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1 Uvod

Obliba syntézy semi-syntetickych derivatli triterpenii nartstd jiz nékolik let.
V soucasnosti se medicindlni chemici navraci k pfirodnim zdrojim, mezi kterymi ¢asto
hledaji inspiraci pro vyvoj novych potencionalné aktivnich latek. Terpeny, neustale se
rozrustajici skupina prakticky vSudypfitomnych pfirodnich latek, jsou pro tento tucel
idedlni. ZvySené pozornosti se v této souvislosti dostava predevSim triterpenickym
kyselindm, o jejichZ farmakologickych ucincich nemiize byt pochyb, ptesto si derivaty
triterpent jesté stile nenalezly misto v naSich lékopisech. N¢kolik nevyhod, jako je
naptiklad vyssi lipofilita ¢i vyssi terapeutickd koncentrace nefavorizuji triterpeny jako
potencialni 1éCiva. Pro védce to ovSem neni prekdzka, kterou by neSlo piekonat a pro
zlepSeni farmakologickych vlastnosti zacali pfipravovat semi-syntetické derivaty, jejichz
cilem je nejéastéji zvySeni aktivity ¢i biologické dostupnosti. Aktualné je vétsina
pouzivanych 1é¢iv heterocyklického charakteru, a proto je nasnad¢ pfipravovat
I heterocyklické derivaty triterpenti. Vysostné postaveni si mezi 1é¢ivy heterocyklického
charakteru drzi heterocykly dusikaté, které jsou soudasti 59 % lé¢iv.! Mensi vyznam mezi
dusikatymi heterocykly pak maji triazolové derivaty. Triazolovy kruh, zejména ten
1,2,3-triazolovy, obsahuje zatim velice malo 1éCiv. Doposud také chybéla metoda
piipravy téchto derivatd, ktera by byla univerzalni, jednoducha, a kterou by se daly
piipravit také 1,5-disubstituované ¢i piikondenzované 1,2,3-triazoly. Nové vyvinuta
metodika Triazoliza¢ni reakce umoziiuje syntézu 1,2,3-triazoli z jednoduchych
vychozich latek bez potieby katalyzy kovovymi katalyzatory, a to na celé fad¢ substratu.
Potencial 1,2,3-triazolovych derivatii, a to zejména téch ptikondenzovanych k jinym
skeletim, zustaval dosud prakticky nevyuzit, nicméné diky vyvinuté Triazoliza¢ni reakci

se jim snad dostane zaslouzené¢ho zajmu.
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2 Cile diplomové prace
1. Vypracovat literarni reSersi se zamefenim na znamé triazolové derivaty odvozené
od triterpent a na samotnou Triazoliza¢ni reakci.
2. Pfipravit vychozi latky v dostateéném mnozstvi pro studium Triazoliza¢ni reakce.

3. Optimalizovat podminky Triazoliza¢ni reakce pro rizné typy substituentl a pro

ruzné skeletalni typy triterpenil.
4. Pfipravit sérii novych, rizn¢ substituovanych triterpenoidnich 1,2,3-triazolq.

5. Pripravené derivaty plné charakterizovat a nechat otestovat na cytotoxickou

aktivitu.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Terpeny a jejich vlastnosti

Terpeny jsou Siroka skupina prirodnich latek ¢itajici zhruba 50 000 identifikovanych
sloudenin, jejichz podet kazdym rokem nariistd.? Vyskytuji se predevsim v rostlinné #si,
ale jsou produkovany také houbami,® fasami* ¢i jednoduchymi moiskymi Zivocichy.*
Rostliny produkuji terpeny jako sekundarni metabolity, které sice nejsou pro rostlinu
zivotné dulezité, zastavaji vSak funkci obrany pied sktdci a predatory ¢i slouzi jako

ochrana pfed riznymi chorobami a parazity.

Chemicky jsou terpeny odvozeny od pétiuhlikatého izoprenu (1) (Obr. €. 1), jehoz
molekuly se mohou vzijemné spojovat tfemi riznymi zplsoby za tvorby rozli¢nych
terpend. Podle poctu téchto jednotek (poctu uhliki) d€lime terpeny na monoterpeny
(10 C), seskviterpeny (15 C), diterpeny (20 C), sesterterpeny (25 C), triterpeny (30 C),

P

1

tetraterpeny (40 C) a polyterpeny.

Obr. ¢&. 1: Struktura izoprenu (1)

Monoterpeny jsou znamé piedevsim jako rostlinné silice, prikladem jsou geraniol (2)
obsazeny v ruzovém oleji, menthol (3), obsazeny v silici maty peprné ¢i eukalyptol (4)

(Obr. €. 2), hlavni soucast eukalyptového oleje.

o A ¢

2 3 4

Obr. ¢&. 2: Struktura geraniolu (2), mentholu (3) a eukalyptolu (4)

Ze skupiny seskviterpenll je nejznaméjsi artemisinin (5) izolovany z pelynku ro¢niho

(Artemisia annua), ktery se pouziva jako antimalarikum. Fytol (6), terpenicky alkohol
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esterové vazany v chlorofylu, a retinol (7), soucast vitaminu A (Obr. ¢. 3), jsou pak

vyznamnymi zastupci diterpentl.

Obr ¢&. 3: Struktura artemisininu (5), fytolu (6) a retinolu (7)

v

Nejméné pocetnou skupinu tvoii sesterterpeny, z nichZ nejznaméjsi je manoalid (8)
obsazeny v moiské houbé Luffariella variabilis, ktery vykazuje protizanétlivé G¢inky.°
Karotenoidy jsou pak vyznamnou skupinou spadajici pod tetraterpeny, patii sem latky
jako B-karoten (9) ¢i lutein (10) (Obr. ¢. 4). B-karoten (9), zastupce karotenu, slouzi jako
prekurzor vitaminu A a Ize ho nalézt v mrkvi. Lutein (10) patiici do skupiny xanthofyld,

1ze nalézt ve zluté skvrné¢ lidského oka, kdy tuto oblast chrani pfed volnymi radikaly.

HOY

Obr ¢. 4: Struktura manoalidu (8), s-karotenu (9) a luteinu (10)

Mezi polyterpeny se fadi ptirodni kaucuk, ktery se ziskava z kaucukovniku brazilského

(Hevea brasiliensis), a gutaperca, geometricky izomer ptirodniho kaucuku, ziskavajici se
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ze stromu perc¢ovniku pravého (Palaquium gutta). Vulkanizaci kauc¢uku pak vznika pryz,

kterd ma celou fadu vyuZiti.

Zdaleka nejvyznamnéjsi a nejstudovanéjsi skupinou terpentl, co se ty¢e medicindlni

chemie, jsou bezesporu triterpeny.

3.1.1 Triterpeny

Z téchto tricetiuhlikatych sloucenin maji nejvétsi vyznam pentacyklické triterpeny.
Obecné jsou triterpeny studovany pro své hepatoprotektivni, analgetické,
hypoglykemické, hypolipidemické, antimikrobialni, antimykotické, virostatickeé,

imunomodulaéni a tonizujici u¢inky.®

Pentacyklické triterpeny se dale déli podle skeletalnich typii. Mezi nejvyznamnéjsi patii

lupanovy (11), ursanovy (12) a oleanonovy typ (13) (Obr. ¢. 5).

Obr. ¢&. 5: Skeletdlni typy triterpenoidi: lupanovy (11), ursanovy (12) a oleanonovy (13)

3.1.1.1 Zastupci lupanového skeletalniho typu

Betulin (14) a kyselina betulinova (15) (Obr. ¢. 6) jsou hlavnimi zastupci sloucenin
S lupanovym skeletdlnim typem. Nejznaméj$im zdrojem betulinu (14) a kyseliny
betulinové (15) u nas je kura biizy bélokoré (Betula pendula), ve které je obsazeno kolem
20 % betulinu a 1 % kyseliny betulinové. Obsah jednotlivych latek se v riznych druzich
btiz lisi, naptiklad vice kyseliny betulinové (15), 12,5 %, lze nalézt v kufe
severoamerického druhu biizy Betula neoalaskana.” Kyselina betulinova (15) je zajimava
celou fadou svych biologickych vlastnosti, z nichz nejvyznamnéj$im jsou jeji ucinky

cytotoxické a antivirové, piedevsim anti-HIV.
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Obr. ¢&. 6: Struktura betulinu (14) a kyseliny betulinové (15)

Cytotoxické tc¢inky kyseliny betulinové (15) byly poprvé zaznamenany v roce 1976
Trumbullem et al. Ti popsali cytotoxickou aktivitu extraktu z rostliny Vauquelinia
corymbosa proti lymfocytarni leukemické linii P-388. Soucasti extraktu nebyla jen
kyselina betulinova (15) ale i uvaol a kyselina ursolova.® Cytotoxické uginky samotné
kyseliny betulinové (15) byly potvrzeny v roce 1991,° oviem az prace z roku 1995 od
Pishiho et al popisujici cytotoxické ucinky kyseliny betulinové (15) na linii lidského

melanomu vyvolala zajem jak o kyselinu betulinovou (15), tak i jeji derivaty.

Anti-HIV G¢inky kyseliny betulinové (15) byly poprvé prokazany Fujiokou et al v roce
1994. Ti izolovali kyselinu betulinovou (15) z listt hiebickovce Syzygium claviflorum
a prokazali, 7ze¢ inhibuje replikaci viru HIV v H9 lymfocytech v koncentraci
ECso = 1,4 uM. Dalsi izolovanou triterpenoidni latkou, ktera také vykazovala anti-HIV
aktivitu, byla kyselina platanova (16). Jeji hodnota ECso = 6,5 uM je vyssi nez u kyseliny
betulinové (15), avSak slouCenina 16 vykazala lepsi terapeuticky index (TI = 13)
v porovnani s kyselinou betulinovou (15) (T1=9,3) Vramci této prace byly dale
piipraveny nejriznéjsi estery kyseliny betulinové (15) a také kyselina dihydrobetulinova
(17) (Obr. ¢. 7), ktera vykazala lepsi anti-HIV G¢inky nez obé vySe zminéné kyseliny 15
a 16. Kyselina dihydrobetulinova (17) dosahla terapeutického indexu T1 = 14 a hodnoty
ECso = 0,9 uM.!! Dle literatury*?, kyselina betulinova (15) rovn&z inhibuje dimerizaci

HIV-1 protedzy.
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Obr. &. 7: Struktura kyseliny platanové (16) a kyseliny dihydrobetulinové (17)

Mnoho dalSich derivati betulinu (14) a kyseliny betulinové (15) vykazuje vysoké
anti-HIV aktivity a ptisobi riiznymi mechanismy tcinku. Byla prokazana inhibice vzniku
syncytia (mnohojaderny bunéény utvar, ktery vznika rozrusenim bunéénych membran
nekolika sousedicich bunék a dochézi tak ke splynuti jejich cytoplazem; tento jev je
pozorovan naptiklad praveé pii virovych onemocnénich a u nékterych pacient je tvorba
syncytia spojena s rychlejsi progresi infekce), ¢imz dochazi k blokovani vstupu viru
HIV-1 do bunék, inhibice HIV-1 reverzni transkriptazy,'* &i inhibice uvolnéni virionové

&astice z buiiky, coz ovliviluje zrani virionu.™®

3.1.1.2 Zastupci ursanového skeletalniho typu

Hlavnim zastupcem této skupiny je kyselina ursolova (18). Jako vSechny triterpeny i ona
vykazuje Siroké mnozstvi biologickych aktivit. Jedna se o prakticky vSudypfitomnou
latku Vv rostlinné fisi, kterou lze v nejvétsim mnozstvi nalézt v rozmarynu lékaiském
(Rosmarinus officinalis), ktery ji obsahuje 1,58 %, ¢i v Salvéji 1ékaiské (Salvia

officinalis), kde obsah kyseliny ursolové (18) dosahuje 1,52 %.®

Mezi jeji nejvyznamnéjsi ucinky patii ty, které jsou vyuzitelné v protinadorové terapii.
Ve studii provedené na bunééné nadorové linii HepG2 dochazelo vlivem pusobeni
kyseliny ursolové (18) k indukci apoptdzy uvolnénim cytochromu c z mitochondrii do
buiiky a aktivaci mitochondridlni apoptotické drahy.!” Podobné ti¢inky byly prokazany
i v dal3i studii.'® Dle literatury'’° kyselina ursolova (18) ovliviiuje také bun&ény cyklus
jeho zastavenim ve fazi GO/Gl. V neposledni fadé byla zjiSténa také jeji

antimetastaticka?® a antiangiogenni aktivita.?!

Dale kyselina ursolova (18) disponuje antibakterialnimi vlastnostmi, které byly testovany
na nékolika bakterialnich kmenech. Je$té¢ zajimavéjsi je jeji synergicky efekt

s aminoglykosidickymi antibiotiky (neomycin, kanamycin atd.), kdy naptiklad aktivita
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neomycinu proti Staphylococcus aureus byla MIC = 128 pg/ml, avsak pifi podani
spole¢né s kyselinou ursolovou (18) byla hodnota MIC = 18 ug/ml.?? Mezi dalsi popsané

tcinky kyseliny ursolové (18) patii protizanétliva?®?* a hepatoprotektivni aktivita.?®

8).

(€

Dalsimi zastupci ursanového skeletu jsou a-amyrin (19) nebo uvaol (20) (Obr.

18 19 20

Obr. ¢&. 8: Struktura kyseliny ursolové (18), a-amyrinu (19) a uvaolu (20)

3.1.1.3 Zastupci oleanonového skeletdlniho typu

NejvyznamnéjSimi zastupci triterpenti S oleanonovym skeletem jsou kyselina oleanolova
(21) a kyselina boswellova (22) (Obr. ¢. 9). Kyselinu oleanolovou (21) Ize nalézt jak
v medicindlnich bylinach a rostlinach jako je libora Lantana camara ci ptaci zob leskly
(Ligustrum lucidum), tak v riznych druzich ovoce a zeleniny. Nejznaméj$im zdrojem
kyseliny oleanolové (21) je bezesporu olivovnik evropsky (Olea europaea), ktery
obsahuje ve svych listech 3,0-3,5 % kyseliny 21 v zavislosti na olivovém kultivaru. Plody

olivovniku obsahuji kyseliny oleanolové (21) vyrazné méng, a to ptiblizng 0,2 %.2°

7
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Obr. ¢&. 9: Struktura kyseliny oleanolové (21) a kyseliny boswellové (22)

Kyselina oleanolova (21) vykazuje podobné ucinky jako kyselina ursolova (18). Byla
prokézana jeji cytotoxicka,?” protizdnétliva?® a hepatoprotektivni aktivita.?*3%3! Kyselina
boswellova (22) ziskala sviij nazev podle svého hlavniho zdroje — kadidlovniku

pilovitého (Boswellia serrata).

18



3.2 Heterocyklické derivaty triterpenii

Triterpeny maji oproti Cisté syntetickym lé¢ivim fadu vyhod. Maji Sirokou Skélu
biologickych aktivit a nizkou toxicitu. Triterpeny se daji jednoduSe ziskat z mnoha
prirodnich zdroji, jsou biologicky rozlozitelné a tim, ze se jednd o pfirodni latky,
nepiedstavuji zadné riziko pro zivotni prostiedi. I pfes vSechny tyto vyhody je vyuziti
triterpent jako 1éCiv vzacné, a to z nékolika divodu. Terapeuticka koncentrace triterpent
je obvykle vyssi nez u soucasnych 1é¢iv. Triterpeny jsou také latky, které ovliviiuji mnoho
biologickych cilti — kvili tomu je obtizné najit in silico model pro vyhodnoceni vztahu
mezi strukturou a aktivitou, ¢imz je ztizen design novych molekul s lepsimi vlastnostmi
(aktivita, rozpustnost atd.). Posledni nevyhodou je Casto velka lipofilita téchto molekul,
coz ztézuje jejich vstiebavani v gastrointestinalnim traktu. Existuje nékolik pfistupt, jak
Zlepsit vlastnosti triterpent, cilem nejcastéji byva zvySeni aktivity nebo biologické
dostupnosti. Nejc€astéji pouzivanou metodou je piiprava jejich semi-syntetickych

derivatt.3?

Pokud se podivame na struktury nyni pouzivanych 1éCiv, tak zjistime, ze 59 % léciv
(schvalenych FDA) obsahuje dusikaty heterocyklus.! Proto je syntéza dusikatych
heterocyklickych derivata triterpent aktualni téma, kterému se vénuje fada vyzkumnych
skupin po celém svété. Na rozdil od sloucenin neobsahujicich heterocyklus maji ty
heterocyklické nékolik vyhod — jsou napiiklad stalej$i a odolnéjsi vici metabolické
degradaci a snaze identifikovatelné pii pouziti analytickych metod vyuzivajicich pro

detekci UV zafeni.®®

Triterpeny se nejcastéji modifikuji v polohach C-3 a C-28 a dale také v polohach C-2 ¢i
C-29/30 (u lupanovych triterpenoidii). V piipadé heterocyklickych modifikaci se dale
velmi Casto vyskytuji derivaty s pifikondenzovanym heterocyklem ke kruhu A pies uhliky
C-2 a C-3 a méné Ccastgji pres C-1 a C-2. Nejcastéji se pripravuji derivaty
s piikondenzovanym péticetnym heterocyklem jako je pyrrol** (23), isoxazol*® (24),
pyrazol®® (25), thiazol*” (26) (Obr. &. 10).
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Obr. ¢&. 10: Priklady triterpenickych derivatii obsahujici prikondenzovany péticlenny
heterocyklicky kruh jako je pyrrol (23), isoxazol (24), pyrazol (25) ¢i thiazol (26).

