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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ac acetyl

AIBN azobisizobutyronitril

AZT azidothymidin

BA betulinovéa kyselina

BE betulin

BCL-2 rodina genti a proteint podilejicich se na kontrole apoptozy v buiikach
CcC kolonova chromatografie
DCC N,N'-dicyklohexylkarbodiimid
DCM dichlormethan

DIPEA N,N'-diisopropylethylamin
DMAP 4-dimethylaminopyridin

DMF N,N-dimethylformamid
DMSO dimethylsulfoxid

EGFR epidermalni riistovy faktor
equiv. ekvivalent

EtOAC ethylacetat

GLYM dimethoxyethan

Me methyl

MeCN acetonitril

NBS N-bromsukcinimid

Ph fenyl

ROS reaktivni formy kysliku

RVO rotacni vakuova odparka

r.t. laboratorni teplota

SREBP sterolovy regulacni element-vazebny protein
THF tetrahydrofuran

t.t. teplota tani



VEGFR

vaskularni endotelialni ristovy faktor

SEZNAM POUZITYCH NADOROVYCH LINIi

A 2780

A 431
Bel-7402
HepG2

KB
MEL-1,2,4
P388

nadorova linie lidskych ovarialnich bunék

nadorova linie epidermalnich bun¢k s abnormalné exprimovanou tirovni EGFR
nadorova linie lidskych hepatalnich bun¢k

nadorova linie lidskych hepatalnich bunék

nadorova linie lidskych bunék obsahujici sekvence papilomaviru 18

nadorova linie hlodav¢ich erythroleukemickych bunék

nadorové linie mysich leukemickych bunék rezistentnich vii¢i Menogarilu
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SOUCASNY STAV STUDOVANE PROBLEMATIKY

Extrakty pifirodnich materiali byly odpradavna vyuzivany v tradiéni medicin¢ diky
jejich Iécebnym ucinkiim. V samotném pocatku se jednalo o ndhodné objevy a tyto extrakty
byly pouzivany bez hlubsi znalosti jejich slozeni. Pozdé&ji, zejména v ndvaznosti na prudky
rozvoj analytickych metod béhem 19. a 20. stoleti, byly nalezeny konkrétni slouceniny

zodpovédné za tyto 1édebné Gidinky.!

Jednou z vyznamnych skupin biologicky aktivnich ptirodnich latek jsou terpeny,
jejichz 1é¢ivé ncinky jsou znamy napiiklad z piipravkiu pouzivanych v tradi¢ni Cinské
medicing.?

Jednou z podskupin terpent jsou triterpeny, o nichz tato prace predev§im pojednava.
Triterpeny jsou tvofeny Sesti izoprenovymi podjednotkami a ty jsou uspotadany do
polycyklickych struktury. Existuje nékolik desitek riznych skeletalnich typa polycyklickych
triterpenti. Vyskytuji se hojné v rostlinach, motskych zivo¢isich, houbach, bakteriich, plisnich
atd., ze kterych je mozné je izolovat.® Kazdy rok jsou popsany stovky novych struktur

triterpenti, které byly izolovany z rozmanité skaly pfirodnich zdroji. 24

Triterpeny maji fadu rtiznych biologickych aktivit. Jako piiklad lze uvést aktivitu
cytotoxickou, antiviralni, antimikrobialni, protizanétlivou, antimykotickou a fada dalSich.
Nespornou vyhodou téchto latek je obvykle také jejich nizka toxicita, coz znamena, ze maji

vysoky terapeuticky index, ktery je diilezity pro pouziti latek jako 1égiv. 2 > ©

Prestoze bylo popsano mnoho ptirodnich triterpend s pomémé vyznamnymi
hodnotami 1Cso, naptiklad skupina lupanovych derivati izolovanych ze stonkd Euonymus
carnosus dosahovala koncentraci ICsp az 2,77 uM % 0,45 uM na lidské bunééné nadorové linii
Bel-7402 ()", je obecn& problém s pouzitim triterpend, jako 1é¢iv. Hlavnim problémem

b&hem klinickych zkousek predstavuji nepiiznivé farmakologické vlastnosti. 3
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Obrazek 1: Lupanovy derivat (1) vyizolovany z Euonymus carnosus tymem Zhou a kol.”

V soucasné dob¢ je vénovano velké usili na vylepseni nevhodnych farmakologickych

vlastnosti a nové ptipravené slouceniny se tak mohou stat velmi G¢innym i na urovni in vivo.
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CILE DIPLOMOVE PRACE

1. Vypracovani reSerSe na téma ,,Syntéza cytotoxicky aktivnich derivati terpend s vyuzitim
click reakci“.

2. Ptiprava vychozich latek a optimalizace jednotlivych reakei.

3. Syntéza jednotlivych 1,2,3-triazolovych derivati triterpenti a nasledné testovani
cytotoxické aktivity téchto latek.
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TEORETICKA CAST

Pro odliSeni slou¢enin pfipravenych v literatuie od slou¢enin piipravenych v ramci této prace

je pouzito v prvnim piipadé Cislovani fimskymi Cislicemi a v druhém piipad¢ arabskymi.

1. Uvod do studované problematiky

Jak jiz bylo zminéno v uvodni ¢asti, tato prace pojednava o terpenech, tedy o rozsahlé
skupiné pfirodnich latek. TéméF kazdorocné jsou publikovany zcela nové struktury
izolovanych terpent z rozlicnych piirodnich zdroji tymem Hill a kol. Jednotlivé struktury
terpent jsou vzdy tvofeny izoprenovymi jednotkami (I) a vzajemné se lisi jejich poétem a

uspofadanim.*®

F

Obrazek 2: 1zopren (1)

Terpeny lze rozdélit na acyklické a cyklické. Podle poctu izoprenovych jednotek (1)

terpeny déle d¢lime na:

e monoterpeny: dvé molekuly izoprenu (1),
e seskviterpeny: tfi molekuly izoprenu (1),
e diterpeny: ¢tyfi molekuly izoprenu (1),

e triterpeny: Sest molekul izoprenu (1),

e tetrapleny: osm molekul izoprenu (1),

e polyterpeny: vyssi poéet molekul izoprenu (1).12

1.1. Triterpeny

Prekursorem vsech triterpend je nenasyceny uhlovodik skvalen (I1), jehoz enzymatickou
cyklizaci vznikaji jednotlivé skeletalni typy triterpeni. Strukturalni rtiznorodost produktd

biosyntézy je umoznéna konformaéni rozmanitosti jednotlivych prechodovych stavii.?
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Obréazek 3: Skvalen (11)8

I kdyz existuje hodné terpenoidl, z medicinalniho hlediska jsou nejvyznamnégjsi
polycyklické triterpeny. Dodnes bylo nalezeno a popsano ptiblizné 4000 triterpenoidnich
struktur. Polycyklické triterpeny se vyskytuji jak volné, tak v glykosylované formé. Tato
specificka skupina byva oznacovana jako saponiny. Déale mezi tuto skupinu latek patii tzv.
fytosteroly véetné jejich prekurzort. Fytosteroly jsou specifickou skupinou steroidnich
hormont, strukturdlné¢ odvozenych od cholesterolu, avSak bez hormonalnich biologickych

gink.

Pokud by bylo zachovéano hledisko vyznamnych biologickych aktivit, patfi mezi

nejaktivnéjsi a zdroven nejstudovanéjsi tyto triterpenoidni skupiny:

e oleanova skupina,
e ursanova skupina,
e |upanova skupina,

e damaranova skupina.®>°

Nejcastéji byvaji tyto triterpeny spojovany s biologickymi aktivitami jako jsou
antimikrobidlni, antimykotické, hepatoprotektivni, virostatické (ptedevsim anti-HIV

aktivita),% 1911 cytotoxické, antitumorové, protizanétlivé.>!! Nicméné existuje celd fada studi,

které zkoumaji dal$i biologické G¢inky téchto molekul.

