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Wykaz wazniejszych stosowanych
skrotow i nazw chemicznych

Ac grupa acetylowa (CH;COO-)
Ac,O bezwodnik octowy

BCNU N,N’-bis(2-chloroetylo)-N-nitrozomocznik

bezw. bezwodny
DCC 1,3-dicykloheksylokarbodiimid
DHP dihydropiran

DiOCg(3)  jodek 3,3’-diheksyloksakarbocyjanidu

DMSO dimetylosulfotlenek

EC; stezenie zwigzku powodujace $mieré 50% komorek
EtOAc octan etylu
LDH dehydrogenaza mleczanowa

MeOH metanol

MTT bromek 3-(4,5-dimetylo-1,3-tiazol-2-ylo)-2,5-difenylo-2H-tetrazolowy
NBS N-bromoimid kwasu bursztynowego

NMO N-tlenek-N-metylomorfoliny

p.atm. ci$nienie atmosferyczne

PCC chlorochromian pirydyniowy

PDC dichromian pirydyniowy

(Ph),P trifenylofosfina
PI jodek propidiowy

PIR pirydyna bezwodna



PPTS
PVP
rft

S.S.
TBAB
TBMIB
TEA
THF
temp.
TRAIL
t.w.

VP16

4-toluenosulfonian pirydyniowy
poliwinylopirolidon

reaktywne formy tlenu

sucha substancja

bromek tetrabutyloamoniowy

bromek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy
trietyloamina

tetrahydrofuran

temperatura

inaczej Apo-2L, TNF-related apoptosis inducing ligand
temperatura wrzenia

etopozyd



Wybrane regutly nazewnictwa
zwigzkoéw triterpenowych

Dotychczas brak jest wytycznych dotyczacych nazewnictwa zwigzkéw terpenowych w je-
zyku polskim. Nie jest na przyktad okreslone, czy przedrostki lub przyrostki — oznaczajace
modyfikacje struktury triterpenowej — powinny by¢ pisane czcionka prostg, italikiem,
w wersji spolszczonej, czy oryginalnej. Przedrostek oznaczajacy otwarcie pierscienia mozna
by zatem zapisa¢ na cztery sposoby: ,seko-", ,seco-”, ,seco-" lub ,seko-".

Dlatego zastosowano ogodlne zalecenia IUPAC opracowane przez [159] w jezyku angiel-
skim z zaadaptowaniem spolszczen z ,Nomenklatury steroidow” [133]. Wazniejsze konwen-
cje przyjete za [133] przedstawiono ponizej:

35-2.5

35-4.4

35-4.4

35-4.7
35-6.1

35-8.1

35-7.5

Lokant wigzania podwojnego powinien bezposrednio poprzedzaé sylabe wskazujaca
nienasycenie.

Aldehydy nazywa sie przez uzycie przyrostka ,-al” lub ,-aldehyd”. Przedrostek ,-okso”
wskazuje na zamiane grupy metylenowej (~CH,—) na karbonylowa lub metylowej
(-CH;) w aldehydowa, bez zmiany liczby atoméw wegla.

Jedli grupa aldehydowa jest utworzona przez podstawienie atomu wodoru (w meti-
nie, metylenie lub metylu) przez ~CHO, stosowany jest przedrostek ,formylo-” lub
przyrostek ,-karboaldehyd”.

Etery nazywa sie jako alkoksy pochodne.

Przedrostek ,nor-” oznacza usuniecie grupy metylenowej z tancucha (3S-6.1) lub
pierscienia (3S-7.1). Uwaza sie, ze tracone sg grupy z najwyzszymi numerami, a lokant
bezposrednio poprzedza przedrostek ,nor-” w nor-zwigzku. Pozostala czes¢ oryginal-
nej numeracji nie zmienia sie.

Rozerwanie pierscienia z dodaniem atomu wodoru przy kazdej w ten sposoéb powsta-
tej grupie koncowej wskazuje si¢ przedrostkiem ,seko-", z zachowaniem oryginalnej
numeracji atomow wegla czasteczki. Gdy rozerwany jest wiecej niz jeden pierscien,
preferowana jest nazwa systematyczna.

W zwiazkach w ktérych nastgpita migracja wigzania mozna stosowaé przedrostek
,abeo-” w formie x(y—uz)abeo-, gdzie: x wskazuje niezmienny koniec migrujacego
wigzania, y pozycje wyjsciowa od ktorej drugi koniec tego wigzania przesunat sie,
z nowa pozycje do ktoérej wiazanie przemigrowato. Niezbedne jest okreslenie powstalej
stereochemii.






Czesc 1

Teoretyczna






Rozdzial 1

Wprowadzenie

Betulina jest jedna z pierwszych substancji naturalnych wyizolowanych z roslin. Wy-
osobnit jg przypadkowo w 1788r. Lowitz z kory brzozy brodawkowatej Betula verrucosa
Ehrh.

W klasyfikacji chemicznej betulina nalezy do triterpenéw — jednej z najliczniejszych
grup substancji w przyrodzie. Skomplikowany szkielet weglowodorowy tej czasteczki ma
budowe zblizong do steroidow. Biogeneza tych dwdch grup jest zbiezna, az do syntezy
2,3-epoksyskwalenu, co dodatkowo podkresla ich podobienstwo.

W XIX i na poczatku XX w. prowadzone byly bardzo liczne prace nad budowa i wlasci-
wosciami chemicznymi betuliny, ktére zaowocowalty szeregiem aktualnych do dzi$ publika-
cji. Ustalony zostal wzér strukturalny betuliny i zsyntetyzowanych kilkanascie pochodnych,
ktore pomimo braku wéwczas wysoce wyspecjalizowanych metod instrumentalnych, jak np.
magnetyczny rezonans jadrowy czy spektrometria mas, szczegbétowo scharakteryzowano pod
wzgledem fizykochemicznym.

Odkrycie w 1995r. przez E. Pisha i wsp. zdolnoéci selektywnego indukowania samobdj-
czej $mierci komoérek nowotworowych przez kwas betulinowy oraz niskiej toksycznosci (lub
jej braku) dla komérek prawidtowych, wywotalo zwiekszone zainteresowanie triterpenami
typu lupanu.

Betulina rézni si¢ od kwasu betulinowego tylko jednym ugrupowaniem chemicznym, t;j.
grupa hydroksymetylenowa wystepujaca przy C17 zamiast karboksylowej.

Kwas betulinowy jest sktadnikiem kory platanéw ( Platanus acerifolia), gdzie wystepuje
w ilodci ok. 3%.

Dostepnos$é betuliny jest wieksza, gdyz moze stanowié¢ do 25% zawartosci zewnetrznej
warstwy kory brzoz. Dlatego tez opracowywane sa stale metody potsyntezy kwasu betuli-
nowego z betuliny.

W pismiennictwie pojawia sie coraz wiecej publikacji prezentujacych wtasciwosci farma-
kologiczne pochodnych betuliny. Triterpen ten jak réwniez jego potsyntetyczne pochodne,
posiadaja szereg specyficznych wtadciwosci, wérdéd ktérych najezedciej wymienia sie dziata-
nie toksyczne na linie komoérek nowotworowych, dziatanie przeciwzapalne, przeciwwirusowe
i przeciwmalaryczne. W zwiazku z tym, przemyst farmaceutyczny i kosmetyczny wykazuje
coraz wigksze zainteresowanie betuling.



Rozdziat 1. Wprowadzenie

Podjecie badan opisywanych w niniejszej pracy, podyktowane byto nie tylko przestan-
kami pragmatycznymi — potencjalnym zastosowaniem betuliny jako leku lub kosmetyku
— ale réwniez impulsem natury czysto poznawczej.

Niezwykta struktura czasteczkowa tego triterpenu z jej nieco nietypowym zachowaniem
w niektorych reakcjach chemicznych zachecity do podjecia wyzwania. . .



Rozdziat 2

Biogeneza triterpenéw

Triterpeny sa grupa zwiazkéw nalezaca do jednej z najliczniejszych klas substancji
naturalnych — terpenoidéw — zwiazkéw, w ktorych budowie mozna wyréznié¢ tzw. ,jed-
nostki izoprenowe” . Izopren, czyli 2-metylo-1,3-butadien, jest elementem wspolnym wszyst-
kich terpenoidéw. Moze on pochodzi¢ z dwu szlakow metabolicznych: mewalonianu lub
5-fosforanu 1-deoksy-D-ksylulozy [164].

Podziatl terpenoidéw jest obecnie dokonywany ze wzgledu na liczbe jednostek izo-
prenowych w czasteczce. Jedna jednostka izoprenu jest prekursorem hemiterpenéw (Cs).
Kondensacja dwu czasteczek aktywnego izoprenu — pirofosforanu izopentenylu — daje
monoterpeny (Cig). Analogicznie powstaja seskwitepeny (Cis), diterpeny (Cao) i poli-
terpeny (polipreny, np. kauczuk naturalny). Triterpeny i tetraterpeny tworzone sa nieco
inaczej. Redukcyjna kondensacja dwu jednostek FPP — pirofosforanu farnezylu (Cis)
— prowadzi do powstania skwalenu, ktéry jest prekursorem triterpenéw. Tetraterpeny
powstaja natomiast z 16-trans-fitoenu, ktory syntetyzowany jest w reakcji kondensacji dwu
czasteczek pirofosforanu geranylogeranylu (GPP, Cy) [128].

Triterpenoidy stanowig obszerng i strukturalnie zréznicowang grupe substancji natu-
ralnych wywodzacych sie ze skwalenu lub pokrewnych acyklicznych trzydziestoweglowych
prekursoréw — skwalenu i bis-epoksyskwalenu [148].

Triterpenoidami nazywa sie sterole, steroidy® i saponiny. Triterpenoidy posiadaja ponad
100 réznorodnych szkieletoéw weglowych.

Wigkszosé triterpenoidéw to zwigzki: 6-6-6-5 czteropierscieniowe (tetracykliczne), i 6—
6—6-6-5 oraz 6-6-6-6—6 pieciopierscieniowe (pentacykliczne). Znane sa ponadto triterpeny
acykliczne, jedno—, dwu— i tréjpierscieniowe [29].

Pierwsze badania biosyntezy terpenoidéow przeprowadzit w 1910 roku Wallach, formu-
hujac tzw. ,regule izoprenowa” zaktadajaca, ze wickszos¢ terpenoidéw moze hipotetycznie
powstawaé przez dolaczanie kolejnych jednostek izoprenowych [128]. W latach 50-tych
von Ruzicka 1 wsp., udoskonalili te koncepcje, przedstawiajac tzw. ,biogenetyczna regu-
te izoprenowa”, ktora umozliwiala wyjasnienie biosyntezy kazdego szkieletu terpenowego
W oparciu o rozwazania mechanistyczne: addycji elektrofilowej, cyklizacji i r6znych przegru-
powan [128]. Regula ta jest ciagle udoskonalana, lecz jej gtéwne zalozenia dotychczas nie
ulegly zmianie. Jako ogdlny mechanizm przyjeto, ze all-trans skwalen lub epoksyskwalen
sg aktywowane przez atak kationu. Kaskada cyklizacji kation—olefina generuje nastepnie

W 1936 . Callow i Young zaproponowali, aby steroidami nazywaé sterole chemicznie pokrewne choleste-
rolu.



Rozdziat 2. Biogeneza triterpenow

cykliczny karbokation, ktéry moze ulec przegrupowaniu i dalszej cyklizacji. Przesuniecia
antyperiplanarne zakonczone przez utrate protonu daja obojetne® produkty [219].
Enzymy katalizujace te reakcje nazywane sg syntazami triterpenowymi i dzieli si¢ je na:

— cyklazy skwalenu (ang.: SC),

— cyklazy epoksyskwalenu (ang.: OSC),
wytwarzajace odpowiednio triterpeny i alkohole triterpenowe® [219)].

Aktywnos¢ cyklazy epoksyskwalenu poprzedza dziatanie epoksydazy (monooksydazy)
skwalenu (SQE). Rogliny posiadaja liczne geny kodujace ten enzym jak i cyklazy [148].

Skwalen lub epoksyskwalen po protonacji ulegaja reakcji cyklizacji katalizowanej przez
odpowiedni enzym. Rozwazania modelowania molekularnego przewiduja, ze reakcja cykli-
zacji skwalenu jest silnie egzotermiczna. Energia reakcji wynosi —200 kJ/mol. Ma to swoje
potwierdzenie w budowie enzymu — w cyklazie skwalen-hopen (SHC) stwierdzono obecno$é
charakterystycznych sekwencji QW, stuzacych do odprowadzania energii termicznej reakcji.
Ponadto liczba obrotéw enzymu (ang.: turnover) jest niska, co pozwala na skuteczna
dyssypacje ciepta [213].

Epoksyskwalen jest stabilny w srodowisku obojetnym, a w lodowatym kwasie octowym
jest trwaly przez ok. jeden dzien. Do rozpoczynajacej cyklizacje aktywacji mostka epoksy-
dowego potrzebny jest silniejszy kwas Brgnsteda — np. trifluorooctowy [212]. W cyklazie
epoksyskwalenu wyizolowanej z Saccharomyces cerevisiae za prawidlowe funkcjonowanie
enzymu odpowiedzialna jest tylko jedna reszta kwasu asparaginowego (D456), a w centrum
aktywnym oczyszczonego funkcjonalnego enzymu nie ma metali bedacych kwasami Lewi-
sa [212].Przypuszcza sie zatem, ze za szybka reakcje cyklizacji odpowiada prefatdowanie
substratu i bliskie utozenie donora protonu do tlenu epoksydowego; proces protonacji
i tworzenia pierécienia A sa ze sobg sprzezone (jednoczesne)? [212].

W biogenezie triterpenoidow wyrodznia sie trzy podstawowe karbokationy, tworzone
w réznych $ciezkach biosyntetycznych:

— kation deoksydammarenylu 1 powstajacy ze skwalenu,

— kation protosterylu 2 powstajacy z epoksyskwalenu oraz

— kation dammarenylu 3 powstajacy z epoksyskwalenu (schemat 1).

Karbokationy te ulegajac pdzniej réznym przeksztatceniom daja cate bogactwo zwiaz-
kow triterpenowych.

Hopanoidy wystepuja w btonach lipidowych wszystkich bakterii, najczesciej z dobu-
dowanym do szkieletu triterpenowego fragmentem hydrofilowym; peknia role podobng do
cholesterolu u innych organizméw. Najpowszechniej wystepujace hopanoidy to: diplopten
(hopen) 9 i 22-diplopterol (22-hydroksyhopan) 10. U roslin wyzszych hopanoidy maja
funkcje tlenowa® przy C-3, jak np. hopanon 11 z zywicy dammar z rodzaju Hopea [88].

2W sensie tadunku elektrycznego.

3Nie mozna wykluczyé powstawania alkoholi triterpenowych w wyniku utleniania przy C-3 pochodnych
cyklazy skwalenowe;j.

4Ang.: concerted.

5Prekursorem jest przypuszczalnie epoksyskwalen a nie skwalen.
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Syntaza

skwalen—hopen

Syntaza
_—

skwalen—hopen

Syntaza Syntaza
lanosterolu lanosterolu
Syntaza Syntaza
=y L=y
lupeolu lupeolu
6 8 3

Schemat 1: Trzy podstawowe Sciezki biosyntezy triterpenoidow.

7 kationu protosterylu w przesunieciu 1,2 powstaje kation lanosterylu. Deprotonacja
tego karbokationu przez odpowiednie cyklazy epoksyskwalenu daje produkty bedace pre-
kursorami zwiazkéw steroidowych. Syntaza lanosterylu (LAS) katalizuje cyklizacje epoksy-
skwalenu do lanosterolu 12 — prekursora steroli zwierzecych; w Krolestwie Roslin syntazy
cykloartenylu przeprowadzaja syntezy cykloartenolu 13, z ktoérego pdzniej powstajg inne
sterole roslinne (tzw. fitosterole) i brassinoidy [219].

H H
- ‘,

HO

12 13 14

Wiekszos¢ z szeroko rozpowszechnionych alkoholi triterpenowych w roslinach, jak np.
lupeol i f-amyryna, wywodzi si¢ z kationu dammarenylu 3. Migracja C16 powoduje po-
wiekszenie pierscienia D, generujac kation bakkarenylu 15 (schemat: 2). Po 183-cyklizacji
pierscienia E powstaje kation lupylu (lupenylu) 16. Ostatecznie odszczepienie protonu od
tego kationu — o ile nie zachodzi dalsze przegrupowanie — prowadzi do powstania lupeolu
17 [219].

Terminacja karbokationu zachodzi nie tylko w wyniku odszczepienia protonu, ale mo-
ze réwniez nastepowaé wskutek formalnego przytaczenia grupy hydroksylowej. Syntaza
lupeolu z Arabidopsis thaliana wytwarza znaczne ilosci 3,20-dihydroksylupanu 14 przez
przytaczenie hydroksylu do kationu lupylu 16 [37].
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Schemat 2: Biosynteza lupeolu.

Przegrupowanie kationu lupylu 16 zwigzane z powigkszeniem pierécienia E moze prze-
biega¢ poprzez migracje C21 dajac kation germanicylu 18 lub C18 z utworzeniem drugo-
rzedowego kationu 19 przegrupowujacego sie w przesunieciu 1,2 do kationu izoursylu 20.
Jest on prekursorem triterpenéw typu a-amyryny 21.

Schemat 3: Powstawanie c-amyryny 21

Powszechnie wystepujace w $wiecie roslin triterpeny typu oleananu jak: 3-amyryna
22, 0-amyryna, tarakserol 23 i in., powstaja w wyniku przesunie¢ 1,2 i deprotonacji z ka-
tionu germanicylu (schemat 4) [219,224].

Schemat 4: Powstawanie f-amyryny 22 i tarakserolu 23

Zmanych jest kilka izomeréw lupeolu, powstajacych wskutek zachodzacych przed depro-
tonacja przesunie¢ 1,2 w obrebie kationu lupylu — sa to: 18-lupen-3-ol 24, 13(18)-lupen-3-ol
25, neolupenol 26, tarolupeol 27, tylolupenol A 28, tylolupenol B 29, cymbopogonol 30
i cymbopogonon 31 [219].
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28 29 30 31

Jeszcze inne produkty powstaja gdy cyklizacja pierécienia E kationu bakkarenylu 15
zajdzie od strony 18« (sch. 5). Powstaje wowczas kation 32. Jego bezposrednia depro-
tonacja daje nepehinol 33 o konfiguracji pierscieni C-C-C-B-C, ktory jest C18 epimerem
lupeolu. Nepehinol wystepuje np. w kocimietce [219].

Schemat 5: Powstawanie C-18 epimeru lupeolu — nepehinolu 33

Inne izomery lupeolu z konfiguracja pierscieni C-B-C-C-C wywodza si¢ z kationu proto-
sterylu (sch. 6). Kation ten po powiekszeniu pierécienia D w wyniku migracji C16 tworzy ka-
tion 34 izomeryczny przy C-13 1 C-14 do 15. W trakcie tworzenia pierscienia E w cyklizacji
18a przechodzi w kation 32. Przesuniecia 1,2 z nastepcza deprotonacja daje: hankolupenol
35 i hankokinol 36 (triterpeny te wystepuja w Cynanchum hancokianum) [219].

Schemat 6: Powstawanie hankolupenolu i hankokinolu

Dotychczas wyizolowano i scharakteryzowano 32 roslinne cyklazy epoksyskwalenu. Sie-
dem z nich to enzymy wielofunkcyjne, tj. katalizujace synteze réznych triterpenow [148].

9
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Budowa i mechanizm dziatania tych enzyméw moga sie r6znié, aczkolwiek geny kodujace
te biatka sa konserwatywne, co widoczne jest w duzym stopniu podobienstwa u réznych
gatunkow. Istniejg co najmniej dwa typy syntazy lupeolu, ktore roznia sie nie tylko sktadem
aminokwasow, ale i mechanizmem deprotonacji kationu lupenylu. Klonowanie i ekspresja
wyizolowanych c¢cDNA kodujacych syntazy triterpenowe z: Olea europaea (OEW), Ta-
razacum officinale (TRW) i Arabidopsis thaliana (LUP1) pozwolilty na poréwnanie ich
sekwencji aminokwasowych [110,176].

OEW i TRW wykazuja 58% podobienstwa z LUP1, a ten gen 70,2% do syntazy (-
amyryny PNY (z Panaz ginseng). Jednoczesnie OEW i TRW wykazuja 63,7% i 63,6%
podobienistwa do PNY [110, 176].

W eksperymentach ze znakowanym izotopowo weglem® wykazano, ze syntaza LUP1
katalizuje odszczepienie protonu zaréwno od grupy metylowej C-29 jak i C-30. Stosunek
znakowanych izomeréw wynosi 1 : 1, natomiast OEW i TRW odszczepiaja wytacznie proton
od C-29 [109].

Wiegkszy stopien podobienstwa LUP1 do syntazy S-amyryny i obecno$¢ posrod produk-
tow tego enzymu obok lupeolu niewielkich ilogci m.in. f-amyryny sugeruje, ze enzym ten
ewolucyjnie znajduje si¢ pomiedzy typami syntaz OEW i TRW a syntaza G-amyryny [109].

Dotychczas nie wyizolowano enzymow odpowiedzialnych za synteze betuliny. Ten diol
typu lupanu powstaje najprawdopodobniej w wyniku utleniania grupy metylowej lupeolu
przy weglu C-17 przez cytochrom P450 [110]. Co ciekawe w mtodych gatazkach brzozy
wystepuja inne triterpeny, a nie ma pochodnych typu lupanu [194].

Nie przeprowadzono dotychczas syntezy totalnej kwasu betulinowego ani betuliny. Na
podstawie analizy retrosyntetycznej podjeto proby wytworzenia uktadu pierscieni typu lu-
panu. Ze wzgledu na silne oddziatywania grup metylowych na olefiny i liczne oddzialywania
1,3-diaksialne, nie zakonczyly sie one powodzeniem, prowadzac najczesciej do utworzenia
pentacyklicznego szkieletu ztozonego z szesciu pierscieni cykloheksanowych [84].

6Dodatek [1,2-13C3] octanu do pozywki drozdzy z whudowanym odpowiednim cDNA.
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Rozdzialt 3

Wybrane skitadniki kory brzozowe]j

Brzoza od wiekéow byta wykorzystywana jako Zrodio roznych surowcéw medycznych,
z ktorych dzisiaj w Polsce! wykorzystuje sie liscie, sok. Do niedawna, jeszcze stosowany byt
dziegie¢ brzozowy (Betulae oleum) jako desinficiens [104].

W czasach prehistorycznych jednym z zastosowan dziegciu byto sporzadzanie trwatego
kleju [113,175].

Analiza lepiszcza z Grand Aunay (Francja) datowanego na III-I1 w.p.n.e, ktérego gtow-
nym sktadnikiem byt rowniez dziegie¢ brzozowy, wykazata obecnos¢: betuliny, lupeolu,
produktu dehydratacji betuliny — lupa-2,20(29)-dien-28-olu, oraz niewielkich iloéci innych
triterpenéw: weglowodoru Cs,H,g, allobetul-2-enu, lupenonu, betulonu, i allobetuliny [12].

Eterowy (eter dietylowy) ekstrakt zywicy z kory mltodych brzéz Betula pendula zawie-
ra kilka zwiazkow triterpenowych typu dammaranu: kwas papyriferowy (3a-O-malonylo-
123-0O-acetylo-25-hydroksy-(20S,24R )-epoksydammaran 37, R1=OCOCH,COOH, R2=H)
i wystepujacy w podobnych ilosciach jego 3(3-epimer: kwas 3-epi-papyriferowy (37 R1=H,
R2=0COCH,COOH), oraz zwiazek z otwartym pierscieniem heterocyklicznym i zredu-
kowanym taricuchem bocznym — kwas pendulowy (33-O-malonylo- 123-O-acetylo-20(S)-
hydroksydammar-24-en 38 R=OCOCH,COOH) [195]. Nie sa wymieniane triterpeny in-
nych typéw w tym lupanu jako sktadniki kory mtodych drzewek. Prawdopodobnie betu-
lina jest wytwarzana w pdzniejszych etapach wzrostu brzozy, co uzewnetrznia sie zmiang
zabarwienia kory z koloru brazowego na biaty.

37 38

Huba stosowana w medycynie ludowej do leczenia nowotworéw — porek brzozowy
Piptoporus betulinus (rodzina zagwiowate) — jest jednorocznym grzybem, wystepujacym

W krajach skandynawskich i niektérych regionach Rosji stosuje si¢ paczki brzozy karelskiej w schorzeniach
gérnych drég oddechowych, jak np. przezigbienia.
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pospolicie w Polsce. Pojawia si¢ szczegdlnie jesienig na martwych pniach i gateziach brzoz.
Zawiera m. in. zwigzki triterpenowe — kwasy poliporenowe A, B i C.

Ekstrakt eterowy tej huby wykazuje dziatanie hamujace na linie komorkowe ludzkich
nowotworéw FTC238 (rak tarczycy), SK-N-AS (nerwiak niedojrzaly), T47D (rak piersi),
Hep-2 (rak krtani) i HeLa (rak szyjki macicy) z EC50 1-10 ug/ml [86].

Frakcja triterpenowa ekstraktu kory brzozy brodawkowatej Betula verrucosa stanowi
21-40% masy suchej kory. Gtéwnym triterpenem ekstraktu obok betuliny stanowigcej 167
340 g/kg suchej kory jest lupeol — 20g/kg. Aldehyd i kwas betulinowy oraz jego ester
metylowy stanowia tacznie 17 g/kg. Sklad frakcji triterpenowej po hydrolizie alkalicznej
(0.5 M KOH w etanolu) przedstawia tabela 3.1 [40].

Tabela 3.1: Przecietny sktad hydrolizatu alkalicznego frakcji triterpenowej ekstraktu kory
brzozy brodawkowatej Betula verrucosa

triterpen zakres stezenl [%] przecietnie [%]
betulina 55,5-84,1 78,1
lupeol 2,6-14,2 7.9

kwas betulinowy

1 jego ester metylowy 2,0-134 4,3
aldehyd betulinowy 0-2,2 1,2

kwas oleanolowy

i jego ester metylowy 0,5-9.7 2,0
erytrodiol 0,5-21,4 2,8

inne 1,9-4.9 3,7

W sktad innych triterpenéw wchodza: lupan-3-3,20-diol (monogynol A), lupan-3(3,20,28-
triol, B-amyryna, lup-20(29)-en-3-on i slady aldehydu oleanolowego [40].

W korze, obok frakcji triterpenowej, obecna jest duza ilos¢ dtugotancuchowych kwa-
séw jedno— i dwu-karboksylowych, tzw. suberyny stanowigcej 29,9-36,3% masy ekstraktu.
Sktad frakcji suberynowej po hydrolizie alkalicznej (0,5M KOH w etanolu) przedstawia
tabela 3.2.

Tabela 3.2: Przecietny sktad suberyny kory brzozy brodawkowatej Betula verrucosa, po
hydrolizie alkalicznej

kwas zakres stezen [%] przecietnie [%]
9,10-epoksy-18-hydroksyoktadekanowy 29,2-43,2 37,9
18-hydroksyoktadeka-9-enowy 6,0-17,1 10,8
9,10,18-trihydroksyoktadekanowy 6,3-11,4 7,8
22-hydroksydokozanowy 11,7-174 14,7
dokoza-1,22-diowy 3,6-7,4 6,5
20-hydroksyeikozanowy 2,344 2,5
9,16 i 10,16-dihydroksyheksadekanowy 2,3-6,2 3,1
oktadeka-1,18-diowy 0,5-1,5 0,9
oktadeka-9-en-1,18-diowy 2,1-3,9 3,7
inne 9,5-14,7 12,1
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Betulina jest réwniez gtéwnym sktadnikiem ekstraktu zewnetrznej warstwy kory brzoz
rosnacych w Ameryce Potnocnej jak: Betula papyrifera, B. populifolia Marsh. (brzoza
szara), B. cordifolia Regel. (gérska brzoza biata) i B. caerulea Blanch. (brzoza niebieska).
W gatunkach tych kora zawiera 8-25% triterpenoidéw. Betulina stanowi 6-22% masy
zewnetrznej warstwy kory; 75-80% frakcji triterpenowej, natomiast lupeol 8-10% — 0,2—
2% kory [28].

Frakcja triterpenowa brzozy czarnej (B. lenta) zawiera gtéwnie lupeol (ok. 60%), be-
tuling (35%), lupenon (1%) oraz niewielkie ilosci lup-20(29)-en-3-on-28-olu (betulonu),
kwasu betulinowego, 3-kawoilo-betuliny (estru z kwasem kawowym), lup-20(29)-en-33,30-
diolu, lup-20(29)-en-33-0l-30-alu, lup-20(29)-en-33,28-diol-30-alu, lupan-3/3,20-diolu. Nie
s obecne zadne pochodne oleananu [28].

Triterpeny kory brzozy Betula papyrifera obok betuliny i lupeolu to: lupenon, erytro-
diol, f-amyryna, sitosterol i betulinian metylu [145].

Rzadko wystepujaca w Polsce Betula maximowicziana Regal, w zewnetrznej warstwie
kory zawiera: betuline, 3-O-kawoilo-betuline, lupeol, lupan-3(,20,28-triol i jego 3-O-ka-
woilopochodng oraz octan kwasu oleanolowego. Wewnetrzna warstwa kory zawiera m.in.
acerogenine E, 16-hydroksy-17-O-metyloacerogenine E, (3-D-glukopiranozyd alnusdiolu, 7-
O-3-D-ksylopiranozyd(+)-katechiny, monogynol A, i inne. W korze korzeni nie wystepuja
pochodne typu lupanu ale pochodne dammaranu (estry z kwasem kawowym) i kwas 3-O-
kawoilo-oleanolowy [51].

Zewnetrzna warstwa kory brzoz, bardzo bogata w betuline, w nieznacznym stopniu
podlega przemianom dopiero po dtugim czasie [49].
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Rozdziat 4

Mechanizm dzialania apoptotycznego
triterpenéw typu lupanu

Sposrod triterpendéw pentacyklicznych kwas betulinowy, jako jeden z pierwszych, zostal
uznany za czynnik indukujacy apoptoze w komérkach nowotworowych [150].

Poczatkowo udowodniono, ze dziata specyficznie na czerniaka [150], jednak dalsze ba-
dania wykazaly jego aktywnos$é¢ proapoptotyczna na innych liniach komoérkowych neuro-
ektodermalnych jak: nerwiak niedojrzaly, rdzeniak, migsak Ewinga [55,56,58], czy liniach
biataczek [39].

Obok komérek czerniaka (A-378) w komoérkach nowotworowych pochodzenia neuroekto-
dermalnego: nerwiaka niedojrzatego (SHEP), rdzeniaka (Daoy) i miesaka Ewinga (A17/95),
kwas betulinowy w dawce 10 ug/ml, po 72h indukuje apoptoze niezalezna od receptora
CD95 (APO-1/Fas), co wykazano w badaniu FACS jader komoérkowych wybarwionych
jodkiem propidiowym. Jednoczesnie przy tej samej dawce i czasie, nie wywotuje apoptozy
w komorkach nabtonkowych: nowotwora piersi (MCF-7), jelita grubego (HT-29), drobno-
komérkowego nowotwora ptuc (H-146), raka nerki (KCTCL-26) i biataczki T-komérkowej
T (CEM). Wartosci EC5yp wynosza w tych liniach ponad 20 pug/ml [55].

W przypadku linii biataczki komoérek T JURKAT, kwas betulinowy indukuje szybka
apoptoze , zalezng od dawki i czasu. Przy stezeniu 10 ug/ml po 6 h usmierca 75% komérek.
Uruchamia rowniez program smierci w liniach biataczek SKW6, HUT 78, CEM, komorek B:
BJAB, NALMG6 i BOE, i komoérek mielocytéw HL-60. Pod wplywem triterpenu eksponuja
one na zewnetrznej powierzchni fosfatydyloseryne, po czym nastepuje wzrost piku sub-G1
sfragmentowanego DNA [39].

Translokacja fosfatydyloseryny z wewnetrznej do zewnetrznej czesci btony komoérkowej
stanowi jedna z cech charakterystycznych apoptozy. Komorki eksponujace ten fosfolipid
rozpoznawane i usuwane sa przez cytotoksyczne komoérki T [161]. W komorkach linii raka
okreznicy Colo-205 i raka piersi SKBR3, 50 uM lub 40 uM kwas betulinowy powoduje
translokacje juz po 6h od podania, co stwierdzono za pomoca barwnika PSS-380, a inne
cechy zaawansowanej apoptozy — uszkodzenie btony jadrowej (wiazanie PI) i fragmentacja
DNA — widoczne sa dopiero po uptywie 24 h [15].

W zawiesinie komoérek nerwiaka niedojrzatego pobranych ex vivo po resekcji od pacjenta
przed chemioterapia, kwas betulinowy w dawce 0,5 ug/ml, po 18 h wywotuje odpowiedz
apoptotyczna w 40%. Przy dawce 1 ug/ml 70% oraz 100% przy 5 pug/ml [55].

Podobnie nastepuje indukowanie apoptozy w pierwotnych liniach nowotworowych rdze-
niaka ludzkiego z ECsg 3-13.5 ug/ml (4 linie), i w 20 z 24 badanych pierwotnych liniach
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glejakow z ECy5y 5-10 ug/ml [56].

Uruchomienie programu $mierci w komoérce przez kwas betulinowy jest zalezne od
aktywacji kaspaz. Dodanie inhibitora aktywacji kaspaz zVAD-fmk (60 M), blokuje ich
rozszczepianie i praktycznie catkowicie znosi apoptotyczne dziatanie kwasu betulinowego
(10 ug/ml) na linii nerwiaka niedojrzatego (SHEP) [55]. Kwas betulinowy indukuje ak-
tywacje kaspazy-8 (FLICE/MACH) przez rozszczepienie jej do aktywnych podjednostek
pl8, a ponadto proteolityczna aktywacje kaspazy-3 (CPP32/YAMA /Apopain) i PARP
(PARP do p85) [55]. Podobnie dodanie 50 uM zVAD-fmk blokuje apoptoz¢ w liniach
rdzeniakéw ludzkich: Daoy, D283 i MEB1 oraz glejakow: A172, U118, U138, indukowana
10 ug/ml kwasu betulinowego [56]. Badanie za pomoca Western-blot ze specyficznymi
przeciwciatami, potwierdza, ze triterpen, pod nieobecnos¢ inhibitora, powoduje w tych
liniach aktywacje kaspazy-8 (wzrost poziomu pl8), kaspazy-3 (wzrost p17) i PARP (wzrost
p85) oraz zwiekszenie poziomu biatek p43 i p4l [56].

Aktywacja kaspazy-3 wydaje si¢ warunkiem koniecznym dla toksycznosci kwasu betuli-
nowego, gdyz podanie inhibitora enzyméw kaspazo-3-podobnych — DEVD-CHO (pseudo-
substratu) — znaczaco znosi jego dzialanie apoptogenne w komérkach linii glejakéw LN-18
i LN-229 [216].

W trakcie inkubacji komoérek nerwiaka niedojrzatego (SHEP) z kwasem betulinowym
w stezeniu 10 ug/ml, juz po 12h od podania zwiekszona jest 4-krotnie aktywnos$¢ kaspaz
z maksimum po 18h i 4,5-krotnym wzrostem aktywnosci. Jednak triterpen podany w ma-
lych stezeniach nie wywotuje aktywacji kaspaz — przy 1pug/ml zachowany jest poziom
podstawowy kaspaz, a przy dawce 5 pug/ml — minimalnie podniesiony) [55].

Proces apoptozy indukowanej kwasem betulinowym (8 pug/ml) w komorkach linii ludz-
kiego czerniaka UISO-Mel-1, pochodzacej z wezta chtonnego nowotwora metastatyczne-
go, przebiega bez aktywacji kaspaz: 3, 8 i 9. Swiadczg o tym eksperymenty Western
blot oraz brak wptywu z-VAD na proces apoptozy. Aktywnosé kaspazy-3, oznaczana do-
datkowo w eksperymencie z substratem tego enzymu: acetylo-Asp-Glu-Val-Asp-amino-4-
metylokumaryna (200 zM). Brak uwolnionej amino-4-metylokumaryny swiadczy o nieobec-
nosci kaspazy-3 [197]. Inaczej dla komérek pierwotnej linii komérkowej ludzkiej biataczki
komorkek T JURKAT oprocz aktywacji kaspaz: 3, 8 i 9, rozszczepieniu ulega Bid (nie
XIAP). Nieodwracalny inhibitor kaspaz — z-VAD-fmk oraz odwracalny kaspazy-9 zLEHD
— redukujg odpowiedz apoptotyczna wywolang kwasem betulinowym o ponad 65%. Nato-
miast mutacja powodujaca brak aktywnosci kaspazy-8 nie ma zadnego wptywu na apoptoze
w tej linii [39].

Kwas betulinowy wywoluje dawkozalezng apoptoze komérek linii nowotwora jezykal
SCC25 i SCCY, z ok. pieciokrotnym spadkiem licznoéci komorek po 72h, przy stezeniu
8 pg/ml. Typowym morfologicznie dla apoptozy zjawiskom — obkurczaniu komérek z two-
rzeniem cialek apoptotycznych i fragmentacji jadra (barwienie fluorochromem Hoechst
33258) — towarzyszy aktywacja kaspaz, odpowiednio 6- i 3-krotna. Widoczne jest to we
wzroscie poziomu proteolitycznie uwalnianych biatek filamentu posredniego. W komorkach
epitelialnych jednym z takich biatek jest cytokeratyna filamentowa CK 18 (ang.:filament cy-
tokeratine). Domena C-koncowa tego biatka eksponuje neo-epitop, ktory jest rozpoznawany
przez odpowiednie przeciwciata (M30-Apoptosense; ozn. fluorescencyjne ELISA). Obecnosé
biatka CK 18 po 48h w obu liniach komoérkowych traktowanych kwasem betulinowym
(8 pg/ml) $wiadezy o obecnosci w cytosolu aktywnych kaspaz [200]

Nalezy on do tzw. nowotworéw nabtonkowych gtowy i szyi — HNSCC (ang. head and neck squalous
carcinoma).
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W komoérkach nerwiaka niedojrzatego (SHEP) aktywacja kaspazy-8 (FLICE) jest w przy-
padku kwasu betulinowego niezalezna od uruchomienia receptora CD95 — w odréznieniu
od doksorubicyny, nie nasila on ekspresji receptora CD95 ani jego liganda CD95-L, co
wykazano za pomoca RT-PCR [58]. Réwniez zablokowanie tego receptora przeciwciatami
F(ab), anty-APO-1 (anty-CD-95), blokujacymi autokrynna/parakrynna smieré¢ komérek T
oraz apoptoze indukowang lekami, nie ma hamujacego wplywu na dziatanie kwasu betu-
linowego. Zatem apoptoza indukowana przez ten triterpen, w odréznieniu od typowych
chemioterapeutykow doksorubicyny, cisplatyny i VP-16, pomija szlak aktywacji systemu
CD95 [55].

Niezaleznos¢ od receptora smierci CD95 stwierdzono takze na sublinii komoérek glejaka
ludzkiego (LN-18), ktore nabyty odpornosé na CD95L, APO2L i TNF — identycznie jak
komorki macierzyste — pozostaja wrazliwe na dzialanie kwasu betulinowego z EC50=70 M
(ozn. fioletem krystalicznym) [216].

Pod wptywem doksorubicyny nasilona ekspresja CD95/CD95-1.2 i aktywacja kaspazy 8,
w komoérkach nerwiaka niedojrzalego (SHEP), nie jest hamowana przez antyapoptotyczne
biatka Bcl-2 ani Bel-X, a w komérkach tych miedzymembranowy potencjat mitochondriow
(AW,,) jest wysoki (w normie). Inaczej w komérkach traktowanych kwasem betulinowym,
aktywacja kaspazy-8 jest zalezna od poziomu Bcl-2 lub Bel-Xp, i wystepuje tylko w komor-
kach, ktorych potencjat mitochondrialny jest niski. Wynika z tego, ze aktywacja kaspazy-8
zachodzi jako zdarzenie pdzniejsze w stosunku do aktywacji mitochondriéw — na Sciezce
apoptotycznej jest ponizej mitochondriéw [55,58].

Zmutowane komorki ludzkiej biataczki T-komoérkowej JURKAT, bez ekspresji RIP, jak
i komoérki z nadekspresja niefunkcjonalnego FADD, podlegaja indukowanej przez kwas
betulinowy apoptozie tak jak linia pierwotna [39].

Inny mechanizm dziatania ma lupeol, ktéry w zakresie stezen 1-30uM indukuje apopto-
ze w linii wrazliwego na androgeny, ludzkiego nowotwora prostaty LNCaP (ECsy vide tab.
4.1), poprzez nasilanie ekspresji receptora Fas i jego biatka adaptorowego FADD (bialtka
zwiazanego z Fas), przy czym poziom innych receptoréow : DR-3, DR-5, TRADD i ligandow
smierci: Fas-L, Tweak, TRAIL, pozostaje staty. W potaczeniu z anti-Fas mAb, dziatajacym
jak Fas-l — agonistycznie na receptory $mierci Fas — lupeol wykazuje superaddytywne
hamowanie rozwoju komoérek nowotworowych Fas-pozytywnych linii LNCaP, z superad-
dytywna w poréwnaniu do samego przeciwciata i samego tritepenu, nadekspresja recep-
tora Fas. Toksyczne dziatanie lupeolu poprzez receptor Fas potwierdzony jest w badaniu,
w ktorym wrazliwosé komorek linii z wyciszona (ang.: silenced) ekspresja Fas na triterpen
jest mniejsza. Réwniez komorki linii PC-3 i DU-145, wykazujace niska ekspresja Fas, sg
niewrazliwe na lupeol (1-30uM, 48h) [167].

Lupeol nie wplywa na poziom ekspresji Bel-2 i Bax. Wykazano natomiast, ze aktywuje
kaspazy: 6, 8 1 9, nie zmniejszajac poziomu prokaspazy-3 (brak aktywacji), oraz biatka bio-
race udzial w kondensacji i degradacji chromatyny jadrowej: PARP — poli(ADP-rybozo)
polimeraze — i biatko acinus — apoptotyczny czynnik indukcji kondensacji chromatyny
w jadrze [167]. Co ciekawe biatko acinus jest aktywowane przez kaspaze-3 i inna nieznana
proteaze [173] — a ten pierwszy enzym nie jest aktywowany w linii LNCaP przez lupeol
[167].

Lupeol w sposob zalezny od dawki zmniejsza ekspresje PSA i poziom receptora andro-
gendéw [167].

2Fas/Fas-1
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Rozdziat 4. Mechanizm dziatania apoptotycznego triterpenéw typu lupanu

Lupeol (wyizolowany z kory Gossampinus malabarica L. Merr) indukuje apoptoze w linii
komorek ludzkich biataczki promielocytarnej HL-60, zalezng od dawki i czasu. W steze-
niach 50, 75, 100, 125 i 150 uM powoduje wzrost ilosci komodrek hipodiploidalnych (ozn.
PI4+FACS) odpowiednio: 13,3, 28,5, 42,0, 61,8 1 70,9%. Jednoczes$nie w zakresie stezen 50—
200 uM nie powoduje apoptozy normalnych komoérek limfocytéw, pobranych od zdrowych
ochotnikéw [10].

W tej samej linii (HL-60), kwas betulinowy nasila réznicujace dzialanie 1a,25-dihy-
droksywitaminy D3 (DHD3). W stezeniu 12 uM powoduje po 72h zmniejszenie populacji
do 40% (ozn. MTT) z ok. 10% komoérek w fazie sub-G1 (ozn. cytometryczne). Dodanie
1nM DHD3 wraz z triterpenem zmniejsza liczbe komérek sub-G1 do 2% nie wplywajac
na przezywalnosé¢ komorek [153]. Dodatni wpltyw kwasu betulinowego w zakresie stezen 1-
12 uM na réznicujace dziatanie 1 nM DHD3 potwierdzony zostat dodatkowo w 72h tescie
NBT (nitroblue tetrazolium), z efektem podobnym do wywotanego przez 5nM DHD3.
Jednoczesnie w cytometrii przeptywowej komorek traktowanych 1nM DHD3, widoczny
jest proporcjonalny do dawki triterpenu wzrost populacji komérek w fazie G1 50-70%
i spadek S 25-10% dla stezen 0-12 uM. W tym zakresie kwas betulinowy indukuje ekspresje
CD11b i CD14 — markeréw roznicowania monocytow z maksimum 6 M. Juz dla 1 uM
ok 10% komérek wykazuje wzrost poziomu tych bialek co jest poréwnywalne z dziata-
niem 1nM DHD3. Jednak potaczenie aktywnosci InM DHD3 z kwasem betulinowym
daje efekt superaddytywny, z maksimum 3-6 M dla triterpenu. PD 98059 catkowicie
hamuje ekspresje CD11b i Cd14 indukowang zaréwno przez kwas betulinowy 6 uM lub
1nM DHD3. Zablokowanie nie jest catkowite w przypadku synergicznego dziatania obu
tych czynnikéw [153]. Swiadczy¢ to moze, ze indukowane kwasem betulinowym i DHD3
réznicowanie komérek HL-60 moze by¢ zwiazane w znaczacym stopniu (ale nie wylacznie)
z MEK1.

W komérkach nerwiaka niedojrzalego (SHEP), kwas betulinowy w dawce 10 pg/ml
juz 30 min od podania wywotuje gwaltowny spadek potencjatu mitochondrialnego (AW,,)
z maksimum po 1h, co mozna stwierdzi¢ za pomocg zaniku fluorescencji kationowego
lipofilowego fluorochromu DiOCg(3). Jednoczesnie nastepuje uwalnianie reaktywnych form
tlenu (rft) utleniajacych wskaznik HE (hydroetydyne ang.: dihydroethidium) [55]. W ko-
moérkach miesaka Ewinga ESFT dawka 20 pug/ml wywotuje spadek AW, po 1h (DiOCqg(3)),
skorelowany ze wzrotem rft (HE). Procesy te hamowane sg catkowicie przez réwnoczesne
podanie przeciwutleniacza a-DL-tokoferolu (10 mM) [64].

W linii czerniaka ludzkiego UISO-Mel-1, w dawce 8 ug/ml powoduje maksimum genero-
wania rft w komorkach po 0,25-1h od podania. Manifestuje sie to nasileniem fluorescencji
barwnika DCFH-DA3. Po 4h poziom reaktywnych form tlenu zaczyna opadaé [197].

Dodatek a-DL-tokoferolu, na godzine przed kwasem betulinowym, powoduje wzrost
przezywalnoéci komorek linii migsaka Ewing’a (ESFT) SK-N-MC*. Traktowane samym
triterpenem w stezeniu 20 ug/ml po 48h wykazuja 37+£2.1% przezywalnosci. Podanie wit.
E 1h po kwasie betulinowym nie chroni komoérek przed jego toksycznym dziataniem.
Cytoprotekcyjne dziatanie jest proporcjonalne do stezenia tokoferolu, z plateau przy 10mM
i 80,1 £+ 3,4% przezywalnosci. Przy tej dawce antyoksydantu nie zaobserwowano spadku
potencjatu blonowego mitochondriéw. Bez tokoferolu kwas betulinowy powoduje znaczny

3Barwnik ten latwo wnika do komoérki, gdzie pod wplywem esteraz ulega przeksztalceniu do formy
L2uwiezionej” w komorce. Pod wplywem rft przeksztalcony zostaje do fluoryzujacej formy — 2°.7'-
dichlorofluoresceiny.

4Poczatkowo klasyfikowane jako nerwiak niedojrzaly.
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spadek tego potencjatu juz po jednej godzinie, i coraz bardziej z uptywem czasu. Inaczej
antyoksydanty hydrofilowe — wit C. i L-NAC — nie przeciwdzialaja w istotny sposob
indukcji apoptozy przez kwas betulinowy, nawet w stezeniach do 25 mM, a w wiekszych
koncentracjach same sa cytotoksyczne [64].

Uszkodzenie mitochondriéw objawia sie w zaniku fluorescencji wskaznika NAO® pod
wplywem utlenionej kardiolipiny®, bedgacej sktadnikiem wewnetrznej btony mitochondrial-
nej [55]. Znajdujacy sie¢ w przestrzeni miedzybtonowej cytochrom c jest silnie zwiazany
z tym fosfolipidem [137]. Przy obecnosci kardiolipiny na zewnatz tej organelli, mozna sie
spodziewac, ze podobnie jak inne biatka mitochondrialne, cytochrom zostat juz uwolniony.

