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Seznam zkratek 

AA   aminokyselina 

ACN    acetonitril  

Ala    alanin  

bezv.    bezvodý  

Boc    terc-butyloxykarbonyl  

CuAAC  copper-catalyzed alkyne-azide cycloaddition (mědí katalyzovaná 

cykloadice alkyn-azid) 

DIAD  diisopropyl azodikarboxylát 

DCM    dichlormethan  

DIC    N,N‘-diisopropylkarbodiimid  

deg.    degassed, odplyněný  

DMAP   (4-dimethylamino)pyridin  

DMF    dimethylformamid  

DMSO   dimethylsulfoxid  

eq   ekvivalent  

EtOAc   ethylacetát  

Fmoc    N-(9-fluorenylmethoxykarbonyloxy) 

hex    n-hexan  

HOBt    1-hydroxybenzotriazol 

HRMS   hmotnostní spektrometrie s vysokým rozlišením  

Me    methyl  

MeOH   methanol  

MF    mobilní fáze  

NMR    nukleární magnetická rezonance  

Ns    nitrobenzensulfonyl 

on   přes noc (overnight) 

PG                              chránící skupina (protecting group)  

Ph   fenyl  

PPh3    trifenylfosfin  

PhI(OAc)2   jodosobenzen-I,I-diacetát, diacetoxyjódbenzen  

rt   laboratorní teplota 

SPS   solid-phase synthesis (syntéza na pevné fázi) 
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tBu    terc-butyl  

TEA    triethylamin  

TFA    trifluoroctová kyselina  

THF    tetrahydrofuran 

TLC    tenkovrstevná chromatografie  

UPLC-MS   vysokoúčinná kapalinová chromatografie-hmotnostní spektrometrie 

  

Zkratky použité v NMR zápisech:  

s    singlet  

d    dublet  

dd    dublet dubletů  

dt   dublet tripletů 

t    triplet  

m    multiplet  

q    kvartet  

ppm    parts per million 
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1 Úvod a cíle práce 

Předložená rigorózní práce tematicky navazuje na předchozí práci ve výzkumné skupině 

doc. Sourala, která se zabývala využitím nekatalyzované Huisgenovy cykloadice pro 

přípravu benzotriazolodiazepinonů s využitím syntézy na pevné fázi.1 Tato práce se zabývá 

přípravou strukturně příbuzných triazolodiazepinonů (Obrázek 1). 

 

Obrázek 1: Struktura popsaných benzotriazolodiazepinonů (vlevo) a struktura 

navržených triazolodiazepinonů (vpravo) 

Pro vývoj a testování použitelnosti metody byly navrženy Fmoc-L-aminokyseliny a 

různě substituované alkynoly jako diversifikující komponenty, přičemž klíčovou, společnou 

komponentou je Fmoc-azidoalanin (Obrázek 2). Vzhledem k velkému počtu dostupných 

výchozích látek se jako ideální strategie jevilo využití syntézy na pevné fázi, která umožňuje 

rychlou a snadnou paralelní přípravu sérií látek pomocí multistupňové syntézy. Jako 

polymerní nosič byla vybrána pryskyřice s Wangovým linkerem umožňující imobilizaci 

výchozích Fmoc-L-aminokyselin ve formě esterů. 

 
Obrázek 2: Rámcové znázornění syntézy a struktury výchozích látek 

 

Cílové deriváty jsou zajímavé i z pohledu biologické aktivity, jelikož jsou strukturně 

příbuzné triazolopiperazinům, u kterých byla popsána antivirotická2 a antidiabetická3 

aktivita. Další motivací k vývoji metodiky byla její potenciální aplikovatelnost v oblasti 
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peptidomimetik, tedy modifikovaných peptidů s výhodnými farmakologickými 

vlastnostmi.4 V tomto ohledu je nutné připomenout, že syntéza na pevné fázi představuje 

konvenční a nejrozšířenější způsob přípravy peptidů a jejich analogů, a to v laboratorním i 

průmyslovém měřítku. 

Práce je rozdělena do několika částí. V kapitole Seznámení s problematikou je popsána 

Huisgenova cykloadice a její varianty, dále následuje popis některých současných přístupů 

k přípravě strukturně podobných látek. Obecný popis konceptu syntézy na pevné fázi není 

v této práci zahrnut, neboť tato problematika byla již zpracována v bakalářské práci 

uchazeče, resp. v rámci jiných závěrečných prací pracoviště.5,6,7 V podkapitole Komentář 

k předložené publikaci je popsána optimalizace publikované metodiky. Následují kapitoly 

Shrnutí a Přehled použité literatury. Poté následuje samostatná kapitola Publikace 

k předložené práci, kde je rovněž zahrnuta i experimentální část a použité postupy. Na závěr 

je zařazena kapitola Doplňující informace k publikaci, která obsahuje analytická data 

připravených derivátů (Supporting Information).8 

Kapitola 2 obsahuje samostatné arabské číslování struktur. V kapitolách 3 a dále je 

použito také arabské číslování (pro větší přehlednost), číslování začíná opět od struktury č.1.  

2 Seznámení s problematikou 

2.1 Click reakce a Huisgenova cykloadice 

Pojem ,,click chemie“ poprvé použil K. B. Sharpless v roce 2001 pro označení reakcí, 

které mají vysokou výtěžnost, jsou použitelné pro široké rozmezí reagentů, jsou jednoduše 

proveditelné, stereospecifické a vedou k tvorbě jediného meziproduktu, který lze odstranit 

bez nutnosti chromatografické separace. Obvykle se provádí v rozpouštědlech, která lze 

jednoduše odstranit. 9 

Huisgenova 1,3-dipolární cykloadice je jednou z reakcí, která splňuje výše uvedená 

kritéria a bývá často spojována s click chemií. Jedná se o reakci mezi alkynem a azidem, 

výsledkem je 1,2,3-triazol. Reakce může být katalyzována teplotou (termální Huisgenova 

cykloadice) – nevýhodou je použití vyšších reakčních teplot a rovněž může dojít ke vzniku 

regioisomerů. Druhou, často preferovanou variantou je použití katalýzy kovem, obvykle se 

používají měděné či rutheniové katalyzátory. Katalyzovanou Huisgenovu cykloadici je 

obvykle možno provádět za laboratorní teploty, průběh je regioselektivní v závislosti na typu 

použitého katalyzátoru, viz Obrázek 3. Mědí katalyzovaná cykloadice mezi azidem a 
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alkynem bývá obvykle označována zkratkou ,,CuAAC“ (copper-catalyzed azide-alkyne 

cycloaddition), v případě použití ruthenia RuAAC (ruthenium-catalyzed azide-alkyne 

cycloaddition).10,11,12 

 

Obrázek 3: Rozdíl v regioselektivitě termální Huisgenovy cykloadice, CuAAC a RuAAC 

2.1.1 Mechanismus 

Huisgenova cykloadice je reakce dipolarofilu s 1,3-dipólem vedoucí k tvorbě 

pětičlenného cyklu. Typickými dipolarofily jsou alkeny a alkyny, 1,3-dipólem jsou obvykle 

molekuly obsahující jeden či více heteroatomů mající alespoň jednu mesomerní strukturu 

obsahující nabitý dipól – může se jednat například o nitriloxidy, azidy či diazoalkany.13 

Principem je interakce dvou π elektronů dipolarofilu se čtyřmi π elektrony 1,3-dipólu 

– průběh reakce jednokrokový (,,concerted“), pericyklický, suprafaciální a je příbuzný 

klasické Diels-Alderově reakci, viz Obrázek 4. Správné označení reakce je [2S + 4S] 

cykloadice označující počet interagujících π elektronů, časté starší označení je [2+3] 

cykloadice – jedná se o počet interagujících atomů. 

 

Obrázek 4: Mechanismus Huisgenovy 1,3-dipolární cykloadice 

V případě, že dipolarofil obsahuje elektronakceptorní substituenty, LUMO 

dipolarofilu interaguje s HOMO dipólu. Pokud dipolarofil obsahuje elektrondonorní 
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substituenty, je průběh interakce opačný (HOMO dipolarofilu, LUMO dipólu), viz Obrázek 

5. Výsledkem je ale vždy pětičlenný cyklus, v případě interakce alkynu s azidem 1,2,3-

triazol.14 

 

Obrázek 5: Interakce molekulových orbitalů 1,3-dipólu a dipolarofilu 

Regioselektivita reakce je závislá na elektronových a sterických efektech. V případě 

klasické termální Huisgenovy cykloadice alkyn – azid mohou vzniknout 2 regioisomery, jak 

ukazuje Obrázek 3.  

