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Nazev vynilezu:

Zpiisob pFipravy inkluzniho komplexu
pentacyklickych a tetracyklickych terpenoidi a
farmaceutického prostfedku obsahujiciho tento
inkluzni komplex, inkluzni komplex
pentacyklického nebo tetracyklického
terpenoidu a farmaceuticky prostiedek
obsahujici tento inkluzni komplex

Anotace:

Je popsan zpisob pfipravy inkluznich komplexs
pentacyklickych atetracyklickych terpenoidi, pi néms se ve
vod& nerozpustny pentacyklicky nebo tetracyklicky terpenoid
majic volnou karhoxylovou, hydroxylovou nebo amino
funkéni skupinu derivati zuje na této funkéni skupiné
substituentem vybranym ze skupiny zzhroujici substituenty
obecného vzorce X® pro navazani ma hydroxyskupinu
terpenoidu, kde X* reprezentuje -OC-R'-COOH, substituenty
obecného vzorce X* pro navizani na aminoskupinu
terpenoidu, kde X* je -OC-R'-COOH, kvartérni amoniové
substituenty obecného vzorce X pro navazani na
karboxyskupinu terpenoidu, kde X° reprezentuje
«(CH)NR%Y", kvartérni amoniové subgti tuenty obecného
vzorce X° pro navézini na karboxy skupinu terpenoidu, kde X°
reprezentuje -(CHo) (RHY, substituenty obecneho vzorce X9
pro navazini na karboxyskupinu terpenoidu, kde X°
reprezentuje -R-COOH, glykosylové substituenty X® pro
navazini a- nebo B-glykosidickou vazbou na hydroxyskupinu
terpencidu, kde X° je vybran ze skupiny zahmujici glukosyl,

galaktosyl, arabinosyl, thamnosyl, laktosyl, cellobiosyl,
maltosyl a jejich 2-deoxyanaloga, a nisledné se pfipraveny
derivat rozpusti v roztoku obsahujicim vodu a nativni nebo
substituovany y-cyklodextrin za tvorby inkluzniho komplexu s
uvedenym cyklodextrinem, naée? se inkluzni komplex s
uvedenym cyklodextrinem izoluje z vodného moztoku, s
vyhodou lyofilizaci. Popsina je i ptiprava farmaceutického
prostedku obsahujiciho tento inkluzni komplex. Dileje
popsan inkluzni kompiex derivatizovaného pentacyklického
nebo tetracyklického terpenoidu a nativniho nebo
substituovaného y-cyklodextrinu a déle farmaceuticky
prostredek obsahujici tento inkluznf komplex.
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Zpuasob pripravy inkluzniho komplexu pentacyklickych a tetracyklickych terpencidia a
farmaceutického prostfedku obsahujiciho tento inkluzni komplex, inkluzni komplex penta-
cyklického nebo tetracyklického terpenoidu a farmaceuticky prostiedek obsahujici tento
inkluzni komplex

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplsobu piipravy rozpustnych inkluznich komplexii pentacyklickych a tetra-
cyklickych terpenoidi, které jsou samy o sobé ve vodé nerozpustné, zpiisobu pripravy farmaceu-
tického prostiedku obsahujiciho tento inkluzni komplex, inkluzniho komplexu pentacyklického
nebo tetracyklického terpenoidu a farmaceutického prostfedku obsahujiciho tento inkluzni kom-
plex.

Dosavadni stay techniky

Pentacyklické a tetracyklické terpenoidy piedstavuji skupinu piirodnich latek — 1soprenoidi s
Sirokou paletou biologickych aktivit (Dzubak, P.; Hajduch, M.; Vydra, D.; Hustova. A.; Kvasni-
ca, M.; Biedermann, D.; Markova, L.; Urban, M.; Sarek, J. Nat. Prod. Rep. 2006, 23, 394-411),
diky kterym se stavaji stfedem zajmu farmaceutického primyslu. Av3ak ani modifikované ani
sernisyntetické derivity téchto prirodnich latek vétSinou nemaji optimalni farmakologické viast-
nosti. Mezi jejich nevyhody patfi zejména nizka rozpustnost v médiich zaloZenych na vodné bazi
a dale nevyhodné farmakokinetické ukazatele, jako napf. nizka biologicka dostupnost, kratky
polotas vylufovani a nedostatedna stabilita, které jsou naprosto nevhodné pro provadéni in vivo
testdl na zvifatech, jakoZ i nasledné vyuziti pro lé¢bu pacienti.

Pentacykiické a tetracyklické terpenoidy jsou jako sloudeniny s lipofilnim rigidnim skeletem,
tvofenym 25 aZ 30 atomy uhliku, ve vodé téméf nerozpustné, a to i kdyZ nesou polamni funkéni
skupiny jako ~OH, ~COOH, =0, —NH, a dal3i, Pro rozpousténi pro farmaceutické O¢ely neni
moZné vyuZit rozpoustédel bézné pouzivanych v chemické praxi, jako je chloroform, aceton,
cthylacetat apod., z divodu jejich inkompatibility s Zivymi organismy. Z literatury je viak
znamo, Ze pentacyklické triterpenoidni kyseliny vytvafeji v piitomnosti alkalickych uhli¢itani
nebo hydrogenuhliitant s cyklodextriny inkluzni stougeniny, které jsou za piidavku vhodnych
aditiv rozpustné v médiich zaloZenych na vodné bazi (WO 92/09553). Je popsano, ze nejlepsi
rozpustnosti triterpenoidnich kyselin lze dosahnout pouZitim vyisich cyklodextrind, jmenovité B
a v, a jako aditiv je vyuzivano niZ3ich alkohol (methanol) nebo glykoli (propylenglykol, butan-
diol) (Uekama K., Hirayama F., Irie T.: Chem. Rev. 1998, 98, 2045-2076, Hedges A. R.: Chem.
Rev. 1998, 98, 2035-2044). V pouZivanych vehikulech dosahuji triterpenoidni kyseliny rozpust-
nosti mezi [0 az 50 mg/ml (WO 92/09553). Inkluzni slougeniny lze izolovat z jejich roztoki
pomoci lyofilizace jako pevne latky ve formé pragkil. Av3ak takto Ize rozpustit v médiich zaloZe-
nych na vodné bazi pouze nativni triterpenoidni karboxylové kyseliny s volnou karboxylovou
funkei, nikoli jejich funkéni derivaty nebo takové terpenoidy, které karboxylovou funkei nemaji.
Navic ve farmaceutické praxi se ¢asto biologicky aktivni volné triterpenoidni kyseliny, které maji
fadu nevyhodnych farmakologickych vlastnosti, napf. obtiznou purifikovateinost a nestabilitu,
prevadéji na derivaty, které pfinaseji casto pomalejii metabolizaci (zvy3eni polo¢asu rozpadu),
zvySeni stability nebo pisobi jako prodrug. Jednim typem takovych derivatd jsou riizné biolo-
gicky Stépitelné estery, jako napf. morfolinoethylestery, acetoxymethytestery, heptylestery a dal§i
(Gewehr M., Kunz H.: Synthesis 1997, [499; Urban M., Sarek J., Tislerova 1., Dzubak P., Haj-
duch M.. Bioorg. Med. Chem. 2005, 13, 5527). WO 03/026606 popisuje kosmetickou formulaci,
obsahujici sericosid nebo smési terpenoidii rostlinného piivodu obsahujici sericosid a cyklodext-
rin, US 6 403 816 popisuje formulaci nékterych derivatd betulinové kyseliny s B—cyklodextriny s
pfimési methanolu, kde dochazi a7 za sonifikace k tvorbé &irého roztoku.
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Derivity karboxylovych kyselin jsou viak obecné jeité méné kompatibilni s vodnymi vehikuly
nez jsou volné kyseliny. Pro vyuZiti derivtd karboxylovych kyselin ve farmaceutické praxi je
tedy nezbytné nalézt formulaci, ktera umozni jejich pouziti s vehikuly na vodné bazi.

Z vy3e uvedenych diivodi je zfejmé, Ze pro dalii vyvoj je nutné pipravit takové derivaty neroz-
pustnych biologicky aktivnich pentacyklickych a tetracyklickych terpenoida, které jsou rozpustné
v médiich zaloZenych na vodné bazi, jsou biodostupné (nejlépe oralné dostupné), maji vhodny
poloCas vyluCovani a jsou stabilni neboli maji optimélni farmakokinetické parametry.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu je zpisob pripravy inkluznich komplexii biologicky aktivnich pentacyklic-
kych a tetracyklickych terpenoidd, jehoz podstata spodiva v tom, ze se ve vodé nerozpustny ter-
penoid majici volnou karboxylovou, hydroxylovou nebo amino funkéni skupinu derivatizuje na
této funkdni skupiné substituentem vybranym ze skupiny zahrujici

a) substituenty obecného vzorce X', kde X® reprezentuje -OC-R'-COOH, kde R’ je linearni &
vétveny C, az Cg alkylen, linearni &i vétveny C,; az Cy alkenylen, Cq arylen nesubstituovany
Ci substituovany halogenem, hydroxylem nebo aminoskupinou, pro navézani na hydroxy-
skupinu terpenoidu:

zbytek :f derivatizace Zbytek ‘J,f‘
terpenoidu ™ terpenoidu e

£ oH oxa

b) substituenty obecného vzorce X°, kde X* je -OC-R'-COOH, kde R' je lineami & vétveny
C, az Cg alkylen, lineami &i vétveny C, az Cy alkenylen, C, arylen nesubstituovany ¢i sub-
stituovany halogenem, hydroxylem nebo aminoskupinou, pro navazani na aminoskupinu
terpenoidu:

zbytek ;‘ derivatizace zbytek ;f
terpenoidu ~ terpenaidu ~ :
5 N & TNHXe

¢) kvartérni amoniové substituenty obecného vzorce X°, kde X° reprezentuje —{(CH,),N'R%Y",
kde n je 2-8, R? je linearni nebo vétveny C, aZ Cg alkyl, pfipadné substituovany -OH, -NH,
nebo halogenem, a Y™ je anion vybrany ze skupiny zahrnujici halogenid, sulft, hydrogen-
sulfat a triflat, pro navazani na karboxyskupinu terpenoidu:

zbytek / derivatizace zbytek /
terpenaidu ™ terpencidu
CoH SCO,xb

d) kvartérni amoniové substituenty obecného vzorce X°, kde X° reprezentuje {(CH,)(R3)Y",
kde n je 2-8, (R%)' je protonovany dusikaty heterocyklus obsahujici 1 az 2 atomy N a 4 az 9
atomii C a obsahuje alespo jeden aromaticky cyklus a Y je anion vybrany ze skupiny zahr-
nujici halogenid, sulfat, hydrogensulfat a triffat, pro navazani na karboxyskupinu terpenoidu:

Zbytekd “/@/ derivatizace zhytek ‘/j
terpencidy ™ terpencidu :
SCoH Co,Xe
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e) substituenty obecného vzorce XY, kde X reprezentuje ~R*COOH, kde R’ je linearni &i vét-
veny C, az C; alkylen, linearni &i vétveny C, az C, alkenylen, C; arylen nesubstituovany ¢i
substituovany halogenem, hydroxylem nebo aminoskupinou, pro navazani na karboxy-
skupinu terpenoidu:

t zbylekd / derivatizace zbynazlcd f/
erpenoidu terpenoidu .
“SCo,H ~copxd

f)  glykosylové substituenty X° kde X° je vybran ze skupiny zahrnujici glukosyl, galaktosyl,
arabinosyl, rhamnosyl, laktosyl, cellobiosyl, maltosyl a jejich 2—deoxyanaloga, pro navazani
o nebo B glykosidickou vazbou na hydroxyskupinu terpenoidu:

zbytek derivatizace zbytek
terpenoidu " terpencidu
“SoH ~oxe

reakci se sloudeninou poskytujici dany substituent a nasledn€ se ptipraveny derivit rozpusti v
roztoku obsahujicim vodu a nativni nebo substituovany y—cyklodextrin, naceZ se vznikly inkluzni
komplex s nativnim nebo substituovanym y-cyklodextrinem izoluje z vodného roztoku, s vyho-
dou lyofilizaci.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu se jako sloudenina poskytujici substitu¢ni obecného vzorce X*
pouzije sloudenina vybrana ze skupiny zahrnujici slougeniny poskytujici sukcinat, ftalat nebo
glutarat.