W podobnym eksperymencie kwas betulinowy w dawce 10 ug/ml powoduje spadek AW,
we wszystkich badanych liniach rdzeniakéw: Daoy, D283 i MEBI1 oraz glejakéw: A172,
U118, U138, niewielki juz po 6h, znaczny po 12, z maksimum po 18h dla wszystkich
linii oprocz U118 i U138, gdzie maksimum wystepuje po 24h. O specyficznym dziataniu
kwasu betulinowego na mitochondria swiadczy eksperyment w ktérym dodanie inhibitora
wzrostu przepuszczalnosci mitochondriéw (ang. mitochondrial permeability transition) —
kwasu bongkrekinowego (50 uM) — prawie catkowicie blokuje spadek potencjatu mito-
chondriéw (DiOCg(3) wysoki) i indukowanie apoptozy oznaczane metoda FACS z jodkiem
propidiowym, we wszystkich tych liniach [56]. Podobnie, mitochondria izolowane z komérek
linii biataczek ludzkich: JURKAT, CEM lub SKW6, pod wptywem kwasu betulinowego
wydzielaja do medium cytochrom c i Smac, juz po 30 min a kwas bongkrekinowy hamuje
calkowicie ten proces [39].

W komorkach nerwiaka niedojrzatego (SHEP) z nadekspresja antyapoptotycznych bia-
tek Bcl-2 lub Bel-x7, nie nastepuje indukowana triterpenem aktywacja kaspaz, ani uwalnia-
nie rft z nastepczymi procesami oksydacyjnymi [55,58]. Fakt ten zdaje sie potwierdzaé bez-
posrednie dziatanie kwasu betulinowego na mitochondria. W komérkach tych pod wptywem
kwasu betulinowego (10 ug/ml) po 12h znaczaco podnosi sie poziom proapoptotycznych
biatek Bax i Bel-x;, (Bax czesciowo juz po 6h). Poziom Bax regulowany jest przez biatko
ph3, ktérego ekspresja pod wpltywem doksorubicyny (w dawce 0.5 pug/ml), jak i innych
srodkéw cytotoksycznych ulega podwyzszeniu. Jednak ilos¢ p53 nie zwieksza sie w czasie
inkubacji komorek z 10 pug/ml kwasu betulinowego, nawet po 36 h. Zatem Bax regulowa-
ny jest jeszcze innym mechanizmem; apoptoze powodowang przez Bax w odpowiedzi na
dziatanie deksametazonu obserwowano réwniez pod nieobecno$é p53 [55].

Za pomocy analizy Western-blot, wykazano, ze poziom ekspresji antyapoptotycznego
biatka Mcl-1 (homologu Bcl-2), ktore jest indukowane w komorkach czerniaka ludzkiego,
jako odpowiedZ na kwas betulinowy (8 ug/ml, 48 h), nie zmienia sie w liniach komorek linii
nowotwora jezyka (epitelialnych) SCC25 i SCC9. Réwniez poziom Bcl-2 pozostaje niezmie-
niony po 48 h, podczas gdy biatka proapoptotycznego Bax zostaje obnizony, proporcjonal-
nie do dawki triterpenu [200]. Moze to byé¢ spowodowane odpowiedzia obronna komoérek
na zastosowanie czynnika proapoptotycznego jakim jest kwas betulinowy — apoptoza jest
czeSciowo hamowana przez komorki. Inaczej w komoérkach czerniaka ludzkiego M20, kwas
betulinowy (10 pug/ml) silnie indukuje ekspresje Mcl-1 z maksimum po 6-8h. Efekt ten
stwierdza sie jeszcze po uplywie 48 h. Ekspresja innych biatek z rodziny Bcl-2: Bax, Bak,
Bad i Bcl-X oraz ich RNA, po 24h od dodania triterpeneu pozostaje niezmieniona [175].
Stopien indukcji biatka Mcl-1 zalezny jest od gesto$ci komoérek: w linii niekonfluentne;j

SNAO — nonyl acridine orange.
6Kardiolipina — bisfosfatydyloglicerol — stanowi ok. 20% lipidéw wewnetrznej (wylacznie) blony mito-
chondriéw.
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Rozdziat 4. Mechanizm dziatania apoptotycznego triterpenéw typu lupanu

kwas betulinowy silniej indukuje ekspresje tego biatka niz w linii konfluentnej. Dodatkowo
glodzenie komérek zmniejsza poziom Mcl-1, nawet bez podania triterpenu [175].

Dotychczas nie jest znany mechanizm sSciezki transdukcji sygnatu, kontrolujacej eks-
presje Mcl-1 w normalnych ludzkich melanocytach, ani w liniach komoérek czerniaka. Wy-
muszone obnizenie ekspresji Mcl-1 zmniejsza przezywalnos¢ komorek; dodatkowo kwas be-
tulinowy w potaczeniu z podaniem antysensownych wobec Mcl-1 oligodeoksynukleotydow
w linii czerniaka daje efekt superaddytywny [175].

Dodatek specyficznego inhibitora kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3) — LY294002 — na
1 h przed kwasem betulinowym, przynajmniej czesciowo zmniejsza indukcje ekspresji Mcl-1
w 5 roznych liniach czerniaka. Podobnie wortmannina hamuje indukowana kwasem betu-
linowym ekspresje Mcl-1. Fosforylacja Akt zachodzaca 10-30 min od dodania triterpenu
jest rowniez hamowana przez dodatek LY294002. Prawdopodobnie zatem, kwas betulinowy
aktywuje kinaze PI3, ta za$ kinaze biatkowg B (Akt) — protoonkogenna kinaze biatkows.
Ufosforylowanie Akt, jest dodatkowo posrednio potwierdzone nasilona fosforylacja jednego
z jego specyficznych substratéw — GSK-35 — kinazy syntetazy glikogenu (ang.:glycogen
synthetase kinase). Biatko to jest odpowiedzialne za fosforylacje dwu biatek odgrywajacych
wazng role w biologii melanocytéw: G-kateniny i czynnika transkrypcji mikroftalmii (ang.:
microphthalmia transcription factor MITF). Fosforylacja GSK, jak i indukcja Mcl-1, pod
wplywem ufosforylowanego Akt sa hamowane przez LY294002. Dodatek kwasu betulino-
wego czedciowo znosi ten efekt [175].

Kwas betulinowy nie powoduje zmiany poziomu ufosforylowania MAPK ani fosfo-MEK
w czasie 6 h, podczas ktérych ma fosforylacja Akt i dodatnia regulacja Mcl-1. Wprawdzie
PD 98059 (2-amino-3’-metoksyflawon) selektywny inhibitor kinazy MAP?, blokujacy jej
fosforylacje, zmniejsza ekspresje genu Mcl-1, ale nie zmienia iloéci biatek ERK1/2 p44
i p42, ani ich ufosforylowanych form p-p44 i p-p42 w linii czerniaka ludzkiego MEL20.
Dodatkowo kwas betulinowy nie zwieksza poziomu p-MEK (fosfo-MEK), p-p44 i p-p42
w transfekowanej N-ras linii komérek czerniaka 518L1, po 6h [175].

Po 15min od podania 8 ug/ml kwasu betulinowego, w komérkach linii ludzkiego czer-
niaka UISO-Mel-1, nastepuje fosforylacja proapoptotycznych biatek z rodziny MAPK: p38
i SAP/JNK. W oznaczeniu cytometrycznym (FITC) z anneksyna V, subpopulacja komérek
apoptotycznych ujawnia sie po 18 h inkubacji. Stopien estryfikacji wzrasta z uptywem czasu,
osiggajac maksimum po 2 h. Wéowczas iloé¢ ufosforylowanego p38 osiaga plateau, natomiast
p-SAP/JNK po ok. 4h zaczyna ulegaé¢ defosforylacji. Poziom ekspresji tych biatek jak
i antyapoptotycznego ERK nie zmienia si¢ pod wpltywem triterpenu, a ERK nie ulega
fosforylacyjnej aktywacji (Western-blot z uzyciem przeciwciat). Dodanie specyficznych in-
hibitor6w biatka p38 — SB203580 — i JNK/SAP — SP600125 — tylko cze$ciowo ogranicza
indukowana kwasem betulinowym apoptoze (bardziej dla p38). Swiadczy to o tym, ze
w uruchomieniu programu $mierci obok tych MAP-kinaz, biora udzial inne czynniki [197].
Preinkubacja komorek z antyoksydantami wit. E (1mM), GSH (30 mM) lub NAC (30
mM), chroni je prawie catkowicie przed proapoptotycznym dziataniem triterpenu. Sugeruje
to istotna role rft w procesie indukowanej kwasem betulinowym apoptozy. Jednocze$nie
przeciwutleniacze, zwtaszcza wit. E i GSH, znaczaco zmniejszaja indukowana tritepenem
fosforylacje p-38 i SAP/JNK, zwickszajac w tym samym czasie poziom ufosforylowanego
ERK [197].

W liniach glejakéw ludzkich LN-18 i LN-229 obserwuje sie¢ pod wplywem 50 pug/ml

"Znanej réwniez jako MEK1 — kinaza MAPK/ERK.
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kwasu betulinowego indukowanie ekspresji biatka p21 i brak wzrostu poziomu p53. Biatko
p21 jest inhibitorem cyklinozaleznej kinazy (cdk), i posredniczy w pb3-zaleznym i p5H3-
niezaleznym zatrzymaniu cyklu komérkowego w fazie GO-G1 i G2-M. Analiza cyklu ko-
moérkowego tych linii po 4 i 24h nie wykazuje jednak zatrzymania w ktérej$ z tych faz,
pomimo akumulacji p21 [216].

Nieco inaczej przebiega ekspresja biatek regulujacych potencjat mitochondrialny w ko-
morkach ludzkich glejakow LN-18 i LN-229. Réwnoczesnie wzrasta poziom biatek proapop-
totycznego Bax i antyapoptotycznego Bcl-2, natomiast ilosci Bel-xg i Bel-x;, pozostaja
niezmienione. Podobnie jak w nerwiaku niedojrzalym [55], ektopowa ekspresja genu Bcl-
2 w tych liniach, chroni je przed apoptoza [216]. Natomiast w linii ludzkiej przewle-
ktej biataczki szpikowej K-562, odpornej m.in. na etopozyd i cisplatyne, kwas betulinowy
w stezeniu 20 ug/ml, powoduje spadek potencjatu btonowego mitochondriéw, w znacznym
stopniu juz po 1h i catkowicie po 18 h, co zapoczatkowuje proces apoptozy tych komorek.
Biataczka ta charakteryzuje sie obecnoécig chromosomu Philadelphia (Ph'), zawierajacego
chimeryczny gen ber-abl, powstaty z translokacji genu abl z chromosomu 9 do ber chromo-
somu 22. Chimera bcr-abl koduje kinaze tyrozynowa, fosforylujaca czynnik transkrypcyjny
stat 5 bezposrednio aktywujacy gen BclX 8, co zapewnia komoérkom przewage wzrostu
i przezywalnosci poprzez niepodleganie cytokinom. W badaniu RT-PCR wykazano, ze
kwas betulinowy indukuje apoptoze w komorkach linii tej biataczki bez wptywu na poziom
ekspresji zmutowanego genu ber-abl [65]. Zatem mechanizm dziatania kwasu betulinowego
umozliwia pominiecie bariery opornosci lekowej tego nowotwora.

Linie komoérkowe glejaka ludzkiego o roznym statusie genow kodujacych pb3: U-87TMG
(dzikie), LN-229 (heterozygotyczne, funkcjonalnie transkrybujace p53), T98G (zmutowa-
ne), LN-18 (zmutowane), LN-308 (nie wykazujace ekspresji p53) wszystkie podlegaja in-
dukowanej kwasem betulinowym apoptozie, co widoczne jest w zmianach morfotycznych
komérek pod mikroskopem. Wartosci ECyy rosng jednak, wraz ze spadkiem funkcjonalnosci
genéw kodujacych pb3 (vide tab. 4.1) [216].

Dla wykazania dziatania proapoptotycznego, kwas betulinowy wymaga prawdopodob-
nie syntezy bialtka, ktorego m-RNA jest obecne w komorce. Stwierdzono to dziatajac
triterpenem w stezeniu 50 M przez 24 h na komorki linii glejakow ludzkich LN-229 i T98G,
poddanych 2 h preinkubacji z blokerem syntezy m-RNA aktynomycyna D (0,5 ug/ml), oraz
osobno z inhibitorem syntezy biatek cykloheksimidem (10 ug/ml). Tylko w tym ostatnim
wypadku nastepowalto zniesienie toksycznosci kwasu betulinowego [216]. Podobnie w linii
czerniaka ludzkiego Mel-2; cykloheksimid 0,5 pug/ml catkowicie niweluje proapoptotyczne
dziatanie dawki 2 pug/ml triterpenu, ktéra stanowi jego ECsp na tej linii [150]. Podanie
cykloheksimidu przed kwasem betulinowym, blokuje réwniez generowanie rft i zmniejsza
aktywnos¢ kaspazy 3 [216].

Wymiatacz wolnych rodnikéw PBN, podany przed lub réwnoczesnie z kwasem betu-
linowym, hamuje apoptoze komorek glejakéw linii LN-229 i T98G indukowana kwasem
betulinowym; podobnie NAC ma dzialanie protekcyjne, co wykazano w tescie fluorescencji
DCF (dioctanu dichlorofluoresceiny) [216]. Dziatanie antyapoptotyczne przeciwutleniaczy:
wit. E (ImM), GSH (30 mM) i NAC (30 mM), wobec indukowanej przez kwas betulinowy
(8 ug/ml) samobojczej Smierci komoérek, wykazano takze na linii czerniaka ludzkiego UISO-
Mel-1 (anneksyna V, FITC) [197].

Kwas betulinowy w koncentracji 10 ug/ml w 72h teécie (ozn. FACS, PI) nie jest

8Jest to jeden z genéw supresji apoptozy.
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toksyczny na moézdzkowe komorki granulkowate (ang.: cerebellar granule cells) w prze-
ciwienstwie do 0,1 mM staurosporyny (inhibitora PKC) [56]. Dla nietransformowanych
ludzkich astrocytéw jest nietoksyczny w stezeniu do 250 uM [216].

Istotne znaczenie dla cytotoksycznosci ma wptyw rozpuszczalnika, a wlasciwie odpo-
wiednia solubilizacja hydrofobowego zwigzku i/lub jego biodostepnosé. W badaniach Pi-
sha et.al. kwas betulinowy rozpuszczony w DMSO wykazal wysoka toksycznosé wobec czer-
niakow MEL-1, -2, -3 lecz matg toksycznos$¢ wobec linii A431, BC-1, COL-2, HT-1080, KB,
LNCaP, LU-1i U373 z wartosciami ECsy > 20 ug/ml (tabela: 4.1). Traktowanie komorek
kwasem betulinowym w postaci kompleksu z PVP nie zmniejszyto wartosci ECsq dla tych
linii, ale dwukrotnie wzrosty (spadek aktywnosci) one dla czerniakéw. Rozpuszcezenie kwasu
betulinowego w 1% BSA zaowocowalo pieciokrotnym wzrostem aktywnosci — zmniej-
szeniem tych wartosci do ok 4 ug/ml, jednoczesnie dla czerniakéw aktywnos¢ triterpenu
wzrosta — ECsy spadlo do przedziatu 0,5-1,6 ug/ml [150]. Mozna zatem przypuszczaé, ze
nizsza aktywnos$é¢ kwasu betulinowego w liniach nie-czerniakow jest spowodowana mniejsza,
jego dostepnoscig dla tych komorek.

[zolowane mitochondria z linii rdzeniakéw ludzkich: Daoy, D283 i MEB1 oraz glejakéw:
A172, U118, U138, poddanych 24 h preinkubacji z 10 ug/ml kwasu betulinowego, indukuja
apoptotyczna fragmentacje izolowanych jader komoérkowych. Jednoczesnie obserwuje sie
uwalnianie z mitochondriéw cytochromu c [56]. Nie jest on uwalniany z komérek linii SHEP
z nadekspresja Bel-2 lub Bel-x;, inkubowanych z kwasem betulinowym (10 pug/ml) [58].

Dodatek cytochromu ¢ do ekstraktow cytozolowych komérek SHEP powoduje aktywacje
kaspazy-3 (wzrost pl17) i PARP (wzrost p85), ale nie kaspazy-3. AIF powoduje natomiast
aktywacje wszystkich tych kaspaz, wlacznie z -8 (wzrost p18) [57,58]. Swiadezy to o uru-
chomieniu pelego programu apoptozy przez kwas betulinowy [57].

Inaczej niz w liniach glejakéw ludzkich LN-18 i LN-229 [216], w linii czerniaka mysiego
B16F10, kwas betulinowy powoduje zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie GO/G1 w spo-
s6b zalezny od dawki. Przy 1 uM 78.8% po 24h i 93,3 po 36 h, a przy 5 uM 95.5% po 24h
i 93,4 po 36 h, natomiast 1 nM winkrystyna zatrzymuje te komérki w fazie G2/M 79.8% po
36h [170]. Podobnie dziala kwas 23-hydroksybetulinowy (izolowany z korzeni Pulsatilla
chinensis /Bunge/ Regel Ranunculaceae) w dawce 10 uM, zwieksza po 24h populacje
komoérek w fazie GO/G1 z 26,7 do 36,3 i zmniejszajac populacje G2/M z 12,7 do 0% [81].

Kwas 23-hydroksybetulinowy (10 xM) po 24 h catkowicie hamuje aktywnosé telomerazy
(ozn. TRAP) w komérkach biataczki ludzkiej HL-60. W tej dawce hamuje takze ekspresje
genu bcl-2, jednocze$nie indukujac apoptoze komorek; poziom bcl-2 jest odwrotnie propor-
cjonalny do liczby komérek apoptycznych [81].

Kwas betulinowy zmniejsza indukowana przez TNF aktywacje czynnika transkryp-
cyjnego NF-kB w komorkach linii nowotworowych: jelita (HCT 116), okreznicy (Caco
2) i ludzkiego nowotwora ptuc (H 1299). Sita tego dziatania zalezy od stezenia i czasu
preinkubacji komérek z triterpenem, wykazujac maksimum 91.5+4.9% inhibicji NF-xB po
24 h inkubacji z 30 uM kb (ozn. za pomoca EMSA po 30min od podania 0,1 nM TNF).
Sam kwas betulinowy nie powoduje aktywacji NFxB. Wskutek 24 h preinkubacji komorek
z 30 uM kwasem betulinowym apoptoza indukowana przez TNF jest nasilona do ok. 35%
(po 16 h od podania TNF); sam TNF indukuje ok. 5%, a sam KB — ok. 8% apoptozy.

Przeniesienie NF-xB do jadra poprzedzone jest szeregiem zmian biatka regulatorowego
(inhibitora aktywacji) — podjednostki IkBa?. Aktywacja NF-xB wymaga fosforylacji IskBa

9NF-xB obecny w cytoplazmie w nieaktywnej formie, zbudowany jest z podjednostek p50, p65 i IxkBa.
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(przy resztach seryny 32 i 36), ubikwitynacji (przy resztach lizyny 21 i 22) i proteolitycznej
degradacji. Fosforylacja ta przeprowadzana jest przez kinaze IkBa (IKK). Enzym ten
sktada sie z trzech podjednostek: IKK-a, IKK-/ — tzw. niezbednego modulatora (ang.:NF-
kB essential modulator)!® i IKK-y. Wskutek degradacji proteolitycznej IxkBa, odstonigciu
ulegaja sygnaly lokalizacji jadrowej (ang.:nuclear localization signals) na pozostalym hete-
rodimerze p50-p65. Fosforylacja biatka p65 poprzedza translokacje do jadra i potaczenie ze
specyficzng sekwencjg DNA. Nie wiadomo ktéry enzym odpowiedzialny jest za fosforylacje
p65. Przypuszcza sie, ze moga to byé: IKK-3, PKC lub PKA [196].

W komoérkach linii HCT 116 preinkubowanych przez 24h z 30 uM kwasu betulinowego,
prawie catkowicie zahamowana jest indukowana przez TNF (0,1 nM ) fosforylacja i degra-
dacja IkBa. W kontroli, TNF juz po 5min aktywuje kinaze IKK, lecz kwas betulinowy
catkowicie hamuje ten proces, bez bezposredniego oddziatywania z tym biatkiem, jak
rowniez fosforylacje p65 i translokacje do jadra [196].

W komoérkach linii HCT 116 1 nM TNF indukuje ponad 5-krotny wzrost ekspresji NF-
rB—zaleznego genu reporterowego wydzielniczej alkalicznej fosfatazy (SEAP — secretory
alkaline phosphatase). W komérkach transfekowanych TNFR 1, TRADD, TRAF 2, NIK,
IKK oraz p65, pod wpltywem 1nM TNEF indukcja SEAP jest podobna. Kwas betulinowy
hamuje ja we wszystkich komorkach, oprocz transfekowanych p65. Sugeruje to, ze kwas
betulinowy hamuje fosforylacje IxBa dziatajac ponizej NIK i powyzej p65 [196].

W komoérkach linii HCT 116 kwas betulinowy (30 uM, 24 h) hamuje réwniez aktywacje
NF-xB indukowana przez inne znane jego stymulatory : ester forbolu (PMA; 10ng/ml)
90.3+£5.9, H,O, (250 uM) 93.1£2, IL-15 78.7+3.7, kwas okadowy (0.5 uM) 80.447.6, dym
tytoniowy (1 ug/ml) 74.8+£4.2% [196].

Niezaleznos¢ programu apoptotycznego indukowanego kwasem betulinowym od NF-xB
stwierdzono w liniach wtornych ludzkiej biataczki komoérek T JURKAT, gdzie mutanty
z zahamowana aktywacja przez brak [kB~ oraz z nadekspresja niefunkcjonalnej formy
[kBa, ulegaja apoptozie w takim samym stopniu jak linia pierwotna [39].

Za pomocyg analizy Western-blot, stwierdzono, ze kwas betulinowy hamuje indukowana
przez InM TNF ekspresje COX-2 i MMP-9 — biatek, ktore majg w odcinkach promotoro-
wych (promotor binding sites), domeny wiazace NF-xB [196].

Kwas betulinowy w stezeniu 10 pug/ml indukuje w 75-100% specyficzna apoptoze w 9
z 21 pierwotnych linii ustalonych pochodzacych od pacjentow z glejakiem wielopostaciowym
(GBM), i w ponad 50% w 19 z tych linii. Wartosci te sa lepsze niz dla klasycznych
srodkow stosowanych w terapii tych nowotworéow uzytych w maksymalnych stezeniach
osiaganych w osoczu (peak plasma concentrations). Ponad 75% specyficzna apoptoze, kwas
betulinowy indukuje w 43% badanych linii pierwotnych, ceramid (60 nM) w 38%, TRAIL
(Apo-2L; 60ng/ml) w 19%, promieniowanie~y (60Gy) w 5%, natomiast BCNU (2 pg/ml),
cisplatyna (2 pug/ml), doksorubicyna (0.3 ug/ml) i winkrystyna (0,1 pg/ml) w zadnej z 21
linii pierwotnych [80].

Srednia aktywnosé apoptotyczna kwasu betulinowego to ok. 60%. Doxorubicyna w ste-
zeniu 0.3 pg/ml wykazuje podobna aktywno$¢, lecz jej zastosowanie ogranicza staba prze-
nikalno$¢ przez bariere krew-moézg i powstawanie opornosci wielolekowej. Stabiej dla win-
krystyny (0,1 ug/ml), BCNU (2 ug/ml), cisplatyny (2 pug/ml) czy promieniowania gamma
(60Gy) wynosi ona tylko ok. 20% [80].

0Badania z delecja wykazaly jego niezbednoéé przy aktywacji NF-sB przez wigkszo$é czynnikéw.
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Rozdziat 4. Mechanizm dziatania apoptotycznego triterpenéw typu lupanu

4.1 Okreslenie wzrostu odpornosci i tolerancji krzy-
ZOWe]

Kwas betulinowy indukuje apoptoze zaréwno w liniach pierwotnych komérek biataczek
JURKAT i CEM jak i we wtornych. Linie wtorne uzyskane w ciggu 12 miesiecy, przez inku-
bacje komorek ze wzrastajacymi stezeniami deksametazonu, doksorubicyny, metotreksatu
lub winkrystyny, o ponad 100-krotnie wiekszej odpornosci na te cytostatyki w poréwna-
niu do linii pierwotnych, pozostaja wrazliwe na kwas betulinowy. Wyjatkiem sg komorki
linii JURKAT odporne na metotreksat, ktérych wrazliwos¢ na kwas betulinowy wzrasta.
Roéwniez linia pierwotna komoérek T ostrej biataczki limfatycznej T-ALL, pochodzaca od
pacjentki z nawrotem po terapii deksametazonem i doksorubicyng, pozostaje wrazliwa na
kwas betulinowy [39].
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Tabela 4.1: Cytotoksycznoé¢ naturalnych triterpenéw typu lupanu na komoérki linii nowotworowych

zwigzek linia komoérkowa ECs ozn., czas |h] pism.

kwas betulinowy glejaki ludzkie [ LM] fiol. kryst., 22 [216]
LN-229 20 216]
U-87MG 25 216]
TISG 25 216]
LN-18 70 216]
LN-308 100 216]
rdzeniaki ludzkie [ ng/ml] FACS, PI, 72 [56]
Daoy 3 [56]
D283 3 [56]
D341 7.5 [56]
MHH1 9 156]
MHH3 10 [56]
MHH4 4 [56]
MEB1 15 [56]
glejaki ludzkie [56]
A1T72 8 [56]
U118 5 [56]
U138 9.5 [56]
U251 5 156]
U343 5 [56]
U373 6 [56]
SK14 12 [56]
SK17 11 [56]
SK19 16 [56]
SK22 8 [56]
SK37 12 [56]
SK49 9 [56]
SK51 7 [56]

kontynuacja na nastepnej stronie



Tabela 4.1 — kont. z poprzedniej strony

zwigzek linia komoérkowa ECs;g ozn., czas [h] piSm
kwas betulinowy SK55 6 [56]
SK60 10 [56]
miesak Ewinga ESFT 10 pg/ml MTT, 48 [64]
czerniak ludzki [ pg/ml] sulforodamina B, 72 [150]
MEL-1 1.1 [150]
MEL-2 2,0 [150]
MEL-4 4.8 [150]
MEL-3 3,3 150]
kom. tuskowate A341 >20 [150]
piersi BC-1 >20 [150]
okreznicy COL-2 >20 [150]
miesaka HT-1080 >20 [150]
KB >20 [150]
prostaty LNCaP >20 [150]
pluca LU-1 >20 [150]
glejak U373 >20 [150]
biataczka szpikowa K-562 12.5 pg/ml MTT, 48 [65]
czerniak mysi B16 [ uM] MTT, 48 [118]
lupeol >234.7 [118]
betulina 226. [118]
kwas betulinowy 166.6 [118]
17.5 po 72h 118]
kwas 23-hydroksybetulinowy 67.8 [118]
kwas 3-okso-23-hydroksybetulinowy 47.9 [118]
2.1 po 72h [118]
kwas betulinowy czerniak mysi B16F10 7.5 uM MTS, 24 [170]
lupeol!! prostaty LNCaP 21 uM MTT, 48 [167]
prostaty CWR22Rv1 18,5 uM [167]

kontynuacja na nastepnej stronie

Hyozp.: DMSO—EtOH 1 : 1



Tabela 4.1 — kont. z poprzedniej strony

zwigzek linia komoérkowa ECs; ozn., czas [h] piSm.
lupeol biataczka leukocytarna HL-60 ok. 75 uM Tryp Blue, 72 [10]
kwas betulinowy HL-60 5.7 uM MTT, 72 [153]
ludzki rak ptuc A-549 [uM] RTT!2 48 [60,199]
lupeol 165+8 [60, 199]
betulina 3.80+0.09 [60,199]
kwas betulinowy 10.3+0.4 (60, 199]
ludzki gruczolakorak okreznicy DLD-1
lupeol 125+6
betulina 6.6+0.3
kwas betulinowy 15.0+0.3
czerniak mysi B16-F1
lupeol 104+6
betulina 13.8+0.5
kwas betulinowy 16.1+0.5
ludzkie prawidtowe fibroblasty skory
lupeol 63 +3
betulina 3.58 £0.07
kwas betulinowy 12+1 [60,199]
(20R)-28-hydroksy-3-okso-lupan-30-  niedrobnokomoérkowy rak oskrzelowo-ptucny NSCLC-N6  39.5+1.2uM  MTT [136]
al
kwas pulsatilowy P-388 4.8 pg/ml [222]
rak pluc (Lewisa) 5.9 pg/ml [222]
ludzki niedrobnokomoérkowy rak ptuc 1.9 pg/ml [222]
kwas betulinowy H9 12.9 uM [92]
kwas betulinowy CEM 275 £2,7uM  MTT, 72 [111]
K562 mesenchymal 54.8+5.6 uM  MTT, 72
HT-29 (kom. nabtonkowe) 84.5+6.6 uM MTT, 72
PC-3 (kom. nablonkowe) 94.1+£8.7uM MTT, 72

czerniak ludzki SK MEL 2 (linia neuroektodermalna) 23.2+1.5puM  MTT, 72
kontynuacja na nastepnej stronie

2RTT — test fluorescencyjny redukcji resazuryny



Tabela 4.1 — kont. z poprzedniej strony

zwigzek linia komoérkowa ECs;g ozn., czas [h] piSm.
betulina CEM (kom. mezenchymalne) >250 uM MTT, 72h [111]
K562 (kom. mezenchymalne) >250 uM MTT, 72
HT-29 (nabtonk.) >250 uM MTT, 72
PC-3 (nablonk.) >9250 M MTT, 72h
czerniak ludzki SK MEL 2 (neuroektodermalna) >250 uM MTT, 72h




4.2. Dzialanie chemoprewencyjne

4.2 Dzialanie chemoprewencyjne

Znany induktor nowotworéw — TPA (13-octan-12-O-tetradekanoiloforbolu) — podany
na skore myszom w dawce 5 ug powoduje szybkie gromadzenie dekarboksylazy ornityno-
wej. Lupeol hamuje epidermalne gromadzenie tego enzymu, uczestniczacego w biosyntezie
poliamin, o 96%, betulina 79%, kwas betulinowy 89% a sitosterol 65%. Dodatkowo w dwu-
stopniowym modelu tworzenia nowotworéw, podawany 0.5h, przed TPA, na skore 5 M
kwas betulinowy hamuje indukowana przez TPA (2,5 ug, 2 x tygodniowo) promocje no-
wotwordéw u myszy potraktowanych 50 uM DMBA (7,12-dimetylobenz[a]antracen). Liczba
myszy z nowotworami oraz liczba brodawczakéw przypadajacych na mysz jest znaczaco
mniejsza po 18 tygodniach u zwierzat traktowanych kwasem betulinowym (65% myszy ze
srednio 8,8 brodawczakami) lub sitosterolem (80% myszy ze 11,2 guzami) w poréwnaniu
do kontroli (wszystkie myszy maja srednio 21,1 guzéw) [221].

4.3 Badania 2n vivo

Lupeol podawany dootrzewnowo w dawce 1 mg (rozp. w oleju kukurydzianym) kse-
nograftom atymicznych myszy z wszczepionymi komoérkami ludzkiego nowotwora prosta-
ty CWR22Rv1 zmniejsza szybkoéé narastania nowotworéw (AV=3.9mm?/dobe zamiast
39mm?/dobe) z widocznym jednocze$nie obnizeniem PSA (prostate-specific antigen) [167].

W serii naturalnych pochodnych lupanu, wyizolowanych z Pulsatilla chinensis (Bge)
Regel, lupeol, betulina, kwas betulinowy, kwas 23-hydroksybetulinowy, kwas 3-keto-23-
hydroksybetulinowy, cytotoksyczno$¢ rosnie wraz ze wzrostem polarnosci podstawnikéw
w pierscieniu A; warto$ci EC5y w tabeli 4.1. Jednocze$nie dwa ostatnie triterpeny oraz
kwas betulinowy przy stezeniach 26,6, 52 uM i >109 uM, indukujg fragmentacje DNA.
Towarzyszy to spadkowi populacji G1 i wzrostowi sub-G1. Powoduja ponadto generowanie
rft (pomiar HoDCF-DA z maksimum 52 uM — kwas 23-hydroksybetulinowy i 104 uM —
kwas 3-keto-23-hydroksybetulinowy. W badanym zakresie stezen 0-100 pug/ml pochodne
kwasu betulinowego powoduja poczatkowo wzrost (0-20 pg/ml), a nastepnie spadek poten-
cjalu mitochondrialnego w tescie cytometrycznym z CMXROS (chlorometylo-X-rozaminy).
Spadek jest najmniejszy dla obojetnych triterpenéw: betuliny i lupeolu [118]. Kwas betuli-
nowy i 3-okso-23-hydroksybetulinowy, w 72 h tescie MT'T, wykazuja wieksza cytotoksyczna
specyficznos¢ wobec komorek czerniaka mysiego niz wobec mysich fibroblastéow tkanki
tacznej L1929 (ECso > 100 pug/ml) [118].

Kwas betulinowy wykazuje synergistyczne dziatanie z winkrystyna, zmniejszajac me-
tastaze linii czerniaka mysiego B16F10 u myszy (C57BL/6). W podaniu dootrzewnowym
w dawce 10 mg/kg/dobe zmniejsza liczbe guzkéw z 71,7 do 47, 2% , winkrystyna 0,065
mg/kg/dobe do 50,0%, natomiast podane tacznie do 29,0%. Nasilone dziatanie moze wyni-
ka¢ z faktu, ze oba $rodki zatrzymuja cykl komérkowy (str. 22) w réznych fazach: triterpen
w G0/G1, a winkrystyna w G2/M [170].

4.4 Testy biologiczne
Pomimo ewidentnych zmian apoptotycznych, generowania RFT, fragmentacji DNA
i spadkowi potencjatu mitochondrialnego, aktywnosé oksydazy NADPH (lucygenino-zalez-

na chemiluminescencja) w linii czerniaka mysiego B16 jest niska, tj. ponizej 10%), niezaleznie
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Rozdziat 4. Mechanizm dziatania apoptotycznego triterpenéw typu lupanu

od podania kwasu betulinowego lub jego pochodnych. Wskazuje to, ze to mitochondria a nie
oksydaza NADPH sa Zrédtem wolnych rodnikéw [118]. Test ten zatem nie jest odpowiedni
do oznaczania aktywnosci triterpenéw pochodnych lupanu.

Wazny jest odpowiedni dobér czasu trwania eksperymentu i barwnikow do oznaczania
apoptozy /nekrozy. Komoérki UISO-Mel-1 w tescie z anneksyng V (cytometria FITC) nie
wykazuja cech apoptozy w trakcie inkubacji z 4 ug/ml KB przez 36 h. Natomiast przy
dawce 8 ug/ml, po 18 h inkubacji pojawia sie subpopulacja apoptotyczna (apoptotic-like),
jednak po 24 h, i bardziej po 42 h wykazuja cechy nekrotyczne'® [197].

W komorkach linii czerniaka mysiego B16F10 pod wpltywem 5uM kwasu betulinowe-
go obserwuje sie 19.5% komoérek apoptotycznych w teécie barwienia PI i anneksyng V,
jednoczesnie w tescie MTS przy tej dawce wykazuja one 62% przezywalnosci [170]. Moze to
swiadczy¢ o tym, ze kwas betulinowy wykazuje toksycznosé nie tylko poprzez indukowanie
apoptozy, albo ze testy nie sg relewantne.

Oznaczenie toksycznosci kilku srodkéow przeciwnowotworowych: doksorubicyny, kw. be-
tulinowego, cisplatyny, ceramidu, TRAIL, winkrystyny i promieniowania~ na liniach ko-
moérkowych glejakéow wielopostaciowych (GBM), wyniki uzyskiwane w oznaczeniu blekitem
Trypan Blue, sa podobne do uzyskiwanych z wybarwianiem PI. Natomiast test MTT
charakteryzuje si¢ duzymi odchyleniami wewnatrz— i miedzy-eksperymentalnymi [80].

4.5 Farmakokinetyka

Ze wzgledu na znikomg rozpuszczalnosé kwasu betulinowego w wodzie, jego farmako-
kinetyke badano po sporzadzeniu kompleksu z poliwinylopirolidonem (PVP), ktory po-
dawano dootrzewnowo myszom CD-1. Do modelowania przyjeto zatozenie, ze farmako-
kinetyka jest pierwszego rzedu w ukladzie dwukompartmentowym. Przy dawkach 250
i 500 mg/kg m.c. maksymalne stezenie kwasu betulinowego w osoczu, obserwowano po
czasie 0,15 h dla mniejszej i 0,23 h dla wigkszej. Objetosci dystrybucji wynosza odpowiednio
106 1 108 dm3/kg, okres pottrwania 11,5h i 11,8h, a klirens catkowity odpowiednio 13,6
i 13,5dm?/kg/h. Stwierdzono, ze dystrybucja kwasu betulinowego podanego w dawce
500mg/kg m.c. jest znacznie zréznicowana w obrebie tkanek po uptywie 24h. Wysokie
stezenie obserwuje sie w tkance ttuszczowej z maksimum 2260 4+ 850 ug/g.

Dystrybucja w innych tkankach przedstawiona jest w tabeli 4.2.

Tabela 4.2: Dystrybucja kwasu betulinowego u myszy po 24 h, po podaniu dootrzewnowym
z PVP

¢ max [ug/g]

pecherz moczowy 3523 £744
wezly chlonne 4218 + 2809 (po 4h)
gruczolty sutkowe 1184 + 904

jajniki 3055 + 1421 (po 4h)
$ledziona 1287 4+ 162
macica 908 £+ 165

BKomérki apoptotyczne sa zabarwione z anneksyng V i stabo wybarwione PI, natomiast nekrotyczne
zabarwione sa przez obydwa wskazniki.
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4.5. Farmakokinetyka

Oznaczen dokonano metoda chromatografii HPLC/MS po ekstrakeji chlorkiem metylenu.
Wzorcami wewnetrznymi byly: kwas oleanolowy i kwas madekassowy (6-hydroksyazjaty-
kowy)! [27,204].

W dostepnym pismiennictwie nie ma doniesien dotyczacych metabolizmu kwasu betu-
linowego i betuliny in vitro u ludzi. W kilku modelowych uktadach badano przeksztatcenia
niektérych triterpenéw typu lupanu przez mikroorganizmy, ktore opisano w Rozdziale 5.12.

14 Jest to jeden z aglikonéw saponin wystepujacych w wakrotce azjatyckiej (Centella asiatica).
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Rozdziat 5

Modyfikacje chemiczne lupeolu,
betuliny i kwasu betulinowego

5.1 Ogoblna charakterystyka wtasciwosci betuliny

Czasteczka betuliny 39 posiada tylko trzy wzglednie reaktywne funkcje chemiczne. Sg
to: grupa izopropenylowa przy C-19 i dwie grupy hydroksylowe — pierwszorzedowa przy
C-28 oraz drugorzedowa przy C-3.

39

Reaktywnos$¢ grup funkcyjnych betuliny nie jest typowa dla tych grup chemicznych, co
wynika z ich otoczenia chemicznego. Izopropenyl przytaczony jest do naprezonego pier-
Scienia cyklopentanowego, hydroksyl C-28 przestaniany jest przez szkielet weglowodorowy,
natomiast grupa hydroksylowa przy C-3 sasiaduje z czwartorzedowym atomem wegla,
polaczonym z dwoma grupami metylowymi i atomem mostkowym pierscieni A-B. Ta-
kie potozenie tych trzech grup powoduje, ze betulina podlega trudniej przeksztatceniom
chemicznym niz inne analogi strukturalne, np. steroidy, w ktérych nie wystepuja grupy
metylowe przy C-4, dzigki czemu dostepnosé, a co za tym idzie reaktywnosé hydroksy-
lu przy C-3 jest wieksza u steroidow. Z drugiej strony grupa izopropenylowa betuliny,
potaczona z naprezonym szkieletem weglowym ma zwickszona reaktywnos¢ w niektorych
przeksztalceniach chemicznych!.

'Prace przegladowe dotyczace chemicznych modyfikacji betuliny i kwasu betulinowego — wvide: [3,12,27,
168,201,202].
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5.2 Utlenianie

5.2.1 Utlenianie grup hydroksylowych

Utlenianie grup hydroksylowych pochodnych typu lupanu, jest jednym z najczeSciej
stosowanych przeksztatcen przeprowadzanych na tych zwiazkach a tworzone oksypochodne
sg niejednokrotnie produktami posrednimi do dalszych modyfikacji chemicznych. Wprowa-
dzanie grup hydroksylowych do czasteczki jest prawdopodobnie takze etapem przeksztatcen
metabolicznych betuliny.

Po raz pierwszy utlenianie betuliny do kwasu betulinowego opisat w 1938 r. von L. Ru-
zicka. Proces jest stosunkowo prosty i polega na dziataniu wodno—kwasowym roztworem
CrO;4 na 3-octan betuliny 40 w kwasie octowym w temperaturze pokojowej (sch. 7).

Powstajacy kwas 3-acetylo-betulinowy 41 pod dziataniem metanolowego roztworu NaOH
hydrolizuje do kwasu betulinowego 42 [210]. Jesli grupa hydroksylowa przy C-3 betuliny
nie jest zabezpieczona, to ulega utlenieniu do ketonowej 43 (R=H). Energiczne utlenianie

CrO4/H,0 NaOH
— s
CH;COOH MeOH
40 41 42

Schemat 7: Synteza kwasu betulinowego

w krotkim czasie, ale w miare niskiej temperaturze zwigksza wydajnos¢ reakcji, gdyz nie
powstaja produkty uboczne, m.in. blizej niezidentyfikowane kwasy dikarboksylowe [210].

Przeprowadzenie oksydacji w tagodniejszych warunkach (np. w $rodowisku acetonu)
pozwala na utlenienie odczynnikiem Jonesa grupy C-28 hydroksylowej 3-octanu betuliny do
aldehydowej [99,218]. Zastosowanie wiekszej ilosci odezynnika utleniajacego i przedtuzenie
czasu reakcji powoduje dalsze przeksztatcenie grupy aldehydowej w karboksylowa [46,97].

Zabezpieczenie drugorzedowej grupy hydroksylowej betuliny wymaga uprzedniej catko-
witej estryfikacji czasteczki i nastepczej selektywnej hydrolizy estru przy C-28, co mozliwe
jest przy zastosowaniu stechiometrycznej ilo$ci zasady i niskiej temperatury reakcji. Me-
toda ta zastosowana przez von RuZicke doczekalta sie wielu modyfikacji. Ciekawy sposob
przedstawil Kim i wsp. — utleniajac za pomoca odczynnika Jonesa 3-octanu betuliny,
otrzymanego posrednio z eteru 28-tetrahydropiranylowego betuliny (vide str.54) [97]. Nie-
wielkim mankamentem tej syntezy jest jej wieloetapowo$¢ powodujaca, ze taczna wydajnosé
wynosi ok. 54-61%.

Opisano takze utlenianie surowego ekstraktu z kory brzozowej? w acetonie za pomo-
ca odczynnika Jonesa. Kwas betulonowy w postaci soli potasowej oddziela sie tatwo od
nietworzacego soli 3-okso-lup-20(29)-enu (lupenonu) [46].

W przypadku uzycia innych tagodnych utleniaczy jak np. chlorochromian pirydynio-
wy (PCC) lub dichromian pirydyniowy (PDC) w 1,5-2-krotnym nadmiarze molowym do

2500g kory brzozowej ogrzewano z 3 litrami wodnego 2-propanolu przez 2h w 80 °C, w autoklawie, po czym
przesaczono na goraco. Po schlodzeniu w 5 “C przez 12h, odsaczono 117 g osadu (23,4%) sktadajacego sie
w 90% z betuliny i ok.5% lupeolu.
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betuliny, w dichlorometanie, chloroformie lub benzenie, reakcje oksydacji mozna zatrzy-
maé na etapie aldehydu (1-3h w temp. ok. 20°C). Jednoczesnie w tych przypadkach,
nie jest konieczna protekcja grupy C-3 hydroksylowej, gdyz preferencyjnie utleniany jest
hydroksyl pierwszorzedowy. Regioselektywnosc¢ tych reakcji jest w pewnym stopniu zalezna
od stosunku molowego reagentow i rodzaju rozpuszczalnika, a stopien konwersji betuliny
nie przekracza 58% [105]. Istotna role odgrywa czas reakcji, gdyz drugorzedowa grupa
hydroksylowa réwniez podlega oksydacji. Kwas betulinowy utleniany PCC przy stosunku
reagentéw ok. 1 : 1 (w/w) w samym chloroformie w 20 °‘C ulega w ciagu 2h 93% konwersji
do kwasu 3-keto-betulinowego [124].

W uktadzie dwufazowym rozpuszczalnik organiczny—roztwor K,Cr,O, w 9M H,SO,
z bromkiem tetrabutyloamoniowym (TBAB) jako przenosnikiem fazowym, rowniez pre-
ferencyjnie utleniana jest do aldehydu pierwszorzedowa grupa C-28-OH. Stosunek po-
wstajacych produktéw: 3-hydroksy-28-aldehydu do 3-keto-28-aldehydu betulinowego, oraz
szybkos¢ reakcji i jej wydajnos¢ zaleza od rodzaju rozpuszczalnika organicznego. W ben-
zenie produktami utleniania sg aldehyd (37%), ketoaldehyd (8%) i 3-oksopochodna (12%),
przy konwersji betuliny 70%. Najwyzszg konwersje — 100% — przy jednoczesnie wysokiej
regioselektywnosci osiaggnieto stosujac jako faze organiczna uktadu dwufazowego chlorek
metylenu gdzie gléwnym produktem jest 3-ketoaldehyd 85%. Stosunek utleniacza do betu-
liny 6:1, 20 °C, 45 min [105].

Selektywne utlenienie betuliny do aldehydu betulinowego przeprowadzono réwniez za
pomoca CrO, zaadsorbowanego na podlozu stalym. Zoptymalizowano szereg parametrow
pod katem uzykania najwyzszej selektywnosci i wydajnosci tej reakeji. Najlepszym nosni-
kiem CrOj, sposréd czterech badanych okazat sie zel krzemionkowy w poréwnaniu do Al,Os,
celitu i montmorylonitu K10. Najwieksza selektywnosé¢ utleniania hydroksylu pierwszorze-
dowego wzgledem drugorzedowego osiagnieto rozpuszczajac tlenek chromu (VI) w acetonie
i odparowujac rozpuszczalnik po zmieszaniu z krzemionka, bez dalszej aktywacji termicznej
zelu. Zwigkszenie aktywnosci podloza przez ogrzewanie mieszaniny zelu krzemionkowego
roztartego w mozdzierzu z CrO, przez 4h w 200 °C, lub krzemionki z CrO; naniesionym
w postaci roztworu acetonowego w 100 ‘C przez 4h, skutkowalo zmniejszeniem regiose-
lektywnosci reakcji i stopnia konwersji betuliny. Inne parametry reakcji, tj. czas 0,5-1h
(min 0,25h) w 20°C i dwukrotny nadmiar utleniacza (w przeliczeniu na tlenek chromu
VI) w stosunku do betuliny, zapewniaja wysoka regioselektywnosé oksydacji z zachowa-
niem wysokiej wydajnosci. Najlepsza proporcja CrO5:Si0, wynosi 1 : 10, a optymalnym
rozpuszczalnikiem jest toluen (toluen > chlorek metylenu > aceton > THF). W czasie 1h
w 20 “C przy stosunku utleniacza (CrO,) do betuliny 2:1 selektywnosé¢ oksydacji hydroksylu
pierwszorzedowego do drugorzedowego wynosi 13,09 : 1, a wydajnos¢ uzyskanego aldehydu
betulinowego 84% [149].

Grupa aldehydowa powstajacego zwiazku (3-hydroksy-lup-20(29)-en-28-alu) tatwo ule-
ga dalszemu utlenieniu do kwasu, tak ze aldehyd betulinowy jest niestabilny w trakcie
oczyszczania na zelu krzemionkowym?, utleniajac sie pod wptywem powietrza [149]. Utle-
niaczami funkcji aldehydowej moga by¢ rowniez H,O, lub acetonowy roztwor KMnO,
[149,171].

