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Осуществлен синтез и скрининг противоопухолевой активности in vitro (цитотоксичности) серии
N-, S- и Br-производных бетулиновой, олеаноловой и урсоловой кислот. Значимую цитотоксиче-
скую активность проявили N-метилпиперазиниламид 2-(3-пиридинилидено)урсоновой кислоты в
отношении раковых клеток PC3 (IC50 = 8 мкМ) и метил-2-метилиденуреидобетулонат в отношении
линии HCT-116 (IC50 = 5.7 мкМ).
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ВВЕДЕНИЕ

Разработка новых фармакологических агентов
на основе доступных тритерпеноидов, активных
по отношению к широкому спектру опухолевых
клеточных линий, является актуальным направ-
лением. За последнее время получены полусинте-
тические тритерпеноиды, модифицированные по
положениям остова С2, С3, С20 и С28, проявляю-
щие высокую цитотоксическую активность в от-
ношении раковых клеток [1, 2]. Так, для 2,3-секо-
лупановых β-кетоэфиров значения IC50 в отно-
шении линий HCT 116, MS, RD и TE32 раковых
клеток составляли от 3.07 до 3.61 мкM [3], значе-
ния цитотоксичности для карбоксамидов урсоло-
вой кислоты с фрагментами N-замещенных этил-
аминов составили меньше 1 мкM [4], выявлена
высокая селективная цитотоксичность в отноше-
нии Т-лимфобластной лейкемии С30-гидразонов
бетулиновой кислоты [5]. В недавних работах на-
ми обнаружена цитотоксичность у производных
тритерпеноидов с индоло- [6, 7], аминопропок-
си- [8], 1,2,3-триоксалановым [9] и пропаргил-
аминоалкильным [10, 11] фрагментами. Продол-
жая исследования в этой области, в настоящей
работе изучена цитотоксичность группы N-, S- и

Br-содержащих производных тритерпеновых
кислот ряда лупана, олеанана и урсана.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для скрининга использовали новые ((III) и
(IV), схема 1) и синтезированные ранее ((I), (II),
(V)‒(XIII), рис. 1) модифицированные тритерпе-
ноиды. Учитывая, что введение аминокислотных
остатков в молекулу тритерпеноидов может уве-
личивать их биодоступность [12], хлорангидрид-
ным методом из 2,3-индолобетулиновой кислоты
(I) взаимодействием с метиловым эфиром L-фе-
нилаланина и последующим деблокированием
метоксильной защитной группы синтезирован
С28-конъюгат (II) c выходом 75%. Учитывая ак-
туальность введения фрагмента N-метилпипера-
зина, а также повышение противоопухолевой ак-
тивности с введением ароматических фрагментов
в положение С2 [13], мы осуществили модифика-
цию урсоновой кислоты (схема 1). По реакции
Кляйзена-Шмидта взаимодействием N-метилпи-
перазиниламида урсоновой кислоты (III) с 3-пи-
ридинкарбальдегидом синтезировали N-метил-
пиперазиниламид 2-(3-пиридинилидено)урсоно-
вой кислоты (IV) с выходом 80%.
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Схема 1. Условия: i − a) (COCl)2, Et3N, CH2Cl2, 20°C, 2 ч; b) PheOMe · HCl, Et3N, CH2Cl2, ∆, 3 ч; c) 4 М NaOH,
CH3OH-THF (1 : 1), 20°C, 6 ч. ii − a) C5H4N-m-CHO, 40% KOH, EtOH, rt, 8 ч.

Строение соединений (II) и (IV) установлено с
использованием физико-химических методов
анализа. Для соединения (II) наблюдались харак-
терные сигналы атомов углерода и протонов
амидной группы при δ 176 м.д. (13С-ЯМР) и
δ 5.92 м.д. (1Н-ЯМР), атомов углерода и протонов
ароматического фрагмента в области δ
110.3‒128.3 м.д. (13С-ЯМР) и δ 7.04–7.38 м.д. (1Н
ЯМР). В спектрах 13С-ЯМР соединения (IV) на-
блюдался сдвиг сигнала карбонильной группы С3
в область сильного поля до δ 207 м.д., а в спектрах
1Н-ЯМР сигнал винильного протона проявляет-
ся при δ 7.35 в виде синглета. Сигналы фрагмента
N-метилпиперазина обнаруживались в виде син-
глета протонов метильной группы в области
δ 2.21–2.27 м.д. и метиленовых групп – в виде
мультиплета в области δ 2.38–2.71 м.д.