1.1.1. Kyslina betulinova (111)

Kyselina betulinova, systematickym nazvem 3B-hydroxylup-20(29)-en-28-ova
kyselina (I11), je bila krystalicka latka, ve vodé nerozpustna, kterd se vyskytuje ptredevsim
v ktife stromd, je naptiklad minoritni slozkou kury biizy bélokoré (Betula pendula), po niz je
latka pojmenovana.l? Kyselina betulinova (111) se vyskytuje dale v kiife stromi rodu platan
(Platanus), dale pak v kuafe cicimku mauricijského (Ziziphus mauritiana), cernohlavku

obecném (Prunella vulgaris) a celé fady dalsich rostlin.*3
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Kyselina betulinova (111) ma vyznamné cytotoxické, antiviralni (pfedevsim anti-HIV),
antibakterialni, antimalarické, protizanétlivé ucinky.'* Jiz v roce 1976 byly popsany v praci
Trumbull a kol. cytotoxické vlastnosti extraktu z palisandru (Vauquelinia corymbosa) na
bunécnou linii lymfoidni leukemie P-388. V extraktu byly obsazeny mimo jiné i kyselina

betulinova (111), kyselina ursolova a uvaol.*

74
“,

Obrazek 4: Kyslina betulinova (111)%

V roce 1995 byla vydana kli¢ova publikace Pisha a kol., v niz byl popsén cytotoxicky
efekt na lidské melanomové bunééné linii.'> Nasledovala fada studii, které se zabyvaly tginky
kyseliny betulinové (I11) a jejich derivatd. Bylo zji§téno, ze ICso kyseliny betulinové (111)
dosahuje hodnot 0,5-1,6 pg'ml™ na bun&ené lidské myelomové linii MEL-1, 2 a 4, a zarovei
byly prokézany apoptotické vlastnosti kyseliny I11, nejen na myelomovych liniich, ale i na
neuroblastomovych bunéénych liniich a liniich non-ektodermalniho pivodu, napiiklad na
ovarialnich buitkich A2780, buiikach epidermalniho karcinomu A431 a celé fady dalsich.®
Kyselina betulinovd (111) vykazovala vysokou protinddorovou aktivitu na bunkach
glioblastomu, kde hodnoty ICsp byly niz$i nez hodnoty ICso cis platiny, vincristinu.
Nespornou vyhodou kyseliny 111 je jeji nizka toxicita vi¢i nenadorovym buné&cnym liniim;
Napiiklad pro lidské nenadorové fibroblasty HDFC bylo 1Cso=10.2+ 1.5 ugml™,

v porovnani s doxorubicinem (ICso = 0.38 pg'ml1).1°

1.1.1.1.  Mechanizmus cytotoxického ucinku

Protinadorova aktivita kyseliny betulinove (I11) je zpisobena jeji schopnosti spoustét
apoptozu Vv rakovinovych buiikdch na mitochondrialni Grovni.'® Vzhledem k unikéatnimu

mechanizmu t¢inku (popsan nize) lze kyselinu betulinovou (111) oznadit jako perspektivni pti
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piekonavani vybranych forem 1ékové rezistence. V lit.!® bylo popsano, Ze v buiky
neuroblastomové linie, rezistentni vi¢i doxorubicinu, stale vykazovaly odezvu po expozici

kyselinou I11.

Pritomnost latky 111 zplsobi, Zze dojde k poruSeni mitochondrialnich funkei, aktivaci
kaspaz a fragmentaci DNA. Mitochondrie bunék vystavenych kyseliné betulinové (I11)
vykazuji zvySeni permeability membran a nasledné uvolnéni apoptotickych faktoru, jako je
cytochrom ¢, Smac nebo AIF z mitochondridlniho mezimembranoveho prostoru do cytosolu.
Regulace permeability membrdn a wuvoliiovani proteind-apoptotickych faktort je
predpokladem zadouci cytotoxicity latek. Na iniciaci permeabilizace mitochondrialni

membrany se podili tvorba ROS po expozici kyselinou betulinovou (111).1

Krom¢ vyse uvedenych aktivit kyselina betulinovd (I11) vykazuje schopnosti
modulovat expresi proteint rodiny Bcl-2, které se podileji na regulaci vnéjs$i mitochondrialni
membrany. Proteiny rodiny Bcl-2 vykazuji jak pro- tak anti-apoptotické molekuly. Expozice
bun¢k glioblastomil, neuroblastomii a melanomii kyselinou betulinovou (111) mélo za
nasledek zvySeni regulace Bax a Bcl-Xs proteint, tedy pro-apoptotickych Bcl-2 proteint.
Navic bylo prokazano, ze spousténi apoptozy kyselinou Il je nezavislé na regulaci genem
p53 a CD95. Kyselina 111 je také modulatorem jadernych transkripénich faktord k-B, ktery je

kli¢ovym aktivatorem transkripce, jako odpovéd na stres.®

Kyselina betulinovd (I11) ma zfejm¢ i jiné mechanizmy protinadorovych ucinkd,
napiiklad inhibuje aminopeptidazu N, tedy enzym podilejicih se na regulaci angiogeneze,’
déle je schopna aktivovat selektivni proteazom degradujici transkripéni faktory Spl, Sp3,
Sp4, které reguluji expresi VEGFR.'® Dalsi schopnosti kyseliny betulinové je inhibice

topoizomerazy 1 a ovliviiovani bunééného cyklu.?

1.1.2. Betulin (1V)

Systematickym ndzvem lup-20(29)-en-3B,28-diol (1V) je bila krystalicka latka
nerozpustna ve vodé. Tento pentacyklicky triterpen se hojné vyskytuje ve vybranych druzich
dievin, a jako zdroj pro izolaci latky IV slouzi dnes predevsim biiza bélokora (Betula
pendula). V suchém stavu tvofi betulin (V) az 30 % hmotnosti kiiry bfizy, nicméné nachazi

seivmize?
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Piestoze betulin (IV) nevykazuje na rozdil od kyseliny betulinové (I11) vyznamnou
cytotoxickou aktivitu, existuji studie, které prokazaly inhibici zréni Sterolového regula¢niho
element-vazebného proteinu (SREBPS). Inhibici této drahy dochazi k sniZzeni in vivo syntézy
cholesterolu a dalSich mastnych kyselin. Betulin (1V) také vyznamné snizuje koncentrace
lipida v séru a tkanich a zvySuje citlivost na inzulin. Bylo rovnéz prokazano, Ze terpen 1V
snizuje velikost aterosklerotickych platl a zvysuje jejich stabilitu.?2 Mimoto byly ve studiich

""" 24 gehoz se v minulosti pouzivalo
v lidovém 1é¢itelstvi. Extrakty z kury stromi s obsahem betulinu (1V) byly aplikovany jako

prevence, ale i pfi podrazdéni kiize.?

Obrazek 5: Betulin (V)%

Déle existuji studie zabyvajici se antiparazitarnimi vlastnostmi betulinu (IV) se
schopnosti inhibice topoizomerazy,?® coz je zadouci predev§im u paraziti rezistentnich na
chemoterapii. Pro vyzkum nasi skupiny jsou zasadni primarné¢ jeho vlastnosti

protinadorové,*® 27 kdy je nutno poznamenat, Ze ze dvojice betulin (1V) a kyselina betulinova

------

I ptes vyse zminované studie biologickych tc¢inki betulinu (1V), v soucasnosti se jako
1€k nepouziva, v malém méfitku se jim jako pomocnou latkou impregnuje obvazovy material.

Modifikaci struktury betulinu (1V), Ize ziskat aktivngjsi derivaty.?

