému typu HIV-1.

1.3 Fluorderivaty triterpenoidii

Pro zavedeni fluoru do molekul organickych sloucenin Ize pouzit nékolik zpisobi.
Tyto metody popisuje prace'®. Jedna se o substituci kyslikaté funkéni skupiny za jeden
nebo dva atomy fluoru za velmi mirnych podminek. Jako nejvyhodné;jsi fluoracni ¢inidlo
se proti SF4, BF3;, HF nebo fluorovanym aminim jevi DAST, ktery je pouZitelny
pro konverzi funkénich skupin, jako je hydroxylova, karbonylova ¢i karboxylova skupina,
¢inidlo vSak reaguje i s epoxidy, halogenderivaty, sulfonaty, n¢kterymi ethery a dal§imi
slou¢eninami''. DAST je jedno z méla fluoragnich &inidel, které neatakuji sklo'.

DAST se ptipravuje reakci'®'! diethylaminotrimethylsilanu (IX) s SF4, kdy vznika
krom& DASTu (X) i fluortrimethylsilan (XI) (schéma 1). DAST je relativné stabilni
produkt, ktery muaze byt skladovan v plastovych nadobach za sniZzené teploty. Reakci
DASTu s hydroxyderivaty vznikaji monofluorderivaty, reakci s ketony ¢i aldehydy

geminalni difluorderivaty'®'".

Et,NSi(CH,); + SF, CCLF Et,NSF; + FSi(CHj)3
-65° C to - 60 °C; r.t.
IX X XI

Schéma 1: Priprava DASTu
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Obvykly  zplusob  pfipravy  fluorderivatd  triterpenoidi  odpovidajicich
hydroxyderivati je detailné popsan v literatufe'®"®. Substrat reaguje s DASTem za sniZené
teploty (-78 °C) a poté se teplota necha vystoupat na r.t. Reakce se obvykle ukoncuje
pozvolnym pfidanim vody.

Mechanismus reakce kyslikatych slou¢enin s DASTem je rozdilny podle druhu
vychozi kyslikaté funk&ni skupiny, se kterou DAST reaguje''. V piipadé hydroxyderivati
se jedna o nukleofilni substituci fluoru vazaného na sife kyslikem hydroxyslouceniny,
pficemZ odstupuje molekula fluorovodiku (schéma 2). Dalsi pfeména intermediatu je
zavisla na struktufe alkylového zbytku. Vétsinou dochazi k preméné na fluorid, byly

pozorovany i produkty eliminace nebo pfesmyky karbokationtového typu'?.

/S /S
R—OH +* F—S—N —>» O0—S—N + HF
A A

0—S—N +* F—» R—F + S—N +F
AN /N
Schéma 2: Mechanismus reakce DASTu s alkoholy

Reakce s DASTem se také velmi dobfe uplatiiuje pii pfipravé gemindalnich
difluorderivata z karbonylovych slou¢enin''. Reakce se provadi vét§inou za refluxu.
Mechanismus zac¢ind napadenim karbonylové skupiny fluorovodikem, vzniklym reakci
¢inidla se stopami vody v reakéni smési. Hydroxyskupina vzniklého fluorhydrinu (XII)

dale reaguje s DASTem analogicky jako u hydroxyderivatd (schéma 3).

11
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Schéma 3: Mechanismus reakce DASTu s aldehydy a ketony

1.4 Hemiestery lupanovych triterpenoidi a jejich biologicka aktivita

Bylo prokazano'®, Ze klasické alkyl-estery vétsinou ztraceji cytotoxickou aktivitu
vici prfislusné kyseliné. Proto jsou hledany vhodnéjsi estery, které by se svymi
biologickymi vlastnostmi vychozim kyselinam vyrovnaly, nebo lépe vykazaly Gcinky jesté
vyssi. Bylo zjiSténo, Ze biologickou aktivitou vynikaji zejména hemiestery a jejich soli.

c s watr

uginky"’.

Vyznamnym objevem je vSak v oblasti hemiesterti lupanovych triterpenoidi
vysoké anti-HIV aktivita. Betulinova kyselina (I) prokéazala® inhibi¢ni aktivitu va&i HIV
replikaci v H9 lymfocytech s ECsyp = 1.4 umol/l a terapeutickym indexem (TI) = 9.3.
Ucinek kyseliny (I) tkvi v inibici vstupu HIV-1 do bun&k’. Betulin (II) je ve srovnani

s kyselinou betulinovou (I) méné ucinny, avSak jeho hemiestery jsou u¢inné mimotadné.