На рис. 1 представлены структуры соедине-
ний, которые были синтезированы ранее: 2,3-ин-
доло-производные ряда лупана (I) и (V), урсана
(VI) и олеанана (VII), С2-метилиденуреиды ме-
тилбетулоната (VIII) и (IX), С28-йодофенилгид-
разидогидразон бетулоновой кислоты (X), бисф-
талилоксибетулин (XI) и фталилоксибетулиновая
кислота (XII), 20-оксо-30-бром-29-нор-3,28-ди-
ацетоксибетулин (XIII).

Экспериментальное исследование противо-
опухолевой активности in vitro, или цитотоксич-
ности, производных тритерпеноидов (I), (II),
(IV)–(XIII) проведено с использованием МТТ-
теста на клетках Т-клеточного лимфобластного
лейкоза Jurkat, карциномы простаты РС-3, кар-
циномы легкого А549, карциномы толстой киш-
ки HCT-116, аденокарциномы молочной железы
MCF-7, нейробластомы SH-SY5Y и меланомы че-
ловека линии MeWo [14].

Первоначально была определена доля погиб-
ших клеток (C, %), характеризующая цитоток-
сичность, при концентрации 100 мкМ (табл. 1).
Соединение считали цитотоксичным, если оно
вызывало гибель 50% клеток или выше хотя бы на
одной клеточной линии при концентрации
100 мкМ [15]. В результате обнаружена цитоток-
сическая активность у десяти соединений: (I),
(II), (IV), (VI)‒(IX), (XI)–(XIII). Для данных со-
единений изучили цитотоксичность при концен-
трациях 100, 10 и 1 мкМ для определения IC50
(концентрация вещества, вызывающая гибель
50% клеток).

Наиболее выраженную цитотоксичность про-
явили соединения (IV) (IC50 < 10 на двух клеточ-
ных линиях) и (IX) (IC50 < 10 на одной клеточной
линии), что говорит о самой высокой среди изу-
ченного ряда соединений противоопухолевой ак-
тивности. Хотя значение IC50 для соединения (II)
составляет 9.8 мкМ на клеточной линии Jurkat, но
при максимальной концентрации его действие
приводит к гибели опухолевых клеток меньше чем
на 75%, что не позволяет отнести его к соединениям
с высокой противоопухолевой активностью.

С помощью компьютерной системы PASS
[16–18] для соединений (IV) и (IX) проведено
прогнозирование противоопухолевой активно-
сти и ее механизмов, наличие которых имеет зна-
чение для отнесения химических соединений к
потенциальным противоопухолевым препаратам.
В табл. 2 представлены результаты прогнозирова-
ния биологической активности соединений (IV)
и (IX) в виде высокой вероятности соединения
проявлять определенную биологическую актив-
ность (Pa > 0.7) и вероятности не проявлять эту
активность (Pi).
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Результаты компьютерного прогнозирования
указывают на значительную вероятность прояв-
ления соединениями (IV) и (IX) противоопухоле-
вой и антиметастатической активности, механиз-
мами которых могут быть проапоптотическая ак-
тивность, способность повышать активность
транскрипционного фактора NF-κ В.

Таким образом, в ходе скрининга серии N-, S-
и Br-производных бетулиновой, олеаноловой и
урсоловой кислот выявлено два соединения, об-
ладающих значимой цитотоксической активно-
стью: N-метилпиперазиниламид 2-(3-пиридини-
лидено)урсоновой кислоты (линия клеток PC3,
IC50 = 8 мкМ) и метил-2-метилиденуреидобету-
лонат (линия клеток HCT-116, IC50 = 5.7 мкМ).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Температуры плавления определяли на мик-
ростолике “Boetius”. Оптическое поглощение из-
меряли на поляриметре “Perkin-Elmer 241 MC”
(Германия) в трубке длиной 1 дм. ТСХ-анализ
проводили на пластинках Сорбфил (ЗАО Сорб-
полимер, Россия), используя систему раствори-
телей хлороформ–этилацетат, 40 : 1. Вещества об-
наруживали 10% раствором серной кислоты с по-
следующим нагреванием при 100–120°С в
течение 2–3 мин. Элементный анализ осуществ-
ляли на СHNS-анализаторе Eurо EA-3000, основ-
ной стандарт ацетанилид. Колоночную хромато-
графию проводили на Al2O3, Silica 60 (Macherey-
Nagel). Спектры 1Н- и 13С-ЯМР (δ, м.д.; J, Гц) за-