1.2. Huisgenova 1,3-dipolarni cykloadice

Jedna se o reakci, publikovanou v roce 1963 prof. R. Huisgenem, mezi azidem a alkynem
za vzniku heterocyklickych 1,2,3-triazolti. Ackoliv neni azido- skupina nejreaktivnéj$im 1,3-

dipolem, byva Casto preferovdna diky relativnimu minimu nezadoucich vedlejSich reakci a
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zaroven diky relativné dobré stabilit¢ azidu, s ohledem na zbytek molekuly, v typickych
reak¢énich podminkach. Vzhledem k nedostatku reaktivity elektronové chudych alkyni a

vedlej$im eliminaénim reakcim je nezbytna katalyza.?%°

1.2.1. Cu(l)-katalyzované azido-alkynova cykloadice

Jednou z moznosti je katalyza Cu(l). Cykloadice za podminek této analyzy probiha
vyhradné s terminalnimi alkyny. Ke katalyze 1ze pouzit Cu(I) z komeréné dostupnych zdroju
jako je Cul, CuBr, anebo lze pfipravit Cu(I) in situ redukci z Cu(ll). Tato varianta je
vhodnéjsi a byla pouzita i pro katalyzu cykloadici v rdmci této diplomové prace. Katalyza
Cu(I) umoziuje vznik komplexu méd-azid-acetylid, jehoz cyklizaci vznikaji

1,3-substituované triazoly.*

Pravé druh katalyzy ovlivni i polohu substituce vznikajiciho triazolu, naptiklad pti pouziti
Ag(l) katalyzy poskytuje 1,4-subtituované triazoly®® a katalyza rutheniem umoziiuje

vzniknout 1,5-triazolim.32

1.3. Lupanové triterpeny obsahujici 1,2,3-triazolové substituenty

V rédmci této diplomové prace byla zkoumana problematika modifikaci betulinové
kyseliny (111) a betulinu (1) pomoci azido-alkynové Huisgenovy cykloadice.

Prvni publikace, zabyvajici se problematikou aplikace click reakci na terpenovy skelet,
pochazi z roku 2012, kdy 1. D. Bori a kol. pfipravili zcela nové latky. Ty se skladaly
z fragmentl lupanového triterpenu (bevirimatu) a AZT spojenych pravé pomoci triazolu.
Modifikace byla provedena v poloze C-3 nebo C-28 terpenu. Touto cestou piipravené
derivaty vykazovaly anti-HIV tG¢inky na Urovni vychozich molekul (AZT a bevirimatu).
Biologické experimenty byly méfeny na bunééné linii MT-4, jenz byla infikovana HIV-1nis-3
virem a biologické testy potvrdily vysoké hodnoty ECso a CCso. Nejvyssich hodnot ECsg,

CCso a jejich vzajemného poméru dosahovala nize uvedena latka V%3
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Obrazek 6: Molekula vznikla spojenim AZT a bevirimatu (V)33

V publikaci®® byla naznaéena zcela novd a vysoce potencionalni cesta modifikaci
triterpenovych skeletii. Pomoci metody spojovani dvou molekul skrze triazol s vyuzitim click
reakci je mozno velmi jednoduSe a s vysokymi vytézky prtipravit rozsdhlou $kalu novych
latek. Nespornou vyhodou metody je zejména jeji nezavislost na velikosti spojovanych
molekul, na jejich povaze a nizké naroky na reakéni podminky cykloadice. Tedy tato metoda
nabizi moznost takika jakychkoliv modifikaci terpenového skeletu cykloadici
substituovaného 1,2,3-triazolu.

Pristup tzv. hybridizace farmakofori, v némz jsou dvé biologicky aktivni slozky
kovalentné spojeny a jsou dostupné jako jedna hybridni jednotka, se ukazal jako velmi
perspektivni pifi vyvoji novych biologicky aktivnich latek. Vyhodou tohoto pfistupu je cilena
eliminace nezadoucich vlastnosti jednotlivych molekul, zarovenl v§ak vyslednd latka mulze

vykazovat vyznamné biologické uginky.3*

Tymem Bori a kol. byly popsany vyznamné anti-HIV aktivity vyslednych molekul (napf.
V),* jelikoz se v lit. vyskytovaly studie o i protinidorové aktivité AZT ve vhodné kombinaci
s dal3i latkou s protinadorovou aktivitou, jako byl 5-fluorouracil, cis-platina, paclitaxel, 33
fada tymid se zabyvala otazkou, zda by bylo mozZzné pfipravit za pouziti Huisgenovy

cykloadice latku, ktery by vykazovala také protinadorovou aktivitu.

V roce 2014 byla publikovana studie tymu Dang Thi a kol., v niz byly syntetizovany nové
molekuly vzniklé spojenim triterpenu a AZT skrze triazol s cytotoxickymi vlastnostmi.3**
Modifikace byla provadéna v poloze 28 triterpenového skeletu. Karboxylova skupina
triterpenu reagovala propargylbromidem nebo propargylaminem, vzniklé latky VI, 1X byly

podrobeny cykloadici s AZT (Schéma 1, Schéma 2).

19



V lit3* byly popsany ester-triazoly kyseliny betulinové, ursolové, oleanolové,

dikarboxylové kyseliny izolované z Schefflera octophylla a karboxylové kyseliny izolované z

Acanthopanax trifoliatus. Latky byly testovany na nadorovych liniich Hep-G2 a KB, jako

Schéma 1: Piiklad syntézy ester-triazolu kyseliny betulinové (VI1):3*
a: 2,0 equiv. propargylbromid, 2,0 equiv. Cs,COs, DMF:THF 1:1, 4-6 hod.;
b: 0,8 equiv. AZT, 0,2 equiv. Cul, t-BuOH, 70°C, 12 hod.

Publikace®® téhoz tymu byla zaméfena na amido-triazoly Kkyseliny betulinové,
ursolové, kysliny izolované z Acanthopanax trifoliatus a bevirimatu. Stejné jako v predeslé
studii byly latky testovany na nadorovych liniich Hep-G2 a KB. Ve studii byly pfipraveny
latky jak svolnou hydroxylovou skupinou v poloze 3 triterpenového skeletu, tak i latky
acylované (napi. VIII), hodnoty ICso acylovanych molekul amido-triazoli byly podstatné

v

4,6 uM na linii KB a 5,9 pM na linii Hep-G2 (Schéma 2).%
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Schéma 2: Piiklad syntézy amido-triazolu acylované kyseliny betulinové (X):*

a: 2,0 equiv. mehyl 4-chloro-3-oxo-butanoate, 1,1 equiv. EtsN, 0,2 equiv. DMAP, CHxCl>, rt, 24 hod.;
b: 1,5 equiv. propargylamine , 1,5 equiv. DCC, 1,5 equiv. HOBt, 2,0 equiv. DIPEA, rt, 12 hod,;

c: 0,8 equiv. AZT, 0,2 equiv. Cul, t-BuOH, 70 °C, 12 hod.