12



Mezi G¢inné hemiestery betulinové a dihydrobetulinové kyseliny patii'® 3p-O-
(3",3"-dimethylsukcinyl)betulinova kyselina (VIII), znamé jako 1é&ivo Bevirimat® (viz
kapitola 1.2) a dihydroanalog XIV, které vykazaly ECsy niz$i nez 0.35 nmol/l
s terapeutickym indexem pro dehydroderivat (V) TI=20 a pro dihydroderivat (XIV) TI=14
s tim, Ze Ize vysledky porovnat sléCivem AZT (ECsyp = 0.02 pumol/l, TI = 25). Stejné

vysledky zaznamenava i publikace'’.

ey e

syntézou hemiesterd a proto byly pfipraveny dimethylhemiglutaraty odvozené od betulinu
(II) s prislibem zajimavych anti-HIV aktivit. Vysledkem byl 3p3,28-O-bis(3",3"-
dimethylglutaryl)betulin (XV) s vyraznou anti-HIV aktivitou majici ECsy = 0.66 nmol/l a
vysoky TI =22.

Prace'” popisuje sérii syntéz dimethylsukcinatii lupanovych triterpenoidi a hodnoti
jejich anti-HIV aktivitu. Vysokou aktivitu projevil dimethylsukcinat XVI, a to ECs

rovnou 0.87 nmol/l s terapeutickym indexem 42. TI byl opét porovnan s 1é¢ivem AZT.

13



Rozsahlou sérii syntéz s Cetnymi uspéchy v meéfeni anti-HIV aktivit popisuje
publikace'”. Byly zjistény dal3i zajimavé vysledky predev§$im u dihydrobetulin-33-O-
glutaratu (XVII) s ECsp = 0.02 nmol/l a extrémné vysokym terapeutickym indexem
1.12:10°. Dalsimi slou¢eninami s vysokou anti-HIV aktivitou byly dihydrobetulin-3p-O-
37,3"-dimethylsukcinat (XVIII) a dihydrobetulin-33-0-3",3 -dimethylglutarat (XIX)
s hodnotami ECsy 1.7, respektive 1.3 nmol/l a jejich terapeutické indexy cinily 16,
respektive 20. Potencialni anti-HIV aktivity ECsy mezi 4.4 nmol/l a 66.2 nmol/l
s terapeutickymi indexy od 670 do 6568 ukazaly i derivaty XX — XXII, ale pfesto jsou tyto

slou¢eniny méné¢ aktivni, nez jejich odpovidajici dihydroderivaty.
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2.  PRIPRAVA VYCHOZiCH SLOUCENIN

2.1 Priprava vychozich slou¢enin 1a a 1g

Zakladni slouceninou pro ptipravu vychozich latek pro tuto praci byl betulin (II)
(lup-20(29)-en-3,28-diol), ktery je mozno ziskat extrakci svrchnich vrstev bfezové kiry

ethanolem.

HO .
.7 " 1g

Schéma 4: a: Montmorillonit K10/CHClj, refl.

Allobetulin (1g) lze ptipravit kysele katalyzovanym piesmykem betulinu®® (II)
(schéma 4). Piiprava allobetulonu (XXIII) vychazi z allobetulinu (1g) a je mozné jej

12,21-23

ziskat nékolika zplsoby napiiklad oxidaci allobetulinu (1g) pyridinium

chlorochromatem (schéma 5).

Vychozi slou¢eninou pro ptipravu hydroxyketonu 1a je allobetulon (XXIII), ktery

se oxiduje pomoci MCPBA v kyselém prostfedi24 na hydroxyketon 1a. Jednotlivé reakéni

15



kroky ptipravy série oleananovych derivati jsou uvedeny ve schematu 5. Pfipravou

hydroxyketont se podrobné zabyva literatura®.

XX

Schéma 5: a: PCC/A1,0,, CHCl3; b: MCPBA/CH,Cl,, MeOH, H,SO,

2.1.1 Priprava difluoralkoholu 1c

Pro piipravu difluoralkoholu 1¢ byl pouzit hydroxyketon 1a, ktery poskytl podle
modifikovaného postupu dle literatury'? v reakci s DASTem difluorketon 1b. Je znamo'?,

Ze stejny produkt 1b poskytuje i reakce DASTu s hydroxyketonem XXIV (schéma 6).