Pokud je použita katalýza kovem (nejčastěji CuI), je mechanismus reakce odlišný a 

regioselektivita je vyšší – viz Obrázek 6.15 

 

Obrázek 6: Navržený mechanismus CuAAC (převzato z B. T. Worrell et 

al., Science, 2013, 340, 457-460)  

Kromě tradiční roztokové syntézy našla CuAAC i široké uplatnění v syntéze na pevné 

fázi.16 
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2.2 Vybrané syntetické přístupy vedoucí k příbuzným derivátům 

V následujících podkapitolách budou popsány tři  přístupy k syntéze příbuzných 

derivátů. Nejprve bude popsána syntéza benzotriazolodiazepinonů pomocí syntézy na pevné 

fázi, ve které je klíčový krok spontánní Huisgenova cykloadice na finální derivát.1 Poté 

budou popsány dva přístupy vedoucí k triazolodiazepinonům jako potenciálním 

peptidomimetikům,4,17 První přístup využíval Ugiho čtyřkomponentní reakci a následnou 

Huisgenovu cykloadici,17 druhý přístup využíval klasickou termální Huisgenovu cykloadici 

nebo RuAAC.4  

2.2.1 Syntéza benzotriazolodiazepinonů s využitím Huisgenovy cykloadice 

Předložená rigorózní práce tematicky navazuje na předchozí práci zabývající se 

přípravou 4H-benzo[f][1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-6(5H)-onů s využitím 

Huisgenovy cykloadice. Syntéza těchto derivátů byla uskutečněna na pevné fázi, s využitím 

různých linkerů umožňující diverzifikaci cílových látek, viz Obrázek 7. Jako polymerní 

nosič byla použita polystyrenová pryskyřice s Wangovým linkerem umožňujícím ukotvení 

výchozích látek ve formě esteru, karbamátu nebo etheru; Rinkův amidický linker byl použit 

pro ukotvení výchozích látek ve formě nesubstituovaného amidu; aldehydický linker (BAL) 

umožnil imobilizaci výchozích látek ve formě N-substituovaného amidu. Postup imobilizace 

není ve zmíněné práci popsán, nicméně je uveden v jiných publikacích. 1,18,19 

Takto imobilizované aminoderiváty 1 byly následně sulfonylovány pomocí 4-NsCl 

za vzniku sulfonamidu 2. Následovala alkylace propargylbromidy za vzniku derivátu 3. Po 

odštěpení nosylové skupiny (denosylace) byla sloučenina 4 podrobena acylaci různě 

substituovanými deriváty 2-azidobenzoové kyseliny. Finální derivát byl odštěpen 

z polymerního nosiče za vzniku intermediátu 6. Přeměna intermediátu 5 na triazol 6 proběhla 

spontánně ještě před odštěpením z polymerního nosiče, což bylo prokázáno pomocí IČ 

spektroskopie – vzorek pryskyřice po acylaci s 2-azidobenzoovou kyselinou byl podroben 

měření na IČ spektroskopu, přičemž nebyla detekována charakteristická vibrace alkynové 

vazby. 1 

Kromě benzotriazolodiazepinonů byly připraveny i další sloučeniny, aby byl 

otestován rozsah použitelnosti vyvinuté metodiky. Pro alkylaci byl rovněž použit i 

allylbromid, tato cesta vedla k příslušnému dihydro derivátu. Metodika rovněž umožnila i 

přípravu analogických sulfonamidů v případě, že byl použit 2-azidobenzensulfonyl chlorid 

namísto 2-azidobenzoové kyseliny.1 
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Podmínky: i) 4-NsCl, 2,6-lutidin, DCM, rt, on ii) propargylbromid, DBU, DMSO, rt, on 

iii) merkaptoethanol, DBU, DMF, rt, 30 min iv) 2-azidobenzoová kyselina, HOBt, DIC, 

DMF/DCM 1:1, rt, on v) TFA/DCM 1:1, rt, 1 h 

Schéma 1: Příprava benzotriazolodiazepinonů 6 1 

 

 
Obrázek 7: Přehled použitých výchozích látek 
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2.2.2 Další syntetické přístupy vedoucí k derivátům benzotriazolodiazepinů 

Kromě výše zmíněného syntetického postupu byla popsána i řada dalších založených 

na různých principech. Byla popsána cyklizace triazol-1-yl benzamidů za použití katalýzy 

[Pd] vedoucí k benzotriazolodiazepin-7-onům, principem byla intramolekulární inzerce 

palladia do trojné vazby.20  

Další možností bylo využití 8-brom-3,4-dihydro-β-karbolinu, který byl po reakci 

s TMSOTf a ethynylmagnesiumbromidem acylován 2-azidobenzoylchloridem za vzniku 

intermediátu, který následně po ohřátí na laboratorní teplotu podléhal intramolekulární 1,3-

dipolární cykloadici.21 

Základní benzotriazolodiazepin pro další modifikace bylo rovněž možné připravit 

z 2-azidobenzaldehydu a propargylaminu (reduktivní aminace), následovala termální 

cykloadice.22 

Byl rovněž popsán i přístup vycházející z cykloadice 2-oxoalkylidenfosforanů 

(připravených z 2-azidobenzylalkoholu) na o-funkcionalizované arylazidy, které byly reakcí 

s aminy převedeny na příslušné benzotriazolodiazepiny.23 

Pro přípravu benzotriazolodiazepinů byla rovněž použita i Ugiho čtyřkomponentní 

reakce. Komponentami byly 2-brombenzoová kyselina, propargylaminy, aldehydy a 

isokyanidy. Klíčovým krokem byla in situ click reakce s azidem sodným.24 

Benzotriazolodiazepin-6-ony bylo možné připravit také pomocí Sonogashira 

couplingu aryljodidů s 2-amino-N-methyl-N-(prop-2-ynyl)benzamidy, následovala 

diazotace, azidace a cykloadice.25 

 

2.2.3 Syntéza triazolodiazepinonů pomocí Ugiho reakce 

Z předchozí kapitoly vyplývá, že příprava benzotriazolodiazepinonů byla v literatuře 

poměrně často popsána s využitím různých přístupů. V kontrastu s touto skutečností je 

příprava triazolodiazepinonů velmi málo prozkoumaná. 4-aminotriazolodiazepinony byly 

připraveny pomocí klasické syntézy v roztoku s využitím Ugiho čtyřkomponentní reakce, 

která byla následovaná Huisgenovou termální [3+2] cykloadicí. Struktura finálních produktů 

připomíná dipeptidy (struktura 8, viz Schéma 2) či tripeptidy (struktury 10 a 12, viz Schéma 

3) a mohou proto najít uplatnění v oblasti medicinální chemie jako peptidomimetika – viz 

kapitola 2.2.4.4,17 Klíčovou komponentou byl v tomto případě Boc-azidoalanin, který byl 
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připraven katalytickým diazotransferem z Boc-diaminopropanové kyseliny.26,27 Tento 

postup je principiálně stejný jako procedura, která byla použita k syntéze Fmoc-

azidoalaninu, klíčové komponenty pro tuto práci. 28 

Jako výchozí látky pro Ugiho reakci byly použity propargylamin, substituované 

aldehydy, terc-butyl, cyklohexyl či benzylisokyanid a Boc-azidoalanin. Kvantitativní 

konverze intermediátu 7 na produkt 8 bylo dosaženo při zahřívání, nicméně náznaky 

produktu 8 byly detekovány i při laboratorní teplotě. Výtěžky byly značně vyšší při použití 

aromatických aldehydů oproti alifatickým. Ve všech případech byla v NMR spektrech 

detekována směs diastereomerů i přesto, že v některých případech byl v HPLC spektru 

přítomen pouze jeden pík produktu. 17 

 
Schéma 2: Syntéza triazolodiazepinonů pomocí Ugiho reakce17 

 

Dále byly připraveny i dva produkty připomínající svou strukturou tripeptidy. 