1.3.1. Lupanové triterpeny obsahujici 1,2,3-triazol v poloze C-30

V literatufe jsou popsany i piipady, kdy byla cykloadice provedena na C-30 triterpenu.
Tolstikov a kol. publikovali vroce 2013 studii ve které byly modifikace provedeny na
struktui'e betulinové kyseliny (111) a betulinu (1V).%¢37
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V ¢lanku®®3’ byl publikovan postup, v némz nebyl pouzivan volna betulinova kyselina
(111) a volny betulin (1V), nybrz vychozi latky mély ochranény hydroxylové skupiny pomoci
acetylu v piipadé¢ betulinu, molekula XI, a pomoci acetylu na C-3 a methylesteru karboxylové
kyseliny v poloze 28 pro betulinovou kyselinu, molekula XII. Takto ochranéné vychozi latky
(X1 a XIlI) byly podrobeny bromaci za pouziti N-bromsukcinimidu (NBS) za vzniku
bromderivatia XIIl a XIV, nasledné¢ byla bromova skupina substituovana azoskupinou za
vzniku XV a XVI. Azidy XVI a XV reagovaly se vhodné substitovanymi alkyny za podminek
Huisgenovy 1,3-dipolarni adice. Nasledné byly odStépeny protekéni acetylové skupiny

alkalickou hydrolyzou.3¢37

Touto cestou bylo pfipraveno celkem Sest 1,2,3-triazolovych derivatia XVII-XXII 36

R = CH,OAc (XI) R = CH,OAc (XIll) R = CH,OAc (XV)
R = COOMe (XII) R = COOMe (XIV) R = COOMe (XVI)
NQN

/
N\)\
A

,’-

XVII - XXI

Schéma 3: a: NBS, CCl4, 20 °C; b: NaNs;, MeCN, var; c:
50 °C; d: 4 M NaOH, MeOH, THF, 20 °C, 24 h

== Ry, CuSO45H,0, AscNa, DMF,
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Cislo ldtky R R1
XVII COOMe CH,OH
XVIHI COOMe Ph

X1X COOMe pyridin-2-yl
XX CH,OH CHOH
XXI CH,OH Ph

XXII CH:OH pyridin-2-yl

Tabulka 1: Lupanové triterpenoidy obsahujici 1,2,3-triazol pFipravené tymem Tolstikov a kol.*®

Nicméné cykloadice byly provedeny prozatim pouze s nékolika substituenty a pifedevsim

nebyly studovany biologické Gi¢inky téchto latek.>®

2. Priprava vychozich slou¢enin

Tato prace pojednava o ptipravé derivatd betulinu 1 a kyseliny betulinové 2
modifikovanych v poloze 30 substituovanym triazolem, syntéza byla provadéna podle

obecného reak¢niho schématu (Schéma 4).

[ Aldehyd (acetyl-BE (3a))] = [H ydroxyderivat (acetyl-BE (3b))}

| ¥

Betulin (BE) (1) = Acetyl- (BE (3), BA (4)) = Bromderivat
Kyselina betulinova (BA) (2) Silylether- (BE (5), BA (6)) (BE (7.,9), BA (8,10))

{

1,2,3-triazol Azid
(15-35) ~ (BE (11,13), BA (12,14))

Schéma 4: Obecna piiprava 1,2,3-triazolii triterpenii pomoci Huisgenovy cykloadice
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2.1. Protekce hydroxylovych skupin v polohach 3 a 28

Z betulinu (1) a kyseliny betulinové (2) byly nejdiiv piipraveny pfislusné acetaty 3 a 4.
Jako prvni protekéni skupina byl vybran acetyl, vzhledem k jeho dostupnosti a pouziti pfi
purifikaci surového betulinu (1) a kyseliny (2). Acetaty byly pfipraveny reakci vychozich

alkoholt s acetanhydridem v pyridinu dle ovéfeného postupu z nasi laboratoie.

Déle byly piipravené silylované prekurzory 5 a 6. S ohledem na to, ze nckteré cilové
molekuly by mohly vyzadovat mirn¢j§i podminky deprotekce nez acetaty, byla zvolena
alternativni chrénici skupina - trifenylsilylova. Trifenylsilyl chlorid (PhsSiCl) byl pouzit
v nadbytku, reakce probihala v pfitomnosti imidazolu a DMF, jako rozpoustédla. Zatimco pro
protekci betulinu (2) bylo potieba pouzit 3,5 equiv. PhsSiCl a reakéni teploty 50 °C, protekce
kyseliny betulinové (3) probihala za laboratorni teploty se 1,5 equiv. PhsSiCl, zvySeni teploty

bylo nezadouci a vedlo ke vzniku silylesterti v poloze 28.

Piipravené acetaty 3 a 4, 3,28-bis(trifenylsilyl)-betulin (5) a 3-trifenylsilylbetulinova
kyselina (6) byly dale pouzity v pfipravé bromderivatd 7 - 10 (Schéma 5, 6 a 7). Chranéné
terpeny byly acetylovany v allylové poloze pomoci N-bromsukcinimidu (NBS). Tuto reakci je
mozné provést i s nechranénymi terpeny, ale v tom piipadé byly izolovany obvykle nizké
vytézky produktu. Také proto bylo nezbytné ochranit volné hydroxylové skupiny v polohach
3 a 28 betulinu (1) a v poloze 3 u kyseliny betulinové (2).
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74
,

—
Ph
R = CH,OH (1) H, S/,/Ph
R = COOH (2) R= 7O -5, @

R = COOH (6)

Schéma 5: a: Ph3SiCl, imidazol, DMF

2.2. Allylova bromace
2.2.1. Bromderivaty 7 a 8

30-bromderivaty 7, 8 byly piipraveny radikalovou substituci za pouziti NBS, jako
bromaé¢niho ¢inidla, v CCls (Schéma 6). Literatura® uvadi, ze bromace analogickych
terpenickych derivati probihala za laboratorni teploty, nicméné pii pouziti téchto podminek
byla reakéni doba neumémné dlouha a majoritni Cast vychozi latky (3,4) zlstala
nespotiebovana. Proto byly podminky optimalizovany a jako vhodné se ukazalo pozvolné
zvySovani reakéni teploty z laboratorni teploty na 50 °C po 1 hod. michani reak¢éni smési a
nasledné po 3 hod. byla teplota opét zvySena az na 77 °C. Pfi této teploté jiz byla reakcni
rychlost dostate¢na a celkovy ¢as bromace se pohyboval v rozmezi 4,5 — 5,0 hod. Problémem
se vsak stal vznik vedlejsiho produktu reakce, ktery byl $patné oddélitelny pomoci kolonové
chromatografie a to predeviim ve vétsich mnozstvich. Podle *H NMR spektra bylo mozné
urcit, Ze tato necCistota obsahuje brom v poloze 29. Vytézky reakci se proto pohybovaly okolo
50 %.

Vzhledem k radikalovému mechanismu reakce bylo mozné ovlivnit jeji prubéh
latky snizil mnozstvi vzniku vedlejsiho produktu a zaroven doslo i ke zkraceni reakéni doby.
Nicméné ani pii pouZziti AIBN nebylo mozno zcela eliminovat vznik nezddouciho vedlejsiho

produktu. Vytézky allylové bromace za téchto podminek proto byly az 75 %.
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Br

L

AcO AcO

Z
~
-z

R = CH,OAc (3) R = CH,0Ac (7)
R = COOH (4) R = COOH (8)

Schéma 6: a: NBS, AIBN, CCls, 20 °C, 50 °C, 77 °C, 3,5-4 hod.

2.2.2. Bromderivaty 9 a 10

.....

mensimu obsahu vedlejSich produktd byla allylova bromace silylovanych vychozich latek 5 a
6 provadéna pouze s piidavkem AIBN. (Schéma 7) Obdobné jako u piipravy latek 7 a 8
doprovazel allylovou bromaci silylovaného betulinu 5 a kyseliny 6 vznik vySe popisovaného
nezadouciho produktu. Jelikoz ale vznikal pouze v omezeném mnozstvi, bylo jej mozné

odd¢lit pomoci béznych chromatografickych metod. Vytézky dosahovaly az 93 %.
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%Z/,
%,

Ph Ph
H, I.,Ph H, I,,Ph
R= _C\O/SI\Ph (5) R= _C\O/SI\Ph )
R = COOH (6) R = COOH (10)

Schéma 7: a: NBS, AIBN, CCls, 20 °C, 50 °C, 77 °C, 5,2-5,5 hod.

2.3. Priprava azidi nukleofilni substituci

V dal$im kroku byly ptipraveny vychozi latky pro Huisgenovu 1,3-dipolarni cykloadici, a
to azidy betulinu 11 a 13 a betulinové kyseliny 13 a 14.