Ve vyhodném provedeni vynalezu se jako sloutenina poskgftuj ici substituent obecného vzorce X°
pouZije sloudenina poskytujici cholinovy ester, kde n=2, R*=CHj.

Ve vyhodném provedeni vynalezu se jako sloudenina poskytujici substituent obecného vzorce X°
pouzije sloudenina poskytujici pyridiniovou siil, kde n=2, (R") PyH", Y =Br".

Ve vyhodném provedeni vynalezu se jako sloucenina poskytujici substituent obecného vzorce x*
pouzije sloudenina poskytujici glykolat, kde *R=CH,.

Ve vyhodném provedeni vynalezu se jako sloucenina poskytujici substituent obecného vzorce X©
pouzije sloudenina vybrana ze skupiny zahmujici slougeniny poskytujici glukosyl, galaktosyl,
laktosyl a jejich 2-deoxyanaloga.

Ptedmétem vynalezu je dale zpilsob pfipravy farmaceutického prostfedku obsahujiciho inkluzni
komplex pentacyklického nebo tetracyklického terpenoidu s nativnim nebo substituovanym y—
cyklodextrinem, jehoZ podstata spogiva v tom, Ze se ve vodé nerozpustny pentacyklicky nebo
tetracyklicky terpenoid majici volnou karboxylovou, hydroxylovou nebo amino funkéni skupinu
derivatizuje na této funk&ni skupiné substituentem vybranym ze skupiny zahmujici

a) substituenty obecného vzorce X7, kde X* reprezentuje -OC-R'-COOH, kde R' je linedmi &i
vétveny C, az Cg alkylen, linearni & vétveny C, a2 Cy alkenylen, Cs arylen nesubstituovany
&i substituovany halogenem, hydroxylem nebo aminoskupinou, pro navazini na hydroxy-
skupinu terpenoidu;

b) substituenty obecného vzorce X* kde X* je ~OC-R'-COOH, kde R' je linedrni &i vétveny
C, az Cg alkylen, linearni ¢i vétveny C; az Cy alkenylen, Ce arylen nesubstituovany &i sub-
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stituovany halogenem, hydroxylem nebo aminoskupinou, pro navazani na aminoskupinu
terpenoidu;

kvartérni amoniové substituenty obecného vzorce X°, kde X° reprezentuje —(CH,),N"R;Y",
kde n je 2-8, R* linearni nebo vétveny C, az Cy alkyl, pfipadné substituovany -OH, ~NH,
nebo halogenem, a Y je anion vybrany ze skupiny zahmujici halogenid, sulfét, hydrogen-
sulfat a triflat, pro navazani na karboxyskupinu terpenoidu;

kvartémni amoniové substituenty obecného vzorce X, kde X° reprezentuje —(CH,)u(R3)Y ,
kde n je 2-8, (R%)' je protonovany dusikaty heterocyklus obsahujici 1 az 2 atomy N a 4 az 9
atomil C a obsahuje alespofi jeden aromaticky cyklus a Y je anion vybrany ze skupiny zahr-
nujici halogenid, sulfat, hydrogensulfét a triflét, pro navazani na karboxyskupinu terpenoidu;

substituenty obecného vzoree X%, kde X reprezentuje —R*—COOH, kde R* je linedrni &i
vétveny C, az C, alkylen, linearni &i vétveny C, az C, alkenylen, Cs arylen nesubstituovany
¢i substituovany halogenem, hydroxylem nebo aminoskupinou, pro navazani na karboxy-
skupinu terpenoidu;

glykosylové substituenty X°, kde X® je vybran ze skupiny zahmujici glukosyl, galaktosyl,
arabinosyl, rhamnosyl, laktosyl, cellobiosyl, maltosyl a jejich 2-deoxyanaloga, pro navazani
a— nebo B-glykosidickou vazbou na hydroxyskupinu terpenoidu;

reakei se sloueninou poskytujici dany substituent a nisledné se pripraveny derivat rozpusti v
roztoku obsahujicim vodu, nativni nebo substituovany y—cyklodextrin a alespoii jednu farmaceu-
ticky pfijatelnou pomocnou latku.

Pomocnymi létkami mohou byt biokompatibilni organicka rozpoustédla, napi. ethanol nebo pro-
pylenglykol, a latky usnadiiujici tvorbu inkluznich komplexd, jako napt. alkalické uhliditany
nebo hydrogenuhliditany,

Predmeétem vynélezu je dale inkluzni komplex pentacyklického nebo tetracyklického terpenoidu s
lipofilnim rigidnim skeletem, tvofenym 25 az30 atomy uhliku, obsahujiciho alespoii jeden z
nasledujicich substituentd:

a)

b)

d)

-0X", kde X* ~OC-R'-COOH, kde R' je linearni & vétveny C, a2 Cy alkylen, linedmi &
vétveny C, az Cy alkenylen, C; arylen nesubstituovany ¢i substituovany halogenem, hydro-
xylem nebo aminoskupinou,

-NHX?, kde X* je ~OC-R'-COOH, kde R' je linearni &i vétveny C; az Cg alkylen, linearni
¢i vétveny C, aZ Cq alkenylen, Cy, arylen nesubstituovany ¢i substituovany halogenem, hyd-
roxylem nebo aminoskupinou,

—COO0X", kde X" je {CH)N"R%Y, kde n je 2-8, R? je linedrni nebo vétveny C, az Cs
alkyl, pfipadné substituovany ~OH, -NH, nebo halogenem, a Y™ je anion vybrany ze skupi-
ny zahrnujici halogenid, sulfat, hydrogensulfat a triflat,

-COOX’, kde X® je {CH.),(R3)Y", kde n je 2-8, (R*) je protonovany dusikaty hetero-
cyklus obsahujici 1 az2 atomy N a 4 az 9 atomii C a obsahuje alespoii jeden aromaticky
cyklus a Y~ je anion vybrany ze skupiny zahmujici halogenid, sulfit, hydrogensulfét a triflat,

—COOX?, kde X reprezentuje -R*-COOH, kde R* je lincami &i vétveny C, a2 C, alkylen,
fineérni i vétveny C, az C, alkenylen, Cy arylen nesubstituovany &i substituovany haloge-
nem, hydroxylem nebo aminoskupinou,
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f) -OX° kde X°je vazan a nebo P glykosidickou vazbou a je vybran ze skupiny zahrnujici glu-
kosyl, galaktosyl, arabinosyi, rhamnosyl, laktosyl, cellobiosyl, maltosyl a jejich 2-deoxy-
analoga,

s nativnim nebo substituovanym y—-cyklodextrinem vyrobeny zpisobem podie vynilezu.

Ve vyhodném provedeni vynélezu jsou substituenty obecného vzorce X* vybrany ze skupiny
zahmujici sukcinat, ftalat nebo glutarat.

Vze vyhodném provedeni jsou substituenty obecného vzorce X° cholinové estery, kde n=2,
R =CH3.

Ve vyhodném provedeni jsou substituenty obecného vzorce X° pyridiniové soli, kde n=2,
(RPy'=PyH’, Y=Br.

Ve vyhodném provedeni jsou substituenty obecného vzorce X! glykolaty, kde R*=CH,.

Ve vyhodném provedeni jsou substituenty obecného vzorce X° vybrany ze skupiny zahrnujici
glukosy!, galaktosyl, laktosyl a jejich 2~deoxyanaloga.

Pfedmétem vynilezu je také farmaceuticky prostfedek, obsahujici rozpustnou formulaci podle
pfedloZeného vyndlezu, vodu a alespoit jednu farmaceuticky piijatelnou pomocnou latku, vyro-
beny zpisobem podle vynalezu.

Pomocnymi latkami mohou byt biokompatibilni organicka rozpoustédla, napt. ethanol nebo pro-
pylenglykol, a latky usnadfujici tvorbu inkluznich komplexi, jako napi. alkalické uhligitany
nebo hydrogenuhliditany.

Ve vyhodném provedeni podle vynalezu je farmaceuticky piijatelnym rozpoustédlem voda.

Prehled obrazki na vykresech

Obr. 1  znazorfiuje farmakokineticky profil hemisukcindtu 2b podivaného ve formé vodného
roztoku inkluzniho komplexu s 2-hydroxypropyl-y—cyklodextrinem pfi oralnim podani mySim.

Obr.2 ukazuje farmakokineticky profil aldehydu 3 podavaného ve form& vodného roztoku
inkluzniho komplexu s 2-hydroxypropyl—y—cyklodextrinem pfi ordlnim podani my3im.

Obr.3 ukazuje farmakokineticky profil hemisukcinatu 3b podavaného ve formé vodného
roztoku inkluzniho komplexu s 2-hydroxypropyl-y-cyklodextrinem pfi ordlnim podani my3im.

Obr. 4 znazorfiuje farmakokineticky profil hemisukcinatu Sa podavaného ve formé vodného roz-
toku inkluzniho komplexu s 2-hydroxypropyl-y—cyklodextrinem pfi oralnim podani mysim.

Obr.5 ukazuje farmakokineticky profil diketon—dihemisukeinatu Se podévaného ve formé
vodného roztoku inkluzniho komplexu s 2-hydroxypropyl-y—cyklodextrinem pfi oralnim podani
mySim.

Obr. 6  znazoriuje farmakokineticky profil pyrazinu 6a podévaného ve formé vodného roztoku
inkluzniho komplexu s 2-hydroxypropyl-y—cyklodextrinem pfi oralnim podani mysim.