XXIvV

Schema 6: a: DAST/CH,Cl,, -78° C azr.t.,, 24 h

16



Dalsim krokem byla redukce difluorketonu 1b pomoci NaBH4 na difluoralkohol

1¢'? (schéma 7). Tato reakce probihala vylu¢n&'? za vzniku 3B-hydroxyderivatu 1c.

Schema 7: a: NaBH,/THF, MeOH

Totoznost difluoralkoholu 1c byla potvrzena porovnanim 'H NMR spekter
s autentickym materialem'?. Bylo zaznamenano charakteristické seskupeni signald 6 3.4 —
3.8 tfi vodiki H-19a, H-28a a H-28b, prokazujici 19B,28-epoxy-18a-oleananovy skelet
nacyklu E. Dale byl nalezen signal vodiku H-3a jako dublet dubletu pfi & 3.35,
konfigurace tohoto vodiku byla potvrzena porovnanim interak&nich konstant 'H spektra

autentického preparatu'?.

3. PRIPRAVA HEMIESTERU FLUOROVANYCH
OLEANANOVYCH DERIVATU

Vzhledem k tomu, Ze derivatizace 3p-hydroxyskupiny betulinové kyseliny (I)
lipofilnimi skupinami jako tfeba acetaty, vede ke sniZeni cytotoxické aktivity, je vybéru
derivatizaéni funkce pii syntéze novych derivati potfeba vénovat zvySenou pozornost**,
Pro syntézu hydrofilnich derivata triterpenoidi se jevi jako vhodné nizsi dikyseliny, napf.
jantarovd nebo glutarovd. Priprava hemisukcindti a hemiglutarati a jejich
dimethylderivatii vychéazi z jednoduché reakce'®** hydroxyderivétu s anhydridem pfislusné

kyseliny v pyridinu v ptitomnosti DMAPu.
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Takto  pfipravené  slouCeniny  hemisukcinat  1d, glutardt 1le a

dimethylhemiglutarat 1f byly charakterizovany pomoci spektralnich dat.

3.1 Hemisukcinaty 1h, 1d

Hemisukcinat 1h byl pfipraven z allobetulinu (1g) ve vytézku 49 % (schéma 8).
Jedna se o jiz znamou®' slougeninu. Stejn& jako v literatufe®’ byly v'H NMR spektru
hemisukcinatu 1h nalezeny signaly charakteristické pro allobetulin - seskupeni signald o
3.4 — 3.8 tii vodikt H-19a, H-28a a H-28b. Krome toho byl nalezen dublet dubletu vodiku
H-3a pii 6 4.88. Byl nalezen také multiplet 4 vodikii hemisukcinatové skupiny pfi 6 ~ 2.6 -
2.8. V ’C NMR spektru hemisukcinatu 1h byly nalezeny navic dva signaly karboxylovych
uhliki hemisukcinatové skupiny pii 6 ~ 171 a 177 a dva signdly sekundarnich uhliki pfi 6
~ 28 - 29. V IR spektru slouceniny 1h byl nalezen 3iroky pas karbonylu pfi 1720 cm™ a
velmi slaby pas OH vibrace v oblasti 3520 cm'. V MS spektru hemisukcinatu 1h byl
kromé ionti odpovidajicich béZnym ztratdm nalezen ion odpovidajici ztrat€ molekuly

kyseliny jantarové.

Schema 8: a: sukcinanhydrid/DMAP/pyr, reflux, 2h

Hemisukcinat 1d byl ptipraven z difluoralkoholu 1c¢ podle schematu 9. Vytézek
reakce byl 41 %. Krom¢ signal charakteristickych pro zakladni skelet slouceniny, byl
v '"H NMR spektru hemisukcinatu 1d nalezen také multiplet &tyf vodik hemisukcinatové
skupiny pii & ~ 2.6 - 2.8. V '*C NMR spektru hemisukcinatu 1d byly nalezeny navic dva
signaly karboxylovych uhliki hemisukcindtové skupiny pti 6 ~ 171 a 177 a dva signaly
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sekundarnich uhlikd pfi 8 ~ 29. VIR spektru slouceniny 1d byl nalezen Siroky pés
karbonylu pii 1740 cm™, karboxylu pti 2800 cm™ a velmi slaby pas OH vibrace v oblasti
3410 cm’. V MS spektru sloueniny 1d byl krom& iontd odpovidajicich b&znym ztratam
nalezen ion odpovidajici ztraté (HOOC(CH,),CO).