V tomto případě byla nejprve provedena formylace chráněných aminokyselin (Cbz-lysin 

methylester 9 a methylester glycinu 11), následovala dehydratace pomocí trifosgenu  či T3P 

(Schéma 3) na žádané isokyanidy. Důvod použití trifosgenu místo T3P v případě Cbz-lysinu 

9 bylo zachování konfigurace chirálního centra. V případě methylesteru glycinu 11 tento 

požadavek není relevantní, vzhledem k absenci chirálního centra. Dalšími kroky byla Ugiho 

čtyřkomponentní reakce a Huisgenova termální cykloadice, analogicky jako v případě 

dipeptidů. Finálními produkty jsou tripeptidy 10 a 12. V případě produktu 12 došlo opět 

k racemizaci za vzniku směsi diastereomerů. Celkové reakční výtěžky byly 51 % a 43 %.17 
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Schéma 3: Příprava triazolodiazepinonů připomínající tripeptidy17 

 

2.2.4 Syntéza triazolodiazepinonů jako potenciálních peptidomimetik 

V roce 2011 byly popsány dvě alternativní syntetické cesty vedoucí 

k triazolodiazepinonům 16 – viz Schéma 4 a 5. První přístup (Schéma 4) využíval jako první 

krok intermolekulární RuAAC mezi chráněným propargylaminem a derivátem Boc-

azidoalaninu 13, výsledkem byl triazol 14. Následovala saponifikace, při které došlo zároveň 

i k odštěpení Fmoc protektivní skupiny (derivát 15), posledním krokem byla tvorba amidu 

pomocí couplingového činidla EDC.HCl za vzniku produktu 16.4  

 
Schéma 4: Příprava triazolodiazepinonů – cesta A4 

Autoři zároveň prozkoumali i druhou syntetickou možnost využívající 

intramolekulární Huisgenovu cykloadici, viz Schéma 5. Reakce probíhala při použití vyšší 

teploty - vzhledem k tomu, že může vzniknout pouze jeden regioisomer, nebylo nutné 

používat katalýzu rutheniem. Syntézu se tak podařilo zkrátit o 2 kroky (zavedení chránící 

skupiny pro Boc-azidoalanin a poté její odstranění). V tomto případě se navíc ukázalo, že 

pro tvorbu amidu a Huisgenovu cykloadici je možné využít one-pot protokol.4  
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Schéma 5: Příprava triazolodiazepinonů – cesta B4 

 

Potenciál připravených triazolodiazepinonů v oblasti peptidomimetik byl následně 

úspěšně demonstrován, když autoři zaměnili dipeptidový segment His-Pro v angiotensinu 

IV (H-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-OH, AT IV) za peptidomimetikum obsahující segment Ata-

Gly (Ata = triazolodiazepinon, viz Schéma 6). Výsledná sekvence tedy byla H-Val-Tyr-Ile-

Ata-Gly-Phe-OH. V enzymatické studii zabývající se mírou inhibice insulinem regulované 

aminopeptidázy (IRAP) a aminopeptidázy-N (AP-N) se ukázalo, že peptidomimetikum 

obsahující segment Ata-Gly je ekvipotentní k původnímu AT-IV obsahující segment His-

Pro, naměřené hodnoty pKi (IRAP)=7.093 pro testovanou molekulu versus 7.142 naměřenou 

pro AT-IV.4 

 

Schéma 6: Dipeptid Ata-Gly použitý pro demonstraci aplikace v oblasti peptidomimetik 

 

Uvedený syntetický přístup je z pohledu použití analogických výchozích látek 

podobný metodice vyvinuté v této rigorózní práci, nicméně jeho nevýhodou jsou velmi 

omezené výtěžky a dále provedení pomocí tradiční syntézy v roztoky, která je značně 

neefektivní v případě syntézy delších peptidů. 

  



19 

 

2.3 Komentář k předložené publikaci 

Pro větší přehlednost bude v následujících kapitolách použito rovněž arabské 

číslování, struktury budou číslovány opět od čísla 1. Pro číslování derivátů je použito 

kombinatoriální číslování X(R1,R2), kde R1 identifikuje použitou aminokyselinu, R2 použitý 

alkynol. 

2.3.1 Příprava Fmoc-azidoalaninu 

 

Schéma 7: Příprava Fmoc-azidoalaninu 

Příprava Fmoc-azidoalaninu byla již dříve popsána.28 Bohužel se nepodařilo 

publikovanou syntézu zreprodukovat se stejnými výsledky a bylo nutné reakční podmínky 

mírně upravit. Navíc bylo nutné, aby syntéza byla dostatečně robustní, aby ji bylo možné 

použít i pro reakce z většího množství výchozího materiálu. Po pečlivé optimalizaci se 

syntetickou cestu úspěšně podařilo převést až do měřítka několika desítek gramů Fmoc-

asparaginu. Kritickým krokem je Hofmannovo odbourání, u kterého se nepodařilo získat 

lepší výtěžek než 50 %. Tento výsledek je pravděpodobně způsobený nerozpustností 

produktu, který nejspíše vytváří zwitterion. Vzhledem k uvolňování CO2 zejména během 

prvních 5 hodin reakce je vhodné použít balónek naplněný dusíkem pro vyrovnání tlaku. 

Reakce je prováděna přes noc. Mírně optimalizován byl i postup izolace produktu. Těkavá 

rozpouštědla byla odpařena na RVO, poté byla reakční směs ochlazena v kapalném dusíku 

a byl přidán EtOAc, rovněž vychlazený v kapalném dusíku. Bílá až žlutá sraženina byla 

odfiltrována a několikrát promyta vychlazeným EtOAc. Produkt byl bez dalšího čištění 

použit v následném kroku, katalytickém diazotransferu. 

V prvním reakčním kroku bylo obtížné monitorovat průběh reakce. Vzhledem 

k přítomnosti PIDA obsahující hypervalentní jód nebylo možné monitorovat reakci pomocí 

UPLC-MS kvůli riziku poškození chromatografické kolony. Sledování reakce pomocí NMR 

rovněž mělo svá úskalí, a to kvůli přítomnosti AcOH jako vedlejšího produktu reakce – 

signál AcOH potlačil signály produktu/výchozí látky a analýza byla vždy zkreslená. Reakci 

se však podařilo monitorovat pomocí TLC chromatografie. Jako MF byl použit 20% DCM 

v MeOH, MF byla okyselena AcOH. Jako standard byl použit výchozí Fmoc-Asn-OH. Po 

vyvolání byla nejprve provedena kontrola pomocí UV lampy, zda nejsou přítomny i jiné 
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skvrny kromě PIDA a výchozí látky/produktu. Retenční faktory výchozí látky a produktu 

byly ale velmi podobné, pro odlišení skvrn na TLC destičce byla následně použita 

vizualizace skvrny produktu pomocí ninhydrinu. 

Následný katalytický diazotransfer již probíhal kvantitativně bez větších problémů. 

Na počátku reakce může dojít k uvolňování toxických plynů (reakce TfN3 s halogenovanými 

rozpouštědly může vést k tvorbě diazidomethanu29), reakce byla proto kvůli vyrovnání tlaku 

prováděna pod inertní atmosférou (balónek s dusíkem). Pro chromatografickou separaci byla 

použita MF Tol:EtOAc:AcOH 1,5 : 1 : 0,1. Přesný postup je popsán v experimentální části 

v kapitole 3. 

2.3.2 Optimalizace syntetické cesty 

Pro přípravu cílových derivátů byly otestovány různé výchozí látky – Fmoc-L--

aminokyseliny, Fmoc--alanin a substituované 3-fenylprop-2-yn-1-oly či propargylalkohol. 

Obecné schéma syntézy je zobrazeno na Schématu 8. Prvním krokem je imobilizace Fmoc-

aminokyseliny na Wangovu pryskyřici (derivát 1(R1)), následuje odštěpení Fmoc a 

sulfonylace 4-nitrobenzensulfonyl chloridem za vzniku sulfonamidu 2(R1). Dalším krokem 

je alkylace za vzniku derivátu 3(R1,R2). Po denosylaci je sloučenina 4(R1,R2) acylována 

Fmoc-azidoalaninem na klíčový lineární intermediát 5(R1,R2), který je podroben cykloadici 

a na závěr odštěpen z polymerního nosiče (v případě, že R2 ≠ H, štěpení ještě předchází 

odstranění Fmoc skupiny). Optimalizace jednotlivých kroků jsou popsány v následujících 

podkapitolách.  
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Schéma 8: Obecná syntéza cílových derivátů 

 

2.3.2.1 Fmoc-L-aminokyseliny 

 
Obrázek 8: Přehled testovaných Fmoc-L-aminokyselin 

 

Všechny otestované Fmoc-L-aminokyseliny jsou zobrazeny na Obrázku 8, červeně 

zvýrazněná část odpovídá struktuře R1 v molekule cílové sloučeniny. Syntéza byla nejprve 

testována na strukturně jednoduchých L-aminokyselinách – Fmoc-β-Ala-OH, Fmoc-Ala-

OH, Fmoc-Gly-OH, jako modelový alkohol byl vybrán propargylalkohol. Všechny kroky 

probíhaly bez problémů. Původním cílem bylo připravit všechny finální deriváty s volnou 

aminoskupinou (ponechání Fmoc skupiny v koncové molekule nemá žádnou přidanou 

hodnotu). Nicméně se ukázalo, že triazolodiazepinony nejsou detekovatelné pomocí UV-
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VIS detektoru, pokud R1 či R2 neobsahuje chromoforní skupinu. Tento fakt významně 

komplikoval finální separaci pomocí semipreparativní HPLC, zejména u látek 

nesyntetizovaných z fenylalkynolů. Kromě UV-VIS detekce bylo dále některé finální látky 

snazší čistit ve formě Fmoc-derivátů z pohledu účinnějšího odstranění nečistot (vhodnější 

polarita, příznivější chromatografické vlastnosti). Proto byla u některých vybraných 

sloučenin Fmoc-protektivní skupina ponechána. 