Obr. 7 ukazuje farmakokineticky profil hemisukcinatu 8a podavaného ve formé vodného
roztoku inkluzniho komplexu s 2-hydroxypropyl-y—cyklodextrinem pii ordlnim podani mySim.
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Obr.8  ukazuje farmakokinetické profily litek Sc, 5d, 6, 7, 8 podavané jako suspenze s
karboxymethylcelulozou (CMC) ording mysim.

Pfiklady provedeni vynalezu

Zpisob ptipravy farmaceutického prostiedku s obsahem pentacyklickych a tetracyklickych ter-
penoidi se sklida ze dvou stupfii: a) derivatizace nerozpustné vychozi latky, b) pfiprava vodného
roztoku inkluzniho komplexu derivatu s nativnim nebo substituovanym y—cyklodextrinem.

Vsechny v pfikladech popisované slouceniny a jejich zjistované viastnosti jsou shrouty v
Tabulce | a znazornéné ve vzorcich 1 az 8.

Jednotlivé obecné postupy derivatizace nerozpustnych pentacyklickych a tetracyklickych tri-
terpenoidil jsou oznaceny H-1, H-1*, H-2, H-3, H-4, K1, K-2 a jsou zde ukazany na konkrét-
nich pfikladech. Obecné postupy pripravy inkluzniho komplexu, pfi niz dojde k rozpudténi fatky,
Jjsou oznadeny A a B.

a) Derivatizace nerozpustné latky

Pfiklad 1
Priprava betulin—dihemisukcindtu (1 a) (postup H-1)

Do roztoku betulinu (1) (500 mg; 1,13 mmol) v pyridinu (20 ml) byt ptidan sukcinanhydrid
(1,2 g, 12,0 mmol) a N, N—dimethylaminopyridin, dale jen DMAP (1,2 g; 10,0 mmol) a reakéni
smés byla refluxovana za michani 12 h. Pribéh reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chro-
matografie, ddle jen TLC (hexan/ethylacetat 1:1). Poté byla reakéni smés ochlazena, ziedéna
desetindsobkem vody a extrahovana do ethylacetitu. Spojené organické podily byly tikrat vytie-
pany s 5% HCI, tfikrt vodou, vysuseny siranem hore&natym a rozpoustédla byla odpafena na
rotalni vakuové odparce. Odparek byl &istén sloupcovou chromatografii na silikagelu gradiento-
vou eluci z 20% ethylacetitu v hexanu do 100% ethylacetatu. Chromatograficky jednotny
dihemisukcinat la byl lyofilizovan z terc.but;,rlalkoholu. Ziskany hemisukcinat la (387 mg;
67 %) mél t.t. 107 °C, [a]p = 10° (c = 0,44). "C NMR spektrum: 14,8, 16,0, 16,1, 16,5, 18,1,
19,1, 20,8, 23,6, 25,2, 27,0, 27,9, 29,0, 29,0, 29,1, 29,3, 29,5, 29.6, 34,1, 34.4, 37.0, 37,6, 37.8.
38.4,40.9, 42,7, 46,4, 47,7, 48,8, 50,3, 55.4, 63,2, 81,5, 109.9, 150,1, 171,8, 172.4, 177.8, 177.8.

Pfiklad 2
Pfiprava hemisukcinatu 5a (postup H-1)

Do roztoku hydroxydiketonu $ (500 mg; 1,0 mmol) ve smési pyridinu (15 ml) a tetrahydrofuranu,
dile jen THF (Sml) byl pfidan sukcinanhydrid (900 mg; 9,0 mmol) a DMAP (982 mg;
8,0 mmol) a reakéni smés byla refluxovéna za michani 12 h. Priibh reakce byl sledovan pomoci
TLC (hexan/ethylacetat 1:1). Poté byla reakéni smés ochlazena a zpracovana analogickym zpi-
sobem jako pfi piipravé slouceniny 1a. Chromatograficky jednotny hemisukcinat 5a byl krystali-
zovan ze smési acetonitril/voda. Ziskany hemisukeinat Sa (383 mg; 64 %) mél t.t. 154 a% |57 °C,
[@lo = -99° (¢ = 0,24). "C NMR spektrum: 16,1, 16,5, 16,7, 16,8, 18,0, 19,7, 19,8, 21,0, 23.5,
25,9,274,27.8,279, 28,4,289, 29,2, 34,5, 37,1, 37,8, 38,5, 41,5, 45.5, 46,1, 50,8, 50,8, 53,4,
35,4, 81,2, 150,6, 168,1,171,0, 171,9, 177,6, 1892, 194.3.
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Piiklad 3
Pfiprava hemisukcinatu 8a (postup H-1)

Do roztoku aminoalkoholu 8 (500 mg: 1,1 mmol) v tetrahydrofuranu (10 ml) byl pfidan sukei-
nanhydrid (900 mg; 9,0 mmol) a reakéni smés byla refluxovana za michani § h. Pribeh reakce
byt sledovan pomoci TLC (hexan/ethylacetat 1:1). Poté byla reakéni smés ochlazena a zpracova-
na analogickym zpiisobem jako pfi pipravé sloudeniny la. Chromatograficky jednotny hemisuk-
cindt 8a byl krystalizovan ze smési acetonitril/'voda. Ziskany hemisukcint 8a (406 mg; 67 %)
mél t.t. 283 az 284 °C, [a]p = +65° (c = 0,34).

Priklad 4
Ptiprava hemisukcinatu volné kyseliny 2e (postup H-1%)

Ke smési kyseliny betulinové (2) (500 mg; 1,! mmol) a uhlititanu draselného (276 mg;
2,0 mmol) v N, N-dimethylformamidu, dile jen DMF (20 ml) byl pfidan benzylbromid (178 pl;
1,5 mmol) a reakéni smés byla michana za laboratorni teploty 24 h. Pribéh reakce byl sledovan
pomoci TLC (toluen/diethylether 10:1). Poté byla reakéni smés zfedéna desetindsobkem vody a
extrahovana do ethylacetatu. Spojené organické podily byly tfikrat vytfepany s 5% HCI, tikrat
vodou, vysujeny siranem horednatym a rozpou§tédla byla odpafena na rotaéni vakuové odparce.
Odparek byl &istén sloupcovou chromatografii na silikagelu, mobilni fizi byl toluen. Ziskany
surovy benzylbetulinat (517 mg; 86 %) byl pouZit bez ¢isténi do daliiho kroku.

Do roztoku benzylbetulinatu (500 mg; 0,9 mmol) v pyridinu (20 m!) byl pfidan sukcinanhydrid
(900 mg; 9,0 mmol) a DMAP (982 mg; 8,0 mmol) a reakéni smés byla refluxovina za michani
15 h. Priibéh reakce byl sledovan pomoci TLC (hexan/ethylacetat 1:1). Poté byla reakéni smés
ochlazena, zfedéna desetinasobkem vody a extrahovana do ethylacetitu. Spojené organické
podily byly trikrat vytfepany s 5% HCI, titkrat vodou, vysuleny siranem horetnatym a rozpous-
tédla byla odpaFena na rotaéni vakuové odparce. Odparek byl &istén sloupcovou chromatografii
na silikagelu gradientovou eluci z 10% ethylacetdty v hexanu do 50% ethylacetatu. Chromatogra-
ficky jednotny hemisukeinat benzylbetulinitu byl pouzit bez &isténi do dalsiho kroku.

Do roztoku hemisukcindtu benzylbetulindtu (389 mg; 0,6 mmol) ve smési tetrahydrofuranu
(10 ml) a methanolu (5 ml) bylo p¥idano palladium na uhli (50 mg; 10%) a 1,4—cyklohexadien
(568 ul; 6 mmol) a reakéni smés byla michéna za laboratorni teploty 22 h. Pribeh reakce byl
sledovan pomoci TLC (hexan/ethylacetat 1:1). Poté byla reakéni smés zfiltrovana pfes kiemelinu
a eluat odpafen na rotacni vakuové odparce. Krystalizact od?arku z benzenu by! ziskan hemisuk-
cinat 2e (366 mg; 91 %) o t.t. 265 °C, [a]p = 15° (¢ = 0,37). ’C NMR spektrum: 14.6, 16,2, 16,2,
16,6, 18,2, 19.3, 20,9, 23,6, 25.4, 28,0, 29,2, 29,4, 29,7, 30,5, 32,1, 34,1, 37,1, 37.1, 379, 38,2,
38,4, 40,7, 42,4, 46,9, 49,2, 50,2, 55,3, 56,5. 81,5, 109,7, 150,3, 171,7, 178,3, 182.7.

Pfiklad 5
Ptiprava hemiftalatu 2¢ (postup H-2)

Do roztoku ethylbetulinatu 2a (500 mg; 1,0 mmol) v pyridinu (20 ml) byl pridan ftalanhydrid
(1,48 g; 10,0 mmol) a DMAP (366 mg; 3,0 mmol} a reakéni smés byla refluxovana za michani 28
h. Prabeh reakce byl sledovan pomoci TLC (hexan/ethylacetdt 1:1). Poté byla reaktni smés
ochlazena a zpracovéna a produkt &istén analogickym zpiisobem jako pfi ptipravé sloudeniny la.
Chromatograficky jednotny hemiftalat 2c byl lyofilizovan z terc.butylalkoholu. Ziskany hemi-
ftalat 2c (335 mg; 53 %) mé! t.t. 131 °C, [u]p - 26° (¢ = 0,45).
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Ptiklad 6
Priprava betulin—dihemifialatu (1b) (postup H-2)

Do roztoku betulinu (1) (500 mg; 1,13 mmol) v pyridinu (20 ml) byl pridan ftalanhydrid (1,33 g;
9,0 mmol) a DMAP (366 mg; 3,0 mmol) a reakéni smés byla refluxovina za michdni 37 h. Prg-
béh reakce byl sledovan pomoci TLC (hexan/ethylacetat 1:1). Poté byla reakéni smés ochlazena a
zpracovana a produkt ¢istén analogickym zpiisobem jako pFi piipravé slouceniny la. Chromato-
graficky jednotny dihemiftalét 1b byl lyofilizovan z tercbutylalkoholu. Ziskany dihemiftalat 1b
(633 mg; 76 %) mél t.t. 178 a2 180 °C, [a]p, = 28° (¢ = 0,55).