2.3.1. Azidy1la12

Literatura® uvadi, 7e substituce bromu azidovym aniontem probihd pomoci s
nadbytkem NaNs v prostiedi acetonitrilu (MeCN) za varu. Latky 11 a 12 byly pfipraveny dle
publikovaného postupu.® Oproti literatuie® bylo vsak k piipravé latek 11 a 12 pouzito
mensiho nadbytku NaNs (1,5 equiv.) a byla zkrécena i doba reakce ze 24 hod. na 16 hod pro
latku 11 a 20 hod. pro latku 12. Nukleofilni substituce brom- skupiny probihala témét

kvantitativné. (Schéma 8)

Azidy 11 a 12 vykazovaly pomémé vysokou stalost. Oproti jinému terpenickému
azidu, 2-azidoallobetulonu, ktery se téméf okamzité rozklada v piitomnosti protického
rozpoustédla za laboratorni teploty,® dochézelo k ¢aste¢nému rozkladu 11 a 12 v protickych

rozpoustédlech az v fadu dnd.
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AcO

2

2
Z
-z

R = CH,OAc (7) R = CH,OAc (11)
R = COOH (8) R = COOH (12)

Schéma 8: a: NaNs, MeCN, var, 16 hod. (11), 20 hod. (12).

2.3.2. Azidy 13 a 14

Slou¢eniny 13, 14 byla piipravena dle postupu Antimonova a kol.*®, tedy pomoci
NaNs v prostiedi acetonitrilu za varu. Pro pfipravu azidu 14, na rozdil od ptipravy latky 11,
bylo potieba pouzit vétsiho nadbytku NaNz (1,8 equiv.) a prodlouzit reak¢ni ¢as na 24 hod.
(Schéma 9) Reakce probihala s vytézky az 77 %.

Problémem byla $patnéd rozpustnost vychozi latky 10 v acetonitrilu za horka, zvIaste
pak pii vétsich navazkach dochazelo k ¢asteénému nezreagovani vychozich latek. Nicméné

sonifikaci reak¢éni smési byl tento problém eliminovan.

Vzhledem k nepolarnimu charakteru latky 13 nastal problém s nedostate¢nou
rozpustnosti v MeCN. Reakce probihala za vzniku malého mnozstvi azidu 13 a vétSina

vychozi latky 9 zistala nezreagovana. Proto byly reakéni podminky dale optimalizovany.

Jako dalsi aprotické rozpoustédlo byl vybran THF, nicméné reakce probihala pomalu a
i pfes zvySeni reak¢ni teploty na 45 °C, poskytla pouze nizky vytézek. Dale byla substituce
provadeéna v dioxanu, ke vzniku azidu 13 dochazelo jiz za laboratorni teploty, ale vznik azidu

13 byl doprovazen i tvorbou nékolika dal§ich nezadoucich produkta.

Po sérii experimenti byl jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo pouzivan DMSO. Reakce
probihala jiz za laboratorni teploty za pouziti stejného nadbytku NaNs, jako u latky 14.

Nicmén¢ bylo nutné prodlouzit reakéni ¢as na 36 hod., pii pokusech o zvyseni reakéni teploty,
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jelikoz pii zahievu reak¢éni smési jiz na teplotu 50 °C dochazelo k rozkladu vychozi latky 9.

Vytézky reakce dosahovaly primérné 75 %.

?//l/
“,

Br

Ph

H, | _Ph
- _C\O/SI\Ph (13)

R =COOH (10) R = COOH (14)

Schéma 9: a: NaNs, MeCN, var, 24 hod (14); NaN3, DMSO, rt, 36 hod (13).

2.4. Aldehyd 3a a hydroxyderivat 3b

Jak jiz bylo uvedeno ve Schéma 4, zavadéni bromu do polohy 30 triterpenu bylo stézejni
reakci pro piipravu vychoziho materialu pro tuto diplomovou praci. Mimo radikélove allylové
bromace byla provadéna také alternativa nepfimé bromace a chlorace substituci nukleofilni.
(Schéma 10)

V prvnim kroku byla oxidovana methylova skupina v poloze 30 latky 3 za pouziti
nadbytku SeO, v GLYM za varu za vzniku aldehydu 3a. Vytézky reakce se pohybovaly okolo
65%. (Schéma 10)

Nasledn¢ byla aldehydova skupina redukovana pomoci NaBHs v DCM za laboratorni
teploty. Redukce probihala s vysokymi vytézky a to az 72 %. Reakcei piipraveny alkohol 3b

byl nasledné podroben substitucim s vybranymi halogena¢nimi ¢inidly. (Schéma 10)

K substituci byl pouzit nejprve PBrs, nybrz ocekavana latka 7 wvznikala pouze
V minoritnim mnozstvi a zlepSeni vytézka reakce nepfinesla ani optimalizace podminek. Jako
dalsi mozna se jevila varianta zavedeni chloru do polohy 30 substituci hydroxy- skupiny latky

3b pomoci SOCI2 za vzniku latky 3c. Nicméné pii pouziti tohoto chlora¢niho ¢inidla
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dochéazelo k vzniku celé fady nezadoucich produktii a vytézky reakce byly tudiz zanedbatelné.
(Schéma 10)

Vzhledem k tomu, Ze mezitim se podafilo optimalizovat allylovou bromaci pomoci NBS,

nebyla tato nepfima halogenace nukleofilni substituci jiz dale rozvijena.

OAc

(3) (3a)

OAc

OAc \

X =Br (7) (3b)
X=Cl (3c)

Schéma 10: a:SeO,, GLYM, var, 24 hod.
b: NaBH4, DCM, rt, 2 hod.
c: PBr3, DCM, rt —var, 24 hod. (7); SOCl,, DCM, rt — var, 24 hod. (3c)

3. Vysledky a diskuze

Cilem této diplomové prace byla piiprava betulinu a betulinové kyseliny obsahujici
v poloze 30 substituovany 1,2,3- triazol pomoci Huisgenovy cykloadice, patiici mezi skupinu

tzv. click reakci.
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3.1. Cykloadice azidu a terminalniho alkynu

Literatura® popisuje cykloadice provadéné na molekulach latky XV a XVI. Jako
terminalni alkyn do reakce vstupoval propargylalkohol, fenylacetylen a 2-ethynylpyridin.

Vzhledem Kk vys§im vytézkim reakce, a zaroven i dostupnosti vychozich latek pro
katalyzu, byl Cu(l) i vtéto diplomové praci piipravovan in situ ze CuSO4.5H.0 a L-
askorbanu sodného, jako reduk¢niho ¢inidla. Pouzivano bylo vzdy 0,5 ekvivalentu
CuS04.5H,0 a L-askorbanu sodného. Reakce obvykle probéhla s jednim ekvivalentem azidu
a alkynu v DMF. (Schéma 11) Reakce vykazovala téméf kvantitativni prabéh jiz za
laboratorni teploty s vyjimkou cyklopentenylacetylenu. Vytézky cykloadic dosahovaly
vytézkl az 88 %. Piehled piipravenych latek je uveden v Tabulce 2.

/////

R; = Ac (11,12) R, = CH,0Ac (11)
R, = COOH (12)
/Ph
Ry = —Sl\;:h (13,14) —~
Ro=  o0-si—pnh (13)
AY
Ph
R, = COOH (14)
Schéma 11: c: =—— Rs, CuS04+5H,0, L-akskorban sodny, DMF
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KYSELINA
BETULIN B
BETULINOVA
Rs
R =Ac R, = Ph3SI R: =Ac R, = Ph3SI
@ 15 NS 25 29
CHO
O 16 19 26 NS
@ NS 20 27 30
4<:| NS NS 28 31
N=—
\ / 17 21 NS 32
—N
\ / 18 22 NS 33
/
N NS 23 NS 34
\
NH,
/ NS 24 NS 35

Tabulka 2: P¥ehled syntetizovanych triazolovych derivati, v tabulce jsou jejich &isla, NS znamena, Ze ten
konkrétni derivat dosud nebyl syntetizovan nebo k nému zatim nejsou doméfena spektralni data.

