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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg fosfoniany acetylenowych pochodnych betuliny o dziataniu prze-
ciwnowotworowym, sposéb ich wytwarzania i zastosowanie.

Betulina [lup-20(29)-en-3p3,28-diol] jest powszechnie wystepujgcym w przyrodzie triterpenem
pentacyklicznym typu lupanu. Duze jej ilosci znajdujg sie w zewnetrznej warstwie kory biatych gatun-
kow brzozy (zawartos¢ 25-30%), stad tez kora stanowi tatwo dostepny surowiec, jako produkt ubocz-
ny w fabrykach papieru, do otrzymywania betuliny w procesie ekstrakcji nie wymagajgcym wielkich
naktadoéw finansowych, nawet na skale przemystowg (US Pat 6392070B1). Betulina i tatwo otrzymy-
wane z niej pochodne wykazujg szerokie spektrum aktywnosci biologicznej, takie jak: przeciwnowo-
tworowe, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwzapalne, hepatoochronne, przeciwkamicze
i inne, ktére pojawiajg sie przy bardzo niskich stezeniach przy braku toksycznosci zaréwno in vitro jak
i in vivo (T.G. Tolstikova, I.V. Sorokina, G.A. Tolstikov, O.B. Flekhter, Russ. J. Bioorg. Chem., 2006,
32, 37-49; T.G. Tolstikova, I.V. Sorokina, G.A. Tolstikov, O.B. Flekhter, Russ. J. Bioorg. Chem., 2006,
32, 261-276; S. Alakurtti, T. Makela, S. Koskimies, J. Yli-Kauhaluoma, Eur. J. Pharm. Sci., 2006, 29,
1-13). Dzieki tym cechom betulina (wzér 1), znana od ponad 200 lat, posiadajgca dwie grupy hydrok-
sylowe przy C-3 i C-28 oraz grupe izopropenylowg przy C-19, stanowi bardzo dobry materiat wyjscio-
wy do otrzymywania nowych pochodnych o lepszych wiasciwosciach farmakologicznych i prace takie
podejmowane sg w wielu osrodkach naukowych na swiecie, o0 czym Swiadczy iloS¢ ukazujgcych sie
publikacji.
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Betuline mozna tatwo utleni¢ do kwasu betulonowego, z ktérego po selektywnej redukcji grupy
ketonowej przy atomie C-3 otrzymuje sie kwas betulinowy (kwas 3p3-hydroksy-lup-28(29)en-28-owy)
o wysokiej aktywnosci przeciwnowotworowej (EDso = 0,5-4,0 pg/ml), szczegolnie na niektére chemio-
oporne nowotwory, takie jak czerniaki i glejaki. Mechanizm dziatania kwasu betulinowego polega na
indukowaniu apoptozy tylko w komérkach chorych. Dzigki temu wykluczona moze by¢ czes$¢ nieko-
rzystnych efektéw ubocznych zwigzanych z chemioterapig przeciwnowotworowg (R. Mukherjee,
V. Kumar, S. K.Srivastava, S.K. Agarwal, A.C. Burman, Anti-Cancer Agents Med. Chem., 2006, 6,
271-279, EP1266658A2, US6048847A).

Znane syntetyczne modyfikacje betuliny, kwasu betulinowego i kwasu betulonowego obejmujg
otrzymywanie takich pochodnych jak: monoftalan, diftalan, bursztynian, dioctan, dipropionian, dima-
$lan, mono- i dinikotynian, acetylosalicylan, cynamonian, a takze pochodne amidowe, cukrowe, ami-
nokwasowe, karbaminianowe i N-acyloheterocykliczne, ktére zostaty opisane m.in. w publikacjach:
O.B. Flekhter, L.T. Karachurina, L.R. Nigmatullina, T.A. Sapozhnikova, L.A. Baltina, F.S. Zarudii, F.Z.
Galin, L.V. Spirikhin, G.A.Tolstikov, O.A.Plyasunova, A.G.Pokrovskii, Russ. J. Bioorg. Chem., 2002,
28, 494-500; O.B. Flekhter, N.l. Medvedeva, L.T. Karachurina, L.A. Baltina, F.Z. Galin, F.S. Zarudii,
G.A. Tolstikov, Pharm. Chem. J., 2005, 39, 401-404; S. Alakurtti, T. Makela, S. Koskimies, J. Yli-
-Kauhaluoma, Eur. J. Pharm. Sci., 2006, 29, 1-13; D.S.H.L. Kim, J.M. Pezzuto, E. Pisha, Bioorg. Med.
Chem. Lett., 1998, 8, 1707-1712; F. Soler, C. Poujade, M. Evers, J-C. Carry, Y. Henin, A. Bousseau,
T. Huet, R. Pauwels, E. De Clercq, J-F. Mayaux, J-B. Fe Pecq, N. Dereu, J. Med. Chem., 1996, 39,
1-69-1083; Y. Kashiwada, J. Chiyo, Y. Ikeshiro, T. Nagao, H. Okabe, L.M. Cosentino, K. Fowke, K.H.
Lee, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2001, 11, 183-185; Y. Kashiwada, M. Sekiya, Y. Ikeshiro, T. Fujioka,
N.R. Kilgore, C.T. Wild, G.P. Allaway, K.H. Lee, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2004, 14, 5851-585;
M. Kvasnica, J. Sarek, E. Klinotova, P. Dzubak, M. Hajduch, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2005, 13,
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3447-3454: R.H. Cichewicz, S.A. Kouzi, Med. Chem. Rev., 2003, 24, 90-114; I. Baglin, A-C. Mitaine-
Offer, M. Nour, K. Tan, C. Cave, M-A. Lacaille-Dubois, Mini Rev. Med. Chem., 2003, 3, 525-539; G.A.
Tolstikov, O.B. Flekhter, E.E. Shultz, L.A. Baltina, A.G. Tolstikov, Chem. Sustain. Develop., 2005, 13,
1-29, H. Kommera, G.N. Kaluderovi¢, S. Dittrich, J. Kalbitz, B. Drager, T. Mueller, R. Paschke, Bioorg.
Med. Chem. Lett., 2010, 20, 3409-3412, R.C. Santos, J.A.R. Salvador, S. Marin, M. Cascante, J.N.
Moreira, T.C.P. Dinis, Bioorg. Med. Chem., 2010, 18, 4385—4396, a takze przedstawione w opisach
patentowych: US5679828, US5468888, Jap.01143 832, US6172110, WO 2004/028455A2,
Us6048841, WO2006/105356A2, US6407270B1, WO 2006/133314A2, WO2007/141392A2,
W0O2008/070347A2, US2003/0181429A1, US6403816 B1, US6228850 B1, WO2006/085334A2.

Pomimo, ze betulina i jej syntetycznie zmodyfikowane pochodne posiadajg interesujace wiasci-
wosci farmakologiczne, dotychczas nie udato sie opracowac i wprowadzi¢ na rynek farmaceutyczny
skutecznych lekdéw przeciwnowotworowych z tej grupy zwigzkéw. Jednym z najbardziej obiecujgcych
cytostatykéw jest kwas betulinowy, ktéry obecnie znajduje sie w fazie zaawansowanych badan kli-
nicznych (G.A. Tolstikov, O.B. Flekhter, E.E. Shultz, L.A. Baltina, A.G. Tolstikov, Chem. Sustain.
Develop., 2005, 13, 1-29).