Ptiklad 7
Ptiprava glukosidu 4i (postup H-3)

i) Do roztoku ethylesteru 4g (1,00 g; 2,07 mmol) v bezvodém acetonitrily {25 ml) byl pridan
2,3,4,6—tetraacetyl-o-D~glukopyranosylbromid (1,7 g 4,1 mmol) a kyanid rtutnaty (782 mg;
3,1 mmol) a smés byla poté refluxovina pod zpétnym chladitem s vylouéenim vzdusné vihkosti.
Priib¢h reakce byl sledovan pomoci TLC (toluen/ether 6:1). Poté byla ochlazena reakéni smés
probublana vlhkym sulfanem, zfiltrovana na kiemeling, filtrat byla zfedén desetinisobkem vody
a extrahovan do ethylacetatu. Spojené organické podily byly tiikrat vytfepany vodou, vysuseny
siranem horecnatym a rozpoustédla byla odpafena na rotaéni vakuové odparce. Odparek byl &i-
tén sloupcovou chromatografii na silikagelu, mobilni fazi byl toluen s gradientem diethyletheru.
Ziskany acetylovany glukosid 4h (550 mg; 33 %) o t.t, 110 °C, [a]o = -33° (¢ = 0,32). IR spekt-
rum: 1246 (C-O); 1609 (C=C); 1697, 1754 (C=0). 'H NMR spektrum: 0,73 s, 3H; 0,87 s, 3H;
0,90 s, 3H; 0,92 s, 3H; 1,02 5, 3H; 1,20 s, 3H; 1,22 s, 3H: (7xCH;); 1,26 t, 3H (J= 7,4; -CH,—
CHs); 2,01 s, 3H; 2,03 s, 3H; 2,04 s, 3H: 2,09 s, 3H (4xCH,COO0); 2,46 d, IH (J=18,6; H-22b);
2,46 m, IH (ZJ=12,0; H-16B); 2,68 dd, 1H (3,=12,7, J,=3.2; H-13B); 3,08 m, IH, (ZJ-16,4; H-
3a); 3,20 septet, 1H (J=7,1; H-20); 3,69 m, 1H (J=20.0; H-5"); 4,10-4,28 m, 4H (O-CH,, H-
6'a,b); 4,54 d, IH (J=8,1; H-1"); 5,01-5,09 m, 2H (H-4", H-27); 5,18-5,24 m, 1H (Z)J=24; H-
3°). MS ESI m/z (%): [Pro CysHysOps, M" 828], 829 (IM+H]", 10); (851 ([M+Na]', 40). Ele-
mentarni analyza pro CsHeO)5: vypodteno C 66,64 %, H 8,27 %; nalezeno C 61,97 %, H
8,12 %.

i) Ziskany acetylovany glukosid 4h (330 mg; 0,39 mmol) byl smichén s bezvodym methano-
lem (10 ml) a do smési byl piidan kovovy sodik (5 mg). Pribéh reakce byl sledovan reverzni
TLC (voda/THF 1:1). Reakéni smés byla poté okyselena kyselinou octovou na pH 6 a odpatena
na rotatni vakuové odparce. K odparku byla pFidana voda a vznikl4 suspenze byla odsata a pro-
myta vodou. SraZenina byla vysusena v exsikatoru nad oxidem fosfore¢nym. Ziskany volny glu-
kosid 4i (180 mg; 0,28 mmol), 68 %) mél t.t. 196,0 °C, [a]p = —46° (¢ = 0,29). IR spektrum: 1609
(C=C); 1697, 1724 (C=0); 3411 (O-H). '"H NMR spektrum: 0,82 s, 3H; 0,89 s, 3H; 0,93 5, 3H:
1,02's, 3H; 1,03 5, 3H; 1,205, 3H; 1,21 s, 3H (7xCH3); 1,25 t, 3H (J=7,2; -CHCH;); 2,14 d, 1H
(J=18,5; H-22b); 2,45 d, IH (J=18.8; H-22a); 2,42-2,52 m, IH (ZJ=40; H-16f); 2,68 dd, 1H
(i=12,8, J:=2.6; H~13B); 3,13-3,50 m, 6H (H-30, H-20, H-5", H-3", H-4', H-2"); 3,75-3,87
m, 2H (H-6"a,b); 4,10-4,24 m, 2H (0-CH,); 3,79 d, 1H (J=7.6; H-i ). MS ESI m/z (%): [Pro
CisHg05, M™ 660], 683 ([M+Na]’, 60). Elementarni analyza pro CisHeOo: vypocteno C
66,06 %, H 9,15 %; nalezeno C 66,39 %, H 8,98 %.

Ptiklad 8

Priprava bisglukosidu 7e, 7f (postup H-3)
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i) Do suspenze diolu 7a (2,00 g; 3,92 mmol) v bezvodém acetonitrilu (25 ml) byl pfidan
2 3,4,6-tetraacetyl-e—D—glukopyranosylbromid (6,4 g; 15,7 mmol) a kyanid rtutnaty (3.0 g;
11,8 mmol) a smés byla poté refluxovana pod zpétnym chladi¢em s vyloudenim vzduiné vihkos-
ti. Priibéh reakce by! sledovan pomoci TLC (toluen/ether 6:1). Poté byla ochlazena reakéni smés
probublina vihkym sulfanem, zfiltrovéna na kiemeling, filtrat byla zfedén desetinasobkem vody
a extrahovan do ethylacetitu. Spojené organické podily byly tfikrat vytiepany vodou, vysueny
siranem horeEnatym a rozpoustédla byla odpatena na rotaéni vakuove odparce. Odparek byl
gistén sloupcovou chromatografii na silikagelu, mobilni fazi byl toluen s gradientem diethyl-
etheru. Ziskany acetylovany bisglukosid 7d (2,50 g; 54 %) méi tt. 102,7°C, [alp = +14° (c =
0,28). IR spektrum: 1234 (C-0); 1603 (C=C); 1755 (C=0). 'H NMR spektrum: 0,73 s, 3H; 0,87
s, 3H: 0,89 s, 3H; 0,90 s, 3H; 1,09 5, 3H (5x CHa); 1,99 s, 3H; 2.01s,3H;2,02s,3H; 2,02 5, 3H;
2,03 s, 3H; 2,03 s, 3H; 2,04 s, 3H; 2,08 5, 3H (8xCH,COO0); 2,38 dt, 1H (J;=14,0, J,=49; H-
16a); 3,58 dd, TH (J,=11,8, J,=3,5; H-13B); 3,07 dd, 1H (J;=11,6, J,=4.9; H-3w); 3,5t m, 1H
(ZJ=16,8; H-5"); 3,67 m, 1H (£J-17,7; H-5"); 3,99 d, 1H (J=11,0; H-28a); 4,1 m, 2H (H-
6'a,b); 4,20 d, 1H (J=10,7; H-28b); 4,25 m, 2H (H-6"a,b); 4,53 d, [H (J=7.9; H-1"); 4,63 d, 1H
(J=8,2; H-1'); 4,89 dd, 1H (J,=9,5, J,=7,9; H-3"); 5,03 m, IH (£J=24,0; H-3'); 5,07-5,16 m, 3H
(2x H-2"); 5,17-5,23 m, 2H (2x H4"); 5,19 bs, 2H (Bn); 7,37 m, 5H (Ph). MS ESI m/z (%): [Pro
CeoHgy0m, M™ 1170], 1193 ([M+Na]’, 60). Elementarni analyza pro CeoHs:0Oss: vypoéteno C
61,53 % , H 7,06 %; nalezeno C 63,86 %, H 7,52 %.

ii) Ziskany acetylovany bisglukosid 7d (2,30 g; 1,97 mmol) byl smichan s bezvodym methano-
lem (250 ml) a do smési byl ptidan kovovy sodik (10 mg). Pribéh reakce byl sledovan reverzni
TLC (voda/THF 1:1). Reakéni smés byla poté okyselena kyselinou octovou na pH 6 a odpaiena
na rotaéni vakuové odparce. K odparku byla pfidina voda a vznikla suspenze byla odsata a pro-
myta vodou. SraZenina byla vysusena v exsikdtoru nad oxidem fosforeénym. Ziskany volny bis-
glukosid 7e (1,36 g; 54 %) mél t.t. 186 °C, [a]p = +5° (¢ ~ 0,33). IR spektrum (méfeno technikou
ATR): 1034, 1076 (C-0); 1708, 1726 {C-0); 3403 (O-H). 'H NMR spektrum: 0,84 s, 3H: 0.89
s, 3H; 0,93 s, 3H: 1,02 s, 3H; 1,12 s, 3H (5xCH;)2,39 dt, 1H (3,=13,0, J,=3,7, H-16a); 2,71 d,
iH (J=9,0; H-13B); 3,17m, 1H (H-3a); 3,24-3,34 m, 4H (2xH-5", 2xH-2"); 3,36-3.48 m, 4H
(H-3", H-4'); 3,68-3.80 m, 2H (H-6"a,b); 3,84 m, 2H (H-6"a,b); 3,94 d, 1H (J=9,8; H-28a);
430 d, IH (J=10,0; H-28b); 4,33 d, 1H (J=7,6; H-1'); 4,34 d, 1H (J=7.6; H-17) 5,20 bs, 2H
(Bn); 7,35 m, 5H (£J=3,2; Ph). 3C NMR spektrum je uvedeno v tabulce 3. MS ESI m/z (%): [Pro
CysHeeO1s, M™ 834], 858 ([M+Naj", 40). Elementarni analyza pro CuHeeOs: vypocteno C 63,29
%, H 7,97 %; nalezeno C 63,44 %, H 7,52 %.

iii) Bisglukosid 7e (1,10 g; 1,32 mmol) byl rozpustén ve smési THF (10 ml) a methanoiu
(10 ml) a benzylova skupina odchranéna v autoklavu za piitomnosti Pd/C (100 mg; 10%) pod
ptetlakem vodiku (0,6 MPa) za stalého michani. Pribéh reakce byl kontrolovan reverzni TLC
(voda/THF 1:1). Po 24 h by! autokldv otevien a reak&ni smés zfiltrovana pres sloupec kfemeliny.
Eluat byl odpafen na rota&ni vakuové odparce a odparek pekrystalizovan z methanolu. Ziskana
bisglukosidicka kyselina 7f (785 mg; 42 %) méla t.t. 194 °C, [o]o = +19 (¢ = 0,31). IR spektrum
(méfeno technikou ATR): 1033, 1079 (C-0); 1693, 1707 (C-0); 3386 (O-H). 'H NMR spekt-
rum: 0.85 s, 3H: 0,93 s, 3H; 0,96 s, 3H; 1,05 s, 3H; 1,18 s, 3H (5xCH3); 2,32-2,45 m, 1H (H-
[6c); 2,87 dd, IH (J,=11,2, J,=2.8; H-13B); 3,11-3,15 m (ZJ=17.2; H-3a); 3,15-3,22 m, 4H;
3,24-3,30 m, 4H; 3,65 d, 2H (J=4,7; 2xH-6a); 3,68 d, 2H (J=4,9; 2xH-6’b); 3,85d, IH(J=12,4;
H-28a); 4,29 d, 2H (J=8,1; H-1"); 431 d, 1H (J=13,7; H-28b); 4,32 d, 1H (J=7,7; H-1"). MS
ESI miz (%): [Pro CisHgOys, M 734], 767 ([M+Na]” 40). Elementérni analyza pro CyHyOs:
vypotteno C 59,66 %, H 8,12 %; nalezeno C 59,93 %, H 8,01 %.