Mén¢ Casto se muzeme setkat s prikondenzovanymi Sesti¢lennymi heterocykly, kdy
nejéastéjsi jsou derivaty odvozené od pyrazinu® (27) ¢i chinoxalinu® (28) (Obr. &. 11).
V ojedin€lych piipadech byly popsany iderivaty s pfikondenzovanym t¥i¢lennym
heterocyklem jako derivat kyseliny glycyrrhetové 29.3°

Obr. & 11: Priklady triterpenickych derivatu s prikondenzovanym pyrazinem (27),

chinoxalinem (28) a thiiranem (29).

Kromé¢ jiz zminénych, nejcastéji pouzivanych péti¢lennych heterocyklt, jsou triazolové
derivaty triterpenii také Casto pfipravované, ovsem ne ve formé piikondenzovaného
heterocyklu (dosud byl popsan pouze jeden derivat, viz nize), ale nejcastéji formou click
reakci pravé v polohach C-3 a C-28. V soucasnych 1é¢ivech se triazolovy motiv objevuje

jen vzacng, pticemz se téméf vyluéné jedna 1,2,4-triazol, jako naptiklad v antimykotiku
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flukonazolu (30). Na druhou stranu, 1,2,4-trizoly lze nalézt v fadé fungicidt a herbicida
jako je napiiklad tebukonazol (31) (Obr. ¢. 12).

N=
N\
N’N
OH
Cl
30 31

Obr. ¢&. 12: Struktura antimykotika flukonazolu (30) a fungicidu tebukonazolu (31)

Do popiedi zajmu se jiz dostavaji také 1,2,3 triazoly,*® u kterych byly zjistény vyznamné
biologické aktivity. Byla piipravena série 4-aryl-1,2,3-triazoli u kterych bylo zjisténo, ze
pusobi jako inhibitory lidské methionin aminopeptidazy typu 2. Nejaktivnéjsi derivat
Z této série, sloucenina 32 (Obr. ¢. 13), byl také studovan na mySim modelu, kde byla

prokazana jeho antiangiogenni aktivita.*!

V jiné studii byly pfipraveny 4-heteroaryl-5-aryl-(2H)-1,2,3-triazoly, u kterych byla na
panelu 60 bunécnych liniich sledovana jejich protinadorova aktivita. Nejucinnéjsi derivat
33 (Obr. ¢. 13) vykazal protinddorovou aktivitu v nanomolarnich koncentracich proti

80 % bunéénych linii.*?

Re=¢:
N’N
H
32 33

Obr. & 13: Ucinné 1,2,3-triazolové derivaty s antiangiogenni (32) a protinddorovou (33)

aktivitou.

Znamé triazolové derivaty odvozené od triterpenti budou piedstaveny V nésledujici

kapitole s diirazem na jejich syntézu a biologické ucinky.
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3.2.1 Derivaty s piikondenzovanym triazolovym kruhem ke kruhu A

Derivatu triterpenti obsahujicich prikondenzovany triazol ke kruhu A je znamo minimum.
V literatufe je popsana pouze piiprava substituovaného derivatu odvozeného od kyseliny
oleanolové (21). Vychozi kyselina oleanolova (21) byla nejprve oxidovana pomoci
Jonesova reagentu na kyselinu oleanonovou (34), ktera v dalsim kroku reagovala
S butylnitratem za pfitomnosti silné baze za vzniku hydroxyiminového derivatu 35. Ten
reakci s hydrazinem poskytl triazolovy derivat 36 (Schéma €. 1), ktery nicméné nevykazal

7adné zajimavé biologické u¢inky.*®

Schéma &. 1: Reakcni schema pripravy triazolového derivatu 36. Podminky: (a) Jonestiv
reagent, aceton, r.t.,, 94 %; (2) t-BuOK, BUONO, t-BuOH, r.t.,, 76 %; (3) N2Hs  H20,
AcOH, 50 °C, 9 h, 42 %.

3.2.2 Derivaty s triazolem v poloze C-2

Poloha C-2 na A-kruhu neni obecné ¢asto vyuzivana k derivatizaci, ale v posledni dobé
i tato poloha ziskava na oblibé. V této poloze byly pfipraveny saponiny odvozené od
kyseliny ursolové (18) a kyseliny betulinové (15) (Schéma &. 2). Syntéza vychazela
z kyseliny ursolové (18), ktera byla nejprve oxidovdna na kyselinu ursonovou, ze které
byl v nasledujicim kroku pfipraven methylester 37. Ten byl alkylovan propargyl
bromidem za pfitomnosti silné baze, kdy vznikal pouze jediny produkt 38, na kterém byla
nasledné zredukovana keto skupina na C-3 pomoci borohydridu sodného za vzniku
derivatu 39. Reduktivni demethylaci chranici skupiny jodidem lithnym byl pfipraven
derivat 40, ktery byl vychozi latkou pro finalni click reakci. V té reagoval propargylovy
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derivat 40 s azidem B-D-glukapyranosy za podminek médi katalyzované 1,3-dipolarni

cykloadice. Derivaty odvozené od kyseliny betulinové byly pfipraveny obdobné.**

41

Schéma ¢&. 2: Priprava tritepenoidnich saponinii. Podminky: (a) PCC, CH.CI,
0 °C — 20 °C, 8 h; (b) CH2N2, Et20, 0 °C — 20 °C, 2 h, po kroku a + b vytezek 63 %,
(c) KN(SiMe3), Et3B, propargyl bromid, DME/THF (1:1), Ar, r.t., 1 h, 74 %; (d) NaBHg,
CeCls - 7 H20, MeOH/THF, -30 °C — 20 °C, Ar, 2 h, 84 %;,(e) Lil, DMF, reflux, Ar, 2 h,
74 %); (f) t-BuOH, Cu, CuSO4 ' 5 H20, 40 °C, 79 %.

Spivak et al pripravil o dva roky pozdé€ji pomoci obdobnych reakci derivaty kyseliny
betulinové (15) sruznymi cukernymi zbytky v poloze C-2 (naptiklad 42, 43, 44,
Obr. ¢. 14). Vsechny ptipravené derivaty byly testovany na panelu 60 nadorovych linii,

nicméné vykazaly jen nizkou cytotoxickou aktivitu.*®
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Obr. & 14: Priklad triterpenoidnich saponini 42, 43 a 44 odvozenych od kyseliny
betulinové (15).

3.2.3 Derivaty s triazolem v poloze C-3

Jak jiz bylo zminéno vyse, poloha C-3 je pro derivatizaci triterpenii ¢asto vyuZzivana.
V literatufe byla pifipravena série triterpenoidnich esteru s terminalni alkynovou skupinou
45a-d reakci kyseliny oleanolové (21) s riznymi alkyn Kyselinami. Tyto estery byly
piipraveny jak od volné kyseliny oleanolové (21), tak od jejiho methylesteru. Z esterti
45a—d byla pomoci click reakce s ptislusnym aromatickym azidem pfipravena celd sada

triazolovych derivati. Ve Schématu ¢. 3 je zobrazena pouze ¢ast téchto derivati 46a—f.

Vsechny ptipravené slouceniny byly otestovany na cytotoxickou aktivitu. Derivaty 45a
a45c byly aktivni na ¢tyfech nadorovych liniich (ICso = 19-56 uM), ovSsem bez
selektivity vici buikam nenadorovym (ICsp = 14-21 uM). Derivat 46a vykazal vyssi
cytotoxickou aktivitu s hodnotou 8,9 uM na linii AGS, se selektivitou vici zdravym
fibroblastim. Jeho cytotoxicita proti dal§im rakovinnym bunécnym liniim dosahovala
pouze stfednich az vys$Sich hodnot (ICso = 35-50 uM). Dale bylo také prokazano, ze

methylace karboxylové kyseliny na C-28 sniZuje cytotoxicky ucinek sloucenin — derivaty
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methylesteru kyseliny oleanolové (napt. 46b, 46d ¢i 46f) byly ve vSech piipadech
neaktivni (ICso > 100 puM) . Derivaty obsahujici p-toluensulfonylovy substituent (46¢
a 46e) taktéz vykazaly mirnou cytotoxickou aktivitu (ICsp = 11-47 uM), avsak bez

) .46

selektivity vii¢i nenadorovym buinikam (1Cso = 14-17 uM

45

HO an=2 R'=H
b:n=2 R'=CH,
c:n=3 R'=H

b ) d:n=3 R'=CH,4

46 '

an=2 R'=H R? = p-chlorbenzyl

b:n=2 R'=CH; R?=p-chlorbenzyl

cn=2 R'=H R? = p-toluensulfonyl

d:n=2 R'=CH; R2=p-toluensulfonyl

en=3 R'=H  R?=p-toluensulfonyl

f: n=3 R'=CH; R?=p-toluensulfonyl

a dalsi

Schéma ¢. 3: Priprava triazolovych derivatii odvozenych od kyseliny oleanolové (21)
S prehledem vybranych derivatu. Podminky: (a) prislusna alkyn kyselina, DCC, DMAP,
CH.Cly, r.t., 2-4 h, 47-51 %, priprava methyl esteru: CH>Nz, Et,0, 92-93 %;
(b) prislusny aromaticky azid, CuSOs - 5 H20, askrorban sodny, CH>Cl2/H20 1:1, r.t.,
24 h, 47-91 %.

Zavedeni triazolového kruhu do polohy C-3 bylo také vyuzito pro ptipravu konjugati
triterpent s peptidy. V literatute?’ byla pfipravena série takovych konjugati za ucelem
(47), ktera byla reakci s ethenylmagnesium bromidem pievedena na derivat 48, ktery
nasledné reagoval s azidopeptidy za podminek Huisgenovy cykloadice za vzniku derivatl
49a—d (Schéma ¢. 4). Tyto derivaty vykazaly vyznamnou protizanétlivou aktivitu

srovnatelnou s bézné uzivanym lé¢ivem indometacinem.
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49: N

aan=1 R=H R'=(imidazol-2-ymethyl R2?=H BocHN™ % R2R2 N
b:n=2 R=i-Pr R'=H R?=Me b °

c:n=1 R=Bn R'=(3-indolyl)methyl R? = Me

d:n=1 R=Me R'=sec-Bu R2 = Me

a dalsi

49a-d

Schéma ¢&. 4: Priprava konjugatii triterpenit s peptidy. Podminky: (a) HC=CMgBr, THF,
r.t., 82 %; (b) pro 49a,c,d: prislusny azidopeptid, CuCl, toluen, 9 — 13 h, r.t., 76-88 %;
pro 49b: prislusny azidopeptid, askorban sodny, CuSOas -5 H20, CH2CIl2/H20, 7 h, 40 °C,
65 %.

Jak lze pozorovat u reakci vySe, oblibenéjsi metodou piipravy vychozich latek pro
Huisgenovu cykloadici je zavedeni alkynové skupiny na triterpen, ktery nasledné reaguje
s prisluSnym azidem. A¢ je tento postup cCastéjsi, existuje fada piipadi, kdy je tomu
obracené a na triterpen je zavedena azidova skupina. Timto postupem byla pfipravena
série derivatd odvozenych od kyseliny betulinové (15), ktera nejprve reagovala
S chloroacetylchloridem za vzniku derivatu 50, ktery byl jednoduchou substituci
preveden na azid 51. Naslednou Huisgenovou cykloadici azidu 51 a alkyl/aryl alkynu
byly pfipraveny derivaty 52a—d (Schéma €. 5). Pfipravené derivaty byly testovany na péti
nadorovych bunéénych liniich pro uréeni jejich cytotoxické aktivity. Derivat 52a vykazal
sttedni cytotoxickou aktivitu proti linii HT-29 (ICso = 14,9 uM), ovSem proti dalSim
liniim vykazoval vy$8i hodnoty (ICso >40 uM), stejné jako zbytek ptipravenych

derivata.*®
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Schéma ¢&. 5: Priprava derivatii vychazejici z triterpenoidniho azidu. Podminky:
(a) chloroacetylchlorid, DIPEA, DMAP, THF, r.t., 2 h, 86 %; (b) azid sodny, DMF, 70
°C, 4 h, 77 %, (c) alkyl/aryl acetylen, askorban sodny, CuSOs 5 H20, DMSO, 2-5 h,
70-91 %.

Triazolovych derivati odvozenych od triterpent s modifikaci v poloze C-3 je nepieberné
mnozstvi. Dalsi zajimavé, biologicky aktivni derivaty, jsou zobrazeny nize (Obr. ¢. 15).
Derivat 53 je nejucinnéjsi derivat ze série aryl substituovanych triazold, ktery vykazal
cytotoxickou aktivitu 2,5 uM proti linii HL-60, spolu s vyraznou aktivitou i proti dal$im
bun&¢nym nadorovym liniim (ICso = 4,5-20 uM).*® Déle byly pripraveny riizné
glykokonjugaty triterpend jako slou¢enina 54, z jichz nékteré vykazaly inhibi¢ni ucinky
proti glykogenfosforylaze. Tento typ inhibitori by mohl najit vyuziti jako
antihyperglykemika pfi 1é¢bé diabetu mellitu 2. typu.®® Stejnd vyzkumna skupina pozdgji
syntetizovala sérii dimert jako je derivat 55, které taktéz vykazaly inhibi¢ni G¢inky proti

glykogenfosforylaze.>*
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Obr. &. 15: Dalsi triterpenické derivaty s triazolem v poloze C-3.

3.2.4 Derivaty s triazolem v poloze C-28
Derivata triterpent s triazolovym kruhem v poloze C-28 bylo piipraveno nepicberné

mnozstviz?>2

, proto jsou zde vybrany pouze nékteré reprezentativni a zajimavé priklady.
Stejné jako v piedchozi kapitole, pojednavajici o modifikaci triterpenti v poloze C-3, byla
I zde piipravena série derivata aryl-substituovanych triazolt od kyseliny oleanolové (21).
Vychozi kyselina 21 nejprve reagovala s propargylbromidem za vzniku alkynového
derivatu 56, ktery poté reagoval se substituovanymi aryl azidy za podminek Huisgenovy
cykloadice za vzniku derivati 57a—d (Schéma ¢. 6). Vysledné derivaty byly testovany na
cytotoxickou aktivitu proti péti nadorovym bunéénym liniim. Bylo zjisténo, Ze
nejaktivnéjsi byly ve vétSin€ piipadd p-substituované derivaty ve srovnéni s 0- Ci
m- substituovanymi. Nejaktivn&j§im derivatem v této sérii byl p-nitrofenyltriazol 57a,
ktery vykazal nejvySs$i cytotoxickou aktivitu proti liniim melanomu A375-S2

a fibrosarkomu HT1080 (ICso =4,97 uM, respektive 3,51 uM), a selektivitu proti

buiikdm nenadorovym.®
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57:

a: p-NO,
b: p-F

c: m-CN
d: o-Ac \
a dalsi 57a-d

Schéma &. 6: Priprava aryl-substituovanych triazolii. Podminky. (a) propargylbromid,
KoCOs, TBAB, H20, DCM, r.t., 5 h, 89 %, (b) substituovany aryl azid, askorban sodny,
CuSOs4 ' 5 H0, t-BuOH, H20, r.t. — 60 °C, 67-89 %.

Dalsi skupinou triterpenti modifikovanych triazolem v poloze C-28 jsou konjugaty
s biologicky aktivnimi latkami. Konkrétn¢ od ¢tyf triterpenickych skeletd byly
piipraveny konjugaty s B-cyklodextriny. Piikladem je tiikrokova syntéza vychazejici
Z kyseliny ursolové (18), ktera reagovala s TBTU, kdy dochazelo k aktivaci karboxylové
kyseliny a vzniku derivatu 58, ktery nasledné reagoval s propargylaminem za vzniku
alkynového derivatu 59. Naslednou click reakci alkynu 59 vhodné substituovanym

azido-B-cyklodextrinem vznikl konjugat 60 (Schéma ¢. 7).
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R: H, CH3 OH nebo COCHs

Schéma &. 7: Priprava konjugatu triterpenii s p-cyklodextriny. Podminky: (a) TBTU,
DIPEA, THF, N, rt, 5 h; (b) propargylamin, K>COs, DMF, rt., 1 h;
(c) azido-pg-cyklodextrin, THF/H20, CuSOs, askorban sodny, r.t., 12 h.

Podobnych derivati bylo piipraveno 12 od ¢tyft triterpenickych skeletii s umyslem zvysit
rozpustnost triterpentl, coz se podafilo. VSechny konjugaty vykézaly nizsi hydrofobicitu
nez vychozi triterpeny. Hydrofobicita, uddvana jako AlogP, byla u vychozich triterpent
v rozmezi 5,3-6,5, u piipravenych konjugatii dosahovala hodnot -5,9-2,4. Zaroven byla
testovana 1 jejich antivirova aktivita proti viru hepatitidy C, pii které dva derivaty 61 a 62
(Obr. ¢. 16) vykazaly mirnou aktivitu, mira inhibice u téchto derivati dosahovala hodnoty
98,2 %. V neposledni fadé tento tym také zkoumal hemolyticky t¢inek danych konjugata,
pricemz prokazal, ze nove piripravené konjugaty, ve srovnani s vychozimi triterpeny,

hemolyticky u¢inek nemaji.>*
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(OCH3)20

(OCH3)2

Obr. ¢&. 16: Antivirdlné aktivni konjugdty kyseliny betulinové 61 a kyseliny oleanolové 62

s 5 cyklodextriny

Ptipraveny byly také konjugaty s azidothymidinem, kyselinou sialovou ¢i kyselinou
askorbovou. Konjugaty s AZT byly ptipraveny od n¢kolika triterpenickych kyselin a byla
zkoumana jejich cytotoxicka aktivita. NejzajimavéjSim derivatem byl shledan konjugat
kyseliny betulinové 63, ktery vykazal nejvysSi cytotoxickou aktivitu proti dvéma
nadorovym liniim (KB a HepG2) a to 5,9 uM a 7 pM.> Konjugaty s kyselinou sialovou
(napf. derivat 64) i kyselinou askorbovou (napi. derivat 65) byly pfipraveny jako
potencialni antivirotika proti viru chiipky HIN1. Derivat 64, vykazal mirnou antivirovou
aktivitu, kdy koncentrace inhibujici viralni replikaci z 50 % byla 95 uM, ve srovnani
s oseltamivirem, u néhoz je I1Cso = 47 uM.*® Konjugat s kyselinou askorbovou 65 oproti
tomu vykazal vyznamnou antivirovou aktivitu proti viru chiipky HIN1, ECso = 8,7 uM,
hodnota ECso oseltamiviru byla rovna 12,5 uM (Obr. &. 17).%7
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Obr. ¢ 17: Konjugat kyseliny betulinové a azidothymidinu 63, kongujat kyseliny
oleanoloveé s kyselinou sialovou 64 a konjugdt kyseliny betulinové s kyselinou askorbovou
65.