Wiagzanie potrojne wegiel-wegiel uwazane jest za jedng z wazniejszych grup funkcyjnych
w chemii organicznej i chemii medycznej. Wynika to z faktu, ze tego typu farmakofor tatwo ulega wielu
przemianom, wystepuje w zwigzkach pochodzenie naturalnego, a takze w znaczacy sposéb modyfiku-
je wiasciwosci biologiczne zwigzku. Na szczegdlng uwage zastugujg mono- lub dipodstawione po-
chodne otrzymane w wyniku reakcji betuliny z kwasem propiolowym lub chloromréwczanem propargilu
0 wysokiej aktywnosci cytotoksycznej na komérki CCRF/CEM biataczki ludzkiej i P388 biataczki my-
siej, w poréwnaniu z cisplatyng (S. Boryczka, E. Bebenek, J. Wietrzyk, K. Kempinska, M. Jastrzebska,
J. Kusz and M. Nowak, Molecules, 2013, 18, 4526—-4543). W pracy Y. Bi, J. Xu, X. Wu, W. Ye,
S. Yuan, L. Zhang, Bioorg. Med. Chem. Lett.,, 2007, 17, 1475-1478 opisano estry: propargilowy
i 2-butynylowy kwasu 23-hydroksybetulinowego o aktywnosci cytotoksycznej zblizonej do kwasu
23-hydroksybetulinowego.

R. Csuk i wspotpracownicy opisali synteze 3-propargiloaminowych pochodnych kwasu betuli-
nowego, ktére wykazujg wyzszg aktywnos¢ cytotoksyczng w stosunku do linii komorek A549 raka ptuc
niz wyjsciowy kwas betulinowy (R. Csuk, C. Nitsche, R. Sczepek, S. Schwarz, and B. Siewert, Arch.
Pharm. Chem. Life Sci,. 2013, 346, 232—-246). Pochodne acetylenowe betuliny zostaty przeksztatcone
w nowe triazolowe pochodne, ktore réwniez wykazujg aktywnos$é cytotoksyczng (R. Csuk, A. Barthel,
R. Kluge, D. Stroéhlet, Bioorg. Med. Chem., 2010, 18, 7252-7259, R. Csuk, A. Barthel, R. Sczepek, B.
Siewert, S. Schwarz, Arch. Pharm. Chem. Life Sci. 2011, 1, 37-49).

Kolejny znany opis literaturowy: S.F. Vasilevsky, A.l. Govdi, E.E. Shults, M.M. Shakirov, I.V.
Sorokina, T.G. Tolstikova, D.S. Baev, G.A. Tolstikov, 1.V. Alabugin, Bioorg. Med. Chem., 2009, 17,
5164-5169; S.F. Vasilevsky, A.l. Govdi, E.E. Shults, M.M. Shakirov, I.V. Alabugin, G.A. Tolstikov,
Doklady Chem., 2009, 424, 39-42 dotyczy syntezy amidéw aryloalkinylowych kwasu betulonowego
o wlasciwosciach hepatoprotekcyjnych i przeciwzapalnych.

Aktywnosc¢ przeciwwirusowg porownywalng z AZT opisano dla estru propargilowego berivimatu
(1.D. Bori, H-Y. Hung, K. Qian, C-H. Chen, S. L. Morris-Natschke, K-H. Lee, Tetrahedron Lett., 2012,
53, 1987-1989).

Amerykanski opis patentowy US2003/0181429A1 przedstawia pochodne kwasu 3-alkinyloami-
nobetulinowego i kwasu 3-(alkinyloksyimino)-betulinowego jako sktadniki mieszanin moggcych mie¢
zastosowanie w prewencji i hamowaniu wzrostu komérek nowotworowych o aktywnosciach zblizonych
do kwasu betulinowego.

Opisy patentowe W0O2006/105356A2, US6407270B1, US6867314 B2 i US2003/0073858A1 do-
tyczg syntezy mono- i diestréw kwasu betulinowego, aldehydu betulinowego zawierajgcych réwniez
grupy alkinylowe (C2-Cio). Jako czynniki acylujgce wykorzystuje sie trudno dostepne chlorki, bezwod-
niki i kwasy acetylenowe. Reakcje przeprowadza sie w temperaturach podwyzszonych, co moze nie-
korzystnie wptywaé na stabilno$é podstawnikéw acetylenowych w koncowych produktach.

Fosfoniany sg zwigzkami powszechnie wystepujgcymi w organizmach zywych petnigc réznora-
kie funkcje, miedzy innymi stanowig grupe zwigzkéw o dziataniu antybiotycznym. Waznym antybioty-
kiem o szerokim zastosowaniu jest fosfomycyna wyizolowana z réznych szczepdéw Streptomyces.
Wykazuje ona silne dziatanie na bakterie Gram-ujemne i bakterie Gram-dodatnie (N. Roussos, D.E
Karageorgopoulos, G. Samonis, M.F. Falagas, Int. J. Antimicrob. Agents, 2009, 34, 506-515). Antybio-
tykiem posiadajgcym aktywnos$¢ przeciwmalaryczng jest fosmidomycyna (B. Lell, R. Ruangweerayut,
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J. Wiesner, M. Anoumou Missinou, A. Schindler, T. Baranek, M. Hintz, D. Hutchinson, H. Jomaa, and
P.G. Kremsner, Antimicrob. Agents Chemother., 2003, 47, 735-738).

W efekcie poszukiwan nowych substancji o dziataniu przeciwbakteryjnym otrzymano i opisano
fosfonowe pochodne chromenu (M. Rajasekhar, K.U.M. Rao, C.S. Sundar, N.B Reddy, S.K Nayak,
C.S Reddy, Chem. Pharm. Bull. 2012; 60, 854—858), a takze estry difenylowe a-hydroksy alkilo- i ary-
lofosfonianéw (A.M.F. Phillips, M.T. Barros, M. Pacheco, R. Dias, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2014, 24,
49-53).

Do lecznictwa wprowadzono fosfoniany o dziataniu przedwwirusowym, takie jak: cidofowir, fo-
skamet, tenofowir czy adefowir (K.K. Biron, Antiviral. Research 2006, 71, 154-163; M. Dracinsky,
M. Krecmerova, A. Holy, Bioorg. Med. Chem., 2008, 16, 6778—6782). Cidofowir wykazuje aktywnos¢
przeciwko szerokiemu spektrum wirusow DNA, jest aktywny przeciwko HSV-1, HSV-2, wirusowi Ep-
stein-Barr, silnie hamuje rozwdj ludzkich Herpes wiruséw (HHV-6, HHV-7, HHV-8), TK- HSV, TK-Vari-
cella-Zoster. Jest réwniez aktywny przeciwko adenowirusom, papilomawirusom, pokswirusom i para-
pokswirusom (P. Broganelli, A. Chiaretta, B. Fragnelli, M.G. Bernengo, Dermatol. Ther., 2012, 25,
468-471.)

Amerykanski opis patentowy (US2013/0225532A1) przedstawia zwigzki fosfonowe aktywne
przeciwko dzikim szczepom wirusa grypy ludzkiej i ptasiej HIN1, H5N1 i H3N2 opornym na oselta-
miwir.

Od wielu lat w leczeniu osteoporozy stosuje sie pochodne bisfosfonianéw takie jak: alendronian,
etindronian, ibandronian, klodronian, pamidronian, rizedronian, tiludronian i zoledronian (H. Fleisch.,
Endocr. Rev., 19 1998 80-100).

Wazng grupe pochodnych fosfonowych stanowig hydroksyfosfoniany wsrod ktérych opisano in-
hibitory ludzkiej reniny wykazujace dziatanie obnizajgce cisnienie tetnicze (J.F. Dellaria, Jr., R.G. Maki,
H.H. Stein, J. Cohen, D. Whittern, K. Marsh, D.J. Hoffman, J.J. Plattner, T.J. Perun, J. Med. Chem.,
1990, 33, 534-542; D.V. Patel, K. Rielly-Gauvin, D.E. Ryono, C.A. Free, W.L. Rogers, S.A. Smith,
J.M. DeForrest, E.W. Oehl, E.W. Petrillo Jr., J. Med. Chem., 1995, 38, 4557-4569).