регистрированы на импульсном спектрометре
“Bruker” Avance III с рабочей частотой 500.13 (1H)
и 125.47 МГц (13C) с использованием 5-мм датчи-
ка с Z-градиентом PABBO при постоянной тем-
пературе образца 298 K в CDCl3. Химические
сдвиги в спектрах 1Н- и 13С-ЯМР измерены отно-
сительно сигнала внутреннего стандарта тетраме-
тилсилана). Спектры ЯМР 1H, 13C описанных со-
единений получены с использованием оборудо-
вания Центра коллективного пользования
“Химия” УфИХ УФИЦ РАН.

Cоединения (I) и (VII) [7], (III) [19], (V) и (VI)
[6], (VIII) и (IX) [20], (X) [21], (XI) [22], (XII) [23],
(XIII) [24] получали как описано ранее.

N-(Индоло[3,2-b]луп-20(29)-ен-28-оил)-L-фе-
нилаланин (II). К раствору 1 ммоль (0.53 г) соеди-
нения (I) в 20 мл осушенного CH2Cl2 прибавляли
по каплям 3 ммоль (0.26 мл) (COCl)2 и перемеши-
вали при комнатной температуре 2 ч. Реакцион-
ную смесь упаривали в вакууме водоструйного
насоса, полученный хлорангидрид растворяли в
20 мл CH2Cl2 и добавляли 1.2 ммоль (0.26 г) мети-
лового эфира L-фенилаланина гидрохлорида,
3 капли Et3N и кипятили с обратным холодиль-
ником 3 ч, промывали 5% HCl (2 × 50 мл), водой
(50 мл), сушили над CaCl2. Удаление метоксиль-
ной группы осуществляли путем обработки не-
очищенного продукта реакции 4 М раствором
NaOH в CH3OH-THF (1 : 1, v/v, 20 мл) при пере-
мешивании при 20°C в течении 6 ч. Далее реакци-
онную смесь выливали в 100 мл 5% раствора НСl
(10 мл), выпавший осадок отфильтровывали,

Рис. 1. Структуры соединений (I), (V)–(XIII).
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промывали до нейтральной реакции промывных
вод, сушили на воздухе. Выход 0.50 г (75%). Т. пл.
134–135°С. Спектр 1H-ЯМР: 0.85, 0.90, 0.97, 1.19,
1.28, 1.68 (18 H, 6с, 6CH3), 1.06–3.16 (26 H, м, CH
и CH2), 4.60 и 4.73 (2 Н, оба д, J 2.5, H29), 4.85
(1 H, м, H37), 5.92 (1 Н, уш. с, NH), 7.04−7.38 (8Н,
м, Harom), 7.84 (1Н, уш. с, NH). Спектр 13С-ЯМР :
14.6, 15.9, 16.3, 19.3, 19.4, 21.4, 23.1, 25.7, 29.3, 30.7,
30.8, 33. 5, 33.6, 34.1, 37.3, 37.8, 38.0, 38.1, 38.3, 40.8,
42.5, 46.6, 49.4, 49.9, 52.8, 53.3, 55.8, 106.9 (C2),
109.5 (C29), 110.3, 117.9, 118.8, 120.8, 128.3 (все Carom),
128.7 (C41), 128.7 (C43), 129.0 (C40), 129.0 (C44),
136.2 (Carom), 136.4 (C41), 140.9 (C3), 150.8 (C20),

178.6 (C45), 176.0 (C28). Найдено, %: C 80.07; H
8.65; N 4.14. С45Н58N2O3. Вычислено, %: C 80.08; H
8.66; N 4.15. (Mr 673.01).