Ptiklad 9

Priprava 2—deoxygalaktosidu 4k (postup H—4)
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i) Do roztoku triterpenického hydroxyderivaty 4g (500 mg; 1,0 mmol) v suchém acetonitrilu
(30 ml) byl ptidan tri-O-acetylgalaktal (1,2 mmol), molekulové sito 4A (500 mg), bromid lithny
(730 mg) a vysuseny katex v H" cyklu (900 mg). Reakéni smés byla michana pfi laboratorni tep-
lot¢ 12 hodin. Priibéh reakce byl kontrolovdn tenkovrstvou chromatografii s mobilni fazi
hexan:ethylacetat 2:1. Reakéni smés pak byla zfiltrovana pfes vrstvu kiemeliny a sloupec byl
promyt ethylacetatem. Reakéni smés byla zfedéna vodou (50 ml), extrahovana ethylacetatem (2x
20 ml) a organicka faze odpafena na rotaéni vakuové odparce. Odparek byl rozpuitén v chloro-
formu (5 ml) a roztok byl prolit pres kratky sloupec silikagelu (eluce ethylacetitem). Eluat byl
odpafen na rotaéni vakuové odparce. Surovy produkt byl poté separovan sloupcovou chromato-
grafii na silikagelu, eluce toluenem. Produkt byl poté lyofilizovan z 2-methylpropan-2-olu, byl
ziskan bily lyofilizat 4j (360 mg; 47 %) s teplotou tni 100,8 °C, [a],= +38.9° (¢ =(0,52).

it) 2-deoxygalaktosid 4j (200 mg; 0,26 mmol) byl rozpustén suchém methanolu (300 ml) a do
roztoku bylo pfidano katalytické mnozstvi sodiku (5 mg). Priibéh reakce byl sledovan tenkovrst-
vou chromatografii na reverzni fazi (mobilni faze voda/tetrahydrofuran 1:1). Reak&ni smés byla
zneutralizovana kyselinou octovou a odpafena na rotaéni vakuové odparce. K odparku byla pfi-
déna voda (300 ml} a vylougend sraZenina produktu odfiltrovana. Filtra¢ni kola¢ byl promyvin
vodou. Byl ziskan bily krystalicky 2—deoxyglukosid 4k (161 mg; 97 %) s teplotou tani 158,0 °C a
[a)p=+17.2° (¢ = 0,51).

Ptiklad 10
Priprava 2—deoxyglukosidu 4m (postup H—4)

i) Do roztoku triterpenického hydroxyderivatu 4d (500 mg; 1,0 mmol) v suchém acetonitrilu
(30 ml) byl ptidan tri-O-acetylglukal (1,2 mmol), molekulové sito 4A (500 mg), bromid lithny
(730 mg) a vysudeny katex v H™ cyklu (900 mg). Reakéni smés byla michana pii laboratorni tep-
lot¢ 12 hodin. Prib&h reakce byl kontrolovan tenkovrstvou chromatografii s mobilni fazi
hexan:ethylacetat 2:1. Reak&ni smés pak byla zfiltrovana pies vrstvu kiemeliny a sloupec byl
promyt ethylacetdtem. Reakéni smés byla zfedéna vodou (50 ml), extrahovana ethylacetatem (2x
20 ml) a organicka faze odpafena na rotadni vakuové odparce. Odparek byl rozpustén v chloro-
formu (5 ml) a roztok byl prolit pres krétky sloupec silikagelu (eluce ethylacetatem). Eluat byl
odpafen na rotalni vakuové odparce. Surovy produkt byl poté separovan sloupcovou chromato-
grafii na silikagelu, eluce toluenem. Produkt byl poté lyofilizovan z 2-methylpropan— 2—olu, byl
ziskan bily lyofilizat 41 (245 mg; 34 %), teplota tani 204,1 °C, [a]p = +24.,2 (¢ = 0,43).

i) 2—deoxyglukosid 41 (60 mg; 0,08 mmol) byl rozpustén suchém methanolu (100 ml) a do
roztoku byle pfidino katalytické mnozstvi sodiku (5 mg). Pribéh reakce byl sledovan tenkovrst-
vou chromatografii na reverzni fazi (mobilni faze voda:tetrahydrofuran 1:1). Reak&ni smés byla
zneutralizovdna kyselinou octovou a odpatena na rotadni vakuoveé odparce. K odparku byla pfi-
ddna voda (100 ml) a vylouéena srazenina produktu odfiltrovana. Filtraéni kolag byl promyvan
vodou. Byl ziskan bily krystalicky 2—deoxyglukosid 4m (39 mg; 74 %) s teplotou tani 208,0 °C,
[a]p = +14,0 (¢ = 0,40). "C NMR spektrum: 15,7, 16,1, 16,5, 16,6, 18,0, 19,7, 19,8, 21.0, 21,6,
249,275,283, 28,9, 33,5, 34,7, 37,0, 37,6, 38,2, 38,3, 41,1, 45,1, 45,2, 47.4, 50,9, 52,4, 53,0,
55.4,62,7,68,6,71,2, 72,1, 81,4,93,1, 174,9, 145.5, 172,7, 208.0.

MS miz (%): [Pro CsHsOs M™ 630], 653 ([M+Na]’, 30), 631 ([M+H]", 30). Pro C3;Hs304
(630,9) vypoéteno: C 70,44 %, H 9,27 %. Nalezeno: C 70,58 %, H 9,13 %.

Piiklad 11

Priprava glykolatu 4a (postup K-1)
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i) Ke smési 2!-oxokyseliny 4 (500mg; 0,98 mmol) a uhli¢itanu draselného (276 mg;
2,0 mmol) v dichlormethanu (10 ml) a acetonitrilu (5 ml) byl pfiddn benzylbromacetat (240 ul;
1,5 mmol) a reak&ni smés byla michéna za laboratorni teploty 24 h. Priibéh reakce byl sledovan
pomoci TLC (toluen/diethylether 6:1). Poté byla reakéni smés zfedéna desetinasobkem vody a
extrahovana do dichlormethanu. Spojené organické podily byly jednou vytfepiny s 5% HCI,
trikrat vodou, vysuSeny siranem horecnatym a rozpoustédla byla odpafena na rotaéni vakuové
odparce. Odparek byl ¢itén sloupcovou chromatografii na silikagelu, mobilni fazi byl toluen.
Ziskany surovy benzylglykolat 21-oxokyseliny (509 mg; 79 %) byl pouzit do dal3iho kroku.

ii) Do roztoku benzyl—glykolatu 21-oxokyseliny (350 mg; 0,5 mmol) ve smési tetrahydrofura-
nu (20 ml) a methanolu (10 ml) bylo piidéno palladium na uhli (75 mg; 10%) a 1,4—cyklohexa-
dien (473 ul; 5 mmol) a reakéni smés byla michana za taboratorni teploty 20 h, Prabéh reakce byl
sledovan pomoci TLC (toluen/diethylether 4:1). Poté byla reakéni smés zfiltrovana pfes kfemeli-
nu a eluat odpafen na rota¢ni vakuové odparce. Krystalizaci odparku ze smési aceton/voda byl
ziskdn glykolat 21-oxokyseliny 4a (272 mg; 90 %) o tt. 267 a2269 °C, [a]o = -33°(c=0,39).
'C NMR spektrum: 15,9, 16,5, 16,6, 16,8, 18,1, 20,0, 20,1, 21,2, 21,3, 27,7, 29,0, 23,6, 25,1,
27,9, 33,5, 34.9, 37,1, 37,7, 38,5, 41,4, 45,3, 45,3, 47,3, 51,1, 53,1, 55,4, 60,4, 80,8, 146,0, 171,2,
171,7, 172,4, 173,7, 208,0. MS, m/z (%): [Pro CsHs0y, M” 570, 570 (M", 18), 527 (5), 510
(22), 495 (6), 467 (23), 375 (4), 359 (3), 320 (16), 307 (98), 229 (10), 203 (31), 189 (52). Pro
C1Hsi0; (570.4) vypodteno: 71,55 % C, 8,83 % H; nalezeno: 71,52 % C, 8,85 % H.

Ptiklad 12
Piiprava glykolatu 7d (postup K~1}

i) Ke smdsi pentanorkyseliny 7 (600 mg; 1,2mmol), uhli¢itanu sttibmého (440 mg;
1,6 mmol) ve smési chloroformu (10 ml) a acetonitrilu (7 ml) byl pridan benzylbromacetat
(260 pl; 1,6 mmol) a reakéni smés byla michana 28 h za laboratorni teploty. Pribeh reakce byl
sledovan pomoci TLC (toluen/diethylether 6:1). Poté byla reakéni smés zfiltrovana pres kemeli-
nu a filtrét zpracovan a produkt &itén analogickym zplsobem jako pki pipravé benzylglykolatu
21-oxokyseliny. Ziskany surovy benzylglykoldt pentanorkyseliny (358 mg; 46 %) o t.L 156 az
157 °C (methanol), [a]p = +57° (¢ = 0,31) byl pouzit do dal3iho kroku.

ii) Do roztoku benzylglykolatu pentanorkyseliny (300 mg; 0,5 mmol) ve smési tetrahydrofura-
nu (10 ml) a methanolu (3 ml) bylo piddno palladium na uhli (75 mg; 10%) a reakéni smés byla
hydrogenovana vodikem v autoklavu za michéni za teploty mistnosti 5 h. Pribéh reakce byl sle-
dovan pomoci TLC (chloroform). Poté byla reakéni smés zfiltrovana pres kfemelinu a ¢luat odpa-
Fen na rotadni vakuové odparce. Krystalizaci odparku ze smési aceton/voda byl ziskan glykolat
7d (215 mg; 83 %) o tt. 23022230 °C, [alp = 66° (¢ = 0,23). "C NMR spektrum: 16,0, 16,2,
16,5, 16,7, 18.1, 19,7, 20,7, 21,3, 21,8, 23,6, 26,5, 27,1, 27,9, 34,0, 37,1, 37,8, 38,5, 41,0, 46,7,
50,5, 50,4, 55.4, 61,0, 63,2, 80,6, 170,2, 170,7, 171,0, 171,2, 210,5. MS, m/z (%): [Pro C31Hss0s,
M* 562], 562 (M, 1), 516 (36), 502 (38), 487 (18), 459 (19), 415 (10), 339 (8), 313 (54), 223
(11), 204 (15), 189 (70). Pro C3;HaeOy (562,3) vypolteno: 66,17 % C, 8,24 % H; nalezeno: 66,24
%C, 8,31 % H.