Co se UV-VIS detekovatelnosti produktů týče, další možností, jak začlenit do 

struktury finálních derivátů chromofor kromě použití fenylalkynolů, bylo použití 

aromatických Fmoc-aminokyselin: Fmoc-Tyr(OtBu)-OH, Fmoc-Phe-OH a Fmoc-

Trp(NHBoc)-OH. Bohužel, u všech těchto aminokyselin syntéza selhala ve fázi acylace 

Fmoc-azidoalaninem. Acylaci bylo nutné několikrát opakovat pro dosažení kvantitativní 

tvorby derivátů 5(7-9,1) kde 1 = H. Navíc při aplikaci identických podmínek (při použití 

identických chemikálií) na jiné šarži pryskyřice se opět acylace ukázala být nekompletní a 

výsledky tak byly velmi málo reprodukovatelné, což je při syntéze na polymerní matrici 

klíčový parametr (intermediáty nelze čistit). Z tohoto důvodu bylo od použití těchto tří 

aminokyselin upuštěno a jako modelový alkohol byl i nadále používán 3-fenyl-prop-2-yn-1-

ol. 

Pro získání strukturní rozmanitosti cílových derivátů však byly otestovány další 

aminokyseliny obsahující funkční skupinu v postranním řetězci, Fmoc-Asp(COOtBu)-OH, 

Fmoc-Ser(OtBu)-OH a Fmoc-Lys(NHBoc)-OH. Syntéza intermediátů 4(R1,2) kde 2 = Ph 

probíhala bez větších problémů, bylo pouze nutné prodloužit dobu denosylace. Kritickým 

krokem se ukázala být opět acylace Fmoc-azidoalaninem, která neprobíhala kvantitativně, 

bylo ji nutné dvakrát opakovat. Nicméně výsledky bylo možné reprodukovat. U všech těchto 

derivátů bylo nutné ve struktuře finálních produktů ponechat Fmoc skupinu, aby je bylo 

možné dokonale vyizolovat ze surové směsi pomocí semipreparativní HPLC. V případě, že 

byla Fmoc skupina z molekuly odštěpena, byly tyto deriváty z důvodu přítomnosti aditivní 

NH2/OH/COOH skupiny příliš polární, chromatografická separace byla velmi 

komplikovaná a finální čistota nebyla ideální. Dále je nutno zmínit, že v případě derivátu 

serinu bylo nutné prodloužit čas štěpení z polymerního nosiče, aby došlo ke kvantitativnímu 

odštěpení tBu. 
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2.3.2.2 Alkylace alkynylderiváty 

 
Obrázek 9: Přehled testovaných alkylačních činidel se zvýrazněním R2 

 

Všechny testované alkynoly jsou zobrazeny na Obrázku 9. Jak již bylo zmíněno 

v předchozí podkapitole, jako modelový alkohol byl nejprve zvolen propargylalkohol. 

Pomocí něj byly připraveny tři deriváty 7(1-3,1), v jejich struktuře však bylo nutné ponechat 

Fmoc skupinu, aby byly deriváty UV-detekovatelné a bylo je tak možné snadno vyčistit 

pomocí semipreparativní HPLC. Poté, co selhalo zavedení chromoforu použitím 

aromatických Fmoc-L-aminokyselin, byl jako modelový alkohol pro syntézu série produktů 

zvolen místo propargylalkoholu 3-fenyl-prop-2-yn-1-ol (R2 = Ph). 

Pro otestování použitelnosti syntetické metody z pohledu alkynolů byly dále použity 

substituované 3-fenyl-prop-2-yn-1-oly nesoucí substituent s +I efektem (R2 = 4-Me-Ph), +M 

efektem (R2 = 4-OMe-Ph) a -I efektem (R2 = 4-CF3-Ph). Bohužel použití alkoholu kde R2 = 

4-CF3-Ph bylo komplikované kvůli jeho vysoké reaktivitě, ve fázi denosylace totiž 

docházelo k adici merkaptoethanolu na trojnou vazbu a po dalších krocích vznikaly 

nežádoucí meziprodukty, přičemž výsledná čistota byla nižší než v ostatních případech 

(méně než 50 %). Proto byl připraven pouze jeden derivát 7(2,5). Následně byl použit o něco 

méně reaktivní alkynol (R2 = 4-Cl-Ph), kde nedocházelo k tvorbě nežádoucích meziproduktů 

a byly připraveny dva modelové finální deriváty 7(2-3,6).  

Zajímavostí je, že při použití alkoholu, kde R2 = 4-OMe-Ph a R2 = 4-Me-Ph, byly 

vždy v UPLC-MS spektru detekovány pouze příslušné ketony, k jejichž vzniku docházelo 

hydrolýzou alkynů působením TFA a následným kontaktem s vodou (obsažená v mobilní 

fázi UPLC-MS chromatografu). V případě derivátů s R2 = 4-OMe-Ph byly detekovány 

výhradně příslušné ketony. Pro získání derivátů 7(1-2,7), kde R2 = alifatický substituent byl 

použit but-2-yn-1-ol. 
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Kromě 3-fenyl-prop-2-yn-1-olu jsou ostatní substituované deriváty komerčně 

nedostupné, byly proto syntetizovány pomocí Sonogashira couplingu z příslušných 

jódderivátů a propargylalkoholu, syntézy jsou v literatuře popsány a probíhaly 

bezproblémově s vysokými výtěžky (> 90 %).30,31 

V počátku vývoje syntetické metodiky byla kromě Fukuyama-Mitsunobu alkylace 

s propargylalkoholem testována i klasická alkylace propargylbromidem. Nejprve byly 

testovány podmínky propargylbromid, DIPEA, DMSO, rt na pryskyřici 2(2). Bohužel tyto 

podmínky nebyly použitelné pro efektivní přípravu pryskyřice 2(3) – alkylace byla vždy 

nekompletní, nepomohlo ani zahřívání na 70°C, alkylaci bylo nutné opakovat. Při použití 

silnější nenukleofilní báze DBU byl průběh reakce kvantitativní, ale docházelo k tvorbě 

vedlejších produktů, čistota byla pouze 75 %. Mezitím se podařilo najít podmínky pro 

Fukuyama-Mitsunobu alkylaci, která fungovala bezproblémově. Druhou výhodou této 

metody je i větší komerční dostupnost alkoholů oproti příslušným bromidům. 

2.3.2.3 Denosylace a acylace Fmoc-azidoalaninem 

Ve všech případech kromě derivátu 3(2,5) byly pro denosylaci použity 

merkaptoethanol, DBU, DMF, rt. Reakční čas bylo nutné u některých derivátů prodloužit. 

V případě derivátu 3(2,5) bylo nutné místo merkaptoethanolu použít méně reaktivní 

thiofenol. Jak bylo popsáno v předchozí kapitole, docházelo k adici thiolu na trojnou vazbu 

a vznikaly nežádoucí alkeny (neizolováno, určeno pouze na základě UPLC-MS analýzy). 

V případě použití thiofenolu nečistoty vznikaly také, ale v menší míře (čistota 70 %). 

Optimalizované podmínky denosylace shrnuje Tabulka 1. 

Výchozí látka Činidla Čas [h] 

3(1-3,1-2) Merkaptoethanol, DBU, DMF 2 

3(2-3,3) Merkaptoethanol, DBU, DMF 4 

3(2,5) Thiofenol, DBU, DMF 0,5 

3(2-3,4) Merkaptoethanol, DBU, DMF 6 

3(4-6,2) Merkaptoethanol, DBU, DMF 6 

3(2-3,6) Merkaptoethanol, DBU, DMF 0,5 

3(1-2,7) Merkaptoethanol, DBU, DMF 0,5 

Tabulka 1: Optimalizace denosylace pro jednotlivé deriváty 

Následná acylace Fmoc-azidoalaninem byla testována s použitím HOBt či bez něj 

(pouze DIC). Při použití podmínek DIC, DMF, rt byla čistota derivátů 5(R1,R2) > 75 %. 
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V případě použití HOBt se čistota výrazně snížila (> 40 %). Je důležité zmínit, že chirální 

deriváty 5(R1,R2) byly připraveny opticky čisté, nedocházelo k racemizaci. Při analýze 

UPLC-MS byl ve spektru přítomen pouze jeden signál odpovídající produktu. I kdyby 

docházelo k překryvu signálů v UV spektru, v NMR spektrech by byly přítomné i další sady 

signálů pro diastereomery. Ve všech případech byl ale v NMR spektru přítomen pouze 

jediný produkt – k racemizaci tedy nedošlo. 