3.2.5 Derivaty s triazolem v poloze C-30 lupanovych skeleti

5859 avsak

Dvojna vazba na lupanovych skeletech je pomérné ¢astym cilem derivatizaci,
triterpenti modifikovanych triazolem v této poloze neni znamo mnoho.*5! Pravé polohu
C-30 na kyselin¢ betulinové (15) zvolili kolegové z nasi vyzkumné skupiny, Ktefi
piipravili malou knihovnu aryl-substituovanych triazoli kyseliny betulinové (15). Kvili
komplikacim v prub&hu syntézy byla hydroxy-skupina na C-3 chranéna acetatem (derivat
66) ¢i trifenylsilylem (derivat 67). Derivaty 66 a 67 byly nejprve radikalové bromovany
pomoci NBS za vzniku bromderivati 68 a 69, ze kterych byly nukleofilni substituci
s azidem sodnym ptipraveny azidy 70 a 71. Deprotekci azidu 71 byl také ziskan azid 72
s volnou C-3 hydroxy-skupinou. Finalni derivaty byly pfipraveny Huisgenovou
cykloadici z azid 70-72 a z ptislusnych alkynt (Schéma ¢. 8). Vysledkem tak jsou tii
série aryl substituovanych azidi: acetaty 73a—h, trifenylsilyly 74a—g a hydroxyderivaty
75a—g. Nejaktivnéjsim derivatem z celé série byl benzaldehyd 73Db, jehoZ hodnota ICso
pro linii CCRF-CEM byla 3,3 uM. Hodnoty ICsp na dalich 7 nadorovych liniich byly
podobné nizké, pohybovaly se vV rozmezich 3,6-12,8 uM.5
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Schéma ¢. 8: Priprava triazolovych derivatii v poloze C-30. Podminky: (&) Ac20, pyridin,
r.t., 16 h; (b) PhsSiCl, DMF, imidazol, r.t.,, 36 h; (c) NBS, AIBN, CCls, 75 °C po 1 h,
50 °Cpo 3 h, (d) NaN3, DMSO, r.t., 36 h; (e) TBAF, THF, r.t., 18-32 h nebo HCI, CH.ClI,
r.t., 5-11 h; (f) rizné aryl alkyny, askorban sodny, CuSOs - 5 H20, r.t. nebo 50 °C,
16-20 h.

3.3 Triazolizaéni reakce

Obecné se triazoly nejéastéji ptipravuji Huisgenovou cykloadici, ve které reaguje azid
s alkynem za vyuziti méd’natych ionti, coby katalyzatoru. Z ptedchozi kapitoly je patrné,
7ze tato metoda je pro pfipravu triterpenoidnich triazolli nejpouzivanéjsi. Nicméné
nékolika stupniovd priprava vychozich latek a toxicita katalyzatoru tuto reakci
znevyhodiuji. Proto byly vyvinuty syntetické postupy bez nutnosti katalyzy tézkymi
kovy,®® nicméné stale chybéla obecné a jednoducha metodika, ktera by byla dostatené

robustni pro syntézu knihoven latek rizného charakteru.

Triazoliza¢ni reakce je metoda pfipravy 1,2,3-triazoldi, ktera vychazi ze snadno
dostupnych  vychozich latek jako jsou primarni aminy, enolizovatelné
ketony a p-nitrofenylazid (Schéma. ¢. 9). Jeji vyuziti v organické syntéze muze vyrazné

zkratit a ulehcit pribeh syntézy ve srovnani se star§Simi metodami ptipravy 1,2,3-triazold.
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N3 NH,

o] R3H. N,
N" SN
R’ + +  R*NH, — — +
bRZ/H nebo CH3COONH, R'  RZH
NO, \_/ NO,

Schéma €. 9: Zdkladni schéma Triazolizacni reakce.

Tuto reakci predstavil tym profesora Dehaena v roce 2016,% nicméné prvni zminky o ni
sahaji az do roku 1965, kdy Bianchetti et al. publikovali syntézu 1,2,3-triazolt reakci
izolovanych iminti/enamint s p-nitrofenylazidem ¢&i tosylazidem.®® Hlavnim nedostatkem
puvodni reakce byla reverzibilita tvorby iminu/enaminu, coz ztézovalo jeho izolaci. Tym
profesora Dehaena se rozhodl vyfesit tento problém tim, ze samotny imin vznika in situ
v reak¢éni smési. Vznikly imin nasledné tautomerizuje na enamin, ktery poté ihned reaguje
s p-nitrofenylazidem [3+2] cykloadi¢ni reakci za vzniku triazolinového intermediatu,
ktery podléha aromatizaci a vzniku ptislusného 1,2,3-triazolu (Schéma ¢. 10). Soucasné
se vyluCuje p-nitroanilin jako vedlejsi produkt reakce. Tato reakce se da vyuZzit pro
ptfipravu jak substituovanych, tak nesubstituovanych triazold, a to zdménou primarniho

aminu za octan amonny.%®

RZ O h H
R

\ Z + R3NH E= i 2 _N —_— 3 N N
R' ? R ) \ Q N
R’ R’

R3NH5*CH5;CO0"
R R :
2
R R ! R R A __R? R R
. v N o
N/\$,R2 - N. - R® NJ.N. ®

N < N ) NH N H
" g d
‘E CH4COO"
O,N
02N 02N

Schéma ¢&. 10: Mechanismus Triazolizacni reakce podle literatury.%

Reakce se provadi za ptitomnosti molekulovych sit, kdy se pohlcovanim vody posunuje

rovnovaha reakce keton + amin imin + H20 ve prospéch vzniku iminu. Reakce
se také mlZe provadét za kyselé katalyzy organickymi kyselinami, nejlépe kyselinou

octovou. Tato katalyza pravdépodobné ovliviiuje jak vznik iminu, tak i tautomerizaci
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enaminu. Reakce probihd i bez kyselé katalyzy bez vyraznéjsiho ovlivnéni vytézku ovsem

s deldim reakénim ¢asem.®*

Optimalizace  této  reakce byla provadéna na  acetofenonu v reakci
s 4-methoxybenzylaminem podle schématu nize (Schéma ¢. 11). Byly vyzkousSeny riizné
organické azidy, byla optimalizovana katalyza organickymi kyselinami jako napft.
kyselina octova, kyselina p-toluensulfonova ¢i kyselina trifluoroctova v rtiznych
koncentracich (0-30 mol%), dale byla testovana rtizna rozpoustédla, molarni poméry
reaktantl a dal$i reakéni podminky. Nejlepsiho vytézku 93 % bylo dosazeno za pouZiti
1,0 ekvivalentu ketonu, 1,4 ekvivalentu aminu a 1,0 ekvivalentu p-nitrofenylazidu za

katalyzy kys. octovou (30 mol%) v toluenu pfi teploté 100 °C.%

OCH3
NH,
(@)
kysela katalyza
+ + Ar-N3 _— N’N\ + Ar-N H2
N
OCHj3
Ar-Nj:
N3 N3 SOzN3 N3 N3
COOH
N=\
|§/N_SOZN3
NO, NO, CN COOEt

Schéma €. 11: Optimalizace Triazolizacni reakce — volba azidu.

Multifunkénost této reakce byla prokdzana piipravou knihovny latek vychazejici
zrozlicnych ketoni a amint.®* Z enolizovatelnych ketonii byly v reakci
S p-methoxybenzylaminem ptipraveny jak 1,5-disubstituované 1,2,3-triazoly (76 a 77),
tak i 1,4,5-trisubstituované 1,2,3-triazoly (78 a 79) ¢i 4,5-fizované 1,2,3-triazoly (80)
(Obr. ¢. 18) ve vysokych vytézcich.
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76 (68 %) 77 (67 %) 78 (83 %) 79 (89 %) 80 (76 %)
Obr. ¢&. 18: Pripravené derivaty odvozené od rozlicnych ketonii.

Co se tyce ruznorodosti aminu, 1,2,3-triazolové derivaty byly pfipraveny jak ze substratt
nesoucich nechranénou sekundarni amino skupinu (81 a 82), tak z amint s citlivymi
vedlejSimi skupinami (83, 84; reakce probihala bez kysel¢ katalyzy) ¢i z chiralnich amint

(85) se stfedné vysokymi az vysokymi vytézky (Obr. ¢. 19).%

HO\ MeO\CMe HO
N N
N “N /N\\ }N N

? AN
\N’N*‘N — C;ﬁN N N _
)

81 (62 % 82 (56%) 83 (61 %) 84 (82 %) 85 (83 %)
Obr. ¢&. 19: Pripravené derivaty odvozené od rozlicnych amini.

Nakonec byly piipraveny triazolové derivaty vychazejici z piirodnich latek jako je

vvvvvv

OCH,

86 (61%) 87 (75 %)

Obr. &. 20: Triazoly odvozené od prirodnich latek.
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Triazoliza¢ni reakce byla okrajové testovana také na triterpenech. Byly piipraveny
nesubstituované 1,2,3-triazoly od allobetulonu 89, kyseliny betulinové 90 a kyseliny

platanové 91 se stiedn& vysokymi az vysokymi vytézky (Obr. ¢. 21).5¢

89 (94 %) 90 (87%) 91 (61%)

Obr. & 21: Pripravené triterpenické 1,2,3-triazoly allobetulonu 89, kyseliny betulinové

90 a kyseliny platanove 91

Allobetulon (92), kyselina betulinova (15) a kyselina platanova (16) reagovaly
s p-nitrofenylazidem (93) a octanem amonnym v DMF. Reakce na allobetulonu (92)
probihala za podminek uvedenych niZze a byla vychozim bodem pro tuto diplomovou

praci (Schéma ¢. 12).%

N3
DMF, 80 °C
+ + CH,COONH,
24 h
NO,
92 93 89 (94 %)

Schéma ¢. 12: Priprava nesubstituovaného 1,2,3-triazolu 89 odvozeného od allobetulonu

(92).
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Priprava vychozich latek

Jako vychozi triterpenické slouceniny byly pro tuto praci vybrany allobetulon (),
Kyselina ursonova (I1), kyselina oleanonova (111) a kyselina dihydrobetulonova (1V)
(Obr. ¢. 22). Allobetulon (1) vétsinou nepodléha vedlejsim reakcim a velice dobie se s nim
i jeho derivaty manipuluje, ptedevsim co se tyce izolace a purifikace produktd, nicméné
jeho derivaty ve vétSin€ pfipadl nevykazuji vyraznou biologickou aktivitu. Triterpenické
kyseliny 11-1VV mnohem castéji podléhaji vedlejsim reakcim, také izolace a purifikace
jejich produktli je problematictéjsi, zato vSak maji vyssi potencidl v biologicke aktivite,
coz bylo popsano napt. v literatuie*®®’. Zd4 se, ze karboxylova kyselina na C-28 je pro
biologickou aktivitu (napf. cytotoxicitu) dilezita a Vv né€kterych pripadech naprosto
esencialni. Allobetulon (1) a kyselina dihydrobetulonova (1V) byly zakoupeny, kyseliny

ursonova (I1) a oleanonova (111) byly ptipraveny oxidaci pfislusnych 3-hydroxykyselin.

Obr. ¢&. 22: Vychozi triterpeny: allobetulon (1), kyselina ursonova (11), kyselina
oleanonovd (111), kyselina dihydrobetulonova (1V).

4.1.1 Kyselina ursonova (II)

Kyselina ursonova (ll) byla pfipravena oxidaci kyseliny ursolové (V) dichromanem
draselnym ve smési rozpoustédel podle modifikovaného postupu v literature®® (Schéma
¢ 13). Vyt&zek reakce byl 80 % a H! NMR spektrum produktu se shodovalo

s literaturou.%°
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Schéma ¢. 13: Priprava kyseliny ursonové (11). Podminky: (a) Na2Cr204, 1,4-dioxan,
CH3COOH, (CH3CO0)20, CH3COONa ' 3 H20, r.t., 19 h, 80 %.

4.1.2 Kyselina oleanonova (111)

Kyselina oleanonova (I11) byla pfipravena obdobné jako kyselina Il. Vychozi latkou byla
kyselina oleanolova (V1), ktera byla oxidovana dichromanem draselnym ve vytézku 74 %
(Schéma ¢&. 14).%8 Tato sloucenina byla jiz popsana a jeji H* NMR spektrum se shoduje

s literaturou.’®

Schéma ¢. 14: Priprava kyseliny oleanonové (111). Podminky: (a) Na>Cr04 2 H>0,
1,4-dioxan, CH3COOH, (CH3CO).0, CH3COONa, r.t., 24 h, 74 %.

4.1.3 p-Nitrofenylazid (1X)

Posledni nezbytnou vychozi latkou, jez musela byt Ccerstvé piipravena, byl
p-nitrofenylazid (1X). Ten byl ptipraven diazotaci p-nitroanilinu (V1) a naslednou reakci
vzniklé diazoniové soli VIII sazidem sodnym dle literatury® ve vytézku 86 %

(Schéma &. 15). Tato sloucenina byla jiz popsana, H' NMR spektrum se shoduje

®
NH, N, N;
[ j a i‘; b [ j

Vil Vil IX

s literaturou.’*

Schéma &. 15: Priprava p-nitrofenylazidu. Podminky: (a) NaNO., HCI, MeOH, 0 °C,
0,5 h; (b) NaNs, 0 °C — r.t. 1 h.
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4.2 Ptiprava nesubstituovanych 1,2 3-triazoli

Nejprve byla Triazoliza¢ni reakce vyuzita pro pfipravu nesubstituovanych triazold. Tato
reakce jiz byla na allobetulonu (1) provedena, a to s vysokym vytézkem 94 %.5 Proto
byla tato reakce zvolena jako vychozi bod pro dalsi optimalizace.

4.2.1 Nesubstituovany 1,2,3-triazol allobetulonu X
Jak jiz bylo popsano vyse, nesubstituovany 1,2,3-triazol allobetulonu X se obecné
ptipravi reakci allobetulonu (1) s p-nitrofenylazidem (IX) a octanem amonnym

vV bezvodém prostiedi a za pouziti molekulovych sit (Schéma €. 16).

CH3COONH,
(5 ekv.)

I (1 ekv.) IX (1,4 ekv.) X

Schéma ¢&. 16: Obecné schéma pripravy nesubstituovaného 1,2,3-triazolu allobetulonu
X. Podminky: (a) bezvodé rozpoustédlo, teplota 60—100 °C, molekulova sita, 24 h.

Prvnim optimalizaénim krokem byl vybér vhodného rozpoustédla. S ohledem na
literaturu byla testovana celkem Ctyfi bezvoda rozpoustédla: dimethylformamid,
dichlormethan, toluen a tetrahydrofuran. Jako prvotni teplota bylo zvoleno 60 °C. Pocet
ekvivalentu reagentd byl pievzat z literatury — bylo pouzito 1,0 ekvivalentu allobetulonu
(1), 1,4ekvivalentu p-nitrofenylazidu (IX) a 5,0 ekvivalenti octanu amonného.®®
Vsechny reakce byly ponechany reagovat 24 hodin a jejich konverze byla sledovana
pomoci TLC. Bylo zjisténo, Ze reakce neprobiha v dichlormethanu a toluenu, zato reakci
v DMF byl triazol X ptipraven ve vytézku 34 % a za pouziti THF ve vytézku 12 %.
Jelikoz se vytézky zdaleka nepfiblizovaly tém v literatuie, byla zvysena teplota v reakéni

smési za soucasného zachovani ostatnich parametru.

Nadale bylo pracovano jak s DMF, tak THF. Reakce byla provedena pti 80 °C, pficemz
bylo dosazeno vytézku 62 % v DMF a 37 % v THF. Nicméné vytézek reakce v DMF
nebyl stale tak vysoky jako publikovanych 94 % a to ani za pouziti stejnych reakénich
podminek. Proto byla teplota zvySena na 100 °C. V tomto ptipad¢ byla reakce provedena
pouze v DMF s vytézkem 80 %, kdy také doslo, oproti predchozim reakcim, K uplnému

zreagovani vychoziho allobetulonu (I). Vzhledem k obavam z vedlejsich reakcei (jako je
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formylace) pti pouziti DMF pii 100 °C bylo vyzkousSeno jeste dalsi rozpoustédlo, zvolené
po kratké selekci provedené u jiného derivatu (viz nize), a to N-methylpyrrolidon.
Vytézek této reakce byl nicméng, oproti reakci v DMF, pouze 69 % (Tab. ¢. 1). Triazol
X byl jiz v literatute popsan, jeho *H NMR spektrum se shoduje s literaturou.%®

Teplota Rozpoustédlo Reakéni smés Vytézek
60 °C DMF P+ VL 34 %
60 °C THF P+ VL 12 %
60 °C CHCl; VL -

60 °C Tol VL -
80 °C DMF P + stopy VL 62 %
80 °C THF P+ VL 37 %

100 °C DMF P 80 %

100 °C NMP P 69 %

Tab. €. 1: Optimalizace reakcnich podminek vedoucich K triazolu X. Vsechny reakce
probihaly 24 h.