W ostatnich latach prowadzone sg takze badania aktywnosci przeciwnowotworowej pochod-
nych a-aminofosfonowych, a takze fosfonianéw, ktére sg juz stosowane jako leki np. foskarnet i bis-
fosfoniany (K.A. Mungara, Y-K. Park, K.D. Lee. Chem. Pharm. Bull., 2012; 60, 1531-1537; C.B. Red-
dy, K.S. Kumar, M.A Kumar, M.V.N. Reddy, B.S. Krishna, M. Naveen, M.K. Arunasree, C.N. Reddy,
C.N. Raju, C.D. Reddy, Eur J. Med. Chem. 2012; 47, 553-559; K. Rose, Biomed. Pharmacother.
2013, 67:53-57, E.D. Carlo, P. Bocca, L. Emionite, M. Cilli, G. Cipollone, F. Morandi, L. Raffaghello,
V. Pistoia, I. Prigione, Am. Soc. Gen. Cell Ther. 2013; 21:1034-1043).

Pomimo tych cennych wtasciwosci fosfoniandw, mato uwagi poswiecono dotychczas modyfika-
cjom chemicznym betuliny i jej pochodnych z wykorzystaniem fosfonowych grup farmakoforowych.
Jak dotad nie opisano w literaturze chemicznej zadnych pochodnych betuliny zawierajgcych w swoje;j
strukturze ugrupowania fosfonowe. Wprowadzenie grupy fosfonowej, jako bioizosterycznej do fosfora-
nowej, pozwala unikng¢ pierwszego etapu fosforylacji i zapewnié¢ jednoczesnie trwatos¢ fosfonianow
w warunkach hydrolizy enzymatycznej. Wolne kwasy fosfonowe ze wzglgdu na duzy tadunek ujemny
ugrupowania fosforylowego stabiej przenikajg przez btony biologiczne w poréwnaniu do odpowiednich
estrow fosfonowych. Dlatego coraz wiekszego znaczenia w projektowaniu nowych fosfonianéw ma
synteza estréw kwasow fosfonowych.

Celem niniejszego wynalazku jest wytworzenie nowych zwigzkéw o dziataniu przeciwnowotwo-
rowym, ktérych budowa oparta jest o strukture czgsteczki betuliny i jej pochodnych z grupami fosfo-
nowymi a takze, dodatkowo z acetylenowymi ugrupowaniami farmakoforowymi. Celem, a zarazem
zaletg tej metody wedtug wynalazku jest wykorzystanie dostepnych w handlu odczynnikéw, prowa-
dzenie procesu w tagodnych warunkach z wysokimi wydajnosciami, a przede wszystkim uzycie jako
gtébwnego substratu betuliny, ktérg w prosty sposéb mozna otrzymaé, na przyktad z kory brzozy, sta-
nowigcej odpad przy produkcji papieru.

W wyniku przeprowadzonych badan okazato sie niespodziewanie, Zze wprowadzenie grupy fos-
fonowej w pozycje 29 lub 30 betuliny, a nastepnie jednego lub dwdch takich samych lub réznych pod-
stawnikéw acetylenowych w pozycje 3 i/lub 28 betuliny i jej pochodnych, pozwala uzyska¢ zwigzki
0 wysokiej aktywnosci cytotoksycznej in vitro, wobec komérek ludzkich i mysich linii nowotworowych
w poroéwnaniu z opisanymi dotychczas zwigzkami betuliny.
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Zwigzki wedtug wynalazku majg strukture chemiczng opisang wzorem 2:

0
P
“OR,

Wzor 2

w ktéorym z atomami wegla C29 lub C30 grupy izopropenylowej zwigzana jest grupa (reszta) fosfono-
wa, gdzie przerywane linie miedzy C20 a C29 i C30 wskazujg, ze wigzanie pomiedzy nimi moze byc¢
podwdjne bgdz pojedyncze, a poszczegodlne podstawniki oznaczaja:

R - oznacza grupe alkilowg (C1-C4),

R1 — oznacza grupe alkilowg (C1-Ca),

R2 — oznacza grupe hydroksylowg, grupe propynoiloksylowg, cyklopropylopropynoiloksylowa,
2-butynoiloksylowa, propargiloksykarbonyloksylowa,

Rs — oznacza grupe hydroksymetylowa, propynoiloksylometylowa, cyklopropylopropynoiloksy-
metylowa, 2-butynoiloksymetylowa, propargiloksykarbonyloksymetylowa,

W sposobie wytwarzania zwigzkéw oznaczonych wzorem 2 wedtug wynalazku jako substrat do
syntezy fosfonowych pochodnych betuliny stosuje sie zwigzek o wzorze 3 uzyskiwany z betuliny, wy-
dzielonej z kory brzozy.

Br\’ e

A
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/- Wzor 3

Sposob wytwarzania fosfoniandw acetylenowych pochodnych betuliny wedtug wynalazku
o wzorze 2, w ktérym z atomami wegla C29 lub C30 grupy izopropenylowej zwigzana jest grupa fosfo-
nowa, gdzie przerywane linie miedzy C20 a C29 i C30 wskazuja, ze wigzanie pomiedzy nimi moze byc¢
podwdjne bgdz pojedyncze polega na tym, ze zwigzek o wzorze 3 poddaje sie reakcji z fosforynem
trialkilowym, w temperaturze 100°C-165°C otrzymujac produkt o wzorze 4 (R=Ri=alkil).

AcO

Wzér 4

Otrzymany zwigzek poddaje sie reakcji hydrolizy w srodowisku alkalicznym wobec KOH w roz-
tworze etanolowym, w temperaturze wrzenia, otrzymujgc mieszanine produktow przegrupowania alli-
lowo-winylowego o wzorze 2B (trans) i 2C (cis), w ktérych R=Ri=alkil lub wobec NaOH w roztworze
CH3OH/THF/H20 w temperaturze pokojowej otrzymujgc zwigzek bez przegrupowania o wzorze 2A,
w ktorym R=Ri=alkil.
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Wzor 2A Wzor 2B Wzor 2C

Zwigzki o wzorach 2A, 2B i 2C, w ktérych R= Ri= alkil, poddane reakcji z kwasem acetyleno-
karboksylowym wybranym z grupy obejmujacej: kwas propiolowy, cyklopropylopropiolowy, 2-buty-
nowy, w rozpuszczalniku organicznym w obecnosci DCC (N,N’-dicykloheksylokarbodiimidu) i DMAP
(4-dimetyloaminopirydyny) w temperaturze od -10°C do 20°C dajg mieszanine monoestréw o wzorze
5A, w ktorym R=Ri=alkil, Rs = grupa propynoiloksylometylowa, cyklopropylopropynoiloksymetylowa,
2-butynoiloksymetylowa, i diestrow fosfonianu betuliny o wzorze 5B, w ktérym R=Rai=alkil, R2 = grupa
propynoiloksylowa, cyklopropylopropynoiloksylowa, 2-butynoiloksylowa, propynoiloksylometylowa,
cyklopropylopropynoiloksymetylowa, 2-butynoiloksymetylowa. Jako rozpuszczalnik organiczny stosuje
sie chlorek metylenu, chloroform, toluen lub eter dietylowy.