Ptiklad 13

Piiprava kvartérni amoniové soli 2f (postup K-2}

i) Do suspenze kyseliny betulinové 2 (1,37 g; 3 mmol) ve smési dichlormethanu (15 ml) a
acetonitrilu (1 ml) byl pfidin uhligitan draselny (0,42 g; 3 mmol) a 1,2-dibromethan (550 pl;

4,5 mmol) a reak&ni smés byla michana za teploty mistnosti. Priibéh reakce byl sledovan pomoci
TLC (toluen/ether 6:1). Poté co byla vedkerd vychozi latka spotfebovana, byla filtraci odstranéna
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pouZita baze, smés byla zfedéna desetinasobkem vody a extrahovana do ethylacetatu. Spojené
organické podily byly tikrat vytfepany s 5% HCI, téikrat vodou, vysuSeny siranem horecnatym a
rozpoustédla byla odpafena na rotaéni vakuové odparce. Odparek by! ¢istén sloupcovou chro-
matografii na silikagelu (gradient ethylacetatu v hexanu). Ziskany 2’—bromethylbetulinat
(480 mg; 28 %) mé&l t.t. 184 °C, [a]p = +7° (¢ = 0,24).

ii) 2'-bromethylbetulinat (200 mg; 0,35 mmol) byl rozpustén v DMF (5 ml). K roztoku byl
pfidan trimethylamin (0,5 ml; 5,67 mmol), reakéni nadoba byla uzaviena a ponechana 1 h pfi
60 °C. Po ochlazeni byla reak&ni smés zfedéna desetinisobkem vody a extrahovana do ethylace-
tatu. Spojené organické podily byly tfikrat vytiepany s 5% HCI, t¥ikrat vodou, vysuseny siranem
hore¢natym a rozpoustéd!a byla odpatena na rotaéni vakuové odparce. Odparek byt &istén sloup-
covou chromatografii na silikagefu (gradient methanolu v chloroformu). Ziskana kvartérni amo-
niova sul 2f (163 mg; 75 %) méla tt. 155 a% 156 °C, [a]), = +22° (c = —0,40). '*C NMR spektrum:
15,1, 16,1, 16,6, 16,7, 19.3, 19,5, 21,9, 26,6, 27,9, 28,6, 30,8, 31,3, 32,7, 35.4, 37,5, 38,2, 39,3,
39.8,39.9, 41,8, 43,4, 50,5, 51,8, 54,4, 56,6, 57,7, 58,4, 59.5, 65,9, 78,7, 79,1, 79,4, 79,5, | 10,5,
128,1, 1373, 151,2, 176,1. Elementarni analyza pro C;sHgBrNO;: vypocteno C 67,50 % , H 9,71
%; nalezeno C 67,46 %, H 9,68 %.

Priklad 14
Ptiprava kvartérni amoniové soli 2g (postup K~2)

2'—bromethylbetulinat z ptikladu 12 (285 mg; 0,46 mmol) byl rozpustén v DMF (5 ml), k roztoku
byl ptidan pyridin (1 ml; 9,49 mmol), reakéni nadoba byla uzaviena a ponechana 4 dny pfi 60 °C.
Po ochlazeni byla reakéni smés zfedéna desetinasobkem vody a extrahovéna do ethylacetatu.
Spojené organické podily byly itikrat vyttepany s 5% HCI, tfikrat vodou, vysuseny siranem
horegnatym a rozpouitédla byla odpafena na rotaéni vakuové odparce. Odparek byl ¢istén sloup-
covou chromatografii na silikagelu (gradient methanolu v chloroformu). Ziskana kvartérni amo-
hiovd sil 2g (527 mg; 86 %) méla t.. 186 az 187 °C, [a]p = +45° (¢ = 0,39). "’C NMR spektrum:
15,0, 16,1, 16,7, 16,7, 19,4, 19,4, 21,9, 26,6, 28,0, 28,6, 30,8, 31,4, 32,7, 35,5, 37,5, 38,2, 39,5,
39.9, 40,0, 41,8, 43,4, 50,6, 51,8, 56,7, 57,9, 61,5, 63,6, 79,5, 79,5, 110,5, 129.7, 146.6, 147.7,
[51,4, 176,3. Elementarni analyza pro C3;HssBrNO;: vypocteno C 69,14 %, H 8,78 %; nalezeno
C 69,18 %, H 8,76 %.

Priklad 15
Piprava kvartérni amoniové soli 40 (postup K-2)

i) Do suspenze kyseliny 4 (5,0 g; 10 mmol) ve smési dichlormethanu (150 ml) a acetonitrilu
(5 ml) byl pfidan uhli¢itan draselny (2 g; 14,2 mmol) a 1,2-dibromethan (1,65 ml; 13,5 mmot) a
reakéni smés byla michana pii teploté mistnosti, Prabeh reakce byl sledovan pomoci TLC (tolu-
enfether 6:1). Poté co byla veskera vychozi latka spotfebovana, byla filtraci odstranéna pouzita
baze, smés byla zfedéna desetinisobkem vody a extrahovana do ethylacetatu. Spojené organické
podily byly tfikrat vytiepany s 5% HCI, tfikrdt vodou, vysuSeny siranem horeénatym a rozpous-
t&dla byla odpafena na rota&ni vakuové odparce. Odparek byl ¢istén sloupcovou chromatografii
na silikagelu (gradient ethylacetatu v hexanu). Ziskany 2'-bromethylester Kyscliny 4 (2,3 mg;
37 %) mél e.t. 210 °C, [alp = 23° (¢ = 0,35).

ii) Ziskany 2'-bromethylester kyseliny 4 (285 mg; 0,46 mmol) byl rozpustén v DMF (5 ml). K
roztoku byl pidan triethylamin (0,5 ml; 3,39 mmol), reakéni nadoba byla uzaviena a ponechana
4 dny pfi 60 °C. Po ochlazeni byla reakéni smés ziedéna desetinasobkem vody a extrahovéna do
ethylacetatu. Spojené organické podily byly tikrdt vytiepany s 5% HCI, trikrat vodou, vysu§eny
siranem horeZnatym a rozpoustédla byla odpatena na rota&ni vakuové odparce. Odparek byl &i3-
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t&n sloupcovou chromatografii na silikagelu (gradient methanolu v chloroformu). Ziskany kvar-
térni amoniovy ester 4o (68 mg; 19 %) mél tt. 183 °C, [a]o = +15° (¢ = 0,31). °C NMR spekt-
rum: 16,4, 16,8, 17,2, 17,2, 18,7, 20,1, 21,4, 218, 24,2, 257, 28,3, 29,6, 29,8, 33,9, 35,5, 37.8,
38.4, 42,0, 45,9, 51,7, 53,9, 56,1, 65,3, 78,0, 78,3, 78,6, 81,9, 146,5, 172,35, 174,6, 209,1. Ele-
mentarni analyza pro CyHgBrNO;s: vypotteno C 66,65 % , H 9,23 %; nalezeno C 66,66 %, H
9,26 %.

Pfiklad 16
Priprava kvartérni amoniové soli 4p (postup K-2)

2'-bromethylester kyseliny 4 ziskany v pFikladu 14 (285 mg; 0,46 mmol) byl rozputén v DMF
(5 ml). K roztoku byl ptidan triethanolamin (500 mg; 4,7 mmol), reakéni nadoba byla uzaviena a
ponechéna 10 dni pti 60 °C. Po ochlazeni byla reakéni smés zfedéna desetinasobkem vody a
extrahovana do ethylacetatu. Spojené organické podily byly tfikrat vytfepany s 5% HCI, tfikrat
vodou, vysudeny siranem hore&natym a rozpouitédla byla odpafena na rotacni vakuové odparce.
Odparek byl &istén sloupcovou chromatografii na silikagelu (gradient methanolu v chloroformu).
ZiskanP/' kvartémi amoniovy ester 4p (134 mg; 41 %) mél t.t. 162 aZ 163 °C, [a]p = +28° (¢ =
0,13). "C NMR spektrum 16,5, 17,0, 17,3, 17,4, 19,2, 20,3, 20,6, 21,1, 22,4, 2,6, 26,4, 28 4, 28,8,
3,2, 34,5, 36,0, 38,3, 38,9, 39,6, 42,6, 46,0, 46,5, 46,8, 52,3, 54,3,54,5, 56,7, 57,9, 60.8, 64,6,
79,5, 1468, 172.8, 14,4, 15,5, 209,7. Elementarni analyza pro CyHgsBrNOs: vypotteno C 62,49
% , H 8,65 %; nalezeno C 62,52 %, H 8,62 %.

b) Piprava farmaceutického prostfedku

Postup A: Ve smési vody (26,0 mi), roztoku hydrogenuhii¢itanu sodného (5,0 ml; nasyceny
roztok) a ethanolu (7,0 ml; 99%) se za intenzivniho michani pfi teploté 50 °C rozpusti 2— hydro-
xypropyl-y—cyklodextrin (10,0 g). Do vzniklého bezbarvého, viskézniho roztoku se poté ptida
najednou rozpustny derivat triterpenu (1,50 g) a opét se intenzivné micha pti teploté 50 °C. K
aplnému rozputéni je vétdinou potfeba 20 az 40 min. Po Gplném rozpuswni triterpenoidu se
vznikly &iry roztok ochladi na laboratorni teplotu, zfiltruje filtrem pro injekéni stikacku (hydro-
filni, velikost pord 0,22 pm), aby byl sterilni a umisti do chladnitky. Ziskany roztok lze bez zna-
telného rozkladu prechovévat v mraznitce pfi — 20 °C aZ do dalsiho pouZiti.

Postup B: Ve smési vody (14,0 ml) a propylenglykolu (6,0 ml) se za intenzivniho michani pki
teploté 50 °C rozpusti 2-hydroxypropyl-y—cyklodextrin (7,00 g). Do vzniklého bezbarvého, vis-
kézniho roztoku se poté ptida najednou rozpustay derivat triterpenu (1,00 g} a opét se intenzivné
micha pi teploté 50 °C. K aplnému rozpuiténi je vétSinou potteba 20 az 40 min. Po (iplném roz-
puiténi triterpenoidu se vznikly &iry roztok ochladi na laboratorni teplotu, zfiltruje filtrem pro
injekéni stiikadku (hydrofilni, velikost porii 0,22 pm), aby byl sterilni a umisti do chladnicky.
Ziskany roztok lze bez znatelného rozkladu pfechovavat v mrazni¢ce pii - 20 °C po dobu né&koli-
ka mésich.