4.2.2 Nesubstituovany 1,2 3-triazol kyseliny ursonové XI
V piipadé kyselinovych skeletti byl jako prvni pfipraven nesubstituovany 1,2,3-triazol
kyseliny ursonové XI reakci kyseliny ursonové (11) s p-nitrofenylazidem (1X) a octanem

amonnym (Schéma ¢. 17).

NO,

I IX Xl

Schéma ¢&. 17: Obecné schéma pripravy nesubstituovaného 1,2,3-triazolu kyseliny

ursonové X\. Podminky: (a) bezvodé rozpousteédlo, teplota 60—100 °C, molekulova sita,
24-48 h.

V piipad¢é Triazolizaéni reakce vedouci ke vzniku triazolu XI byl pouzit stejny pocet
ekvivalentii jako u reakce vedouci ke vzniku triazolu X —1,0 ekvivalent kyseliny
ursonové (11), 1,4 ekvivalentu p-nitrofenylazidu (1X) a 5,0 ekvivalentii octanu amonného.

Zprvu byla pouzita pouze dvé rozpoustédla — dimethylformamid a tetrahydrofuran. Byl
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také zkouman vliv teploty na vytézek reakce, po vzoru triazolu X byla reakce provedena
pti 60 °C, 80 °C a 100 °C. Dle oc¢ekavani reakce v THF pii 60 °C poskytla triazol XI ve
vytézku 40 %, coz je méné V porovnani s 60% vytézkem, ktery poskytla reakce v DMF.
V ptipadé pouziti DMF jiz pti 60 °C doslo k Gplnému zreagovani vychozi kyseliny

ursonové (1), u THF ani po 48 hodinach k Gplnému zreagovani nedoslo.

Pti navyseni teploty na 80 °C a 100 °C nedoslo k vyraznému zvysSeni vytézku oproti
reakci pii 60 °C. Reakce v DMF pii 80 °C poskytla triazol XI ve vytézku 67 %, a pii
100 °C se jednalo o vytézek 68 %. Reakce byla provedena i v NMP pii 100 °C. Touto
reakci byl piipraven triazol XI ve vytézku 65 %, coz ukazuje na fakt, Ze reakce probiha,
V porovnani s piedchozim derivatem, prakticky stejné dobie jak v dimethylformamidu,

tak N-methylpyrrolidonu (Tab. ¢. 2).

Teplota Rozpoustédlo Reakéni smés Vytézek
60 °C DMF P 60 %
60 °C THF P+ VL 40 %
80 °C DMF P 67 %
100 °C DMF P 68 %
100 °C NMP P 65 %

Tab. & 2: Optimalizace reakcnich podminek vedoucich k triazolu XI1. Viechny reakce,
kromé reakce v THF, probihaly 24 h, reakce v THF probihala 48 h.

Struktura triazolu X1 byla potvrzena *H NMR spektrem, ve kterém byly nalezeny dva
charakteristické dublety v oblasti 2,68-2,13 ppm, kazdy s integralem jedna, odpovidajici
vodiktim uhliku H-1a a H-1b, jejichZ vyssi hodnoty chemického posunu svéd¢i o blizkosti
triazolového kruhu. Ve spektru derivatu XI byl rozpoznatelny pouze jeden dublet pii
2,68 ppm, druhy dublet se skryva v multipletu 2,20-2,13 ppm s integralem dva, kde
druhym vodikem je skeletdlni H-18. Signal pfi 11,93 ppm s integrdlem jedna naleZi

vodiku na triazolovém kruhu.

4.2.3 Nesubstituovany 1,2,3-triazol kyseliny oleanonové XII
Triazol XI1 byl piipraven reakci kyseliny oleanonové (111) s p-nitrofenylazidem (1X)

a octanem amonnym (Schéma ¢. 18).
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+ CH3COONH4

1] IX Xl

Schéma ¢. 18: Obecné schéma pripravy nesubstituovaného 1,2,3-triazolu kyseliny
oleanonové XII. Podminky: (a) bezvodé rozpoustédlo, teplota 60 °C nebo 100 °C,
molekulova sita, 24-48 h.

Prvotni reakce pii 60 °C byly provadény soucasné u vSech triterpenickych kyselin 11-1V
a podrobng&jsi optimalizace podminek byla provadéna predevsim na triazolu XI, protoze

predpokladame, ze chovani vSech téchto kyselin v reakci je velice podobné.

Reakci pii 60 °C v DMF, za zachovani po¢tu ekvivalenti jako v piredchozich ptipadech
(1,0 ekvivalentu kyseliny 111, 5,0 ekvivalenti octanu amonného a 1,4 ekvivalentu
p-nitrofenylazidu (1X)), byl po 24 hodinach ziskan triazol XII ve vytézku 61 %. Reakci
v THF nedoslo ani po 48 hodinach k tiplnému zreagovani vychozi kyseliny 111 a produkt
byl ziskan pouze ve vytézku 37 %. JelikoZz se tyto vysledky prakticky shoduji s vytézky
ziskanymi u triazolu XI, byla reakce po ptipravu triazolu X1l provedena jeste pii 100 °C,
coz je teplota, pri které byl triazol XI pfipraven V nejvysSim vytézku. Reakce byla
provedena jak DMF, tak v NMP. Vytézky jednotlivych reakci nejsou moc rozdilné,
reakce v DMF poskytla triazol X1 ve vytézku 66 %, reakce v NMP pak ve vytézku 70 %
(Tab. ¢. 3).

Teplota Rozpoustédlo Reak¢éni smés Vytézek
60 °C DMF P 61 %
60 °C THF P+ VL 37 %
100 °C DMF P 66 %
100 °C NMP P 70 %

Tab. €. 3: Optimalizace reakénich podminek vedoucich k triazolu XI1. Reakce v DMF
a NMP probihala 24 h, reakce v THF probihala 48 h.

Struktura triazolu X11 byla potvrzena *H NMR spektrem, ve kterém byly nalezeny dva
charakteristické dublety, kazdy s integralem jedna, pifi 2,64 ppm a 2,16 ppm odpovidajici
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vodikim H-la a H-1b kyseliny oleanonové (111). Signal vodiku na triazolovém kruhu

nebyl ve spektru pozorovan.

4.2.4 Nesubstituovany 1,2 3-triazol kyseliny dihydrobetulonové XIII
Triazol X111 byl ptipraven reakci kyseliny dihydrobetulonové (1V) s p-nitrofenylazidem

(IX) a octanem amonnym (Schéma ¢. 18).

N3

COOH + © + CH3;COONH,

NO,

v IX X

Schéma ¢. 18: Obecné schéma pripravy nesubstituovaného 1,2,3-triazolu kyseliny
dihydrobetulonové XII1. Podminky: (a) bezvodé rozpoustédlo, teplota 60-100 °C,
molekulova sita, 24—48 h.

Jako prvni byly provedeny reakce v DMF a v THF, obé pii 60 °C, pocet ekvivalenti
reaktantii byl pievzat z literatury.®* V piipadé reakce v DMF byl ziskan triazol XI11 ve
vytézku 60 %. V reakéni smési s THF byla i pro 48 hodinach stale patrna nezreagovana
vychozi kyselina 1V, stejné tak, jako tomu bylo u triazoltt X—XII, vytézek reakce pak
¢inil 25 %. Reakce byla také provedena pii 100 °C v DMF a NMP, kdy stejné jako
u triazol XI-XII nebyl rozdil ve vytézku nijak markantni. Reakce v DMF poskytla
triazol X111 ve vytézku 65 %, reakce v NMP pak ve vytézku 67 % (Tab. €. 4).

Teplota Rozpoustédlo Reak¢ni smés Vytézek
60 °C DMF P 60 %
60 °C THF P+ VL 25%
100 °C DMF P 65 %
100 °C NMP P 67 %

Tab. ¢&. 4: Optimalizace reakcnich podminek vedoucich K triazolu XI11. Reakce v DMF
a NMP probihaly 24 h, reakce v THF probihala 48 h.

Struktura triazolu XIIl byla potvrzena H NMR spektrem, které obsahovalo dva
charakteristické dublety pii 2,84 ppm a 2,16 ppm, kazdy s integralem 1, odpovidajici
vodikiim H-1a a H-1b kyseliny dihydrobetulonové (IV). Signal vodiku na triazolovém
kruhu nebyl ve spektru patrny.
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4.3 Ptiprava substituovanych 1,2 3-triazold

Ptipravou série nesubstituovanych triazold X-XIII bylo potvrzeno, Ze Triazolizacni
reakci lze vyuzit i pro pfipravu novych terpenickych sloucenin, a to v dobrych vytézcich.
Nasledn¢ byla reakce aplikovana také na ptipravu triterpenti se substituovanym triazolem,
u kterych se piedpokladalo, ze nebudou vznikat tak ochotné, ptedev§im ze sterickych
divodii. Po vzoru literatury® byl jako prvni substituent zvolen p-methoxybenzyl, ¢imz
doslo  knahrazeni octanu amonného, pouZivan¢ho v ptedeslé kapitole,
p-methoxybenzylaminem (XIV). Jako dalsi substituent byl zvolen fenyl pochazejici
z anilinu (XV). Cilem vybéru téchto substituentll bylo zjistit, jaky vliv bude mit tvar
a délka substituentu na vytéznost reakce s ohledem na stericky objemné methyly C-23
a C-24 na A-kruhu triterpenu. Poslednim zafazenym substituentem byl zbytek terc-butyl
esteru 3-fenylpropionové kyseliny pochazejici z fenylalaninu, u né¢hoz byla karboxylova
skupina ochranéna formou terc-butyl esteru (XVI) (Obr ¢. 23). Zamérné byla zvolena
aromaticka aminokyselina, aby se zjistilo, zda-li ma dalsi funkéni skupina vliv na pribéh
reakce a také, zda-li triazolizace vtomto piipadé nepovede ke tvorbé dvou

diastereoisomeru.

NH, >I\o o)

NH,
HoN

OMe

XIv XV XVi

Obr ¢&. 23: Vychozi aminy pro pripravu substituovanych triazolii — p-methoxybenzylamin
(XIV), anilin (XV) a L-fenylalanin terc-butyl ester (XVI).

4.3.1 p-Methoxybenzyl-1,2,3-triazolové derivaty

4.3.1.1 p-Methoxybenzyl-1,2,3-triazolovy derivat allobetulonu XV11

Stejné jako v ptipadé nesubstituovanych triazolti byla i zde prvni reakce provedena na
allobetulonu (1). Derivat XV 11 byl ptipraven reakci allobetulonu (1) s p-nitrofenylazidem

(IX) a p-methoxybenzylaminem (XIV) (Schéma ¢. 19).
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Schéma ¢. 19: Obecné schéma pripravy p-methoxybenzylem substituovaného
1,2,3-triazolu allobetulonu XVII. Podminky: (a) bezvodé rozpoustédlo, 100 °C,
molekulova sita, 48-72 h.

V piipadé prvni reakce byl pocet ekvivalentl pievzat z literatury®®: 1,0 ekvivalentu
allobetulonu (1), 1,4 ekvivalentu p-methoxybenzylaminu (XIV) a 1,0 ekvivalentu
p-nitrofenylazidu (1X). Reakce byla provedena, po vzoru piedchozich reakci, v DMF pii
100 °C, ale ani po 48 hodinach nedoslo k Gplnému zreagovani vychoziho allobetulonu (1)
a derivat XV11 byl ziskan pouze ve vytézku 13 %. Jelikoz se teplota 100 °C arozpoustédlo
DMF v minulych pfipadech osveédcily, pieSly jsme ke zméné poctu ekvivalenth
jednotlivych reagentt. Po vzoru nesubstituovanych derivati byl zvysen pocet ekvivalentt
p-methoxybenzylaminu (X1V) na 5,0 ekvivalentt, ostatni parametry zistaly nezménény.
Ani v tomto pfipadé nicméné nedoslo k Gplnému zreagovani vychoziho allobetulonu (1),
ale vytézek reakce stoupl na 46 %. V dalsich dvou reakcich bylo pouzito opét
5,0 ekvivalentd  p-methoxybenzylaminu  (XIV) a20 nebo 3,5ekvivalentu
p-nitrofenylazidu (1X). V obou pfipadech jiz doSlo k iplnému zreagovani vychoziho
allobetulonu (). Vytézek reakce s2,0 ekvivalenty p-nitrofenylazidu (IX) byl 57 %
a reakce se 3,0 ekvivalenty IX byl vytézek 43 %. Nizsi vytézek u reakce s vétsim poctem
ekvivalenti azidu IX je pravdépodobné zptisoben vyssi koncentraci vedlejsich produkti,

jak bylo pozorovano na TLC (Tab. €. 5).

Ekv. aminu (XIV) | Ekv. azidu (I1X) Reakéni smés Vytézek
1,4 1,0 P+ VL 13 %
5,0 1,0 P+ VL 46 %
5,0 2,0 P 57 %
5,0 3,5 P+ VP 43 %

Tab. €. 5: Optimalizace poctu ekvivalentii reaktantii pro reakci vedouci k derivatu XVII.

Vsechny reakce probihaly v DMF, pri 100 °C po dobu 48 h.
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Byla také vyzkousena kyseld katalyza reakce, popsana v literatute.®* Bylo pouzito
30 mol% kyseliny octové v kombinaci s 5,0 ekvivalenty p-methoxybenzylaminu (XI1V)
a 2,0 ekvivalenty p-nitrofenylazidu (IX) v DMF, nicmén¢ ani kysela katalyza nevedla ke
zvyseni vytézku — ten byl 47 % (Tab. €. 6).

Posléze byla kvuli obavam z vedlejSich reakci pii pouziti DMF za vysokych teplot,
vyzkouSena dal$i rozpoustédla, charakterem podobna DMF. Vedle NMP byly dale
testovany jesté dimethylsulfoxid a dimethylacetamid, za jiz optimalizovanych podminek
z predchozich  experimentd (5,0 ekvivalentd ~ p-methoxybenzylaminu  (XI1V)
a 2,0 ekvivalentu p-nitrofenylazidu (1X)). U reakce v DMSO nedoslo ani po 72 hodinach
Kk Gplnému zreagovani vychoziho allobetulonu (1) a byl ziskan derivat XVII ve vytézku
52 %. Reakce v DMA také nevedla k uplnému zreagovani vychoziho allobetulonu (1),
vytézek reakce byl po 48 hodinach 53 %. Oproti tomu reakce v NMP vedla k aplnému
zreagovani vychozi latky a po 48 hodinach byl ziskan derivat XVII ve vytézku 65 %
(Tab. €. 6). V ptipad¢ tohoto derivatu poskytla nejvyssi vytézek reakce v NMP, zatimco

u nesubstituovaného derivatu allobetulonu X reakce probihala nejlépe v DMF.

Rozpoustédlo Reak¢ni smés Cas Vytézek
DMF + kat. AcOH P+ VP 48 h 47 %
DMSO P + stopy VL 72 h 52 %
DMA P + stopy VL 48 h 53 %
NMP P 48 h 65 %

Tab. €. 6: Optimalizace rozpoustédla pro reakci vedouci k derivatu XVII. Vsechny vyse

uvedené reakce probihaly pri 100 °C za pouziti 5 ekv. aminu XIV a 2 ekv. azidu IX.

Struktura derivatu XVII byla potvrzena pomoci H! NMR spektra, ve kterém byly
nalezeny signaly charakteristické pro p-methoxybenzylovy substituent: dva multiplety,
kazdy s integralem dva, pfi 7,01 ppm a 6,83 ppm odpovidajici signalim aromatického
jéadra, singlet pii 5,57 ppm S integralem dva odpovidajici dvéma benzylovym vodikim
a singlet pii 3,78 ppm S integralem tfi odpovidajici signalim vodikim aromatické
methoxy-skupiny. Dale lze ve spektru nalézt -charakteristické dublety pfi
2,99 ppm a 2,20 ppm kazdy s integralem jedna odpovidajici vodikim H-la a H-1b

allobetulonu (1).
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4.3.1.2 p-Methoxybenzyl-1,2,3-triazolovy derivit kyseliny ursonové XVII|
Derivat XVIII byl piipraven reakci kyseliny ursonové (I1) s p-nitrofenylazidem (1X)
a p-methoxybenzylaminem (XIV) (Schéma ¢. 20).

N3 NH,
a
+ —_—
NO, OMe
IX XIvV XV

OMe

Schéma ¢. 20: Obecné schéma pripravy p-methoxybenzylem substituovaného
1,2,3-triazolu kyseliny ursonové XVIII. Podminky: (a) bezvodé rozpoustedlo, 60-100 °C,
molekulova sita, 24-48 h.

Prvni reakce byla provedena podle podminek z literatury®: 1,4 ekvivalenty
p-methoxybenzylaminu (XI1V) a 1,0 ekvivalentu p-nitrofenylazidu (IX). Po zkusenostech
S piipravou nesubstituovanych triazoli XI1-XII1, u kterych nebyl vliv teploty reakce na
vytézek nijak vyrazny, byla nejprve reakce provedena pii 60 °C. Po 24 hodinach byl
reakci v DMF ziskan derivat XVIII ve vytéZzku 32 %, avSak nedochazelo k uplnému
zreagovani vychozi kyseliny ursonové (I1). Zvyseni teploty reakce na 100 °C mélo sice

maly, ale negativni vliv na vytézek reakce, ktery Cinil 26 %.