Schéma 9: a: sukcinanhydrid/DMAP/pyr, refl., 2 h

3.2 Hemiglutaraty le, 1f

Hemiglutarét 1e byl ptipraven z difluoralkoholu 1¢ ve vytézku 44 % (schéma 10).
Kromé signald charakteristickych pro zakladni skelet slougeniny, byl v 'H NMR spektru
slou¢eniny le nalezen multiplet ¢tyf vodik na uhlicich 2° a 4" hemiglutaratové skupiny
pfi & ~ 2.6 - 2.8. Dale byl nalezen multiplet dvou vodiki pii & ~ 2.0 — 2.1, zde se jednalo
o vodiky na uhliku C-3" hemiglutaratové skupiny. V >°C NMR spektru hemiglutaratu le
byl nalezen signal karboxylového uhliku hemiglutaratové skupiny pii & ~ 172 a déle 1
singlety tfi sekundarnich uhlikd pii 6 ~ 20, 32.5 a 33.5. VIR spektrech derivatu le byl
nalezen $iroky pas karbonylu pfi 1730 cm™ a karboxylu pii 2900 cm™. V MS spektru
sloueniny le byl kromé iontl odpovidajici béznym ztratdam nalezen ion odpovidajici

ztraté (HOOC(CH,);CO).
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Schéma 10: a: glutaranhydrid/DMAP/pyr, refl.,, 2 h

Dimethylhemiglutarat 1f byl pfipraven z difluoralkoholu 1c¢ ve vytézku 73 %
(schéma 11). V'HNMR spektru sloudeniny 1f byly nalezeny také signaly 4 vodikd
na uhlicich 2" a 4" hemiglutaratové skupiny jako singletu pfi & ~ 2.5 a dvou dubleti pii & ~
2.5 a & ~ 2.7. Také bylo zaznamenano 6 vodikli dvou methylovych skupin, které jsou
navéazany na uhliku C-3" hemiglutaratové skupiny, které byly nalezeny jako dva singlety
pii 8 ~ 1.2. V '°C NMR spektru derivatu 1f byly nalezeny navic dva signaly karboxylovych
uhlik hemiglutaratové skupiny pfi 6 ~ 172 a 178, dvou sekundarnich uhliki pfi 6 ~ 45 a
jednoho kvartérniho uhliku pfi & ~ 33. Byl nalezen i signal pfi 8 ~ 28, znamenajici
ptitomnost obou methylovych skupin navazanych na esterovém substituentu. V IR spektru
slou¢eniny 1f byl nalezen $iroky pés karbonylu pii 1690 cm™ a pas karboxylu pti 2800 cm™
'. V MS spektru slougeniny 1f byl kromé& iontti odpovidajici béZznym ztratim nalezen ion

odpovidajici ztraté (HOOC(CH,)3(CH;),CO).

Schéma 11: a: 3,3-dimethylglutaranhydrid/DMAP/pyr, refl., 2h
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4. CYTOTOXICKA AKTIVITA PRIPRAVENYCH SLOUCENIN

2627 ha nadorové linii CEM

Celkem byly testovany in vitro metodou MTT-testu
3 slouceniny. Vysledky jsou shrnuty vtabulce 1. Cytotoxickd aktivita je vyjadiena
hodnotou ICs, kterd predstavuje minimalni koncentraci testované slouceniny (v pmol/l)
usmrcujici pravé 50 % nadorovych bunék. Za aktivni se povazuje sloucenina, jejiz ICsg je
mensi nez 10 pmol/l. Derivat s aktivitou ICso = 250 umol/l se povaZuje za zcela neucinny.

Testy latek 1d, le a 1f nepfinesly Zadné piekvapivé vysledky, pouze bylo
zaznamenano zvyseni cytotoxické aktivity u hemiglutaratu le oproti hemisukcinatu 1d,
avSak dimethylovany hemiglutarat 1f projevil v porovnani s hemiglutaritem le vyrazné
snizeni cytotoxické aktivity. Cytotoxicka aktivita slouceniny 1h byla méfena jiz

! stejné jako difluoralkohol 1c'? a

v minulosti a je zndmo, Ze tento derivat je neaktivni’
allobetulin 1g”'.
Hlavni oblast vyuzitelnosti téchto derivati vSak lezi napoli anti-HIV aktivity,

ktera zatim nebyla méfena.