Bylo zaznamenano, Ze vznik nezédoucich produkti eliminovalo potfadi, v némz se
pfidavaly jednotlivé reaktanty. Podstatné bylo pfidat terminalni alkyn az do roztoku, ktery
obsahoval zredukovany Cu(l). K roztoku azidu v DMF byla teda pfidana navazka 0,5 equiv.
CuS04.5H20, poté 0,5 equiv. mnozstvi L-askorbanu sodného. Roztok byl michan tak dlouho,
dokud zredukovany Cu(I) nezbarvil reakéni smés zelen€. Doba této redukce byla pfiblizné 5

min. Az potom bylo mozné piidat alkyn.
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Pro vétsi prehlednost byly shrnuty konkrétni experimentalni podminky do tabulky
(Tabulka 3). Nicmén¢ lze obecné poznamenat, ze jak betulin, tak betulinova kyselina,
obsahujici PhsSi protek¢ni skupiny vyzadovala delsi reakéni ¢as a 2 equiv. nadbytek alkynu.
Zvysovani reakéni teploty vedlo ke vzniku necistot, byt v malém mnozstvi, proto byla

zvolena moznost del$iho reakéniho ¢asu.

Zejména pii priprave triazold substituovanych fenylkarbaldehydem bylo nutné dodrzet
potadi, pokud by byl totiz 2-ethylylbenzaldehd ptidan do nehomogenni reakéni smési, mohlo
dojit k ¢aste¢né redukci aldehydické skupiny. Delsi stani na vzduchu pak zptsobovalo oxidaci

této aldehydické skupiny.

Jako vhodné zpracovani reakce bylo zvoleno vysrazeni produktu v ledové drti. Vedlo
nejen k odstranéni DMF, nybrz i k ziskani tuhé sypké latky. I kdyz byly provedeny i
experimenty, pfi nichZ byla reakéni smés vlita do vody, pouziti ledové drti bylo vhodng;jsi,
jelikoz vedlo ke vzniku o poznani hrubsi srazeniny. Ledova drt’ byla také v nékterych
ptipadech okyselena pomoci HCI na pH % 3. Tuto variantu bylo mozné pouzit zejména pro
triazoly betulinu a betulinové kyseliny obsahujici acetatové protekéni skupiny, ale pouze
Vv ptipadé, pokud pouziti okyselené drti nemohlo vést ke vzniku rozpustnych soli. Vyhodou

této metody bylo predevsim ziskani produktu s niz§im obsahem necistot.

Vzdy byla nutna purifikace CC. Vzhledem k rozdiliim polarit vychozi latky a produktu

byla pomérné €asto pouzivana gradientova eluce, kterd zajistovala rychlejsi pritbeh separace a

vvvvv

Struktura vyslednych produktil byla uréena na zakladé spektralnich dat. V H NMR
spektru je u vSech sloucenin patrné zachovani zakladnich signaldi terpenického skeletu,
zejména péti singleti methylovych skupin pii 6 0.60 az 1.00 ppm (3H), dale signal pro
skeletalni vodik H-19p pti 6 okolo 3 ppm, ktery se n€kdy objevuje jako triplet dubleti, jindy
jako triplet a nekdy jen jako rozsifeny singlet, coz svéd¢i o dynamickém procesu v okoli
kruhu E, patrné rotace nového substituentu. Déle se u vsSech sloucenin objevuje
charakteristicky signal, dublet dubletd pro H-3a, ktery se u acetylovanych terpenti pohybuje
okolo & 4.5 ppm a u silylovanych derivati pti 6 3.30 ppm a signaly vodika dvojné vazby H-29
prokE a H-29 proZ, jejichz posun 6 je mezi 4.5-5.0 ppm a zavisi vyrazné€ na struktuie nového

substituentu v poloze 30. Acetylované derivaty maji piislusné singlety acetatovych methyla
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pti 8 2.0 — 2.1 ppm, trifenylsilylované derivaty maji signaly fenylovych skupin v aromatické
oblasti. Fakt, ze doSlo k substituci v poloze C-30 terpenického skeletu je prokazan tim, ze
zmizel typicky singlet (3H) methylové skupiny C-30 v sousedstvi dvojné vazby pii 6 1.65
ppm a misto tohoto signalu se objevil dublet (2H) pii & 4.0 — 5.0 ppm. Pfitomnost triazolu
v novych strukturach dokazuje ptfitomnost nového singletu v aromatické oblasti (1H pfi o
mezi 7.5 ppm a 8.5 ppm v zavislosti na substituentu). Konkrétni substituent na triazolovém
kruhu je pak potvrzen u kazdé nové slouceniny pritomnosti charakteristickych signala pro
tento substituent ve vypisech v experimentalni ¢asti. VSechny slouceniny byly dany na
zméfeni HRMS a specifické optické otacivosti, ale vzhledem k velkému mnozstvi vzorka

vysledky doposud nebyly dodany.
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R; BETULIN KYSELINA BETULINOVA
=/ Cislo Ri1=Ac Cislo R1=PhsSi Cislo R1=Ac Cislo R1=PhsSi
1: 1 equiv, DMF ) )
1:1 equiv, DMF 1:1 equiv, DMF
= 15 rt, 22 hod.; - - 25 29
rt, 22 hod.; rt, 26 hod.,
50°C, 5 hod.,
CHO 1:1eq., DMF
1:2eq., DMF 1:1eq., DMF
16 rt, 20 hod. 19 26 - -
= rt, 28 hod. rt, 20 hod.
50°C, 4,5 hod
1:2eq., DMF 1:1equiv., DMF 1:1equiv., DMF
= - - 20 27 30
rt, 28 hod. rt, 20 hod rt, 24 hod
1:1 equiv.; DMF 1:1equiv.; DMF
= - - - - 28 31
rt, 26 hod 50°C, 48 hod
N= 1:1equiv., DMF 1:2eq., DMF 1:1equiv., DMF
= 17 21 - - 32
\ / rt, 16 hod. rt, 30 hod. rt, 22 hod.
=N 1:1eq., DMF 1:2eq., DMF 1:1eq., DMF
= 18 22 - - 33
\ / rt, 16 hod. 50 °C, 30 hod. rt, 22 hod.
— N/ 1:1 equiv, DMF 1:1 equiv, DMF
\ - - 23 - - 34
rt, 36 hod.; rt, 28 hod.;
NH, 1:1 equiv, DMF 1:1 equiv, DMF
- - 24 - - 35
= rt, 38 hod.; rt, 32 hod.;

Tabulka 3: Podminky cykloadice azidu triterpenu a alkynu




4. Cytotoxicka aktivita pripravovanych sloucenin

Veskeré piipravené piipravené latky, tedy jak vychozi latky, tak 1,3-disubtituované 1,2,3-
triazoly budou testovany na cytotoxické vlastnosti na pracovisti doc. MUDr. Mariana
Hajdticha, Ustavu molekularni a translaéni mediciny Lékatské fakulty Univerzity Palackého v
Olomouci. Latky budou nejprve podrobeny odstépeni acetylovych nebo trifenylsilylovych
protek¢nich skupin v polohach 3 a 28 za pouziti standardnich postupli. Posléze budou latky
testovany. Experimenty budou provadény zejména na CEM liniich akutni lymfoblastické
leukémie, jako pozitivni kontrola bude pouzita kyselina betulinova. Dle dosazenych vysledka

budou déle zvazeny dalsi dopliujici experimenty na odliSnych naddorovych liniich.