Zwigzki o wzorach 2A, 2B i 2C, w ktérych R=Ri=alkil, poddane reakcji z chloromréwczanem
propargilowym w rozpuszczalniku organicznym w obecno$ci aminy, najlepiej: trietyloaminy, pirydyny,
cykloheksyloaminy w temperaturze od 5°C do 20°C dajg mieszanine monoestréw o wzorze 5A,
w ktérym R=Ri=alkil, Rs = grupa propargiloksykarbonyloksymetylowa i diestrow fosfonianu betuliny
0 wzorze 5B, w ktérym R = R: = alkil, Rz = propargiloksykarbonyloksylowa, Rs = grupa propargiloksy-
karbonyloksymetylowa. Jako rozpuszczalnik organiczny stosuje sie benzen, toluen.

Wzor 5A Wzor 5B

Sposob wytwarzania acetylenowych pochodnych betuliny o wzorze 2 wedtug wynalazku wykorzy-
stuje fatwo dostepne substraty, daje dobre wydajnosci prowadzonych reakcji tj. 61-90% (w odniesieniu
do monoestréw) i 7-20% (w odniesieniu do diestréw), a ponadto sposéb wyodrebniania jest prosty. Bu-
dowa zwigzkow zostata potwierdzona w oparciu o spektroskopie 'H NMR, 13C NMR, 3P NMR oraz IR.

Zwigzki wedtug wynalazku wykazujg aktywnos¢ cytotoksyczng wobec komoérek réznych linii no-
wotworowych: glejak moézgu (SNB19), rak piersi (T47D) i czerniak (C32). Ze wzgledu na osiggang
aktywnos¢ zwigzki te mogg by¢ korzystnie stosowane osobno jako zwigzki hamujgce proliferacje ko-
morek nowotworowych.

Dodatkowo zwigzki objete wynalazkiem mogg stanowié¢ prekursory w otrzymywaniu dalszych
skutecznych cytostatykéw na drodze funkcjonalizowania podstawnikéw acetylenowych, co stanowi ich
dodatkowg zalete.

Sposoéb wedtug wynalazku, przedstawiony jest doktadniej w przyktadach wykonania nie ograni-
czajgcych w zadnym stopniu jego zakresu.

Przyktad 1. Otrzymywanie fosfonianéw 4 (R = R1 = Me, Et).

W kolbie okragtodennej zabezpieczonej przed dostepem wilgoci, w atmosferze argonu umiesz-
cza sie 0,606 g (1 mmol) 30-bromo-3,28-diacetylobetuliny 3 i 20 mmoli fosforynu (trimetylu lub trietylu).
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Reakcje prowadzi sie w temperaturze wrzenia mieszaniny przez 6 godzin. Nastepnie oddestylowuje
sie nadmiar fosforynu, a pozostato$¢ zateza sie do sucha na wyparce prézniowej. Otrzymany produkt
przemywa sie heksanem, po czym oczyszcza metodg chromatografii kolumnowej (SiO2, chloro-
form/aceton, 7:3 v/v). Otrzymuje sie produkt 4 (R = R1 = Me, Et).

a) 3,28-Diacetylo-30-dimetoksyfosforylobetulina 4 (R = R1 = Me)

Wydajnosc¢: 70%. T.top. 90-94°C.

TLC (chloroform/octan etylu, 7:3, v/v); Rf = 0,19.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujgce:

1H-NMR (CDCls) & (ppm): 0,80 (m, 1H, H-5), 0,85 (s, 3H, CH3), 0,86 (s, 6H, 2xCH3), 0,98 (s, 3H,
CHs), 1,05 (s, 3H, CHs), 0,81-2,10 (m, 23H, CH, CH?2), 2,07 (s, 3H, COCHza), 2,09 (s, 3H, COCHs), 2,44
(m, 1H, H-19), 2,62 (m, 2H, H-30), 3,76 (s, 3H, POCHs), 3,78 (s, 3H, POCHa), 3,82 (d, J=10,8 Hz, 1H,
H-28), 4,28 (d, J=10,8 Hz, 1H, H-28), 4,49 (m, 1H, H-3), 5,03 (br. s., 1H, H-29), 5,07 (br. s., 1H, H-29).

13C-NMR (CDCls) & (ppm): 14,2, 14,7; 16,0; 16,2; 16,5; 18,2; 20,9; 21,0; 21,1, 21,3; 23,7; 26,4,
27,0; 27,9; 29,8; 34,1; 34,3; 37,0; 37,4; 37,8; 38,4; 40,9; 42,7; 46,3; 50,0; 50,2; 52,6, 52,7, 55,4; 60,4;
62,7; 80,9; 113,2; 144,4; 171,1; 171,6.

31P-NMR (CDClz) & (ppm): 30,26.

IR (KBr, cm) v: 1734 (C=0), 1246 (P=0), 1031(P-O-R), 800 (P-C).

b) 3,28-Diacetylo-30-dietoksyfosforylobetulina 4 (R = R1 = Et)

Wydajnosc¢: 76%. T.top 152—-155°C.

TLC (chloroform/octan etylu, 7:3, v/v); Rt = 0,38.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujgce:

1H-NMR (CDCls) 6 (ppm): 0,80 (m, 1H, H-5), 0,85 (s, 3H, CHs3), 0,86 (s, 6H, 2xCH3), 0,99 (s, 3H,
CHs), 1,05 (s, 3H, CHs), 1,34 (m, 6H, 2x OCH2CHs), 0,81-2.10 (m, 23H, CH, CH), 2,06 (s, 3H,
COCHs3), 2,09 (s, 3H, COCHpg), 2,46 (m, 1H, H-19), 2,60 (m, 2H, H-30), 3,83 (d, J=10,8 Hz, 1H, H-28),
4,13 (m, 4H, 2x OCH2CHg), 4,28 (d, J=10,8 Hz, 1H, H-28), 4,49 (m, 1H, H-3), 5,01 (br. s, 1H, H-29),
5,07 (br. s, 1H, H-29).

13C-NMR (CDCl3) 6 (ppm): 14,1; 14,8; 16,0; 16,1; 16,4; 16,5; 18,2; 20,9; 21,0; 21,3; 23,7; 26,4;
27,0; 27,9; 29,8; 31,6; 34,1; 34,2; 37,0; 37,4; 37,8; 38,4; 40,9; 42,7; 46,3; 49,9; 50,2; 55,4; 61,8; 61,9;
62,7; 80,9; 112,8; 144,6; 171,0; 171,5.

31P-NMR (CDClIs) & (ppm): 27,73.

IR (KBr, cm) v: 1741 (C=0), 1248 (P=0), 961 (P-O-R), 784 (P-C).

Przyktad 2. Otrzymywanie fosfonianéw trans-2B i cis 2C (R=R1=Et)

W kolbie umieszcza sie 0,663 g (1 mmola) zwigzku 4 (R=R1=Et), 10 ml etanolu i 0,308 g wodo-
rotlenku potasu i cato$¢ ogrzewa sie w temperaturze wrzenia przez 2 godziny. Nastepnie mieszanine
poreakcyjng zateza sie do sucha na wyparce prozniowej. Surowy produkt oczyszcza sie metodg
chromatografii kolumnowej (SiO2, chlorek metylenu/etanol, 15:1 v/v) otrzymujac czyste izomery trans-
-2B i cis-2C (R=R1=Et).

a) E-29-dietoksyfosforylobetulina (trans-2B)

(R=R1=Et)

Wydajnosc¢: 64%. T.top 120-123°C.