Dwuetapowe utlenianie betuliny najpierw do aldehydu 3-keto-betulinowego za pomoca
PCC i dalej 30% H,0,, pozwala otrzymaé¢ kwas 3-ketobetulinowy z wieksza taczna wy-
dajnoscia (88%) i czystoscia (99%), niz w bezposrednim utlenianiu betuliny za pomoca

3Stosuje sie tlenek glinowy.
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odczynnika Jonesa [171].

Odczynnik Swerna?, utlenia zaréwno pierwszo- jak i drugorzedows grupe hydroksylows
betuliny. Przy prawidtowo przeprowadzonym procesie, konwersja pierwszorzedowej funkcji
hydroksylowej betuliny z drugorzedowa grupa zabezpieczong (np. w postaci eteru dimetylo-
tert-butylosililowego), do aldehydowej jest ilosciowa [44]. Reakcje ta przeprowadzono row-
niez na 3-octanie- i 28-octanie betuliny 44 z uzyciem DMSO aktywowanego chlorkiem
oksalilu [11].

Aktywacja DMSO bezwodnikiem octowym powoduje, ze produktami utleniania betu-
liny w temperaturze pokojowej sg tioetery, w ktérych jedna funkcja hydroksylowa ulega
oksydacji a druga eteryfikacji (strona 51). Natomiast aktywacja DMSO za pomoca bez-
wodnika kwasu trifluorooctowego prowadzi gtéwnie do tworzenia trifluoroestrow betuliny
(p. str. 51). Dopiero uzycie czterech réwnowaznikow DMSO aktywowanego bezwodnikiem
kwasu trifluorooctowego pozwala na uzyskanie 3-okso-28-trifluorooctanu betuliny (49%)
i aldehydu betulonowego (20%), obok 28-trifluorooctanu betuliny (21%) [11].

Kwas betulinowy mozna otrzyma¢ w wyniku redukcji kwasu 3-ketobetulinowego (betu-
lonowego). Pod dzialaniem NaBH, ugrupowanie 3-karbonylowe ulega selektywnej redukcji
wobec grupy karboksylowej (lub estrowej). W reakcji tej powstaja jednak izomery 3a°
i34 [97]. Ich wzajemny stosunek zalezy cze$ciowo od rodzaju rozpuszcezalnika. W THF pro-
porcja [f:a wynosi 95 : 5 [97], metanolu 75 : 15 [180], 2-propanolu 97 : 3 [46], a w dioksanie
93 : 7 [46]. Obnizenie temperatury z 20 °C do 0 ‘C powoduje niewielki wzrost selektywnosci
i tworzenie mniejszych ilosci izomeru a (ok. 1%). Na selektywnos$é¢ redukeji kwasu betulo-
nowego wiekszy wplyw ma efekt kationowy. Zastosowanie LiBH, zamiast NaBH, powoduje
wzrost ilosci izomeru « do 20% (przy wydajnosci reakeji 97% ) [46].

Uzyskanie w przewadze izomeru a mozliwe jest prawdopodobnie przy zastosowaniu
do redukcji odezynnika Meerweina-Verleya-Pondorffa (izopropanolan glinu/alkohol izopro-
pylowy). Reakcja tego typu nie zostata jednak opisana dla pochodnych lupanu, lecz dla
triterpenéw tetracyklicznych typu kukurbitanu [144](strona 26).

Utlenianie 3-ketopochodnych tlenem atmosferycznym w srodowisku t-BuOK /t-BuOH 6,
pozwala na wprowadzenie dodatkowej funkcji ketonowej w pozycji 2 czasteczki triterpenu
[41, 44,106, 114, 205]. Zastosowanie czystego tlenu powoduje powstawanie wiekszej ilodci
produktéw ubocznych [106]. Z kwasu betulonowego 43 (R=H) lub jego estru metylowego 43
(R=CH,;) powstaja odpowiednie diosfenole 45, z wydajnosciami odpowiednio 75% i 85%
(schemat 8) [205].

Dalsze utlenianie diosfenoli 45 w tym samym ukladzie przez dtuzszy czas (48h) prze-
biega gtéwnie w obrebie pierscienia A i tworza sie laktole (schemat 9) [205].

Pierécien A diosfenolu 45 (R=H lub R=CH,) moze by¢ otwarty za pomoca 30% H,O,
we wrzacym, metanolowym roztworze KOH (schemat 10). Wydajnosé reakcji dla pochodnej
kwasu betulinowego ze zmetylowana grupa karboksylowa 43 (R=CH,) jest wieksza niz dla
pochodnej wolnego kwasu betulinowego 43 (R=H) — odpowiednio 85% i 30% [205].

Podobnie w przypadku diosfenolu 28-acetylo-betuliny 48 w trakcie otwarcia pierécienia
A tworzone sa: kwas 2,3-seko-2,3-dikarboksylowy 49 (R1=R2=H) (74%) i niewielkie iloci
jego monoestréw metylowych 49a (R1=H, R2=CH,, 8%), 49b (R1=CH,, R2=H, 4%)
(schemat 11) [41].

4DMSO aktywowany chlorkiem oksalilu, bezwodnikiem octowym itp.
SKwas z grupa 3a-hydroksylowa to kwas epibetulinowy.
6Wtadciwie powstajacym in situ nadtlenkiem alkoholu tert-butylowego.
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t-BuOK/¢-BuOH

O, (atm.), 40 °C, 40 min

t-BuOK/t-BuOH

O, (p. atm.), 40°C, 48h

H,0,

45

KOH/MeOH, t.w.

H,0,

KOH/MeOH, t.w.

Schemat 11: Otwarcie pierécienia A diosfenolu 28-acetylobetuliny

Seko-kwasy dikarboksylowe (R=H) tatwo ulegaja laktonizacji pod wpltywem bezwodni-
ka octowego w pirydynie (4h, 20 °C, 52%, schemat 12) [41,205].

Redukcja diosfenolu 51 (R=NH(CH,),,COOH) mieszaning NaBH;CN—TiCl, w me-
tanolu (48 h, 20 ‘C) daje izomeryczne 2,3-diole 52 (48 h, 20 °C, 32.3%) [44].

Ciekawy sposob utleniania kwasu 23-hydroksybetulinowego 53 do pulsatilowego 54
przedstawili Ye ¢ wsp. Drugorzedowa grupa hydroksylowa przy C-3 moze by¢ selektywnie
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Schemat 13: Redukcja amidopochodnej diosfenolu (R=NH(CH,),,COOCH,).

utleniona metods Oppenauera’

222)].

w czasie 1h w 20 °C z wydajnoscia ok. 30% (schemat 14)

Al(¢-BuO)3/aceton
20°C, 1h

Schemat 14: Utlenianie Oppenauera kwasu 23-hydroksybetulinowego

5.2.2 Utlenianie prowadzace do degradacji czgsteczki

Pochodna diosfenolu 45 z uwodornionym wiazaniem podwojnym grupy izopropenylo-
wej, tj. 55, wskutek ogrzewania pod chtodnica zwrotng we wrzacym 2-metoksyetanolu
z dodatkiem barytu (BaSO,) izomeryzuje do hydroksykwasu z pieciocztonowym pierscie-
niem A 56, ktéry mozna dalej utleni¢ za pomoca Pb(OAc), w mieszaninie chloroform—
kwas octowy do kwasu 1-nor-lupan-3-on-28-karboksylowego 57 (3h w temp. 60 °C, wyd.
ok. 30% schemat 15) [114].

Pierscien A mozna otworzy¢ w pozycji 3,4 réwniez przy pomocy odczynnika Sudreza.
28-octan betuliny podczas naswietlania Swiattem z zakresu widzialnego, w obecnosci jodu

"Utleniaczem jest aceton w obecnosci t-butanolanu glinu.
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2-metoksyetanol, BaSO,
Ny, 72h

Pb(OAc),

-
CHCl, , AcOH

56

Schemat 15: Przeksztatcenia 20,29-dihydrodiosfenolu

i diacetoksyjodobenzenu w heksanie tworzy 3,4-seko-2-aldehyd z nowym wigzaniem po-
dwdjnym 4,23 58 (sch. 16) [32].

PhI(OAc),,
_

I, hv

Schemat 16: Utlenianie metoda Suareza.

Po zabezpieczeniu grupy aldehydowej za pomoca ortomréwcezanu trimetylu do postaci
acetalu® 59 wiazania podwdjne pod wplywem przygotowanego ez tempore RuQ,, tatwo
ulegaja funkcjonalizacji do grup ketonowych 60 (75%). Hydroliza acetalu 60 zachodzi
w lagodnych warunkach — ogrzewanie do wrzenia w mieszaninie aceton—woda 10 : 1
z dodatkiem PPTS przez 1 h — nastepuje uwolnienie grupy aldhydowej przy C-2 61 (92%)
(32].

PPTS oHC
N

59 60 61

Schemat 17: Utlenianie wigzan podwojnych tetratlenkiem rutenu

8 Autorzy donosza o duzej trudnosci odblokowania grupy aldehydowej z glikoloacetalu.
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Sasiadujace ze sobg grupy karbonylowe zwigzku 61, taczac sie w reakcji reduktywnego
sprzezenia katalizowanego Sml,, odtwarzaja pierscien A, bez jednej grupy metylowej przy
C-3. Reakcja zachodzi w §rodowisku bezwodnego THF z dodatkiem dijodoetanu i --BuOH,
jako zrodtem protonéw. W powstajacej mieszaninie izomeréw, obydwie powstajace grupy
hydroksylowe maja taka sama orientacje: 3a,4cv 62 (70.4%) lub 33,45 63 (6.6%) [32].

Utlenienie 28-acetylo-3a,4a-dihydroksy-23,29-dinor-lupan-20-onu 62 odczynnikiem Swer-
na umozliwia selektywne przeksztalcenie hydroksylu drugorzedowego (przy C-3) wobec
trzeciorzedowego (przy C-4) do 64 (73%)°.

Hydroksyketon 64 (28-acetylo-3«,-hydroksy-23,29-dinor-lupan-3,20-dion) ulega dehy-
dratacji odczynnikiem Burgessa 'Y w trakcie reakcji syn-eliminacji do 65 (t.w., 48h, 73%,
sch. 18) [32].

Odcz. Burgessa
S

benzen

Schemat 18: Dehydratacja odczynnikiem Burgessa

Innym sposobem otwarcia pierscienia A w pozycji 3,4 jest reakcja przegrupowania Beck-
mana odpowiedniego oksymu 3-ketopochodnej triterpenowej. Reakcja polega na ogrzewaniu
w t.w., 3-oksymu 66 (R=H lub CH;) z chlorkiem tosylu w bezwodnej pirydynie. W tych
warunkach powstaje gtéwnie nitryl z jednoczesnym rozszczepieniem pierscienia. Podczas
reakcji pochodnej z wolng grupa karboksylowa (R=H) 66 powstaje niewielka ilos¢ (ok.
15%) dimerycznego bezwodnika 67 [101].

Grupa nitrylowa w trakcie ogrzewania do wrzenia z 10% roztworem NaOH w glikolu
etylenowym ulega przeksztatceniu do karboksylowej a jednocze$nie ulega hydrolizie gru-
pa metoksylowa. Przyklad syntezy kwasu 3,4-seko-lupa-4(23),20(29)-dien-3,28-diowego 68
(R=H) przedstawia schemat 19 [101].

9Zastosowanie odczynnika Dessa-Martina lub PCC prowadzi w duzym stopniu do otwarcia pierécienia A.
1ON-(trietyloamino-sulfonylo-)-karbaminian metylu (s61 wewnetrzna).
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TosCl1 NG NaOH HoOC
pirydyna (CH,OH),

66 69 68

67

W 1971 r Suokas i Hase zaproponowali synteze pochodnych bakaranu z izomeru 3-octanu
lupenylu 70 (R=CH;). Podczas dwufazowego utleniania, w mieszaninie CCl,—woda, za
pomocg RuO, tworzonego in situ w reakcji RuO, -xH,0 z NalO,, pierscien E 70 ulega
rozerwaniu. W reakcji tej powstaje 71, ktéry pézniej w trakcie redukeji Huang-Minlonalt
daje jako gléwny produkt 72 2 i w ok. 10% 33-bakaranol 73 [186].

RuO, - xH,0/NalO,
CCl,—H,0

72 73

Analogicznie zostala zsyntetyzowana pochodna 74, przez utlenienie izomeru dioctanu
betuliny 70 (R=CH,OCOCH,;). 343,28-diacetoksy-18,19-sekolupan-18,19-dion 74, po upo-
chodnieniu do acetalu 75 przez ogrzewanie z glikolem etylenowym w benzenie z PTS (4 h),
zredukowano za pomoca NaBH, do 18a-acetalu 76. Dehydroksylacja tego zwiazku przez

1 Ogrzewanie hydrazydu w glikolowym roztworze KOH.
12Grupa karbonylowa przy C-18 jest trudna do redukcji ta metoda.
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ogrzewanie w heksametylofosforoamidzie w 240 “C i rozszczepienie acetalu, prowadzi do
powstania 77 (str. 64).

Zwiazek ten jest identyczny z produktami rozszczepienia 18,19-epoksydow 78 i 79 za
pomoca eteratu BF; w benzenie (str. 64) [189].

glikol etylowy
_—
PTS, A

75

76

Schemat 21: Selektywna redukcja karbonylu w pierécieniu D uktadu bakkaranu

Utlenianie za pomoca RuO, - XH,0/NalO, przebiega odmiennie w uktadzie dwufazo-
wym: octan etylu—woda z dodatkiem CF;COOH. Izomer 3-octanu betuliny z wigzaniem
podwojnym w pierscieniuE 70 (R=CH,OH)ulega utlenieniu do 80 (R=H), tj. kwasu
33-acetoksy-28-nor-17,18;18,19-diseko-lupan-17,19-dion-18-owego (53,6%) i 81 (R=H), t;j.
kwasu 33-acetoksy-19,20,21,22,28,29,30-heptanor-17,18-seko-lupan-17,18-diowego (16.9%).

80 81 82

Obydwa zwiazki: 80 (R=H) i 81 (R=H) w reakcji z diazometanem daja odpowiednie
estry metylowe: 80 (R=CH,) i 81(R=R’=CH,). Pod wptywem kwasu p-TsOH we wrzacym
benzenie, tanicuch boczny estru metylowego 80 (R=CHj;) cyklizuje i tworzy sie zwiazek
z pierscieniem furanowym 82. Furanopochodna degradowana RuO, tworzy zwiazek 81
(R=H), ktéry po estryfikacji za pomoca diazometanu jest tozsamy z estrem metylowym
zwigzku 81(R=CHj) [33].

5.2.3 Utlenianie wigzania podwdjnego

Wiazanie podwojne grupy izopropenylowej, jest dosé¢ reaktywne i tatwo moze by¢ utle-
nione lub zredukowane.

Kwas 3-chloronadbenzoesowy uzyty w 2-krotnym nadmiarze molarnym do dioctanu
betuliny w chloroformie (z dodatkiem wodnego nasyconego r-ru NaHCOj;) utlenia wiazanie
podwdjne izopropenylu, tworzac mostek epoksydowy pomiedzy C20-C29 83 (85%, 2h, t.
pok.) (sch. 22 [142].
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5.2. Utlenianie

Roéwniez w przypadku utleniania kwasu 23-hydroksybetulinowego gtéwnym produktem jest
zwiazek z grupa 1,2-epoksyizopropylowa (82%) [34].

W wyniku utleniania dioctanu betuliny kwasem 3-chloronadbenzoesowym w CH,Cl, (0—
5°C, 4h) i rozszczepienia powstatego epoksydu 2M H,SO, (0-5 ‘C, 2h), powstaje mieszani-
na izomerdéw 3,28-diacetoksy-29-okso-lupanu 86 i 3,28-diacetoksy-30-hydroksy-lup-20(29)-
en 85 [154].

Inaczej przebiega utlenianie kwasu betulinowego tym samym nadtlenkiem kwasowym
przy dtuzszym czasie (5h) w chlorku metylenu w temp. 20 ‘C. Obok nasyconych aldehydéw
analogicznych do 86 (50%), powstaja typowe dla reakeji nadkwasu z wiazaniem podwéjnym
zwiazki z dwoma dodatkowymi grupami hydroksylowymi 87 (40%) [34].

87 88 89

Dwufazowe utlenianie dioctanu betuliny mieszaning kwas mréwkowy—woda utleniona 30%
prowadzi do powstania mieszaniny izomerycznych noralkoholi (razem 47%)'% 88, «a-3-
nienasyconego aldehydu 89 (2,5%), norketonu 90 (3%) i dwu izomerycznych dihydrokwa-
sow 91 (wydajnosé niepodana) [100].

13Powstaja one jako estry kwasu mréwkowego, ktéry ulega selektywnemu wobec reszty octanowej
odszczepieniu na zelu glinowym w trakcie izolacji.
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Rozdziat 5. Modyfikacje chemiczne lupeolu, betuliny i kwasu betulinowego

90 92 91

Podobne produkty powstaja réwniez, gdy substratami sa lupeol lub octan lupenylu [100].

W obecnosci kwasu nadoctowego dioctan betuliny ulega utlenieniu do izomerycznych
noralkoholi 88 i norketonu 90. Analogicznie 3-octan lupenylu daje noralkohole (52%) 92
i norketon (8%) 93 [100].

Inne produkty powstaja w wyniku jednofazowego utleniania kwasem nadbenzoesowym
w chloroformie. Z dioctanu betuliny tworza sie: 30-hydroksy-dioctan betuliny, jako gtéwny
produkt 85, norketon 90 oraz izomeryczne nasycone aldehydy 86RiS [100].

Najprawdopodobniej utlenianie wigzania izopropenylowego w opisywanych zwiazkach
zachodzi poprzez izomeryczne bardzo nietrwate epoksydy 83, ktoére mozna wyizolowaé jako
produkty reakcji utleniania dioctanu betuliny kwasem mononadftalowym lub nadbenzoeso-
wym w benzenie z szybkim usunieciem kwasu ze srodowiska reakcji [100].

1-en-3-on estru metylowego kwasu dihydrobetulinowego 94 pod wptywem alkalicznego
roztworu 30% H,O, w THF, ulega enancjoselektywnej epoksydacji do la,2a-epoksydu
estru metylowego kwasu dihydrobetulonowego 95 (95%), ktéry w metanolowym roztworze
NaOH ulega rozszczepeiniu do 96 (schemat: 23) [223].

94 95 96

Schemat 23: Synteza 1 rozszczepienie la,2a-epoksydu estru metylowego kwasu
dihydrobetulonowego

Katalizowane kwasem rozszczepienie mostka tlenowego epoksydu 83 prowadzi gtéwnie
do powstania nasyconych aldehydéw 86 (R i S) i w mniejszym stopniu nienasyconego
alkoholu 85, ktéry utlenia sie¢ nastepnie do nienasyconego aldehydu 89. W dalszym etapie,
zachodzg dwie konkurencyjne reakcje — utlenianie w reakcji Baera-Villigera do norketonu
90 i dihydrokwasu 91.

Utlenianie produktéw rozszczepienia epoksydu — mieszaniny noraldehydéw 86RiS —
prowadzi do powstania mieszaniny noralkoholi 88 i dihydrokwasu (nasycony z grupa kar-
boksylowa przy C20) 91 [100].

Model oksygenazy — kompleks [Fe(PA),] z 30% H,O, w acetonitrylu (uktad A) — jest
dogodnym czynnikiem utleniajacym pozycje allilowa.

Dioctan betuliny pod dzialaniem tego uktadu ulega przeksztalceniu w nasycone al-
dehydy: R 86R (15%) i S 86S (29.8%), a w 41.4% pozostaje nieprzereagowany. Wsrod
produktéw reakeji nie stwierdza sie obecnosci epoksydéw 83 [142].
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Zastapienie kompleksu [Fe(PA);] mieszanina Fe(ClO,), - 9 H,O z dodatkiem kwasu piko-
linowego, pirydyny i bezwodnika octowego (uktad B) pozwala na wyizolowanie mieszaniny
epoksydéw 83 (37.8%) i niewielkich ilosci izomerycznych aldehydéw (odpowiednio: 5.3%
14.1%) 86 (RiS) [142].

30% woda utleniona nie powoduje rozszczepienia epoksydu; konieczna jest obecno$é
katalizatora — kwasu Bregnsteda lub Lewisa.

Jak mozna przypuszczac, wyizolowana mieszanina epoksydow 83 pod dziataniem ukta-
du A ™, ulega dalej utlenieniu do aldehydéw 97RiS (z wydajnoscig 60%) [142].

W uktadzie, gdzie pikolinianowy kompleks zelaza jest tworzony in situ > — uktad B —
praktycznie nie zachodzi zadna przemiana epoksydéw (95% nieprzereagowanego substratu
+ Slady aldehydow R i S).

W wyniku rozszczepienia podobnego epoksydu — racematu 3-keto-20,29(RS)-epok-
sylupanu — za pomocg stez. kwasu mréwkowego w chloroformie w czasie 5h, w atm.
azotu, tworzy sie prawie ilosciowo mieszanina analogicznych do 86R i S epimeréw aldehydu.
W srodowisku reakcji pwstaja jako acetale 98, ktore tatwo hydrolizuja na zelu glinowym
(przy oczyszczaniu) 99 [100].

CH,(OCH 3),

/é
“

98 99

Kwas nadmréwkowy utlenia epoksydy 83 do mieszaniny noralkoholi 86 R i S (55%),
a,B-nienasyconego aldehydu (4,5%) 89 i norketonu 90(2.5%) [100].

Wymienione alkohole powstaja jako estry kwasu mrowkowego, ktory ulega selektyw-
nemu wobec reszty octanowej odszczepieniu na zelu glinowym w trakcie izolacji zwigzkow
[100]

[zomeryczne noralkohole 86 pod dziataniem CrO; w kwasie octowym utleniaja si¢ dalej
do norketonu 90 z dobra wydajnoscia (ok. 70%) [100].

Niektore z opisanych pochodnych powstaja rowniez w wyniku ozonolizy grupy izopro-
penylowe;j.

W trakcie ozonolizy betuliny z nastepcza redukcja pozostatych po reakcji nadtlenkéw
siarczkiem dimetylu, tworzy sie gtéwnie norketon 90b (70%) i triol 100 (10%) [123].

100

14[Fe(PA);] jest kwasem Lewisa.
15Nie wiadomo do konca jaki kompleks zelaza jest tu tworzony.

45



Rozdziat 5. Modyfikacje chemiczne lupeolu, betuliny i kwasu betulinowego

Kwas 3-acetoksy-betulinowy 41 utlenia sie analogicznie dajac norketokwas 101 (66%)
[44].

Jezeli wiazanie podwéjne znajduje sie wewnatrz pierscienia to ozonoliza moze prowadzi¢
do jego otwarcia lub/i utworzenia epoksydu. Przyktadowo jeden z produktéw izomeryzacji
betuliny (str. 62) 19/3,28-epoksy-A-neo-18a-olean-3(5)-en 103 ulega przeksztatceniu do 4,5-
seko-pochodnej allobetuliny 104 (56%) oraz 3«a,5c:193,28-diepoksy-A-neo-18a-oleanu 105
(14%) (schem. 24) [129].

0y, CH,Cl,, -60 C

Zn/CH,COOH

104 105

Schemat 24: Ozonoliza 19(3,28-epoksy-A-neo-18a-olean-3(5)-enu

Norketon 90 pod dziataniem CrO, tatwo przechodzi w 29,30-di-norkwas 102a [211].
Podobnie grupa acetylowa przy C-19 w zwigzku N-(3(-acetoksy-30-nor-20-okso-lupan-28-
oilo)-11-amino-undekanianu metylu 106, ulega degradacji do karboksylowej pod wplywem
brominu sodowego NaOBr i powstaje 107 (10-20 “C, 12h, 38%) schemat 25 [44].

NaOBr/dioksan—woda
10-20°C, 12h

106 107

Schemat 25: Utlenianie grupy ketonowej za pomoca NaOBr

Ditlenek selenu w sgsiedztwie wigzania podwdjnego wprowadza grupe hydroksylowa
lub/i aldehydowa. Z dioctanu betuliny w etanolu (SeO, : dioctan betuliny 1 : 1 (mol), 48 h
w t.w., w atm. argonu) powstaja: 3,28-diacetylo-lup-20(29)-en-30-al 89 (10.5%) [63,211]
i 3,28-diacetylo-30-hydroksy-lup-20(29)-en 85 (9.5%) [63].

W bardziej polarnym rozpuszczalniku — mieszaninie woda—dioksan—kwas octowy
2:2:1 — wydajnos¢ reakcji jest wieksza. Z kwasu betulinowego lub betulinianu metylu
powstaja odpowiednio a,(-nienasycone aldehydy (ok. 50%) 108 a (R=H) i (ok. 70%) 108
b (R=CH,) [34].

30-oksopochodna dioctanu betuliny 89 utleniana CrO,, z dobra wydajnoscia (ok. 50%)
daje dinor-pochodng — kwas 3,28-diacetylo-20,29-dinor-19-karboksylowy 102a (R=Ac)
[211]. Zwiazek ten po hydrolizie alkalicznej daje 102b (R=H), ktéry pod wpltywem kwasu
4-toluenosulfonowego w bezwodniku octowym epimeryzuje i ulega laktonizacji 109 [211].
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108 109 93

Uktad OsO,/NMO w mieszaninie aceton—woda 8:2 w czasie 48 h w temp. 20 ‘C utlenia
wigzanie podwdjne izopropenylu, wprowadzajac dwie grupy hydroksylowe. Pochodna kwa-
su 3-epibetulinowego 110 utlenia sie do mieszaniny diastereoizomerycznych dioli (20RS)
111 (75%) [77,120]. Alkohole 111 ulegaja ilo$ciowo utlenieniu do nor-pochodnej 112 pod
wplywem KIO, w MeOH—H,0 8:2 w czasie 20 h, w 20 ‘C (sch. 26) [120].

Schemat 26: Hydroksylacja funkcji izopropenylowej kwasu 3-epi-23-karboksybetulinowego

W zwiazku 113 pod dziataniem OsO,/NMO utleniane jest z wieksza selektywnoscia
wigzanie podwdjne wewnatrz pierscienia — powstaja: 114 (30%) i 115 (15%) (schemat
27) [120].

0s0,
NMO

Schemat 27: Hydroksylacja kwasu 23-nor-lupa-3,20(29)-dien-28-owego

5.3 Dehydrogenacja

Dehydrogenacje betuliny i lupeolu octanem rteci(II) opisano juz w 1942r. [7]. Na jej
przebieg nie ma wplywu rodzaj grupy funkcyjnej w pozycji C-17. Zachodzi ona jednakowo
w przypadku: lupeolu, betuliny i dioctanu betuliny. Warunkiem koniecznym zajscia tej
reakcji jest obecno$¢ wiazania podwdjnego w czasteczce; pochodne uwodornione (20,29-
dihydro) nie podlegaja utlenieniu octanem rteci(II) [7].
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Rozdziat 5. Modyfikacje chemiczne lupeolu, betuliny i kwasu betulinowego

Reakcje dehydrogenacji powtorzyli w 1961 r. Allison i wsp. i na podstawie widm UV, IR
oraz przeksztalcen chemicznych zaproponowali, ze nowe wigzanie podwdjne wprowadzane
jest pomiedzy C-12 a C-13 116 [7].

116

Dodatkowo stwierdzili, iz jesli grupa hydroksymetylowa betuliny (R2=CH,OH) lub
karboksylowa kwasu betulinowego (R1=CH,OH) nie sa zabezpieczone, to w warunkach
kwasnego $rodowiska reakcji odwodornieniu towarzyszy reakcja eteryfikacji i powstaja cy-
kliczne etery [7]. Dioctan betuliny, tworzy w reakcji dehydrogenacji niesprzezony dien. Po-
dobnie jest w przypadku: lupeolu, a-lupenu, lup-20(29)-en-3-onu, 3-octanu— i 3-benzoesanu
lupenylu [6,7]. Do zajscia reakcji konieczne jest uzycie nadmiaru octanu rteci — na 1g
BET 17g soli w mieszaninie chloroform—kwas octowy (30 ml+370ml) i ogrzewane przez
5h w 100 ‘Club trzymanie przez 14 dni w 20 °C [6].

Zaproponowano modyfikacje tej metody i dehydrogenacje octanu lupenylu przeprowa-
dzono z mniejsza iloscig octanu rteci (4,5 g na 1 g triterpenu) w kwasie propionowym w t.w.
przez 30 min (wyd. 60%) [186].

Analiza widm NMR, dehydropochodnej betulinianu metylu, wykazata, ze nie ma sygna-

tu od protonu winylowego przy C-12. Zaproponowana wiec zostata skorygowana struktura
117 [24].

117 118 119

Obecnie produktowi dehydrogenacji przypisuje si¢ wzor 118 [185]. Struktura ta zostata
potwierdzona wynikami analizy rentgenograficznej oksypochodnej 119 [185].

Zwiazek 119 otrzymano przez utlenienie kwasem nadbenzoesowym dioctanu 20,29-
dihydro-18,19-dehydrobetuliny 120 ¢ [185].

Sasiadujace ze soba wigzania podwdjne zwigzku 118, nie sg sprzezone. Jest to spowo-
dowane brakiem ich koplanarnosci. Potwierdza to anomalna absorpcja w UV (Apay 207 nm
e = 7000) [185].

Dehydrogenacje w pozycji a grupy ketonowej mozliwa jest pod dziataniem chlorku
fenyloseleniowego (PhSeCl) i nastepnie kwasu 3-chloronadbenzoesowego w mieszaninie
octan etylu-pirydyna. Ester metylowy kwasu dihydrobetulonowego 121 utlenia sie do 1-
en-3-onu 94 (63%) [223].

16Tzn. produktu selektywnej hydrogenacji dioctanu 18,19-dehydrobetuliny 118 (R;=AcO, Ro=CH,0Ac
(str. 49) powstalego w wyniku uwodornienia egzocyklicznego wiazania podwdjnego na katalizatorze PtO,.
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5.4. Hydrogenacja

5.4 Hydrogenacja

Uwodornienie wigzania podwojnego zachodzi z bardzo dobra wydajnosciag przez bezpo-
srednie przytaczenie wodoru przy udziale katalizatora.

Z reguly jest to pallad na weglu aktywnym [114] lub tlenek platyny (katalizator Adamsa)
[72,102]. Redukcje ta przeprowadza si¢ najczeSciej w kwasie octowym, dlatego konieczne
jest zabezpieczenie reaktywnej funkcji przy C-17: karboksylowej lub hydroksymetylowej,
aby nie zachodzita izomeryzacja.

Homogeniczne uwodornienie/deuterowanie mozna przeprowadzi¢ przy uzyciu kataliza-
tora Wilkinsona, tj. chlorku ¢ris(trifenylofosfina)rodu(I). Zaleta tej metody jest wysoka
selektywnos¢ redukeji wiazan egzocyklicznych wobec endocyklicznych, czy wprowadzone;j
grupy nitrylowej z wydajnoscia prawie iloéciowa [156]'7.

Uwodornienie innych pochodnych betuliny zachodzi niejednokrotnie z izomeryzacja
wigzania podwéjnego. Przeprowadzenie redukcji na PtO, pozwala na dos¢ selektywna re-
dukcje egzocyklicznego wigzania podwéjnego. W wyniku uwodornienia 3,28-dioctanu 18,19-
didehydrobetuliny 118 (R1=0Ac, Ry=CH,0Ac) powstaja dwie pochodne: 122 (20,29-
dihydro-) i 123 (18,19,20,29-tetrahydro—) w stosunku 7:3.

118 122 123

Schemat 28: Czesciowa i catkowita hydrogenacja 3,28-dioctanu 18,19-didehydrobetuliny

Zwiazek 123 ma odwr6cona konfiguracje przy C-18 (185H) w odr6znieniu od dioctanu
dihydrobetuliny (18«H) 124 [187].

W obecnosci innego, mniej aktywnego katalizatora — Pd/BaSO4 — zwigzek 122
(R1=0Ac, Ry=CH,0Ac) ilosciowo tworzy produkt addycji 1,4 z wigzaniem podwdjnym
egzo w pierécieniu E 125 [187].

17 Autorzy przeprowadzali reakcje w mieszaninie benzen—etanol (4 : 1), stwierdzajac, ze jej wydajnoéé
zalezy od ilodci katalizatora, ktérego uzywali w stosunku 1 : 1 (wagowym) do substratu. Jednak
RhC1(PPh,); pod wplywem benzenu ulega przeksztalceniu do trudno rozpuszczalnego Rh,Cl,(PPhs),.
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124 125 120

Uwodornienie tego zwiazku w obecnosci katalizatora PtO, daje ostatecznie zwigzek 120
o konfiguracji 184H [187].

5.5 Estryfikacja

Najstarsze wytworzone przez cztowieka estry betuliny odkryto w niektérych antycznych
dziegciach brzozowych. Analiza chemiczna znalezisk z czaséw rzymskich w West Cotton
i Catterick (Wielka Bryt.): — lepiszcza stluczonego naczynia ceramicznego i zawartosci
szkliwionego naczynia — wykazata obecnos$¢ potaczen estrowych betuliny i w mniejszym
stopniu lupeolu z dtugotancuchowymi kwasami ttuszeczowymi: laurynowym (14:0), palmity-
nowym (16:0), stearynowym (18:0) i oleinowym (18 : 1). Powstaty one najprawdopodobniej
podczas ogrzewania dziegciu brzozowego z thuszczem zwierzecym w temperaturze powyzej
300 ‘C w celu nadania lepiszczu odpowiednich whasciwoscei adhezyjnych [36].

Estryfikacja jest jedna z najczesciej stosowanych metod upochadniania zwigzkow. Be-
tulina jest diolem z grupami hydroksylowymi: pierwszo— i drugorzedowa. Pod wpltywem
bezwodnikéw kwasowych w pirydynie lub innej trzeciorzedowej aminie tatwo tworzy es-
try. Czesto dodatkowo stosuje sie dodatek DMAP jako katalizatora. Innym dogodnym
sposobem estryfikacji betuliny i kwasu betulinowego, jest uzycie roztworu chlorku kwa-
sowego w pirydynie najczeéciej z DMAP jako katalizatorem. Réwniez stapianie statych
bezwodnikéw jak: maleinowy, fumarowy, tereftalowy z betuling, moze stuzy¢ do syntezy
jej diestrow [16,207]. Estryfikacji betuliny nie przeprowadza si¢ za pomoca kwasoéw, gdyz
katalizuja one tworzenie wiazania eterowego pomiedzy grupa hydroksymetylenowa (C-17)
a izopropenylowa (C-19) (vide konwersja do allobetuliny —61), i reakcja ta moze staé sie
dominujaca, zwlaszcza w podwyzszonej temperaturze. Przyktadowo w trakcie estryfikacji
betuliny kwasem mréwkowym na goraco, powstaje gtéwnie 3-mréwezan allobetuliny [16,
117].

Poréwnanie reaktywnosci pierwszorzedowych grup hydroksylowych: betuliny i glikolu
dietylenowego!® w reakcji estryfikacji chlorkiem benzoilu wskazuje, ze stata szybkosci reakcji
betuliny (k) jest od 2-3rzedéw mniejsza niz glikolu. Zmiana polarnosci rozpuszczalnika
w szeregu: 1,4-dioksan, chloroform, dichloroetan, nie ma wiekszego wptywu na reaktyw-
nos¢ grup hydroksylowych betuliny. W mocno polarnym rozpuszczalniku — pirydynie —
reaktywnos¢ wzrasta, aczkolwiek nadal jest 25-krotnie mniejsza niz funkcji hydroksylowe;j
w glikolu dietylenowym [207]. Natomiast drugorzedowa grupa hydroksylowa betuliny (C28)
jest 4-krotnie mniej reaktywna w poréwnaniu z pierwszorzedowa (C3) — dla grup hydrok-
sylowych betuliny k;=16 [mol~' min™'], ko=4, a dla glikolu dietylenowego kj =420 [207].

Niektoére silne kwasy i ich bezwodniki estryfikujg betuline juz na zimno. Préba utleniania
betuliny dwoma réwnowaznikami DMSO aktywowanego bezwodnikiem kwasu trifluorooc-

BGrupy OH glikolu wykazuja niezalezna reaktywno$é — podstawienie jednej nie wplywa zauwazalnie na
druga.
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towego prowadzi do powstania wylacznie estréw: 3,28-bis(trifluorooctanu)— (71%) i 28-
trifluorooctanu betuliny (14%) [11].

Dos¢ znaczna roznica reaktywnosci obu grup hydroksylowych pozwala na selektywna
estryfikacje betuliny lub hydrolize jej diestrow. Przeprowadzenie reakcji na zimno pozwala
na estryfikacje pierwszorzedowej grupy hydroksylowej betuliny. Przyktadowo dziatanie bez-
wodnikiem octowym w pirydynie w temp. 0 ‘C przez 40 min pozwala uzyskaé¢ 28-octan betu-
liny z wydajnoscia ponad 60% [206]. Gdy reagenty sa bardziej rozcieniczone, reakcje mozna
przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej. W mieszaninie pirydyna—CH,Cl,—bezwodnik
octowy 6 : 36 : 0,9 (viviv) z dodatkiem DMAP 1%(w/w) przez 18h z wydajnoscia 60—
72% [32].

Rozpuszczalnikami a rownoczesnie katalizatorami moga by¢ inne aminy. Betulina z 1.5
krotnym nadmiarem chlorku acetylu w bezwodnym CH,Cl, z trietyloamina w 0°C ulega
selektywnej estryfikacji do 28-octanu betuliny (69%) [72].

W trakcie syntezy serii estrow ftalowych betuliny i kwasu betulinowego, wykazano, ze
do wydajnej estryfikacji konieczny jest 5-10 krotny nadmiar molarny bezwodnika ftalo-
wego, przy czasie reakcji 24 h we wrzacej pirydynie z dodatkiem DMAP (réwnomolarnym
w stosunku do bezwodnika) [111].

Chlorki kwasow z duza zawada przestrzenna chetniej reaguja z pierwszorzedowa grupa
hydroksylowa betuliny. Reakcja betuliny z chlorkiem kwasu 5-nitro-2-furanowego przebiega
w ciagu 1.5h w CH,Cl, z TEA w 0 “C z utworzeniem 28-estru 126 z wydajnoscia 52% [130].

126

Kompleks hafnu HfCl, - (THF), (5mol%) w chlorobenzenie, katalizuje selektywna es-
tryfikacje pierwszorzedowej grupy hydroksylowej betuliny nawet z duzymi objetosciowo
podstawnikami. W ten sposéb otrzymano 28-pochodna z kwasem cykloheksanokarboksy-
lowym (reflux azeotropowy, 16 h) z wydajnoscia 91%. Kosztowny katalizator jest stabilny
w warunkach reakcji i mozna go odzyskaé [76].

3-monoestry betuliny powstaja w trakcie hydrolizy diestrow betuliny przy uzyciu ste-
chiometrycznej ilosci alkoholowego roztworu zasady (wodorotlenku lub weglanu). Reakcja
przeprowadzana jest w temp. pokojowej w czasie kilkunastu godzin [210).

Estryfikacja kwasu betulinowego bezwodnikiem octowym bez dodatku octanu sodowego
(bezwodnego) powoduje powstanie mieszanego bezwodnika 3-octanu kwasu betulinowego
[85].

W reakcji z trifluorooctanem pentafluorofenylu w pirydynie, w temp. 20 ‘C, kwas betuli-
nowy tworzy ester — 3-trifluorooctano-betulinian pentafluorofenylu. Wysoka reaktywnosé¢
grupy pentafluorofenylowej jest w tym potaczeniu hamowana ograniczong do niej dostep-
noscia przez zawade przestrzenng ze strony triterpenu, dlatego hydrolityczne odszczepienie
tej grupy przez metanolan sodowy lub amoniak wymaga zwiekszonego cidnienia i wysokiej
temperatury [228].

Reakcja estryfikacji grupy hydroksylowej kwasu betulinowego z ugrupowaniem azlak-
tonowym koploimeru bis-akrylamidowego 127, zachodzi w temperaturze pokojowej (1h)
i postuzyla do przygotowania kolumny powinowactwa (schemat 29) [203].
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42 127

Schemat 29: Przylaczenie kwasu betulinowego do kopolimeru bis-akrylamid—azlakton
w reakcji estryfikacji

W reakeji kwasu betulinowego z CH;I w bezwodnym THF z DBU jako katalizatorem
powstaje betulinian metylu z wydajnoscia 71% [60]. Ester ten powstaje iloSciowo w re-
akcji triterpenu z eterowym roztworem diazometanu [111]. Betulinian metylu nie ulega
hydrolizie, nawet w trakcie ogrzewania w t.w. z 1M NaOH w DMF, ani w metanolu
z Ba(OH),x H,0O [60].

Grupa karboksylowa kwasu betulinowego moze by¢ selektywnie estryfikowana za pomo-
ca bromku benzylu w obecnosci DBU (wyd. 85%). Reszta alkoholu benzylowego moze by¢
selektywnie odszczepiona w obecnosci Pd/C z 1,4-cykloheksadienem w bezwodnej mieszani-
nie THF—EtOH (10 h w 30 “C); hydrolize hemiftalanéw betulinianu benzylu przedstawiono
na schemacie 30 (R=CH, 88%, C,H; 85%) [111].

10% Pd/C, THF—EtOH
1,4-cykloheksadien

129

Schemat 30: Selektywna hydroliza metylo- i etylo-ftalanu betulinianu benzylu (R=CH, lub
C,Hs)

Za pomoca 5% SO w DMSO zsyntetyzowano 3-siarczan kwasu betulinowego. Reakcja
zachodzi ilo$ciowo w czasie 15-20 min w 20 ‘C [66].

Niektére mieszane estry betuliny majg nadzwyczaj silne wlasciwosci biologiczne. 3-O-
(3’,3’-dimetylobursztynylo)-28-0-(2’,2’-dimetylobursztynylo)-betulina w stezeniu 0,87 nM
hamuje w 50% (ECsg) replikacje wirusa HIV-1 (TI 42400 co jest poréwnywalne z ak-
tywnoscia AZT). Diester ten powstaje jako jeden z czterech izomeréw w trakcie reakcji
betuliny z bezwodnikiem kwasu 2,2-dimetylobursztynowego we wrzacej pirydynie [90]. Ze
wzgledu na zawade przestrzenng powstaje w trakcie tej reakcji w $ladowych ilosciach.
Inny sposob polega na dwuetapowej estryfikacji. Kwas 2,2-dimetylobursztynowy reaguje
z betulina tworzac dwie pochodne 7 (63%) i 8 (15%). Po rozdzieleniu, zwiazek 8 reaguje

9 0trzymanego przez rozpuszczenie cieklego SO; w DMSO.
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z chlorkiem kwasowym 13a, ktory po deprotekeji grupy karboksylowej kompleksem palladu
— (PhyP),Pd w morfolinie daje diester [90].

Estryfikacja metoda Steglicha pozwala na przytaczenie w tagodnych warunkach wraz-
liwych funkcji estrowych; gdzie DCC jest czynnikiem aktywujacym funkcje karboksylowa,
a DMAP katalizuje estryfikacje.

28-ester betuliny z kwasem 5-bromo-2,4-dinitrobenzoesowym otrzymano w zmodyfiko-
wanej reakcji Steglicha z wydajnoscia 75% (schemat: 31) [130].

kwas 5-bromo-2,4-dinitrobenzoesowy

THF, DCC, 0°C, 18h

39 131

azaridina

EtOAc, TEA, 0-20°C, 24h

131

Schemat 31: Synteza estrowych nitropochodnych betuliny

Funkcja halogenowa estru 131 — 28-(5-bromo-2’,4’-dinitro)-benzoesan betuliny —
reaguje stosunkowo latwo z azaridyna dajac 28-(5’-azaridinylo-2’ 4’-dinitro)-benzoesan be-
tuliny 132 [130].

5.6 Eteryfikacja

Przytaczenie podstawnikow trimetylosililowych do betuliny mozna dogodnie przepro-
wadzi¢ z uzyciem taniego odczynnika sililujacego jakim jest HMDS — 1,1,1,3,3,3-heksa-
metylosilazan ((CH;),SiNHSi(CH;),). Reakcja zachodzi w tagodnych warunkach a jedynym
produktem ubocznym jest amoniak:

2ROH + Me;SiNHSiMe; — 2 ROSiMe, + NH,

Katalizatorem reakcji jest siarczan krzemionki, ktéry mozna tatwo otrzymaé w reakcji
krzemionki z kwasem chlorosulfonowym w CH,Cl, w 20 C (0,5h wkraplania kwasu + 0,5h
mieszania):

S5i0,—OH + CISO3H — Si0,—0SO3;H + HCl

Zastosowanie 1.5 krotnego réwnowaznika HMDS powoduje eteryfikacje obydwu grup
hydroksylowych betuliny w 92% w czasie ogrzewania przez 50 minut we wrzacym CHCI,.
Uzycie mniejszej ilosci HMDS (jednokrotny réwnowaznik) pozwala w tych samych warun-
kach na selektywna eteryfikacje pierwszorzedowej grupy hydroksylowej w 36% [82].
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Duze podstawniki jak grupa tert-butylo-dimetylosiloksanowa, eteryfikuja w gtéwnej
mierze grupe pierwszorzedowa betuliny. Konieczna jest jednak obecnosé¢ imidazolu jako ka-
talizatora; betulina (0,14mmol) w DMF (2.5ml) z dodatkiem 0,16mmol DMAP i imidazolu
0.46mmol oraz 0,27mmol TBSCI daje 28-tert-butlo-dimetylosiloksylobetuling (86%) [72].
Analogicznie z betulinianu metylu otrzymano 3-eter dimetylo-tert-butylosililowy [44].

Grupa eterowa — dimetylo-tert-butylosililowa — pod wptywem zawiesiny bezwodnego
FeCl, (kwasu Lewisa) w mieszaninie THF—acetonitryl (1 : 1) ulega odszczepieniu w 20 °C
(12h) [44].

Reakcja betuliny z chlorkiem trifenylometylu (w DMF z dodatkiem DMAP) daje jako
wytaczny produkt monoeter — 28-O-trifenylometylo-betuling. Podstawnik ten tatwo ulega
odszczepieniu pod dziataniem wrzacego PPTS w CH,Cl,—EtOH lub ZnCl, w 95% DMF
[92]. Jednoczesnie grupa ta nie ulega odszczepieniu w trakcie uwodornienia na katalizatorze
Pd/C [92].

Zabezpieczenie funkcji karboksylowej kwasu betulinowego dogodnie mozna przeprowa-
dzi¢ w reakcji jej eteryfikacji dwoma rownowaznikami bromku allilu w DMF z dodatkiem
K,CO; (3mol) w 55°C przez Th (84%) [60]. Deprotekcje katalizuje kompleks — tetra-
kis(trifenylofosfina)pallad (0) — w bezwodnym THF z dodatkiem pirolidyny i (Ph),P.
Notowana dla pochodnych 3-O-glikozydowych wydajnosé¢ tej reakcji wynosi 41-50% [60].

Grupa hydroksylowa kwasu betulinowego 42 ulega ilosciowo eteryfikacji za pomoca
CH,l w $rodowisku bezwodnego THF z dodatkiem NaH (16-24h, t.w.) schemat 32 [44].

1. NaH, THF, 1h
2. CHyl, 16-40h, t.w.

Schemat 32: Synteza kwasu 3-metoksybetulinowego (kwasu 33-metoksy-lup-20(29)-en-28-
owego)

Pierwszorzedowa grupa hydroksylowa betuliny z dihydropiranem (DHP), w obecno-
Sci 4-toluenosulfonianu pirydyniowego (PPTS) jako katalizatora, selektywnie tworzy eter
tetrahydropiranylowy w postaci diastereomerycznej mieszaniny, (95%). Pozwala to np.
na swobodng estryfikacje hydroksylu drugorzedowego przy C-3 bezwodnikiem octowym
(87%) (schemat: 33). Hydrolityczna deprotekcja grupy hydroksylowej przy C-28 zachodzi

DHP/PPTS
_—
N,, 72h, 20°C

Schemat 33: Selektywne zabezpieczenie grup hydroksylowych betuliny

54



5.7. Potlaczenia azotowe

w do$¢ tagodnych warunkach pod dziataniem metanolowego roztworu 4-toluenosulfonianu
pirydyniowego w czasie 36 h w 20 “C (95%) [97].