2.3.2.4 Cykloadice 

 

Schéma 9: Poslední kroky syntézy 

Posledním syntetickým krokem byla cykloadice derivátů 5(R1,R2) na imobilizované 

triazolodiazepinony 6(R1,R2), viz Schéma 9. Nejprve byla na modelovém derivátu 5(1,1) 

testována CuAAC s použitím různých podmínek16, viz Tabulka 2. CuAAC probíhala 

kvantitativně u derivátů 5(1,1), ale u ostatních téměř neprobíhala.  

Derivát Činidla Rozpouštědlo Čas [h] Teplota Výsledek* 

5(1,1) CuSO4.5 H2O, askorbát sodný DMF 16 rt probíhá 

5(1,1) CuSO4.5 H2O, askorbát sodný DMF 16 70°C neprobíhá 

5(1,1) CuI, DIPEA, lutidin DMF 16 rt neprobíhá 

5(1,2) CuSO4.5 H2O, askorbát sodný DMF 36 rt neprobíhá 

*probíhá = kvantitativně vznikl produkt, neprobíhá = přítomna pouze výchozí látka či došlo 

k rozkladu na neidentifikovatelnou směs produktů 

Tabulka 2: Testované podmínky CuAAC 

Paralelně byla testována i klasická termální cykloadice, která probíhala i u derivátů 

5(R1,2-7), proto CuAAC nebyla dále optimalizována. Jako nejvhodnější rozpouštědlo se 

osvědčil acetonitril při teplotě 75°C. V případě některých derivátů bylo nutné prodloužit 

reakční čas nebo reakci zopakovat. Při použití DMF a vyšší teploty (100°C) byla čistota 

produktů nižší (kolem 35 %). Proto byl pro přípravu všech finálních látek použit acetonitril 

a teplota 75°C, i přes nutnost použití delšího reakčního času (až 36 hodin). Na závěr byly 

finální deriváty odštěpeny z polymerního nosiče za použití 50% TFA/DCM. Standardní 
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doba štěpení byla 1 h, pouze v případě derivátu 7(4,2) bylo nutné štěpení prodloužit na 16 

h, aby došlo ke kvantitativnímu odštěpení tBu chránící skupiny. 

Celkem bylo připraveno 19 finálních derivátů. Jejich přehled je součástí podkapitoly 

2.4 a kapitoly 3. 

2.3.3 Příprava diketopiperazinů 

V případě, že Fmoc deprotekce byla provedena ještě před cykloadicí na lineárním 

intermediátu 5(2,2), došlo k samovolnému odštěpení z pryskyřice za vzniku 

diketopiperazinu. V závislosti na různých podmínkách štěpení byly detekovány různé 

produkty 8-10, viz Schéma 10. 

 

Podmínky: i) 50% piperidin/DMF, rt, 16 h ii) 10% piperidin/DMF, rt, 10 min iii) 10% 

DBU/DCM, rt, 10 min 

Schéma 10: Různé produkty 8-10 získané z derivátu 5(2,2) v závislosti na podmínkách 

Fmoc deprotekce 

Vznik různých produktů je zde řízen bazicitou reakčního roztoku. Při použití 10% 

piperidinu se podařilo izolovat očekávaný produkt 9, zatímco vyšší koncentrace (50%) vedla 

k derivátu 8.  Mechanismus jeho vzniku bezpochyby zahrnuje nejprve  tvorbu derivátu 9, 

následnou eliminaci azidoskupiny za vzniku methylenderivátu 10 a adici nukleofilu 

(piperidinu) za tvorby aduktu 8. Při použití nenukleofilní báze (DBU) se podařilo intermediát 

10 izolovat a charakterizovat. Pro zajímavost, na derivátu 9 byla následně otestována 

cykloadice – nepodařilo se najít žádné podmínky, které by vedly k tvorbě triazolového cyklu  

(CuAAC / termální cykloadice), pravděpodobně ze sterických důvodů. 
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2.3.4 Příprava heptapeptidu 

Potenciál syntetické metodiky byl následně demonstrován na přípravě heptapeptidu, 

který je strukturně podobný popsaným peptidomimetikům.4 Aby byla potlačena nežádoucí 

tvorba diketopiperazinu ve fázi dipeptidu, byla použita Rinkova pryskyřice, na kterou byla 

první Fmoc-aminokyselina imobilizována ve formě amidu. Nejprve byl připraven tripeptid 

Gly-Phe-Ala-NHFmoc, následovala série kroků Fmoc deprotekce – sulfonylace – 

Fukuyama-Mitsunobu alkylace – denosylace – acylace s Fmoc-azidoalaninem – cykloadice. 

Po Fmoc deprotekci následovala opět tradiční peptidová syntéza a byly navázány další tři 

aminokyseliny Gly-Ala-Phe-NHFmoc. Celá sekvence je vyobrazena na Schématu 11. 

Cílový produkt byl obdržen v surové čistotě 93 % a celkovém výtěžku 70 % (po 

chromatografickém čištění). 

 

Schéma 11: Příprava heptapeptidu 
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2.4 Shrnutí 

Cílem práce bylo vyvinout syntetickou cestu vedoucí k triazolo[1,5-a][1,4] diazepin-

6-onům a připravit sérii derivátů za použití  kombinace různých výchozích látek. Pro 

derivatizaci byly použity různé Fmoc- aminokyseliny a substituované prop-2-yn-3-oly. 

Klíčovou komponentou společnou pro všechny deriváty byl Fmoc-azidoalanin. Podařilo se 

připravit celkem 19 finálních látek, až na výjimky ve vysoké surové čistotě a s dobrými 

celkovými výtěžky (viz Tabulka 3 níže). V průběhu syntézy nedošlo k racemizaci, v HPLC 

spektru byl vždy přítomen pouze jeden signál a rovněž v NMR spektrech byla detekována 

vždy jen jedna sada signálů příslušného diastereomeru. 

Derivát R1 R2 Čistota (%)a Výtěžek (%)b 

7(1,1)c -CH2-CH2- H 85 28 

7(2,1)c -CH2- H 84 20 

7(3,1)c -CH(CH3)- H 90 60 

7(1,7)c -CH2-CH2- Me 82 48 

7(2,7)c -CH2- Me 78 60 

7(1,2) -CH2-CH2- Ph 78 20 

7(2,2) -CH2- Ph 80 78 

7(3,2) -CH(CH3)- Ph 70 40 

7(1,3) -CH2-CH2- 4-Me-Ph 80 22 

7(2,3) -CH2- 4-Me-Ph 80 22 

7(2,4) -CH2- 4-OMe-Ph 90 80 

7(2,5) -CH2- 4-CF3-Ph 54 32 

7(2,6) -CH2- 4-Cl-Ph 75 43 

7(3,3) -CH(CH3)- 4-Me-Ph 79 52 

7(3,4) -CH(CH3)- 4-OMe-Ph 85 58 

7(3,6) -CH(CH3)- 4-Cl-Ph 65 42 

7(4,2)d -CH(CH2OH)- Ph 60 43 

7(5,2)d -CH(CH2COOH)- Ph 70 57 

7(6,2)d -CH((CH2)4NH2)- Ph 65 27 

8e -CH2- Ph 61 32 

9e -CH2- Ph 99 30 

10e -CH2- Ph 94 20 
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asurová čistota určená z poměru ploch píků v UV spektru při vlnové délce 205-400 nm 

bcelkový výtěžek určený z 1H NMR spektra produktu po čištění 

cizolováno jako Fmoc derivát 

dsurová čistota určena pro Fmoc derivát, výtěžek pro derivát bez Fmoc 

esurová čistota nezahrnuje Fmoc fragmenty 

Tabulka 3: Přehled připravených derivátů 

Rovněž se podařilo identifikovat i zajímavé chování derivátu 5(2,2) v bazickém 

prostředí. V závislosti na koncentraci a typu použité báze se podařilo připravit 3 strukturně 

odlišné sloučeniny. Různé koncentrace piperidinu v DMF vedou k dvěma produktům – při 

použití 50% roztoku vzniká výlučně produkt 8, zatímco při použití 10% roztoku a zkrácení 

reakčního času na 10 minut nedochází tak rychle k eliminaci azidoskupiny a k tvorbě 

methylenderivátu 10 a je tedy možné vyizolovat piperazin 9. V případě použití silné 

nenukleofilní báze (DBU) dochází ke kvantitativní tvorbě methylenderivátu. 

Vyvinutá metodika by navíc mohla nalézt široké uplatnění v oblasti peptidomimetik, 

pro demonstraci byl připraven jeden modifikovaný heptapeptid. 