Pii dalSich dvou reakcich byly aplikovany optimalizované podminky vzeslé
z piedchoziho badani u derivatu XVII — 5,0 ekvivalentt p-methoxybenzylaminu (XI1V)
a 2,0 ekvivalenty p-nitrofenylazidu (IX). Pro porovnani vlivu rozpoustédla byla reakce
provedena jak v DMF, tak i v NMP. Ob¢ reakce byly provedeny pii 60 °C. Jiz za 24 hodin
doslo v obou ptipadech k uplnému zreagovani vychozi latky a byl ziskan derivat XVIII
ve vytézku 49 %, pro reakci v NMP, a 61 % pro reakci v DMF (Tab. ¢. 7). Stejné jako
Vv ptipad¢€ nesubstituovaného triazolu kyseliny ursonové X1 i v tomto piipadé byl vytézek

reakce v DMF vyssi nez v NMP.
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Ekv. XIV Ekv. IX Teplota | Rozpoustédlo | Reakéni s. Vytézek
1,4 1,0 60 °C DMF P+ VL 32 %
1,4 1,0 100 °C DMF P+ VL 26 %
5,0 2,0 60 °C NMP P 49 %
5,0 2,0 60 °C DMF P 61 %

Tab. ¢&. 7: Prehled reakci vedoucich k derivatu XVIIN. Viechny reakce bézely 24 h.

Struktura derivatu XVIII byla potvrzena pomoci H! NMR spektra, ve kterém byly
nalezeny signaly charakteristické pro p-methoxybenzylovy substituent: dva multiplety,
kazdy s integralem dva, pti 6,99 ppm a 6,83 ppm odpovidajici signalim aromatického
jadra, multiplet pti 5,56 ppm s integralem dva odpovidajici dvéma benzylovym vodikiim
a singlet pfi 3,77 ppm s integralem tfi odpovidajici signdliim vodiklim aromatické
methoxy-skupiny. Dale 1ze ve spektru nalézt charakteristické dublety odpovidajici H-1
vodiktim kyseliny ursonové (1), prvni dublet pii 2,91 ppm s integralem jedna, druhy
dublet neni rozpoznatelny, jeho signal je spojeny se signalem skeletalniho vodiku H-18

v multiplet pfi 2,24 ppm s integralem dva.

4.3.1.3 p-Methoxybenzyl-1,2,3-triazolovy derivit kyseliny oleanonové XIX
Derivat XIX byl piipraven reakci kyseliny oleanonové (111), p-nitrofenylazidu (1X)
a p-methoxybenzylaminu (X1V) (Schéma ¢. 21).

N NH;

NO, OMe S
IX XIvV XIX

Schéma ¢. 21: Obecné schéma pripravy p-methoxybenzylem substituovaného
1,2,3-triazolu kyseliny oleanonové XIX. Podminky: (a) bezvodé rozpoustédlo, 60 °C,

molekulova sita, 24 h.

Nejdiive byly pouzity, jako v piipadé derivatu XVIII, podminky z literatury®:
1,4 ekvivalentu p-methoxybenzylaminu (XI1V) a 1,0 ekvivalentu p-nitrofenylazidu (1X).
Reakce byla provedena v DMF pti 60 °C a, stejné jako v piedchozim piipadé, nedoslo po
24 hodinach k uplnému zreagovani vychozi kyseliny Ill. Derivat XIX byl z této reakce
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ziskdn ve vytézku 36 %. Posléze Dbyly aplikovany nové nalezené

X1v), 2,0
p-nitrofenylazidu (1X) pii 60 °C, reakce byla provedena jak v DMF, tak NMP. Tyto

podminky — 5,0 ekvivalenti  p-methoxybenzylaminu ekvivalentt
podminky vedly k uplnému zreagovani vychozi kyseliny oleanonové (I11), ¢imz byl
ziskan derivat XIX ve vytézku 58 % v NMP a ve vytézku 39 % v DMF (Tab. €. 8). Nizsi
vytézek reakce v DMF je dan vyssi koncentraci vedlejsich produktti, jak bylo pozorovana
na TLC. Obdobn¢ jako u nesubstituovaného triazolu téze kyseliny XII byla reakce

provedena s vys$im vytézkem v NMP.

Ekv. XIV Ekv. IX Rozpoustédlo Reakéni s. Vytézek
1,4 1,0 DMF P+ VL 36 %
5,0 2,0 NMP P 58 %
5,0 2,0 DMF P+ VP 39 %

Tab. €. 8: Prehled reakci vedoucich k derivatu XIX. VSechny reakce probihaly 24 h pri
60 °C.

Struktura triazolu X1X byla potvrzena pomoci H! NMR spektra, ve kterém byly nalezeny
signaly charakteristické pro p-methoxybenzylovy substituent: dva multiplety, kazdy
S integralem dva, pii 6,99 ppm a 6,83 ppm odpovidajici signalim aromatického jadra,
multiplet pfi 5,56 ppm s integralem dva odpovidajici dvéma benzylovym vodikiim
asinglet pii 3,77 ppm s integralem tfi odpovidajici signdliim vodikiim aromatické
methoxy-skupiny. Dale 1ze ve spektru nalézt charakteristické dublety odpovidajici H-1
vodiktim kyseliny oleanonové (I11), prvni dublet neni rozpoznatelny a jeho signal je
spojeny se signalem skeletalniho vodiku H-18 v multiplet pti 2,87 ppm s integralem dva,

signal druhého vodiku H-1 je jiz rozeznatelny dublet pii 2,22 ppm s integralem jedna.

4.3.1.4 p-Methoxybenzyl-1,2,3-triazolovy derivit kyseliny dihydrobetulonové XX
Derivat XX byl ptipraven reakci kyseliny dihydrobetulonové (1V) s p-nitrofenylazidem
(IX) a p-methoxybenzylaminem (XIV) (Schéma ¢. 22).

a
+ - 5
NO, OMe
IX XIvV
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Schéma ¢. 22: Obecné schéma pripravy p-methoxybenzylem substituovaného
1,2,3-triazolu kyseliny dihydrobetulonové XX. Podminky: (a) bezvodé rozpoustédio,
60 °C, molekulova sita, 24 h.

Reakce pro zisk derivatu XX byly provedeny jiz pouze dvé, ob&é za pouziti
optimalizovanych podminek
a 2,0 ekvivalentd p-nitrofenylazidu (IX) a to jak v DMF, tak NMP, pii 60 °C. Po
24 hodinach byl ziskan derivat XX ve vytézku 54 % pro reakci v NMP a ve vytézku 65 %

5,0 ekvivalentt p-methoxybenzylaminu (XIV)

pro reakci v DMF. Reakce pro ptipravu p-methoxybenzyltriazolového derivatu kyseliny
dihydrobetulonové (XX) tedy nejlépe probihala v DMF, oproti reakci pro zisk
nesubstituovaného triazolu téZe kyseliny X111, ktery nejlépe probihal v NMP.

Ekv. XIV Ekv. IX Rozpoustédlo Reakéni s. Vytézek
5,0 2,0 NMP P 54 %
5,0 2,0 DMF P 65 %

Tab. €. 9: Prehled reakci vedoucich k derivatu XX. Vsechny reakce probihaly 24 h pri
60 °C.

Struktura triazolu XX byla potvrzena pomoci H NMR spektra, ve kterém byly nalezeny
signaly charakteristické pro p-methoxybenzylovy substituent: dva multiplety, kazdy
s integralem dva, pti 7,00 ppm a 6,82 ppm odpovidajici signalim aromatického jadra,
multiplet pfi 5,57 ppm s integralem dva odpovidajici dvéma benzylovym vodikiim
a singlet pii 3,77 ppm s integralem tfi odpovidajici signdliim vodikiim aromatické
methoxy-skupiny. Dale 1ze ve spektru nalézt charakteristické dublety odpovidajici H-1
vodiktim kyseliny dihydrobetulonové (IV) pii 2,97 ppm a 2,18 ppm, oba s integralem

jedna.

4.3.2 Fenyl-1,2,3-triazolové derivaty

Dal$im aminem vyuzitym Vv této reakci byl hydrochlorid anilinu (XV), ktery mél
poskytovat fenyl-1,2,3-triazolové derivaty prislusnych triterpenickych kyselin. Jak jiz
bylo zminéno vyse, oéekavaly jsme, Ze tvorba téchto derivatt nebude probihat tak snaze
jako ptiprava piedchozich p-methoxybenzyltriazolovych derivatt XVII-XX, kvili
pfitomnosti objemnych methyld C-23 a C-24 na A-kruhu terpenu a stericky blize
polozenému fenylovému substituentu. Prvni reakce byla provedena na kyselin€ ursonové
(1) za pouziti 1,0 ekvivalentu kyseliny ursonové (I1), 1,4 ekvivalentu hydrochloridu
anilinu (XV) a 1,0 ekvivalentu p-nitrofenylazidu (1X), dle lit.®* (Schéma ¢&. 23).
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IX XV @ XXI

Schéma ¢&. 23: Navrzené schéma pripravy fenyl-1,2,3-triazolového derivatu XXI

odvozeného od kyseliny ursonové (11).

Reakce byla provadéna pouze v analytickém mnozZstvi ze 20 mg vychozi kyseliny I1. Po
24 hodinach byl pomoci TLC detekovan produkt, ktery mél hodnotu retarda¢niho faktoru
velice podobnou vychozi kyselin€ 11, nicméné byl od ni velmi dobfe rozpoznatelny diky
tmaveé modrému zbarveni a emisi zafeni pod UV lampou (vychozi kyselina 11 se na TLC
po vizualizaci barvi hnédé a pod UV neemituje zadné svétlo). Jelikoz na TLC desti¢ce
nebyla patrna zadna jind vyrazna skvrna a také diky pfitomnosti skvrny p-nitroanilinu
(V1) ktery se, coby vedlejsi produkt reakce, nachazi na TLC desti¢ce vzdy po provedeni
triazolizace, byla tato skvrna povazovana za produkt XXI. Kvili blizkému retardacnimu
faktoru, a tudiz pifedpokladanému obtiznému dé¢leni této smési, jsme se pokusily zvysit
konverzi navySenim pocétu ekvivalenti anilinu (XV) na 50 a navySenim poctu
ekvivalentu p-nitrofenylazidu (1X) na 1,4, coz jsou poméry reaktantli pouzivané pro
piipravu nesubstituovanych derivati. Reakce byla za upravenych podminek ponechana
reagovat dalSich 48 hodin, ovS§em bez vyrazné zmény konverze, kterd ve vysledku ¢inila

zhruba 40 %.

Dalsi optimaliza¢ni reakce s anilinem (XV) byly v analytickém méfitku provadény na
allobetulonu (1) (Schéma ¢. 24).

N02 \\\c
| IX XV : i XX

Schéma ¢&. 24: Navriené schéma pripravy fenyl-1,2,3-triazolového derivatu XXII

odvozenéeho od allobetulonu (1).

52



Pii pouziti 5,0 ekvivalent anilinu (XV) a 1,4 ekvivalentt p-nitrofenylazidu (1X), jiz
nedochazelo po 48 hodinach ke zméné konverze, ktera se pohybovala kolem 40 %. Proto
byl v dalsich reakcich zvysen pocet ekvivalentt anilinu (XV) nejprve na 10,0 a posléze
az na 20,0 ekvivalentd za zachovani 1,4 ekvivalentu azidu X, nicméné ani v téchto
piipadech nedoslo po 48 hodinach ke zvysSeni konverze. Ke zlepSeni situace neptispéla
ani kysela katalyza kyselinou octovou (30 mol%) v kombinaci s 5,0 ekvivalenty anilinu
(XV) a 1,4 ekvivalenty azidu 1X (Tab. ¢. 10)

Ekv. anilinu (XV) Ekv. azidu IX Konverze Poznamky
5,0 1,4 40 % -
5,0 1,4 40 % kys. katalyza
10,0 1,4 40 % -
20,0 1,4 40 % -

Tab. €. 10: Sumarizace neuspésnych optimalizacnich reakci na allobetulonu (1). Vsechny

reakce probihaly v DMF pri 100 °C, 48 hodin.

Po sérii neuspésnych reakci byly dalsi experimenty s anilinem (XV) odlozeny do doby,
nez byly nalezeny optimalizované podminky pro ptipravu p-methoxybenzyltriazolovych
derivata XVII-XX. Tyto podminky pak byly aplikovany na reakci s allobetulonem (1)
Vv analytickém métitku. Pii pouziti 1,0 ekvivalentu allobetulonu (I), 5,0 ekvivalentu
anilinu (XV) a 2,0 ekvivalentt p-nitrofenylazidu (1X) v DMF ¢i NMP reakce poskytly
vy$8i konverzi, a to zhruba 70 %. Pro srovnani byly jesté testovany podminky za pouZziti
dvojnasobného mnozstvi reaktantt: 10,0 ekvivalentt anilinu (XV) a 4,0 ekvivalenti azidu
IX jiz pouze v NMP. V tomto ptipadé€ doslo dle TLC k vice nez 90% konverzi vychozi
latky, reakéni smés ji v tomto piipad¢ obsahovala jen stopy. Reakce byla za téchto
podminek nasazena ve vét§im mnozstvi, coz vedlo k izolaci domnélého produktu. Jeho
naslednd analyza pomoci 'H NMR a HRMS oviem prokazala, e se nejedna o triazol
XXI1 nybrz o allobetulon-1-en (XXI11) (Obr. ¢. 24).
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XX

Obr. ¢&. 24: Hlavni produkt reakce allobetulon-1-en (XXIII).

Tento derivéat byl jiz dfive popsan, jeho *H NMR spektrum se shoduje s literaturou’
a jeho vznik byl potvrzen i pomoci HRMS. Piiprava allobetulon-1-enu (XXIII) byla
doposud popsana bud eliminadni reakci z 2-bromallobetulonu”™™ nebo oxidaci
allobetulinu kyselinou 2-jodoxybenzoovou’?, jedna se tudiz 0 dalsi metodu ptipravy této
slouceniny. Allobetulon-1-en (XXIII) byl touto reakci piipraven ve vytézku 80 %.
Obdobny produkt reakce byl dle TLC pozorovan také v ptipadé kyseliny ursonové (1)

a kyseliny oleanonové (111).

Ptitomnost p-nitroanilinu (VI1) na TLC desti¢ce vzbuzovala dojem, Zze by fenyltriazol
XXII mohl v reakci vznikat alespofi minoritné, ovSem separaci reakéni smési pomoci
sloupcové chromatografie a naslednou NMR analyzou nebyla ptitomnost produktu XXI1

potvrzena.

Pouziti derivati anilinu v Triazoliza¢ni reakci maze byt limitou této reakce, minimalné
v kombinaci se sloudeninami triterpenického charakteru. V pivodni literatuie® byl
pfipraven pouze jediny triazolovy derivat odvozeny od derivatu anilinu, jez byl
syntetizovan reakci acetofenonu (XXIV) a p-methoxyanilinu (XXV) (Schéma ¢. 25).
Triazol XXV byl ziskan po 48 hodinach ve vytézku 25 %.

N3 NH2 MeO
Q @N’N\\N
: I a —
+ + —_
NO, OMe

XXIV
IX XXV XXVI

Schéma ¢. 25: Jediny pripraveny triazolovy derivat odvozeny od derivdtu anilinu.
Podminky: (a) 30 mol% CH3sCOOH, bezvody toluen, 100 °C, molekulova sita, 48 hodin,
25 9%.%
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Tak nizky vytézek reakce na jednoduchych substratech vzbuzuje pochyby, zda bude
mozné kvili sterickému branéni triterpenickych methyld C-23 a C-24 pfipravit
fenyltriazoly také na triterpenickych skeletech. Problematice pfipravy fenyltriazolt se

budeme v budoucnu déle vénovat.

4.3.3 Triazoly odvozené od aminokyselin

Poslednim aminem, zafazenym do studia vyuzitelnosti Triazolizaéni reakce na
triterpenech, byl L-fenylalanin terc-butyl ester (XVI). Triazoliza¢ni reakci jiz byla
pripravena cela fada 1,2,3-triazoli odvozenych od chranénych aminokyselin, zaroven ve

viech piipadech dochézelo k zachovani konfigurace na chiralnim centru.”

Kwviili nedostatku vychoziho chranéného fenylalaninu byly provedeny pouze reakce na
allobetulonu (1), a poté na kyseliné dihydrobetulonové (1V). Kyselina dihydrobetulonova
(IV) byla vybrana proto, Zze na této kyseliné bylo dosazeno nejvySSich vytézki
u p-methoxybenzyltriazolovych derivati.

4.3.3.1 Terc-butyl-3-fenylpropiondz-2-yl 1,2,3-triazol allobetulonu XXVII
Triazol XXVII byl piipraven reakci allobetulonu (1) s hydrochloridem L-fenylalanin
terc-butyl esteru (XV1) a p-nitrofenylazidu (1X) (Schéma ¢. 26).

N3 0 |
a N‘I
Y + + 0 —_— o)
NH, 7<
NO, (6]

IX XVI % XXVII

Schéma ¢&. 26: Obecné schéma pripravy triazolu XXVII. Podminky: (a) bezvodé
rozpoustédlo, 100 °C, molekulova sita, 24-48 h.