Tioetery Podczas utleniania betuliny 2-krotnym lub wigkszym nadmiarem DMSO akty-
wowanego bezwodnikiem octowym?® (24-48h, 20 °C) w CH,Cl, powstaja dwa zwiazki: eter
3-0kso-28-O-metylotiometylowy 136 (73%) i eter 3-metylotiometylo-28-okso-betulinowy
137 (14%) [11).

W reakcji m-allilopalladowania Trost-Tsuji N-[33-acetoksy-30-bromo-lup-20(29)-en-28-
oilo]-11-amino-undekanian metylu 138 (72h, 20 ‘C) tworzy w zaleznosci od uzytego sub-

stratu allilotioetery. Reakcja przebiega we wrzacym, bezwodnym THF przez tydzien z ka-
talizatorem Pd[(CgHs),],2" [44].

a: Y=SCH,CH,0OH

b: Y=SCH,CH,N(CH,CH,),
c: Y=SCH,COOC,H;

d: Y=SCzH,pF

5.7 Polaczenia azotowe

Grupa ketonowa kwasu betulonowego (3-keto-betulinowego) 43 reaguje tatwo z ami-
nami z utworzeniem odpowiednich oksyméw. W srodowisku etanolu z dodatkiem NaOAc
lub w pirydynie z chlorowodorkiem hydroksyloaminy lub metoksyloaminy, iloSciowo tworzy
oksymy 140a (R=H) 140b (R=CH,) [91,96]. Podobnie zachowuje si¢ grupa karbonylowa
3-octanu aldehydu betulinowego, dajac z hydroksyloaming pochodng 141 [218].

200dczynnik Swerna.

2'Kompleks palladu tworzony jest ez tempore przez zmieszanie roztworu octanu palladu (II) w THF
z (Phs)P 1 TEA w czasie 30 min.
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140 141

Wydajnosci z jakimi tworzone sa hydrazony w duzym stopniu zaleza od reaktywnosci
odezynnikéw. Kwas dihydrobetulonowy 142 tworzy hydrazony 143a (R=C H,(2,4,6)Cl,),
b (R=COCyH;) i ¢ (R=C4H,(4)F) z wydajnosciami: 80%, 70% i 25% (sch. 34) [134].

RNNH,

Schemat 34: Synteza 3-hydrazonéw

Dehydratacja oksymow pozwala przeksztatci¢ je w nitryle. Np. podczas ogrzewania
oksymu 3-octanu-lup-20(29)-en-28-alu 141 z bezwodnikiem octowym tworzy sie nitryl 144
(wyd. ok. 80%), ktéry redukowany za pomoca LiAlH, w eterze tworzy 28-aminopochodna
145 [218].

144 145 146

Redukcja za pomoca wodoru jest rownie skutecznym sposobem przeksztalcenia w ami-
nopochodnag, ale podlega jej takze wigzanie podwdjne grupy izopropenylowej. 3-fenylohy-
drazon kwasu 20,29-dihydrobetulinowego 143b redukowany wodorem w kwasie octowym
z PtO, (lub gabka platynowa) jako katalizatorem, tworzy mieszaning izomeréw 146 [135].

Reduktywna aminacja kwasu betulonowego 43, przy pomocy NH,OAc i NaBH;CN
w metanolu, pozwala na wprowadzenie funkcji aminowej przy C-3 (wyd. ok. 80%). Izomer
[ powstaje w przewadze, tj. utamek (:a wynosi 95 : 5 (sch. 35) [96].

Autorzy [91] powtérzyli ta reakcje i podaja, ze stosunek izomeréw wynosi f:a 3 @ 1.
Proponuja redukcje 43 za pomoca NH,OAc, TiCl; i NaBH;CN w mieszaninie metanol—
THF, gdzie utamek [:a wzrasta do 9 : 1.

Znany jest szereg potaczen amidowych kwasu betulinowego i jego pochodnych [44, 68,
79,183]. Niektére z pochodnych amidowych, posiadaja silne dziatanie farmakologiczne, np.
hamujace replikacje wirusa HIV-1 np: 148 [183].
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NH,OAc

NaBH,CN/MeOH

43 147

Schemat 35: Reduktywna aminacja kwasu betulonowego

Potaczenia kwasu betulinowego z aminokwasami charakteryzujace sie wieksza polar-
noscia i rozpuszczalnoscia w wodzie w poréwnaniu do wyjsciowego triterpenu. Potaczenia
takie utworzono w reakcji triterpenu z estrami metylowymi aminokwaséw w obecnosci
DCC (1,3-dicykloheksylokarbodiimidu) i DMAP (20 “C, atm. azotu). Odszczepienie grupy
metylowej po reakcji kondensacji, realizowano hydrolitycznie, dziatajac roztworem LiOH
w mieszaninie THF—woda (20 ‘C, atm. azotu) (schemat: 36 [79].

DMAP
_
DCC
42
LiOH
149
THF/H,0

150

Schemat 36: Synteza koniugatow kwasu betulinowego z L-aminokwasami

W ten sposob uzyskano potaczenia z aminokwasami jak: fenyloalanina, tyrozyna, gli-
cyna, methionina, tryptofan, izoleucyna, kwas asparaginowy, leucyna, kwas glutaminowy,
alanina, prolina, walina.

Innym sposobem syntezy amidopochodnych jest reakcja chlorku kwasu 3-acetylo-betu-
linowego 1512?% 7z odpowiednig aming lub alkoholem w érodowisku trietyloaminy (TEA)
(sch. 37) [44].

Zwiazek 152 tatwo ulega bromowaniu w pozycji allilowej (p. str. 60) do 138.

W reakcji z ftalimidkiem potasowym (KFT) w toluenie z 18-korona-6-eterem (18CE6)
jako katalizatorem, zwiazek 138 tworzy ftalimid 153 (85 °C, 8 h, 73%) (sch. 38) [44].

W reakcji m-allilopaladowania Trost-Tsuji 138 tworzy odpowiednio amid 154 lub imid
155 [44].

22Schemat otrzymywania chlorku kwasu betulinowego na str. 60.
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11-aminoundecylan metylu

TEA

151 152

KFT, 18CE6
B

toluen

138 153

154 155

Amid kwasu betulinowego otrzymano przez ogrzewanie w temp 55-60 C przez 72h
w zamknietym naczyniu stalowym, estru 3-trifluorooctano-betulinianu pentafluorofenylu,
w mieszaninie THF—ciekly amoniak 1 : 1 (wyd. 93%) [228].

Diosfenole 156 i 157 w reakcji kondensacji z 2-fenylenodiaming, w mieszaninie 95%
etanol—benzen 5:3, tworza odpowiednie chinoksalino-pochodne 158 i 159 (ogrzewanie
w t.w. przez 5-7h; wyd. 85-95%) (schemat 39). Niewielki dodatek kwasu octowego zapo-
biegaja tworzeniu zywic [106].

W wyniku kondensacji kwasu betulonowego 43 z mréwczanem etylu w obecnosci me-
tanolanu sodowego tworzy sie zwiazek 160, ktory pod wpltywem NH,OH w etanolu daje
pochodng z pierécieniem izoksazolowym 161 (schemat:40) [223].

Izoksazolopochodna kwasu betulonowego 161 pod wplywem metanolanu sodowego
w mieszaninie eter etylowy—metanol, ilosciowo przeksztalca sie w 3-keto-2-nitryl 162,
izomeryzujacy pod wpltywem DDQ (2,3-dichloro-5,6-dicyjano-1,4-benzochinonu) do 163
(60%)(schemat 41) [223].

Kwas 3-epi-23-karboksybetulinowy 110 reagujac z DCC (10h w -5°C i 15h w 20 'C)
tworzy 23-cykloheksyloamid 164 (18%) oraz cykliczng pochodna 165 (30%) [120].
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0-CgH, (NH,),, AcOH

EtOH—Cg4Hg, 5-7h, t.w.

0-C¢H,(NH,),, AcOH
EtOH—CgHg, 5-7h, t.w.

MeONa

Schemat 41: Tworzenie 3-okso-2nitrylu i jego izomeryzacja

J. J

»
"
COOH
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5.8 Reakcje z luorowcami — halogenopochodne

Dioctan betuliny w reakcji z NBS ulega bromowaniu w pozycji allilowej dajac z wydaj-
noscia 65% 3,28-diacetoksy-30-bromo-lup-20(29)en 166 (R=CH,OCOCH;) (3 h, t.w. w CCl,).
Zwiazek ten w reakcji z octanem srebra w mieszaninie TBACl—toluen (2h, t.w.) tworzy
z wyd. 55% 3,28,30-triacetoksy-lup-20(29)-en 167, tozsamy z produktem acetylacji 85
powstatego z rozszczepienia epoksydu 83 (vide str. 43) [154].

Podobnie N-[33-hydroksy-lup-20(29)-en-28-oilo]-11-amino-undekanian metylu 152 w re-
akcji z zawiesing NBS w CCl, ilo$ciowo ulega bromowaniu w pozycji allilowej do N-[33-
acetoksy-30-bromo-lup-20(29)-en-28-oilo}-11-amino-undekanianu metylu 138 (72h, 20 C)
(sch. 42) [44].

152 138

Schemat 42: Bromowanie pozycji allilowej izopropenylu za pomoca NBS

Octan kwasu betulinowego z chlorkiem oksalilu w CH,Cl, tworzy odpowiedni chlorek
kwasowy (schemat 43).

(cociy,
—_—
CH,CI,

41 151

Schemat 43: Synteza chlorku kwasu betulinowego

Lupenon 168 w reakcji z 2 rownowaznikami [hydroksy(tosyloksy)jodo]benzenu (HTIB)
daje produkt oksytosylacji w pozycji « oraz allilowej 169 (34%) (sch. 44) [107].

HTIB
—

168 169

Schemat 44: Synteza ditosylolupenonu

Rozszezepieniu epoksydu 95 (p.str. 44) chlorowodorem w mieszaninie kwas octowy—
CHCI, towarzyszy przytaczenie chloru w pozycji 2 170 (53%) (sch. 45) [223].
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HCI
CH,COOH/CHCl,

95 170

Schemat 45: Halogenacja pozycji 2 pierscienia A

5.9 Izomeryzacja

Grupa izopropenylowa i hydroksymetylowa betuliny znajduja si¢ wzgledem siebie w pew-
nym oddaleniu w konfiguracji trans, jednak w odpowiednich warunkach mozliwa jest reak-
cja pomiedzy nimi — katalizowane kwasem przytaczenie hydroksylu do wiazania podwojne-
go. Eteryfikacji tej towarzyszy najczesciej nieodwracalne przegrupowanie pierécienia E 171.

39 171

Schemat 46: Izomeryzacja betuliny do allobetuliny

Jest to jedna z najwczesniej poznanych reakcji izomeryzacji betuliny. Zostata ona po
raz pierwszy opisana w 1922r., jako zachodzaca pod wplywem goracego, stezonego kwasu
mréwkowego [16].

[zomer konstytucyjny betuliny, powstajacy w wyniku tej konwersji — allobetulina — nie
jest juz zaliczany do triterpenéw typu lupanu, lecz do typu f-amyryny (oleananu). Jego
nazwa chemiczna to: 193,28-epoksy-18a-oleanan-33-ol 171.

Tworzenie allobetuliny katalizujg kwasy, jak: roztwor chlorowodoru w chloroformie lub
etanolu, kwas siarkowy czy octowy [16].

Konwersja betuliny jak i jej 3-octanu, czy tez 3-ketobetuliny do odpowiednich allozwiaz-
kéw, zachodzi z dobra wydajnoscia (80-90%) pod wplywem siarczanu dimetylu [117].

Cyklizacje ta katalizujg rowniez stale kwasy, jak: kaolinit, montmorylonity K10 i KSF,
bentonit (glinka wybielajaca ang.:bleching clay), zel krzemionkowy z kwasem siarkowym
lub 4-toluenosulfonowym. Konwersja taka zostata opisana dla betuliny i kwasu betulino-
wego [116]. Reakcje przeprowadza sie przez ogrzewanie triterpenu z katalizatorem, we
wrzacym, bezwodnym chlorku metylenu w ciagu 0.5 do 6h a jej wydajno$¢ waha sie
w granicach 93-99% [116].

Kwas betulinowy ogrzewany w chloroformie w t.w. 2% przez 3 h w obecnogci montmorylo-
nitu K10 ulega izomeryzacji z rownoczesng czesciowa dehydroksylacja i tworzone sa zwigzki
172 (A-neo-18a-olean-3(5)-en-28(19)-olid 74%), 173 (A-neo-lup-3(5)-en-28(19)-olid 12%)
1174 (A-neo-18-a-tarakast-3(5)-en-28(19)-olid 6.4%).

BT.w. czystego chloroformu wynosi 61 °C
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172 173 174

W tych samych warunkach, lecz nieco nizszej temperaturze, tj.: 55 °C gléwnymi pro-
duktami sa: zwigzki 175 1 172. Zabezpieczenie grupy 3-hydroksylowej kwasu betulinowego
poprzez acetylacje zapobiega dehydroksylacji i wytacznym produktem reakcji (po odszcze-
pieniu acetylu przy C3) jest 175.

Temperatura w jakiej zachodzi katalizowana montmorylonitem K10 izomeryzacja od-
grywa istotna role jesli chodzi o jednoczesna dehydroksylacje grupy 3-hydroksylowej i mi-
gracje tworzonego wigzania podwdjnego. Betulina w obecnosci K10 ogrzewana w chlorku
metylenu w t.w. przez 3 h ulega przeksztatceniu do allobetuliny bez zadnych reakcji ubocz-
nych z wydajnoscig 93%. Natomiast we wrzgcym benzenie i cykloheksanie z powstajacej
allobetuliny tworza sie nastepnie: 19/3,28-epoksy-A-neo-18a-3(5)-oleanen 103 i 19/3,28-
epoksy-A-neo-5G-metylo-25-nor-18a-9-oleanen 176. Réwnowagowy stosunek tych izome-
row zalezy od temperatury; w wyzszej preferowane jest tworzenie 176, po ostudzeniu do
20 °C zwieksza sie ilos¢ 103. W cykloheksanie utamek 103 : 176 wynosi 65 : 9,9 a w benzenie
40 : 38 [116].

103 176

Innymi katalizatorami konwersji betuliny sa: FeCl, - 6 H,O lub Fe(NO,)5 - 9H,O na zelu
krzemionkowym lub tlenku glinowym. Ich uzycie nie wymaga zabezpieczenia grupy hydrok-
sylowej przy C-3, gdyz proces zachodzi prawie ilosciowo (ponad 95%) w krétkim czasie,
tj. 5-15min. Przy dtuzszym czasie reakcji (2h) powstata w wyniku konwersji allobetulina,
ulega dalej dehydratacji potaczonej z izomeryzacja i wytacznymi produktami sg 103 i 176
w stosunku 5,5 : 4,5.
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Jedli katalizatorem konwersji betuliny jest dziewieciowodny azotan zelaza (III) na zelu
krzemionkowym, to przy dtugim czasie reakcji (6 h), zamiast dehydratacji, zachodzi utlenie-
nie grupy hydroksylowej przy C-3 do ketonu (70%) 177 (103 i 176 powstaja w sladowych
ilogciach) [113].

Flekhter © wsp. przedstawiajg konwersje kwasu 3-oksobetulonowego do cyklicznego lak-
tonu 178 za pomoca kwasu trifluorooctowego w chloroformie (8min, 95%) [46].

W trakcie ogrzewania etanolowego roztworu betuliny z dodatkiem stezonego kwasu
solnego (10M), obok allobetuliny powstaje inny produkt cyklizacji — 20,28-epoksy-19«H-
lupan-353-ol (20%) 179 [43].

Addycja fluorowca do wigzania podwdjnego betuliny przebiega z jednoczesnym prze-
grupowaniem pierscienia E. W wyniku reakcji betuliny z Br, w CHCl; tworzy sie 29,30-
dibromoallobetulina 180 z wydajnoscia 80% [115]. Wydajnosé reakeji spada gdy brom
jest uzyty w stosunku molowym wiekszym niz 1 a jednocze$nie reakcja wymaga $wiatta,;
w ciemnosci wynosi 6% [115]. Na podstawie danych rentgenograficznych autorzy okreslaja
konformacje jako all-trans, C-C-C-C-C-C z pierécieniem zawierajacym tlen jako lekko
znieksztatcone krzesto.

Wysoka wydajnos¢ reakcji przy proporcji reagentéw 1 : 1 wskazuje, ze jest to reakcja
addycji — przy reakcji wolnorodnikowej powstawatby HBr i wymagataby ona co najmnie;j
2-krotnego nadmiaru Br,. Z drugiej strony konieczna obecno$¢ $wiatta przemawia za pro-
cesem wolnorodnikowym.

Zaroéwno bromowodér w srodowisku kwas octowy—bezwodnik octowy—benzen, jak
i kwas 4-toluenosulfonowy, katalizuja przemieszczenie wigzania podwdjnego w dioctanie
betuliny i 3-octanie lupenylu. Z dioctanu betuliny pod wptywem HBr, powstaje izomer A18
181, ktory jest identyczny ze zwigzkiem tworzacym sie w wyniku czesciowego uwodornienia
produktu dehydrogenacji dioctanu betuliny octanem rteci (122) [185, 188]. Natomiast
z octanu lupenylu powstaja zwiazki (zw.182 (20%) i 183 (20%)) .Pod dzialaniem miesza-
niny HBr-Ac,0-AcOH-benzen, zwiazek 182 ulega tatwo przegrupowaniu do 183 [185,191].
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182 183 181

Izomer A18 181 pod dzialaniem kwasu 3-chloronadbenzoesowego, lub nadmréwkowego
tworzy 18(3,190epoksyd 78. Natomiast w reakcji z ozonem, ktéry ma charakter dwurodnika,
powstaje 18c,19aepoksyd 79 [189]. Sytuacja wyglada analogicznie w przypadku epoksy-
dacji izomeru 3-octanu lupenylu [191].

Struktura zwiazku 78 zostala potwierdzona rentgenograficznie [189].

78 79 184

Obydwa izomeryczne oksirany 78, 79 w benzenowym roztworze eteratu BF;, ule-
gaja rozszczepieniu do pochodnej bakaranu 77 (wyd. 90%)%*!. Rozszczepieniu oksiranu
18(3,190epoksyd 78 towarzyszy powstawanie dodatkowo sladowych iloéci dienu 185, kto-
rego obecnosé wydedukowano na podstawie analizy adduktu 186 (reakcja Dielsa-Aldera)
z 4-fenylo-1,2,4-triazolino-3,5-dionem [189].

77 185 186

Inaczej przebiega otwarcie oksiranu 183,193 78 katalizowane kwasem p-toluenosulfonowym.
Produktami rozszczepienia sa dieny: 187 i 188 (w sumie 70%) oraz okoto 30% pochodnej
bakaranu 77 [190].

187 188 189

247Zwiazek ten powstaje réwniez w wyniku utlenienia izomeru A18 przy pomocy RuO,—NalO, i dalszej
selektywnej redukcji i dehydratacji zwiazku 184.
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18, 19cepoksyd (79) ilosciowo ulega przeksztalceniu do pochodnej bakaranu 77 pod
dzialaniem eteratu BF3, a pod wplywem kwasu p-toluenosulfonowego w 85%, z jednocze-
snym utworzeniem niesprzezonego dienu 189 jako produktu ubocznego [190].

Lupenon 168 ogrzewany z morfoling, siarkg i kwasem p-toluenosulfonowym w mie-
szaninie DMF—CH,Cl,, w temp. 100 ‘C przez 36 h tworzy w reakcji Wilgerodta-Kindlera
niezwykly dimer 190 z wydajnoscig 40%.

Istnienie? tego zwiazku zaproponowano na podstawie widm NMR (HMBC) ES-MS oraz
analizy elementarnej [45].

5.10 Dehydratacja

Drugorzedowa grupa hydroksylowa betuliny (C-3) ulega odszczepieniu w reakeji Mit-
sunobu z utworzeniem wigzania podwojnego pomiedzy C-2 i C-3 191; roztwér betuliny
i trifenylofosfiny w THF + DEAD w atm. gazu obojetnego 12h 20 “C [184]. W podobny
sposob przeprowadzono dehydratacje kwasu betulinowego. 3-tosylan kwasu betulinowego
ogrzewany octanem sodowym w DMF przez 6h w 120 °C daje kwas 2(3),20(29)-lupadieno-
28-karboksylowy 192 (71%) [44].

Odszczepieniu grupy tosylowej od kwasu 3-epi-23-karboksybetulinowego 193 towarzyszy
dekarboksylacja przy C-4 z utworzeniem kwasu 23-nor-3,20(29)-lupadien-28-owego 113
(91%) (DMF, NaOAc, 6h, 120 ‘C); pochodna 193 ze zestryfikowanym karboksylem przy
C-4, przeksztalca sie w 194 (82%) [120].

25Takie potaczenie dwéch czasteczek lupeolu wydaje si¢ bardzo malo prawdopodobne, ze wzgledu na bardzo
duze zawady przestrzenne.

65



Rozdziat 5. Modyfikacje chemiczne lupeolu, betuliny i kwasu betulinowego

193 113 194

Oderwaniu grupy 3-tosylowej od estru metylowego kwasu betulinowego 195 w kwa-
$nym $érodowisku (kwas octowy + octan sodowy) towarzyszy przegrupowanie Wagnera-
Meerweina pierscienia A, i powstaje mieszanina zwiazkéow 196 i 197 w stosunku 1 : 4 (3 h,
t.w.) (schemat 47) [9]. W takich warunkach z 3,28-ditosylanu betuliny powstaja produkty

CH,COOH
#
CH,COONa

Schemat 47: Solwoliza 3-tosylanu estru metylowego kwasu betulinowego

z przegrupowanymi pierscieniami A 198 i E 199, natomiast z 3-tosylanu lupeolu zwiazki
z przegrupowanym tylko pierscieniem A 200 i 201 [9].

Powstawanie dodatkowych produktow izomeryzacji podczas dehydratacji triterpenow
w kwagnym érodowisku spowodowane jest, jak wskazujg autorzy, katalizowanej przez H'
migracji wigzania podwéjnego [9].

200 201 202

W alkalicznym $rodowisku pirydyny chlorek fosforylu (POCI;) odrywa obydwie grupy
hydroksylowe betuliny i jako wyltaczny produkt powstaje 198 z przegrupowanym pier-
Scieniem E. W przypadku estru metylowego kwasu betulinowego, lupeolu i dihydrolupeolu,
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tworzg sie wytacznie odpowiednio: 196, 200 i 202, co jest oczywiste przy braku reaktywnej
funkeji przy C-17 tych zwiazkéw [9)].

Dehydroksylacji pierscienia A allobetuliny 171 lub cyklicznego laktonu kwasu allo-
betulinowego 175 przez ogrzewanie ich 3-tosylanéw w pirydynie w t.w., nie towarzyszy
przegrupowanie pierscienia A a jedynie wprowadzenie wigzania podwdjnego w pozycji C-
2-C-3 [116].

5.11 Glikozylacja

Zmaczna czes$¢ naturalnych triterpenow wystepuje w formie O-glikozydow — potaczen
nazywanych saponinami. Sg to zwiazki amfifilowe, wykazujace m.in. zdolnos¢ obnizania
napiecia powierzchniowego.

Betulina nalezy do triterpendéw, ktore nie wystepuja w formie saponin. Znanych jest
za to kilkanascie naturalnych estréw (vide 5.5, strona 50). Natomiast kwas betulinowy
wystepuje niekiedy w formie saponin. Np. w bobrku trojlistkowym Menyanthes trifoliata,
gléwna saponina jest bidesmozyd?® — kwas 3-O-[3-D-galaktopiranozylo(1—4)3-D-gluko-
piranozylo]-28-O-[3-D-apiofuranozylo(1—6) 3-D-glukopiranozylo] betulinowy [78].

W potaczeniu z cukrami triterpeny staja si¢ czeSciowo rozpuszczalne w wodzie, co ma
niekiedy istotne znaczenie farmakologiczne. Opracowywane sa zatem metody syntezy takich
potaczen.

Uvarova i wsp. w 1973 r. przedstawila synteze beta-O-glikozydow betuliny metoda
ortoestrowa. Metoda ta stuzy do wysoce stereoselektywnej syntezy 1,2-trans-glikozydow.
Przy wykorzystaniu a-ortoestréw powstaja gtéwnie anomery [glikozydow [217].

Betulina, badz jej monoestry dos¢ tatwo ulegajg glikozylacji w trakcie ogrzewania
w nitrometanie, z dodatkiem HgBr, jako katalizatora (0.02 mmol na 1 mol betuliny).
Grupa hydroksylowa przy C-28 betuliny ulega reakcj tatwiej niz drugorzedowa, przy C-3.
W przypadku reakcji betuliny z 1,2-metylo-ortooctanem-per-O-acetylo-a-maltozy (sche-
mat 48) powstaja: 28-per-O-acetylo-(-D-maltozyd 3-octanu betuliny (61,5%.) i 3,28-di-
per-O-acetylo--D-maltozyd (29,8%). Autorzy przedstawiaja réwniez modyfikacje metody,
gdzie katalizatorem byt nadchloran 2,6-dimetylopirydyniowy a substratami 3-octan i 28-
octan betuliny, jednak wydajnosé tych syntez jest nizsza o okoto 10% 27. Gdy ortoester
posiada wiekszg zawade przestrzenna, jak np. tert-butylo-ortooctan 3-D-glukozy, glikozyla-
cji podlega wytacznie hydroksyl pierwszorzedowy (28,7% po 0,75h) a produktem ubocznym
reakcji jest dioctan betuliny (39,7%) [206].

Ogrzewanie alkoholi z per-O-acetylo-1,5-anhydro-2-deoksy-heks-1-enitolem?® w obecno-
sci bezwodnej zywicy sulfonowej jako katalizatora kwasowego z dodatkiem LiBr w aceto-
nitrylu, prowadzi do utworzenia odpowiednich 2-deoksyglikopiranozydéw [166].

Reakcje taka dla niektérych 3-hydroksytriterpenéw przedstawiaja Flekhter i wsp. [48].
Roztwér 28-octanu betuliny w mieszaninie chlorek metylenu-acetonitryl (1 : 1) ogrze-
wany z per-O-acetylo-1,5-anhydro-2-deoksy-L- gluko-heks-1-enitolem lub per-O-acetylo-1,5-
anhydro-2,6-dideoksy-L- gluko-heks-1-enitolem w obecnosci katalizatora.W reakcjach gli-
kozylacji, addycja 3-hydroksylu triterpenowego do wiazania podwdjnego odpowiedniego

26Bidesmozyd to saponina z dwoma lancuchami cukrowymi.
2TPrzedstawiony czas reakcji jest krétszy, co réwniez mogto wplyngé na wydajnosé.
28Nazwa wywodzi si¢ od odpowiedniego 1,5-anhydroalditolu (anhydroglucitolu).
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204 205

Schemat 48: Glikozylacja betuliny metoda ortoestrowa

glikalu, prowadzi do utworzenia wytgcznie anomeréow « L-2-deoksyglikozydu lub L-2,6-
dideoksyglikozydu [rysunek] z wydajanosciami 80-90% [48].

3-3-D-fukofuranozyd i 3-3-L-fukofuranozyd betulinianu metylu i epibetulinianu metylu,
zsyntetyzowali Ma iwsp. w reakeji odpowiedniego bromku (per-O-)acetylofukofuranozydo-
wego z triterpenem zawierajacym wolng grupe 3-hydroksylowsa w obecnosci zeolitu srebro-
wego [121]. Analiza widm NMR i ORD pochodnych fukofuranozydowych tych triterpenéw
postuzyly do okreslenia konfiguracji absolutnej ich grup hydroksylowych w pozycji C-3
29 [121].

Podobnie 3-glukozyd betuliny (Bet-(Glu)) zsyntetyzowano metoda Koenigsa-Knorra —
w kondensacji 28-octanu betuliny z acetobromoglukoza, z nastepcza deacetylacja [140].

Monodesmozydy o dtuzszych tancuchach, zawierajacych 5 i 6 czasteczek glukozy utwo-
rzono w wyniku transglikozylacji diglikozydu betuliny z a-cyklodekstryna za pomoca gli-
kozylotransferazy cyklodekstrynowej (CGT-azy) [140].

Ani czysta betulina, ani jej 3-glikozydy nie wykazuja wpltywu na szybkosé¢ kietkowania
nasion lucerny (alfa-alfa). Natomiast maja ujemny wplyw na wzrost korzonka. Sita ich
dzialania zalezy od ilosci przyltaczonych czasteczek cukru. Przy stezeniu 0,018% betulina
hamuje wzrost korzonka w 20% a jej 3-glukozyd w ok. 40%. Aktywnosé¢ Bet—(Glu),
i Bet—(Glu), jest wieksza, gdyz 30% inhibicja wzrostu zaznacza sie przy stezeniu 0,009%.
Przy wyzszym stezeniu — 0,04% — Bet—(Glu); podobnie jak Bet—(Glu), hamuje wzrost
korzonka lucerny o 50%, natomiast Bet—(Glu), i Bet—(Glu); dziataja stabiej — 40%
aktywnos¢ [140].

Metode syntezy 3-glikozydu betuliny w fazie statej przedstawili w 2004 r. [112]. Ogrze-
wanie 28-O-TBDMS-betuliny z 1-acetylo-2,3,5-tribenzoesanem-3-D-rybofuranozy i akty-
wowanym wioéknem weglowym (ang. ACF — activated carbon fiber) jako katalizatorem
o charakterze kwasu Lewisa w temp. 160 ‘C przez 16 h, prowadzi do utworzenia wigzania
B-D-glikozydowego pomiedzy triterpenem i cukrem (64%) [112].

29 Jest to tzw. metoda Kobayashi okreslania konfiguracji alkoholi drugo— i trzeciorzedowych.
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Szereg glikozydowych pochodnych otrzymano przez potaczenie selektywnie acetylowa-
nych pochodnych betuliny z trichloroacetimidami estréw benzylowych D-glukozy 206, L-
ramnozy 207 i D-arabinozy 208.

OBz

HN,
" >
> Q
Bz0 CCl 5
BzO
NH BzO 0“7 0Bz
Y BzO OBz
OBz OBz

CCl 4

cCl 4

206 207

Reakcja przebiega w temperaturze pokojowej z dobrymi wydajno$ciami — ok. 70%
— ale wymaga bezwzglednie bezwodnego $rodowiska (bezw. CH,Cl,, sita molekularne 4
A, atmosfera argonu). Katalizatorem reakcji jest TMSOTI. Ze wzgledu na sasiadujaca
grupe benzoilowg tworzone sa wytacznie 1,2-trans-glikozydy; przyktadowo synteza 3-O-(-
D-glukopiranozydu betuliny przedstawiono na schemacie 49.

206, TMSOTY
_—
CH,Cl,, 20°C

CH;OH—THF-H,01:2:1
0,25 M NaOH, 20°C, 3-24h

209

Schemat 49: Synteza 3-O-(3-D-glukopiranozydu betuliny

W ten sposéb zsyntetyzowano: 3-O-3-D-glukopiranozyd lupeolu, 3-O-a-L-ramnopira-
nozyd lupeolu, 3-O-a-D-arabinopiranozyd lupeolu, 3-O-3-D— i 28-O-(3-D-glukopiranozyd
betuliny, 3-O-a-L— i 28-O-a-L-ramnopiranozyd betuliny, 3-O-a-D— i 28-O-a-D-arabinopi-
ranozyd betuliny, 3-O-(3-D-glukopiranozyd betulinianu metylu, 3-O-a-L-ramnopiranozyd
betulinianu metylu i 3-O-a-D-arabinopiranozyd betulinianu metylu. Rozpuszczalnosé tych
saponozydow jest wigksza niz wolnych triterpendéw. Wykazuja rowniez silniejsze dziatanie
cytotoksyczne na kilku nowotworowych liniach komérkowych [60].

5.12 Przeksztalcenia biotechnologiczne

Opisywane w literaturze przeksztalcenia biotechnologiczne, mialy na celu zbadanie
potencjalnych Sciezek metabolicznych. Uzyskane wydajnosci tych transformacji na ogot
sg zbyt niskie aby mogty mie¢ jakiekolwiek praktyczne zastosowanie.
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W hodowlach zawiesinowych, niektore mikroorganizmy zdolne sa do przeksztalcania
triterpenéw do hydroksy—, keto— i karboksypochodnych.

Metabolity kwasu betulinowego z hodowli Bacillus megaterium ATCC 14581 to: kwas
3-keto-lup-20(29)-en-28-karboksylowy (3-ketobetulinowy) (wyd. 0,44%), kwas 33,73-di-
hydroksy-lup-20(29)-en-28-owy (wyd. 0,085%) i kwas 33,6¢v,73-trihydroksy-lup-20(29)-en-
28-owy (wyd. 0,45%) [108].

Pochodna z utleniong grupa 3-hydroksylowa — kwas 3-ketobetulinowy — jako wytaczny
produkt, powstaje (wyd. 1,3%) z kwasu betulinowego w hodowli Mucor mucedo UI-4605
[108]. Jest ona réwniez gtéwnym produktem biotransformacji przez Bacillus megaterium
ATCC 13368 (4.1%), obok ktorego powstaja w mniejszych ilosciach trzy metabolity: kwa-
su 3-keto-11a-hydroksy-lup-20(29)-en-28-owego (0,19%), kwasu 13-hydroksy-3-keto-lup-
20(29)-en-28-owego (0,13%), kwasu 33,73,15a-trihydroksy-lup-20(29)en-28-owego (0,54%)
[21].

Szczep Cunninghamella elegans ATCC 9244 transformuje kwas betulinowy do kwasu
15,33,78-trihydroksy-lup-20(29)-en-28-owego [108].

Przeprowadzono réwniez glikozydacje kwasu betulinowego do 283-D-glukopiranozylo-
estru 211 przy pomocy szczepu grzybow Cunninghamella sp. NRRL 5695. Wydajnosc¢
tej glikozylacji jest jednak bardzo mata i wynosi 0,77% [22]. Prawdopodobnie jest to
spowodowane zatrzymywaniem kwasu betulinowego w komorkach lub $cianie komoérkowej
grzybow® . Réwniez metabolit — glikozyd — nie ulega wydaleniu poza komoérke [22].

Glikozydoester kwasu betulinowego 211 w przeciwienstwie do wolnego triterpenu wy-
kazuje nizsza aktywnosé wobec kilku linii czerniaka ludzkiego [22]. Rozpuszczalno$é ma
raczej maly wpltyw na cytotoksycznos¢ pochodnych betuliny. Kwas betulinowy wykazuje
wyzsza cytotoksyczno$é wobec kilku linii czerniaka ludzkiego niz jego bardziej hydrofilna
pochodna — 211. Sugeruje to, ze obecno$¢ wolnej grupy karboksylowej triterpenu ma
istotne znaczenie dla aktywnosci cytotoksycznej. Z drugiej strony zwiekszona polarnosé
zwigzku 211 moze by¢é przyczyna jego szybszego usuwania z komorki docelowej lub /i
gorszego oddzialywania z lipofilnymi receptorami.

Dos¢ niezwykte produkty biotransformacji powstaja w wyniku dziatania grzyba Cha-
etomium longirostre IFO 9873. Oprécz wprowadzenia dodatkowych grup hydroksylowych,
otwiera on pierscien A triterpenu i zdolny jest do dekarboksylacji czasteczki przy C-17.
Metabolitem betuliny jest kwas 4,28-dihydroksy-3,4-seko-lup-20(29)-en-3-owy (rys. 212)
3% i dwa inne produkty powstajace w §ladowych ilogciach.

212 213

Bardziej polarny kwas — betulonowy — ulega biotransformacji do: kwasu 4,7/3,17-
trihydroksy-3,4-seko-28-nor-lup-20(29)-en-3-owego (12%) 213, kwasu 4-hydroksy-3,4-seko-
lup-20(29)-en-3,28-diowego (6%) 214 i 73,15a-dihydroksy-3-keto-lup-20(29)-en-28-owego
(4%) 215 [5].

30Po 9 dobach inkubacji nie daje si¢ go wykryé w medium.

70



5.12. Przeksztatcenia biotechnologiczne

215 214 216

W tedcie aktywacji genu EBV-EA, indukowanej przez TPA, wszystkie produkty bio-
transformacji betuliny i kwasu betulonowego posiadajg wieksza aktywnos¢ od substratow
[5].

Bakterie Nocardia sp. NRRL 5646 przeksztalcaja kwas betulinowy i 23-hydroksybetu-
linowy do mniej polarnych estréw metylowych [226].

Avicennia germinans, stanowig jedng z roslin namorzynéw w Pdélnocnej Brazylii.
Liscie tej rosliny zawierajg betuling, jednak nie stwierdza sie¢ jej obecnosci w osadach
przybrzeznych w przeciwienstwie do innych triterpenow, jak np. tarakserolu, germanikolu,
lupeolu i S-amyryny. Spowodowane jest to znaczna podatnoscia betuliny na biodegradacje
przez flore wystepujaca w tych osadach. W trakcie inkubacji osadu w warunkach zblizonych
do naturalnych, juz po 40 dniach betulina jest niewykrywalna w probkach, podczas gdy
w autoklawowanej probcee jej stezenie nie ulega praktycznie zmianie w ciagu 92 dni. Ger-
manikol i f-amyryna ulegaja rozktadowi, ale po uptywie tego czasu, sg jeszcze wykrywalne.
Najodporniejszym triterpenem z wyzej wymienionych jest tarakserol. Ttumaczy to zapew-
ne, dlaczego tarakserol jest najczesciej spotykanym triterpenem w osadach morskich [103].

Suberyna z kory brzozowej nie ulega rozktadowi przez bardzo dhugi czas. Analiza pro-
duktow biodegradacji zewnetrznej warstwy kory Betula platyphylla Sukatchev var. japonica
(Miq.) Hara, wykazala, ze betulina ulega przeksztalceniu do tetrahydroksy-nor-triterpenu:
(17R, 20R)-74,20,23,29-tetrahydroksy-28-norlupan-3,16-dionu 216 [49].
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Rozdzial 6

Oznaczanie toksycznosci podstawowej

Okredlenie cytotoksycznosci jest jednym z najwazniejszych etapéw kreowania nowych
srodkow leczniczych. Znanych jest wiele metod jej oznaczania zaréwno in vivo jak i in vitro.
Ze wzgledéw etycznych badania na zwierzetach przeprowadzane sg dopiero dla zwiazkow,
ktorych aktywnosé w jakims stopniu pozwala juz oczekiwaé ciekawych wynikéw w sensie
sity badz kierunku dziatania [225].

Istnieja dwa podstawowe sposoby wyznaczania liczby zywych komoérek w hodowli:

- bezposrednie (liczenie rzeczywistej liczby komorek)

- posrednie (monitorowanie jednego lub kilku parametréow hodowli doktadnie odzwier-
ciedlajacych liczbe zywych komérek).

Pomiar bezposredni zwykle obejmuje barwienie barwnikami przezywalnosciowymi za-
wieszonych, oddzielonych komorek zwigzkami jak btekit trypanu, eozyna, nigrozyna, ktore
sa usuwane z zywych komérek, ale nie z martwych. Liczba zabarwionych (martwych) i nie-
zabarwionych (zywych) komoérek w medium (moze by¢ nastepnie wyznaczona za pomoca
hemocytometru, mikroskopu lub elektronicznego licznika barwnych komérek [160]. Metody
te ograniczone sg znacznym zréznicowaniem intensywnosci zabarwienia komoérek, spowo-
dowane np. niecatkowita $miercia komoérek lub ich laczeniem w konglomeraty (niektére
komoérki wykazuja silng kohezje), a ponadto klopotliwo$é ich stosowania przy duzej ilosci
prébek [69].

Wsrod posrednich sposobéw oznaczania liczno$ci komoérek sg: okreslanie ilosci biatek
komérkowych lub DNA, ktére generalnie sg proporcjonalne do liczby komoérek w prébcee.
W badaniu syntezy biatek i DNA z reguly stosuje sie znaczniki radioaktywne. Inne sposoby
kontroluja nagromadzanie barwnikow w wakuolach wewnatrzkomérkowych, poziom zuzycia
sktadnikow odzywczych jak glukoza lub produkcje metabolitow takich jak kwas mlekowy,
a takze pomiar jednego lub kilku konstytutywnych enzymoéw lub proceséw metabolicznych
[69].

Pomiar uszkodzenia blony plazmatycznej jest typowa miara Smierci komorki [214].
Istnieje szereg sposobow jej pomiaru opartych na pobieraniu lub usuwaniu barwnika,
oraz uwalniania radioaktywnych izotopéw, barwnikéw fluorescencyjnych lub kalceiny-AM
z oznakowanych komorek docelowych. W innych analizach mierzona jest ilo$¢ enzymow
cytoplazmatycznych uwalnianych przez uszkodzone komorki, gdzie wielkos¢ aktywnosci
enzymu wykrywanego w supernatancie hodowlanym koreluje proporcjonalnie do ilosci
zlizowanych komorek.
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Znane sg nastepujace testy uwalniania enzymoéw: alkalicznej i kwasnej fosfatazy, trans-
aminazy glutaminian—szczawiooctan, transaminazy glutaminian—pirogronian (GPT) oraz
liazy argininobursztynianowe;j.

Zastosowanie tych testow jest utrudnione niskim poziomem tych enzymoéow w komor-
kach, oraz pracochtonng metodyka oznaczania aktywnosci niektorych z tych enzymow.

W przeciwienstwie do tego, dehydrogenaza mleczanowa (LDH) jest stabilnym enzymem
cytoplazmatycznym obecnym we wszystkich komoérkach. Gdy btona komoérkowa zostaje
uszkodzona, LDH jest szybko uwalniany do medium hodowlanego [214]. Medium bezko-
moérkowe jest inkubowane z mieszaning reakcyjng z zestawu. Aktywnosé LDH jest okreslana
kolorymetrycznie. W pierwszym etapie NAD™ jest redukowany do NADH/H+ w trakcie
katalizowanej przez LDH konwersji mleczanu do pirogronianu. Nastepnie enzym obecny
w mieszaninie — diaforaza — przenosi protony z NADH/H+ na sél tetrazolowa —chlorek
jodonitrotetrazolowy (chlorek 2-/4-jodofenylo/-3-/4-nitrofenylo/-5-fenylo-2H-tetrazolowy)
— redukujac ja do barwnika formazanowego [214].

W tescie M'T'T oznacza si¢ wtasciwie aktywnos¢ mitochondriéw, przez pomiar tworzenia
ciemno-niebiesko zabarwionego produktu — formazanu — powstajacego przez redukcje
pierécienia tetrazolowego MTT. Uznaje sie, ze redukcja ta przeprowadzana jest gtéownie
przez mitochondria pod wpltywem dehydrogenazy bursztynianowej i jest zatem miarg ak-
tywnosci mitochondriéw [119]. Istnieja jednak doniesienia ze w niektérych liniach, jak
prawidtowe ludzkie fibroblasty i komorki linii ludzkiego raka watroby (HepG2) redukcja
MTT moze réwniez w znaczacym stopniu mie¢ miejsce poza mitochonriami [17].

[lo$¢ dodawanego MTT powinna by¢ ustalona dla kazdej linii komoérkowej, gdyz moga
wystepowaé znaczne roéznice przy ktorych tworzona jest maksymalna ilos¢ formazanu;
przyktadowo w linii komérek L-DAN (tuskowaty nowotwér pluc linia ustalona) w za-
kresie stosowanych stezen MTT 1-5 mg/ml absorbancja zmienia sie w zakresie 0,1-0,5
(A=570nm), a w linii GLC4 0,1-0,3 w zakresie stezen 0,4-2 mg/ml. Uzycie nadmiaru MTT
w niektérych liniach powoduje zmniejszenie ilosci tworzonego formazanu. Przy wysokich
licznosciach komorek, i wysokiej absorbancji (powyzej 0,8) sa odstepstwa liniowej zalez-
nosci pomiedzy iloscia powstatego formazanu a liczba komérek. Na absorbancje istotny
wplyw ma pH roztworu, osiagajac maksimum przy wartosci 10,5 [151]. Pod nieobecnosc
buforu o pH=10,5, duzy wplyw ma takze obecno$¢ medium hodowlanego, zmieniajac
charakterystyke widmowa krzywej absorbancji formazanu. Dodanie 5 ul medium zwigksza
absorbancje formazanu rozpuszczonego w DMSO (Aszp) ponad dwukrotnie (!). Dodanie
kolejnych objetosci medium nie ma juz takiego wptywu [151].

Niektore substancje, jak np. chlorochina, moga zatruwa¢ enzymy, powodujac zanizenie
wartosci oznaczanej toksycznosci [214].
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Rozdziat 7

Zarys metod wyznaczania lipofilnosci

Lipofilnos¢ jest wtasciwoscig molekularng oddziatywan rozpuszczalnik—rozpuszczalnik,
generalnie charakteryzowana za pomocg wspotczynnikéw podziatu. Do jej zastosowan na-
leza pozornie tak odlegte dziedziny jak projektowanie lekéw i rozwdj metod rozdziatu
chromatograficznego. Wtasciwie optymalizacja lipofilnosci jest wiodaca zasada w rozwoju
lekow dziatajacych np. w osrodkowym uktadzie nerwowym — $rodowisku wysoce lipoido-
wym [127].

Nalezy dokona¢ rozréznienia pomiedzy terminami ,hydrofobowos¢” i ,lipofilno$¢” | kto-
re niekiedy uwazane sg za synonimowe. Zgodnie z zaleceniami IUPAC przyjete sg nastepu-
jace definicje [138]:

hydrofobowo$¢ jest asocjacja niepolarnych grup lub czasteczek w srodowisku wodnym,
ktora wynika z tendecji wody do wypychania niepolarnych molekut.

lipofilno$é wyraza powinowactwo czasteczki lub jej fragmentu do srodowiska lipofilowego.
Jest mierzona powszechnie dzigki rozdziatowi substancji w uktadach dwufazowych,
zaréwno ciecz—ciecz, jak i ciato state—ciecz.

Wspotezynnik podziatu zostal zdefiniowany w 1872 r. przez Berthelota i Jungfleisha.
Zauwazyli oni, ze utamek réwnowagowego stezenia zwigzku w dwu niemieszalnych rozpusz-
czalnikach jest staly, niezaleznie od absolutnej wartosci stezenia zwiazku. Wspotezynnik
podziatu danej substancji jest charakterystyczna immanentng wtasciwoscia i zalezy wytacz-
nie od typu dwu niemieszalnych rozpuszczalnikéw i temperatury. Wspoétczynniki podziatu
moga by¢ zatem tabelaryzowane, jako charakterystyczne state zwiazku.

Jezeli zwiazek moze istnie¢ w dwu niezaleznych formach, jak np. zjonizowana i niezjo-
nizowana, wéwczas istotne bedzie pH rozpuszczalnika wodnego [19, 138].

Wprowadzony przez Hansha w 1964r. logarytm dziesietny wspotczynnika podziatu
substancji w uktadzie 1-oktanol-woda, do dzisiaj jest standardowg miarg lipofilnosci zwigz-
kéw [138].

Stosowana metoda wyznaczania tego wspotczynnika, tzw. metoda wytrzasania polegaja
na wytrzgsaniu dwufazowego uktadu w rozdzielaczu. Zwigzek wprowadzany jest do uktadu
w rozpuszezalniku do ktérego ma wieksze powinowactwo (rozpuszczalno$é). Po pewnym
czasie wytrzasania ustala sie jego stezenie rownowagowe w obydwu fazach. Warto$¢ log P
obliczana jest na podstawie réwnania:

logP = log(w). (7.1)

Cwoda
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Pozornie prosta procedura napotyka szereg praktycznych problemoéw, jak kontrola tem-
peratury, okreslenie czasu ustalania réwnowagi (wytrzasania — najczesciej 3 h), oszacowa-
nie objetosci faz do prostej detekcji i okreélenia stezenia. Dla substancji o wystarczajaco
duzej rozpuszczalnosci w wodzie i silnej absorbeji UV metoda ta pozostaje rutynowa [67].

Wartosci podzialu 1-oktanol—woda naaja sie do modelowania wigzania z biatkami
osocza i modelowania oddzialywan z btonami biologicznymi sktadajacymi sie w przewa-
zajacej mierze z biatek. Dla innych typoéw bton bardziej odpowiednie moga by¢ inne roz-
puszczalniki. Blony (lub receptory) moga posiadaé¢ charakterystyki wiazania wodorowego
rozne od tych w 1-oktanolu. Zatem moga nie zawiera¢ zadnych akceptoréw ani donorow
(modelem moga by¢ alkany), moga zawieraé gltéwnie grupy protonodonorowe (modelem
moze by¢ chloroform) lub grupy protonoakceptorowe (jak w btonach fosfolipidowych).
Do modelowania bton fosfolipidowych zaproponowano stosowanie dipelargonianu glikolu
propylenowego (PGDP), jako fazy lipidowej, jednocze$nie metoda wytrzasania zostala tu
zastapiona metodg mieszania [138].