Stanoveni biodostupnosti a farmakokinetického profilu pfi oralnim podani sloucenin pokusnym
mysim

Rozpustné cyklodextrinové formulace terpenoidnich slougenin, pfipravené podie vy3e uvedenych
postupil A nebo B, byly nefedéné podany outbrednim mysim CD-1 intragastricky (200 ul v jedi-
né déavce) jako vodné roztoky injekeni stiikackou s Zalude¢ni sondou, Nerozpustné slou¢eniny
byly poddvany taktéz intragastricky (200 ul v jediné davce), ale jako vodné suspenze v 0.5 az %
karboxymethylcelulose. V &asovych intervalech 2, 4, 6, 8, 12 a 24 h byla mysim odebrana krev,
ktera byla centrifugovana a ziskana plasma nasledné analyzovana technikou HPLC-ESI MS.
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Analytické stanoveni koncentrace rozpusténého triterpenoidu v aplikaéni formé a vzorcich
plazmy

Ke stanoveni koncentrace rozpusiénych triterpenoid byla pouzita technika HPLC-ESI MS.
Vzorky byly mefeny v jedné analytické Sarzi s kalibraénimi roztoky a slepym vzorkem. Vzorek
pro méfeni byl pripraven 2 50 ul vodného roztoku obsahujiciho inkluzni slougeninu natedénim
methanolem na 10 ml. Nasledn& se 10 pl roztoku vzorku po prvnim fedéni dale ztedi na 1 ml
mobilni fazi. Slepy vzorek byl ziskdn z 50 pl pripraveného vodného roztoku 2-hydroxypropy|~y—
cyklodextrinu nafedénim methanolem na 10 ml. Nasledn¢ se 10 pl roztoku slepého vzorku po
prvnim fedéni dile zfedi na 1 ml methanolem. Zisobni roztoky standardi (koncentrace
0,2 mg/ml) byly pfipraveny navazenim 2,00 mg analytu do 10 ml odmémé baiiky a rozpusténim
v methanolu. Nafedénim zésobniho roztoku mobilni fzi byly poté pfipraveny kalibraéni vzorky
(0.4 resp. 4 pg/ml),

Analyza byla providéna na kolond ODS Hypersil 125 x 2,1 mm, Sum, SN 0745415X, Thermo
EC. pfedkolona ODS 4,0 x 3,0 mm, Phenomenex, mobilni faze A — 100 mmol/L roztok mraven-
canu amonného ve vodg, pH se upravi na 5 kyselinou mravenéi, B — 100 mmol/L roztok mraven-
Canu amonného v methanolu, teplota kolony: 25 °C, linedmi gradientova nebo isokraticka eluce,
velikost nastitku 30 pl. Koncentrace byla stanovena srovnanim se standardem a pfepoctena na
piivodni roztok obsahujici inkluzni slougeninu.

Farmakokinetické profily vybranych derivat pfi jejich ordlnim podani mysim (latky 2b, 3, 3b,
5a, 5f, 6a, 8a byly podény jako cyklodextrinové formulace, slou€eniny Sc, 5d, 6, 7, 8 jako sus-
penze s karboxymethylcelulosou) jsou zndzomény na obr. | az 8. Vysledky prokazuji oralni dos-
tupnost rozpustnych cyklodextrinovych formulaci terpenoidii, nikoliv viak nerozpustnych sus-
penzi.
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Tabulka 1: P¥iklady rozpustnosti biologicky aktivnich triterpeni (n=koncentrace nizi nez
detekéni limit, tzn. | ng/mi; mésice znamena dva a vice mésich)

Vychozi Derivatizaéni| Rozpoudtéci] Koncetrace {Stabilita roztoku
sloudenina postup postup rozp.latky pfi -20°C

Rozpusiny]

deriva - - mg/ml dny

Betulin - B n -
Betulin 1/ betulin-dihemisukcinit la H-1 A 34 mésice
Betulin 1/ betulin-dihemiftalds 1b H-2 A 39 mésice
Betulin 1/betulin-diglukosid 1¢ H-3 B 35 mésice
Ethyl-hetulinat 2a - B n -
Ethyl-betulindt 2a/ hemisukcindt 2b H-1 A 45 mésice
Ethyl-betulinat 2a/ hemiftalat 2¢ H-2 A 41 mésice
Ethyl-betulindt 2a/ glukosid 2d H-3 B 43 mésice
iKysc!ina betulinova 2 - A 38 mésice
[kysclina betulinova 2 / hemisukeinat 2e H-1* A 51 mésice
kyselina betulinova 2 / ethyltrimethylameium bromid-betulindt 2 K-2 B 33 mésice
kyseling betulinova 2/ cthylpyridinium bromid-betulinét 28 K-2 B 31 mésice
Aldehyd 3 - A 35 mésice
Ethyl-ester Ja - B i -
Ethyi-ester 3a 3 / hemisukcindt 3b H-1 A 35 niésice
Ethy}-ester 32/ hemifiallt 3b H-2 A 40 mésice
21-oxokyselina 4 . A 48 mésic
21-oxokvselina 4 / glvkoldt 4a K-i A 59 mésic
21-oxokyselina 4/cthyltrimethylamoitim bromidova sil 4b K-2 B 47 mésice
21-oxokyselina #ethylpyridinium bromidova sul 4c K-2 B 33 mésice
2 [-oxokyselina ethyltriethylamoium bromidova sul 4o K-2 B 37 mésice
2-oxokyselina d/ethyltriethanolamoium bromidova sul 4p K-2 B 4t mésice
Ethyl-ester 4d - B n .
Ethyl-ester 4g/ hemisukcindt de H-1 A 33 mésice
Ethyl-ester 4g/ hemiftaiat 4f H-2 A 28 mésice
ethyl-ester 4 / glukosid 4i H-3 B 56 msice
ethyl-ester 4g / 2-deoxygalaktosid 4 H-4 B 60 mésice
methyl-ester 4d / 2-deoxyglukosid 4[H-4 B 61 mésice
Diketon § - B n -
diketon 5 / diketon-hemisukcinat Sa H-] A 30 mesic
diketon 3 / glukosid 5b H-3 B il mésice
diketon 5 / diketon-dihemisukcindt Se H-1 A 69 mésice
Pyrazin 6 - A 12 mésice
pytazin 6 / pyrazin-glykoldt 6a K-1 A 56 mésice
pyrazin 6 / ethyltrimethylethylamonium bromidovi sil 6b K-2 B 49 mésice
Pentanorkyselina 7 - A 68 tyden
pentanorkyselina 7 / dihemisukeinat 7c H-1* A 73 mésic
pentanorkvselina 7/diglukosid 7f 11-3 A/B 72/79 mésice
pentanorkyseling 7 / glykoldt 7d K-1 A 75 mesic
aminoatkohol 8 / hemisukcinit 8a H-1 A 37 mésice

-15-
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1, R=H

ta, R= CO(CH2)2C02H
1b. R= CO(CGH4)002H
1¢. R = 1-D-glukosyl,

X
e

3, R'=RZ=zH

3a,R'=H, R?=CH,CH,

3b, R' = CO(CH,);CO;H, R? = CH,CH,
3c, R" = CO{CqHs)COH, R? = CHyCH,3

R'O” 2

5 R'sH A%aCOCH,

53, R' = GOCHC0:H. R? = CO,CH,

56, R’ = 1%-Dglukosyl, R? » CO,CH,

56, R' = Ac, R? = 0O,CH,

54, R' = H, R = CHOH

58, ' « CO[CH)COH. RY sCH,OCO{CH)COM

6 R=H
6a, R = CH;CO,H
Gb, R= (CHz)zN*CsHSBr

8, R'aR?=H
8a, R = CO(CH,),CO,H, R2= H

2, R'=R?=H

2a,R' = H, R?= CH,CH,

2b, R" = CO(CH,),CO4H. R = CH,CH,
2¢, R'= CO(CgH,)CO-H, R? = CHyCH3
2d. R' = 1B-D-glukosyl, R? = CH,CH,
28, R" = CO(CH,),COH, R¥ = H

21, R" = H, R? = (CH,)N" (CH4),Br

29, R'=H, R? = (CH,),N"CsH<Br

4, R'=AgRi=H

48, R' = Ac, R¥ = CH,CO,H

40, R* = Ac, R? = (CHZ) N (CHa)5Br

4c, R'= Ac, Rz = (CHz)zN‘Cgﬂ‘sBr

4d,R'=H, R%a CH,

4, R'= CO(CHz)chZH. RZ= CHQCHJ

41, R' = CO(CyH,ICO:H, R = CHyCH,

49, R" = H, R? = CH,CH,

4, R = 2.3.4,6-tetra-O-acetyl-13-D-glukosyl, RZ = CH,CHy
4i, R! = 15-D-glukosyl, R? = CH,CH,

4, R" = 3,4,6-tri-O-acstyl-2-deoxy- 1a-D-galaktosyl, R? = CHyCH,
4k, R' = 2-deoxy- 1a-D-galaktosyl, R? = CHyCH,

4, R" = 3,4,8-tri-O-acetyl-2-deoxy-1u-D-glukosyl, R% = CH,
4m, R' = 2-deoxy-1a-D-glukosyl, R = CHy

40, R = Ag, R? = (CHa)N*{CHoCHy),8r

4p, R' = Ac, R? = (CHy)oN*{CH,CH,OH), 8

LCOR?

i OR!

7. R'=Ac, REI=H

7a,R' = H, R? = CH,CgHs

7b, R? = CO(CH,1,C04H, R? = CHyCatls

7¢. R' = CO(CH,).C05H, RZ= H

7d, R' = 2,34 f-telra-O-acetyh 13- D-glukosyl, R? = GHyCqHs
78, R = 18-D-giukosyl, R? = CHyCgHs

7. R' = 15-D-ghukosy, R? = H
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpiisob ptipravy inkluznich komplexi pentacyklickych a tetracyklickych terpenoidu s nativ-
nimi nebo substituovanymi y—cyklodextriny, vyzna&eny tim, Ze se ve vodé nerozpustny
pentacyklicky nebo tetracyklicky terpenoid majici volnou karboxylovou, hydroxylovou nebo
amino funkéni skupinu derivatizuje na této funk&ni skuping substituentem vybranym z¢ skupiny
zahrnujici

a) substituenty obecného vzorce X, kde X* reprezentuje —OC-R'-COOH, kde R’ je lineami &i
vétveny C, a2 Cy alkylen, lineami &i vétveny C, az Cs alkenylen, Cs arylen nesubstituovany
& substituovany halogenem, hydroxylem nebo aminoskupinou, pro navizini na hydroxy-
skupinu terpenoidu;

b) substituenty obecného vzorce X°, kde X* je —OC-R'-COOH, kde R je linearni &i vétveny
C, a2 Cy alkylen, li-zami ¢&i vétveny C, az Cs alkenylen, Cs arylen nesubstituovany &i sub-
stituovany halogenem, hydroxylem nebo aminoskupinou, pro navazéni na aminoskupinu
terpenoidu;

¢) kvartérni amoniové substituenty obecného vzorce X°, kde X° reprezentuje —(CHg)nN+R23Y_,
kde n je 2-8, R? je linedrni nebo vétveny C, aZ Cq alkyl, pfipadn¢ substituovany —OH, -NH,
nebo halogenem, a Y~ je anion vybrany ze skupiny zahmujici halogenid, sulfat, hydrogen-
sulfét a triflat, pro navazani na karboxyskupinu terpenoidu;

d) kvartémi amoniové substituenty obecného vzorce X', kde X" reprezentuje —{CHz)n(Rj)W",
kde n je 2-8, (R%)" je protonovany dusikaty heterocyklus obsahujici | aZ 2 atomy N a 4 aZ 9
atomé C a obsahuje alespoit jeden aromaticky cyklus a Y je anion vybrany ze skupiny zahr-
nujici halogenid, sulfat, hydrogensulfét a triftat, pro navazéni na karboxyskupinu terpenoidu;

¢) substituenty obecného vzorce X?, kde X! reprezentuje —R‘~COOH, kde R* je linearni &i vét-
veny C, az C, alkylen, linearni &i vétveny C, a2 C4 alkenylen, C arylen nesubstituovany ¢i
substituovany halogenem, hydroxylem nebo aminoskupinou, pro navazani na karboxy-
skupinu terpenoidu;,

f) pglykosylové substituenty X°, kde X® je vybran ze skupiny zahrnujici glukosyl, galaktosyl,
arabinosyl, rhamnosyl, laktosyl, cellobiosyl, maltosyl a jejich 2~deoxyanaloga, pro navazani
a- nebo P-glykosidickou vazbou na hydroxyskupinu terpenoidu;

reakci se sloudeninou poskytujici dany substituent a nisledné se pfipraveny derivit rozpusti v
roztoku obsahujicim vodu a nativni nebo substituovany y—cyklodextrin, naeZ s vznikly inkluzni
komplex s nativnim nebo substituovanym y—cyklodextrinem izoluje z vodného roztoku, s vyho-
dou lyofilizaci.