Byly provedeny dvé optimalizani reakce. V prvnim piipad€é byly pfevzaty pocty
ekvivalentii z literatury®: byl pouzit 1,0 ekvivalent allobetulonu (I), 1,4 ekvivalent
L-fenylalanin terc-butyl esteru (XVI) a 1,0 ekvivalent p-nitrofenylazidu (IX). Reakce
byla provadéna v DMF rovnou pii 100 °C, ovSem ani za 48 hodin nedoSlo k Gplnému
zreagovani vychoziho allobetulonu. Triazol XXV byl touto reakci ptipraven ve vytézku
24 %. Druh4 reakce byla provedena jiZ za optimalizovanych podminek: 1,0 ekvivalentu
allobetulonu (1), 5,0 ekvivalentu L-fenylalanin terc-butyl esteru (XV1) a 2,0 ekvivalentu

p-nitrofenylazidu (IX) pii 100 °C. Reakce byla provadéna v NMP, protoze v praveé
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V tomto rozpoustédle probihala nejlépe reakce za vzniku p-methoxybenzyltriazolového
derivatu XVII. Zavedeni optimalizovanych podminek vedlo jen k nepatrnému zvyseni
konverze oproti predchozi reakci, av§ak i presto byl triazol XXVII po 24 hodinach

piipraven ve vytézku 40 % (Tab. ¢. 11).

Ekv. XVI Ekv. IX Rozpoustédlo Reakéni s. Vytézek
1,4 1,0 DMF P+ VL 24 %
5,0 2,0 NMP P+VL 40 %

Tab. & 11: Prehled reakci vedoucich k derivatu XXVII. Viechny reakce probihaly pri
100 °C, reakce v DMF probihala 48 hodin, reakce v NMP probihala 24 hodin.

Struktura triazolu XXVII byla potvrzena *H NMR spektrem, ve kterém byly nalezeny
signaly charakteristické pro terc-butyl 3-fenylpropionatovy substituent: dva multiplety,
jeden s integralem tfi pti 7,11 ppm a druhy s integralem dva pii 6,89 ppm, odpovidajici
signalim fenylu, dublet dubletu s integralem jedna pti 5,04 odpovidajici vodiku na C-2
substituentu, dva dublety dubletd odpovidajici dvéma benzylovym vodikiim, prvni
s integralem jedna pti 3,86 ppm, signal druhého vodiku splyva se signalem skeletalniho
vodiku H-19 v multiplet s integralem dva pti 3,57 ppm a nakonec singlet s integralem
devét pii 1,41 ppm odpovidajici chrénici terc-butylové skupiné. Dale Ize ve spektru nalézt
charakteristické dublety odpovidajici H-1vodikiim allobetulonu (I) pfi 2,93 ppm
a 2,15 ppm, oba s integralem jedna. Dle piedpokladd byl v *H NMR spektru pozorovan
pouze jediny signal vodiku chirdlniho centra substituentu, z ¢ehoz usuzujeme, ze vznikl
pouze jeden diastereoizomer se zachovalou konfiguraci chiralniho centra vychoziho

L-fenylalaninu, jako bylo popséano v literatufe. ”

4.3.3.2 Terc-butyl-3-fenylpropiondr-2-yl 1,2,3-triazol kyseliny dihydrobetulonové
XXVII

Derivat XXVIII byl pfipraven reakci kyseliny dihydrobetulonové (1V) s L-fenylalanin

terc-butyl esterem (XVI) a p-nitrofenylazidem (1X) (Schéma ¢. 27).
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IX Xvi 7< XXV

Schéma €. 27: Obecné schéma pripravy triazolu XXVIII. Podminky: (a) bezvodé DMF,
60-100 °C, molekulova sita, 48 h.

Reakce za ucéelem ziskani derivatu XXVIII byla provedena pouze jedna, a to za
optimalizovanych podminek prevzatych z reakce vedouci
k p-methoxybenzyltriazolovému derivatu XX. Bylo pouzito 1,0 ekvivalentu kyseliny
dihydrobetulonové (1V), 5,0 ekvivalentu L-fenylalanin terc-butyl esteru (XVI)
a 2,0 ekvivalentu p-nitrofenylazidu (1X). Reakce probihala v DMF pii 60 °C, nicméné
ani pro 24 hodinach nedochazelo dle TLC ke konverzi vychoziho terpenu V. Sou¢asné
nedochazelo k uplnému rozpusténi vychozich latek ani k charakteristickému ztmavnuti
reak¢ni smési, a proto byla teplota reakce zvysSena na 100 °C. Jiz po 30 minutach doslo
K rozpusténi vSech vychozich komponent a k charakteristickému ztmavnuti reakéni
smési. Reakce byla ponechana reagovat pii 100 °C dalSich 24 hodin. Dle TLC bylo
patrné, ze za téchto podminek jiz ke konverzi dochazi, 1 kdyz nedoslo k uplnému
zreagovani vychoziho triterpenu 1V. Triazol XXVIII byl po 48 hodinach pfipraven ve
vytézku 29 %.

Struktura triazolu XXVI111 byla potvrzena *H NMR spektrem, ve kterém byly nalezeny
signaly charakteristické pro terc-butyl 3-fenylpropionatovy substituent: dva multiplety,
jeden s integralem tfi pti 7,11 ppm a druhy s integralem dva pii 6,90 ppm, odpovidajici
signalim fenylu, dublet dubletu s integralem jedna pii 5,05 odpovidajici vodiku na C-2
substituentu, dva dublety dubleti odpovidajici dvéma benzylovym vodikim, kazdy
s integralem jedna pii 3,87 ppm a 3,57 ppm a nakonec singlet s integralem devét pii
1,42 ppm odpovidajici chranici terc-butylové skupiné. Déle lze ve spektru nalézt
charakteristické dublety odpovidajici H-1 vodikiim allobetulonu (I) pii 2,92 ppm
a 2,13 ppm, oba s integrdlem jedna. Dle predpokladt byl v *H NMR spektru pozorovan
pouze jediny signal vodiku chirdlniho centra substituentu, z c¢ehoZ usuzujeme, ze vznikl
pouze jeden diastereoizomer se zachovalou konfiguraci chirdlniho centra vychoziho

L-fenylalaninu, jako bylo popséno v literatute.”
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4.3.3.3 Experimenty s nechranénym L-fenylalaninem

Pfi provadéni experimentll s chranénou aminokyselinou vyvstala otdzka, zda objemna
terc-butylova chranici skupina nebude komplikovat jiz tak stericky naro¢nou reakci.
Experimenty popsané V literatufe® ukazaly, Ze reakce je kompatibilni s fadou funkénich
skupin nachazejici se na reakénim bloku aminu, nicméné vliv karboxylové funkce jesté
prozkouman nebyl. Proto byla provedena triazolizace s nechranénym L-fenylalaninem
XXI1X na allobetulonu (I) (Schéma ¢. 28).

N3 0 N
N,
+ + OH —X— o) N
NH,
NO, HO
IX XXIX XXX

Schéma &. 28: Predpokladané schéma pripravy triazolu XXX.

Reakce byla provedena za optimalizovanych podminek, tedy za pouziti 1,0 ekvivalentu
allobetulonu (1), 5,0 ekvivalentu L-fenylalaninu (XXIX) a 2,0 ekvivalentu
p-nitrofenylazidu (IX) v NMP. Na TLC nebyl po 24 hodinach patrny zadny produkt,
pouze vychozi latky a skvrna p-nitroanilinu (VI1). Ani po rozd¢leni slozité reakéni smési
pomoci sloupcové chromatografie a analyzou jednotlivych frakci nebyl produkt XXX

detekovan.

Triazolizacni reakci lze pfipravit 1,2,3-triazolové derivaty triterpenti odvozené od
chranénych aminokyselin. Podafilo se pfipravit terc-butyl-3-fenylpropionat-2-yl
1,2,3-triazoly od allobetulonu (XXVII) a kyseliny dihydrobetulonové (XXVIII), avsak
zatim s niz§imi vytézky. Reakce s nechranénym L-fenylalaninem nebyla za pouZzitych

podminek pozorovana, nicméné se této problematice budeme v budoucnu dale vénovat.
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5 Cytotoxicka aktivita pripravenych derivati

Vsechny ptipravené latky byly nebo pravé jsou testovany na cytotoxickou aktivitu na
osmi nadorovych bunéénych liniich riizného histogenetického ptivodu a na dvou liniich
nenadorovych fibroblasti (BJ a MCR-5). Prozatim jsou vysledky znamy pouze pro sérii
nesubstituovanych triazold X—XIII a pro dva p-methoxybenzyltriazolové derivaty XVII
a XVIIL.

Vysledky jsou sumarizovany v tabulce (Tab. €. 1). Cytotoxicka aktivita je zde udavana
jako I1Csp v uM. Jedna se o nejnizsi koncentraci, ktera usmrti 50 % testovanych bunék.
Pokud nékterd latka vykdzala aktivitu > 50 uM, je povazovana na dané linii za neaktivni
(NA). Vysledky jsou u vSech derivati pouze piedbézné a zatim pro vétsSinu z nich nebyla

stanovena presnd hodnota ICsp.

CCRF- | CEM- | HCT116 | HTC116 | K562 | K562- | U20S | A549 | MRC- | BJ
CEM | DNR p53- TAX 5

X NA NA NA NA NA | NA NA | NA | NA | NA

Xl 20,5 | 27,7 35,0 44,8 NA | 245 | 44,6 | 446 | NA | NA
X1l <50 NA <50 <50 NA | <50 | <50 | NA | NA | NA
Xl <50 NA <50 <50 <50 | <60 | <50 | <50 | <50 | NA
XVII NA NA NA NA NA NA NA | NA | NA | NA
XVII | <50 NA <50 <50 | <50 | <50 | <50 | <50 | <50 | <50

Tab. ¢ 12: Vysledky testovani cytotoxické aktivity in Vitro. Standardni odchylka pri

méreni cytotoxické aktivity je 10 % z prumérné hodnoty.

Derivaty odvozené od allobetulonu (jak nesubstituovany 1,2,3-triazolovy derivat X, tak
p-methoxybenzyltriazolovy derivat XVII) jsou nepiekvapivé na vSech liniich neaktivni.
Naopak nesubstituovany 1,2,3-triazol kyseliny ursonové XI vykazuje nevyssi hodnoty
cytotoxické aktivity na leukemickych liniich (CCRF-CEM, CEM-DNR a K562-TAX)
vrozsahu 20,5-27,7 uM a soucasné¢ je neaktivni na obou liniich nenadorovych
fibroblastti. Vysledky cytotoxicity pro dalsi nesubstituované derivaty kyselin XI1 a X111
nejsou kompletni, nicméné je zfejmé, ze na fadé¢ nadorovych liniich aktivni jsou.
p-Methoxybenzyltriazolovy derivat kyseliny ursonové XVIII vykazuje cytotoxickou
aktivitu <50 uM na témét vSech nadorovych liniich, ale zaroven také na obou liniich

nenadorovych fibroblasti.
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6 Zavér

Cilem této prace bylo optimalizovat podminky Triazolizacni reakce pro jeji aplikaci
Vv chemii triterpent a nasledné pfipravit nékolik novych triterpenoidnich 1,2,3-triazold,
pIn¢ je charakterizovat spektralnimi daty (NMR, HRMS, IR spektroskopie) a nechat tyto

derivaty otestovat na cytotoxickou aktivitu.

Nejprve byly pfipraveny nezbytné vychozi latky: kyselina ursonova (lIl), kyselina
oleanonova (I11) a p-nitrofenylazid (1X).

V dalsim kroku byly pfipraveny celkem ¢tyfi nesubstituované 1,2,3-triazolové derivaty
X-XIIl od c¢tyfech ruznych triterpenickych skeletd, reakci téchto triterpenti
s p-nitrofenylazidem (IX) a octanem amonnym. Pocet ekvivalentli reaktantii vedouci
k t¢émto triazolim byl pfevzat z literatury a bylo zjisténo, ze reakce vedouci k témto
derivatim probihaji nejlépe pii 100 °C ve vytézku, ktery se pohyboval mezi 67-80 %,
a to bud’ v bezvodém dimethylformamidu ¢i N-methylpyrrolidonu. Z vysledkt vyplyva,

ze ob¢ rozpoustédla jsou vhodna pro pfipravu tohoto typu triazolovych derivata.

Déle byly optimalizovany podminky pro pfipravu substituovanych triazolovych derivata.
Nejprve byly piipraveny &étyfi p-methoxybenzyltriazolové derivaty XVII-XX. Bylo
provedeno n¢kolik reakci, ve kterych byly optimalizovany poéty ekvivalent reagentu,
teplota ¢i pouzita rozpoustédla. Jako nejlepsi pomér reagentt se ukazalo byti pouZiti
1,0 ekvivalentu vychoziho triterpenu I-1V, 5,0 ekvivalentd p-methoxybenzylaminu
(X1V) a2,0 ekvivalentd p-nitrofenylazidu (1X). Co se tyce vlivu teploty, reakce na
allobetulonu (1) béZela nejlépe pii 100 °C, zatimco reakce na kyselinovych skeletech
-1V pfi 60 °C. Vliv rozpoustédla je opét diskutabilni, v n¢kterych piipadech reakce
probihala 1épe v dimethylformamidu, v jinych v N-methylpyrrolidonu, nicméné obé tato
rozpoustédla jsou pro reakci vhodna. Derivaty XVII-XX se podafilo pfipravit ve

vytézcich 58-65 %.

Dale mély byt pfipraveny také fenyltriazolové derivaty odvozené od anilinu, nicméné
Vv tomto pfipadé reakce neprobihala ve smyslu Triazoliza¢ni reakce a hlavnim produktem
na allobetulonu (1) byl allobetullon-1-en (XXI11). Stejna reakce byla pozorovana také
Vv piipadé¢ kyseliny ursonové (11) a kyseliny oleanonové (111), z ¢ehoz vyplyva, ze pouziti
derivati anilinu je pravdépodobné limitem této reakce minimalné v kombinaci se

slouceninami triterpenického charakteru.
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Optimalizované podminky z pfipravy p-methoxybenzyltriazolovych derivati XVII-XX
byly aplikovany pro piipravu terc-butyl-3-fenylpropionat-2-yl triazolovych derivata
odvozenych od allobetulonu (I) akyseliny dihydrobetulonové (1V). Substituovany
1,2,3-triazol allobetulonu XXVII byl pfipraven ve vytézku 40 % a derivat odvozeny od
kyseliny dihydrobetulonové XXVIII pak ve vytézku 29 %. Oba dva derivaty se podatilo
pfipravit jako jeden diastereoizomer se zachovalou konfiguraci na chirdlnim centru
aminokyseliny. Dale nutno podotknout, Ze v obou ptipadech nedochazelo k uplnému
zreagovani vychozi latky, ¢imz vznika prostor pro dalsi optimalizaci podminek vedoucich

Kk propionat-1,2,3-triazolovym derivatim triterpent.

Zaveérem lze tedy konstatovat, Zze se podafilo optimalizovat Triazoliza¢ni reakci pro
pripravu nesubstituovanych a substituovanych 1,2,3-triazoli na triterpenech. Byly
pripraveny Ctyti nesubstituované 1,2,3-trizazoly X=XII1, Ctyfti
p-methoxybenzyltriazolové derivaty XVII-XX a dva terc-butyl-3-fenylpropionat-2-yl
triazolové derivaty XXVII a XXVIII. Planované fenyltriazolové derivaty se piipravit
nepodafilo, stejné tak triazoly odvozené od nechranéného L-fenylalaninu. Tyto reakce
budou v budoucnu dale optimalizovany a bude zkoumano, zda-li je opravdu pouziti

derivatu anilinu limitem této reakce na triterpenech.
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7/ Experimentalni Cast

7.1 Obecné poznamky k experimentalni ¢asti

1.

2.

Teploty tani byly méteny na bodotavku Stuart Melting Point Apparatus SMP30.

Infracervena spektra byla méfena na FTIR spektrometru Nicolet iZ10 se stfedni
oblasti Vrozmezi 400-4000 cm™. Spektra byla zpracovana v programu
OMNIC 8.3.

'H a 3C NMR spektra byla méfena na piistroji JEOL (500 MHz) za laboratorni
teploty a za pouziti CDCls, CD30D nebo (CD3).SO jako rozpoustédla. Chemické
posuny H a C NMR spekter byly referencovany viéi signalu rezidudlniho
CHCI3z v CDCl3 pii 7,26 ppm a 77,16 ppm ¢i vuci signalu rezidualniho CHzOH
v CD30OD pfti 3,31 ppm a 49,00 ppm nebo vici signalu rezidudlniho DMSO
v (CD3)2SO pii 2,50 ppm a 39,52 ppm. Chemické posuny (v ppm) a interak¢ni
konstanty (v Hz) byly uréovany analyzou prvniho fadu. Hodnoty pro chemicky
posun byly zaokrouhleny na dvé desetinna mista, zatimco hodnoty interakcnich
konstant na jedno desetinné misto. VSechna spektra byla vyhodnocovana pomoci

programu MestReNova.

HRMS spektra byla zméfena pomoci kapalinového chromatografu Dionex
UltiMate 3000, Thermo Fisher Scientific a hmotnostniho spektrometru Exactive
Plus Orbitrap high-resolution Thermo Fischer Scientific s ioniza¢nim zdrojem
elektrosprejem ¢i APCI. Chromatografickd separace byla provedena za pouziti
kolony Phenomenex Gemini (C18, 50 x 2 mm, 3 um ¢astice), eluce izokraticka,

MF 95% MeOH + 5% voda + 0.1% HCOOH.

Pribéh reakei byl sledovan pomoci TLC foliich Kieslelgel 60 G254. Detekce
probihala dvoji kontrolou — nejprve pod UV zafenim (254 nm) a nasledné

ponofenim TLC folie do roztoku 10% kyseliny sirové a jejim zahiatim na

150-200 °C.
Eluéni soustavy pouZzivané pro vyvijeni TLC folii:
A. Tol/Et.0 1:1

B. Tol/Et.O 5:1 + 0,1 % AcOH
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C. Hex/EtOAc 5:1

7. Sloupcové chromatografie byly provedeny za pouziti Kieselgelu 60. Pouzité

mobilni faze jsou uvedeny u jednotlivych experimentt.
8. Odparovani rozpoustédel probihalo na RVO zna¢ky Biichi Rotavapor R-200.