N-Метилпиперазиниламид 2-[3-пиридилиде-
но]-3-оксо-12-ен-урсан-28-овой кислоты (IV). К
раствору 1 ммоль (0.54 г) соединения (III) в 20 мл
EtOH добавляли 1.5 ммоль (0.14 мл) 3-пиридил-
карбальдегида и 2.5 мл 40% KOH/EtOH, реакци-
онную массу перемешивали при 20°C в течение
4 ч, выливали в 50 мл 5% раствора НСl, осадок от-
фильтровывали, сушили на воздухе, продукт хро-
матографировали на колонке, элюенты – петро-
лейный эфир и петролейный эфир- хлороформ
(2 : 1). Выход 0.50 г (80%). Т. пл. 142–143°С.

Таблица 1. Противоопухолевая активность in vitro* соединений (I), (II), (IV)–(XIII)

* C – цитотоксическая активность исследуемых соединений в концентрации 100 мкМ (доля погибших клеток, %); IC50 – ци-
тотоксическая концентрация вещества, вызывающая гибель 50% клеток (при концентрации ≤100 мкМ).

Соеди-
нение

Тип клеточной линии

A549 PC3 Jurkat HCT-116 MCF-7

C, % IС50 C, % IС50 C, % IС50 C, % IС50 C, % IС50

I 88 31.5 85 25 91 26 84 46.1 89 35
II 90 60 91 43.1 92 19.5 92 32.5 91 16
IV 92 8.7 91 8 93 22.5 88 36.5 92 17.8
V 21 – 21 – 38 – 26 – 43 –
VI 70 68 58 72.2 83 36.8 69 36.5 60 75.6
VII 89 56.6 87 53.6 90 30.8 85 53.8 56 84
VIII 91 47.2 90 42.9 93 28.2 89 60.5 92 52.8
IX 92 52.8 89 18.2 92 48.1 91 5.7 89 46.8
X 5 – 25 – 48 – 8 – 31 –
XI 81 65.5 86 62.3 90 58.5 87 61.2 87 53
XII 84 56.2 85 50.9 92 49 84 19.5 85 59
XIII 75 70 68 76 68 9.8 71 73.4 74 69

Таблица 2. Результаты прогнозирования биологической активности* соединений (IV) и (IX)

* Pa – вероятность проявления активности; Pi − вероятность отсутствия активности, в соответствии с программой PASS [16–18].
Выбраны результаты прогнозирования, при которых Pa > 0.7.

Cоединение (IV) Cоединение (IX)

Pa > 0.7 Pi Тип активности Pa > 0.7 Pi Тип активности

0.829 0.006 Агонист апоптоза 0.915 0.001 Активатор транскрипционного фактора 
NF-κB

0.820 0.009 Антинеопластическая 0.915 0.001 Активатор транскрипционного фактора

0.779 0.003 Активатор транскрипционного 
фактора NF-κB

0.866 0.005 Антинеопластическая

0.779 0.003 Активатор транскрипционного 
фактора

0.826 0.004 Антипротозойная активность 
(лейшманиоз)

0.783 0.008 Противовоспалительная активность 0.798 0.003 Антинеопластическая (меланома)

0.764 0.003 Антогонист NO-оксида 0.721 0.013 Агонист апоптоза
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Спектр 1H-ЯМР : 0.80, 0.90, 1.01, 1.11, 1.19, 1.35,
1.40 (21H, 7с, 7CH3), 1.39−2.19 (19 H, м, CH и
CH2), 2.30 (3 H, с, NCH3), 2.31−2.41 (4 H, м,
2CH2), 2.89‒2.98 (2 H, м, H1), 3.41−3.71 (4 H, м,
2CH2), 5.21 (1 H, с, H12), 7.35 (1 H, м, Ar-CH), 7.41
(1H, с, Hvinilic), 7.73 (1 H, д, J 8), 8.52 (1H, д, J 4.0 ,
Ar-CH), 8.73 (1H, c, Ar-CH). Спектр 13С-ЯМР:
15.5, 16.7, 17.5, 17.7, 18.5, 20.3, 21.3, 22.3, 22.7, 23.6,
24.5, 28.2, 29.7, 29.9, 30.6, 32.2, 34.2, 36.3, 38.7, 39.3,
39.6, 42.4, 44.2, 45.2, 45.3, 45.3, 46.0, 53.1, 55.1, 55.1,
123.4, 124.8 (C12), 128.3, 131.8, 133.6, 135.9 (C13),
137.1 (C2), 149.1, 151.0, 175.1 (CON), 207.4 (C3).
Найдено, %: C 78.54; H 9.36; N 6.69. С41Н59N3O2.
Вычислено, %: C 78.67; H 9.50; N 6.71. (Mr 625.93).