Wprawdzie uktad 1-oktanol-—woda jest powszechnie przyjetym systemem odniesienia,
dajacym jedna ciagta skale do pomiaréw hydrofobowosci, ale jak widaé posiada szereg
powaznych ograniczen. Pomiary sa zmudne a ich powtarzalnos¢ pomiedzy laboratoriami
jest niewielka. Oznaczenia mozna dokonaé tylko w pewnym przedziale 2 < logP < 4.
Metoda jest czasochtonna a problem okreslenia stezenia stabo rozpuszczalnych w wodzie
substancji jeszcze zaweza jej stosowalnos¢. Powolne ustalanie sie¢ réwnowagi wyklucza
oznaczenia dla substancji powierzchniowo czynnych. Trudne jest réwniez uzyskanie wiary-
godnych wynikéw dla substancji lotnych i roztworéw w ktorych wystepuja zjawiska asocjacji
i dysocjacji. Dodatkowe problemy powodowane sg przez tworzenie emulsji, rozdzial faz, oraz
zanieczyszczenia [19,67].

Zanieczyszczenie zwiazku o logP = 3, substancjg o wartosci logP = 1 w ilosci 1%
zmniejszy wartos¢ do 2,72. Jesli chodzi o czystosé rozpuszcezalnikéw to wystarcza woda
destylowana, ale doktadne oczyszczenie 1-oktanolu sprawia znaczne trudnosci [19].

Zalety wyznaczania wspotczynnika podziatu metodami chromatograficznego zauwazono
juz do$¢ dawno. W 1940r. Martin i Synge wykazali, z¢ wartosci Ry uzyskane z chromato-
grafii cienkowarstwowej (CC) moga by¢ powiazane ze wspdtezynnkikiem podziatu zgodnie
z réwnaniem:

p— k;(Rif _, (7.2)

gdzie wartos¢ Ry zwigzku X jest zdefiniowana jako stosunek odlegto$ci plamy substancji
X (Ox - Og) do czota rozpuszcezalnika od punktu startowego (Op - Og)

(Ox — Oy)

R, = WX M0)
I~ (Or — Oy)

(7.3)

Wartosci Ry zmieniaja sie w zakresie 0-1 lub procentowo 0-100 (wéwczas zapisuje sie hR).
Wykazano, ze wartosci Ry, zdefiniowane rownaniem:

Rt = zog(Rif ) (7.4)

s liniowo skorelowane z wartoscia logP. Potaczenie rownan 7.3 i 7.4 daje:

(Or —0g) = (Ox =0o), _ _, Or—0Ox
OX_OO )__log(OX_O(])

Ry = log(
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Réwnanie Martina taczy warto$é chromatograficznego wspotezynnika podziatu Ry, z lo-
garytmem wspotczynnika podziatu, log P, w uktadzie identycznym z chromatograficznym:

Ry = logP;, + log Vs (7.6)
Vi
gdzie Vi Vi sa objetosciami odpowiednio fazy stacjonarnej i ruchome;j.

Wartosci Ry, sa czesto ekstrapolowane do stezenia wody réwnego 1, jako hipotetycznego
eluentu. Oznacza to brak organicznego modyfikatora w pomiarze TLC. Takie wartosci sg
z reguty oznaczane Ry lub Ry

Standardowy wspotezynnik podziatu log P, jest liniowo powigzany ze wspotczynnikiem
podziatu chromatograficznego:

logP = aRy; + b, (7.7)
gdzie a i b to state [93,138, 158].

Lipofilnos¢ mozna tez szacowaé za pomoca technik obliczeniowych. Programy kompu-
terowe przewidujace wartosci wspotezynnikéw log P dokonuja tego na podstawie wbhudowa-
nych! (lub zewnetrznych) baz danych, gdzie stabelaryzowane sa wartoéci poszczegélnych
grup chemicznych. Obliczenie dokonywane jest przez sumowanie tych wartosci na podsta-
wie wzoru strukturalnego. Programy czesto nie uwzgledniaja szczegdtow strukturalnych
czasteczki, tzn. nie rozrozniaja odmiennego otoczenia chemicznego niektérych fragmentow
i ich oddziatywania z tym otoczeniem [94, 147].

Obliczone wartosci sa na ogoét zblizone do doswiadczalnych, ale jest wiele odstepstw,
zwlaszcza dla zwiazkéw o ztozonej strukturze, dla ktorych zsumowanie inkrementéw po-
chodzacych od poszczegblnych grup jest niewystarczajace [122,147]

Ze wzgledu na wielko$¢ wspodlezynnikéw lipofilnosci zwiazki klasyfikuje sie jako [73]:
hydrofilne logP < =2
stabo hydrofilne 0> logP > —2

lipofilne 5> logP >0
silnie lipofilne 8> logP >5
superlipofilne logP > 8.

Lipofilnos¢ jest jednowymiarows reprezentacja zwigzanej ze struktura, ogélnej wtasci-
wodci, odzwierciedlajaca jej tendencje do oddziatywania z innymi czasteczkami. W mo-
delowaniu molekularnym, gdzie rozwazane sa modele tréjwymiarowe i konieczne staje
sie okreslenie bardziej subtelnych oddzialywan stata ta staje si¢ niewystarczajaca [59].
Niemniej, doswiadczalne wyznaczenie ogolnego charakteru badanych pochodnych triterpe-
nowych, daje dobry punkt wyjsciowy do dalszych badan.

!Baza programu ACD zostala utworzona na podstawie danych 18 400 zwigzkéw.
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Rozdzial 8

Zalozenia 1 cel pracy

Zainteresowanie betuling i innymi triterpenami zaczyna wzrasta¢ w ostatnich latach.
Jest ku temu wiele powodéw. Triterpeny sa jedna z najliczniejszych grup substancji wyste-
pujacych w $wiecie roslin, zwierzat i prymitywnych organizméw, takich jak np. bakterie,
wliczajac w to podkrélestwo Archaea.

Nie do konca wyjasniona rola tych zwigzkéw, biogeneza, biodegradacja, ciekawa struktu-
ra i wtasciwosci stanowig silng motywacje do zgtebiania tajnikéw wiedzy o triterpenoidach.

Znanych jest obecnie kilka tysiecy zwiazkow triterpenowych (1508 hasel kluczowych
w ,Dictionary of Terpenoids” [30] i liczba ta stale rosnie).

Betulina podobnie jak lupeol i kwas betulinowy nalezy do grupy triterpenéw pochod-
nych lupanu. Zwigzki te posiadaja wiele udokumentowanych danymi literaturowymi ak-
tywnosci. Prace najczesciej im po$wigcone dotycza dziatania przeciwnowotworowego (2,12,
13,15,18,23,27, 38,39, 42, 56-58, 65, 79, 80,95-98, 111, 118, 149, 150, 152, 153, 165, 170, 171,
175,179,192,196, 197,216, 223, 229]. Wér6éd innych opisywanych w literaturze wtasciwosci
wymienionych zwiazkéw wskazywane jest ich dzialanie przeciwpierwotniakowe (w tym
wobec Plasmodium falciparum) [26,203,228], przeciwzapalne [4,61,75,87,89,125,162,220],
hepatoprotekcyjne [72,131,139,193,227], przeciwkamicze [25,208], chemoprewencyjne [53,
54,181,220] i przeciwwirusowe (réwniez anty-HIV-1) [46,62, 74].

Kwas betulinowy — pochodna betuliny — uznany zostal nawet za modelowa substancje
indukujaca apoptoze w komdérkach nowotworowych

Zblizony strukturalnie do betuliny i kwasu betulinowego lupeol, réwniez wykazuje
dziatanie cytotoksyczne [132]. Mozna zatem powiedzieé, ze pomiedzy tymi czasteczkami
istnieje znaczne podobienstwo budowy i wtasciwosci.

Dostepnosé betuliny nalezy do najwyzszych wsrod wszystkich triterpenow. Jest ona
gtownym sktadnikiem ekstraktu z kory brzozy brodawkowatej obok innych gatunkow brzoz.
W zewnetrznej warstwie kory tych drzew wystepuje w ilosci do ok. 25%, czemu zawdzieczaja
one swoje biale zabarwienie. Jej obecnos$¢ stwierdzono w ponad 240 innych gatunkach
roslin, w réznych ich cze$ciach morfotycznych takich jak: kora, korzenie, liscie, kwiaty, itd.,
lecz tam stanowi od utamka do kilku procent [70].

Betulina jest zatem potencjalng substancjg leczniczg w wymienionych chorobach. Wpro-
wadzenie jednak nowej substancji chemicznej do celéw farmaceutycznych poprzedzone by¢
musi licznymi do$wiadczeniami, wsrod ktérych oznaczenie cytotoksycznosci podstawowe;j
jest jednym z kluczowych aspektow farmakologicznych.

Pierwszym etapem oznaczania cytotoksycznodci jest przeprowadzenie licznych testow
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na liniach komoérek zwierzecych i ludzkich. Nastepnym powinno by¢ okreslenie wplywu
substancji na zwierzeta, i dopiero po pozytywnym jego przejsciu zwiazek moze by¢ wpro-
wadzony w procedury badan przedklinicznych i klinicznych [160].

Prawidtowe przeprowadzenie poczatkowych faz badan, tj. oznaczen parametrow fizy-
kochemicznych i oceny dziatania zwiazkéw na linie komorkowe, umozliwia przewidywanie
wladciwosci farmakologicznych i farmakokinetycznych, a takze zredukowanie liczby ekspe-
rymentéw na zwierzetach [225].

Do okreslenia mechanizmu dziatania biologicznego danej substancji przydatne sg mo-
dyfikacje struktury chemicznej. Przeksztatcenie okreslonych funkeji chemicznych obecnych
w danym zwigzku chemicznym w inne, a p6zniej zbadanie aktywnosci biologicznej uzyska-
nych pochodnych, pozwala na wydedukowanie roli grup funkcyjych w danym aspekcie ak-
tywnoéci. Do tego celu, obok wyznaczenia podstawowych parametréw fizykochemicznych,
przydatne jest réwniez okreslenie innych witasciwosci czgsteczkowych, jak np. lipofilnosci
[178].

Sam ekstrakt z kory brzozy brodawkowatej zaczyna by¢ stosowany na Swiecie jako
substancja o dzialaniu tonizujacym, Sciggajacym, tagodzacym i oczyszczajacym, stano-
wiac dodatek do kosmetykéw. Suchemu ekstraktowi nadano nawet nr CAS: 84012-15-7,;
EINECS/ELINCS 281-660-9 (dane ze strony www Food and Drug Administration). W ak-
tualnym pismiennictwie brak jest prac poswieconych szerszym badaniom cytotoksycznosci
betuliny.

Podstawowym zamierzeniem niniejszej pracy byto zbadanie dziatania cytotoksycznego
betuliny na komérki linii nowotworowych i prawidtowych oraz podjecie dyskusji ewentu-
alnej zaleznodci: struktura—aktywnos$¢ (SAR) z uwzglednieniem danych z pismiennictwa.

W trakcie realizacji tego zamierzenia wylonity sie nastepujace problemy badawcze:
— koniecznos¢ izolacji betuliny o wysokim stopniu czystosci,

— synteza pochodnych betuliny z przeksztatconymi grupami funkcyjnymi zwigzku ma-
cierzystego,

— potwierdzenie struktury uzyskanych zwiazkéw,

— oznaczenie cytotoksycznosci betuliny i jej pochodnych na kilku liniach komorkowych
z wykorzystaniem roéznych metod in vivo,

— wyznaczenie lipofilnosci otrzymanych zwigzkéw,

— okredlenie zaleznosci pomiedzy strukturg potsyntetycznych pochodnych betuliny a ich
aktywnoscia cytotoksyczna.

80



Czes¢ 11

Doswiadczalna






Rozdzial 9

Material 1 metody

9.1 Metody

Temperatury topnienia (‘C) zmierzono na aparacie Koefflera — wartosci sa nieskory-
gowane.

Widma magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) zarejestrowano na spektrometrze
Varian Mercury-VX!, przy czestosciach: dla protonéw (*H) 300 MHz, i 75 MHz dla ato-
méw wegla (12C). Rozpuszezalnikiem dla wszystkich zwiazkéw byt deuterowany chloroform
(CDCl,). Przesunigcia chemiczne sa wyrazone jako wartosci 0 (ppm) z tetrametylosilanem
(TMS) jako wzorcem wewnetrznym. Multipletowosé sygnatéw na widmach *H NMR. ozna-
czono symbolami: s — singlet, d — dublet, t — tryplet, dd — dublet dubletéw, td — tryplet
dubletéw, m — multiplet. State sprzezenia (J) wyrazone sa w Hz.

Widma masowe (MS ESI) uzyskano na aparacie Finnigan MAT 95S 2 (przy ustawie-
niach: 0,4mA, 7V, fotopowielacz 1,5kV).

Widma w podczerwieni (IR) na aparacie Jasco FT/IR-410% w tabletkach KBr.
Widmo UV-VIS betuliny zmierzono na spektrometrze UV /VIS Jasco V-530* w CHCI,.

Fotografie komoérek wykonano na odwréconym mikroskopie sprzezonym z cyfrowym
aparatem fotograficznym Nikon Eclipse TS100, przy powigkszeniu 100-krotnym.

Wykaz wykorzystanych programéw komputerowych znajduje sie¢ w dodatku C na str.
213.

9.1.1 Chromatografia cienkowarstwowa

Do badania produktéw syntez pochodnych betuliny stosowano krotkie ptytki o prze-
cietnych rozmiarach 3 x 2-8cm (wys. x szer.), ktére rozwijano w komorze cylindrycznej?
o wymiarach 2,5 x 10cm (¢ x dlugosé; Sigma) na drodze ok. 2,5 cm.

!Pracownia Spektroskopii Magnetycznego Rezonansu Jadrowego Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM.
2Srodowiskowe Laboratorium Analiz Fizykochemicznych i Badan Strukturalnych UJ, Ingardena 3, Krakéw.
3Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM.
4Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM.
5Komore stanowi ustawiony poziomo walec ze szczeling na gérze. Dzieki malym rozmiarom komora
wysycala sie bardzo szybko a czas rozwijania chromatograméw wynosil przecigtnie 30s a objetosé
stosowanego eluentu 2,5-3 ml.
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Do sprawdzania czystosci i tozsamosci zwigzkéw po krystalizacji i/lub oczyszczaniu
chromatograficznym stosowano ptytki o dtugosci 11-12 cm. Chromatogramy rozwijano na
drodze 8-10cm w komorze o wymiarach 13 x 10 x 8cm (wys. x szer. x gl.). Komora
byta wstepnie wysycana odpowiednim uktadem rozwijajacym przez co najmniej 30 min
w temperaturze 20-25 C.

Chromatogramy wywolywano w parach jodu lub/i (po wysublimowaniu jodu) przez
spryskiwanie 20% metanolowym roztworem kwasu siarkowego i ogrzewanie suszarka reczng
lub nad ptomieniem palnika do pojawienia sie barwnych plam®.

Stosowane mieszaniny elucyjne zawieraly z reguty lotne sktadniki, dlatego wartosci R
wyrazono wzgledem betuliny (BET) R?ET lub dioctanu betuliny (BC2) R}BCZ.

9.2 Odczynniki

Stosowane odczynniki pochodzity od nastepujacych producentow:

bezwodnik octowy (cz.d.a.), bezwodnik propionowy (cz.), chlorek kwasu benzoesowego
(cz., destylowany przed uzyciem), pirydyna (cz., przed uzyciem destylowano znad peletek
KOH), siarczyn sodowy bezw. (cz.), heksacyjanozelazian (III) potasowy (K,[Fe(CN)]s)
(cz.), heksacyjanozelazian (II) potasowy (K;[Fe(CN)]s) (cz.) — POCH, Gliwice;

metanol (cz.d.a.), chlorek metylenu (cz., cz.d.a.), chloroform (cz.d.a.), 2-propanol (cz.,
cz.d.a.), 1,4-dioksan do syntez (cz.), cykloheksan (cz.d.a.), kwas octowy lodowaty (cz.d.a.)
octan sodowy (cz.d.a.), octan etylu (cz.d.a.), heksan (frakcja z nafty, cz.), wegiel aktywny
Norit SX2 (cz.d.a.) — Chempur, Piekary;

cholesterol (cz., >99%) — Aldrich, Milwwaukee, USA;

doksorubicyna (cz.d.a.), MTT (cz.d.a), dimetylosulfotlenek (cz.d.a.), btekit trypanu (cz.d.a.,
0,4% w 0,81% NaCl i 0,06% KH,PO,), kolchicyna (cz.), 2-butoksyetanol (cz.d.a.) — Sigma;
1,4-dioksan (>99,8% do spektroskopii UV), chlorek kaproliu (cz.), chlorek kaprynoilu (cz.),
chlorek kapryloilu (cz.), chlorek lauroilu (cz.), chlorek palmitoilu (cz.), bromoimid kwasu
bursztynowego (cz.), bezwodnik kwasu ftalowego (cz.), bezwodnik kwasu glutarowego (cz.),
etylenodiaminatetraacetylozelazian (I1I) sodowy (cz.), katalizator palladowy (10% Pd/C)
— Fluka;

bromek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy — Aldrich; zestaw do testu LDH — CytoTox 96,
Promega (USA).

6Kolor plam nie moze byé podstawa do potwierdzania tozsamoéci zwigzkéw. Barwa jest zmienna i zalezy
m. in. od iloSci naniesionej substancji. Plamy byly nietrwale, zwtaszcza pod wplywem wilgoci. Nie ma
wyjadnienia chemizmu powstawania zabarwienia na plytce pod wplywem stezonego kwasu siarkowego
i temperatury.
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9.3 Izolacja i oczyszczanie betuliny (BET)

Kore — jako surowiec do ekstrakcji — zebrano z ok. piecioletniego drzewa brzozy
brodawkowatej Betula verrucosa Ehrh. rosnacego w Lanckoronie. Drzewo po $cieciu okoro-
wano a zebrang kore pocieto na drobne kawalki o przecietnych wymiarach 2 cm? i suszono
w temperaturze pokojowej przez okres jednego miesigca.

Ekstrakcje kory prowadzono na tazni wodnej w aparatach Soxhleta, w gilzach wykona-
nych z bibuty Whatman Nr4 zawierajacych po 100 g kory.

Kore¢ wstepnie ekstrahowano heksanem (frakcja z nafty; 500 ml) przez 50h (5 x 10h),
a nastepnie chlorkiem metylenu (500 ml) przez 50h (5 x 10h).

Po odparowaniu ekstraktu heksanowego uzyskiwano przecietnie 3,3-3,5 g s.s., natomiast
z ekstraktu dichlorometanowego 12-13 g.

7 900 g kory uzyskano 100 g surowego suchego ekstraktu dichlorometanowego’.
Betuling wyizolowano z ekstraktu i oczyszczono dwoma metodami, przedstawionymi
ponizej.

Rys. 9.1: Brzoza biala Betula verrucosa Ehrh. (a), wysuszona, rozdrobniona kora (b),
krystaliczna betulina (c)

Metoda A: 20 g surowego ekstraktu ogrzewano do wrzenia pod chlodnica zwrotna w 2%
metanolowym roztworze KOH przez 10h. Kolbe pozostawiono na noc w temp. 20 °C,
po czym na lejku Biichnera odsaczono osad, ktéry przemyto obficie woda®. Wydzielong
betuline (ok. 15g) krystalizowano na goraco z 2-propanolu. Po trzykrotnej krystalizacji
uzyskano ok. 4,5 g betuliny czesciowo zanieczyszczonej lupeolem. Do catkowitego usuniecia
lupeolu stosowano krystalizacje z mieszaniny toluen—metanol 1 : 4, a nastepnie z acetonu.

Metoda B: 31,8 g surowego ekstraktu ogrzewano pod chtodnica zwrotna z 200 ml heksa-
nu przez 4 h. Po nieznacznym ostudzeniu zawartos$¢ kolby przesgczono przez lejek Biichnera.
Przesacz po odparowaniu zawierat 0,35 g s.s. sktadajacej sie gtéwnie z lupeolu i betuliny,
co stwierdzono na podstawie TLC. Osad po odsaczeniu poddano wyczerpujacej acetylacji:
rozpuszczono w 40 ml pirydyny (bezw.), dodano 80ml bezwodnika octowego oraz 20 ml
chlorku metylenu i ogrzewano na wrzacej tazni wodnej pod chtodnicg zwrotng przez 3 h.
Po tym czasie dodawano porcjami 30 ml wody destylowanej i kolbe ogrzewano jeszcze

"Ekstrakt ten mial jasnozdlte zabarwienie i przyjemny charakterystyczny zapach, pochodzacy
prawdopodobnie od zwiazkéw seskwiterpenowych o malej lotnosci; suszenie ekstraktu na obrotowej
wyparce proézniowej przez 2h w 100 ‘C nie powodowalo jego eliminacji.

8Ze wzgledu na silne pienienie przesaczu konieczne bylo uzycie wysokiej kolby ssawkowej.
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przez 30min. Nastepnie dodano 120ml etanolu i ogrzewano do wrzenia pod chltodnica
zwrotng przez 1h, po czym pozostawiono na noc w temp. 20 °C. Z roztworu wypadt
osad, ktory odsaczono na lejku Biichnera. Nastepnie po przemyciu woda i etanolem osad
wysuszono. Osad rozpuszczono w 140 ml mieszaniny heksan—chlorek metylenu, dodano 1 g
wegla aktywnego Norit SX 2 i ogrzewano do wrzenia pod chtodnicg zwrotna przez 20 min.
Mieszanine schtodzono, przesaczono przez warstwe (2cm) zelu krzemionkowego i odpa-
rowano rozpuszczalnik na wyparce obrotowej. Uzyskano w ten sposéb 18 g (34,2 mmol)
surowego dioctanu betuliny (BC2), ktéry rozpuszczono na goraco w 500 ml 2-propanolu.
Do kolby dodano 15ml roztworu 11 g KOH (196 mmol) w wodzie i ogrzewano do wrzenia
pod chtodnicg zwrotng przez 5h. Mieszanine pozostawiono na noc w temp. 20 °C, po czym
odsaczono bezbarwny, drobny osad, czystej betuliny (ok. 18 g), ktora przekrystalizowano
z acetonu. Uzyskano 10 g czystej i 5,5 g stabo zanieczyszczonej betuliny.

Czysta betulina (BET): t.t. 252-253 °C (lit. 255-256 "C [116]).

Ry =0,31 (CHCl;—EtOAc 8 : 1).

NMR 'H (6, ppm): 4,68; 4,58 (kazdy m, 1H, H-29); 3,80 (d, 1H, Jax = 10,64; H-28)
13,33 (d, 1H, Jax = 10,64; H-28); 3,18 (dd, 1H, Jax = 11,11; Jap = 5,41; H-3); 2,38 (td,
1H, Jax = 10,46; Jap = 5,69; H-19); 1,68 (s, 3H, CH;5-30); 1,02 (s, 3H, CH;); 0,98 (s, 3H,
CH,); 0,97 (s, 3H, CH,); 0,83 (s, 3H, CH,); 0,77 (s, 3H, CH,);

NMR BC (6, ppm): 150,46; 109,67; 78,96; 60,55; 55,29; 50,40; 48,76; 47,78; 42,71;
40,91; 38,85; 38,70; 37,31; 37,15; 34,23; 33,96; 29,75; 29,17; 27,97; 27,39; 27,04; 25,21; 20,82;
19,07; 18,29; 16,09; 15,97; 15,34; 14,75 (widma NMR rys. 1 na str. 182, doktadne przypisanie
sygnaléw w tabeli 1, str.210).

IR V0, KBr (ecm™1): 3409; 3083; 1643; 1617; 1454; 1386; 1375; 1027; 882.

UV-VIS: \ax = 210nm.

M.cz. obl. C4,H;,0, 442,73; znal. 442,4 (MS ESI).

9.3.1 Izolacja i identyfikacja lupeolu (LUP) — gléwnego zanie-
czyszczenia ekstraktu kory brzozy Betula verrucosa Ehrh.

3 g surowego ekstraktu z kory, po opisanej powyzej wyczerpujacej acetylacji surowej
betuliny, rozpuszczono na goraco w heksanie (100 ml) i poddano rozdziatowi na suchej ko-
lumnie z zelem krzemionkowym (70-230 mesh, typ 60, Merck), eluujac mieszanina heksan—
EtOAc 20 : 0-10 : 1. Zebrane frakcje potaczono na podstawie analizy chromatograficzne;
(TLC) i odparowano rozpuszczalnik na wyparce obrotowej. Uzyskano w ten sposéb czysty
dioctan betuliny (BC2) (ok. 2g) oraz octan lupenylu (ACLUP) (ok. 100 mg).

Zwiazek zidentyfikowano jako: 33-acetoksy-lup-20(29)-en.

RPY? =1,5 (heksan—EtOAc 8 : 1), t.t. 199-209 °C.

NMR 'H (6, ppm): 4,47 (m, 1H; H-3); 2,37 (td, 1H, Jax = 10,98; Japs = 5,57; H-19);
4,57 1 4,68 (kazdy m, 1H; H-29); 1,68 (s, 3H; H-30); 1,03 (s, 3H, CH;); 0,93 (s, 3H, CH,);
0,85 (s, 3H, CHy); 0,83 (s, 3H, CHy); 0,82 (s, 3H, CH,); 0,79 (s, 3H, CHy);

NMR 3C (§, ppm): 170,99; 150,96; 109,32; 80,97; 55,38; 50,35; 48,29; 48,00; 42 98;
42,82; 40,85; 39,99; 38,38; 38,05; 37,79; 37,08; 35,56; 34,21; 29,83; 27,93; 27,43; 25,10; 23,70;
21,29; 20,94; 19,27; 18,19; 17,98; 16,48; 16,16; 15,96; 14,49 (widma NMR rys. 5 na str. 186).

100 mg 3-octanu lupenylu (ACLUP) poddano hydrolizie alkalicznej w 2% metano-
lowym roztworze KOH (40ml) przez 3h w t.w. pod chtodnicg zwrotna. Po ochlodzeniu
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rozcienczono roztwér woda (100ml). Wypadt biaty, drobny, krystaliczny osad, ktory od-
dzielono na lejku Biichnera, przemyto kilkakrotnie woda i po wysuszeniu krystalizowano
z chloroformu, uzyskujac czysty lupeol (LUP).

Zwiazek zidentyfikowano jako: lup-20(29)-en-33-ol.

T.t. 189-193 °C (lit. 212-213 °C, eter—etanol [114]).

RPFT =1,9 (CHCl;—EtOAc 8 : 1), RF“* = 0,6 (heksan—EtOAc 8 : 1).

H,0, A

Schemat 50: Hydroliza octanu lupenylu (ACLUP)

NMR 'H (4, ppm): 3,18 (dd, 1H, Jax = 10,77; Janr = 5,39; H-3); 2,38 (dd, Jax =
11,06; Jap = 5,61; H-19); 4,57 (m, 1H; H-29) i 4,69 (m, 1H; H-29); 1,68 (s, 3H; H-30); 1,02
(s, 3H, CH;); 0,94 (s, 3H, CH;); 0,84 (s, 3H, CH,); 0,84 (s, 3H, CH;); 0,83 (s, 3H, CHj);
0,78 (s, 3H, CH,).

NMR 3C (§, ppm): 150,95; 109,30; 105,00; 78,99; 55,30; 50,44; 48,30; 47,97; 42,98;
42,82; 40,83; 40,00; 38,84; 38,71; 38,05; 37,17; 35,58; 34,29; 29,85; 29,68; 27,98; 27,42;
25,15; 20,92; 19,30; 18,31; 17,99; 16,10; 15,97; 15,35; 14,54 (widma NMR rys. 3 na str.
184, doktadne przypisanie sygnatéw w tabeli 1, str.210).

IR V0, KBr (ecm™1): 3412; 3068; 2871; 1638; 1617; 1453; 1380; 1042; 880.

M.cz. obl. dla Cy,H;,0 426,73; znal. 426,6 (MS ESI).
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9.4 Synteza pochodnych betuliny

9.4.1 Synteza allobetuliny (ALLO)

0,44g (1 mmol) betuliny (BET) zawieszono w 50ml CH,Cl, poddajac sonikacji ul-
tradZwiekami. Dodano 1,3g katalizatora (K1) sporzadzonego przez dokladne roztarcie
w mozdzierzu porcelanowym 1,1 g FeCl, - 6 H,O z 2,2 g zelu krzemionkowego (70-230 mesh,
typ 60, Merck). Po 30min sonikacji ok. 80% betuliny ulegto przereagowaniu. Roztwor
pozostawiono na 12h (bez sonikacji) w temp. 20 ‘C. Po tym czasie nastapilo calkowite
przereagowanie. Do kolbki wlano ok. 20 ml wody i intensywnie mieszano przez 10 min Po
oddzieleniu frakcji organicznej w rozdzielaczu, osuszono bezwodnym Na,SO, i odparo-
wano rozpuszczalnik. Osad przekrystalizowano z 10ml cykloheksanu, a nastepnie 21 ml
mieszaniny MeOH-CH,Cl, 20 : 1. Uzyskano drobnokrystaliczny ptatkowaty osad o ksztalcie
drobnych tréjkatow.

Wydajnosé 95% (po oczyszczeniu 70%).

BET

Schemat 51: Izomeryzacja betuliny (ALLO)

Zwiazek zidentyfikowano jako: 1943,28-epoksy-18a-olean-33-ol.

RJ]?ET = 1,54 (CHCl;—EtOAc 8 : 1).

T.t. 269-272 °C (lit.: 266-268 °C [116]) NMR 'H (8, ppm): 3,17 (dd, 1H, J4x = 10,99;
Jan = 5,36; H-3) 3,51 (s, 1H; H-19); 3,42 1 3,75 (kazdy d, 1H, Jax = Jxa = 7,77; H-28),
0,75 (s, 3H, CH,); 0,78 (s, 3H, CH,); 0,83 (s, 3H, CH,); 0,89 (s, 3H, CH,); 0,91 (s, 3H,
CH,); 0,95 (s, 3H, CHy);

NMR 3C (6, ppm): 87,89; 78,86; 71,22; 55,50; 51,07; 46,82; 41,45; 40,69; 40,60; 38,93;
38,87; 37,24; 36,73; 36,24; 34,13; 33,91; 32,70; 28,80; 27,98; 27,40; 26,43; 26,25; 24,53; 20,97;
18,25; 16,46; 15,70; 15,38; 13,49; (widma NMR rys. 11 na str. 187, doktadne przypisanie
sygnaléow w tabeli 2, str.211).

IR V0, KBr (em™!): 3853; 2937; 2867; 1636; 1451; 1386; 1301; 1264; 1206; 1138; 1040;
768.

M.cz. obl. C4)H;,0, 442,73.

[zomeryzacja pod wplywem katalizatora K1 zachodzi roéwniez w chloroformie, cyklo-
heksanie i toluenie, a nie zachodzi w metanolu, nawet po 72h w temp. 20 °C, ani po 5h
w t.w.

Réwnolegle przeprowadzono trzy reakcje, w ktérych katalizatorem byty inne kompleksy
zelaza roztarte analogicznie z zelem krzemionkowym: heksacyjanozelazian (II) potasowy
(K4 [Fe(CN)]y), heksacyjanozelazian (III) potasowy (K;[Fe(CN)|g) i etylenodiaminatetra-
acetylozelazian (III) sodowy. Nawet dtugotrwate ogrzewanie pod chltodnica zwrotng (2 X
12h) we wrzacym roztworze CH,Cl,, nie prowadzito do zajscia jakiejkolwiek reakcji.
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9.4.2 Synteza 3-octanu allobetuliny (ACALLO)

100 mg (0,23 mmol) allobetuliny (ALLO) rozpuszczono w 3ml bezwodnej pirydyny
i ogrzewano do wrzenia z 2,5ml (24 mmol) bezwodnika octowego pod chtodnica zwrotna
przez 20 min. Dodano 20 ml wody, nastepnie intensywnie zamieszano i pozostawiono na 1 h.
Zawiesing powstatego drobnego osadu przesaczono przez maty zwitek waty umieszczony
w nozce lejka, przemyto kilkakrotnie woda, metanolem (5 ml) i rozpuszczono w chloroformie
(10 ml). Po zatezeniu przesaczu do potowy objetosci zwiazek wytracono wlewajac metanol
(ok. 15ml). Po wysuszeniu otrzymano bezbarwny, ptatkowaty osad.

Wydajnos$¢ 92%(po oczyszczaniu 43%).

Zwiazek zidentyfikowano jako: 3(3-acetoksy-193,28-epoksy-18a-olean.

T.t. 289-291 °C (lit. 287-287,5 [116]).

ACALLO

Schemat 52: Synteza octanu allobetuliny (ACALLO)

NMR 'H (6, ppm): 4,47 (m, 1H; H-3); 3,51 (s, 1H; H-19); 3,76 1 3,42 (d, Jax = 8,00,
Jxa = 8,00; H-28), 2,01 (s, 3H, grupa acetylowa) (widmo *H NMR na str. 208).
M.cz. obl. dla C4,H;,0, 484,76; znal. 484,5 (MS ESI).

9.4.3 Synteza dioctanu betuliny (BC2)

4.4¢ (9,94 mmol) betuliny (BET) rozpuszczono w 10ml bezwodnej pirydyny z 30 ml
bezwodnika octowego i 20 ml CH,Cl,. Mieszaning ogrzewano pod chlodnicg zwrotna w t.w.
przez 2h. Nastepnie chlorek metylenu oddestylowano na wyparce prézniowej a do pozo-
statego roztworu wlano porcjami 60 ml wody i pozostawiono kolbe w temp. 20 °C na 4 h.
Powstal osad, ktéry odsaczono na lejku Biichnera, przemyto obficie woda i kilkakrotnie
przekrystalizowano z mieszaniny metanol-chlorek metylenu 4 : 1. Uzyskano biaty krysta-
liczny osad.

Wydajnosé 98% (po oczyszezaniu ok. 50%).

Zwiazek zidentyfikowano jako: 3(3,28-diacetoksy-lup-20(29)-en.

T.t. 220-222 °C (lit.: 221-222 °C [114], 224-226 "C [116]).

RPFT =2,9 (CHCl;—EtOAc 8 : 1); RPPT = 17,6 (heksan—EtOAc 8 : 1).

NMR 'H (§, ppm): 4,68 i 4,58 (kazdy m, 1H; H-29); 4,46 (dd, 1H, Jax = 10,35; Jans
= 5,79; H-3); 4,24 1 3,84 (kazdy d, 1H, Jax = Jxa = 10,76; H-28); 2,43 (td, 1H, J = 10,87;
Jan = 5,77; H-19);

NMR 3C (§, ppm): 171,61; 170,99; 150,10; 109,89; 80,87; 62,77; 55,34; 50,24; 48,73;
47,69; 46,27; 42,65; 40,85; 38,35; 37,76; 37,52; 37,03; 34,52; 34,09; 29,70; 29,53; 27,92; 27,01;
25,10; 23,66; 21,32; 21,05; 20,77; 19,08; 18,14; 16,48; 16,15; 16,01; 14,70 (widma NMR rys.
11 na str. 192).

IR vy, KBr (em™!): 3454; 3068; 2951; 2871; 1737; 1466; 1456; 1388; 1366; 1245; 1029;
1015; 980; 889.
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BET BC2

Schemat 53: Synteza dioctanu betuliny (BC2)
M.cz. obl. dla C,;,H,0, 526,80; znal. 526,4 (MS ESI).

9.4.4 Synteza 3-octanu betuliny (3MOB)

2,40¢g (4,55mmol) dioctanu betuliny (BC2) rozpuszczono w mieszaninie 50ml 1,4-
dioksanu, 50 ml CHCIl, i 100 ml MeOH, a nastepnie wkroplono r-r 0,26 g KOH (4,63 mmol)
w 10ml MeOH z 0,5ml wody. Calo$¢ intensywnie zamieszano i pozostawiono w temp.
20 °C na 2 doby, mieszajac co pewien czas. Roztwor rozcienczono w rozdzielaczu woda de-
stylowang. Frakcje chloroformowa po kilkukrotnym przemyciu woda, oddzielono i osuszono
bezwodnym Na,SO,. Po rozdziale zwigzku na kolumnie z zelem krzemionkowym, frakcje
zawierajace sam 3-octan, potaczono i po odparowaniu rozpuszczalnika przekrystalizowa-
no z mieszaniny metanol-chloroform 4 : 1. Uzyskano bialy krystaliczny osad (krysztaly
igietkowate).

Wydajnosé 75% (po oczyszezaniu ok. 50%).

Zwiazek zidentyfikowano jako: 33-acetoksy-lup-20(29)-en-28-ol.

T.t. 256260 “C (lit. 260-260,5 “C [16]).

RPFT =2 (CHCl;—ETOAc 8 : 1).

BC2 3MOB
Schemat 54: Synteza 3-octanu betuliny (3MOB)

NMR. 'H (6, ppm): 4,46 (dd, 1H, Jax = 10,76; Jar = 5,38; H-3); 2,38 (td, 1H, Jux
= 10,60; Jap = 5,86; H-19); 3,32 1 3,79 (kazdy d, 1H, Jax = Jxa = 11,30; H-28); 4,57
14,67 (kazdy m, 1H; H-29); 1,67 (s, 3H; H-30);

NMR 3C (8, ppm): 171,04; 150,45; 109,71; 80,92; 60,52; 55,35; 50,27; 48,71; 47,79,
47,76; 42,68; 40,91; 38,35; 37,78; 37,27; 37,05; 34,13; 33,95; 29,71, 29,14; 27,93; 27,01; 25,14,
23,68; 21,33; 20,82; 19,05; 18,17; 16,48; 16,16; 15,96; 14,70 (widma NMR rys. 11 na str.
190);

IR v,0, KBr (ecm™1): 3419; 3073; 2943; 1731; 1643; 1465; 1454; 1374; 1246; 1025; 979;
887.

M.cz. obl. C43,H;,0, 484,76, znal. 484,3 (MS ESI).
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9.4.5 Synteza 28-octanu betuliny (28MOB)

5g (11,29 mmol) wstepnie oczyszczonej betuliny rozpuszczono w mieszaninie 40 ml
bezwodnej pirydyny i 100 ml CH,Cl,. W celu zmniejszenia prawdopodobienstwa estryfikacji
drugorzedowych grup hydroksylowych betuliny wlano 60ml 2-propanolu, po czym 10ml
(106 mmol) bezwodnika octowego. Roztwér mieszano za pomoca mieszadta magnetycznego,
monitorujac przebieg reakcji za pomoca TLC. Po uptywie 2,5 h reakcje przerwano dodajac
20ml wody i mieszajac przez 30 min. Roztwor rozwarstwiono 150 ml wody, przelano do
rozdzielacza i pieciokrotnie przemyto 100 ml wody. Do frakcji organicznej wlano 20 ml
MeOH (w celu tatwiejszego odpedzenia resztek CH,Cl,) i zatezono na wyparce prozniowe;
do objetosci. ok. 40 ml, rozcienczono 200 ml etanolu, a nastepnie dodano 50 ml wody i za-
mieszano. Roztwor pozostawiono na 48 h. Osad, ktory wypadt z roztworu, odsaczono na
lejku Biichnera, przemyto wodg i wysuszono.

Po kilkukrotnej chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym i krystalizacji z mie-
szaniny chloroform—metanol 1 : 3 uzyskano krystaliczny zwiazek w postaci dtugich igiet.

Wydajnosé 70% (po oczyszczaniu ok. 50%).

Zwiazek zidentyfikowano jako: 28-acetoksy-lup-20(29)-en-33-ol.

T.t. 219-221C (lit. 210-212 °C [60]).

R?ET =1,7 (CHCl;—ETOAc 8 : 1).

BET

Schemat 55: Synteza 28-octanu betuliny (28MOB)

NMR 'H (5, ppm): 3,18 (dd, 1H, Jax = 10,66; Jars = 5,14; H-3): 2,44 (td, 1H, Jax
= 11,02; Jan = 5,88; H-19); 3,851 4,24 (kazdy d, 1H, Jax = Jxa = 11,00; H-28), 4,58
i 4,68 (kazdy m, 1H, H-29); 1,67 (s, 3H, H-30);

NMR 13C: 171,58; 150,13; 109,82; 62,80; 55,30; 50,38; 48,79; 47,68; 46,30; 42,69; 40,87;
38,85; 38,71; 37,58; 37,15; 34,54; 34,20; 29,76; 29,59; 27,97; 27,40; 27,06; 25,20; 21,02; 20,78;
19,11; 18,28; 16,07; 16,02; 15,33; 14,75 (widma NMR rys. 11 na str. 191);

IR V0 KBr (ecm™1): 3561; 3474; 3086; 2940; 2868; 1721; 1644; 1453; 1388; 1366; 1261;
1044; 983; 888.

M.cz. obl. C4,H;,04 484,76, znal. 484,4 (MS ESI).

9.4.6 Synteza dipropionianu betuliny (BC3)

2,2 g (4,96 mmol) betuliny (BET) ogrzewano do wrzenia z 30 ml (455 mmol) bezwodnika
propionowego z dodatkiem 10ml pirydyny przez 4h. Reakcje monitorowano za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej. Do kolby wlano porcjami 50 ml wody utrzymujac roztwoér
we wrzeniu przez 30 min. Wytaczono ogrzewanie, dodano jeszcze 50 ml wody i 20 ml meta-
nolu, ostudzono i odsaczono na lejku Biichnera. Po kilkukrotnej krystalizacji z mieszaniny
metanol—chlorek metylenu 4 : 1 uzyskano biaty krystaliczny osad o t.t. 169-170 “C (lit.:164—
165 C, [16]).
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Wydajnosé 85% (po oczyszczaniu ok. 45%).
Zwiazek zidentyfikowano jako: 3,28-dipropanoiloksy-lup-20(29)-en.
RPY? =1,3 (heksan—EtOAc 8 : 1).

bezwodnik propionowy

PIR, TBMIB, A

BET BC3

Schemat 56: Synteza dipropionianu betuliny (BC3)

NMR 'H (6, ppm): 4,46 (dd, 1H, Jax = 9,84; Jap = 5,74; H-3); 2,43 (td, 1H, Jax
= 10,94; Japn = 5,57; H-19); 3,23 i 4,26 (kazdy d, 1H, Jax = 10,66, Jx4 = 10,66, H-28),
4,571 4,67 (kazdy m, 1H, H-29); 1,67 (s, 3H, H-30); 1,02 (s, 3H, CH,); 0,96 (s, 3H, CH,);
0,83 (s, 3H, CH,); 0,83 (s, 3H, CH,); 0,82 (s, 3H, CH,);

NMR C: 174,91; 174,28; 150,14; 109,85; 80,57; 62,52; 55,35; 50,25; 48,76; 47,70; 46,40;
42,67; 40,87; 38,34; 37,85; 37,52; 37,04; 34,54; 34,08; 29,75; 29,56; 28,05; 27,93; 27,70; 27,03;
25,12; 23.60; 20,77; 19,10; 18,14; 16,51; 16,13; 16,01; 14,72; 9,33; 9,23, (widma NMR rys.
11 na str. 194).

M.cz. obl. C44H;,0, 554,85, znal. 554,4 (MS ESI).

9.4.7 Synteza dikapronianu betuliny (BC6)

W kolbie Erlenmeyera ze szlifem umieszczono 0,5g (1,13 mmol) betuliny BET), kté-
rg rozpuszczano w 3ml bezwodnej pirydyny i 20ml chlorku metylenu, i dodano 2ml
(15,19 mmol) chlorku kwasu kapronowego. Powstata mieszanine zatkano korkiem szklanym
i pozostawiono na 24 h. Juz po chwili bezbarwny roztwér zmieniat zabarwienie na zolty,
nastepnie pomaranczowy i dalej czerwony. Po 5 dobach nastapilo praktycznie catkowite
przereagowanie co stwierdzono za pomocg TLC. Do kolby z roztworem dodano okoto 20 ml
chlorku metylenu, 10ml MeOH i 0,1 g wegla aktywnego. Po intensywnym zamieszaniu,
zawarto$¢ kolby przesaczono przez zwitek waty z zelem krzemionkowym. Bezbarwny roz-
twor odparowano pod zmniejszonym cisnieniem (obrotowa wyparka prézniowa) na wrzacej
lazni wodnej®. Pozostalo$é rozpuszczono w cykloheksanie i naniesiono na kolumne (12 cm
x 3cm) wypetniona 20 tlenku glinu (typ 504 C, Fluka) i 3 Florsilu (Fluka). Kolumne
przemyto cykloheksanem (50 ml) i eluowano zwiazek mieszanina heksan—octan etylu 20 :
1. Po potaczeniu odpowiednich frakeji (na podstawie TLC) i odparowaniu rozpuszczalnika
uzyskano czysty zwiazek w postaci bezbarwnej gestej mazi.

Wydajnosé 97% (po oczyszczeniu ok. 80%).

Zwiazek zidentyfikowano jako: 3(3,28-dikaproilo-lup-20(29)-en.

RPY? = 1,76 (heksan—EtOAc 20 : 1).

NMR 'H (6, ppm): 4,46 (dd, 1H, Jxx = 10,22; Japs = 5,64; H-3); 2,44 (td, 1H, Jax
= 10,76; Jan = 5,83; H-19); 3,82 1 4,25 (kazdy d, 1H, Jax = Jxa = 11,28; H-28); 4,58
14,68 (kazdy m, 1H; H-29); 1,68 (s, 3H, H-30);

9Dzigki temu zabiegowi mozna czesciowo oddzieli¢ estry metylowe kwasu heksanowego.
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chlorek kaproilu
_—
PIR, CH,CI,

BET BC6

Schemat 57: Synteza dikapronianu betuliny (BC6)

NMR C (4, ppm): 174,39; 173,74; 150,18; 109,86; 80,54; 62,49; 55,34; 50,23; 48,74;
47,71, 46,37; 42,66; 40,85; 38,32; 37,81; 37,52; 37,04; 34,81; 34,57; 34,48; 34,08; 31,35; 31,33;
29,76; 29,54; 27,94; 27,00; 25,11; 24,84; 24,75; 23,71; 22,33; 20,77; 19,10; 18,14; 16,56; 16,15;
16,01; 14,72; 13,94 (widma NMR rys. 11 na str. 196).

M.cz. obl. dla C,,H,,0, 639,02; znal. 638,6 (MS ESI).

9.4.8 Synteza dikaprylanu betuliny (BCS8)

Synteze przeprowadzono analogicznie jak 9.4.7, stosujac 0,75g (1,69 mmol) betuliny
(BET) i 2ml (12,95 mmol) chlorku kapryloilu. Otrzymano bezbarwna gesta maz.

Wydajnosé 97% (po oczyszezeniu ok. 80%).

Zwiazek zidentyfikowano jako: 3(3,28-dikapryloilo-lup-20(29)-en.

RPY? =1,9 (heksan—EtOAc 20 : 1).

chlorek kapryloilu
_—
PIR, CH,Cl,

BCS8

Schemat 58: Synteza dikaprylanu betuliny (BC8)

NMR 'H (5, ppm): 4,47 (dd, 1H, Jax = 10,21; Jarr = 5,93; H-3): 2,44 (td, 1H, Jax
— 10,98; Jan = 5,72; H-19); H-28 3,83 1 4,26 (kazdy d, 1H, Jya = Jax = 11,20; H-28);
4,58 1 4,68 (kazdy m, 1H; H-29); 1,68 (s, 3H, H-30);

NMR 3C (§, ppm): 174,37; 173,72; 150,18; 109,85; 80,55; 62,50; 55,36; 50,25; 48,76;
47.72; 46,38; 42,68; 40,87; 38,35; 37,82; 37,54; 37,04; 34,84; 34,58; 34,52; 34,09; 31,67; 29,77;
29,57; 29,13; 28,92; 27,94, 27,03; 25,16; 25,08; 23,71; 22,59; 20,78; 19,11; 18,15; 16,55; 16,14;
16,01; 14,72; 14,07 (widma NMR rys. 16 na str. 197).