5. Zavér

V ramci této diplomové prace byly pfipravovany v poloze 4 substituované 1,2,3-triazol-1-
yl-terpeny. K eliminaci nezadoucich reakci, a to béhem bromace ptredevsim, byly nejprve
ochranény volné hydroxylové skupiny. Jako protekéni skupiny byly zvoleny Ac a PhsSi
skupiny.

Pii pfipravu vychozich azidi bylo nutné nejprve pfipravit reaktivni 30-brom- betulin a
betulinovou kyselinu, jako nejvhodnéjsi moznost byla zvolena piima radikalova substituce,
k niz bylo pouzito ¢inidlo NBS. Dale byla brom- skupina substituovana za pouziti NaNas.
Bé&hem ptipravy vychozich latek bylo celkem piipraveno 12 latek, z nichz bylo 10 doposud
nepopsanych a 2 latky byly jiz posany v literatute.

Nasledné byly provadény cykloadice azidi terpend a terminalnich alkynt za katalyzy Cu(l).
Celkem bylo pfipraveno a specifikovano 22 latek 1,2,3-triazolu, z nichz bylo 20 zcela novych

a 2 byly jiz popséany v literatute.>®

Veskeré ptipravené latky budou po odstépeni protek¢nich skupin testovany na cytotoxické

vlastnosti.
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EXPERIMENTALNI CAST

1. Obecné podminky experimentalni ¢asti

Monitorovani priabéhu reakci a ¢istoty produkti byl provadén pomoci TLC na hlinikovych

foliich TLC Silica gel 60 F254 (Merck). Jako mobilni faze slouzily:
A. Hexan /EtOAc

1:1
2:1
3:1
4:1
51
10:1
B. Cyklohexan / EtOAc

a. 1:2
b. 1:1
c. 2:1

C. Hexan/ toluen

a. 11
b. 4:1

D. Hexan

hD OO0 OoT

Po vyvolani v piislu$né soustavé mobilni faze byly skvrny latek detekovany pomoci UV
zateni pti vinové délce 254 nm, a posléze byly vizualizovany postiikem 10 % roztokem

H>S04 a zahfevem na 200 — 220 °C.

Purifikace latek byla zpravidla provadéna kolonovou chromatografii. Jako pevna faze byl
pouzivan Silikagel 60, high-purity grade, 40 — 63 um (Fluka), slozeni mobilni faze je popsano

u jednotlivych experimentt.
Odpatovani rozpoustédel bylo provadéno na RVO Rotovapor R-210 (Blchi).
Ptipravené latky byly analyzovany pomoci metod NMR, IR a stanoveni teploty tani.

Meéfteni spekter *H bylo provadéno na piistroji JEOL s frekvenci 500 Hz v roztoku CDCls
za laboratorni teploty. Jako vnitini standard byl pro *H spektra pouzit TMS. Posuny piki ve
'H spektrech byly referencovany vii¢i posunu p¥itomného zbytkového rozpoustédla CHCls, a

to 7,27 ppm. Hodnoty namétenych interakénich konstant a posunt byly stanoveny dle analyzy
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prvniho fadu a veskeré hodnoty byly rovnéz zaokrouhleny. Hodnoty interak¢énich konstant
byly zaokrouhleny na jedno desetinné cislo a hodnoty posunii na dvé desetinna Ccisla.

Zpracovani dat spekter bylo provedeno v programu JEOL Delta v5.0.2.

IR spektra byla méfena na FTIR spektrometru Nicolet iZ10 (Thermo Scientific) a
zpracovani dat ze stfedni oblasti (400 — 4000 cm™), bylo provedeno v programu OMNIC 8.3.

Mg¢feni teplot tani bylo provedeno v bodotavku PHMK 78/1586 (VEB Analytik Dresden)

bez provedeni korekce.

Poznamka Kk ¢islovani vzorci v experimentalni ¢asti: Pro terpenickou ¢ast molekul je
pouzito standardni ¢islovani dle pravidel steroidniho a terpenického nazvoslovi. Pro
substituenty je pouzito ¢islovani carkovanymi ¢isly, triazol ma ¢isla 1°-5” a déle substituent na
ném ma nejnizsi Cislo u atomu, kterym je k triazolu pfipojen. Prestoze to neni spravné
¢islovani dle IUPAC, bylo zvoleno z divodu srozumitelnosti interpretovanych signali v
NMR spektrech. Pro ndzornost je u experimentii, kde by mohly byt nejasnosti, vzdy

odislovana struktura.

2. Obecné postupy zpracovani reakénich smési

A. Reakéni smés byla nalita do 8 — 10 nasobku vody, a posléze byla extrahovana do
EtOAcC, spojené organické podily byly promyty vodou a vysuseny bezvodym MgSQa.
Po odfiltrovani MgSO4nH20 bylo rozpoustédlo odpateno na RVO.

B. Reak¢ni smés byla nalita do 8 — 10 nasobku vody. Poté byl pfidan CHCls, kterym
byla organickd faze opakované extrahovana. Spojené podily organické faze byly
promyty vodou a su$eny bezvodym MgSOa. Po odfiltrovani pevného hydratu MgSOa
bylo rozpoustédlo odpafeno na RVO.

C. Reakéni smés byla nalita do 5 nasobku ledové drti, po vysraZeni produktu a roztati

ledu byl produkt zfiltrovan a vysusen v exsikatoru.
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3. Priprava vychozich latek

3.1. Protekce pomoci PhsSiCl

3.1.1. Priprava 3,28-bis(trifenylsilyl)-betulinu (5)

Do roztoku betulinu (1) (5,00 g, 11,3 mmol) v DMF (80 ml) bylo za laboratorni
teploty ptidano 3,5 equiv. imidazolu (2,69 g, 39,6 mmol). Po rozpusténi navazky imidazolu
bylo dale ptidano 3,5 equiv. Ph3SiCl (11,66 g, 39,6 mmol). Roztok reak¢éni smési byl michan
za teploty 50 °C po dobu 36 hod. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC (mobilni faze
A.e., Af.). Surova reakéni smés byla zpracovana postupem A. Surovy produkt (5) byl
purifikovan pomoci CC na silikagelu. Jako mobilni faze byla pouzita gradientova eluce smési
rozpoustédel o slozeni D az A.d. Byla izolovana bila krystalicka latka 5 (8,73 g, 77,6 %) o
t.t = 222-226 © C (hexan, CHCIs), jejiz struktura byla nasledné potvrzena pomoci *H NMR.

Krystalizace byla provadéna ze smési hexan / CHCls,
Reakce byla zopakovana ve 4 dalSich Sarzich s vytézky v rozmezi (63,4 — 76,4) %.

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.65 (s, 3H); 0.79 (s, 3H); 0.86 (s, 3H); 0.87 (s, 3H); 0.96 (s, 3H,
5 x Me); 1.63 (s, 3H, H-30); 3.31 (m, 1H, H-3u); 3.48 (d, 1H, J = 10.3 Hz, H-28a); 3.82 (d,
1H, J = 9.8 Hz, H-28b); 4.52 (s, 1H, H-29 proE); 4.60 (s, 1H, H-29 proZ); 7.48-7.50 (m,
20H); 7.73-7.76 (m, 10H, 30 x H-Ph).