Přínosem této práce je rovněž i optimalizace přípravy Fmoc-azidoalaninu z Fmoc-

asparaginu, který je komerčně špatně dostupný. Jeho syntézu se podařilo převést do většího 

měřítka (desítky gramů).  
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4 Doplňující informace k publikaci 

Následující kapitola je převzata přímo z originální publikace uvedené v kapitole 3: 

Kriegelsteinová, P.; Lemrová, B.; Ručilová, V.; Soural, M. Copper-free Solid-phase 

Synthesis of Triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-6-ones  Adv. Synth. Catal. 2021, 363, 1112 - 

1119.8 Text byl ponechán v angličtině. 

 

General method for calculation of yields using 1H NMR 

 1H NMR spectra of external standard at three different concentration were measured. In 

each spectrum, the solvent signal was integrated followed by the integration of selected HAr 

signal of external standard. Ratios of solvent/standard signal areas along with known 

quantity of standard were used to construct a calibration curve. Then, 1H NMR spectra of 

studied sample were measured and the ratio of solvent/sample (selected HAr signal) areas 

was determined. Using the calibration curve, the quantity of compound in the sample was 

calculated. 

1H, 13C NMR and HRMS characterization of triazolodiazepinones 7 

 

(S)-3-(7-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6-oxo-7,8-dihydro-4H-

[1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)propanoic acid 7{1,1}  

 

White solid, overall yield 25 mg (28 %). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.90 (d, J = 7.5 

Hz, 2H), 7.75 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.69 – 7.61 (m, 2H), 7.43 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.38 – 7.31 

(m, J = 5.1 Hz, 2H), 5.30 – 5.19 (m, 1H), 5.07 – 4.95 (m, 1H), 4.70 (s, 1H), 4.64 (d, J = 9.3 

Hz, 1H), 4.35 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 4.26 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.82 – 3.60 (m, 2H), 3.60 – 3.42 

(m, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 169.37, 155.60, 143.78, 143.69, 142.55, 140.73, 

139.40, 137.41, 132.91, 130.99, 128.90, 127.64, 127.26, 127.09, 125.23, 124.18, 121.35, 

120.11, 120.00, 109.71, 65.97, 48.80, 48.45, 46.58. HRMS (ESI+) m/z calcd for C24H24N5O5 

[M+H]+ = 462.1772, found [M+H]+ = 462.1776. 
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(S)-2-(7-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6-oxo-7,8-dihydro-4H-

[1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)acetic acid 7{2,1}  

 

White solid, overall yield 30 mg (20 %). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.90 (d, J = 7.4 

Hz, 2H), 7.75 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.68 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.43 (t, J = 7.3 Hz, 

2H), 7.35 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 5.36 – 5.26 (m, 1H), 5.09 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 4.72 – 4.58 (m, 

J = 9.7 Hz, 2H), 4.43 – 4.32 (m, 2H), 4.27 (dd, J = 16.5, 9.8 Hz, 2H), 3.98 (s, 2H). 13C NMR 

(126 MHz, DMSO-d6) δ 169.8, 155.6, 143.8, 143.7, 142.6, 140.7, 139.4, 137.4, 132.8, 130.9, 

128.9, 127.6, 127.3, 127.1, 125.2, 121.4, 120.1, 120.0, 109.7, 66.0, 48.8, 48.6, 46.6. HRMS 

(ESI-) m/z calcd for C23H20N5O5 [M-H]- = 446.1459, found [M-H]+ = 446.1453. 
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(S)-2-((S)-7-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6-oxo-7,8-dihydro-4H-

[1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)propanoic acid 7{3,1}  

 

White solid, overall yield 100 mg (60 %). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.90 (d, J = 7.5 

Hz, 2H), 7.75 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 7.68 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.54 (s, 1H), 7.43 (t, J = 7.4 Hz, 

2H), 7.35 (dd, J = 7.0, 5.0 Hz, 2H), 5.25 (ddd, J = 12.0, 7.4, 4.5 Hz, 1H), 4.92 (dd, J = 15.4, 

8.1 Hz, 1H), 4.86 (s, 1H), 4.67 (dd, J = 20.0, 10.8 Hz, 2H), 4.36 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 4.33 – 

4.22 (m, 2H), 1.32 (d, J = 7.2 Hz, 3H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 172.2, 169.6, 

155.6, 143.8, 143.7, 140.7, 133.2, 131.0, 128.9, 127.6, 127.3, 127.1, 125.2, 121.4, 120.1, 

120.0, 109.7, 66.0, 53.3, 49.0, 48.4, 46.6, 36.1, 14.8. HRMS (ESI+) m/z calcd for 

C24H24N5O5 [M+H]+ = 462.1772, found [M+H]+ = 462.1775. 
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(S)-3-(7-amino-6-oxo-3-phenyl-7,8-dihydro-4H-[1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-

5(6H)-yl)propanoic acid 7{1,2}  

 

White solid, yield 10 mg (20 %). 1H NMR (500 MHz,  DMSO-d6) δ 7.65 – 7.57 (m, 2H), 

7.66 – 7.58 (m, 2H), 7.55 – 7.49 (m, 2H), 7.46 – 7.39 (m, 1H), 5.28 – 5.14 (m, 1H), 4.69 (d, 

J = 17.6 Hz, 1H), 4.64 – 4.55 (m, 2H), 4.17 (t, J = 11.7 Hz, 1H), 3.63 – 3.52 (m, 2H), 2.42 

– 2.20 (m, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 172.8, 172.6, 142.4, 130.5, 129.3, 128.9, 

128.0, 127.5, 52.4, 48.2, 44.4, 40.9, 32.7. HRMS (ESI+) m/z calcd for C15H18N5O3 [M+H]+ 

316.1404, found 316.1405. 
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2-(7-amino-6-oxo-3-phenyl-7,8-dihydro-4H-[1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-5(6H)-

yl)acetic acid 7{2,2}  

 

Light yellow residue, overall yield 75 mg (78%). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.57 (dd, 

J = 5.1, 3.3 Hz, 2H), 7.49 (dd, J = 10.4, 4.8 Hz, 2H), 7.43 – 7.37 (m, 1H), 5.26 (d, J = 17.5 

Hz, 1H), 4.72 (dt, J = 10.3, 4.1 Hz, 2H), 4.59 (d, J = 17.7 Hz, 1H), 4.23 (dd, J = 16.2, 10.6 

Hz, 1H), 4.17 – 4.03 (m, 2). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 172.4, 170.5, 142.5, 130.7, 

129.3, 128.9, 127.9, 127.5, 51.7, 50.5, 48.0, 41.7. HRMS (ESI+) m/z calcd for C14H15N5O3 

[M+H]+ = 302.1248, found [M+H]+ = 302.1245. 
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(S)-2-((S)-7-amino-6-oxo-3-phenyl-7,8-dihydro-4H-[1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-

5(6H)-yl)propanoic acid 7{3,2}  

 

Yellow residue, overall yield 32 mg (40%). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.61 – 7.56 

(m, 2H), 7.51 – 7.45 (m, 2H), 7.42 – 7.36 (m, 1H), 5.05 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 4.97 (q, J = 

7.2 Hz, 1H), 4.67 (ddd, J = 16.8, 11.8, 4.1 Hz, 2H), 4.56 (d, J = 17.6 Hz, 1H), 4.23 – 4.14 

(m, 1H), 1.24 (d, J = 7.3 Hz, 3H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 172.5, 172.4, 142.4, 

130.8, 129.6, 128.9, 127.9, 127.4, 53.3, 51.8, 48.3, 37.1. HRMS (ESI+) m/z calcd for 

C14H15N5O3 [M+H]+ 316.1404, found [M+H]+ = 316.1402. 
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(S)-2-(7-amino-6-oxo-3-(p-tolyl)-7,8-dihydro-4H-[1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-

5(6H)-yl)acetic acid 7{2,3}  

 

White solid, yield 8 mg (22 %). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.44 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 

7.29 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 5.25 (d, J = 17.5 Hz, 1H), 4.72 – 4.54 (m, 4H), 4.23 – 4.09 (m, 4H), 

2.35 (s, 3H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 172.8, 170.3, 142.5, 137.3, 129.4, 128.9, 

127. 8, 127.4, 51.9, 50.1, 48.1, 41.6, 20.8. HRMS (ESI+) m/z calcd for C15H18N5O3 [M+H]+ 

= 316.1404, found [M+H]+ = 316.1403. 
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(S)-2-((S)-7-amino-6-oxo-3-(p-tolyl)-7,8-dihydro-4H-[1,2,3]triazolo[1,5-

a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)propanoic acid 7{3,3} 

 

White solid, overall yield 36 mg (52%). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.49 – 7.44 (m, 

2H), 7.29 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 5.04 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 5.01 – 4.93 (m, 1H), 4.69 – 4.59 

(m, 2H), 4.53 (d, J = 17.6 Hz, 1H), 4.16 (t, J = 12.2 Hz, 1H), 2.35 (s, 3H), 1.24 (d, J = 7.2 

Hz, 3H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 172.7, 172.4, 142.4, 137.2, 129.4, 129.3, 128.0, 