IR vp0, KBr (em™!): 2929; 2857; 1733; 1457; 1385; 1248; 1226; 1171; 1105; 1008; 978;
883.

M.cz. obl. dla C;;H,3O, 695,12; znal. 694,3 (MS ESI).

9.4.9 Synteza dikaprynianu betuliny (BC10)

Synteze przeprowadzono analogicznie jak 9.4.7, stosujac 0,68 g (1,53 mmol) betuliny
(BET) i 2ml (11,24 mmol) chlorku kaprynoilu. Otrzymano bezbarwna gesta maz.
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Wydajnosé 98% (po oczyszezeniu ok. 70%).
Zwiazek zidentyfikowano jako: 33,28-dikaprynoilo-lup-20(29)-en.
RPY? = 2,05 (heksan—EtOAc 20 : 1).

chlorek kaprynoilu
PIR, CH,Cl,

BC10

Schemat 59: Synteza dikaprynianu betuliny (BC10)

NMR 'H (6, ppm): 4,47 (dd, 1H, Jax = 9,76; Japs = 5,72; H-3); 2,44 (td, 1H, Jax =
11,06; Jan = 5,80; H-19); 3,831 4,26 (kazdy d, 1H, Jax = Jxa = 10,89; H-28); 4,58 i 4,68
(kazdy m, 1H; H-29);

NMR 3C: 174,37; 173,72; 150,18; 109,84; 80,55; 62,50; 55,36; 50,25; 48,76; 47,72; 46,38;
42,68; 40,87; 38,35; 37,82; 37,54; 37,04; 34,85; 34,59; 34,53; 34,09; 31,86; 31,85; 29,78; 29,57,
29,45; 29,42; 29,26; 29,25; 29,19; 29,17; 27,95; 27,03; 25,17; 25,08; 23,71; 22,66; 20,78; 19,11;
18,15; 16,55; 16,13; 16,01; 14,73; 14,11(widma NMR rys. 11 na str. 198).

IR vpew KBr (cm™): 3462; 2027; 2855; 1732; 1639; 1456; 1386; 1245; 1175; 1106; 1008;
979; 883.

M.cz. obl. dla C; HgsO, 751,23; znal. 750,5 (MS ESI).

9.4.10 Synteza dilaurynianu betuliny (BC12)

Synteze przeprowadzono analogicznie jak 9.4.7, stosujac 0,60g (1,35 mmol) betuliny
(BET) i 2ml (9,91 mmol) chlorku lauroilu. Otrzymano bezbarwna gesta maz.

Wydajnosé 95% (po oczyszezeniu ok. 75%).

Zwiazek zidentyfikowano jako: 3/3,28-dilauroilo-lup-20(29)-en.

RPY? = 2,2 (heksan—EtOAc 20 : 1).

chlorek lauroilu

PIR, CH,CI,

Schemat 60: Synteza dilaurynianu betuliny (BC12)
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NMR 'H (5, ppm): 4,46 (dd, 1H, Jax = 10,24; Jar; = 5,94; H-3); 2,44 (td, 1H, 11,16;
5,91; H-19): 3,821 4,26 (kazdy d, 1H, Jax = Jxa = 11,23; H-28); 4,58 i 4,68 (kazdy m, 1H;
H-29); 1,67 (s, 3H; H-30);

NMR 3C (§, ppm): 174,34; 173,68; 150,13; 109,85; 80,53; 62,48; 55,36; 51,41; 50,25;
48,76; 47,72; 46,38; 42,67; 40,87; 38,35; 37,81; 37,54; 37,04; 34,84; 34,59; 34,51; 34,10; 31,91;
31,89; 29,78; 29,61; 29,58; 29,50; 29,45; 29,33; 29,32; 29,25; 29,18; 29,16; 29,14; 27,93; 27,03;
95,15: 25,08; 24,95; 23,71; 22,67; 20,78; 19,09; 18,15; 16,54; 16,12; 16,01; 14,72; 14,11 (widma
NMR rys. 11 na str. 199).

IR vy0p KBr (cm™1): 3415; 2927; 1730; 1641; 1617; 1464; 1375; 1248; 1175; 1108; 1009;
978; 884; T57.

M.cz. obl. dla Cy,H,,0, 807,34.

9.4.11 Synteza dipalmitynianu betuliny (BC16)

Synteze przeprowadzono analogicznie jak 9.4.7, stosujac 0,45g (1,01 mmol) betuliny
(BET) i 2,5ml (10,02) chlorku palmitoilu. Amorficzne cialo state, t.t. ok.35 C.

Wydajnosé 94% (po oczyszczeniu ok. 75%).

Zwiazek zidentyfikowano jako: 3(3,28-dipalmitoilo-lup-20(29)-en.

RPY? = 2,54 (heksan—EtOAc 20 : 1).

chlorek palmitoilu

PIR, CH,CI,

Schemat 61: Synteza dipalmitynianu betuliny (BC16)

NMR 'H (6, ppm): 4,46 (dd, 1H, Jax = 10,21; Japn = 5,93; H-3); 2,43 (td, 1H, Jax
= 10,76; Japn = 5,81; H-19); 3,821 4,25 (kazdy d, 1H, Jax = Jxa = 11,20; H-28); 4,58
i 4,68 (kazdy m, 1H; H-29); 1,67 (s, 3H; H-30);

NMR B3C (4, ppm): 174,29; 174,28; 173,64; 150,08; 109,86; 80,50; 62,45; 55,35; 51,38;
50,25; 48,75; 47,70; 46,37; 42,66; 40,86; 38,34; 37,80; 37,53; 37,03; 34,81; 34,58; 34,50; 34,08;
31,92; 29,68; 29,66; 29,58; 29,50; 29,44; 29,36; 29,25; 29,17; 29,14; 27,93; 27,03; 25,15; 25,07;
24,94; 23,71; 22,68; 20,78; 19,08; 18,14; 16,54; 16,12; 16,00; 14,71; 14,11 (widma NMR rys.
11 na str. 200).

IR Ve KBr (cm™): 3461; 2916; 1734; 1641; 1467; 1384; 1173; 979; 830; 721.

M.cz. obl. dla Cy4,H,,,0, 919,55.
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9.4.12 Synteza bis(hemiftalanu) betuliny (DFTB)

0,9g (2,03 mmol) betuliny (BET) ogrzewano w kolbce z 7.5g (50,63 mmol) bezwod-
nika ftalowego w temp. 140-150 'C przez 3h. Przebieg reakcji kontrolowano za pomoca
TLC. Zawartos¢ kolbki zalano mieszaning etanol—woda 1 : 1, ogrzewano do wrzenia pod
chtodnicg zwrotng przez 1h i pozostawiono na noc. Po dwukrotnej krystalizacji z etanolu
zwiazek oczyszczano za chromatograficznie, na kolumnie (11,5 x 2,8 cm) wypetnionej 20 g
zelu krzemionkowego (0,063-0,200 mm, typ 60, Merck). Jako uklad eluujacy stosowano
chlorek metylenu—octan etylu 1 : 0 — 10 : 1 — 4 : 1. Najczystsze frakcje potaczono i po
odparowaniu przekrystalizowano z mieszaniny chlorek metylenu metanol 1 : 5, a nastepnie
z acetonu uzyskujac krysztaty o t.t 180182 °C (lit. 178-180 'C [111]).

Wydajnosé 94% (po oczyszezeniu ok. 30%).

Zwiazek zidentyfikowano jako: 3/3,28-bis(o-hemiftaloilo)-lup-20(29)-en.

bezwodnik

ftalowy, A

BET DFTB
Schemat 62: Synteza bis(hemiftalanu) betuliny (DFTB)

NMR 'H (4, ppm): 7,85-7,89 (m, 2H); 7,69-7,84 (m, 2H); 7,52-7,63 (m, 4H); 4,74 (m;
H-3 — naktada sie z H-29); 2,48 (td, 1H, Jax = 11,41; Jap = 5,71; H-19); 4,09 i 4,53
(kazdy d, 1H, Jax = Jxa = 10,94; H-28); 4,60 i 4,70 (kazdy m, 1H; H-29); 1,68 (s, 3H,
H-30);

NMR 1BC (4, ppm): 173,07; 172,90; 168,27; 167,50; 150,05; 133,46; 133,06; 132,02;
131,90; 130,92; 130,81; 130,39; 129,71; 129,66; 129,05; 128,92; 109,95; 82,96; 64,58; 55,48;
50,25; 48,90; 47,80; 46,52; 42,72; 40,86; 38,42; 38,02; 37,67; 37,07; 34,43; 33,95; 29,58; 28,01;
27,01; 25,13; 23,15; 20,86; 19,10; 18,09; 16,66; 16,16; 16,02; 14,89 (widma NMR rys. 11 na
str. 206).

IR v,0 KBr (ecm™1): 3457; 3077; 2946; 2870; 2650; 2535; 1721; 1644; 1455; 1391; 1375;
1290; 1126; 1074; 964; 788; 747.

M.cz. obl. C;4H;;O4 738,96; znal. 737,7 (MS ESI).

9.4.13 Synteza bis(hemiglutaranu) betuliny (DGB)

0,9g (2,03mmol) betuliny (BET) ogrzewano w temp. ok. 100 ‘C z 9g (78,88 mmol)
bezwodnika kwasu glutarowego, przez 1 h mieszajac co pewien czas. Juz po kilku minutach
bezwodnik ulegl stopieniu, natomiast betulina byta widoczna w postaci biatej zawiesiny.
Mieszanina przybrata wkrotce lekko zoétte zabarwienie z nadal widocznym osadem, ktora
ogrzewano w 100 °C jeszcze przez 2h. Nastepnie zwiekszono temperature do 120 °C i po
uplywie 1h roztwor stat sie¢ homogeniczny, a po dalszych 2h cata betulina przereagowata
co potwierdzono za pomoca TLC (CHCl;—EtOAc—MeOH 10 : 10 : 1 z dodatkiem 1
kropli kwasu octowego). Zawarto$¢ kolby rozpuszczono w acetonie i wlano do 90 ml wody
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w kolbie 250 ml i ogrzewano mieszanine w temp. 95 “C przez 2 h. Nastepnie po rozcienczeniu
woda, 1 po ostudzeniu ekstrahowano octanem etylu. Po osuszeniu frakcji organicznej za
pomoca bezw. siarczanu sodu odparowano rozpuszczalnik. Zwiazek poddano rozdziatowi
chromatograficznemu na kolumnie zawierajacej ok 20g zelu krzemionkowego (Merck, typ
60; 70-230 mesh), wymywajac zwiazek mieszaning chlorek metylenu-octan etylu 10 : 1 —
4 : 1. Po wyselekcjonowaniu odpowiednich frakcji, ponownie je oczyszczano na kolumnie,
uzyskujac czysta substancje o charakterze bezbarwnego szkliwa.

Wydajnosé 94% (po oczyszezeniu ok. 35%).

Zwiazek zidentyfikowano jako: 3(3,28-bis(o-hemiglutaroilo)-lup-20(29)-en.

T.t. 97-101 C.

bezwodnik

glutarowy, A

BET DGB
Schemat 63: Synteza bis(hemiglutaranu) betuliny (DGB)

NMR 'H (3, ppm): 4,48 (dd, 1H, Jax = 9,88; Jar = 6,59; H-3): 3,85 i 4,28 (kazdy
d, 1H, Jax = Jxa = 11,11; H-28); 4,58 i 4,68 (kazdy m, 1H; H-29); 2,36-2,48 (m, 9H);
1,88-2,04 (m, 5H); 1,67 (s, 3H; H-30);

NMR BC (4, ppm): 178,76; 173,31; 172,68; 150,08; 109,91; 81,10; 62,84; 55,33; 50,24;
48,74; 47,70; 46,36; 42,68; 40,87; 38,32; 37,81; 37,55; 37,04; 34,54; 34,08; 33,64; 33,28; 33,02;
32,98; 29,74; 29,53; 27,99; 27,01; 25,11; 23,70; 20,78; 19,99; 19,86; 19,10; 18,14; 16,56; 16,14;
16,01; 14,72 (widma NMR rys. 11 na str. 207).

IR, v KBr (cm™1): 3250; 3071; 2045; 2872; 2670; 1720; 1642; 1455; 1416; 1390; 1222;
1148; 1105; 1057; 1010; 977; 885; 755; 667.

M.cz. obl. C, Hg,O4 670,93; znal. 670,4 (MS ESI).

9.4.14 Synteza dibenzoesanu betuliny (DBB)

0,9¢g (2,04 mmol) betuliny (BET) rozpuszczono w mieszaninie 75 ml chlorku metylenu
i 2ml $wiezo osuszonej pirydyny. Nastepnie wkroplono 2ml (11,7 mmol) swiezo destylowa-
nego chlorku benzoilu i dodano kilka krysztatkow bromku 1-butylo-3-metyloimidazoliowego
jako katalizatora. Kolbe ogrzewano pod chtodnicg zwrotng przez 1h. Poniewaz reakcja
nie przebiegta do konca, zatezono roztwor do objetosci ok. 50 ml, nastepnie dodano 2ml
pirydyny, 1 ml chlorku benzoilu i ogrzewano jeszcze przez 2h. W celu przerwania reakcji do
mieszaniny wlano 25 ml MeOH i kontynuowano ogrzewanie przez kolejne 30 min. Zawartos¢
kolby odparowano na wyparce obrotowej. Wypadty krysztaly i oleista ciecz, ktorg z trudem
czesciowo oddestylowano, dodajac kilkakrotnie metanol. Mazisty osad rozpuszczono na
ciepto w ok. 10 ml chlorku metylenu, po czym do roztworu dodano 100 ml MeOH i ogrze-
wano do wrzenia przez ok. 30 min. Po ostygnieciu mieszaniny wypadl osad (1,14 g), ktéry
odsaczono i krystalizowano z 2-propanolu, a nastepnie acetonu.
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Wydajnosé 90% (po oczyszezeniu ok. 60%).

Zwiazek zidentyfikowano jako: 3(3,28-dibenzoilo-lup-20(29)-en.
T.t. 170-173 °C.

RPY? = 1,34 (heksan—EtOAc 20 : 1).

chlorek benzoilu

PIR, A

BET DBB

Schemat 64: Synteza dibenzoesanu betuliny (DBB)

NMR 'H (4, ppm): 8,01-8,07 (m, 4H), 7,47-7,59 (m, 2H), 7,40-7,45 (m, 4H), 2,54
(1H, td, Jax = 10,94; Japn = 5,53; H-19); 4,101 4,54 (2H, d, Jax = 11,26; H-28);

NMR 1BC (4, ppm): 166,94; 166,28; 150,11; 132,88; 132,70; 130,98; 130,48; 129,55;
129,52; 128,37; 128,31; 109,95; 81,56; 63,26; 55,45; 50,30; 48,86; 47,81; 46,72; 42,78; 40,94;
38,40; 38,20; 37,67; 37,12; 34,73; 34,13; 29,95; 29,64; 28,11; 27,14; 25,19; 23,75; 20,84; 19,16;
18,20; 16,79; 16,18; 16,09; 14,81 (widma NMR rys. 11 na str. 205);

IR vpe KBr (cm™'): 3465; 3069; 2945; 2871; 1718; 1639; 1388; 1315; 1271; 1175; 1111;
1069; 1025; 970; 883; 710.

M.cz. obl. C,,H.,O, 650,94, znal. 650,4 (MS ESI).

9.4.15 Synteza dioctanu dihydrobetuliny (DODHB)

1,2g (2,27 mmol) dioctanu betuliny (BC2) rozpuszczono w 100ml cykloheksanu, do-
dano 55mg katalizatora palladowego (10% Pd/C) i przepuszczano przez roztwor wodor
z wytwornicy (przeptyw 10ml H,/min) przez 10h intensywnie mieszajac i ogrzewajac
do ok. 60°C na mieszadle magnetycznym. Roztwdr nastepnie przesaczono przez zwitek
waty umieszczony w nozce lejka z niewielky iloscig zelu krzemionkowego (ok. 0,5g). Po
odparowaniu rozpuszczalnika uzyskano platkowate krysztaty o t.t. 262-263 °C (lit. 259 C
[114])1°.

Wydajnosé 99% (po oczyszczeniu ok. 70%).

Zwiazek zidentyfikowano : 33,28-diacetoksy-lupan.

Uwodorniona pochodna réznita si¢ wspoétczynnikiem Ry od wyjsciowego zwigzku w bar-
dzo matym stopniu , a kolor plam na chromatogramie byt praktycznie taki sam'' R{7* =
1,09 (heksan—EtOAc 20 : 1).

NMR 'H (5, ppm): 4,44 (dd, 1H, H-3); 3,78 i 4,21 (kazdy d, 1H, Jax = 10,64);

NMR 3C (§, ppm): 171,44; 170,82; 80,81; 62,74; 55,29; 49,92; 48,08; 46,41; 44,47; 42,81;
40,89; 38,35; 37,74; 37,09; 36,98; 34,61; 34,18; 29,82; 29,39; 27,90; 26,89; 26,76; 23,64; 22,86;

10W zakresie ok. 230-261 °C zachodzi intensywna sublimacja krysztatéw

HDlatego w trakcie redukcji konieczne bylo pobranie prébki wkrétce po jej rozpoczeciu, gdy uwidaczniat
sie jeszcze niezredukowany substrat — w przeciwnym wypadku nie wiadomo bylo, czy reakcja zaszla
catkowicie, czy w ogoble nie — np. w obecnosci zatrutego katalizatora.
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BET

Schemat 65: Synteza dioctanu dihydrobetuliny (DODHB)

21,56; 21,23; 20,96; 20,77; 18,14; 16,47; 16,06; 15,99; 14,85; 14,57 (widma NMR rys. 11 na
str. 193).

IR Ve KBr (em™!): 3443; 2948; 1739; 1457; 1367; 1030.

M.cz. obl. dla Cy,H;,0, 528,82 znal. 468,4 (M— CH,;COOH).

9.4.16 Synteza dihydrobetuliny (DHB)

1g (1,89 mmol) dioctanu dihydrobetuliny (DODHB) ogrzewano do wrzenia w 200 ml
MeOH z dodatkiem 3,5 g (62,37 mmol) KOH pod chlodnica zwrotna przez 2 h. Po schtodze-
niu roztworu do 0 °C, wypadl bialy krystaliczny osad, ktéry odsgczono na lejku Biichnera
i przemyto woda. Ze wzgledu na bardzo staba zwilzalno$¢ zwigzku, osad zawieszono w 20%
MeOH, ponownie odsaczono i wysuszono.

Wydajnosé 99% (po oczyszezeniu ok. 90%).

T.t. 279,5-280,5 “C (lit. 277-280 "C [114]).

Zwiazek zidentyfikowano jako lupan-3(,28-diol.

RPFT =1,08 (CHCl;—EtOAc 10 : 1).

DHB

Schemat 66: Synteza dihydrobetuliny (DHB)

NMR 'H (§, ppm): 3,48 (m, 1H, H-3); 3,61 i 4,08 (kazdy d, 1H, Jax = Jxa = 10,65;
H-28);

NMR BC (6, ppm): 78,97; 60,63; 55,31; 50,13; 48,13; 47,91; 44,63; 42,90; 41,00; 38,86;
38,73; 37,15; 36,89; 34,36; 34,02; 29,47; 29,36; 27,97; 27,41, 26,96; 26,89; 22,87; 21,73; 20,85;
18,31; 16,00; 15,32; 14,83; 14,64, (widma NMR rys. 11 na str. 189).

IR v,q KBr (em™1): 3399; 2950; 2866; 1460; 1385; 1030.

M.cz. obl. dla Cy,H;,0, 444,74; znal. 444,4 (MS ESI).

9.4.17 Synteza 30-bromo-dioctanu betuliny (BRDOB)

520 mg (1 mmol) dioctanu betuliny (BC2) rozpuszczono w 30 ml 1,4-dioksanu, i w czasie
30 min wkroplono 190 mg (1,07 mmol) bromoimidu kwasu bursztynowego (NBS) w 10 ml
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1,4-dioksanu. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej'?. Mieszanine pozostawiono
na mieszadle na 10 h, po czym w celu roztozenia nieprzereagowanego NBS-u do mieszaniny
dodano 480 mg siarczynu sodowego (3,8 mmol) w 20ml wody, intensywnie zamieszano
i pozostawiono na noc. Po rozcienczeniu woda wypad? osad, ktéry po odsaczeniu na szklane;j
kulce'®, przekrystalizowano z 20ml 2-propanolu uzyskujac 310 mg zwigzku.

Wydajnosé 75% (po oczyszczeniu ok. 52%).

Zwiazek zidentyfikowano jako: 30-bromo-3,28-diacetoksy-lup-20(29)-en.

T.t. 198-201 °C (lit. 183-185"C [8], 188-190 “C [154]).

RPY? = 0,76 (heksan—EtOAc 20 : 1)

BC2 BRDOB
Schemat 67: Synteza 30-bromo-dioctanu betuliny (BRDOB)

NMR 'H (6, ppm): 4,46 (dd, 1H, Jax = 9,81; Janr = 5,75; H-3); 2,43 (td, 1H, Jux =
11,10; Japs = 5,12; H-19); 3,831 4,25 (kazdy d, 1H, Jax = Jya = 11,21; H-28); 5,021 5,12
(kazdy s, 1H; H-29); 3,97 (dwa wzajemnie sprzezone d J4x = 10,47, CH,Br); 2,06 (s, CH,
— acetyl); 2,02 (s, CH; — acetyl);

NMR BC (§, ppm): 171,58; 171,02; 150,79; 113,29; 80,86; 62,57; 55,33; 50,25; 50,21;
46,35; 43,20; 42,65; 40,90; 38,36; 37,77; 37,43; 37,03; 34,28; 34,13; 32,49; 29,78; 27,93; 26,99;
23,66; 21,33; 21,05; 20,91; 18,14; 16,48; 16,15; 16,05; 14,70; (widma NMR rys. 11 na str.
201).

M.cz. obl. C;,H;0,Br 605,70; znal. 604,3 i 606,3 (charakterystyczny pik M+2 dla
zwiazkéw zawierajacych brom).

Uwodornienie zwiazku BRDOB, przeprowadzone analogicznie do syntezy dioctanu
dihydrobetuliny (str. 98), dato produkt, ktérego widma NMR sg identyczne z DODHB!,

9.4.18 Synteza 30-metoksybetuliny (30MBET)

1060 mg (2 mmol) dioctanu betuliny (BC2) rozpuszczono w 60 ml 1,4-dioksanu i w cza-
sie 15 min wkroplono 390 mg (2,05 mmol) NBS w 10ml dioksanu intensywnie mieszajac na
mieszadle magnetycznym. Po stwierdzeniu catkowitego przereagowania (po 2h) za pomoca
TLC' dodano roztwér nasyconego Na,SO; w wodzie (100ml) i po 30min mieszania
rozcienczono jeszeze woda (100ml). Odsaczono osad, ktéry po wysuszeniu rozpuszczono
w 60ml MeOH, dodano 300mg KOH i ogrzewano do wrzenia pod chtodnica zwrotng
przez 3h. Po rozcienczeniu woda (300 ml) wypadl bialy krystaliczny osad. Po wysuszeniu
zwiazek rozpuszczono w chloroformie i poddano rozdziatowi na kolumnie zawierajacej 20 g

12Reakcja przebiega podobnie w metanolu w t.w., i juz po 20 min nastepuje caltkowite przereagowanie, lecz
powstaje wiecej produktéw ubocznych.

BOdpowiednik gwozdzia Willstattera.

HMFakt ten $wiadezy o duzej labilnosci atomu bromu przylaczonego w pozycji allilowej.

15Na plytce widoczny jeden gléwny produkt.
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zelu krzemionkowego (70-230mesh, typ 60, Merck). Kolumne przemywano mieszaning
CHCIl;-EtOAc 10 : 1. Po potaczeniu jednorodnych chromatoaficznie frakcji i odparowaniu
rozpuszczalnika uzyskano bialty krystaliczny osad o t.t. 207-213 °C.

Wydajnosé 90% (po oczyszezeniu ok. 40%).

Zwiazek zidentyfikowano jako: 30-metoksy-lup-20(29)-en-3(3,28-diol.

R?ET = 0,50 (CHCl;—ETOAc 8 : 1).

BRDOB 30MBET
Schemat 68: Synteza 30-metoksybetuliny (30MBET)

NMR 'H (6, ppm): 3,18 (dd, 1H, Jax = 10,68; Jan = 5,34; H-3); 2,28 (td, 1H, Jax
= 10,70; Jan = 5,31; H-19); 3,311 3,78 (kazdy d, 1H, Jax = Jxa = 11,12; H-28); 4,91 (m,
2H; H-29); 3,86 (s, 3H, OCH,); 0,74 (s, 3H, CH;); 0,82 (s, 3H, CH;); 0,95 (s, 3H, CH,);
0,98 (s, 3H, CH;); 1,01 (s, 3H, CH,).

NMR 3C (§, ppm): 151,01; 109,07; 78,94; 74,90; 60,28; 58,30; 55,27; 50,36; 49,40; 47,75;
43,67; 42,67; 40,94; 38,84; 38,68; 37,19; 37,14; 34,26; 33,79; 31,48; 29,21; 27,97; 27,37; 27,03;
26,69; 20,92; 18,29; 16,09; 15,98; 15,34; 14,72 (widma NMR rys. 2 na str. 204, doktadne
przypisanie sygnalow w tabeli 2, str.211).

IR V0, KBr (em™!): 3364; 2938; 2868; 1745; 1644; 1463; 1388; 1375; 1359; 1186; 1102;
1031; 933; 898.

M.cz. obl. C4H;,0,4 472,75; znal. 472,4 (na widmie masowym dominuja sygnaly:
M—-CH;O 441,3, M'—=CH;OH 409,3).

9.5 Linie komoérkowe i1 ich hodowla

Oznaczenia cytotoksycznosci w testach redukeji btekitu tetrazolowego (MTT) i uwalnia-
nia dehydrogenazy mleczanowej (LDH) przeprowadzono na liniach komorek gruczolakoraka
ptuc NCI-H292 (ang.: human pulmonary mucoepidermoid carcinoma) i komérek nabtonka
upigmentowanego oka ARPE-19 (ang.: retinal pigment binding epithelial cells).

NCI-H292 sa linia ciagla nabtonkowych komérek §luzowonaskorkowych (ang.: mucoepi-
dermoid) wywodzaca sie z ludzkiego ptaskonabtonkowego raka ptuc [71].

ARPE-19 jest samoistnie powstalg linig prawidtowych komoérek nabtonkowych wywo-
dzaca sie z normalnych ludzkich komoérek barwnikowych siatkéwki [31].

Komérki byty hodowane w jednej warstwie w medium RPMI 1640 z dodatkiem 10%
surowicy bydlecej i antybiotykéw (penicyliny i streptomycyny).

Gdy hodowle tworzyty spojna, jedng warstwe (byty konfluentne), odessano medium,
komoérki przeptukano za pomoca PBS (10 ml), poddano 5min trypsynizacji (1 ml roztwor
u 0,25% trypsyny na butelke o powierzchni 75cm?) i przeniesiono na ptytki 24-dotkowe
w medium zawierajagcym 0,5% surowicy bydlecej. Gestosé komérek w obu hodowlach
wynosita 20 x 10® na dotek o powierzchni 1,8 cm?.
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Komérki inkubowano w temp. 37 ‘C w atmosferze zawierajacej 95% powietrza i 5% CO.,,.
Po uptywie 24 h, ptytki wyjmowano z cieplarki, odsysano medium hodowlane, przemywano
roztworem PBS (ok. 0,5ml na dotek), ponownie odsysano i wlewano po 1ml medium ze
zwigzkiem o okreslonym stezeniu.

Dla kazdego badanego stezenia sporzadzono proby kontrolne.

Roztwory wyjsciowe sporzadzono przez rozpuszczenie badanych zwigzkéw w DMSO
(lub 2-butoksyetanolu w doswiadczeniu wstepnym).

Po dodaniu do dotkéw roztworow badanych zwigzkow i delikatnym zamieszaniu ruchem
przypominajacym 6semke — aby komorki nie ulegty odwirowaniu lub skupieniu w centrum
dotka — ptytki inkubowano w warunkach wyzej podanych.

Oznaczenia cytotoksycznosci pochodnych betuliny, wyrazonej przezywalnoscia komoérek
oceniana w tescie btekitu trypanu (TB), przeprowadzono na komérkach mysich: czerniaka
B16 (ang.: melanoma), migsaka XC (ang.: sarcoma) i prawidtowych fibroblastow 3T3.
Komérki B16 i XC hodowano w naczyniach plastikowych na pozywce MEM (Minimum
Eagle’s Medium 1959) z dodatkiem 10% surowicy bydlecej, oraz mieszaniny antybiotykow.
Fibroblasty hodowano na pozywce DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) z wysoka,
zawartoscia glukozy (4500 mg/ml), z dodatkiem 10% surowicy bydlecej oraz mieszaniny
antybiotykéw: penicyliny, streptomycyny i neomycyny.

Przed doswiadczeniem komorki poddawano trypsynizacji i odwirowaniu. Uzyskana za-
wiesine komoérek w ptynie hodowlanym (MEM lub DMEM) przenoszono na 24-dotkowe
plytki o gestosci komérek 1,5 x 10* na dotek. Po 24 h inkubacji w inkubatorze w atmos-
ferze zawierajacej 95% powietrza i 5% CO, w temp. 37 °C, ptyn odsysano i dodawano
poszczegblne badane zwiazki w zakresie stezen 0-15(20) pg/ml.

Roztwory wyjsciowe zostaly sporzadzone przez rozpuszczenie badanych zwiazkéw w 2-bu-
toksyetanolu w stezeniu 104+1mg/ml. Przed dodaniem do dotkéw z komérkami, roztwor
wyjsciowy rozcienczano dziesieciokrotnie za pomoca roztworu ptynu hodowlanego. Jako
kontrole przyjeto zawiesine komoérek w MEM lub DMEM bez dodanego zwiazku.

W trakcie przeprowadzania oznaczen linie komérkowe byty stabilne, zaréwno w testach
po 24 h, jak i po uptywie 48 h.
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9.6 Oznaczenia cytotoksycznosci

9.6.1 Ogznaczanie cytotoksycznosci w tescie MTT

Zasada oznaczenia opiera si¢ na zdolnosci zywych komoérek z nieuszkodzonymi bto-
nami mitochondrialnymi, do redukcji nierozpuszczalnego w wodzie z6ttego bromku 3-
(4,5-dimetylo-1,3-tiazol-2-ylo)-2,5-difenylo-2H-tetrazolowego (MTT) do purpurowego nie-
rozpuszczalnego w wodzie formazanu [65]

Po uptywie okre§lonego czasu inkubacji komoérek (24h lub48 h w do$w. wstepnym)
z badanymi zwigzkami, medium hodowlane odessano i przeniesiono do matych zamykanych
probowek, ktére przechowywano w lodoéwce w temp. +3 ‘C, do réwnolegle przeprowadza-
nego testu LDH.

Po odessaniu medium hodowlanego, do wszystkich dotkéw na plytce wlano po 0,5 ml
roztworu MTT o stezeniu 1 mg/ml rozpuszczonego w medium (RPMI 1640) bez surowicy.

Po 75 min inkubacji $ciagnieto medium i wlano po 0,2 ml mieszaniny DMSO-—metanol
1 : 1 w celu dezintegracji komoérek i rozpuszczenia zredukowanego MTT (formazanu),
przeniesiono po 100 ul tego roztworu na plytke 96-dotkowa i natychmiast mierzono ab-
sorbancje. Pomiaru absorbancji dokonywano na czytniku typu ELISA ,GENios Plus”
z oprogramowaniem ,XFLUOR4 V4,507, przy dhlugosci fali A = 560nm. Probe Slepa
stanowita mieszanina DMSO-—metanol 1 : 1; od wszystkich warto$ci absorbancji odjeto
usredniona wartosé préby slepej (Abs = 0,0493); wartosci absorbancji prob miescily sie
w przedziale od ok. 0,3 do ok. 1,2, a wiec zakresie liniowosci prawa Lamberta-Beera. Wyniki
okreslono w %, jako wzgledng cytotoksycznos$é wobec najmniejszego uzytego w danej serii
stezenia czystego rozpuszczalnika.

9.6.2 Oznaczanie cytotoksycznosci w tescie LDH

Test uwalniania LDH jest metoda kolorymetrycznego oznaczenia uwalniania enzymu
przeksztalcajacego pirogronian do mleczanu w obecnosci NADH. Dehydrogenaza mlecza-
nowa jest uwalniana wskutek utraty integralnosci btony komoérkowej, co moze prowadzi¢
do $mierci komorki. Test ten jest zatem miara uszkodzenia btony komoérkowej [1].

Medium pobrane po 24-ro lub 48-godzinnej (w dosw. wstepnym) inkubacji komorek
z badanymi zwigzkami przeniesiono w ilosciach po 50 ul na ptytki 96-dotkowe. Do kazdego
dotka ptytki dodano 50 ul substratu (NADH + pirogronian + diaforaza) i inkubowano
w temp. 20 C przez 20-40min. W celu przerwania reakcji do dotkéw dodano po 50 ul
1M kwasu octowego i natychmiast mierzono absorbancje w czytniku ELISA, przy Anax
= 492 nm. Probe slepg stanowit roztwor substratu z medium; srednig wartos¢ absorbancji
proby slepej odjeto od absorbancji wszystkich prébek (Abs = 0,0808); wartosci absor-
bancji prob miescity sie w przedziale od ok. 0,3 do ok. 1,2, a wiec zakresie liniowosci
prawa Lamberta-Beera. Nie oznaczano catkowitego uwalniania LDH. Wyniki okreslono
jako wzgledne uwalnianie LDH (na rysunkach oznaczone jako LDH) wobec najmniejszego
uzytego w danej serii stezenia czystego rozpuszczalnika.

9.6.3 Oznaczanie cytotoksycznosci w tescie TB

Blekit trypanu (TB) jest kwasnym barwnikiem diazowym. Nie wnika on do komorek
zywych, ktore posiadaja integralng btone komoérkowa, natomiast wnika do komérek mar-
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twych, ktore wybarwia. W tescie tym nie mozna odrézni¢ komorek apoptotycznych od
nekrotycznych.

Po 24-h inkubacji w atmosferze zawierajacej 95% powietrza i 5% CO, w temp. 37 °C,
ptyn hodowlany z badanym zwiazkiem usuwano a do dotkéw plytki dodawano 200 ul PBS
z Ca i Mg, po czym 70 pul 0,5% roztworu biekitu trypanu (TB) i obserwowano natychmiast
pod odwréconym mikroskopem (Hund-Wetzlar). Przeprowadzono réwniez kontrole dziata-
nia samego 2-butoksyetanolu jako rozpuszczalnika w najwyzszym stosowanym stezeniu.

Liczono komoérki martwe — wybarwione na niebiesko — jak rowniez zywe — nie
wybarwione (lacznie 100 w polu widzenia). Cytotoksycznosé zwiazkéw wyrazono jako
procent martwych komorek. Dla kazdego ze zwiazkéw wynik stanowi srednia z trzech
rownolegtych oznaczen.

9.7 Oznaczenia lipofilnosci

Lipofilnos¢ betuliny i jej pochodnych scharakteryzowano za pomoca wspoétczynnikéw
R0 metoda chromatografii cienkowarstwowej o odwréconej polarnosci (RP-TLC).

Oznaczenia przeprowadzono w 2 powtorzeniach na cienkowarstwowych ptytkach alu-
miniowych z odwrécong faza: RP-18p9515 (Merck) o wymiarach 20 x 20cm. Ukladem
rozwijajacym byla mieszanina 1,4-dioksan—bufor octanowy Walpola (pH = 4,8), ze steze-
niami 1,4-dioksanu w zakresie 60-90% (v/v) z gradacja co 5%. Bufor sporzadzono przez
zmieszanie 80 ml 0,2 M wodnego roztworu octanu sodowego z 420 ml 0,2 M kwasu octowego.
pH buforu zmierzono pH-metrem elektronicznym HI221 (HANNA Instruments).

Chloroformowe roztwory oznaczanych zwiazkéw nanoszono na pltytke za pomoca strzy-
kawki Hamiltona w ilosci 10 ug (2ul x 5 £ 0,5mg/ml). Po catkowitym odparowaniu
chloroformu chromatogramy rozwijano na drodze 12cm w temp. 23+1°C.

Po wysuszeniu chromatogramy wywolywano przez spryskiwanie 20% roztworem kwasu
siarkowego w metanolu i ogrzewanie w temp. 120 ‘C przez 5 min.

Wyznaczono srodki barwnych plam i obliczono wspotezynniki Ry jako srednie z dwoch
powtorzen.

Wspétezynniki Ry, obliczono wedtug rownania:

Ry = log(%f - 1) (9.1)

Wartosci R); ekstrapolowano nastepnie do zerowego stezenia 1,4-dioksanu wg rownania:

Ruro = Ras — bC (9.2)

gdzie C' jest stezeniem 1,4-dioksanu w fazie ruchomej (%, v/v) a b jest zmiana wartosci
Ry spowodowang wzrostem stezenia dioksanu o 1% w fazie ruchome;j.
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Rozdziat 10

Wyniki i1 dyskusja

10.1 Izolacja betuliny i synteza jej pochodnych

10.1.1 Izolacja betuliny i identyfikacja gtéwnego
towarzyszacego jej w ekstrakcie z kory brzozy triterpenu

Betuline wyizolowano z kory brzozowej zebranej z pnia 57 letniego drzewa, za pomoca
ekstrakcji w aparacie Soxhleta. Suszenie materiatu przez okres jednego miesigca w tempera-
turze pokojowej pozwolito na pozbycie si¢ wody utrudniajacej ekstrakcje rozpuszczalnikami
apolarnymi. W tym czasie zaszto tez prawdopodobnie cze$ciowo utlenianie zwigzkéw o cha-
rakterze fenolowym, co pézniej zmniejszalo ich ilos¢ w ekstrakcie (ekstrakty ze swiezej kory
mialy znacznie intensywniejsze zabarwienie).

Lupeol stanowi bardzo trudne do oddzielenia zanieczyszczenie betuliny. Lipofilnosé tej
czasteczki jest wyzsza niz betuliny ze wzgledu na brak jednej grupy hydroksylowej (przy
C-28). Spodziewano sie zatem, ze powinien on latwiej rozpuszczaé sie w rozpuszczalni-
kach apolarnych, badz trudniej w polarnych. W trakcie krystalizacji betuliny z metanolu,
etanolu, acetonu lub 2-propanolu, lupeol ulegat ko-solwatacji z betuling co powodowato,
ze bardzo trudno byto go oddzieli¢, nawet pomimo wielokrotnie powtarzanej procedury.
Dlatego kore wstepnie ekstrahowano heksanem (fr. z nafty), aby obok lupeolu usunaé
najbardziej hydrofobowe sktadniki jak: woski, weglowodory i inne substancje o charakterze
lipidowym. Dzigki tej wstepnej ekstrakcji udalo sie oddzieli¢ wiekszo$¢ lupeolu, jednak
cze$¢ tego zwiazku ekstrahowana byta nadal w dalszym toku izolacji betuliny do frakcji
CH,Cl,. Widoczne jest to na obrazie chromatograficznym (rys. 10.1) — wieksza wzgledna
intensywnos¢ plamy w ekstrakcie dichlorometanowym niz w heksanowym na wysokosci
betuliny i odpowiednio mniejsza na wysokosci lupeolu.

Wieksza czes¢ betuliny ulegata ekstrakeji z kory dopiero przy uzyciu chlorku metylenu.
Optymalny czas procesu wynosit 2 x 10 h. Po uptywie pierwszych 10 h material pozostawat
w aparacie Soxhleta zanurzony w rozpuszczalniku na noc (ok. 12h), dzieki czemu ulegal
dogtebnej maceracji. Ponowna 10-cio godzinna ekstrakcja pozwalata na prawie calkowite
wydzielenie betuliny z kory. Catkowita wydajno$¢ ekstrakcji za pomoca samego chlorku
metylenu (2 x 10h) wynosita 16 g suchego ekstraktu ze 100 g suchej kory, tj. ok. 12,5¢g
za pierwszym i ok. 3,5 g za drugim razem. Podobny wynik uzyskuje sie ekstrahujac kore
heksanem (5 x 10h), a nastepnie chlorkiem metylenu (5 x 10h); ok. 3g ekstraktu we
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Rys. 10.1: Chromatogram poréwnawczy ekstraktow kory brzozy brodawkowatej Betula
verrucosa Ehrh. Na plytce widoczne kolejno od lewej: ekstrakt heksanowy z kory, ekstrakt
chlorkowo-metylenowy z kory, betulina (BET), lupeol (LUP), allobetulina (ALLO).
Uklad rozwijajacy: CHCl;—EtOAc 8 : 1, wywolanie: H,SO, (20% w MeOH), A (100 C)

frakcji heksanowej i ok. 12 g w CH,Cl,".

Ekstrakcja kory bardziej polarnymi rozpuszczalnikami, jak np. metanol, powoduje, ze
rozpuszczaniu w duzej mierze ulegajg rowniez zwigzki fenolowe i inne substancje polarne.

Zarowno w ekstrakcie heksanowym jak i dichlorometanowym, obecne byly prawdo-
podobnie zwigzki o charakterze fenolowym. Ekstrakty miaty zabarwienie stomkowozotte,
nasilajace sie po alkalizacji metanolowych roztworéw?. Najlepszym sposobem usuniecia
tych zanieczyszczenn byta kilkugodzinna hydroliza w 2% metanolowym roztworze KOH,
a nastepnie krystalizacja z 2-propanolu lub mieszaniny toluen—metanol 4 : 1.

Innym skutecznym sposobem uzyskania czystej betuliny byto wyczerpujace acetylowa-
nie ekstraktu z kory, a nastepnie rozdzial chromatograficzny na kolumnie [116]. W ten
sposob wydzielono gtéwny triterpen towarzyszacy betulinie w ekstrakcie — lupeol (LUP)
— w postaci octanu (ACLUP). Zwiazki te scharakteryzowano spektroskopowo i za pomoca
wyznaczonych temperatur topnienia. Dane zgodne z piSmiennictwem potwierdzaja tozsa-
mosé tego zwiazku jako lup-20(29)-en-3-ol [113,114]. Przeprowadzenie szeregu dwuwymia-

Lepszym rozpuszczalnikiem bytby chloroform, ale ze wzgledéw ekologicznych zaniechano jego uzycia.
2W pi$miennictwie opisywane sa potaczenia betuliny i innych triterpenéw z kwasem kawowym [50, 52].
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rowych eksperymentéw NMR pozwolito na dodatkowe potwierdzenie tozsamosci lupeolu.

Dioctan betuliny (BC2) po chromatografii kolumnowej byl prawie catkowicie pozba-
wiony zanieczyszczen. 7Z bezbarwnego eluatu po odparowaniu rozpuszczalnika wypadt biaty
drobnokrystaliczny osad. W trakcie alkalicznej metanolizy roztwér moze jednak przybie-
ra¢ lekko zotte zabarwienie, co $wiadczy o obecnosci zanieczyszczen fenolowych, jak np.
notowanych w pismiennictwie potaczen betuliny z kwasem kawowym [50-52|. Dwukrotna
krystalizacja wydzielonej betuliny, najpierw z metanolu, pozniej z acetonu pozwolita na
usuniecie tego zanieczyszczenia — po alkalizacji metanolowy roztwor pozostaje bezbarwny.

Betulina byta zwigzkiem wyjsciowym do dalszych badan, dlatego tez, przeprowadzono
szereg dwuwymiarowych eksperymentéw NMR. Zarejestrowano widma , ktére stanowity
pozniej baze do poréwnan z innymi analizowanymi pochodnymi.

10.1.2 Synteza pochodnych betuliny

7 wydzielonej czystej betuliny uzyskano 18 pochodnych. Syntezy miaty na celu zmody-
fikowanie reaktywnych grup betuliny i okreslenie ich wptywu na aktywnos¢ cytotoksyczna
czasteczki. Kazda z syntez powtorzono co najmniej dwa razy, za wyjatkiem syntezy DBB.

W pierwszym rzedzie przeprowadzono synteze szeregu homologéw pochodnych dia-
cylowych. Estryfikacje prowadzono z uzyciem odpowiednich bezwodnikéw lub chlorkéw
kwasowych w pirydynie. Uzycie mniej cytotoksycznego rozpuszczalnika i jednoczesnie ka-
talizatora — trietyloaminy — wykluczono ze wzgledu na niska rozpuszczalno$é¢ w niej
substratu i produktéw reakeji.

Estryfikacja betuliny najtatwiej zachodzita za pomoca wysoce reaktywnych oddczyn-
nikéw: bezwodnika octowego lub chlorkow kwasowych. W wiekszosci przypadkéw nie byt
konieczny dodatek przenosnika grup acylowych, jak np. DMAP. Odstepstwo stanowity
syntezy dipropionianu (BC3) i dibenzoesanu betuliny (DBB). Uzyskanie tego pierwsze-
go (BC3) wymagalo kilkugodzinnego ogrzewania betuliny z bezwodnikiem propionowym
w temperaturze wrzenia. Analogiczna synteza (BC2) zachodzita w zasadzie juz po uply-
wie 30min., natomiat w przypadku syntezy BC3 konieczne bylo intensywne ogrzewania
betuliny w pirydynie z chlorkiem benzoilu pod chtodnica zwrotng i obecno$¢ katalizatora,;
tu uzyto cieczy jonowej — bromku 1-butylo-3-metyloimidazoliowego (TBMIB).

Bis-hemiestry: DGB i DFTB otrzymano przez powolne stapianie betuliny z odpowied-
nim bezwodnikiem kwasowym. Reakcje przebiegaty w ok. 120 °C a wiec nieco powyzej t.t.
bezwodnikéw i znacznie ponizej t.t. betuliny (252-253 °C). Juz po okolto 0,5h ogrzewania
caly triterpen ulegal rozpuszczeniu a na obrazie chromatograficznym ujawnialy sie dwie
plamy pomiedzy betuling a jej diestrem, co $wiadczyto o czesciowym przereagowaniu.
Przeprowadzenie reakcji do konica wymagato trzech godzin.

Synteze DFTB prébowano przeprowadzi¢ zgodnie z podanym w piSmiennictwie prze-
pisem, tj. przez ogrzewanie betuliny z bezwodnikiem o-ftalowym we wrzacej pirydynie
z dodatkiem DMAP [111]. Spos6b ten jednak okazal sie trudniejszy do przeprowadzenia
1 mniej wydajny, z wiekszg ilosciag produktéw ubocznych: 3- i 28-hemiestrow oraz ciemno
zabarwionych zwiazkdow.
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3MOB uzyskano w wyniku selektywnej hydrolizy BC2 (za [116] z modyfikacja). Wy-
korzystano tu réznice reaktywnosci pierwszo- i drugorzedowych grup hydroksylowych be-
tuliny. Reakcje prowadzono w tagodnych warunkach — temp. 20 °C z uzyciem 1% meta-
nolowego roztworu wodorotlenku potasowego uzytego w niewielkim nadmiarze molarnym.
W wyniku reakcji powstata jednak czesciowo betulina (BET) i jej 28-octan (28MOB),
ktore tatwo oddzielono od gtéwnego produktu za pomoca chromatografii kolumnowe;.

28MOB otrzymano w wyniku estryfikacji betuliny na zimno w mieszaninie pirydyna—
chlorek metylenu—2-propanol. Drugorzedowy alkohol zastosowano w znacznym nadmiarze
molarnym aby zmniejszy¢ stopien estryfikacji rowniez drugorzedowej grupy hydroksylowe;j
betuliny C-3.

Redukcja wiazania podwdjnego grupy izopropenylowej betuliny zachodzi stosunkowo
latwo w uktadzie heterogenicznym Pd/C—H,, pod warunkiem uzycia $wiezego katalizatora
palladowego. BC2 ulega catkowitej redukeji do DODHB juz po kilku godzinach. Nie udato
sie powtdérzy¢ opisanej przez Protiva i wsp. ( [156]) homogenicznej redukeji z uzyciem
katalizatora Wilkinsona (chlorku tris-(trifenylofosfina)-rodu (I)).