Slou¢enina| [pmol/l]
CEM
1c 250
1d 102.0
le 23.5
1f 127.1
1g 250
1h 250

Tabulka 1: /n vitro cytotoxické aktivity sloucenin pfipravenych v této bakalafské praci na buné¢né

linii CEM (T-lymfoblasticka leukémie)
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EXPERIMENTALNI CAST
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Obecné poznamky k experimentalni ¢asti

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

Specifické optické otacivosti byly meéfeny 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 udavany
u kazdé hodnoty specifické optické otaéivosti.

IC spektra byla m&fena v chloroformu na spektrometru Nicolet Avatar 370 FTIR.
VInoéty jsou uvedeny v cm’.

NMR spektra byla méfena na pfistroji Varian VNMRS300 (‘H p#i 299.94 MHz, *C
pfi 75.427 MHz) v roztoku v CDCl,. Pro '"H NMR spektra byl jako vnitini standard pouzit
tetramethylsilan. Chemické posuny *C NMR spekter byly referencovany vigi 8(CDCl3) =
77.00 ppm. Multiplicita signald v 'C NMR spektrech byla uréena z DEPT spekter.
Hodnoty chemickych posund (5 stupnice) a interakénich konstant (Hz) v 'H NMR byly
ureny pomoci analyzy prvniho fadu. Chemické posuny byly zaokrouhleny na dvé
desetinna mista, interakéni konstanty v jednotkach Hz v '"H NMR na jedno desetinné misto
av "C NMR na celd &isla.

Hmotnostni spektra EI byla méfena na pfistroji Shimadzu QP 2010, teplota
iontového zdroje byla 150 °C, zavedeni vzorku bylo provedeno piimym vstupem
na rheniovém dratku vyhfivaném elektrickym proudem (proud nartstal od 0 mA do 380
mA rychlosti 10 mA/s), energie ionizyjicich elektrontl byla 75 eV. Relativni intenzity jsou

Pribéh reakci a Cistota vzorki byla sledovana pomoci TLC na féliich Kieselgel 60
F,s4 (Merck) nebo na TLC f6liich s reverzni stacionarni fazi RP-18 F,s4s (Merck). Detekce
TLC folii byla provadéna nejprve UV zafenim (model UVS - 54; 254 nm) a poté postiikem
10% kyselinou sirovou a zahfatim na 110 — 200 °C.

Pro sloupcovou chromatografii byl pouzivan Kieselgel 60 (63 - 200 pm; Merck
7734). Pouzivany HPLC systém mél toto uspoiadani: vysokotlaké cerpadlo Gilson (model
321-322), preparativni HPLC kolona (Labio 25x250 mm nebo 50x250 mm, sorbent
Biospher Si1120, 7um), Refractive index detektor IOTA 2 (Precision Instruments),
propojeny pres RS-232 s PC s programem Chromulan 1.20 a automaticky sbéra¢ frakci
Gilson (model 206). K odpafovani rozpoustédel byla pouzita RVO (Biichi Rotovapor R-
200). Pro lyofilizace byl pouzivan cryocooler Huber TC 100E.
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Elu¢ni soustavy pro vyvijeni TLC fo6lii a mobilni faze pro sloupcové chromatografie

na silikagelu (jsou vzdy uvedeny v experimentu):

A toluen : diethylether 15:1
B toluen : diethylether 6:1
C hexan : ethyl-acetét 9:1
D chloroform : ethyl-acetat : kyselina octovd 20:4:5

Veskera rozpoustédla pouzivana pro reakce, krystalizace a chromatografie byla
pfedem predestilovdna. Acetonitril pouzity pro krystalizace byl absolutizovan
dvojnasobnou destilaci s P4O,o. Methanol pouZzity pro krystalizace byl absolutizovéan
obvyklym zptsobem s hoi¢ikem. Cinidla DAST, DMAP a NaBH; byla zakoupena
od firmy Sigma-Aldrich, s.r.o. Vychozi latky hydroxyketon 1a a allobetulin (1g), pouZité
pro syntézy, jsou majetkem laboratore RNDr. Jana Sarka, Ph.D.