Цитотоксическую активность соединений (I),
(II), (IV)–(XIII) изучали с помощью стандартного
МТТ-теста [14]. Исследование проводили на кле-
точных линиях опухолей человека, полученных
из Банка клеточных линий ФГБУ “НМИЦ онко-
логии им. Н.Н. Блохина” Минздрава России.
Клеточные линии культивировали в среде RPMI-
1640, содержащей 10% телячьей эмбриональной
сыворотки, 10 мМ HEPES (Sigma, США), 2 мМ
L-глутамин (Sigma, США), 40 нг/мл гентамицина
(ICN, США), аминокислоты, пируват натрия и
раствор витаминов (ПанЭко, Россия), при 37°С в
атмосфере 5% СО2. Клетки поддерживали в лога-
рифмической фазе роста постоянным пересевом
культуры через 3–4 сут. Для открепления адгези-
онных клеток с пластиковой поверхности культу-
рального флакона использовали раствор Версена.

Для постановки MTT-теста клетки раскапыва-
ли в 198 мкл полной среды RPMI-1640 в 96-лу-
ночные плоскодонные планшеты (Costar, USA).
Через 1 сут в каждую лунку добавляли исследуе-
мые соединения в концентрации от 1 до 100 мкМ
и инкубировали с клетками в течение 72 ч в 5%
СО2 при 37°C. Каждое соединение ставили в три-
плете (в трех лунках планшета). Каждый экспери-
мент повторяли трижды. Соединения растворяли
в DMSO так, чтобы концентрация DMSO в лунке
не превышала 1%. Водорастворимые соединения
растворяли в воде. В качестве контроля для со-
единений, растворимых в DMSO, использовали
лунки с клетками с 1% DMSO в полной ростовой
среде.

Через 72 ч в каждую лунку вносили по 20 мкл рас-
твора МТТ [бромид 3-(4,5-диметилтиазолин-2)-2,5
дифенилтетразолия] (маточный раствор 5мг/мл,
конечная концентрация 1мг/мл), и инкубирова-
ли 4 ч при 37°С в 5% CO2.

После образования формазана н жидкость над
осадком удаляли, осадок растворяли в 150 мкл
DMSO. Далее планшеты помещали на 10 мин в
термостат при температуре 37°С и затем 10 мин
встряхивали на шейкере для равномерного рас-
творения кристаллов формазана, после чего ин-
тенсивность окрашивания среды (D) измеряли на
фотометрическом анализаторе иммунофермент-

ных реакций MultiskanEX ThermoLabSystems при
λ 540 нм. Величина поглощения прямо пропор-
циональна числу живых клеток. 

Определяли долю погибших клеток, характе-
ризующую цитотоксичность (С, %) по формуле:

где Dк и Dо – оптическая плотность в контроль-
ных и опытных лунках.

Концентрацию вещества, вызывающую ги-
бель 50% клеток в концентрации ≤100 мкМ (IC50),
определяли согласно [15].

Прогнозирование противоопухолевой актив-
ности и ее механизмов, наличие которых имеет
значение для отнесения химических соединений
к потенциальным противоопухолевым препара-
там, проводили с использованием компьютерной
системы PASS [16–18].

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА

Синтез соединений (I), (II), (IV)–(XIII) выполнен
по теме Госзадания № AAAA-A17-117011910023-2.
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Synthesis and Cytotoxicity of Triterpenic Acids, Modified at C3 and C28 Positions
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The synthesis and screening of in vitro antitumor activity (cytotoxicity) of a series of N-, S- and Br-derivatives
of betulinic, oleanolic and ursolic acids was carried out. N-Methylpiperazinylamide of 2-[3-pyridinylidene]-
ursonic acid showed significant cytotoxic activity against PC3 cancer cells with IC50 of 8 μM and methyl 2-
methylideneureido-betulonate against HCT-116 cell line (IC50 = 5.7 μM).
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