9. Reakce byly provadény opakovang, a to se zménou teploty, rozpoustédla ¢i poctu
ekvivalentll azidu a aminu, coz je detailn€ popsano v kapitole Vysledky a diskuze.
V experimentalni ¢asti jsou popsany optimalizované reakéni postupy, pii kterych

bylo dosazeno nejvysSich vytézka.

10. VSechny piipravené derivaty byly nebo v blizké dobé budou podrobeny testovani
na cytotoxickou aktivitu na pracovisti doc. MUDr. M. Hajdicha, Ph.D. pomoci
MTS testu.

7.2 Charakteristické signaly skeletalnich vodiki triterpend v'H NMR

spektrech

Obr. & 25: Vychozi latky s ocislovanymi atomy, které jsou pro né v*H NMR spektru

charakteristicke.

Allobetulon (1) je charakteristicky dvéma dublety s integraly jedna kolem 3,80 ppm pro
H-28a a kolem 3,46 ppm pro H-28b. Dalsim charakteristickym signalem je singlet
s integralem jedna kolem 3,55 ppm odpovidajici H-19, a poté sedm singletl s integralem
tf1 v rozmezi 1,25-0,80 ppm odpovidajici sedmi methylovym skupindm (H-23, H-24,
H-25, H-26, H-27, H-29, H-30).

Kyselina ursonova (11) ma charakteristicky signal kolem 5,27 ppm, kterym je multiplet
s integralem jedna odpovidajici H-12 a dal$i multiplet s integralem jedna kolem 2,22 ppm
odpovidajici vodiku H-18. Sedm singlet ¢i dubletii, kazdy s integralem tfi, v rozmezi
1,29-0,78 ppm odpovida sedmi methylovym skupinam (H-23, H-24, H-25, H-26, H-27,
H-29, H-30).
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Kyselina oleanonova (l11) ma charakteristicky signal kolem 5,30 ppm, kterym je
multiplet s integralem jedna odpovidajici H-12 a dal§i multiplet ¢i dublet dubletu
s integralem jedna kolem 2,85 ppm odpovidajici vodiku H-18. Sedm singlett, kazdy
S integralem tfi, v rozmezi 1,28-0,78 ppm odpovida sedmi methylovym skupinam (H-23,

H-24, H-25, H-26, H-27, H-29, H-30).

Kyselina dihydrobetulonova (IV) je charakteristickd svym multipletem s integralem
jedna kolem 2,30 ppm, ktery odpovida vodiku H-18 a sedmi singlety/dublety, kazdy
S integralem tfi, v rozmezi 1,24-0,76 ppm, patfici sedmi methylovym skupinam (H-23,

H-24, H-25, H-26, H-27, H-29, H-30).

Dalsi signaly charakteristické pro skeletalni vodiky triterpenti se nachazi v oblasti kolem

2,0-1,30 ppm, kdy tyto signaly nejsou obvykle v odborné literatute procesovany.

7.3 Obecny postup zpracovani reakénich smési

A. Reak¢éni smés byla nalita do desetinasobného mnozstvi destilované vody
a produkt reakce byl 3x extrahovan ethylacetatem. Organické frakce byly
nasledné¢ spojeny, promyty destilovanou vodou (v ptipadé kyselin Il a Ill
nasycenym roztokem NaHCO3), vysuseny MgSO4 a rozpoustédlo bylo odpateno
na RVO.

B. Vodna reak¢ni smés byla 3% extrahovana ethylacetatem, spojené organické frakce
byly promyty nasycenym roztokem NaHCOs; a solankou, vysuseny MgSO4
a rozpousteédlo bylo odpateno na RVO.

C. Reakéni smés byla nalita do desetinasobného mnozstvi solanky a produkt reakce
byl 3x extrahovan cthylacetaitem. Organické frakce byly spojeny, promyty
solankou, vysuseny MgSOs a rozpoustédlo bylo odpafeno na RVO.

7.4 Priprava vychozich latek

7.4.1 Priprava kyseliny ursonové (II)

Kyselina ursolova V (10,0 g, 0,02 mol), dichroman draselny (10,3 g, 0,04 mol) a octan
sodny trihydrat (2,7 g, 0,02 mol) byly rozpustény ve smési dioxanu (250 ml), kyseliny
octové (80 ml) a acetanhydridu (34 ml). Vznikly roztok se poté michal za r.t. 19 hodin,
postupné dochazelo k ¢ernani reakéni smési. Prubéh reakce byla monitorovan pomoci

TLC (mobilni faze B). Po ukonceni reakce byla reakéni smés zpracovana podle obecného
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postupu A. Byly ziskdny nazelenal¢ krystaly, které byly Ccistény sloupcovou
chromatografii na silikagelu (500 ml) za pouziti mobilni faze Hex/EtOAc 7:1 + 0,1 %
AcOH. Po purifikaci byly ziskany bilé krystaly kyseliny ursonové (I1) (8,0 g, 80 %).
'H NMR spektrum se shodovalo s literaturou.®

7.4.2 Priprava kyseliny oleanonové (III)

Kyselina oleanolova VI (20,0 g, 0,04 mol), dichroman draselny dihydrat (18,3 g,
0,06 mol) a octan sodny (7,2 g, 0,09 mol) byly rozpustény ve smési dioxanu (320 ml),
kyseliny octové (102 ml) a acetanhydridu (38 ml). Vznikly roztok se poté michal za r.t.
24 hodin, postupné dochazelo k ¢ernani reakéni smési. Pribéh reakce byl monitorovan
pomoci TLC (mobilni faze C). Po ukonceni reakce byla reakéni smés zpracovana podle
obecného postupu A. Byly ziskany nazelenalé krystaly, které byly CiStény sloupcovou
chromatografii na silikagelu (600 ml) za pouziti mobilni faize Hex/EtOAc 5:1. Po
purifikaci byly ziskany bilé krystaly kyseliny oleanonové (111) (14,7 g, 74 %). *H NMR

spektrum se shoduje s literaturou.”

7.4.3 Priprava p-nitrofenylazidu (IX)

p-Nitroanilin VII (10 g, 0,07 mol) byl rozpustén v roztoku kyseliny chlorovodikové
(21 ml 35% HCI v 86 ml destilované vody) a methanolu (21 ml). Vznikly zluty roztok
byl ochlazen pomoci ledové lazn¢ se soli na 0 °C a nasledné byl po kapkach pfidavan
roztok NaNO> (5,9 g (0,09 mol) ve 14,3 ml vody). Po ukonceni ptikapavani byla reakéni
smés je$té 30 minut ponechana michat pii 0 °C. Poté byl do reak¢éni smési pomalu po
kapkach (dochazelo k silnému pénéni roztoku) piidan roztok azidu sodného (5,7 g
(0,09 mol) ve 21,4 ml vody). Vznikla reak¢ni smés byla poté hodinu michana za pokojové
teploty, prubéh reakce byl monitorovana pomoci TLC (mobilni faze B). Po spotiebovani
vychozi latky VII byla reakéni smés zpracovana podle obecného postupu B. Ziskané
oranzové krystaly byly poté ¢istény pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu
(300 ml), jako mobilni faze byla pouzita smés Hex/EtOAc 5:1. Po odpateni rozpoustédel
byly ziskany svétle oranzové krystaly p-nitrofenylazidu (1X) (10,5 g, 86 %). *H NMR

spektrum se shoduje s literaturou.”

7.5 Priprava nesubstituovanych 1,2 3-triazolovych derivati

7.5.1 Obecny postup piipravy nesubstituovanych 1,2,3-triazolovych derivata
Sklenéna reak¢ni vialka (nebo slzova banka) byla spolu s michadlem a ¢tyifmi kuli¢kami

molekulovych sit (34 A) vyzihana, a poté proudem dusiku ochlazena na r.t. a uzaviena
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septem. Poté byly do reakéni nadoby rychle ptidany vsechny vychozi latky — prislusny
3-oxotriterpenoid 1-1V (100-105mg, 0,23 mmol), p-nitrofenylazid (IX) (49 mg,
0,29 mmol) a octan amonny (87 mg, 1,12 mmol), baiika byla opatrn¢ naplnéna dusikem
a uzaviena. Pfes septum bylo nasledné ptidano vhodné bezvodé rozpoustédlo (1 ml)
a banka byla umisténa do kovového hnizda/olejové lazné. Reak¢ni smés byla 24 hodin
zahtivana na 100 °C, kdy se postupné ménila barva reakéni smési ze svétle oranzové na
temn¢ rudou. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (mobilni faze A). Po ukonceni
reakce byla tato reakéni smés zpracovana pomoci obecného postupu A. Surové nazloutlé
produkty byly ¢istény pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu, a poté
krystalizovany ze smési Hex/EtOAc. Mobilni faze jsou uvedeny u jednotlivych

experimentl.

7.5.2 1H-1,2,3-triazolo[2,3-d]allobetulon X

Triazol X byl pfipraven podle obecného postupu piipravy nesubstituovanych
1,2,3-triazolovych derivati reakci allobetulonu (I), p-nitrofenylazidu (1X) a octanu
amonného V dimethylformamidu. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii
na silikagelu (50 ml) za pouziti gradientu mobilni faze Tol/Et20 5:1-1:1. Poté byl produkt
krystalizovan ze smési Hex/EtOAc za zisku bilych krystald triazolu X (84 mg, 80 %), t.t.
330-332 °C. *H NMR spektrum bylo shodné s literaturou.®

IR spektrum: 3209 (NH), 2925, 2866 (C-H), 1454, 1384, 1141, 987 (C-0), 767 (NH)
cm®. HRMS: ESI+ m/z vypoéteno pro CsoHasN3O [M + H*] 466,3792, nalezeno
466,3794.

7.5.3 1H-1,2,3-triazolo[2,3-d] kyselina ursonova XI

Triazol Xl byl piipraven podle obecného postupu piipravy nesubstituovanych
triazolovych derivati reakci kyseliny ursonové (Il), p-nitrofenylazidu (1X) a octanu
amonného Vv dimethylformamidu. Surovy produkt byl €istén sloupcovou chromatografii
na silikagelu (50 ml), kdy byl nejprve pomoci DCM vymyt p-nitroanilin (VII)
a nezreagovany azid X, poté nasledovala gradientova eluce Tol/Et2O 5:1-1:1. Produkt
byl nasledné krystalizovan ze smési Hex/EtOAc za zisku bilych krystald triazolu XI
(75 mg, 68 %), t.t. 275-280 °C.

IR spektrum: 3600-2500 (OH), 3165 (NH), 2949, 2921 (C-H), 1703 (C=0) cm™.
HRMS: ESI+ m/z vypocteno pro CzoHasN3O2 [M + H*] 480,3585, nalezeno 480,3587.
IH NMR (500 MHz, (CD3)2S0) 5 11.93 (s, 1H, N-H), 5.22-5.19 (m, 1H, H-12), 2.68 (d,
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J=15.2 Hz, 1H, H-1a), 2.20-2.13 (m, 2H, H1-b + H-18), 1.23 (s, 3H), 1.13 (s, 3H), 1.08
(s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.85 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 0.82 (s, 3H), 0.79 (s, 3H, 7 x CHa).
13C NMR (126 MHz, CDs0OD + CDCls) & 181.20, 139.07, 125.96, 54.17, 53.78, 48.58,
46.85, 42.95, 40.31, 39.92, 39.72, 39.48, 37.52, 33.68, 33.08, 31.36, 31.15, 30.88, 28.75,
24.89, 23.93, 23.87, 21.44, 19.81, 17.45, 17.22, 16.12.

7.5.4 1H-1,2,3-triazolo[2,3-d] kyselina oleanonova XIlI

Triazol XII byl ptipraven podle obecného postupu piipravy nesubstituovanych
1,2,3-triazolovych derivati reakci kyseliny oleanonové (I11), p-nitrofenylazidu (1X)
a octanu amonného v N-methylpyrrolidonu. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou
chromatografii na silikagelu (70 ml), kdy byl nejprve pomoci DCM vymyt p-nitroanilin
(V1) anezreagovany azid IX, poté nasledovala gradientova eluce Tol/EtO 5:1-1:1.
Produkt byl poté krystalizovan ze smési Hex/EtOAc za zisku bilych krystalt triazolu XI|1
(77 mg, 70 %), t.t. 339-341 °C.

IR spektrum: 3600-2600 (OH), 3159 (NH), 2941 (C-H), 1691 (C=0), 1180 (C=0), 753
(NH) cm™. HRMS: ESI+ m/z vypoéteno pro CaoHasN3O2 [M + H*] 480,3585, nalezeno
480,3588. 'H NMR (500 MHz, (CD3)2S0) & 5.26-5.22 (m, 1H, H-12), 2.82-2.75 (m, 1H,
H-18), 2.64 (d, J = 15.3 Hz, 1H, H-1a), 2.16 (d, J = 15.4 Hz, 1H, H-1b), 1.23 (s, 3H), 1.14
(s, 3H), 1.13 (s, 3H), 0.89 (s, 6H), 0.79 (s, 3H), 0.78 (s, 3H, 7 x CHs). 23C NMR (126
MHz, CD3OD + CDClIz) & 181.70, 144.99, 123.18, 54.54, 47.50, 47.30, 47.05, 42.92,
42.58, 40.46, 39.87, 34.81, 34.01, 33.59, 33.54, 33.10, 31.50, 31.21, 28.72, 26.20, 24.28,
23.96, 20.15, 17.28, 16.03.

7.5.5 1H-1,2,3-triazolo[2,3-d] kyselina dihydrobetulonova XIlI

Triazol XIIlI byl pfipraven podle obecného postupu piipravy nesubstituovanych
1,2,3-triazolovych derivati reakci kyseliny dihydrobetulonové (1V), p-nitrofenylazidu
(IX) a octanu amonného v N-methylpyrrolidonu. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou
chromatografii na silikagelu (70 ml), kdy byl nejprve pomoci DCM vymyt p-nitroanilin
(V) a nezreagovany azid IX, poté nasledovala gradientova eluce Tol/Et,O 5:1-1:1.
Produkt byl poté krystalizovan ze smési Hex/EtOAc za zisku bilych krystali triazolu X111
(74 mg, 67 %), t.t. 335-337 °C.

IR spektrum: 3700-2500 (OH), 3120 (NH), 2947, 2867 (C-H), 1684 (C=0), 1206
(C=0), 749 (NH) cm™L, HRMS: ESI+ m/z vypoéteno pro CaoHasNsO [M + H*] 482,3741,
nalezeno 482,3742. *H NMR (500 MHz, CDsOD + CDCls) & 2.84 (d, J = 15.4 Hz, 1H,
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H-1a), 2.42-2.34 (m, 1H, H-18), 2.16 (d, J = 15.3 Hz, 1H, H-1b), 1.30 (s, 3H), 1.19 (s,
3H), 1.02 (s, 3H), 1.01 (s, 3H), 0.87 (d, 3H), 0.80 (s, 3H), 0.78 (d, J = 6.8 Hz, 3H,
7 x CHs). 3C NMR (126 MHz, CDsOD + CDCls) 5§ 180.15, 57.70, 54.50, 49.98, 49.67,
45.28, 43.58, 41.74, 40.02, 39.26, 38.34, 34.40, 33.99, 33.00, 31.07, 30.78, 30.70, 28.00,
23.56, 23.36, 22.48, 19.97, 16.77, 16.23, 15.05, 15.01.

7.6 Priprava p-methoxybenzyl-1,2,3-triazolovych derivati

7.6.1 Obecny postup p¥ipravy p-methoxybenzyl-1,2,3-triazolovych derivati

Slzova batika byla spolu s michadlem a &tyfmi kuli¢kami molekulovych sit (4 A)
vyzihana, a poté proudem dusiku ochlazena na r.t. a uzaviena septem. Poté byly do
reakéni nadoby rychle pfidany vychozi 3-oxotriterpenoidy I1-1V a p-nitrofenylazid (1X),
banka byla opatrné naplnéna dusikem a uzaviena. Pfes septum bylo néasledné pfidano
vhodné bezvodé rozpoustédlo (1-2 ml) a p-methoxybenzylamin XIV abarka byla
umisténa do olejové lazné. Reakéni smés byla 24 hodin zahiivana na 60-100 °C, kdy se
postupné meénila barva reakéni smési z oranzové na temn¢ rudou. Pribéh reakce byl
monitorovan pomoci TLC (mobilni fdze A). Po ukonceni reakce byla tato reakéni smés
zpracovana pomoci obecného postupu C. Surové oranzové produkty byly Cistény pomoci
sloupcové chromatografie na silikagelu. Mobilni faze jsou uvedeny u jednotlivych

experimentu.

7.6.2 1-(4-methoxybenzyl)-1,2,3-triazolo[2,3-d]allobetulon XVII

Triazol XVII byl  pfipraven  podle  obecného  postupu  piipravy
p-methoxybenzyll,2,3-triazolovych derivata reakci allobetulonu (1) (100 mg,
0,23 mmol), p-nitrofenylazidu (1X) (77 mg, 0,46 mmol) a p-methoxybenzylaminu (XI1V)
(148 pl, 1,26 mmol) v 1 ml N-methylpyrrolidonu pti 100 °C. Surovy produkt byl ¢istén
sloupcovou chromatografii na silikagelu (60 ml), kdy byl nejprve pomoci DCM vymyt
p-nitroanilin (V11) a nezreagovany azid 1X, poté nasledovala gradientova eluce Tol/Et20
5:1-1:1. Produkt byl poté krystalizovan ze smési Hex/EtOAc za zisku naoranZovélych
krystalt triazolu XV1I (87 mg, 65 %), t.t. 257-259 °C.