Cytotoxicka aktivita byla testovana na pracovisti Doc. MUDr. M. Hajducha, Ph.D.
v Laboratofi experimentdlni mediciny Détské kliniky FN v Olomouci nasledujicim
zpusobem: Testovana slou€enina byla v $esti riiznych zfedénich pfidana ke tkanové kulture
bunék T-lymfoblastické leukémie CEM v jamkach kultiva¢niho panelu. Kazda koncentrace
sloueniny byla testovdna v dubletu. Inkubace bunééné suspenze v prostiedi
s analyzovanou slouéeninou trvala 72 h pii 37 °C, v 5% atmosféie CO; a 100% vlhkosti.
Poté byl do kazdé jamky panelu pfidan MTT - [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-
2H-tetrazolium ‘bromid] a inkubace pokratovala dal$i 4 h. Inkubace byla ukoncena
pfidanim dodekansulfonatu sodného a procento prezivajicich bun¢k bylo stanoveno
spektrofotometricky pti 540 nm. Z kiivek davkové zavislosti je vypocitdna koncentrace

usmrcujici 50 % nadorovych bunék - TCSs.
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Obecny postup zpracovani reakénich smési
Reak¢ni smeés byla nalita do dvojnasobného mnozstvi zfedéné kyseliny
chlorovodikové (1:10), dale byla extrahovana ethyl-acetatem, spojené organické podily

byla promyty do neutralni reakce a nasledné byla rozpoustédla odpaiena na RVO.

Obecny postup pripravy hemiesterii:

Do roztoku hydroxyslouceniny (1 mmol) v pyridinu (10-15 ml podle rozpustnosti)
byl ptidan anhydrid (4 mmol) a DMAP (8 mmol). Po 10 h refluxu (TLC faze D) byla
reakéni smés zpracovana obecnym postupem zpracovani reak¢énich smési. Odparek byl
¢istén sloupcovou chromatografii. Chromatograficky jednotny produkt byl krystalizovan

nebo lyofilizovan.

1. Priprava difluorketonu 1b

Difluorketon 1b byl pfipraven modifikovanym postupem dle literatury'?.
Do roztoku hydroxyketonu 1a (3.50 g; 8.0 mmol) v chloroformu (20 ml) byl ptidan DAST
(3.5 ml; 26.50 mmol). Reak¢éni smés byla michana 4 dny za r.t.. Pribéh reakce byl
sledovan pomoci TLC (soustava A). V dal$im postupu byla do reakéni smési ptfidana
po malych davkach voda (1 ml) a ptisypavan praskovy NaHCOs3, dokud smés nepiestala
pénit. Pak byla organicka faze oddé€lena a protiepana s vodou, organicka rozpoustédla byla
odpafena na RVO. Svétle hnédy odparek (3.5 g) byl dale ¢istén sloupcovou chromatografii
na silikagelu v toluenu. Krystalizaci z MeOH byl ziskan difluorketon 1b (1.5 g; 41 %) o t.t.
243 - 245 °C, [a]p +123 (c 0.52). Literatura'? uvadi t.t. 243 - 245 °C, [a]p +123. '"H NMR

spektrum bylo identické s autentickym materialem'?.

2. Priprava difluoralkoholu 1¢

Difluoralkohol 1¢ byl pfipraven modifikovanym postupem dle literatury'%.
Do roztoku difluorketonu 1b (1.5 g; 3.1 mmol) ve smési THF (145 ml) a MeOH (135 ml)
byl za chlazeni ledem pfidavan NaBH, (200 mg, 5.3 mmol) a reakéni smés byla michana
po dobu 3 hodin a poté zpracovana obecnym postupem. Chromatograficky jednotny

(dle TLC v soustavé B) odparek byl rozpu$tén v toluenu, prefiltrovan pfes sloupec
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silikagelu a rozpoustédlo bylo odstranéno na RVO. Filtraci odparku ptes sloupek silikagelu
v toluenu byla ziskana chromatograficky jednotna frakce (700 mg) a smésna frakce, ktera
byla déle ¢isténa na HPLC (mobilni faze C). Byl ziskan difluorallobetulin 1¢ (850 mg; 57
%) o t.t. 299 - 301 °C, [a]p +48 (c 0.39). Literatura'? uvadi t.t. 299 - 301 °C, [a]p +48. 'H

NMR spektrum bylo identické s autentickym materialem'2.