Przeprowadzono bromowanie pozycji allilowej grupy izopropenylowej za pomoca zmo-
dyfikowanej metody z pi$miennictwa. Przedstawiony w [8,47] sposéb bromowania BC2
za pomoca NBS wymaga ogrzewania przez kilka godzin w t.w. w CCl,. Uzycie inne-
go rozpuszczalnika — 1,4-dioksanu — pozwolito na iloSciowe przeprowadzenie tej reakcji
w czasie do 2h w temp. 20 ‘C. W trakcie redukcji 30-bromo-dioctanu betuliny za pomocg
wodoru na katalizatorze palladowym uwodornieniu wigzania podwdjnego towarzyszyto
odszczepienie bromu i powstaje dioctan dihydrobetuliny (DODHB), co wykazano za
pomoca spektroskopii NMR oraz IR — zanik charakterystycznych pikéw przy 4,68 and
4,58 ppm od protonéow przy C-29 grupy izopropenylowe;j.

Hydroliza BRDOB 2% metanolowym roztworem KOH na gorgco powodowala odszcze-
pienie reszt acetylowych oraz podstawienie bromu grupag metoksylowa. Budowe zwigzku
potwierdzono za pomocsg szeregu dwuwymiarowych eksperymentéw NMR.

Jak wiadomo z piSmiennictwa, betulina pod dziataniem kwasu tatwo ulega izome-
ryzacji do allobetuliny (ALLO) [113, 116, 215]. Katalizatorem moze by¢ kwas Lewisa
jak i Brgnstedta, jednak ten pierwszy przeprowadza reakcje w krotszym czasie. Synteze
allobetuliny powtoérzono za Lavoie i wsp. [113]. Katalizatorem w tej reakcji byt tworzacy
sie in situ kompleks zelaza powstajacy prawdopodobnie w wyniku odszczepienia wody
z FeCly - 6 H,O na zelu krzemionkowym.

Zastosowanie trwatych w tych warunkach innych szesciokoordynacyjnych komplekséw
zelaza (II) 1 (III) jak heksacyjanozelazian (II) potasowy (K,[Fe(CN)];), heksacyjanozela-
zian (III) potasowy (K4[Fe(CN)ly) lub etylenodiaminatetraacetylozelazian (III) sodowy, nie
powoduje zajécia takiej konwersji®. Brak izomeryzacji betuliny byl potwierdzeniem tego, ze
obecnosé niezapelionej powtoki walencyjnej (3d4s) w kompleksie zelaza warunkuje jego
dziatanie katalityczne?.

Tozsamos¢ allobetuliny potwierdzono za pomoca spektroskopii NMR. Brak charakte-
rystycznych sygnatéw od protonéw wiazania podwdjnego grupy izopropenylowej (H-29);
oraz pojawienie sie intensywnego sygnatu przy wiazaniu eterowym (C-19) potwierdzaja
izomeryzacje. Obecno$¢ tylko jednej grupy hydroksylowej wykazana zostata i analizy widma

3Ani zadnej innej wykrywalnej metoda TLC reakcji.
4Jako kwasu Lewisa.
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NMR 'H produktu wyczerpujacej acetylacji allobetuliny (ACALLO) — widoczny jest
tylko jeden singlet protonéw acetylowych.

Allobetulina posiada odmienny typ strukturalny od betuliny, co bylo podstawa do
podjecia decyzji o zarejestrowaniu widm dwuwymiarowych w celu dokonywania poréwnan
z innymi zwiazkami.

Temperatury topnienia niektérych z uzyskanych zwiazkéw, odbiegaja (niekiedy nawet
znacznie, bo o ok. 10°C) od podawanych w pismiennictwie. Na przyktad dla lupeolu
wyznaczona wartosé t.t. wynosita 189-193 ‘C a za [114] powinna miescié¢ sie w granicach:
212-213 °C. Moze to by¢ spowodowane zastosowaniem réznych rozpuszcezalnikow przy kry-
stalizacji. Rozbieznosci mogty takze wyniknaé¢ z réznych technik pomiaru.

Masy czasteczkowe obliczono na podstawie wzorow sumarycznych, a takze wyznaczono
za pomocy spektroskopii masowej MS ESI. Nie udato sie eksperymentalnie potwierdzi¢ mas
czasteczkowych zwiazkow powyzej 751,23 u., tj. dla BC12 i BC16. Pozostate wyznaczone
masy sa zgodne z teoretycznymi w granicach 1a.j.m.

Tozsamos¢ i czystosé uzyskanych zwigzkéw zostala potwierdzona za pomocs chroma-
tografii cienkowarstwowej. Ponadto na widmach NMR nie byty widoczne — poza kilkoma
przypadkami — zadne dodatkowe sygnaly, ktore mogtyby $wiadczyé o obecnosci zanie-
czyszezen. Na widmach 12C liczba atoméw wegla z reguty byta mniejsza niz spodziewana
na podstawie wzoréw sumarycznych. Byto to spowodowane pokrywaniem si¢ sygnaléw od
niektorych atoméw wegla, co ilustruje np. tabela 2 (str. 211) — nierozréznialne sygnaly
wegli 8 i 14 allobetuliny. Jedynie w kilku przypadkach widoczne sa sygnaty od niewielkich
iloci zanieczyszezen. Na widmie 'H betuliny widoczny jest singlet przy 2,2 ppm, ktéry po-
chodzi prawdopodobnie od acetonu. Ze wzgledu na obecno$¢ tego sygnatu, przeprowadzono
analize HPLC czystoéci betuliny i stwierdzono bardzo wysoka czystoéé zwigzku®.

10.2 Lipofilnos$¢ betuliny i jej pochodnych

Lipofilnos¢ jest jednym z gltownych deskryptoréow wlasciwosci farmakodynamicznych,
farmakokinetycznych i cytotoksycznych czasteczki. Biorgc pod uwage strukture betuliny,
ktorej wzér sumaryczny przedstawia sie zapisem: Cg H;,O,, intuicyjnie mozna sie spo-
dziewac¢ praktycznie braku jej rozpuszczalno$ci w wodzie. Zatem wybor klasycznej metody
wytrzasania do oznaczenia lipofilnoéci byt nieodpowiedni w tym wypadku. Dodatkowym
kontrargumentem byta trudnosé znalezienia dobrej metody detekcyjnej pozwalajacej pre-
cyzyjnie oznaczaé stezenie betuliny (lub jej pochodnych) w obydwu fazach. Betulina ma
tylko jedno wigzanie podwdjne. Maksimum absorbcji w UV VIS lezy przy A = 210 nm, tj.
zakresie silnie przestanianym przez liczne rozpuszczalniki. Dodatkowo spodziewana $ladowa
rozpuszczalnosé w wodzie powodowataby zapewne obarczenie oznaczenia ilosci betuliny
w fazie wodnej bardzo duzym btedem, gdyz jej stezenie byloby poza zakresem oznaczalnosci
wiekszosci metod analitycznych (w tym UV-VIS).

Biorgc pod uwage te fakty zamiast bezposrednio oznacza¢ wspdtezynniki podziatu 1-
oktanol-woda, zdecydowano na wyb6r metody chromatograficznej RP-TLC (ang.: Rever-
sed Phase Thin Layer Chromatography), pozwalajacej obliczy¢ wspotezynniki lipofilnosci

SWarunki: Chromatograf cieczowy DIONEX z detektorem (PDA 100 UV-VIS), kolumna: Hypersil BDS
C-18 (5u, 250 x 4,6 mm; Thermo EC), prekolumna: Hypersil BDS C-18 (5u, 10 x 4,6 mm; Thermo
EC), predkosé przeptywu: 1 ml/min, objeto$é nastrzyku: 20 ul, detektor UV-210nm, temperatura kolumny:
20 °C, faza ruchoma: acetonitryl—woda 86 : 14, czas analizy 20 min.
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czasteczkowej Ry na podstawie uzyskanych eksperymentalnie wartosci [2¢. Sa one dobra
miarg lipofilnosci czasteczek i dobrze koreluja z wyznaczanymi teoretycznie i doswiadczalnie
wartosciami logP [94,147].

Istnieje tylko kilka doniesien literaturowych dotyczacych wyznaczania lipofilowosci sil-
nie hydrofobowych zwiazkéw ta technika. Naleza tu: oznaczenie kilku hormonéw ptciowych,
stigmasterolu, 3-sitosterolu, hydrokortyzonu i cholesterolu, z wykorzystaniem faz metanol—
woda lub acetonitryl-woda [157] i bardziej polarnych pochodnych zwiazkéw steroidowych
— kwasow zolciowych [169], a takze kilka oznaczen wspotezynnikéw podziatu pochodnych
androstenu za pomocag HP-TLC z normalna faza [146] oraz pochodnych dehydroepiandro-
stenu (RP-18 HPTLC) [147].

Wstepne doswiadczenia z uzyciem klasycznych mieszanin elucyjnych: acetonitryl—
woda, metanol—woda, powiodly si¢ tylko czeSciowo. Wartosci Ry mogly by¢ wyznaczone
tylko dla cholesterolu, betuliny i jej bardziej polarnych pochodnych, DGB i DFTB, nato-
miast pozostate zwigzki byly zupetnie nierozpuszczalne w tych uktadach i wigkszos$¢ z nich
pozostawala na linii startowej. Dlatego zdecydowano o wyborze 1,4-dioksanu jako fazy
organicznej mieszaniny elucyjnej. Jest to rozpuszczalnik aprotyczny o matym wypadkowym
momencie dipolowym (x = 0,45D) i umiarkowanie niskiej zdolnosci przytaczania wiazan
wodorowych (warto$¢ 5 = 0,37, okreslona przez Kamlet-Tafta), a zatem dobrze nadajacy
sie do zamierzonych badan [126]. Ponadto wszystkie badane zwiazki dobrze rozpuszczaja
sie w nim w kazdej proporcji, zatem dobrze nadawat si¢ do przeprowadzenia wymaganych
oznaczen.

Na podstawie wyznaczonych wartosci Ry wg réwnania 9.1 (str. 104) obliczono wspot-
czynniki Ry, ktore zestawiono w tabeli 10.1. Wspoétezynniki te koreluja ze zmiang stezenia
dioksanu w fazie ruchomej w sposéb prostoliniowy. Przyktad tej zaleznosci przedstawiono
na rys.10.2.

Przy zalozeniu dalszej prostoliniowej zaleznosci ekstrapolowano wyniki do zerowego
stezenia frakcji organicznej za pomoca rownania 9.2 (str. 104). Wyznaczone w ten sposéb
wartosci czgsteczkowych wspétezynnikow lipofilnoéei zestawiono w tabeli 10.2. Analiza
rownan regresji liniowej za pomoca testu F wykazata, ze sa one istotne statystycznie.
Wszystkie wartosci P wynikajace z wartosci F' i danej liczby stopni swobody — tutaj
11 n—2 — sa mniejsze niz 0,05.
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Tabela 10.1: Wartosci Ry, pochodnych betuliny dla fazy ruchomej 1,4-dioksan—bufor octanowy Wallpola (pH=4,8)

zwiazek: CHOL BET ALLO DHB DODHB 30MBET DOB DPB 3MOB 28MOB DFTB DBB DGB

Vi, [%] Ru
90 -0,128 -0,656 —0,380 —0,568 -0,235 -0,720 -0,343 -0,235 0,510 -0,48 —0,730 —0,222 0,750
85 0,248 —-0,404 —-0,091 -0,323 —0,016 -0,491 —0,026 0,108 —0,261 -0,259 —0,515 0,082 —0,522
80 0,586 —0,172 0,222 —0,056 0,436 -0,271 0,372 0,545 0,061 0,068 —0,265 0,602 —0,284
75 0,940 0,103 0,555 0,252 0,926 —0,031 0,764 1,005 0,414 0,419 0,064 1,123 0,052
70 1,403 0,475 0,974 0,635 1,261 0,265 1,211 1,428 0,757 0,740 0,145 1,540 0,231
65 — 0,869 — 1,055 — 0,621 — — — — 0,450 — 0,682
60 — — — — — 0,895 — — — — 0,785 — 1,097

Vs, — zawarto$¢ procentowa 1,4-dioksanu w eluencie (V/V)
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Rozdziat 10. Wyniki i dyskusja

Tabela 10.2: Wspotezynniki korelacji liniowej pomiedzy wartosciami Ry badanych
zwigzkéw a stezeniem 1,4-dioksanu w fazie ruchomej obliczone na podstawie réw. 9.2

L.p. zwiazek Raro b n T r? S F P

1 CHOL 6,616 £ 0,202 —0,075 £ 0,002 5 0,998 0,997 0,040 888 <0,0001

2 BET 4,702 £ 0,268 —0,060 £ 0,003 6 0,993 0,987 0,072 306 <0,0001

3 ALLO 5,622 + 0,228 —0,067 &= 0,003 5 0,997 0,995 0,045 557  0,0002

4 DHB 9,169 £ 0,274 —0,065 £ 0,003 6 0,994 0,988 0,074 337 <0,0001

5 DODHB 6,769 + 0,417 —0,079 £ 0,005 5 0,993 0,987 0,082 229  0,0005

6 30MBET 4,112 +£ 0,156 —0,054 0,002 7 0,996 0,993 0,065 691 <0,0001

7 BC2 6,632 £ 0,207 —0,078 £ 0,003 5 0,998 0,997 0,041 914 <0,0001

8 BC3 7,327 £ 0,188 —0,084 £ 0,002 5 0,999 0,998 0,037 1302 <0,0001

9 3MOB 5,227 + 0,188 —0,064 + 0,002 5 0,998 00996 0,037 751  0,0001
10 28MOB 5,104 £ 0,206 —0,063 £+ 0,003 5 0,997 0,995 0,040 599  0,0002
11 DFTB 3,679 + 0,174  —0,049 + 0,002 7 0,994 0,989 0,061 455 <0,0001
12 DBB 7,929 £ 0,348 —-0,091 £ 0,004 5 0,997 0,993 0,068 444  0,0002
13 DGB 4,607 £ 0,272 —-0,060 £ 0,004 7 0,991 0,983 0,095 284 <0,0001
n — liczba powtérzen; r — wspdtczynnik korelacji; r2, wspélczynnik determinacji; s — odchylenie standardowe; F — F-test

istotnosci; P — prawdopodobienistwo.

Dwie z badanych pochodnych posiadajace wolne grupy karboksylowe — DGB i DFTB
— miaty tendencje do tworzenia na chromatogramach pasm. Spowodowane to byto praw-
dopodobnie jonizacja wolnych grup karboksylowych w tych czasteczkach. W celu uzyskania
rownych plam zamiast wody zastosowano 0,2 M bufor octanowy Walpola o pH = 4,8. Aby
catkowicie cofna¢ dysocjacje przy oznaczaniu lipofilno$ci metoda wytrzasania, zalecane
jest aby pH buforu byto oddalone o 3 jednostki od pK badanego zwiazku [19]. Mimo iz
kwas ftalowy ma pKa; = 2,943 i pKa, = 5,432, a glutarowy pKa,; = 4,31 i pKay, = 5,41,
uzycie buforu octanowego o pH = 4,8 bylto wystarczajace do wyeliminowania smuzenia na
ptytkach.

Betulina (BET) ma mniejsza lipofilnosé niz cholesterol (CHOL). Wprawdzie czastecz-
ka triterpenu jest wicksza (Cy0H;,O,) niz steroidu (CyHygO), ale obecno$é dwoch grup
hydroksylowych na obu koncach, ma silny wptyw zmniejszajacy charakter hydrofobowy tej
zbudowanej z pieciu pierscieni czasteczki.

W obrebie serii pétsyntetycznych pochodnych betuliny najsilniejszy wzrost lipofilnosci
spowodowany byt przez estryfikacje grup hydroksylowych betuliny kwasem benzoesowym.
Dibenzoesan betuliny (DBB) wykazywal najwyzsza lipofilno$¢ sposréd badanych zwiaz-
kow. Mozna to czesciowo wyttumaczyé przez przestanianie grup estrowych. Polarny frag-
ment — O—C=0 — laczacy czasteczke betuliny z pierscieniem aromatycznym jest hydro-
filowy, jednak duzy podstawnik benzenowy zmniejsza przestrzen dostepna dla czasteczek
wody, ktére potencjalnie mogtyby oddzialywaé z tym fragmentem estrowym, tworzac wia-
zania wodorowe. Mozna powiedzie¢, ze pierscien benzenowy wnosi znaczng hydrofobowos¢
w sgsiedztwie grup estrowych DBB, silnie odpychajac czasteczki wody. Rozpuszczalnosé
tego zwiazku w DMSO byta lepsza niz analogicznych pochodnych dioctanu betuliny (BC2)
czy dipropionianu betuliny (BC3). Ten ostatni, pomimo, ze posiada wspdtczynnik Ry
nizszy niz DBB, praktycznie nie rozpuszczat sie¢ w DMSO.
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10.2. Lipofilno$¢ betuliny i jej pochodnych

T T T T T T
313} 70 75 &’0 /K an

Rys. 10.2: Zaleznos¢ wspotczynnikow Ry, dla zwigzkow BET, DHB i DODHB od
stezenia 1,4-dioksanu w fazie ruchomej

Tabela 10.3: Wyznaczone (Ry) i obliczone (logP — Pallas, logP — ACD) wartosci
lipofilnosci dla cholesterolu, betuliny i jej pochodnych

L.p. zwiazek Raro logP logP ClogP logP
(Pallas) (ACD/3D) (QikProp)
1 CHOL 6,616+0,202 8,11 9,8540,28 — —
2 BET 4,702+0,268 6,75 9,01£0,39 — 6,06
3 ALLO 5,622+0,228 6,36 8,92+0,47 — 6,24*
4 DHB 5,169+0,274 6,99 9,28+0,36 — —
5 DODHB 6,769+0,417 7,11 11,07+0,39 — —
6 30MBET 4,1124+0,156 6,58 7,684+0,47 — —
7 3MOB 5,227+0,188 6,77 9,914+0,40 — —
8 28MOB  5,10440,205 6,77 9,914+0,40 — —
9 DFTB 3,67940,174 8,94  12,714+048  — —
10 DBB 7,92940,348 8,74 14,844-0,41 — —
11 DGB 4,607+0,272 7,20 10,35+0,53 — —
12 BC2 6,632+0,207 6,64 10,80+0,42 — —
13 BC3 7,327+0,188 7,41 11,87+0,42 — —
14  BC4 — 7,83 12,93+0,42 — —
15 BC6 — 8,62 15,05+0,42 — —
16 BCS8 — 9,36 17,1840,42 — —
17 BC10 — 10,06  19,30+0,42 — —
18 BC12 — 10,76 21,43+042  — —
19 BC12 — 11,42  23,55+0,42 — —
20 BC16 — 12,01  25,68+042  — —
21 BRDOB — 6,85 10,75+0,43 — —
22 LUP — 7,25 10,98+0,38 — —
23 BDS** — — — 9,55 —
24  BDPH*™* — — — 7,27 —
* za [199];

sk

za [20]; BDS — disiarczan betuliny; BDPH — difosforan betuliny
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Rozdziat 10. Wyniki i dyskusja

We wspomnianych dipodstawionych pochodnych z reszta octanows (BC2) lub pro-
pionianowa (BC3), obserwowano réwniez znaczny wzrost wartosci wspélezynnikow Ryy;.
Zachowana byta tutaj znana tendencja — dluzszy tancuch weglowy — wyzsza lipofilnoscé.

Przytaczenie tancucha acylowego tylko o jeden atom wegla dluzszego niz propionian
do betuliny, powodowalo dramatyczny spadek rozpuszczalnosci pochodnej w mieszaninie
1,4-dioksan—bufor octanowy.

Dimaslan betuliny (BC4) tylko nieznacznie przemieszczal sie z linii startowej, nawet
przy najwyzszych stezeniach rozpuszczalnika organicznego mieszaniny elucyjnej. Natomiast
dikapronian betuliny (BC6) pozostawal na linii startowej. Dlatego tez dla tego zwiaz-
ku i pochodnych o dtuzszych tancuchach acylowych, tj.. BC6-BC16, nie wyznaczono
wspotezynnikow Ry obliczjac jedynie wartosci teoretyczne. Poniewaz jednak wyznaczona
wartosé¢ czasteczkowego wspotezynnika lipofilowosci (Ryy0) zwiazku BC3 wynosita 7,327
+ 0,188 a obliczone za pomocy programu Pallas® 7,41, to pochodne o dtuzszych tancu-

chach mozna z duzym prawdopodobienstwem zakwalifikowa¢ do zwiazkow superlipofilnych
(logP > 8).

Dwie z uzyskanych pochodnych DGB i DFTB, z wolnymi grupami karboksylowymi,
maja nizsza lipofilno$¢ niz betulina. Obecno$é¢ dwédch grup karboksylowych w najblizszym
sasiedztwie wigzania estrowego w DFTB, zmniejszata lipofilnoéé zwigzku prawie o 50%
w poréwnaniu do DBB. W przypadku DGB spadek nie byt tak silny, pomimo ze kwas
glutarowy miat tylko 3 hydrofobowe grupy ~CH,~ w poréwnaniu do szesciu ~CH- kwasu
o-ftalowego.

Redukcja wiazania podwojnego w tancuchu izopropenylowym betuliny i jej pochodnych,
zmniejszata mozliwo$¢ oddziatywan z czasteczkami hydrofilnymi, co prowadzito do zwiek-
szenia lipofilnosci. Efekt ten byl silniejszy dla pary zwiazkéw BET—DHB (ARj;0 = 0,467)
niz dla ich diacetylopochodnych BC2—DODHB (AR, = 0,137). Dodatkowo byl on
przeciwny do przewidywanego z obliczen log P — Pallas: odpowiednio A logP 0,24 (BET—
DHB) i 0,47 (BC2—DODHB). Natomiast dane uzyskane z programu ACDLogP byly
blizsze do danych do$wiadczalnych: A logP 0,57 (BET—DHB) i 0,27 (BC2—DODHB).

Acetylacja jednej grupy hydroksylowej betuliny miata niewielki wptyw na wzrost li-
pofilnosci. Poréwnujac monoestry betuliny 3MOB byt bardziej lipofilny niz 28MOB, co
sugeruje, ze pierwszorzedowa grupa hydroksylowa byla przestaniana przez hydrofobowy
szkielet weglowodorowy czasteczki. Zatem drugorzedowa grupa hydroksylowa (C-3) byta
bardziej dostepna dla czasteczek polarnych. Te dwie pozycje grup hydroksylowych byty
nierozroznialne dla programéw liczacych logP.

Utrata wiazania podwdjnego i przeksztatcenie pierwszorzedowej grupy hydroksylowe;j
w eterowg w allobetulinie, miaty spodziewany wplyw na wzrost lipofilnosci (AR =
0,92). Co ciekawe programy niepoprawnie przewidywaty spadek lipofilnosci, tj. o AlogP =
—0,39 (Pallas) AlogP = —0,09 (ACD), co jest nawet sprzeczne z intuicja, gdyz utrata
grupy hydroksylowej na rzecz eterowej powinna zmniejszy¢ zdolno$é tworzenia wigzan
wodorowych i co za tym idzie zwiekszy¢ lipofilnos¢. Natomiast Thibeault i wsp. za pomoca
programu QikProp (Schrodinger, USA) uzyskali dodatnia wartos¢ AlogP = 0,18 [199].

6Na podstawie wynikéw obliczen log P za pomoca programu ACD 3D, wszystkie badane zwiazki wliczajac
w to cholesterol, sa superlipofilne.
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10.3. Cytotoksycznos¢ betuliny i jej pochodnych

Wartosci wspotezynnikéw lipofilnosci uzyskane za pomoca obliczen opartych na roz-
wazaniach teoretycznych, o czym wczesniej wspomniano, z regulty odbiegaja od danych
empirycznych. Odstepstwa sg wigksze dla duzych, ztozonych struktur, co jest oczywiste, ze
wzgledu na niemoznos¢ uwzglednienia przez programy komputerowe wszystkich wewnatrz-
i zewnatrzmolekularnych oddziatywan czasteczki.

Ksztalt i stopien skomplikowania pieciocyklicznych triterpenéw typu lupanu, w tym
betuliny, jest duzy. Czasteczka betuliny ma nieptaskie pierscienie (w konformacjach krze-
stowych), co zwieksza ilosé mozliwych oddziatywan czasteczkowych. Zapewne dlatego uzy-
skane za pomocg obliczen wartosci log P r6znig sie pomiedzy programami. Wyniki te sg za-
wyzone, co sugerowaé moze, ze w czasteczce nastepuje kontrakcja’ hydrofobowosci. Innymi
stowy, potaczenie zbioru fragmentow czasteczkowych w catosé, daje mniejszg wypadkowa
hydrofobowos¢ niz suma hydrofobowosci poszczegdlnych elementow.

Wydaje si¢ przy tym mato prawdopodobne, aby programy nie uwzgledniaty hydrofilo-
wego przyczynku grup hydroksylowych. Reasumujac, uzyskane wartosci wspotczynnikow
R0, moga by¢ bardziej wiarygodnymi reprezentacjami lipofilnosci.

10.3 Cytotoksycznos$¢ betuliny i jej pochodnych

10.3.1 Oznaczenia cytotoksycznosci na komoérkach ludzkich NCI-
H292
i ARPE-19 w testach MTT i LDH

Do oznaczenia cytotoksycznosci betuliny i jej pochodnych zastosowano dwa rodzaje me-
tod: bezposredniag — polegajaca na liczeniu komorek zywych i martwych (wybarwionych),
oraz posredniag — wykorzystujacg pomiar spektrofotometryczny stezenia produktu redukeji
zwiazku chemicznego przez komorki z funkcjonalnymi mitochondriami (zywe). Pomocniczo
w tym drugim przypadku, przeprowadzono pomiar uwalniania dehydrogenazy mleczanowej
(LDH), konstytutywnego enzymu cytozolowego, obecnego we wszystkich typach komorek.
Ponadto w metodzie posredniej obserwowano obraz mikroskopowy komoérek po podaniu
badanych zwigzkow, co pozwolito na lepsze zrozumienie uzyskanych wynikéw pomiarow.

W przeprowadzonych testach betulina, i niektére z jej pochodnych, wykazywaty wysoka
cytotoksycznosé na badanych liniach komoérkowych.

Cytotoksyczno$¢ betuliny i jej pétsyntetycznych pochodnych w testach MTT i LDH na
liniach ludzkiego gruczolakoraka ptuc (NCI-H292) i komoérek nabtonka upigmentowanego
oka (ARPE-19) przedstawiono na wykresach 10.3-10.33. Dla poréwnania oznaczono cy-
totoksycznosé cholesterolu na obu liniach oraz doksorubicyny (DOX) na linii NCI-H292.
Wykresy przedstawiaja na ogot srednie wartosci z dwdch niezaleznych eksperymentéw po
4 powtoérzenia w kazdym; tj. srednie z o$miu wynikow.

Wyniki oznaczen cytotoksycznosci w tescie z btekitem trypanu na komoérkach mysich:
czerniaka (B16), miesaka (XC) i prawidtowych fibroblastow (3T3), zobrazowano na wy-
kresach 10.39-10.42 (str. 142-145), gdzie podano wartosci Srednie z trzech réwnolegtych
powtorzen.

W doswiadczeniu wstepnym zastosowano przyjete a prior: duze stezenia betuliny: w za-
kresie 10-40 ug/ml i zastosowano dwa rézne rozpuszczalniki, dimetylosulfotlenek (DMSO)

"Zwigkszenie upakowania molekularnego.
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Rozdziat 10. Wyniki i dyskusja

oraz 2-butoksyetanol. Ten pierwszy rozpuszczalnik w stezeniu 2 ul/ml (0,2%) w oznacze-
niach po 24 h jest niecytotoksyczny dla komérek NCI-H292, co obrazuje rysunek 10.4(a)
(str.120). Przy wyzszych stezeniach — az do 16 ul/ml (1,6%) — wykazuje niewielka cyto-
toksycznosé (rys. 10.4(b)).

2-Butoksyetanol jest niecytotoksyczny tylko w niskich stezeniach — ok. 0,1% (rys.
10.3.1). Pomimo istotnej cytotoksycznosci tego rozpuszcezalnika w stezeniach powyzej 0,1%
w medium, znaczaca jego zaleta jest zdolnos$¢ solubilizacji zwiazkow silnie lipofilnych. Roz-
twory wyjsciowe pochodnych betuliny sporzadzane do testow cytotoksycznosci w DMSO,
mialy stezenie w granicach 1-4mg/ml. Uzyskanie wyzszych stezen w prawie wszystkich
przypadkach — oprécz DGB i DFTB — bylto praktycznie niemozliwe. Natomiast wigk-
sz0s¢ z tych zwiazkéw bardzo dobrze rozpuszeza sie¢ w butoksyetanolu, dajac bez problemu
roztwory o stezeniach 10mg/ml. Dzieki temu mozliwe bylto osiagniecie niskiego stezenia
koncowego 2-butoksyetanolu — 0,1% — w niewielkim stopniu cytotoksycznego dla komo-
rek.

W obrazie mikroskopowym komorek poddanych dziataniu betuliny w 2-butoksyetanolu,
widoczne jest bardzo silne dziatanie tego zwiazku, juz przy najmniejszym uzytym stezeniu,
tj. bpg/ml (11,3 uM) (rys. 10.6(a), str.122). Czysty rozpuszczalnik (kontrola) ma niewielka
cytotoksycznosé (rys. 10.3.1). Na obrazie mikroskopowym komorek poddanych dziataniu
betuliny w stezeniu 20 pg/ml (45,2 uM) (rys. 10.3.1) widocznych byto wiecej komorek, niz
na zdjeciu komérek poddanych dziataniu czystego 2-butoksyetanolu w stezeniu 0,75% (rys.
10.3.1), lecz jednak wszystkie komérki poddane dzialaniu triterpenu byty martwe.

Poniewaz oznaczenie MTT jest wiarygodna, powszechnie stosowang metoda okreslenia
cytotoksycznosei dla zwiazkéw triterpenowych typu lupanu (vide tab.4.1, str. 25), nie
wydawalo sie konieczne oznaczanie catkowitego uwalniania LDH. Wprawdzie pozwolitoby
na obliczenie cytotoksycznosci w tym tescie, ale wartosci uzyskane za jego pomoca charak-
teryzowalyby sie znacznymi odchyleniami. Szczegdlnie w przypadku linii ARPE-19 oraz
w oznaczeniu z DMSO po 48h (rys. 10.3(d)) powtarzalnosé¢ oznaczeii wewnatrz serii byta
niska, co zmniejsza wiarygodnos¢ wynikéw uzyskanych w tescie LDH. Moglo to by¢ np.
spowodowane inhibicjg enzymu przez DMSO — w oznaczeniu z butoksyetanolem wartosci
byly wyzsze (rys. 10.5(d)), ale i tak nizsze niz po 24h (rys. 10.5(c)). Swiadczyé to moze
o czesciowej inaktywacji LDH.

Cytotoksycznosci znanego cytostatyku doksorubicyny (DOX) w tescie MTT i LDH by-
ty ze soba dobrze skorelowane (rys. 10.38(b)). Nizszym warto$ciom przezywalnosci w tescie
MTT odpowiadato wigksze uwalnianie LDH.

Cytotoksycznos$é betuliny w tescie MTT po 48h (rys. 10.3(b)) réznita si¢ niewiele,
ale w sposob istotny statystycznie od cytotoksycznosci obserwowanych po 1dobie (rys.
10.3(a)) z DMSO jako rozpuszczalnikiem. Natomiast w metodzie z 2-butoksyetanolem jako
rozpuszczalnikiem, przezywalno$é komorek po 48 h (rys. 10.5(b)) byta pozornie wieksza niz
po 24h (rys. 10.5(a)). W oznaczeniu MTT wyzszym wartosciom absorbancji odpowiada
wieksze stezenie barwnego formazanu powstatego w wyniku redukcji przez zywe komorki
z nieuszkodzonymi btonami lipidowymi mitochondriéw; wigksza wartos¢ — nizsza cytotok-
syczno$¢. Przypuszczaé¢ zatem mozna, ze w przypadku 48 h oznaczenia cytotoksycznosci
betuliny w 2-butoksyetanolu, dochodzi do uruchomienia jakiegos procesu, powodujacego
redukcje MTT do purpurowego formazanu. Wskutek tego cytotoksycznosci mogly by¢ zani-
zone. Prawdopodobnie mozna tu wykluczy¢ solubilizacje formazanu przez 2-butoksyetanol
i btad spowodowany przez jego usuwanie wraz z medium hodowlanym, gdyz dla wyzszych
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stezen betuliny — 20 1 40 pug/ml — i co za tym idzie ilosci tego rozpuszczalnika w medium,
otrzymane wartosci po 48 h byty wieksze niz po 24 h.

Powyzsze fakty oraz nizsza wiarygodnosé metody LDH po 48 h, zdecydowaly o prze-
prowadzaniu pozostatych oznaczen po uptywie 24 h.

Na obu badanych liniach komoérek ludzkich w zakresie stezen 1-8 uM betulina wyka-
zywata wysoka cytotoksycznosé. W tescie MTT uzyskane wartosci dla linii nowotworowe;j
(NCI-H292) wynosza ponad 50% (rys. 10.7) a dla prawidlowej (ARPE-19) ponad 60%
(rys. 10.9). Wyzsze stezenie betuliny powodowalo wzrost uwalniania LDH z komérek
linii NCI-H292 (rys. 10.7(b)); natomiast wyniki tego testu dla komérek ARPE-19 sa ma-
to wiarygodne ze wzgledu na duze rozrzuty wartosci. Obraz mikroskopowy komoérek nie
wykazywal wiekszych réznic w calym zakresie stezen 1-8 uM, gdyz wiekszos¢ komorek
przy najnizszym zastosowanym stezeniu byta juz uszkodzona. Komorki byty obkurczone
a nieliczne rozerwane.

Fundamentalne znaczenie dla dziatania cytotoksycznego betuliny ma grupa hydroksy-
lowa w pozycji 3. Pochodna betuliny z zablokowang tg grupg — 3MOB — nie wykazuje
cytotoksycznosci w calym, badanym zakresie stezen, zaré6wno na ludzkiej linii nowotwo-
rowej (NCI-H292), jak i prawidtowej (ARPE-19). W obrazie mikroskopowym obu linii
niewidoczne byly jakiekolwiek zmiany wygladu komorek (rys. 10.14 i 10.12). Réwniez test
LDH nie wykazywal w granicach bledu zwiekszonego uwalniania enzymu (rys. 10.11(b),
10.13(b)). Natomiast w tescie MTT tylko w przypadku linii nowotworowej nastepuje po-
zorny wzrost przezywalnosci z wartodciami 1-1,3, tj. 100-130% (rys. 10.11(a)). Poniewaz
MTT jest redukowany gtoéwnie w mitochondriach, takie wyniki moga Swiadczy¢ o nasileniu
procesow oksydoredukeyjnych w tych organellach. Nasilenie oddychania komérkowego lub/i
rozprzeganie fosforylacji oksydatywnej byto prawdopodobnie wywotane przez 3MOB.

Co ciekawe, podobny efekt, pozorny wzrost przezywalnosci komorek linii nowotworowej
NCI-H292 (rys. 10.15(a)) z warto$ciami w granicach 100-130% oraz 95-100% dla prawi-
dlowej (rys. 10.17(a)), obserwowano réwniez w przypadku innego monoestru betuliny —
28MOB. W granicach bledu zjawisko to jest identyczne jak dla 3MOB. Jednak przy
najwyzszym stezeniu 28MOB (8 uM) zaznacza sie jego niewielka cytotoksycznosé — 30%
+ 8% — wobec komérek linii NCI-H292 oraz znaczna — 46% + 6% — dla komérek ARPE-
19. Ze zwiekszeniem cytotoksycznosci 28MOB skorelowany byt réwniez wzrost poziomu
uwalnianego LDH. Byl on nizszy — 1,97 £+ 0,19 dla komoérek NCI-H292 (rys. 10.15(b)) —
i wyzszy 3,5 £ 0,89 dla komérek ARPE-19 (rys. 10.17(b)).

Zablokowanie obydwu grup hydroksylowych betuliny przez estryfikacje stosunkowo du-
zym objetosciowo podstawnikiem — kwasem benzoesowym — powoduje catkowite znie-
sienie cytotoksycznos$ci w badanych liniach ludzkich w zakresie 1-8 uM zwiazku DBB.
Widoczne jest to zar6wno w obrazie mikroskopowym (rys. 10.20 NCI-H292 i 10.22 ARPE-
19), jak i obydwu testach cytotoksycznosci (rys. 10.19 NCI-H292 i 10.21 ARPE-19).

Estryfikacja grup hydroksylowych kwasem octowym w BC2 byta tatwiejsza do przepro-
wadzenia, ale zwigzek ten bardzo stabo rozpuszczal sie w DMSO. Pomimo, ze lipofilnos¢
dibenzoesanu betuliny (DBB) byta o ponad jednostke wyzsza niz dioctanu betuliny (BC2)
— odpowiednio RYEP = 7,921 RP9P = 6,63 (tab. 10.3, str. 113) — to dibenzoesan betu-
liny byt lepiej rozpuszczalny, dzigki obecnosci dodatkowych wiazan podwojnych w dwdch
pierscieniach aromatycznych.

Bis(hemiftalan)betuliny (DFTB) w stezeniach 1-4 uM, podobnie jak monoestry betuli-
ny, nasila procesy mitochondrialne bardziej w komoérkach linii nowotworowej, nie wykazujac
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cytotoksycznosei (rys. 10.24, 10.19 NCI-H292 i 10.26, 10.25ARPE-19).

Cytotoksyczno$¢ bis(hemiglutaranu)betuliny (DGB) ksztaltowata sie podobnie jak
w przypadku DFTB. W zakresie stezen 1-4 uM nastepowal pozorny wzrost przezywal-
nosci komérek linii nowotworowej (rys. 10.27), natomiast przy stezeniu 8 uM zwiazek byt
cytotoksyczny dla komorek obydwu linii (61 £+ 13 NCI-H292 1 54 + 4% ARPE-19). Wyniki
testu LDH wykazuja wzrost uwalniania dehydrogenazy mleczanowej (rys. 10.27 1 10.29(b)),
potwierdzajac cytotoksycznosé zwigzku DGB przy tym stezeniu. Dodatkowo w obrazie
mikroskopowym wida¢ uszkodzenie komorek wieksze dla linii NCI-H292 (rys. 10.3.1) niz
dla ARPE-19 (rys. 10.3.1).

30-Metoksybetulina (30MBET) miala dziatanie cytotoksyczne nieznacznie silniejsze
niz betulina (BET). W calym badanym zakresie stezenn komérki linii ARPE-19 byly
bardziej wrazliwe na ten zwigzek niz komoérki NCI-H292 (przezywalnosé 41% (+ 3%)—
23% (£ 2) 1 40%(+ 4%)-35%(+ 4%)). Na podstawie obrazu mikroskopowego (rys. 10.32
i 10.34) oraz testu LDH (rys. 10.31 1 10.33), z analizy wynika, ze pochodna metoksylowa ma
znacznie silniejsze dzialanie cytotoksyczne na linie ARPE-19 niz NCI-H292. Tymczasem
betulina dziala silniej cytotoksycznie na lini¢ nowotworowa.

Cholesterol (CHOL) wykazywal pozornie cytotoksyczne dzialanie na obydwie linie
komoérkowe. Oznaczone w tescie MTT wartosci przezywalnosci plasuja si¢ w przedziatach
60-70% dla komorek linii NCI-H292, oraz 35-40% dla ARPE-19. Wyniki te nie znajduja
potwierdzenia w tescie LDH (rys. 10.37(b) i 10.35(b)), ani w obrazie mikroskopowym
komorek (rys. 10.36). Obnizenie wartosci przezywalnosci moze by¢é spowodowane wzrostem
sztywnosci (uszczelnieniem) bton lipidowych, wskutek czego MTT trudniej dostaje sie
do mitochondriéw zywych komorek. Brak mozliwosci analizy obrazu mikroskopowego lub
dodatkowego oznaczenia cytotoksycznosci, sugerowatoby znaczna cytotoksycznosé chole-
sterolu w tym zakresie stezen.

Przy najwyzszym stezeniu (8 uM) cytotoksycznosé zwiazkéw 28MOB, DFTB oraz
DGB byta podobna. Przezywalno$¢ komoérek wyznaczona testem MTT miescita sie w za-
kresie 50-70%. Sposrdd nich najsilniejsze uwalnianie LDH wywolywane byto przez 28MOB
w przypadku linii prawidtowej (3,5 £ 1) i DGB (2,7 £+ 0,7) w przypadku nowotworowe;j.
Obraz mikroskopowy komoérek réwniez potwierdzat cytotoksyczne dziatanie tych zwiazkow.
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Rys. 10.3: Cytotoksycznosé betuliny (BET) na komoérki linii NCI-H292 w tescie MTT
po 24h (a) i 48h (b) oraz w teScie LDH po 24h (c) i 48h (d); rozpuszczalnik

dimetylosulfotlenek (DMSO)
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DMSO 0,2%

(b) DMSO 1,6%

(a)

(c) betulina ug/ml (11,3 uM);
DMSO 0,2%

i
B ﬁ‘ .Sv ~ .3 :
| egﬁ & - : i; 3 - .

.fl'ﬁ"'-ma‘% == il = -2 o S
(e) betulina 20ug/ml (45,2 M); DMSO (f) betulina 40ug/ml (90,3 uM); DMSO
0,8% 1,6%

Rys. 10.4: Obraz mikroskopowy komorek linii NCI-H292 po podaniu samego DMSO
w dwéch réznych stezeniach (a) i (b) oraz réznych stezen betuliny (BET) w DMSO (c)—(f),
po 24h
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Rys. 10.5: Cytotoksycznos$é betuliny (BET) na komorki linii NCI-H292 w tescie MTT po
24h (a)i48h (b), oraz w tescie LDH po 24 h (c) i 48 h (d); rozpuszczalnik 2-butoksyetanol
(BUTOX)
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(a) betulina 5 ug/l (113 uM) 2—butosy— (b) betulina 10 /,Lg/l(22,6 ,uM)
etanol 0,09% syetanol 0,19%

45,2 uM); 2-butok-

(

(c) betulina 20 ,u/l
syetanol 0,38%

2-butoksyetanol 0, 19%

(e)

Rys. 10.6: Obraz mikroskopowy komoérek linii NCI-H292 po podaniu réznych stezen
betuliny (BET) w 2-butoksyetanolu (a—c) i samego rozpuszczalnika (d—f) po 24 h
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Rys. 10.7: Cytotoksyczno$¢ BET w tescie MTT (a) i LDH (b) wobec komoérek linii
NCI-H292

(c) 4uM (d) 8 uM

Rys. 10.8: Obraz mikroskopowy komorek linii NCI-H292 po 24 h ekspozycji na betuling
(BET)
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Rys. 10.9: Cytotoksycznoé¢ BET w tescie MTT (a) i LDH (b) na komoérki linii ARPE-19
po 24h

a) 1uM b) 2uM
c) 4uM d) 8 uM

Rys. 10.10: Obraz mikroskopowy komérek linii ARPE-19 po 24 h ekspozycji na BET
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Rys. 10.11: Cytotoksycznos¢ 3MOB w tescie MTT (a) i LDH (b) wobec komoérek linii
NCI-H292

(a) 1uM (b) 2 uM

(c) 4uM (d) 8 uM

Rys. 10.12: Obraz mikroskopowy komorek linii NCI-H292 po 24 h ekspozycji na 3SMOB
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Rys. 10.13: Cytotoksycznosé 3SMOB w tescie MTT (a) i LDH (b) na komoérki linii ARPE-19
po 24h

a) 1uM b) 2uM
c) 4uM d) 8 uM

Rys. 10.14: Obraz mikroskopowy komoérek linii ARPE-19 po 24 h ekspozycji na 3SMOB
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Rys. 10.15: Cytotoksycznos¢ 28MOB w tescie MTT (a) i LDH (b) wobec komérek linii
NCI-H292

(a) ,uM | (b) 2 uM

(c) 4uM (d) 8 uM

Rys. 10.16: Obraz mikroskopowy komorek linii NCI-H292 po 24 h ekspozycji na 28MOB
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7
140 - DMSO mmmm DMSO mmmm
28-MOB === 6 28MOB
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100 - 5
oo - 5]
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c[uM] c[uM]
(a) MTT (b) LDH

Rys. 10.17: Cytotoksycznos¢ 28MOB w tescie MTT (a) i LDH (b) na komoérki linii
ARPE-19 po 24h

(a) 1puM (b) 2uM

(c) 4uM (d) 8 uM

Rys. 10.18: Obraz mikroskopowy komérek linii ARPE-19 po 24 h ekspozycji na 28MOB
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Rys. 10.19: Cytotoksycznos¢ DBB w tescie MTT (a) i LDH (b) wobec komérek linii
NCI-H292

(b) 2uM

(c) 4uM (d) 8 uM

Rys. 10.20: Obraz mikroskopowy komorek linii NCI-H292 po 24 h ekspozycji na DBB
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Rys. 10.21: Cytotoksycznoé$¢ DBB w tescie MTT (a) i LDH (b) na komoérki linii ARPE-19
po 24h

a) 1uM b) 2uM
c) 4uM d) 8 uM

Rys. 10.22: Obraz mikroskopowy komoérek linii ARPE-19 po 24 h ekspozycji na DBB
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Rys. 10.23: Cytotoksyczno$¢ DFTB w tescie MTT (a) i LDH (b) wobec komérek linii
NCI-H292

(a) 1uM (b) 2 uM

(c) 4uM (d) 8 uM

Rys. 10.24: Obraz mikroskopowy komorek linii NCI-H292 po 24 h ekspozycji na DFTB

131



Rozdziat 10. Wyniki i dyskusja
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(a) MTT (b) LDH

Rys. 10.25: Cytotoksyczno$¢ DFTB w tescie MTT (a) i LDH (b) na komoérki linii ARPE-19
po 24h

(a) 1puM (b) 2uM

(c) 4uM (d) 8uM

Rys. 10.26: Obraz mikroskopowy komoérek linii ARPE-19 po 24 h ekspozycji na DFTB
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Rys. 10.27: Cytotoksycznos¢ DGB w tescie MTT (a) i LDH (b) wobec komérek linii
NCI-H292

(a) 1pM (b) 2 uM

(c) 4uM (d) 8 uM

Rys. 10.28: Obraz mikroskopowy komorek linii NCI-H292 po 24 h ekspozycji na DGB
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Rys. 10.29: Cytotoksyczno$¢ DGB w tescie MTT (a) i LDH (b) na komoérki linii ARPE-19
po 24h

(a) 1uM (b) 2uM

(c) 4puM | () 8p

Rys. 10.30: Obraz mikroskopowy komérek linii ARPE-19 po 24 h ekspozycji na DGB
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Rys. 10.31: Cytotoksycznos¢ 3S0MBET w tescie MTT (a) i LDH (b) wobec komérek linii
NCI-H292

(a) 1uM | | (b) 2 uM

(c) 4uM (d) 8 uM

Rys. 10.32: Obraz mikroskopowy komorek linii NCI-H292 po 24 h ekspozycji na 3S0MBET

135



Rozdziat 10. Wyniki i dyskusja

140 - DMSO === === DMSO
30MBET === ¢ | === 30MBET
120 -
100 - |
80 A |
o 4
60 _
40 - 21
20 A 1
0
1 2 4 8 1 2 4 8

c[uM] c[uM]
(a) MTT (b) LDH

LDH
w oA W

Rys. 10.33: Cytotoksycznos¢ 30MBET w tescie MTT (a) i LDH (b) na komérki linii
ARPE-19 po 24h

(a) 1uM (b) 2uM

(c) 4uM | (d) 8/,L

Rys. 10.34: Obraz mikroskopowy komérek linii ARPE-19 po 24 h ekspozycji na 3S0MBET
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Rys. 10.35: Cytotoksyczno$¢ CHOL w tescie MTT (a) i LDH (b) na komoérki linii ARPE-19
po 24h

(c) 4 uM (d) 8uM

Rys. 10.36: Obraz mikroskopowy komérek linii ARPE-19 po 24 h ekspozycji na CHOL
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Rys. 10.37: Cytotoksyczno$¢ CHOL w tescie MTT (a) i LDH (b) wobec komoérek linii
NCI-H292
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Rys. 10.38: Cytotoksycznosé DOX w tescie MTT (a) i LDH (b) na komorki linii NCI-H292
po 24h
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10.3.2 Oznaczenia cytotoksycznosci na komoérkach zwierzecych:
B16, XC i 3T3 w tescie TB

Badanie testem blekitu trypanu (TB) pozwala na bezposrednie okreslenie cytotok-
sycznosci zwiazkéw réznicujac komorki na zabarwione (martwe) i niezabarwione (zywe).
Metoda ta byta powtarzalna. Przy duzych ilosciach oznaczen dogodniejsze bytoby stoso-
wanie technik automatyzujacych analiz¢ obrazu a nie bezposrednie zliczanie komérek pod
mikroskopem.