TLC (chlorek metylenu/etanol, 15:1, v/v); Rf = 0,31

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujgce:

1H-NMR (CDCl3s) 8 (ppm): 0,70 (m, 1H, H-5), 0,78 (s, 3H, CHs3), 0,84 (s, 3H, CHz), 0,99 (s, 3H,
CHpa), 0,994 (s, 3H, CHzs), 1,07 (s, 3H, CH3s), 1,33 (m, 6H, 2x OCH2CH3), 0,88-2,08 (m, 25H, CH, CHy),
2,07 (d, J=3Hz, 3H, H-30), 2,45 (m, 1H, H-19), 3,21 (m, 1H, H-3), 3,32 (d, J=10,8 Hz, 1H, H-28), 3,81
(d, J=10,8 Hz, 1H, H-28), 4,05 (m, 4H, 2x OCH2CH?3) 5,42 (d, 1H, 2Jp4=18,6 Hz, H-29).

13C-NMR (CDCls) 8 (ppm): 14,7; 15,4; 15,9; 16,1; 16,4; 16,9; 18,3; 20,8; 25,8; 26,9; 27,3; 28,0;
29,2; 29,9; 34,1; 34,2; 37,1, 38,6; 38,9; 40,9; 42,7; 47,9; 49,7; 50,3; 51,5; 55,3; 60,4; 61,1; 61,2; 78,9;
111,0; 167,6.

31P-NMR (CDCls) 4 (ppm): 18,54.

IR (KBr, cm) v: 3416 (OH), 1230 (P=0), 962 (P-O-R), 750 (P-C).

b) Z-29-dietoksyfosforylobetulina (cis-2C) (R=R1=Et)

Wydajnosc¢: 13%. T.top 126-128°C.

TLC (chlorek metylenu/etanol, 15:1, v/v); Rt = 0,28.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujgce:
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1H-NMR (CDCl3) 8 (ppm): 0,70 (m, 1H, H-5), 0,78 (s, 3H, CHz), 0,84 (s, 3H, CHs), 0,987 (s, 3H,
CHs), 0,99 (s, 3H, CHs3), 1,07 (s, 3H, CHs), 1,33 (m, 6H, 2x OCH2CHgs), 0,85-2,10 (m, 25H, CH, CH>),
1,87 (br.s, 3H, H-30), 3,50 (m, 1H, H-19), 3,20 (m, 1H, H-3), 3,43 (d, J=10,8 Hz, 1H, H-28), 3,81
(d, J=10,8 Hz, 1H, H-28), 4,06 (m, 4H, 2x OCH2CH3) 5,28 (d, 1H, 2Jpn=19,2 Hz, H-29).

BC-NMR (CDCls) & (ppm): 14,7; 15,4; 15,9; 16,1; 16,4; 16,5; 18,3; 20,8; 21,4; 24,9; 27,0; 27,4;
28,0; 29,2; 29,3; 34,2; 34,3; 37,1; 37,2; 38,7; 38,9; 40,9; 42,7; 43,8; 47,9; 49,8; 50,5; 55,3; 60,5; 61,1;
61,2; 78,9; 111,9; 167,5.

31P-NMR (CDClz) & (ppm): 17,91.

IR (KBr, cm™) v: 3416 (OH), 1227 (P=0), 963 (P-O-R), 747 (P-C).

Przyktad 3. Otrzymywanie fosfonianu 2A

(R=R1=Et)

W kolbie okragtodennej umieszcza sie 8 ml 0,47 M roztworu wodorotlenku sodu w uktadzie wo-
da/tetrahydrofuran/metanol (w stosunku 1:2:1 v/v) i 0,133 g (0,2 mmola) zwigzku 4 (R=R1=Et), catos¢
miesza sie w temperaturze pokojowej przez 5 godzin. Nastepnie lotne sktadniki odparowuje sie na
wyparce prézniowej. Do pozostatosci dodaje sie 15 ml chlorku metylenu i przemywa sie 10% HCI oraz
wodg. Warstwe organiczng suszy sie bezwodnym siarczanem sodu, a nastepnie zateza do sucha.
Produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej (SiO2, chlorek metylenu/etanol, 15:1 v/v)
otrzymujac zwigzek 2A (R=R1=Et).

a) 30-Dietoksyfosforylobetulina 2A

b) (R=Ri=Et)

Wydajnosc¢: 68%. T.top. 160-162°C.

TLC (chloroform/etanol, 15:1, v/v); Rt = 0,38.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujgce:

1H-NMR (CDCls) 6 (ppm): 0,70 (m, 1H, H-5), 0,78 (s, 3H, CHs), 0,84 (s, 3H, CH3), 0,99 (s, 3H, CHj),
1,00 (s, 3H, CH3s), 1,04 (s, 3H, CH3), 1,35 (m, 6H, 2xOCH2CHj3), 0,80-2.20 (m, 25H, CH, CH2), 2,42 (m,
1H, H-19), 2,60 (m, 2H, H-30), 3,21 (m, 1H, H-3), 3,34 (d, J=10,8 Hz, 1H, H-28), 3,81 (d, J=10,8 Hz, 1H,
H-28), 4,13 (m, 4H, 2x OCH2CHs), 5,01 (br s., 1H, H-29), 5,05 (br s., 1H, H-29).

B3C-NMR (CDClIs) & (ppm): 14,8; 15,4; 16,0; 16,1; 16,4; 16,5; 18,3; 20,8; 20,9; 26,5; 26,9; 27,0;
27,4; 28,0; 29,5; 30,7; 33,6; 34,2; 37,1; 38,7; 38,9; 40,9; 42,7; 47,8; 50,0; 50,3; 55,3; 61,5; 61,8; 61,9;
79,0; 112,7; 145,0.

31P-NMR (CDClIs) & (ppm): 27,81.

IR (KBr, cm) v: 3450 (OH), 1234 (P=0), 966 (P-O-R).

Przyktad 4. Otrzymywanie acetylenowych pochodnych 29-fosfonianéw betuliny 5

(R=R:1=Et, R2=HC=CC(0O)O, CH3sC=CC(O)O, cyclo-PrC=CC(0)O, Rs=CH-0OC(0)C=CH, CH20C(O)-
C=CCHgs, CH20C(0O)C=C-Pr-cyclo)

Zwigzek 2B (R=R1=Et) w ilosci 0,29 g (0,5 mmola) rozpuszcza si¢ w 2,5 ml chlorku metylenu.
Otrzymany roztwér schiadza sie w fazni lodowo-wodnej do -10°C, po czym dodaje sie 0,585 mmola
odpowiedniego kwasu acetylenokarboksylowego (propiolowego, 2-butynowego, cyklopropylopropio-
lowego), a nastepnie wkrapla roztwér 0,123 g (0,595 mmola) DCC (N,N'-dicykloheksylokarbodiimid)
i 0,005 g (0,04 mmola) DMAP (4-dimetyloaminopirydyna) w 0,5 ml chlorku metylenu. Reakcje prowa-
dzi sie w atmosferze argonu przez 5 godzin w fazni chlodzgcej, a nastepnie w temperaturze pokojo-
wej. Po 24 godzinach mieszanine reakcyjng sgczy sie, przesgcz zateza do sucha na wyparce préz-
niowej. Surowy produkt oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowej (SiO2, chlorek metyle-
nu/etanol, 15:1, v/v) otrzymujac diester 5B (R=Ri=Et, R:=HC=CC(0O)O, CHsC=CC(O)O, cyclo-
-Prc=CC(0)0O, Rs = CH20C(0)C=CH, CH20C(0)C=CCHs, CH20C(O)C=C-Pr-cyclo) i monoester 5A
(R=R1=Et, Rs=CH20C(0)C=CH, CH20C(0O)C=CCHs, CH20C(0O)C=C-Pr-cyclo).

a) 29-Dietoksyfosforylo-28-propynoilobetulina 5A (R=R1=Et, R3=CH20C(0O)C=CH)

Wydajnos$c¢: 74%. T.top 190-191°C.