3.  Priprava hemisukcinatu 1h

Z allobetulinu (1g) (500 mg; 1.13 mmol) byl obecnym postupem pfipraven
hemisukcinat 1h. Krystalizaci ze smési butanon — acetonitril — voda byl ziskan
chromatograficky jednotny hemisukcinat 1h (300 mg; 49 %) o t.t. 268 - 271 °C, [a]p +46
(¢ 0.39). Literatura® uvadi t.t. 268 - 270 °C, [a]p +46. 'H NMR spektrum je shodné

se spektrem autentického preparatu®!2®.

4. Priprava hemisukcinatu 1d

Obecnym postupem byl z difluoralkoholu 1¢ (200 mg; 0.40 mmol) pfipraven
hemisukcinat 1d. Odparek byl ve formé roztoku v toluenu nanesen na sloupec silikagelu a
byla provedena chromatografie s gradientem mobilni faze od 40% ethyl-acetatu v hexanu
az po 100% ethyl-acetat. Krystalizaci z acetonitrilu byl ziskan hemisukcinat 1d (100 mg;
41 %) o tt. 109.3 °C a [a]p +48,1 (c 0.26). IC spektrum: 1731 (C=0), 1751 (C=0),
2736 (COOH), 2851 (COOH), 2957 (COOH), 3407 (O-H). 'H NMR spektrum: 0.80 s,
0.89s,092s, 093 s, 094 d (J=09), 1.00 s, 1.04 s, 21H (7xCH3); 2.32 td, 1H (J=13.8,
J’=4.8, H-1a); 2.67 — 2.81 m, 4H (HOOCCH,CH,COO); 3.46 d, 1H (J=7.8, H-28a); 3.54
s, 1H (H-190); 3.78 d, 1H (J=7.5, H-28b); 4.88 dd, 1H (J=23.1, J'=5.7, H-30); '°F NMR
spektrum: -90.60 dd (J=4.8, J'=248.1, F,); -106.32 dddd (J=249.2, J'=34.7, J’'=22.9,
J7'=14.1, Fp). MS m/z (%): [Pro CyHs,F,0s, M" 578]: 577 (M'-H, 90), 478 (56),
458 (61), 407 (93), 387 (10), 369 (7), 342 (22), 323 (19), 309 (8), 297 (7), 283 (8),
269 (10), 256 (15), 236 (25), 220 (37), 205 (73), 191 (100). Elementarni analyza:
pro C3;Hs;F,05 (578) vypocteno: C 70.56 %, H 9.06 %, F 6.57%, nalezeno: C 70.61 %,
H 9.07 %, F 6.55 %.

5.  Priprava hemiglutaratu le

Obecnym postupem byl z difluoralkoholu 1¢ (200 mg; 0.4 mmol) pfipraven

hemiglutarat le. Odparek byl nanesen na sloupec silikagelu a byla provedena
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chromatografie s gradientem mobilni faze od 40% ethyl-acetatu v hexanu az po 100%
ethyl-acetat. Néslednou lyofilizaci z t-BuOH byl ziskan hemiglutarat 1e (110 mg; 44 %)
ott. 230.0 °C a [a]p+41.5 (c 0.24). IC spektrum: 1710 (C=0), 1744 (C=0),
2866 (COOH), 2946 (COOH), 'H NMR spektrum: 0.80 s, 0.90 s, 0.92 s, 0.93 d (J=0.9),
0.935s,1.00s,1.04 s, 21 H (7xCH3); 1.97 — 2.10 m, 2H (HOOCCH,CH,CH,COO); 2.31
td, 1H (J=13.7, J'=4.9, H-1a); 2.40 — 2.60 m, 4H (HOOCCH,CH,CH,COO); 3.46 d, 1H
(J=7.8, H-28a); 3.54 s, 1H (H-190a); 3.78 d, 1H (J=7.6, H-28b); 4.87 dd, 1H (J=23.3,
J’=5.8, H-3a). MS m/z (%): [Pro C3sHsF,0s, M™ 592]: 591 (M™-H, 100), 544 (5),
425 (13), 361 (13), 32(13), 265 (8). Elementarni analyza: pro CisHssF20s (592)
vypocteno: C 70.91 %, H 9.18 %, F 6.41 %, nalezeno: C 70.89 %, H 9.17 %, F 6.44 %.