127.3, 53.2, 52.0, 48.3, 37.1, 20.8, 14.7. HRMS (ESI+) m/z calcd for C16H19N5O3 [M+H]+ = 

330.1561, found [M+H]+ = 330.1557. 
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(S)-2-(7-amino-3-(4-methoxyphenyl)-6-oxo-7,8-dihydro-4H-[1,2,3]triazolo[1,5-

a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)acetic acid 7{2,4}  

 

White solid, overall yield 99 mg (83%). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.51 – 7.44 (m, 

2H), 7.08 – 7.02 (m, 2H), 5.26 (d, J = 17.5 Hz, 1H), 4.76 (ddd, J = 17.1, 12.6, 3.9 Hz, 2H), 

4.61 (d, J = 17.7 Hz, 1H), 4.26 (t, J =12,5 Hz, 1H), 4.19 (q, J = 17.5 Hz, 2H), 3.80 (s, 3H). 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 171.9, 170.2, 159.1, 142.4, 128.9, 128.4, 122.9, 114.3, 

55.2, 51.0, 50.0, 47.9, 41.6. HRMS (ESI+) m/z calcd for C15H17N5O4 [M+H]+ = 332.1253, 

found [M+H]+ = 332.1355. 
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(S)-2-((S)-7-amino-3-(4-methoxyphenyl)-6-oxo-7,8-dihydro-4H-[1,2,3]triazolo[1,5-

a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)propanoic acid 7{3,4}  

 

White solid, overall yield 49 mg (58%). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.55 – 7.42 (m, 

2H), 7.11 – 6.97 (m, 2H), 5.05 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 4.98 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.61 (ddd, J = 

15.8, 12.2, 4.1 Hz, 2H), 4.51 (d, J = 17.6 Hz, 1H), 4.20 – 4.09 (m, 1H), 3.81 (s, 3H), 1.25 (d, 

J = 7.3 Hz, 3H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 172.9, 172.3, 159.0, 142.2, 128.9, 128.7, 

123.2, 114.3, 55.1, 53.2, 52.3, 48.4, 37.1, 14.6. HRMS (ESI+) m/z calcd for C16H19N5O4 

[M+H]+ = 346.1510, found [M+H]+ = 346.1511. 
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(S)-2-(7-amino-6-oxo-3-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-7,8-dihydro-4H-

[1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)acetic acid 7{2,5}  

 

White solid, overall yield 25 mg (32%). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.84 (d, J = 8.2 

Hz, 2H), 7.79 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 5.28 (d, J = 17.6 Hz, 1H), 4.66 (m, 2H), 4.14 (m, 4H). 13C 

NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 173.1, 170.6, 141.1, 134.8, 130.5, 128.1 (q, J = 31.5 Hz, 1C), 

128.1, 125.7 (q, J = 3.8 Hz, 1C), 124.3 (q, J = 272.2, 1C), 52.4, 50.4, 48.2, 43.39, 41.53. 

HRMS (ESI+) m/z calcd for C15H14F3N5O3 [M+H]+ = 370.1121, found [M+H]+ = 370.1122. 
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(S)-2-(7-amino-3-(4-chlorophenyl)-6-oxo-7,8-dihydro-4H-[1,2,3]triazolo[1,5-

a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)acetic acid 7{2,6}  

 

White solid, overall yield 21mg (43%). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.60 – 7.56 (m, 

2H), 7.56 – 7.53 (m, 2H), 5.24 (d, J = 17.6 Hz, 1H), 4.63 (m, 3H), 4.19 – 4.05 (m, 3H). 13C 

NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 173.3, 170.4, 141.3, 132.6, 129.7, 129.6, 129.2, 128.8, 52.5, 

50.2, 48.2, 41.5. HRMS (ESI+) m/z calcd for C14H14ClN5O3 [M+H]+ = 336.0858, found 

[M+H]+ = 336.0861. 
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(S)-2-((S)-7-amino-3-(4-chlorophenyl)-6-oxo-7,8-dihydro-4H-[1,2,3]triazolo[1,5-

a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)propanoic acid 7{3,6}  

 

White solid, overall yield 31mg (42%). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.63 – 7.61 (m, 

1H), 7.61 – 7.60 (m, 1H), 7.56 – 7.55 (m, 1H), 7.55 – 7.53 (m, 1H), 5.06 (d, J = 17.4 Hz, 

1H), 4.98 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.63 (ddd, J = 15.9, 12.3, 4.2 Hz, 1H), 4.54 (d, J = 17.6 Hz, 

1H), 4.18 (dd, J = 24.3, 11.9 Hz, 2H), 1.26 (t, J = 7.7 Hz, 3H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-

d6) δ 172.8, 172.4, 141.3, 132.6, 129.9, 129.7, 129.1, 128.9, 53.2, 52.2, 48.3, 37.0, 14.7. 

HRMS (ESI+) m/z calcd for C15H16ClN5O3 [M+H]+ = 350.1014, found [M+H]+ = 350.1017. 
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(S)-2-((S)-7-amino-6-oxo-3-phenyl-7,8-dihydro-4H-[1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-

5(6H)-yl)-3-hydroxypropanoic acid 7{4,2}  

 

White solid, overall yield 30mg (76%). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.67 – 7.62 (m, 

2H), 7.47 – 7.42 (m, 2H), 7.38 – 7.33 (m, 1H), 4.91 – 4.82 (m, 2H), 4.79 (dd, J = 15.7, 7.6 

Hz, 1H), 4.59 (dt, J = 13.6, 5.2 Hz, 1H), 4.47 (dd, J = 11.9, 3.8 Hz, 1H), 4.09 (dd, J = 17.4, 

7.6 Hz, 1H), 3.74 (dd, J = 11.3, 5.5 Hz, 1H), 3.63 (dd, J = 11.3, 7.7 Hz, 1H). 13C NMR (126 

MHz, DMSO-d6) δ 173.3, 172.8, 172.3, 141.9, 131.5, 130.7, 128.8, 128.6, 127.5, 127.4, 

60.8, 60.5, 52.8, 48.4, 37.8. HRMS (ESI+) m/z calcd for C15H17N5O4 [M+H]+ = 332.1353, 

found [M+H]+ = 332.1353. 
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(S)-2-((S)-7-amino-6-oxo-3-phenyl-7,8-dihydro-4H-[1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-

5(6H)-yl)succinic acid 7{5,2}  

 

White solid, overall yield 43mg (57%). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.57 – 7.53 (m, 

2H), 7.44 (dd, J = 10.5, 4.8 Hz, 2H), 7.37 – 7.32 (m, 1H), 5.01 (dd, J = 10.9, 2.8 Hz, 1H), 

4.91 (d, J = 17.2 Hz, 1H), 4.59 (dt, J = 17.4, 6.1 Hz, 1H), 4.49 – 4.39 (m, 2H), 4.11 (t, J = 

12.5 Hz, 1H), 2.91 (dd, J = 15.2, 11.0 Hz, 1H), 2.22 (dd, J = 15.2, 2.9 Hz, 1H). 13C NMR 

(126 MHz, DMSO-d6) δ 172.9, 172.8, 172.2, 142.1, 131.2, 130.0, 128.8, 127.7, 127.5, 55.1, 

52.4, 48.6, 38.3, 38.2. HRMS (ESI+) m/z calcd for C16H17N5O5 [M+H]+ = 360.1302, found 

[M+H]+ =360.1302. 
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(S)-6-amino-2-((S)-7-amino-6-oxo-3-phenyl-7,8-dihydro-4H-[1,2,3]triazolo[1,5-

a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)hexanoic acid 7{6,2}  

 

Light yellow residue, overall yield 23.6 mg (27%). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.66 

(t, J = 7.1 Hz, 2H), 7.43 (dd, J = 14.5, 7.1 Hz, 2H), 7.34 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 4.83 (d, J = 16.9 

Hz, 1H), 4.76 (dd, J = 9.9, 5.3 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 17.1 Hz, 1H), 4.60 (dd, J = 13.1, 3.4 Hz, 

1H), 4.44 (dd, J = 11.6, 3.5 Hz, 1H), 4.10 (t, J = 12.4 Hz, 1H), 2.57 – 2.51 (m, 2H), 1.50 – 

1.31 (m, 3H), 1.17 (dd, J = 14.7, 7.3 Hz, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 173.2, 

173.1, 142.1, 131.4, 130.4, 128.7, 127.6, 58.8, 52.7, 48.6, 40.4, 38.3, 36.5, 29.2, 26.8, 23.2. 