TLC (chlorek metylenu/etanol, 15:1, v/v); Rf = 0,52.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujgce:

1H-NMR (CDCls) 8 (ppm): 0,81 (m, 1H, H-5), 0,78 (s, 3H, CHzs), 0,84 (s, 3H, CHz), 0,99 (s, 3H,
CHa), 1,04 (s, 3H, CHa), 1,20 (s, 3H, CHs), 1,33 (m, 6H, 2x OCH2CH?3), 1,06-2,01 (m, 24H, CH, CH2),
2,07 (d, J=3Hz, 3H, H-30), 2,47 (m, 1H, H-19), 2,93 (s, 1H, C=CH), 3,20 (m, 1H, H-3), 3,97 (d, J=10,8 Hz,
1H, H-28), 4,05 (m, 4H, 2x OCH2CHs) 4,39 (d, J=10,8 Hz, 1H, H-28), 5,43 (d, 1H, 2JpH=18 Hz, H-29).



PL 227 790 B1 9

13C-NMR (CDCls) 6 (ppm): 14,7; 15,4; 16,0; 16,1; 16,4; 18,2; 20,7; 25,4; 25,8; 26,9; 27,3; 28,0;
29,6; 34,1; 34,6; 37,1; 37,5; 38,6; 38,9; 40,8; 42,7; 46,6; 49,7; 50,2; 51,4; 55,3; 61,1; 61,2; 64,6; 74,6;
74,9; 78,9; 111,9; 153,2; 166,8.

31P-NMR (CDCls) 6 (ppm): 18,25

IR (KBr, cm) v: 3360 (O-H), 2107 (C=C), 1713 (C=0), 1230 (P=0), 961 (P-O-R), 753 (P-C).

b) 29-Dietoksyfosforylo-3,28-dipropynoilobetulina 5B (R=Ri=Et, R>=HC=CC(0O)O, R3=CH:0C-
(O)C=CH)

Wydajnosc¢: 10%. T.top 129-133°C.

TLC (chlorek metylenu/etanol, 15:1, v/v) Rt = 0,74.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujgce:

1H-NMR (CDCls) 6 (ppm): 0,81 (m, 1H, H-5), 0,87 (s, 3H, CHs), 0,90 (s, 3H, CHs), 0,91 (s, 3H,
CHs), 0.99 (s, 3H, CHa), 1,04 (s, 3H, CHa), 1,33 (m, 6H, 2x OCH2CH3), 0,95-2,01 (m, 22H, CH, CH>),
2,08 (d, J=3Hz, 3H, H-30), 2,47 (m, 1H, H-19), 2,88 (br. s, 1H, C=CH), 2,93 (br. s, 1H, C=CH), 3,97
(d, J = 10.8 Hz, 1H, H-28), 4,05 (m, 4H, 2x OCH2CHs) 4,39 (d, J = 10.8 Hz, 1H, H-28), 4,62 (m, 1H,
H-3), 5,43 (d, 1H, 2Jpw=18,6 Hz, H-29).

13C-NMR (CDCIs) & (ppm): 14,7; 16,0; 16,1; 16,4; 18,1; 20,7; 23,5; 24,8; 25,5; 26,9; 27,9; 29,6;
33,7; 34,0; 34,6; 37,0; 37,4; 37,9; 38,3; 40,9; 42,7; 46,6; 49,4; 49,7; 50,1; 51,3; 55,3; 61,1; 61,2; 64,6;
74,1; 74,6; 74,9; 75,1; 83,6; 111,5; 152,8; 153,2; 166,7.

31P-NMR (CDClz) & (ppm): 18,20.

IR (KBr, cm) v: 3326 (C=C-H), 2115 (C=C), 1715 (C=0), 1232 (P=0), 963 (P-O-R), 754 (P-C).

c) 28-(2-Butynoilo)-29-dietoksyfosforylobetulina 5A

(R = R1 = Et, Rs = CH20C(O)C=CCHzs)

Wydajnosc¢: 84%. T.top 150-153°C.

TLC (chlorek metylenu/etanol, 15:1, v/v) Rf = 0,46.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujgce:

1H-NMR (CDCl3) 8 (ppm): 0,69 (m, 1H, H-5), 0,77 (s, 3H, CHzs), 0,83 (s, 3H, CHz), 0,98 (s, 6H,
2xCHs), 1,03 (s, 3H, CHs), 1,32 (m, 6H, 2x OCH2CHs), 0,8-2,10 (m, 24H, CH, CH), 2,01 (s, 3H,
C=CCHpg), 2,06 (d, J=3Hz, 3H, H-30), 2,47 (m, 1H, H-19), 3,20 (m, 1H, H-3), 3,94 (d, J=10,8 Hz, 1H,
H-28), 4,04 (m, 4H, 2x OCH2CHs), 4,33 (d, J=10,8 Hz, 1H, H-28), 5,42 (d, 1H, 2Jpn=18 Hz, H-29).

13C-NMR (CDClIs) & (ppm): 3,9; 11,4; 14,7; 15,4; 16,0; 16,1; 16,4; 18,3; 20,7; 25,3; 25,8; 26,9;
27,3; 28,0; 29,1; 29,6; 34,1; 34,6; 37,1; 37,4; 38,6; 38,9; 40,9; 42,7; 46,5; 49,7; 50,2; 55,3; 61,1; 61,2;
64,0; 72,4; 78,9; 85,8; 111,0; 154,3; 167,0.

31P-NMR (CDClz) & (ppm): 18,33.

IR (KBr, cm) v: 3414 (O-H), 2243 (C=C), 1707 (C=0), 1247 (P=0), 1026 (P-O-C), 750 (P-C).

d) 3,28-Di(2-butynoilo)-29-dietoksyfosforylobetulina 5B

(R = R1 = Et, R2 = CH3C=CC(0)0O, Rs = CH20C(0O)C=CCH?3)

Wydajnos$c¢: 7%. T.top 229-304°C.

TLC (chlorek metylenu/etanol, 15:1, v/v) Rf = 0,71.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujgce:

1H-NMR (CDCl3) 6 (ppm): 0,79 (m, 1H, H-5), 0,86 (s, 3H, CHs), 0,89 (s, 6H, 2x CHs), 0,97
(s, 3H, CHs), 1,03 (s, 3H, CHs), 1,32 (m, 6H, 2x OCH2CHs), 0,8-2,10 (m, 23H, CH, CH2), 1,997 (s, 3H,
C=CCHz), 2,01 (s, 3H, C=CCHpa), 2,07 (d, J=3Hz, 3H, H-30), 2,47 (m, 1H, H-19), 3,93 (d, J=11,1 Hz,
1H, H-28), 4,04 (m, 4H, 2x OCH2CH3), 4,33 (d, J=11,1 Hz, 1H, H-28), 4,59 (m, 1H, H-3), 5,42 (d, 1H,
2Jpn=18 Hz, H-29).

13C-NMR (CDCl3) 5 (ppm): 3,9; 14,1; 14,7; 16,0; 16,1; 16,4; 16,5; 18,1; 20,7; 23,5; 25,5; 25,7;
26,9; 27,9; 29,6; 34,0; 34,6; 37,0; 37,4; 37,9; 38,3; 40,9; 42,7; 46,5; 49,7; 50,1; 50,2; 55,4; 61,1; 61,2;
64,0; 72,4; 72,8; 82,7; 85,0; 85,8; 111,4; 153,9; 154,3, 167,3.

31P-NMR (CDCIls) 4 (ppm): 18,30.

IR (KBr, cm 1) v: 2241 (C=C), 1710 (C=0), 1242 (P=0), 1059 (P-O-C), 748 (P-C).

e) 28-Cyklopropylopropynoilo-29-dietoksyfosforylo-betulina 5A

(R=R1=Et, Rs=CH20C(0O)C=C-Pr-cyclo)

Wydajnosc¢: 87%. T.top 150-153°C.