IR spektrum: 2925, 2856 (C-H), 1514 (C-C aromat), 1245, 1031 (C-O) cm. HRMS:
ESI+ m/z vypoéteno pro CasHssNsO2 [M + H*] 586,4367, nalezeno 586,4367. *H NMR
(500 MHz, CDCls) & 7.03-6.99 (m, 2H, Ar-H), 6.85-6.81 (m, 2H, Ar-H), 5.57 (s, 2H,
CH,-Ar), 3.81-3.79 (m, 1H, H-28a), 3.78 (s, 3H, -OCHs), 3.56 (s, 1H, H-19), 3.45 (d,
J=7.8Hz, 1H, H-28b), 2.99 (d, J = 15.3 Hz, 1H, H-1a), 2.20 (d, J = 15.3 Hz, 1H, H-1b),
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1.20 (s, 3H), 1.08 (s, 3H), 1.01 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.81 (s, 3H), 0.80 (s,
3H, 7 x CHa). 3C NMR (126 MHz, CDCls) § 159.35, 141.94, 138.01, 128.59, 128.03,
114.26, 88.08, 71.42, 55.40, 54.97, 52.57, 50.04, 46.91, 41.64, 40.87, 40.63, 39.16, 38.83,
36.89, 36.43, 34.44, 33.89, 33.12, 32.87, 28.95, 28.91, 26.68, 26.61, 26.37, 24.69, 21.63,
21.49, 19.02, 16.53, 15.55, 13.61.

7.6.3 1-(4-methoxybenzyl)-1,2,3-triazolo[2,3-d] kyselina ursonova XVIII

Triazol XVII byl  pfipraven  podle  obecného  postupu  pripravy
p-methoxybenzyl-1,2,3-triazolovych derivati reakci kyseliny ursonové (Il) (100 mg,
0,22 mmol), p-nitrofenylazidu (IX) (75 mg, 0,44 mmol) a p-methoxybenzylaminu (X1V)
(143 pl, 1,21 mmol) v 1 ml dimethylformamidu pii 60 °C. Surovy produkt byl ¢istén
sloupcovou chromatografii na silikagelu (60 ml), kdy byl nejprve pomoci DCM vymyt
p-nitroanilin (V11) a nezreagovany azid 1X, poté nasledovala gradientova eluce Tol/Et.0
5:1-1:1 za zisku nazloutlého pevného triazolu XVIII (81 mg, 61 %), t.t. 179182 °C.

IR spektrum: 3600-2700 (OH), 2924 (C-H), 1692 (C=0), 1513 (C-C, aromat), 1247
(C-0), 750 (C-H, aromat) cm1.HRMS: ESI+ m/z vypoéteno pro CasHsaN3Os [M + H']
600,4160, nalezeno 600, 4162. *H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.02—6.97 (m, 2H, Ar-H),
6.85-6.80 (M, 2H, Ar-H), 5.60-5.52 (m, 2H, CH-Ar), 5.33-5.30 (m, 1H, H-12), 3.77 (s,
3H, OCHa), 2.91 (d, J = 15.3 Hz, 1H, H-1a), 2.27-2.20 (m, 2H, H-1b + H-18), 1.18 (s,
3H), 1.09 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.95 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.89 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 0.84 (s,
3H), 0.81 (s, 3H, 7 x CH3). *C NMR (126 MHz, CDCls) § 183.25, 159.32, 141.76,
137.96, 128.67, 127.98, 125.89, 114.26, 55.43, 54.76, 52.83, 52.56, 48.20, 46.44, 42.24,
39.59, 39.29, 38.97, 38.81, 38.30, 36.88, 33.75, 32.48, 30.78, 29.84, 29.02, 28.18, 24.21,
23.58, 23.36, 21.60, 21.30, 19.13, 17.18, 17.04, 15.68.

7.6.4 1-(4-methoxybenzyl)-1,2,3-triazolo[2,3-d] kyselina oleanonova XI1X

Triazol XIX byl pripraven podle obecného postupu ptipravy
p-methoxybenzyl-1,2,3-triazolovych derivatu reakci kyseliny oleanonové (I111) (100 mg,
0,22 mmol), p-nitrofenylazidu (1X) (75 mg, 0,44 mmol) a p-methoxybenzylaminu (XI1V)
(143 pl, 1,21 mmol) v 1 ml N-methylpyrrolidonu pti 60 °C. Surovy produkt byl ¢istén
sloupcovou chromatografii na silikagelu (60 ml), kdy byl nejprve pomoci DCM vymyt
p-nitroanilin (V1) a nezreagovany azid 1X, poté nasledovala gradientova eluce Tol/Et.O
5:1-1:1 za zisku svétle oranzového pevného triazolu XVIII (76 mg, 58 %), t.t.
187-190 °C.
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IR spektrum: 3600-2600 (OH), 2937 (C-H), 1689 (C=0), 1514 (C-C, aromat), 1248,
1177 (C-0), 751,98 (C-H, aromat) cm™. HRMS: ESI+ m/z vypoéteno pro CasHssN3sOs
[M + H*] 600,4160, nalezeno 600,4160. *H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.02-6.97 (m,
2H, Ar-H), 6.85-6.80 (m, 2H, Ar-H), 5.60-5.52 (m, 2H, CH»-Ar), 5.37-5.33 (m, 1H,
H-12), 3.77 (s, 3H, O-CHs), 2.91-2.84 (m, 2H, H-1a + H18), 2.22 (d, J = 15.5 Hz, 1H,
H-1b), 1.17 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.84 (s, 3H),
0.79 (s, 3H, 7 x CH3). ®°C NMR (126 MHz, CDCl3) § 183.78, 159.32, 143.48, 141.70,
137.97, 128.62, 127.97, 122.71, 114.25, 55.41, 54.70, 52.56, 46.75, 46.54, 45.94, 41.90,
41.26, 39.38, 38.85, 38.07, 33.98, 33.75, 33.20, 32.61, 32.17, 30.83, 28.99, 27.86, 25.80,
23.68, 23.39, 23.02, 21.60, 19.14, 16.91, 15.49.

7.6.5 1-(4-methoxybenzyl)-1,2,3-triazolo[2,3-d] kyselina dihydrobetulonova XX

Triazol XX byl pripraven podle obecného postupu pripravy
p-methoxybenzyl-1,2,3-triazolovych derivati reakci kyseliny dihydrobetulonové (1V)
(200 mg, 0,44 mmol), p-nitrofenylazidu (IX) (150 mg, 0,89 mmol)
a p-methoxybenzylaminu (XIV) (286 ul, 2,19 mmol) ve 2 ml dimethylformamidu pfi
60 °C. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu (150 ml), kdy
byl nejprve pomoci DCM vymyt p-nitroanilin (V1) anezreagovany azid IX, poté
nasledovala gradientova eluce Tol/Et,O 5:1-1:1 za zisku svétle oranzového pevného

triazolu XX (170 mg, 65 %), t.t. 158-160 °C.

IR spektrum: 3500-2400 (OH), 2950, 2867 (C-H), 1693 (C=0), 1514 (C-C, aromat),
1248, 1176 (C-0), 751 (C-H, aromat) cm™*. HRMS: ESI+ m/z vypo&teno pro CasHssN3O3
[M + H*] 602,4316, nalezeno 602,4316. *H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.02-6.98 (m,
2H, Ar-H), 6.84-6.80 (m, 2H, Ar-H), 5.60-5.53 (m, 2H, CH-Ar), 3.77 (s, 3H, OCH3),
2.97 (d, J =15.3 Hz, 1H, H-1a), 2.18 (d, J = 15.4 Hz, 1H, H-1b), 1.18 (s, 3H), 1.03 (s,
3H), 0.97 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.87 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.79-0.75 (m, 6H, 7 x CHa).
13C NMR (126 MHz, CDCls) § 181.80, 159.27, 141.86, 137.96, 128.53, 127.93, 114.19,
56.93, 55.34, 54.67, 52.50, 49.16, 48.80, 44.25, 42.67, 40.65, 39.00, 38.47, 37.47, 33.80,
33.51, 32.07, 32.00, 30.98, 29.89, 29.79, 28.82, 26.96, 23.07, 22.83, 21.48, 21.38, 18.99,
16.12, 15.88, 14.77, 14.65, 14.18.
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7.7 Priprava terc-butyl-3-fenylpropionat-1,2,3-triazolovych derivatia

7.7.1 Obecny postup pripravy terc-butyl-3-fenylpropionat-1,2,3-triazolovych
derivati
Slzova batika byla spolu s michadlem a &tyfmi kuli€kami molekulovych sit (4 A)
vyzihana, a poté¢ proudem dusiku ochlazena na r.t. a uzaviena septem. Poté byly do
reakéni nadoby rychle ptidany vychozi 3-oxotriterpenoidy | nebo 1V, p-nitrofenylazid
(IX) a hydrochlorid L-fenylalanin terc-butyl esteru (XVI), baiika byla opatrné naplnéna
dusikem a uzaviena. Pfes septum byl nasledné¢ pfidain 1 ml vhodného bezvodého
rozpoustédla a barika byla umisténa do olejové 1azné. Reakéni smés byla 24-48 hodin
zahtivana na 60—100 °C, kdy se postupné ménila barva reakéni smési z oranZové na tmave
hnédou. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (mobilni faze A). Po ukonceni
reakce byla tato reakéni smés zpracovana pomoci obecného postupu C. Surové zluté
produkty byly ¢iStény pomoci sloupcové chromatografie na silikagelu. Mobilni faze jsou

uvedeny u jednotlivych experimentt.

7.7.2 1-((S)-terc-butyl-3-fenylpropionat-2-yl)-1,2,3-triazolo[2,3-d] allobetulon
XXVII
Triazol ~ XXVIII byl pfipraven  podle  obecného  postupu  piipravy
terc-butyl-3-fenylpropionat-1,2,3-triazolovych derivati reakci allobetulonu (1) (100 mg,
0,23 mmol), p-nitrofenylazidu (IX) (77 mg, 0,46 mmol) a hydrochloridu L-fenylalanin
terc-butyl esteru (XV1) (292 mg, 1,13 mmol) v 1 ml N-methylpyrrolidonu pii 100 °C za
24 hodin. Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu (100 ml),
kdy byl nejprve pomoci DCM vymyt p-nitroanilin (V1) a nezreagovany azid 1X, poté
nasledovala mobilni faze Tol/Et20O 5:1, purifikace v8ak nebyla dostate¢na, a proto byla
opakovana za pouziti stejnych podminek (70 ml silikagelu), ¢imz byl ziskan pevny Zluty

triazol XXVII1 (60 mg, 40 %), t.t. 205-207 °C.

IR spektrum: 2927, 2863, 1738 (C=0), 1150 (C-0), 755 (C-H, aromat) cm™*, HRMS:
ESI+ m/z vypoéteno pro CasHesN3Os [M + H*] 670,4942, nalezeno 670,4943. *H NMR
(500 MHz, CDCls) § 7.13-7.09 (m, 3H, Ar-H), 6.91-6.87 (m, 2H, Ar-H), 5.04 (dd,
J=11.2, 40Hz, 1H, N-C-H), 3.86 (dd, J = 13.8, 11.3 Hz, 1H, CHo-Ar), 3.77 (d,
J=75Hz, 1H, H-28a), 3.59-3.54 (m, 2H, H-19 + CH2-Ar), 3.44 (d, J = 7.8 Hz, 1H,
H-28b), 2.93 (d, J = 15.2 Hz, 1H, H-1a), 2.15 (d, J = 15.2 Hz, 1H, H-1b), 1.41 (s,
9H, -OtBu), 1.16 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.91 (s, 3H), 0.80 (s, 3H), 0.56 (s,
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3H), 0.39 (s, 3H, 7 x CHs3). 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 167.39, 140.89, 138.95,
136.91, 129.58, 128.55, 127.05, 88.09, 83.16, 71.40, 64.12, 54.98, 49.92, 46.89, 41.63,
40.84, 40.56, 38.91, 38.69, 38.29, 36.88, 36.43, 34.44, 33.51, 33.02, 32.86, 28.94, 28.83,
27.98, 26.65, 26.61, 26.36, 24.70, 21.61, 20.52, 18.94, 16.09, 15.47, 13.60.

7.7.3 1-((S)-terc-butyl-3-fenylpropionat-2-yl)-1,2,3-triazolo[2,3-d] kyselina
dihydrobetulonova XXVIII

Triazol ~ XXVIII byl pfipraven  podle obecného  postupu  pfipravy

terc-butyl-3-fenylpropionat-1,2,3-triazolovych derivata reakci kyseliny

dihydrobetulonové (IV) (100 mg, 0,22 mmol), p-nitrofenylazidu (I1X) (74 mg,
0,44 mmol) a hydrochloridu L-fenylalanin terc-butyl esteru (XV1) (283 mg, 1,10 mmol)
v 1 ml dimethylformamidu, nejprve 24 hodin pii 60 °C, poté pti 100 °C dalsich 24 hodin.
Surovy produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii na silikagelu (100 ml), kdy byl
nejprve pomoci DCM vymyt p-nitroanilin (V1) anezreagovany azid IX, poté
nasledovala mobilni faze Tol/Et,O 5:1. Purifikace vSak nebyla dostate¢na, a proto byla
opakovana za pouziti stejnych podminek (60 ml silikagelu), ¢imz byl ziskan pevny Zluty

triazol XXVII1 (44 mg, 29 %), t.t. 129-133 °C.

IR spektrum: 3600-2500 (OH), 2946, 2867, 1738 (C=0), 1150 (C-O), 754 (C-H,
aromat) cmt. HRMS: ESI+ m/z vypoéteno pro CasHssN3O4 [M + H*] 686,4891, nalezeno
686,4891. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.13-7.09 (m, 3H, Ar-H), 6.92-6.88 (m, 2H,
Ar-H), 5.05 (dd, J =11.2, 4.1 Hz, 1H, N-C-H), 3.87 (dd, J = 13.8, 11.2 Hz, 1H, CH-Ar),
3.57 (dd, J=13.8, 4.0 Hz, 1H, CH»>-Ar), 2.92 (d, J = 15.3 Hz, 1H, H-1a), 2.13 (d,
J =15.3 Hz, 1H, H-1b), 1.42 (s, 9H, -OtBu), 1.17 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.91 (s, 3H), 0.87
(d,J=6.8Hz, 3H),0.77 (d, J=6.7 Hz, 3H), 0.55 (s, 3H), 0.39 (s, 3H, 7 x CHs). *C NMR
(126 MHz, CDCl3) 6 181.37, 167.41, 140.90, 138.91, 136.96, 129.60, 128.55, 127.03,
83.22,64.17,56.97, 54.78, 49.18, 48.78, 44.24, 42.74, 40.69, 38.83, 38.44, 38.27, 37.56,
33.55, 33.50, 32.10, 31.06, 29.92, 29.86, 28.78, 27.98, 27.08, 23.13, 22.88, 21.55, 20.57,
19.01, 15.77, 15.73, 14.84, 14.70.
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1H-1,2,3-triazolo[2,3-d] kyselina ursonova XI
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1H-1,2,3-triazolo[2,3-d] kyselina oleanonova XIl|I
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1H-1,2,3-triazolo[2,3-d] kyselina dihydrobetulonova XIlII
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1-(4-methoxybenzyl)-1,2,3-triazolo[2,3-d] allobetulon XVII
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1-(4-methoxybenzyl)-1,2,3-triazolo[2,3-d] kyselina ursonova XVIII

SEadcaEEan
ooooooooo

Samama 2hAnmmm
mmmmmmmmmmmmm

377
2.26
2.24
2.23
2.22

292
~-2.89

£
hs
)
g
h

CDCl;

—
=

Al

RN

ELELTE,

2213
2.18-]
1,045
311-—=
100
2.04

~
o4 2273

6.5 6.0 2.5 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

4.0
f1 (ppm)

183 .25

159 32
—14176
—137.96
12798
13589
—114.26

12867

CDCl5 Fo.8

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 o
f1 (ppm)

84



1-(4-methoxybenzyl)-1,2,3-triazolo[2,3-d] kyselina oleanonova XIX

+ N g ] 9 - ~ ] ] 9 - N ) o3
I Ia I — — — - - o = = o o <
L 1 L L L 1 L L L 1 L L L L
60 ; BEE
vw.oV _ - = %vm 3
06 0— - = ﬁmmm £
m@.oL\\ S = B6CE
oot - B0E
PUT-F —_— — = bg
pava U.W wﬁ.& 3
=
W
N._
.._.JJ
TE T~ — = Fso
v | - lw
|
58T
98 T
e _ —== [t
By T
B -
06" &
seE— - Lm =80'E
mm.mW.
S5
9E'G E— ||lL.._ =001
25 5 |
955 — m— [0t
55
095
28 9
- N
Eg o w =ore
86 9~ — _ _ _
i - EEE

CDCls

0.5

1.0

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0
1 (ppm)

I

ri3

ri2

rll

1.0

0.9

0.8

0.7

ro.6

ro.s

ro4

03

0.2
0.1
0.0

0.1

ST

TE8ET—

FLY-ARN
XA

25 LET—
01T~
B EbT—

ZE 651 —

BLEBT—

o]
[}
o

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90
1 (ppm)

200

85



1-(4-methoxybenzyl)-1,2,3-triazolo[2,3-d] kyselina dihydrobetulonova XX
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1-((S)-terc-butyl-3-fenylpropionat-2-yl)-1,2,3-triazolo[2,3-d] allobetulon XXVII
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1-((S)-terc-butyl-3-fenylpropionat-2-yl)-1,2,3-triazolo[2,3-d] kyselina

dihydrobetulinova XXVI1I
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