HRMS (ESI+) m/z calcd for C18H24N6O3 [M+H]+ = 373.1983, found [M+H]+ = 373.1981. 
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(S)-3-(7-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-6-oxo-3-(p-tolyl)-7,8-dihydro-

4H-[1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)propanoic acid 7{1,3}  

 

White solid, yield 20 mg (25 %). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.91 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 

7.76 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 7.71 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.46 – 7.40 (m, 

2H), 7.39 – 7.29 (m, 4H), 5.33 – 5.20 (m, 2H), 4.74 – 4.63 (m, 2H), 4.47 – 4.33 (m, 3H), 

4.27 (dd, J = 13.1, 6.4 Hz, 1H), 3.64 – 3.46 (m, 2H), 2.35 (s, 3H), 2.32 – 2.18 (m, 2H). 13C 

NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 172.6, 169.6, 155.7, 143.8, 143.7, 142.6, 140.8, 139.4, 137.5, 

137.4, 129.5, 129.5, 129.1, 128.9, 127.7, 127.5, 127.4, 127.3, 127.1, 125.3, 121.4, 120.1, 

120.0, 109.7, 66.0, 48.9, 46.6, 44.5, 40.8, 32.8, 20.8. HRMS (ESI+) m/z calcd for 

C31H30N5O5 [M+H]+ 552.2241, found 552.2243. 
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(S)-3-(7-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-methyl-6-oxo-7,8-dihydro-

4H-[1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)propanoic acid 7{1,7} 

 
White solid, overall yield 40 mg (48 %).  MS (ESI+) m/z calcd for C25H25N5O5 [M+H]+ = 

476,19, found [M+H]+ = 476.45. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.74 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 

7.58 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 7.38 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.29 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 6.62 (d, J = 6.1 

Hz, 1H), 5.23 – 5.07 (m, 1H), 4.79 (dd, J = 17.6, 10.0 Hz, 2H), 4.48 – 4.33 (m, 3H), 4.18 

(dd, J = 14.9, 9.8 Hz, 2H), 4.06 – 3.96 (m, 1H), 3.51 – 3.37 (m, 1H), 2.50 – 2.32 (m, 2H), 

2.27 (s, 3H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 175.9, 169.8, 155.8, 143.8, 141.5, 139.7, 

128.5, 128.0, 127.3, 125.2, 120.2, 67.6, 50.2, 49.1, 47.2, 46.2, 41.7, 34.3, 9.9. 
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(S)-2-(7-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-methyl-6-oxo-7,8-dihydro-

4H-[1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-5(6H)-yl)acetic acid 7{2,7}  

 
White solid, overall yield 77 mg (60 %).  MS (ESI+) m/z calcd for C24H23N5O5 [M+H]+ = 

462,17, found [M+H]+ = 462.46. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.74 – 7.68 (m, 2H), 7.56 

(dd, J = 6.8, 3.7 Hz, 2H), 7.45 – 7.32 (m, 2H), 7.30 – 7.16 (m, 2H), 6.88 (d, J = 5.1 Hz, 

1H), 5.27 (dd, J = 13.8, 8.7 Hz, 1H), 4.87 (d, J = 17.3 Hz, 1H), 4.73 (t, J = 17.1 Hz, 1H), 

4.43 – 4.32 (m, 2H), 4.25 (dd, J = 25.9, 17.1 Hz, 3H), 4.16 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 3.85 (d, J 

= 17.3 Hz, 1H), 2.16 (s, 3H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 172.5, 170.7, 156.0, 143.8, 

141.4, 139.6, 128.5, 128.0, 127.3, 125.2, 120.2, 67.6, 51.8, 50.0, 49.1, 47.2, 42.1, 9.8. 
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1-(3-phenylprop-2-yn-1-yl)-3-(piperidin-1-ylmethyl)piperazine-2,5-dione {8}  

 
White solid, yield 30 mg (32 %). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 7.97 (s, 1H), 7.46 – 

7.40 (m, 2H), 7.37 (m, 3H), 4.68 (d, J = 17.3 Hz, 1H), 4.22 (dd, J = 26.4, 17.0 Hz, 2H), 

3.92 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 3.82 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 2.73 (dd, J = 13.7, 3.7 Hz, 1H), 2.52 

(dd, overlapped with DMSO, 1H), 2.38 (m, 4H), 1.50 – 1.29 (m, 4H), 1.27 – 1.14 (m, 2H). 
13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 166.0, 165.7, 131.5, 128.7, 128.6, 121.9, 83.9, 83.2, 

61.3, 55.4, 55.2, 49.2, 34.9, 26.1, 23.5. HRMS (ESI+) m/z calcd for C19H23N3O2 [M+H]+ 

326.1863, found 326.1864. 
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(S)-3-(azidomethyl)-1-(3-phenylprop-2-yn-1-yl)piperazine-2,5-dione {9}  

 

Colorless oil, overall yield 30 mg (30 %). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 8.44 (s, 1H), 

7.48 – 7.43 (m, 2H), 7.40 – 7.36 (m, 3H), 4.46 (s, 2H), 4.24 – 4.20 (m, 1H), 4.14 – 4.03 (m, 

2H), 3.80 (dd, J = 12.7, 3.2 Hz, 1H), 3.60 (dd, J = 12.7, 3.4 Hz, 1H). 13C NMR (126 MHz, 

DMSO-d6) δ 164.9, 163.9, 131.5, 128.8, 128.6, 121.8, 83.7, 83.6, 54.5, 53.4, 48.6, 35.1. 

HRMS (ESI+) m/z calcd for C14H14N5O2 [M+H]+ 284.1142, found 284.1140. 
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3-methylene-1-(3-phenylprop-2-yn-1-yl)piperazine-2,5-dione {10}  

 

White solid, yield 20 mg (20 %). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 10.70 (s, 1H), 7.49 – 

7.45 (m, 2H), 7.40 – 7.34 (m, 3H), 5.31 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 4.88 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 4.50 

(s, 2H), 4.24 (s, 2H). 13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 162.5, 156.8, 134.2, 131.6, 128.8, 

128.6, 121.8, 100.4, 83.8, 83.7, 49.3, 35.4. HRMS (ESI+) m/z calcd for C14H13N2O2 [M+H]+ 

241.0972, found 241.0972. 

 



74 

 

 
 

(9H-fluoren-9-yl)methyl  ((S)-1-(((S)-1-((2-(((S)-5-((S)-1-(((S)-1-((2-amino-2-

oxoethyl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)amino)-1-oxopropan-2-yl)-6-oxo-5,6,7,8-

tetrahydro-4H-[1,2,3]triazolo[1,5-a][1,4]diazepin-7-yl)amino)-2-oxoethyl)amino)-1-

oxopropan-2-yl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)carbamate {12}  

 

White solid, overall yield 100 mg (70 %). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 8.22 (dd, J = 

10.2, 6.5 Hz, 2H), 8.16 (dd, J = 9.0, 7.1 Hz, 2H), 8.07 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.87 (d, J = 7.6 

Hz, 2H), 7.62 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.61 – 7.54 (m, 2H), 7.40 (ddd, J = 7.4, 5.1, 3.1 Hz, 2H), 

7.34 – 7.11 (m, 10H), 7.06 (t, J = 2.6 Hz, 2H), 7.06 – 6.95 (m, 2H), 5.41 – 5.35 (m, 1H), 

5.02 (q, J = 7.1 Hz, 1H), 4.88 (d, J = 17.0 Hz, 1H), 4.71 (d, J = 17.5 Hz, 1H), 4.65 (dd, J = 

12.9, 4.0 Hz, 1H), 4.36 (dd, J = 14.2, 7.1 Hz, 1H), 4.33 – 4.28 (m, 1H), 4.25 (dd, J = 14.4, 

7.5 Hz, 1H), 4.22 – 4.09 (m, 4H), 3.91 (dd, J = 16.8, 5.9 Hz, 1H), 3.82 (dd, J = 16.8, 5.8 Hz, 

1H), 3.63 (dd, J = 16.8, 6.0 Hz, 1H), 3.54 – 3.47 (m, 1H), 3.05 (dt, J = 9.8, 5.0 Hz, 1H), 2.79 

(ddd, J = 25.1, 18.2, 9.0 Hz, 2H), 2.54 (ddd, J = 9.4, 8.8, 4.9 Hz, 2H), 1.29 (dd, J = 7.0, 4.1 

Hz, 5H). 
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13C NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ 172.6, 171.3, 170.9, 170.7, 170.2, 169.4, 168.7, 155.8, 

143.7, 143.7, 140.6, 138.2, 137.4, 132.7, 131.1, 129.2, 128.9, 128.0, 127.6, 127.0, 126.2, 

125.3, 125.2, 120.1, 65.6, 55.9, 54.3, 52.3, 48.2, 48.1, 47.5, 46.5, 42.0, 41.9, 37.4, 36.7, 35.9, 

18.3, 14.8. HRMS (ESI+) m/z calcd for C49H54N11O9 [M+H]+ 940.4100, found 940.4101. 

 

 

 