TLC (chlorek metylenu/etanol, 15:1, v/v) Rt = 0,50.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujgce:

1H-NMR (CDCl3s) 8 (ppm): 0,69 (m, 1H, H-5), 0,70 (s, 3H, CHs3), 0,77 (s, 3H, CHz), 0,98 (s, 6H,
2xCHpa), 1,02 (s, 3H, CHs), 1,32 (m, 6H, 2x OCH2CHz3), 0,8-2,10 (m, 29H, CH, CH3), 2,06 (d, J=2,7 Hz,
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3H, H-30), 2,47 (m, 1H, H-19), 3,20 (m, 1H, H-3), 3,92 (d, J=10,8 Hz, 1H, H-28), 4,04 (m, 4H, 2x
OCH2CHa), 4,31 (d, J=10,8 Hz, 1H, H-28), 5,42 (d, 1H, 2Jpn=18 Hz, H-29).

BC-NMR (CDCl3) 6 (ppm): -0,1; 1,6; 9,8; 14,7; 15,3; 15,9; 16,5; 16,6; 16,9; 16,9 18,8; 21,3;
23,2; 26,3; 27,5; 27,9; 28,5; 30,2; 32,1; 34,7; 35,2; 37,7; 38,0; 39,2; 39,4; 41,4, 43,2; 47,1, 50,3; 50,8;
55,8; 61,7; 61,7; 64,4, 69,0; 79,5; 94,2; 112,5; 154,9; 167,9.

31P-NMR (CDCls) & (ppm): 18,35.

IR (KBr, cm) v: 2243 (C=C), 1707 (C=0), 1278 (P=0), 1038 (P-O-R), 750 (P-C).

f)  3,28-Di(cyklopropylopropynoilo)-29-dietoksyfosforylobetulina 5B

(R=R1=Et, R2 = cyclo-PrC=CC(0)0, R3=CH20C(0O)C=C-Pr-cyclo)

Wydajnosc¢: 13%. T.top. 144-147°C.

TLC (chlorek metylenu/etanol, 15:1, v/v) Rt = 0,76.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujgce:

H-NMR (CDCls) & (ppm): 0,79 (m, 1H, H-5), 0,85 (s, 3H, CHs), 0,88 (s, 6H, 2x CHs), 0,97
(s, 3H, CHa), 1,02 (s, 3H, CHs), 1,32 (m, 6H, 2xOCH2CHs), 0,82,10 (m, 33H, CH, CHy), 2,06 (d, J=3 Hz,
3H, H-30), 2,46 (m, 1H, H-19), 3,91 (d, J=11,1 Hz, 1H, H-28), 4,07 (m, 4H, 2x OCH2CH3), 4,31 (d, J=10,8
Hz, 1H, H-28), 4,57 (m, 1H, H-3), 5,41 (d, 1H, 2Jpn=18,6 Hz, H-29).

B3C-NMR (CDCls) 6 (ppm): -1,6; -0,1; 8,1; 8,2; 8,5; 13,7; 15,0; 15,1; 15,3; 15,4; 15,5; 17,1; 19,7;
22,5; 24,7; 25,8; 25,9; 26,9; 28,6; 29,5; 30,6; 33,0; 33,6; 36,0; 36,4; 36,9; 37,3; 39,8; 41,6; 45,5; 48,7;
49,1; 54,4; 60,1; 60,1; 62,8; 67,4; 67,9; 81,6; 91,7; 92,6; 111,9; 152,9; 153,4; 166,0.

31P-NMR (CDCls) 8 (ppm): 18,33.

IR (KBr, cm) v: 2223 (C=C), 1710 (C=0), 1265 (P=0), 1014 (P-O-R), 799 (P-C).

Przyktad 5. Otrzymywanie 29 - fosfonianéw alkinyloksykarbonylobetuliny 5

(R=Ri=Et, R2=HC=CCH20C(0)0, R3=CH20C(0O)OCH2C=CH)

Zwigzek 2B (R=R:=Et) (0,29 g, 0,5 mmola) rozpuszcza sie w 3 ml benzenu, dodaje 1,5 ml piry-
dyny i schtadza w tazni lodowo-solnej do temperatury ok -5°C.

Nastepnie wkrapla sie roztwér 1 mmola chloromréwczanu propargilu w 2,5 ml benzenu i miesza
sie przez 18 godzin w temperaturze pokojowej. Po odparowaniu lotnych skfadnikéw pozostato$é roz-
puszcza sie w 3 ml chloroformu i przemywa 10% kwasem siarkowym i wodg. Ekstrakty suszy sie bez-
wodnym siarczanem sodu i zateza pod zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszcza sie me-
toda chromatografii kolumnowej (SiOz, chloroform/etanol 15:1, v/v) otrzymujgc diestry 5B (R=Ri=Et,
R2, HC=CCH20C(0)O, CH20C(0O)OCH2C=CH) i monoestry 5A (R=Ri1=Et, R3=CH20C(O)OCH2C=CH).

a) 29-Dietoksyfosforylo-28-propargiloksykarbonylobetulina 5A

(R=R1=Et, Rs3=CH20C(O)OCH2C=CH)

Wydajnosc¢: 63%. T.top. 140-142°C.

TLC (chlorek metylenu/etanol, 15:1, v/v) R=0,49.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujgce:

H-NMR (CDCls) 6 (ppm): 0,70 (m, 1H, H-5), 0,78 (s, 3H, CHs), 0,84 (s, 3H, CHs), 0,99 (s, 6H,
2x CHs), 1,05 (s, 3H, CHs), 1,33 (m, 6H, 2x OCH2CHs), 0,862,10 (m, 24H, CH, CH), 2,08 (br. s, 3H,
H-30), 2,47 (m, 1H, H-19), 2,56 (t, J=2,4 Hz, 1H, C=CH), 3,21 (m, 1H, H-3), 3,95 (d, J=10,8 Hz, 1H,
H-28), 4,05 (m, 4H, 2x OCH2CHzs) 4,38 (d, J=10,8 Hz, 1H, H-28), 4,76 (m, 2H, OCH2-C=C), 5,43
(d, 1H, 2Jpn=18 Hz, H-29).

13C-NMR (CDClz) & (ppm): 13,7; 14,3; 14,9; 15,0; 15,1; 15,4; 17,2; 19,7; 24,8; 25,9; 26,3; 27,0;
28,5; 28,6; 33,1; 33,5; 36,0; 36,1; 36,4; 37,6; 37,8; 39,8; 41,7; 45,7; 48,7; 49,2; 50,4; 54,2; 54,3; 60,1,
60;1; 66,0; 74,7; 77,9; 110,9; 154,0.

31P-NMR (CDCIls) 4 (ppm): 18,30.

IR (KBr, cm?) v: 3437 (O-H), 2128 (C=C), 1750 (C=0), 1250 (P=0), 969 (P-O-R), 789 (P-C).

b) 29-Dietoksyfosforylo-3,28-di(propargiloksykarbonylo)betulina 5B

(R=R1=Et, R2 = HC=CCH.0C(0)0O, Rz = CH.0C(O)OCH2C=CH)

Wydajnos$c¢: 7%. T.top. 150-153°C.

TLC (chlorek metylenu/etanol, 15:1, v/v) Rt = 0,70.