2. Zpisob podle niroku 1,vyznadeny tim, Ze se jako slouCenina poskytujici substituent
obecného vzorce X* pouzije sloudenina vybrana ze skupiny zahrnyjici slouceniny poskytujici
sukcinat, ftalat nebo glutarat.

3. Zpasob podie naroku |,vyzna&eny tim, Zese jako slouenina poskytujici substituent
obecného vzorce X® poutije sloucenina poskytujici cholinovy ester, kde n=2, R"=CHi.

4. Zpisob podle naroku I, vyznageny tim, Ze se jako sloucenina poskytujici substituent

obecného vzorce X° pouZije slougenina poskytujici pyridiniovou siil, kde n=2, (R =PyH", Y
=Br’,

-17 -
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3. Zpusob podle naroku I,vyznaéeny tim, Ze se Jako sloucenina poskytujici substituent
obecného vzorce X* pouZije sloucenina poskytujici glykolat, kde R*'=CH..

6. Zpusob podle naroku I, vyznaéeny tim, e se jako sloudenina poskytujici substituent
obecného vzorce X° pouZije slouéenina vybrana ze skupiny zahrnujici slouéeniny poskytujici
glukosyl, galaktosyl, laktosyl a jejich 2-deoxyanaloga.

7. Zplsob pfipravy farmaceutického prostiedku obsahujiciho inkluzni komplex pentacyklic-
kého nebo tetracyklického terpenoidu s nativnim nebo substituovanym y—cyklodextrinem,
vyznaéeny tim, Ze se ve vodé nerozpustny pentacyklicky nebo tetracyklicky terpenoid
majici volnou karboxylovou, hydroxylovou nebo amino funkéni skupinu derivatizuje na této
funkeni skupin€ substituentem vybranym ze skupiny zahrnujici

a)  substituenty obecného vzorce X°, kde X* reprezentuje -OC—R'-COOH, kde R’ je linearni ¢i
vétveny C, az Cy alkylen, linearni ¢i vétveny C, az Cy alkenylen, C, arylen nesubstituovany
¢i substituovany halogenem, hydroxylem nebo aminoskupinou, pro navazani na hydroxy-
skupinu terpenoidu;

b) substituenty obecného vzorce X*, kde X* je -OC—R'-COOH, kde R’ je linedrni & vétveny
Cy aZ Cg alkylen, linearni &i vétveny C, a¥ Cq alkenylen, C; arylen nesubstituovany ¢&i sub-
stituovany halogenem, hydroxylem nebo aminoskupinou, pro navazini na aminoskupinu
terpenoidu:

¢) kvartérni amoniové substituenty obecného vzorce X®, kde X° reprezentuje —(CH,),N'R% Y™,
kde n je 2-8, R Je linearni nebo vétveny C, az C; alkyl, pfipadng substituovany —-OH, -NH,
nebo halogenem, a Y~ je anion vybrany ze skupiny zahrnujici halogenid, sulfat, hydrogen-
sulfit a triflat, pro navézani na karboxyskupinu terpenoidu;

d) kvartérni amoniové substituenty obecného vzorce X¢, kde X° reprezentuje (CH,)(R*)'Y",
kde n je 2-8, (R je protonovany dusikaty heterocyklus obsahujici | az 2 atomy N a 4 az 9
atomil C a obsahuje alespoii jeden aromaticky cyklus a Y~ je anion vybrany ze skupiny zahr-
nujici halogenid, sulfat, hydrogensulfit a triflat, pro navazani na karboxyskupinu terpenoidu:

e) substituenty obecného vzorce X, kde X* reprezentuje —R*-COOH, kde R’ je linearni &i vét-
veny C; az C, alkylen, linedrni & vétveny C; az C, alkenylen, C; arylen nesubstituovany &i
substituovany halogenem, hydroxylem nebo aminoskupinou, pro navazani na karboxysku-
pinu terpenoidu;

f) glykosylové substituenty X°, kde X* Je vybran ze skupiny zahrnujici glukosyl, galaktosyl,
arabinosyl, rhamnosyl, laktosyl, cellobiosyl, matosyl a jejich 2—deoxyanaloga, pro navazéni
a—nebo P-glykosidickou vazbou na hydroxyskupinu terpenoidu;

reakci se slou¢eninou poskytujici dany substituent a nasledn® se pfipraveny derivat rozpusti v
roztoku obsahujicim vodu, nativni nebo substituovany y-cyklodextrin a alespoii jednu
farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latku.

8. Zpisob podle naroku 7,vyznaéeny tim,Ze pomocnymi tatkami jsou biokompatibilni
organickd rozpoustédla a/nebo alkalické uhligitany nebo hydrogenuhliitany,

9. Zpisob podle naroku 8, vyznaéeny tim, ze biokompatibilnimi organickymi rozpous-
tédly jsou ethanol nebo propylenglykol.




20

25

30

35

40

45

50

35

CZ 3722 Bb

10. Inkluzni komplex pentacyklického nebo tetracyklického terpenoidu s lipofilnim rigidnim
skeletem, tvofenym 25 a2 30 atomy uhliku, obsahujiciho alespoii jeden z nésledujicich substitu-
entd:

a) —-OX? kde X* je —OC-R'-COOH, kde R' je lineamni &i vétveny C, az Cy alkylen, linearni ¢i
vétveny C, a2 C; alkenylen, Cs arylen nesubstituovany ¢i substituovany halogenem, hydro-
xylem nebo aminoskupinou,

b) -NHX? kde X° je —OC-R'-COOH, kde R' je lineami &i vétveny C, aZ Cy alkylen, linearni
&i vétveny C, az Cy alkenylen, C4 arylen nesubstituovany &i substituovany halogenem, hyd-
roxylem nebo aminoskupinou,

) —COOX’, kde X® je ~(CH,),N'R%Y", kde n je 2-8, R? je linedrni nebo vétveny C, az Cs
alkyl, pfipadné substituovany ~OH, -NH, nebo halogenem, a Y™ je anion vybrany ze sku-
piny zahrujici halogenid, sulfét, hydrogensulfat a triflat,

d) -COOX®, kde X° je CH)(R®)'Y", kde n je 2-8, (R) je protonovany dusikaty hetero-
cyklus obsahujici 1az2 atomy N a 4 az9 atomd C a obsahuje alespori jeden aromaticky
cyklus a Y™ je anion vybrany ze skupiny zahmujici halogenid, sulfat, hydrogensulfét a triflat,

¢) -COOX?, kde X? reprezentuje —R'-COOH, kde R je linedmi &i vétveny C, az C, alkylen,
linearni & vétveny C; a% C, alkenylen, Cs arylen nesubstituovany &i substituovany haloge-
nem, hydroxylem nebo aminoskupinou,

f) —OX, kde X° je vazan o nebo B glykosidickou vazbou a je vybran ze skupiny zahrnujici
glukosyl, galaktosyl, arabinosyl, rhamnosy!, laktosy, cellobiosyl, maltosyl a jejich 2—deo-
xyanaloga,

s nativnim nebo substituovanym y—cyklodextrinem, vyrobeny zpisobem podle néroku 1.

11, Inkluzni komplex podle naroku 10, vyzna&eny tim, Ze substituenty obecného vzorce
X* jsou vybrany ze skupiny zahrnujici sukcint, ftaldt nebo glutarat.

12. Inkfuzni komplex podie naroku 10, vyzna&eny tim, Ze substituenty obecného vzorce
ijsou cholinové estery, kde n=2, R*=CH,.

13. Inkluzni komplex podle naroku 10, vyznaéeny tim, Ze substituenty obecného vzorce
X° jsou pyridiniové soli, kde n=2, (R’)'=PyH", Y"=Br".

14. Inkluzni komplex podle naroku 10,vyzna&eny tim, Ze substituenty obecného vzorce
X jsou glykolaty, kde R*=CH,.

15, Inkluzni komplex podle ndroku 10, vyznaéeny tim, Ze substituenty obecného vzorce
X° jsou vybrany ze skupiny zahraujici glukosyl, galaktosyl, laktosyl a jejich 2—deoxyanaloga.

16. Inkluzni komplex podle kteréhokoliv z narokii 10 az 15 pro pouZiti jako lé¢ivo.

17. Farmaceuticky prostiedek, vyzna&eny tim, Ze obsahuje inkluzni komplex podle
kteréhokoliv z naroki 10 a# 15, vodu a alespof jednu farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latku,
vyrobeny zpisobem podle naroku 7.

18. Farmaceuticky prostedek podle naroku 17, vyznaéeny tim, Ze pomocnymi latkami

jsou biokompatibilni organicka rozpoustédla a/nebo alkalicke uhli¢itany nebo hydrogenuhlici-
tany.
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19. Farmaceuticky prostiedek podle néroku 18, vyznaée ny tim, ze biokompatibilnimi
organickymi rozpoustédly jsou ethanol nebo propylenglykol.

3 vykresy
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Obr. 1: Farmakokineticky profil hemisukeintu 2b pfi ordlnim podéni my$im
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Obr. 2: Farmakokineticky profil aldehydu 3 pfi ordlnim podéni my8im

0 —

%“251
=y :
320 !

-

Bis
B i
§10i_‘

0t— - -B—B a g/
0 5 10 g 15 20 28

Obr. 3; Farmakokineticky profil hemisukcinatu 3b pfi oralnim podani mySim
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Obr. 4: Farmakokineticky profil hemisukcinatu 5a pfi ordlnim podani my$im
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Obr. 5: Farmakokineticky profil diketon-dihemisukcindtu Se pfi ordlnim podéni my$im
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Obr. 6: Farmakokineticky profil pyrazinu 6a pfi oralnim podani my$im
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Obr. 7: Farmakokineticky profil hemisukcinatu 8a pfi oralnim podéani mysim
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Obr. 8: Farmakokinetické profily latek Sc, 54, 6, 7, 8 podévanych jako suspenze
s karboxymethylcelul6zou ordlné myS$im
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