5. Priprava dimethyhemiglutaratu 1f

Do roztoku difluoralkoholu 1¢ (200 mg; 0.40 mmol) v pyridinu (2 ml) byl pfidan
3,3-dimethylglutaranhydrid (620 mg; 4.4 mmol) a DMAP (400 mg; 8 mmol). Po 10
hodinach refluxu pii 120 °C (TLC faze F) bylo pfidano nékolik kapek vody a dale byla
reakéni smés 1 h refluxovana. Poté byla reakéni smés zpracovana postupem A. Filtraci
v chloroformu pres sloupec silikagelu a naslednou lyofilizaci z-BuOH byl ziskan
dimethylhemiglutarat 1 (190 mg; 73 %) o t.t. 111.4 °C a [a]p +20.8 (c 0.39). IC spektrum:
1689 (C=0), 2700 (COOH), 2964 (COOH), 'H NMR spektrum: 0.81 s, 0.91 s, 0.92 s,
0.93s, 093 s, 1.00 s, 1.03 s, 21 H (7xCH3); 1.17 s, 1.18 s, 6H (2xCH3); 2.31 td, 1H
(J=13.7, JI'=4.8, H-la); 2.52 s, 2H; 253 d, 1H (J=14.8); 2.67 d, 1H (J=14.8)
(HOOCCH,CCH,COO); 347 d, 1H (J=7.7, H-28a); 3.59 s, 1H (H-19a); 3.81 d, 1H
(J=7.8, H-28b); 4.88 dd, 1H (J=23.4, J'= 5.9, H-3a). MS m/z (%): [Pro C3;HssF20s, M*
620]: 619 (M'-H, 100), 508 (3), 465 (3), 385 (4), 325 (5), 265 (4), 181 (3). Elementarni
analyza: pro C3;7HsgF,0s (620) vypocteno: C 71.58 %, H 9.42 %, F 6.12 %, nalezeno: C
71.55 %, H9.41 %, F 12.95 %.
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Tabulky °C NMR spekter

Pfifazeni signdlli 13C NMR spekter bylo provedeno na zakladé DEPT spekter a

podle analogii. Cislovani atomt uhliku jednotlivych sloudenin je uvedeno v piiloze

na str. 34.
Slou¢enina
atom C 1d le 1f

1 46.68 t (J=19) 46.66 t (J=19) 46.65t(J=19)
2 121.47 (J=242, 1°=250) | 121.54 (J=240,J'=248) | 121.52 (J=240, J]'=249)
3 77.65t (J=19) 77.20 77.12

4 39.44 d (J=06) 39.37d (J=6) 39.32 (J=6)
5 55.09 55.04 55.06

6 17.93 17.95 17.95

7 33.56 33.56 33.57

8 40.88 40.88 40.87

9 51.41 51.42 51.40

10 38.42d (J=9) 38.43d (J=9) 38.41 (J=9)
11 21.30 21.28 21.28

12 26.29 26.29 26.29

13 34.00 33.99 33.94

14 40.77 40.77 40.77

15 26.22 26.22 26.20

16 36.68 36.68 36.63

17 41.44 41.44 41.44

18 46.75 46.74 46.71

19 87.93 87.92 87.99

20 36.23 36.23 36.18
21 32.66 32.66 32.64
22 26.18 26.17 26.13

23 28.57 28.75 28.72

24 16.41 (J=3) 16.48 d (J=3) 16.48 d (J=3)
25 15.93 (J=06) 15.94 d (J=6) 15.89 d (J=6)
26 15.67 15.67 15.66

27 13.42 13.42 13.42

28 71.17 71.16 71.05

29 24.51 24 .51 24.50

30 28.76 28.75 28.72

1 171.64 172.41 171.56

pi 28.80 33.16 44.67

3’ 28.90 19.96 32.52

4’ 177.00 32.60 45.07

5 - 177.69 178.03

6 - - 27.77

7 - - 27.77
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ZAVER
1.  Byla provedena reSerSe piipravy a potencidlniho farmakologického vyuziti
fluorovanych lupanovych triterpenoidi a hemiester lupanovych triterpenoida.

2. Byl pfipraven difluorketon 1b a difluoralkohol 1c¢ a dale hemisukcinaty 1h a le,
hemiglutarat 1f a dimethylhemiglutarat 1g.

3. Celkove byly pfipraveny 3 dosud nepopsané slouceniny le, 1f a 1g. U vsech tii byla

provedena Uplna charakterizace.

4. VSechny tyto latky byly testovdny na in vitro cytotoxickou aktivitu vic¢i bunééné linii

CEM metodou MTT testu.
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