Dane spektroskopowe otrzymanego produktu sg nastepujgce:

H-NMR (CDClIs) & (ppm): 0,80 (m, 1H, H-5), 0,87 (s, 3H, CHs3), 0,88 (s, 3H, CHzs), 0,94 (s, 3H,
CHs), 0,99 (s, 3H, CHs), 1,05 (s, 3H, CHzs), 1,33 (m, 6H, 2x OCH2CHzs), 0,82-2.10 (m, 23H, CH, CH>),
2,08 (br. s, 3H, H-30), 2,48 (m, 1H, H-19), 2,54 (br. s, 1H, C=CH), 2,56 (br. s, 1H, C=CH), 3,95 (d,
J=10,8 Hz, 1H, H-28), 4,06 (m, 4H, 2x OCH2CHj3), 4,38 (m, 2H, H-3, H-28), 4,74 (m, 2H, OCH2-C=C),
4,76 (m, 2H, OCH»-C=C), 5,43 (d, 1H, 2Jpy=18 Hz, H-29).
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13C-NMR (CDCls) & (ppm): 13,7; 14,9; 15,1; 15,3; 15,4; 17,0; 19,7; 22,5; 24,7; 25,9; 26,8; 28,5;
8,7; 33,0; 33,5; 36,0; 36,4; 37,0; 37,3; 39,8; 41,7; 45,7; 48,7; 49,1; 54,0; 54,3; 60,1; 66,0; 74,4; 74,7;
76,4; 79,2; 85,1; 110,9; 153,5; 154,0.

31P-NMR (CDClz) & (ppm): 18,27.

IR (KBr, cm') v: 2131 (C=C), 1757 (C=0), 1263 (P=0), 1026 (P-O-R), 800 (P-C).

Ocene aktywnosci cytotoksycznej zwigzkdéw opisanych wzorem 2 przeprowadzono wobec ludz-
kich komérek nowotworowych [glejak mézgu SNB-19, rak gruczotu sutkowego T47D, czerniak C32]
z zastosowaniem testow WST1 (tabela 1).

Tabela 1l
: Aktywno$¢ cytotoksyczna in vitro w postaci 1Cso [pg/ml]
Symbol zwigzku T47D SNB-19 C32
Betulina 77,9+4,7 23,5+2.0 -
R = R, = Et, R, = AcO, R3 = CH,0Ac 58,0434 51,940,8 -
trans
R =R; = Et, R, = OH, R; = CH,OH 6,2+0,5 2,904 )
cis
R =R, = Et, R, = OH, Rs = CH,OH 0,9+0,1 4,8+0,1 -
R =R, = Et, R, = HC=CC(0)O, 2,840,6 0,6+0,1 -
Rz = CH,C(O)C=CH
R =R; =Et, R, = HO, 0,4+0,1 0,3+0,1 -
R, = CH,C(0)C=CH
R = R; = Et, R, = CH;C=CC(0)0, 13.9+3 .4 7.6+1,0 49+0.3
R; = CH,OC(0)C=CCHj
R =R; =Et, R, = HO, 9,6+0,6 7,5+0,3 4,9+0,1
R; = CH,OC(0)C=CCHj
R =R, = Et, R, = HC=CCH,;0C(O)O, Neg 0,5+0,1 51,7+4.8
R; = CH,OC(O)OCH,C=CH
R =R; = Et, R» = HO, 49.4+6,1 24.5+12,6 5,9+03
R3; = CH,OC(O)OCH,C=CH
R =R, = Et, R; = cyclo-PrC=CC(0)0, 79,5+£1,9 40,4+6,8 0,4+0.2
Rz = CH,OC(0)C=C-cycloPr
R =R =Et, R, =HO, 8,2+0.6 2,2+0,8 4,7£0,7
R3 = CH,0C(0)C=C-cycloPr
cisplatyna 55,9+4.5 5,3%0,1 4,3+0.6

Neg — brak aktywnosci w zastosowanym zakresie stezen
— brak oznaczen

Otrzymane wedtug wynalazku fosfoniany acetylenowych pochodnych betuliny mozna korzystnie
zastosowac¢ do hamowania proliferacji komoérek nowotworowych, osobno lub w mieszaninie z betuling
lub z kwasem betulinowym lub z innymi znanymi zwigzkami przeciwnowotworowymi szczegodlnie na
niektére chemiooporne nowotwory, takie jak czerniaki i glejaki.
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Zastrzezenia patentowe

1. Fosfoniany acetylenowych pochodnych betuliny o wzorze 2,

0
P
“OR,

Wzor 2

w ktérym z atomami wegla C29 lub C30 grupy izopropenylowej zwigzana jest reszta fosfonowa,
przerywane linie miedzy C20 a C29 i C30 wskazujg, ze wigzanie pomiedzy nimi moze by¢ podwdjne
badz pojedyncze, a poszczegdlne podstawniki oznaczaja:

R oznacza grupe alkilowg (C1-Ca),

R1 oznacza grupe alkilowg (C1-Ca),

R2 oznacza grupe hydroksylowa, grupe propynoiloksylowg, cyklopropylopropynoiloksylowa,
2-butynoiloksylowa, propargiloksykarbonyloksylowa,

Rs oznacza grupe hydroksymetylowa, propynoiloksymetylowg, cyklopropylopropynoiloksymety-
lowa, 2-butynoiloksymetylowa, propargiloksykarbonyloksymetylowa.

2. Sposéb wytwarzania fosfonianéw acetylenowych pochodnych betuliny o wzorze 2

0
_OR

P
OR,

Wzor 2

w ktérym podstawniki R, R1, Rz i Rs okreslono w zastrzezeniu 1, obejmujgcy nastepujace etapy:
a) zwigzek o wzorze 3

Br\’ A

Y
/ } ’ J 1 ]\/OAC

AcO -
/- Wzor 3

Poddaje sie reakcji z fosforynem trialkilowym w temperaturze 100°C-165°C, otrzymujgc zwia-
zek o wzorze 4
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AcQ’

Wzor 4

(b) produkt etapu (a) poddaje sie reakcji hydrolizy w srodowisku alkalicznym wobec KOH w roz-
tworze etanolowym, w temperaturze wrzenia, otrzymujgc mieszaning zwigzkéw o wzorach 2B i 2C,
w ktorych R=Ri=alkil,

Wzor 2B Wzor 2C

lub wobec NaOH w roztworzeCH3OH/THF/H20 w temperaturze pokojowej otrzymujgc zwigzek
o wzorze 2A, w ktérym R=Ri=alkil,

Wzor 2A

(c) produkty etapu (b) poddaje sie reakcji z kwasem acetylenokarboksylowym, wybranym z gru-
py obejmujgcej: kwas propiolowy, cyklopropylopropiolowy, 2-butynowy lub z chloromréwczanem pro-
pargilu.

3. Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze reakcje zwigzkow o wzorze 2A, 2B lub 2C
z kwasem acetylenokarboksylowym prowadzi sie w rozpuszczalniku organicznym wybranym z grupy
obejmujacej chlorek metylenu, chloroform, toluen lub eter dietylowy, w obecnosci DCC (N,N-dicyklo-
heksylokarbodiimidu) i DMAP (4-dimetyloaminopirydyny) w temperaturze od -10 do +20°C.

4. Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze reakcje zwigzkéw o wzorze 2A, 2B lub 2C
z chloromréwczanem propargilu prowadzi sie w rozpuszczalniku organicznym wybranym z grupy
obejmujacej benzen i toluen, przy czym reakcje prowadzi sie w obecnosci aminy wybranej z grupy
obejmujacej trietyloamine, pirydyne, cykloheksyloamine w temperaturze od 5°C do 20°C.

5. Zastosowanie fosfonianéw acetylenowych pochodnych betuliny o wzorze 2 okreslonym
w zastrz. 1, do wytwarzania srodkéw farmaceutycznych przeznaczonych do hamowania proliferaciji
komorek nowotworowych.
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