Zaleznosé cytotoksycznosci od stezen badanych zwigzkéw przedstawiono na wykresach
10.39-10.42 (str. 142-145). Z odcinkéw prostoliniowych metoda graficzna oszacowano war-
tosci ECs, ktore podano w tabeli 10.4.

Zarowno surowy ekstrakt heksanowy jak i dichlorometanowy z kory brzozy Betula
verrucosa Ehrh, wykazuja zblizony efekt cytotoksyczny na komoérki badanych linii. Cy-
totoksycznosé tych ekstraktéw byta jednoczesnie okoto dwukrotnie nizsza niz gtéwnego ich
sktadnika — betuliny (tab. 10.4). W przeliczeniu na betuline wartosci mikromolarne ECj
rdznig sie jeszcze bardziej 1 wynosza dla komérek linii B16: 6,32+0,45 (ekstrakt heksanowy)
i 5,204+0,45 (dichlorometanowy), oraz 10,8440,45 dla komérek XC (w obu przypadkach).
Zaréwno ekstrakty, jak i wyizolowane czyste (gltéwne) sktadniki — BET i LUP — nie
wykazujg dziatania cytotoksycznego na komorki prawidtowych mysich fibroblastow 3T3.

Cytotoksycznosé samej betuliny badano w kilku niezaleznych eksperymentach. Wyniki
z doswiadczen po 24 i 48 h, wskazuja, ze bylta ona zalezna zaréwno od dawki, jak i czasu
dziatania. Ponadto efekt byt silniejszy wobec komoérek nowotworowych w pordéwnaniu
do komoérek prawidtowych, gdzie przy najwyzszym zastosowanym stezeniu — 15 ug/ml
(33,88 uM) — po 24 h przezywalnos$é komérek wynosita 95%, oraz ponad 90% po upltywie
kolejnej doby.

Cholesterol (CHOL) wykazywal selektywne dzialanie cytotoksyczne na komoérki nowo-
tworowe. Lupeol (LUP) posiadajacy tylko jedna grupe hydroksylowa w pozycji 3, a zatem
najbardziej zblizony strukturalnie do CHOL ze wszystkich badanych zwigzkow, wykazywat
podobne do niego dziatanie cytotoksyczne. Podobnie jak dla CHOL i BET byto ono
selektywne, tj. zwiazki byly praktycznie nietoksyczne dla komorek prawidtowych (3T3).
Sita dziatania LUP byta okoto 3,5x stabsza niz betuliny BET. Wartosci EC5q LUP
i CHOL nie r6znig si¢ miedzy soba w granicach bledu. Fakt ten sugeruje, ze obecnos¢
dodatkowej domeny hydrofilowej w czasteczce betuliny, wnosi znaczacy wpltyw na efekt
cytotoksyczny z jednoczesnie zachowana selektywnoscia wobec komoérek nowotworowych.

Obecnosé wigzania podwojnego nie ma wigkszego wplywu na cytotoksyczno$é betuli-
ny (BET). Zwiazki DHB, BET i ALLO wykazywaly podobna cytotoksycznosé wobec
komoérek linii B16 a BC2 wykazywal okolo 2,9-krotnie nizsza cytotoksycznos$¢ niz betu-
lina. Jednoczesnie cytotoksyczno$é¢ pochodnych diestrowych wzrastata wraz z diugoscia
tancucha weglowego grup estrowych i zwiazek BC16 wykazywal 1,9-krotnie silniejsza
cytotoksycznosé niz betulina. Zwiazek ten wykazywal najsilniejsze dziatanie ze wszystkich
badanych pochodnych.

W przypadku komérek XC, cytotoksycznosé diestrow wzrastata podobnie, ale zwigzki
o tancuchach dtuzszych niz w BCS8, wykazywaly dziatanie nieznacznie od niego stabsze.

Najwieksza cytotoksycznosé wobec komorek linii XC wykazywal zwigzek BC8. W gra-
nicach btedu byta ona podobna do ALLO i DHB a jednoczesnie silniejsza niz BET.
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Polarna pochodna DGB, wykazywata jedng z nizszych cytotoksycznosci wobec komo-
rek B16 oraz stosunkowo niska wobec XC. Cytotoksyczno$é¢ innej polarnej pochodnej —
DFTB — byta dwukrotnie wyzsza w stosunku do komorek linii B16, w poréwnaniu do
DGB.
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Tabela 10.4: Wartosci ECsg oszacowane na podstawie danych oznaczen cytotoksycznosci w tescie TB, po 24 h (o ile nie podano inaczej)

ok

1t

ECso [1M] ECs [pug/ml]
L.op. zwiazek B16 XC 3T3 B16 XC 3T3
1 CHOL 10,60+0,52 17,3340,52 — 4,10+0,20 6,70+£0,20 —
2 BET 3,84+0,45  5,4240,45 — 1,70£0,20 2,40£0,20 —
3 BET* 3,50+0,45  4,18+0,45 ECops 33,88 1,5540,20 1,85+0,20 ECps 15,00+0,20
4 BET* 2,94+0,45  3,61+0,45 ECjo 33,88+0,45 | 1,30+0,20 1,604+0,20 ECps 15,00£0,20
5 DHB 4,94+0,45  4,054+0,45 — 2,20+£0,20 1,804£0,20 —
6 ALLO 4,07+£0,45  3,39+0,45 — 1,804+0,20 1,50+0,20 —
7 LUP 10,08+0,47 14,534+0,47 — 4,30+0,20 6,20+£0,20 —
8 30MBET 12,27+0,42 §8,04%+0,42 — 9,80£0,20 3,80+0,20 —
9 3MOB 16,50+0,41 14,03£0,41 — 8,00£0,20 6,80%0,20 —
10 28MOB  17,12+041 7,84+0,41 — 8,30+0,20 3,80£0,20 —
11 DFTB 8,12+0,27  4,74£0,27 — 6,00£0,20 3,50%0,20 —
12 DBB 6,14+0,31  3,69+0,31 — 4,00+0,20  2,40+0,20 —
13 DGB 14,01+0,30  8,9440,30 — 9,40+0,20 6,00+£0,20 —
14 BRDOB  3,14+0,33 6,44+0,33 ECy45 24,76£0,32 | 1,90£0,20 3,90+0,20 ECy5 15,0040,20
15 BC2 11,014+0,38  5,69+0,38 — 5,80£0,20  3,00+£0,20 —
16 BC3 8,29£0,36  6,85£0,36 — 4,60+0,20 3,80+£0,20 —
17 BCé6 5,79+0,31  4,07+0,31 ECjg 23,47£0,30 | 3,70+0,20 2,60+0,20 EC; 15,00£0,20
18 BCS8 4,75+0,29  3,4540,29 — 3,30+0,20 2,40+0,20 —
19 BC10 2,93+0,27  5,99+0,27 ECi5 19,97+0,27 | 2,20+£0,20 4,50+0,20 EC;5 15,00£0,20
20 BC12 2,72£0,25  3,96+0,25 ECy5 18,57£0,25 | 2,20+£0,20 3,20+£0,20 ECy5 15,00£0,20
21 BC16 2,07+0,22  4,3540,22 1,96+0,22 1,90£0,20 4,0+0,20 1,80£0,20
22 BC16** 1,52+0,22 2,72+0,22 1,52+0,22 1,40+0,20 2,50£0,20 1,4040,20
23 K1FCH/' — — — 2,80+0,20 4,804+0,20 ECp; <15,00+0,20
24 K1FHex! - - - 2.3040,20 4,80+0,20 ECys <15,00+0,20
25 KOLH 3,76+0,08  6,26+0,13 52,58+0,25 1,504+0,03  2,50£0,05 21,00+1,00

oznaczenie dla niskiego zakresu stezen betuliny (0,5-2 uM),

oznaczenie po 48 h,

ekstrakt heksanowy z kory brzozy Betula verrucosa Ehrh,

ekstrakt CH,Cl, z kory brzozy Betula verrucosa Ehrh,

kolchicyna w DMSO
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Rys. 10.39: Cytotoksycznosé w tescie z blekitem trypanu po 24 h: betulina (a), 30-metok-
sybetulina (b), lupeol (c), dihydrobetulina (d), allobetulina (e), cholesterol (f)
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Rys. 10.40: Cytotoksycznosé w tescie TB po 24h — 28-octan betuliny (28MOB) (a), 3-
octan betuliny (3MOB) (b), dioctan betuliny (BC2) (c), dibenzoesan betuliny (DBB)
(d), bis(hemiftalan)betuliny (DFTB) (e), bis(hemiglutaran)betuliny (DGB) (f)
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Rys. 10.41: Cytotoksycznos¢ w tescie TB po 24h: dipropionian betuliny (BC3) (a),
dikapronian betuliny (BC6) (b), dikaprylan betuliny (BC8) (c), dikaprynian betuliny
(BC10) (d), dilaurynian betuliny (BC12) (e), dipalmitynian betuliny (BC16) (f)
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Rys. 10.42: Cytotoksycznos¢é w tescie TB: 30-bromo-dioctanu betuliny (BRDOB) (a),
betuliny (BET) (b), ekstraktu chloroformowego (¢) i heksanowego (d) z kory brzozowej —
po 24 h oraz betuliny (BET) (e), i dipalmitynianu betuliny (BC16) (f) — po 48h
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10.4 Zaleznosé cytotoksycznosci betuliny i jej pochod-
nych od lipofilnosci

Zaleznos¢ cytotoksycznosci zwiazkow wyznaczona metodag TB, od ich wyznaczonej
(Rp0) 1 obliczonej (logP) lipofilnosci przedstawiono na wykresach 10.43-10.46.

Na podstawie tych wykreséw mozna zaobserwowaé¢ pewne uogodlnienia dotyczace zalez-
nosci cytotoksycznosci pochodnych betuliny od ich budowy i lipofilno$ci.

Poniewaz, jak wczedniej wspomniano, teoretycznie wyznaczone wspotczynniki lipofil-
nosci (logP) nie zawsze sa zgodne z doswiadczeniem, dyskusja bedzie oparta w gtéwnej
mierze na wyznaczonych eksperymentalnie wartosciach Ry.

I[stnieje wyrazna zalezno$¢ cytotoksycznosci diestrow betuliny od obliczonych wartosci
logP — Pallas dla komoérek linii B16. Ze wzrostem lipofilnoéci spadajg wartosci ECsy
a zatem rosnie cytotoksycznos$¢ zwigzkoéw. Przebieg tej zaleznosci ma ksztaltt hiperboli
i przypomina przebieg funkcji wyktadniczej: y = 107". W celu potwierdzenia tej hipotezy
narysowano zaleznos¢ w skali logarytmicznej (rys. 10.47, str. 151).

Za pomoca metody najmniejszych kwadratéw® okreslono wspétezynniki w réwnaniu:

log(EC5) = alogP Pallas + b, (10.1)
gdzie: a = —0,14 (& 0,01) i b= 1,96 (& 0,09)°, oraz macierz korelacji:

a b
a 1,000
b —0,983 1,000

swiadczaca o dobrym dopasowaniu.

Przy zatozeniu parabolicznego przebiegu zaleznosci ECs5q od obliczonych wartosci log P—
Pallas dla komoérek linii B16, do$¢ dobrym modelem bytaby funkcja y = ax? + bx + ¢ (rys.
10.48, str. 151).

Za pomoca regresji nieliniowej!? obliczono wspétezynniki réwnania:
Yy = a(EC'50)2 + b(EC5()) + C, (102)
gdzie: a = 0,29 (£ 0,05), b = —6,96 (& 0,84) i ¢ = 44,51 (£ 3,79), macierz korelacji:

a b c
a 1,000
b —0,996 1,000
c 0,983 —0,995 1,000

Na podstawie powyzszych modeli mozna stwierdzi¢, ze cytotoksycznosé diestrow betuli-
ny byta proporcjonalna do dtugosci tancucha weglowego w zakresie dioctan—dipalmitynian.

87a pomoca programu Gnuplot po 5 iteracjach.

9W nawiasach podano odchylenia standardowe dla 5 stopni swobody.
107a pomoca programu Gnuplot po 7 iteracjach.

HW nawiasach podano odchylenia standardowe dla 4 stopni swobody.

146



10.4. Zalezno$¢ cytotoksycznosci betuliny i jej pochodnych od lipofilnosci

B16
18 - 28MOB
3MOB
16 -
DGB
14 -
30MBET
= 12 A BC2
%_ CHOL
e
K10
8 DFTB BC3
8 -
DBB
6 DHB
BET ALLO
4 -
2 T T T T T
4 5 6 7 8
Rmo
(a)
18 - CHOL Xc
16 -
3MOB
14 -
=
08 10 4 DGB
L 30MBET 28MOB
81 BC3
6 - BET BC2
DFTB
DHB
4 ALLO DBB
2 T T T T T
4 5 6 7 8
Rmo
(b)

Rys. 10.43: Zalezno$¢ ECsy od wyznaczonych eksperymentalnie wspotczynnikéw lipofilnosci
czasteczkowej R0 dla komorek linii B16 (a) i XC (b). Oznaczenie cytotoksycznosci metoda
TB, po 24h
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Rys. 10.44: Zaleznosé ECyg od obliczonych wartosci logP — ACD (a) i logP — Pallas (b)
dla komoérek linii B16. Oznaczenie cytotoksycznosci po 24 h metoda TB
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Rys. 10.45: Zalezno$¢ ECsq od obliczonych wartosci logP — AC'D (a) i logP — Pallas (b)
dla komoérek linii XC. Oznaczenie cytotoksycznosci po 24 h metoda TB
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Rys. 10.46: Zaleznos¢ ECs diestrowych pochodnych betuliny dla linii komoérkowych B16

i XC, od obliczonych wspoétczynnikéow lipofilnosci logP — ACD (a), i logP — Pallas (b).
Oznaczenie cytotoksycznosci po 24 h metoda TB
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Rys. 10.47: Zalezno$¢ logarytmu dziesietnego ECsq diestréw betuliny wobec komérek linii
B16 od logP — Pallas
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Rys. 10.48: Zaleznos¢ paraboliczna toksycznosci diestréw betuliny wobec komorek linii B16
od logP — Pallas; gdzie f(x)= a(ECsp)?+b(ECs)+c
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10.5 Rozwazania koncowe

Jednym z najciekawszych pytan jakie mozna postawi¢ w trakcie dyskutowania powyz-
szych wynikéw brzmi:

» JAKI JEST MECHANIZM DZIALANIA CYTOTOKSYCZEGO BETULINY I POKREW-
NYCH JEJ TRITERPENOW” ?

Cecha charakterystyczng komorek nowotworowych jest ich intensywna proliferacja. Prze-
miany energetyczne w nich sg zatem nasilone a centrami tych przemian sa mitochondria,
i od ich prawidtowego dzialania zalezy los komorki. W szeroko prowadzonych w wielu
osrodkach badaniach nad mechanizmem dziatania kwasu betulinowego — oksypochodne;j
betuliny — ustalono, ze triterpen ten ma selektywne dziatanie cytotoksyczne dla komoérek
nowotworowych. Juz przy niskich stezeniach, w zakresie 2-10 M, powoduje uruchomienie
programu samobojczej $mierci komorek — apoptozy. Organellg docelows dziatania tego
zwiagzku naturalnego (i by¢ moze réwniez innych spokrewnionych z nim triterpenéw) jest
wtadnie mitochondrium [57,58,216].

Betulina i kwas betulinowy wykazuja znaczne podobienstwo strukturalne, rézniac sie
jedynie podstawnikiem przy weglu C-17 (rys.10.49). Poniewaz szkielety czasteczkowe tych
zwigzkéw sg bardzo duze, mozna nawet powiedzieé¢, ze stopien ich niepodobienstwa jest
znikomy i przyja¢ hipoteze, ze mechanizm dziatania kwasu betulinowego i betuliny moze
by¢ zblizony jesli nie identyczny!'?.

Betulina Kwas betulinowy

Rys. 10.49: Poréwnanie betuliny i kwasu betulinowego

Obecnos¢ cholesterolu jest witalnie istotna dla kazdej zywej komorki. Jego interakcje
z uktadami lipidowymi sa badane od wielu lat. Wiadomo na ich podstawie, ze oddziatywa-
nia pomiedzy lipidami w ptynnych btonach sa wrazliwe na stezenie tego steroidu. Poziom
cholesterolu wptywa réwniez na absorbcje lekéw przez komorki [14].

Jedna z najwazniejszych funkcji strukturalnych cholesterolu jest modulowanie ptynnosci
bton lipidowych. Ich ptynnoéé jest gtownie funkcja sktadu chemicznego komponujacych
ja fosfolipidéw i wtasnie stezenia cholesterolu [35]. Parametry te, tj. sktad chemiczny
i plynno$¢ zmieniaja sie na przyktad w zaleznos$ci od zewnetrznych warunkow fizycz-
nych komérki'3. Szkielet potaczonych ze sobg pierécieni weglowodorowych cholesterolu jest

2Grupa hydroksymetylowa betuliny moze byé utleniona przez cytochrom do aldehydowej i nastepnie
kwasowej.

13Zjawisko to okreéla sie terminem homeowiskozy adaptacyjnej; komérki hodowane w nizszych
temperaturach maja odmienny sklad chemiczny blon, wliczajac w to rdznice stezen cholesterolu, od
komérek hodowanych w wyzszych temperaturach [35].
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sztywny. Wkomponowujac sie pomiedzy elastyczne fosfolipidy btony, modyfikuje wzajemne
ich oddzialywania, modulujac w ten sposéb dynamike dwuwarstwy.
Juz samo pordéwnanie konformacji cholesterolu i betuliny pozwala na wskazanie istot-
nych podobienstw tych molekut (rys. 10.50).
) OH

HO HO

17A ok 13.2 A

CHOL BET

Rys. 10.50: Poréwnanie konformacji cholesterolu (CHOL) i betuliny (BET), dlugos$¢
czasteczek wyrazona w Angstremach (geometria i rozmiary za [84,163))

Wyznaczone wspotezynniki lipofilnosci czgsteczkowych dodatkowo potwierdzajg ich
analogie, przynajmniej na poziomie jednowymiarowych reprezentacji powinowactwa do
lipidéw, jakimi sa wspotezynniki Ry, proporcjonalne wg rownania 7.7 (str. 77) do logP.

Szlak biosyntetyczny betuliny i cholesterolu jest identyczny az do utworzenia 2,3-epok-
syskwalenu. Réwniez produkty posrednie cyklizacji 2,3-epoksyskwalenu, réznia sie jedynie
konfiguracja w kilku miejscach [148,174,209]. Ponadto istnieja hipotezy, sugerujace ewolu-
cyjne wylonienie si¢ steroidéw z triterpenéw [143].

Powyzsze fakty nasuwajg przypuszczenie, ze betulina w uktadach lipidowych, moze
zachowywad sie w sposdb podobny do cholesterolu lub innych steroidéw.

Pojawiajace sie¢ w piSmiennictwie doniesienia potwierdzaja mozliwos¢ oddziatywan tri-
terpen—Ilipidy. Monohydroksy triterpeny pentacykliczne wptywaja na dynamike i wtasci-
wosci strukturalne sztucznej dwuwarstwy lipidowej dipalmitoilofosfatydylocholiny (DPPC-
B), a niektére z triterpenéw, jak np. a-amyryna ulegaja wbudowywaniu w dwuwarstwe
w tak samo wysokich stezeniach jak cholesterol, i wykazujg wplyw na przejscia fazowe tej
dwuwarstwy [163].

Podatno$¢ zwigzkow steroidopodobnych do wbhudowywania sie w sztuczne btony lipido-
we wielowarstwowych liposoméw (ang.: multilamellar liposomes) dipalmitoilofosfatydylo-
choliny uzalezniona jest silnie od ich budowy. Cholesterol i a-amyryna mogg stanowi¢ az do
50 mol% liposoméw, natomiast lupeol najwyzej 12 mol% a tarakserol tylko 5 mol% [163].

Kwasy ttuszczowe, jak np. kwas stearynowy (KS), wplywaja na uporzadkowanie cza-
steczek kwasu oleanolowego (KO). Badania monowarstwy zbudowanej z tych sktadnikéw
wykazaty, ze KS powoduje tworzenie mikrodomen — obszaréw o zwigkszonej ilosci — KO.
Uporzadkowanie tritepenu jest w nich wysokie. Gtéwne osie czagsteczek KO zorientowane
sa rownolegle, zaré6wno wzgledem siebie, jak i do tancuchéw KS. Kwas oleanolowy bez
dodatku kwasu ttuszczowego tworzy nieuporzadkowane skupiska, co dodatkowo podkresla
ich tendencje do wzajemnego oddziatywania [198].

Zatem hipoteza istnienia wzajemnych oddziatywan triterpen—komorkowe lipidy btono-
we, majacych charakter porzadkujacy lub destabilizujacy utozenie lipidowych sktadnikéw
btony, nie wydaje sie bezzasadna.

153



Rozdziat 10. Wyniki i dyskusja

Blony stanowia nie tylko bariere oddzielajaca komorke od srodowiska ale i locum dla
biatek. Dlatego innymi mozliwymi punktami wrazliwymi na dziatanie betuliny moga by¢
biatka. Oddzialywanie triterpenu moze by¢ na nie bezposrednie lub posrednie. Oddziaty-
wanie bezposrednie mogltoby by¢ zwiazane z taczeniem si¢ betuliny z biatkiem, co mogtoby
prowadzi¢ do aktywacji lub inhibicji jego aktywnosci. Dziatanie posrednie z kolei, naste-
powaé mogloby w wyniku modyfikowania ptynnosci btony, co pociggatoby za sobg zmiane
zachowania i funkcjonowania biatek w niej zanurzonych; znana jest wrazliwosé¢ wielu biatek
blonowych na fizyczne zmiany dwuwarstwy [141].

Jesli poziom cholesterolu w cytoplazmie staje sie zbyt wysoki, to jest on transportowany
do siateczki wewnatrzplazmatycznej (reticulum endoplazmatycznego), gdzie jest magazy-
nowany w postaci estrow z dtugotancuchowymi kwasami ttuszczowymi.

Estryfikacja jest przeprowadzana przez acylo-koenzymo A acylo-transferaze cholestero-
lu (ACAT). Cholesterol jest transportowany do reticulum tylko, gdy jego poziom w postaci
niezwigzanej osiagnie w komoérce pewna krytyczna wartos¢. Prog czulosci jest z kolei
regulowany przez zawarto$¢ sfingomieliny w komoérkach [141].

Istnieje zatem kilka mozliwosci oddziatywania tutaj betuliny:

— jako ,pseudocholesterolu”, ktérego stezenie jest ,zliczane” razem ze stezeniem stero-
idu, przez co wywotany jest sygnal przekroczenia poziomu krytycznego cholesterolu,
uruchamiajacy jego magazynowanie w reticulum,

— inhibitora ACAT, blokujacego ten enzym, co finalnie doprowadza do nadmiernego
nagromadzenia cholesterolu w komorce i jej $mierci,

— substancji, ktéora wptywajac bezposrednio lub posrednio na sfingomieline, zaburza
cala sie¢ kontrolowanych przez nia subtelnych regulacji stezenia cholesterolu w ko-
morce.

Cholesterol kontroluje réwniez wiele innych komponentéw btonowych, wptywajac m.in.
na homeostaze fosfolipidéow cholinowych. Wzrost jego stezenia ponad pewne progowe war-
todci* staje sie cytotoksyczny dla komoérki. Dlatego tez podanie cholesterolu komérkom
wywotuje odpowiedZ adaptatywna, polegajaca na zwiekszeniu aktywnosci cytydylotransfe-
razy cholinowej (CTP). Wzrost aktywnosci tego enzymu prowadzi z kolei do podniesienia
stezenia fosfatydylocholiny w dwuwarstwie. Pomiar aktywnosci tego enzymu (lub poziomu
fosfatydylocholiny) po podaniu betuliny w poréwnaniu do kontroli, by¢ moze przyczynitby
sie do wyjasnienia aktywnosci tego triterpenu. Wspdlnym farmakoforem aktywnosci cy-

totoksycznej betuliny i cholesterolu moze by¢ fragment hydrofobowy pomiedzy atomami
C3-C17, zaznaczony pogrubiong linig na rys. 10.51.

Dodatkowo przemawiajg za tym dane z publikacji dotyczacych biotransformacji be-
tuliny. Przeksztalcenia betuliny i pokrewnych zwiazkéw przez mikroorganizmy prowadza
do zmniejszenia lipofilnoéci. Do szkieletu czasteczki wprowadzane sg funkcje tlenowe lub
podlega ona glikozylacji [21,22,103,108] Maja one prawdopodobnie na celu zmniejszenie
cytotoksycznosci. Zatem modyfikacje obnizajace charakter hydrofobowy zwiazku powoduja
zmniejszenie ich cytotoksycznosci i utatwiajg usuniecie z organizmu. Modyfikacje dotycza
gtownie pozycji: C-3, C-7, C-16 oraz niekiedy C-23.

MWartodci te sa odmienne dla réznych typéw komorek.
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10.5. Rozwazania koncowe

Rys. 10.51: Betulina z zaznaczonym domniemanym fragmentem farmakoforowym

Dlatego wydaje sie ze obecno$¢ hydrofobowej domeny rozciggajacej sie pomiedzy C3-
C-17 warunkuje toksyczne dziatanie zwigzku lub zdolnosé jego przylaczania sie do recepto-
ra(6w). Pierscien A, czesto ulega otwarciu, co sugeruje jego istotna role. Grupa izoprope-
nylowa moze podlega¢ enzymatycznej (stereoselektywnej) hydroksylacji, natomiast grupa
hydroksymetylenowa przeksztatceniu do hydroksylowej. Wigkszo$¢ z tych przeksztatcen
znajduje sie na domniemanej linii farmakoforowej.

Za rolg grupy hydroksylowej jako no$nika wtasciwosci cytotoksycznych dodatkowo prze-
mawia fakt, ze w komoérce cholesterol przechowywany jest w reticulum w postaci potaczen
z kwasem stearynowym lub palmitynowym (3-estry). Bylby to wiec sposéb na blokowanie
tej grupy.

Wraz ze wzrostem lipofilnosci diestrow betuliny ros$nie ich cytotoksycznosé. Jednocze-
Snie zmniejsza sie selektywnos$é¢ tego dziatania i zwigzki stajg sie coraz bardziej cytotok-
syczne dla komorek prawidtowych. Moze to wynikaé z rosnacych wtasciwosci lipotropowych
lub/i ich silnego wptywu destabilizujacego btone lipidowa komérki. Ten ostatni efekt moze
by¢ zwiazany z wahadtowymi asymetrycznymi ruchami dtugich tancuchéw acetylowych
w stosunku do sztywnej struktury szkieletu triterpenowego betuliny. W ten sposob zanurzo-
na w dwuwarstwie czasteczka np. (BC-16) rozpychataby swoimi grupami palmitoilowymi
sagsiadujace z nig tancuch hydrofobowe fosfatydylocholiny. Powodowaltoby to miejscowe
rozerwanie ciagtosci btony komoérkowe;j.

Jeszcze inna prawdopodobng hipoteza dzialania betuliny jest dziatanie mitochondrio-
tropowe. Czasteczka betuliny i wiele z jej pochodnych spetnia warunki klasycznego zwiazku
o zdolnoéci do selektywnego oddziatywania z btonami mitochondrialnymi. Jak wiadomo
z pisSmiennictwa blony lipidowe zbudowane gltéownie z kardiolipiny, maja bardzo niski po-
ziom cholesterolu!®.

Gradient cholesterolu w réznych blonach lipidowych jest utrzymywany za pomoca
wyspecjalizowanych, stosunkowo malto jeszcze znanych biatek jak np. SCP-2 (sterol carrier
protein) czy kaweoliny [155,172]. Jest to kolejny potencjalny punkt uchwytu dziatania
betuliny i innych triterpenéw. Moga one by¢ inhibitorami kompetycyjnymi tych biatek —
blokujac je znowu zaburzalyby metabolizm cholesterolu.

Zgodnie z teoria aktywacyjno—agregacyjng Changeaux receptory zanurzone w blo-
nie znajdujg sie w stanie rownowagi pomiedzy forma aktywng i nieaktywna. Zaburzenia
dwuwarstwy moga by¢ przenoszone na enzym wplywajac na przesuniecie tej réwnowagi
regulujac ja dodatnio lub ujemnie [178].

15Tch dziatanie moze byé¢ zatem zaburzane przez nadmiar cholesterolu i stad prawdopodobnie wynika
cytotoksycznosé tego zwigzku dla komérki po przekroczeniiu pewnych wartosci progowych.
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Rozdziat 10. Wyniki i dyskusja

Przedstawione sg tu tylko nieliczne z wielu potencjalnych mozliwosci oddziatywania
betuliny ze sktadnikami dwuwarstwy lipidowej lub z czynnikami ja modyfikujgcymi. Innymi
mozliwosciami sg np.: modulacja przejs¢ fazowych dwuwarstwy, oddziatywanie z tratwami
lub kaweolami, wpltyw na metabolizm ceramidow, itp. Rozwazania te wykraczaja jednak
poza ramy niniejszej pracy.
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Rozdziat 11

Podsumowanie 1 wnioski

7 kory brzozy Betula verrucosa Ehrh wyizolowano frakcje triterpenows, z ktorej wydzie-
lono betuling. Gtéwnym sktadnikiem ekstraktu z kory brzozy, towarzyszacym krystalicznej
betulinie byt lupeol. Triterpen ten oddzielono od betuliny w postaci 3-octanu, za pomoca
chromatografii kolumnowej. Tozsamos¢ lupeolu potwierdzono na podstawie danych fizyko-
chemicznych i spektroskopowych, ktore byly zgodne z pismiennictwem.

W badaniach wtasnych ustalono, ze optymalny czas ekstrakcji suchej kory brzozowej
w aparacie Soxhleta za pomoca chlorku metylenu (CH,Cl,) wynosit 2 x 10 h.

Wstepna ekstrakcja kory za pomocg heksanu pozwalata na usuniecie w znacznej czesci
lupeolu oraz na catkowite usuniecie innych substancji apolarnych, co wykazano za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej (TLC).

W wyniku wielokrotnej krystalizacji z réznych rozpuszczalnikéw i ich mieszanin, uzy-
skano betuline o bardzo wysokim stopniu czystosci, ktora byta substratem do dalszych
syntez.

Czystos$é i tozsamosé zsyntetyzowanych pochodnych betuliny sprawdzono za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej (TLC) oraz metod spektroskopowych: magnetycznego
rezonansu jadrowego (NMR), spektrometrii mas (MS ESI) i podczerwieni (IR).

Dzigki zastosowaniu uktadu rozwijajacego 1,4-dioksan—bufor octanowy mozliwe byto
wyznaczenie wspotezynnikow lipofilnosci czasteczkowej Ryyo dla duzej czesci zsyntetyzo-
wanych pochodnych betuliny.

Ze wzgledow metodycznych, zwigzanych z brakiem rozpuszczalnosci, nie mozna byto
wyznaczy¢ eksperymentalnie wartosci Ry dla diestrow betuliny o tancuchach dtuzszych
niz 3 atomy wegla. Dlatego zostaly one obliczone.

Na podstawie zleconych badan, wyznaczono cytotoksycznos$é tych zwigzkow na komor-
kach ludzkich gruczolakoraka ptuc (NCI-H292) i prawidlowych komoérek nabtonka upig-
mentowanego (ARPE-19) oraz na komoérkach mysich czerniaka (B16), migsaka (XC) i fi-
broblastéw (3T3).

Za pomocy testow MTT i LDH, na liniach komorek ludzkich zbadano cytotoksycznosé
nastepujacych zwiazkow BET, DFTB, DGB, DBB, 3MOB i 28MOB. Jako substancje
referencyjne zastosowano doksorubicyne (DOX) i cholesterol (CHOL).

Za pomoca testu TB, oceniono cytotoksyczno$é wszystkich uzyskanych zwiazkéw na
liniach komoérek mysich. Jako substancje referencyjne zastosowano cholesterol (CHOL)
i kolchicyne (KOL).

Wymniki uzyskane w tescie MTT dla zwigzkow: 3MOB, 28MOB, DFTB i DGB na
liniach ARPE-19 i NCI-H292 pozwalaja przypuszczaé, ze powodowaly one rozprzeganie



Rozdzial 11. Podsumowanie i wnioski

oksydatywnej fosforylacji w mitochondriach. Powyzszy fakt oraz podobienstwo budowy
betuliny i kwasu betulinowego, pozwalaja przypuszczac, ze mechanizm dziatania cytotok-
sycznego betuliny (i jej pétsyntetycznych pochodnych) byl najprawdopodobniej analogicz-
ny do dzialania kwasu betulinowego i zwigzany z zaburzeniami funkcji mitochondriéw.

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen, wyciggnieto szereg wnioskow przedsta-
wionych ponizej.

Wykorzystujac metodyke opisang w pismiennictwie, zsyntetyzowano 18 pochodnych
betuliny. Niektore z przepiséw syntez zmodyfikowano. Sposrod otrzymanych zwiazkow 8
jest nowych, dotychczas nie opisanych w dostepnym pismiennictwie.

Zaréwno ekstrakt heksanowy (K1FHex) jak i dichlorometanowy (K1FCH) z kory
brzozy Betula verrucosa Ehrh. w tescie TB wykazywaty podobne, selektywne dziatanie cy-
totoksyczne na komorki linii nowotworéw mysich czerniaka (B16) i migsaka (XC). Dziatanie
to byto okoto 50% nizsze niz gltéwnego skladnika tych ekstraktéw, tj. betuliny (BET).

Wiekszos¢ z badanych pochodnych, wykazywata silne dziatanie cytotoksyczne na ko-
moérki linii gruczolakoraka ptuc (NCI-H292) i prawidtowych komérek nabtonka upigmento-
wanego (ARPE-19) oraz na komoérkach mysich czerniaka (B16), migsaka (XC) i fibroblastéw
(3T3). Dziatanie to byto poréwnywalne z sita dziatania znanych srodkéw cytotostatycznych,
tj. doksorubicyny (DOX) i kolchicyny (KOL).

Wéréd uzyskanych pochodnych, znaleziono kilka korelacji struktura aktywnosé (SAR).

Najwieksza cytotoksycznosé wobec komorek linii NCI-H292 i ARPE-19 w testach MTT
i LDH wykazywaty betulina (BET) i 30-metoksybetulina (30MBET).

Zablokowanie grup hydroksylowych betuliny resztami kwasu benzoesowego (przy C-3
i C-28) catkowicie znosilo jej cytotoksycznosé. Dibenzoesan betuliny (DBB) w zakresie
stezen 1-8 muM, nie wykazywal cytotoksycznosci wobec komérek linii NCI-H292 i ARPE-
19.

Wobec komorek linii B16, XC i 3T3, najwyzsza cytotoksycznos¢ w tescie TB wykazywa-
ly: betulina (BET), dihydrobetulina (DHB), allobetulina (ALLO) oraz dtugotaricuchowe
diestry betuliny: dikaprynian betuliny (BC10), dilaurynian betuliny (BC12) i dipalmity-
nian betuliny (BC16).

W tescie TB, betulina (BET), lupeol (LUP) i cholesterol (CHOL), wykazywaty
selektywne dziatanie cytotoksyczne na komoérki nowotworowe. Natomiast nie wykazywalty
dziatania na komorki prawidtowe.

Zablokowanie grupy hydroksylowej przy C-3 (3MOB) lub przy C-28 (28MOB) cza-
steczki betuliny w drodze estryfikacji, zmniejszato cytotoksycznos$é okoto 3x w poréwnaniu
do wolnej betuliny oznaczong w tescie TB na komorki linii B16 i XC.

Dwa sposréd diestrow betuliny: dioctan (BC2) i dipropionian (BC3), w tescie TB
wykazywaly nizsza cytotoksycznosé na komorki linii B16 i XC niz betulina (BET).

Srednio- i dtugotaficuchowe diestry betuliny wykazywaly wieksza lub réwng betulinie
cytotoksyczno$é na komorki XC w tescie TB. Jednoczesnie wobec komoérek linii B16 cy-
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totoksycznosé pochodnych (BC10), (BC12) i (BC16) byta wieksza niz cytotoksycznosé
betuliny (BET).

Cholesterol (CHOL) wykazywal niewielkie w poréwnaniu do betuliny dziatanie cyto-
toksyczne na komérkach linii nowotworowych: XC i B16 oraz bardzo stabg cytotoksycznosé
na komorki linii prawidtowej 37T3.

Za pomocg chromatografii cienkowarstwowej o odwroconych fazach wyznaczono wspot-
czynniki lipofilnosci czasteczkowej (Ry0) dla zwiazkow: BET, CHOL, 3MOB, 28M OB,
BC3, ALLO, DFTB, DGB, DBB, 30MBET. Dla zwigzkow tych oraz pozostatych
pochodnych betuliny obliczono réwniez teoretyczne wartosci logP za pomoca programéw
Pallas i ACD 3D.

Wyznaczone czasteczkowe wspotezynniki lipofilnosci (Ryz0) pochodnych betuliny:
ALLO, 3MOB, 28MOB, DHB, 30MBET, DGB, BC2 i BC3, klasyfikuja te zwiazki
w grupie substancji wysoce lipofilnych (logP > 4).

Ekstrapolujac wartos$ci wyznaczonych wspétczynnikow Ry;0 na bazie obliczonych teo-
retycznie log P, mozna powiedzie¢, ze diestry betuliny o tancuchach dtuzszych niz szescio-
weglowe (BC6) bytly superlipofilne (logP >8).

Na podstawie wyznaczonych wysokich i bardzo wysokich wspotczynnikéw lipofilnosci
oraz obliczonych, rownie wysokich wartosci log P, mozna wnioskowad, ze betulina i jej po-
chodne mogly wykazywaé bardzo wysokie powinowactwo do lipidowych bton komérkowych,
gdzie prawdopodobnie mogly ulegaé solubilizacji i dyfuzji biernej.

Cytotoksycznosé pochodnych betuliny wyznaczona za pomoca testu TB zalezata od
lipofilnosci badanych zwigzkow.

Wyznaczona w tescie TB cytotoksycznosé diestrow betuliny zwigkszata si¢ proporcjo-
nalnie do wzrostu lipofilnosci. Zaleznos¢ ta miata ksztatt hiperboli o przebiegu podobnym
do funkcji eksponencjalnej y = 1077, lub kwadratowej y = ax? + bz + c.

Oznaczona w teécie TB cytotoksycznosé diestrow betuliny wzrastata wraz z dlugosciag
tancucha weglowego grup acylowych. Réwnoczesnie zmniejszata sie ich selektywnos¢ i im
dtuzsze byty tancuchy acylowe, tym zwigzki mialy silniejsze dziatanie cytotoksyczne wobec
komérek prawidlowych. Ze wzgledu na bardzo wysoka lipofilno$é¢ tych zwigzkéw cytotok-
sycznos¢ prawdopodobnie byta zwigzana z dziataniem lipotropowym.

Lupeol — gtowny sktadnik towarzyszacy betulinie w ekstrakcie z kory brzozy — w tescie
TB na komorkach linii B16, XC oraz 3T3 wykazywat nizszg toksyczno$¢ niz betulina. Zatem
nie jest konieczne usuwanie lupeolu z ekstraktu kory brzozy do zastosowan farmaceutycz-
nych (kosmetycznych).
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Z.akonczenie

Triterpeny sa przyktadem substancji naturalnych, ktorych rola jako potencjalnych le-
kow lub zrédto struktur wiodacych do ich otrzymywania jest niepodwazalna. Struktury
chemiczne wielu stosowanych obecnie lekow pochodzenia roslinnego, jak np.: winkrysty-
na, winblastyna, kolchicyna, paklitaksel czy chinina sg skomplikowane a co za tym idzie
opltacalnosé syntezy tych zwigzkow jest znikoma.

Pozyskanie przemystowych ilosci niektérych z wymienionych substancji stwarza niekie-
dy znaczne trudnosci.

Izolacja wigkszosci zwiazkéw triterpenowych nie stanowi tu odstepstwa, gdyz ich za-
wartos¢ w materiale roglinnym jest na ogét niska wynoszac ponizej 1%.

Betulina nalezy do nielicznych wyjatkéw, jako tzw. metabolit wtérny, stanowiac do
25% zewnetrznej warstwy kory réznych gatunkéw brzoz. Dzieki temu moze byé cennym
surowcem do poétsyntezy nowych srodkow leczniczych: przeciwzapalnych, antywirusowych,
przeciwmalarycznych i przeciwnowotworowych.

Doniesienia literaturowe oraz uzyskane wyniki, daja podstawy do prowadzenia dalszych
prac nad modyfikacjami strukturalnymi i badaniami oddzialywan molekularnych betuliny,
w tym zwiazanych z jej wysokim powinowactwem do lipidéw. A przeciez stowo lipofilnosé
pochodzi od greckich stow Aimws i piAia, ktore oznaczaja ttuszez i przyjazn.
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Rys. 2: Widma dwuwymiarowe COSY i HSQC betuliny (BET); rozp. CDCl,
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Rys. 8: Widma 'H i '3C dihydrobetuliny (DHB); rozp. CDCl,
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Rys. 12: Widma 'H i 3C dioctanu dihydrobetuliny (DODHB); rozp. CDClI,
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Rys. 14: Widma 'H i '3C dipropionianu dihydrobetuliny (DPDHB); rozp. CDCl,
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Rys. 18: Widma 'H i '3C dilaurynianu betuliny (BC12); rozp. CDCl,

199



Dodatek . Dodatek A. Zestawienie widm NMR, 'H i 3C

7.15 A

832 R Y 5 8 T2 B 388 Qe
cooc o o o - o < N :vg 4‘:11
W -
160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Rys. 19: Widma 'H i ¥C dipalmitynianu betuliny (BC16); rozp. CDCl,
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Rys. 20: Widma 'H i '3C 30-bromo-3,28-dioctanu betuliny (BRDOB); rozp. CDCl,
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rozp. CDCly
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Rys. 23: Widma dwuwymiarowe COSY i HSQC 30-metoksybetuliny (30MBET); rozp.
CDCl,
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Rys. 24: Widma 'H i *C dibenzoesanu betuliny (DBB); rozp. CDCl,
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Rys. 25: Widma 'H i 'C bis(o-hemiftalanu) betuliny (DFTB); rozp. CDCl,
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Rys. 26: Widma 'H i '*C bis(hemiglutaranu) betuliny (DGB); rozp. CDCl,
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Dodatek . Dodatek B. Przypisania sygnatéw NMR 'H i *C wybranych zwigzkéw

Tabela 1: Przypisania sygnatéw NMR '3C i 'H betuliny i lupeolu; rozp. CDCl,

‘ ‘ betulina (BET) H lupeol (LUP) ‘

atom 13C 13C 13C lH IH 13C 13C
nr. | eksp. | za [83] | za [177] eksp. eksp | eksp. | za [177]
1| 38,70 39,1 38,7 0,90; 1,66 || 0,91; 1,68 | 38,71 38,7
2| 2739 | 278 97.4 1,59 1,59 | 2742 27.5
3| 78,96 79,4 79,1 3,18 3,18 | 78,99 79,0
4| 3885 | 393 38,8 - | 3885 38,9
5| 5529 | 557 55,3 0,70 0,7 | 5530 55,3
6| 18,29 18,7 18,3 1,40; 1,53 || 1,39; 1,52 | 18,31 18,3
7| 3423 | 346 34,3 1,40 1,39 | 34,29 34.3
8| 4091 | 41,3 41 - | 40,82 40,9
9| 5040 | 508 50,5 1,26: 1,32 128 | 50,44 50,5
10 | 37,15 37,6 37,3 — — | 37,17 37,2
11| 2082 | 21,2 20,9 1,24; 1,41 || 1,26; 1,42 | 20,42 21,0
12 25,21 25,6 25,2 1,04; 1,63 || 1,06; 1,66 25,15 25,2
13| 3731 | 37.7 37,2 1,61; 1,70 1,66 | 38,05 38,1
14| 4271 | 431 42,8 - | 42,82 42,9
15| 27,04 | 275 27,1 1,06; 1,70 || 1,02; 1,59 | 27,42 97,5
16 | 2917 | 29,6 29,2 1,21: 1,92 143 | 3557 35.6
17 | 47,78 48,2 479 — — | 42,98 43,0
18 | 48,76 | 49,2 47,9 1,56; 1,62 1,37 | 48,30 48,0
19 | 47,78 48,2 48,8 2,38 2,38 | 47,97 48,3
20 | 150,46 150,9 150,5 — — | 150,94 150,9
21 29,75 30,2 29,8 | 1,90; 2,0; 1,34; 1,46 || 1,34; 1,92 29,85 29,9
22 | 33,96 | 344 34 1,04; 1,85 || 1,2, 1,38 | 39,99 40,0
23 | 27,97 28,4 28,1 0,97 0,97 | 27,98 28,0
24| 1534 | 157 15,4 0,77 0,77 | 15,35 15,3
25| 16,09 16,5 16,1 0,83 0,83 | 16,10 16,1
2% | 1597 | 164 16,1 1,03 1,03 | 15,97 16,0
27 | 14,75 | 15,2 14,8 0,99 0,95 | 15,54 14,6
28 | 60,55 61 60,6 3,33; 3,80 0,79 | 17,99 18,0
29 | 109,67 | 19,5 19,1 4,68 4,57 || 4,57; 4,69 | 109,30 | 109,3
30 | 19,07 | 110,1 109,7 1,68 1,68 | 19,30 19,3
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Tabela 2: Przypisania sygnaléw NMR. 3C i 'H 30-metoksybetuliny i allobetuliny; rozp.
CDCl,

‘ ‘ 30-metoksybetulina (30MBET) H allobetulina (ALLO) ‘
‘ atom nr. ‘ 'H 13¢ H 3¢ ‘ 'H ‘

1] 09; 1,66 38,68 || 38,87 0,90; 1,69
2 1,58 27,37 || 27,40 1,60
3 3,18 78,04 | 78,86 3,17
4 — 38,84 || 38,92 —
5 0,69 55,27 | 55,45 0,70
6| 14;1,52 18,28 || 18,29 1,36; 1,51
7 1,4 34,26 | 33,91 1,40
8 — 40,94 || 40,60* —
9 1,25 50,36 || 51,07 1,30
10 — 37,14 || 37,24 —
11 | 1,23; 1,42 20,92 || 20,97 1,29; 1,49
12 | 1,08; 1,40 26,69 | 26,43 1,08; 1,61
13 1,64 37,19 || 34,13 1,43
14 — 42,67 || 40,60* —
15 | 1,07; 1,70 27,03 | 26,43 1,08; 1,61
16 | 1,23; 1,93 29,21 | 26,25 1,30; 1,41
17 — 47,25 || 41,45 —
18 1,68 49,40 || 46,82 1,44
19 2,28 43,67 || 87,89 3,51
20 — 151,01 | 36,24 —
21 | 1,42; 2,08 31,48 || 32,71 1,20; 1,49
22 | 1,87; 1,09 33,79 || 36,74 1,30
23 0,95 27,97 | 27,99 0,96
24 0,76 15,34 || 15,39 0,75
25 0,81 16,09 || 16,46 0,83
26 1,01 15,98 || 15,74 0,95
27 0,97 14,72 || 13,49 0,89
28 | 3,31; 3,78 60,28 || 71,22 3,42; 3,75
29 4,91 109,07 | 24,53 0,78
30 3,86 74,90 | 15,70 0,95
31 3,34 58,30 —

* — gsygnaly nierozréznialne
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Dodatek C
Wykaz wykorzystanych programow
komputerowych

Struktury czasteczek — Bkchem 0.11.6
logP — Pallas 3.2.1.4 (CompuDrug Chemistry Ltd.)
i ACD/log P DB (ChemSketch 10.0, Advanced
Chemistry Development, Inc.)
Wykresy —  Gnuplot versja 4.2
Obliczenia statystyczne —  Statistica PL 6.0,
i arkusz kalkuacyjny Open Office 2.0.4 (Sun
Microsystems)
oraz Gnuplot versja 4.2
Sktad tekstu — KTEX2¢ (z dystrybucji Fedora Core 6)

Dodatkowo przy opracowywaniu wynikow i sktadaniu tekstu korzystano z narzedzi
powloki (bash) systemu Fedora Core 6 jak: edytor strumieniowy SED oraz metajezyki AWK
1 PERL.