3.1.2. Priprava 3-trifenylsilylbetulinové kyseliny (6)

Do roztoku kyseliny betulinoveé (2) (5,00 g, 10,9 mmol) v DMF (80 ml) bylo postupné
za laboratorni teploty pfiddno 1,5 equiv. imidazolu (1,12 g, 16,4 mmol) a nasledné po
rozpusténi navazky bylo pfidano 1,5 equiv. PhsSiCl (4,27 g, 16,4 mmol). Roztok reakéni
smési byl michan za laboratorni teploty po dobu 48 hod. Monitoring prub&hu reakce byl
provadén pomoci TLC (mobilni faze A.d.). Surova reakéni smés byla zpracovana postupem
A

Surovy smés obsahujici latku 6 byla ¢isténa za pouziti CC na silikagelu. Jako mobilni faze byl
pouzit gradient smési rozpoustédel hexan / toulen a hexan / EtOAc (C.b., A.c.). Krystalizace
byla provedena ze smési hexan / CHCIlzByla izolovana bild krystalickd latka 6 (6,52 g,
83,3 %) 0 t.t = 145-149 ° C (hexan, CHCIs). Struktura latky byla prokazana pomoci *H NMR.

40



Reakce byla zopakovana v dalSich 3 Sarzich a vytézky reakci se pohybovaly v rozmezi
(59,7 - 76,7) %.

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.85 (s, 3H); 0.88 (s, 3H); 0.92 (s, 3H), 0.96 (s, 3H, 5 x Me); 3.0
(td, 1H, J1 = 10.9 Hz, J2 = 10.9 Hz, J3 = 4.6 Hz, H-19B); 3.34 (dd, 1H, J1 =115 Hz, ), = 4.6
Hz, H-3a); 4.60 (bs, 1H , H-29 proE); 4.73 (bs, 1H, H-29 proZ); 7.37-7.45 (m, 10H); 7.65 (d,
5H, 15 x H-Ph).

3.2. Allylova bromace

3.2.1. Priprava 30-brom-3,28-di-O-acetylbetulinu (7)

Priprava bez pouziti AIBN

Roztok betulin diacetatu 3 (1,00 g, 1,9 mmol) v CCls (18 ml) byl za laboratorni teploty
smichan s 1,7 equiv. rekrystalizovaného NBS (574 mg, 3,2 mmol). Reakéni smés byla
michana po dobu 1 hod. za laboratorni teploty, poté byla zahtivana na teplotu 50 °C po dobu 3
hod., nasledn¢ byla teplota zvySena az na 77 °C. Celkova doba reakce byla 4,5 hod. Surova
reakéni smés byla zpracovana postupem B. Pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC za

pouziti mobilni faze A.e.

Surovy produkt byl posléze precistén za pouziti CC. Jako stacionarni faze byl pouzit
silikagel, jako mobilni faze byl pouzit gradient smési rozpoustédel hexan / EtOAcC v pomérech
A.e — A.b. Byla izolovana bila krystalickd latka 7 (586 mg, 51,0 %). Krystalizace byla

provedena ze smési hexan / CHCls,

Byly naméfeny t.t. = 188-190 °C (hexan) latky 7 a struktura byla potvrzena pomoci a
'H NMR:

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.84 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.96 (s, 3H); 1.05 (s, 3H,
5 x Me); 2.05 (s, 3H); 2.08 (s, 3H, 2 x Ac); 2.46 (dt, J. = 10.9 Hz, J> = 10.9 Hz, J3 = 5.2 Hz,
H-19p); 3.85 (d, 1H, J = 11.5 Hz, H-28b); 3.98 (s, 2H, H-30); 4.27 (d, J = 10.3 Hz, H-28a);
4.48 (dd, 1H, J1 = 10.9 Hz, J> = 6.3 Hz, H-3a); 5.04 (s, 1H, H-29 proE); 5.14 (s, 1H, H-29
proZ).
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Pouziti AIBN, jako iniciacniho cinidla reakce

Roztok betulin diacetatu 3 (1,00 g, 1,9 mmol) v CCls (18 ml) byl za laboratorni teploty
smichan s 1,5 equiv. rekrystalizovaného NBS (509 mg, 2,8 mmol) a s 5 mol. % AIBN (15,6
mg, 0,1 mmol). Homogeni reak¢ni smés byla michana za laboratorni teploty po dobu 1 hod.
Posléze byla reakéni teplota zvySena na 50 °C. Po 2 hod. byla teplota reakce opét zvySena na
77 °C. Po 30 min byla reakce ukoncena a reak¢éni smés byla zpracovana postupem B. Pribéh

reakce byl monitorovan pomoci TLC za pouziti mobilni faze A.e.

Purifikace surového produktu byla provedena za stejnych podminek, jako v piedchozi

kapitole. Latka 7 byla za pouziti AIBN ptipravena ve vytézcich 861 mg, 74,9 %.

Reakce byla provedena v dalsich 3 Sarzich a relativni vytézky allylové bromace se
pohybovaly v rozsahu (54,8 — 70,6) %.

3.2.2. Priprava 30-brom-3-O-acetylbetulinové Kkyseliny (8)
Priprava bez pouziti AIBN

Roztok 3-O-acetylbetulinové kyseliny (4) (1,00 g, 2,0 mmol) v CCls (15 ml) byl za
laboratorni teploty smichan s 1,7 equiv. rekrystalizovaného NBS (607 mg, 3,4 mmol).
Reakéni smés byla po dobu 1 hod. michana pii laboratorni teploté, poté byla zvysena teplota
na 50 °C, pfi niz se smés reagovala 3,5 hod. K zahtfevu na teplotu 77 °C doslo na pouhych 30
min, po nichz byla vychozi latka 4 zcela spotiebovana. Celkova doba reakce byla 5 hod. Po
ukonceni reakce byla surova smés produkti zpracovana postupem B. Pribéh reakce byl

sledovan pomoci TLC za pouziti mobilni faze A.d. s pfidavkem 0,6 % (obj.) AcOH.

Surovy produkt latky 8 byl purifikovan pomoci CC na silikagelu. Jako mobilni faze
byl pouzit gradient smési rozpoustédel A.d.- A.b. s piidavkem 0,6 % (obj.) AcOH. Allylovou
bromaci pomoci NBS bez pouziti AIBN byla pfipravena bila tuha latka 8 (648 mg, 55,9 %)

Pro identifikaci latky 8 byly naméfeny t.t. = 167-172 °C (CHCI3) a struktura byla

potvrzena pomoci a tH:

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.83 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.93 (s, 3H); 0.99 (s, 3H,
5 x Me); 2.05 (s, 3H, Ac); 3.04 (td, 1H, J1 = 11.2 Hz, J; = 11.2 Hz, J3 = 4.4 Hz, H-19); 4.01
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(s, 2H, H-30); 4.48 (dd, 1H, J1 = 10.3 Hz, J2 = 5.3 Hz, H-30); 5.05 (s, 1H, H-29 proE); 5.16
(s, 1H, H-29 proz).

Pouziti AIBN, jako iniciacniho cinidla reakce

3-O-acetylbetulinovéa kyselina (4) (1,00 g, 2,0 mmol) byla rozpusténa v CCls (15 ml) a
za laboratorni teploty byl roztok smichan s 1,5 equiv. rekrystalizovaného NBS (535 mg,
3,0 mmol) a 5 mol. % AIBN (16,5 mg, 0,01 mmol). Roztok reak¢ni smési byl michan za
laboratorni teploty po dobu 1 hod. Nasledné byla reak¢ni teplota zvySena na 50 °C. Po 2,5
hod. byla teplota reakce opét zvysena na 77 °C. Po 30 min byla reakéni smés zpracovana
pomoci postupu B. Pribéh reakce a Cistota vysledného produktu byly monitorovany pomoci
TLC za pouziti mobilni faze A.d. s ptidavkem 0,6% (obj.) AcOH.

Nezadouci necistoty byly odstranény za stejnych podminek, jako v piedchozi

kapitole. Latka 8 byla za pouziti AIBN ptipravena ve vytézcich 823 mg, 71,1 %.

3.2.3. Priprava 30-brom-3,28-bis(trifenylsilyl)-betulinu (9)

Navazka 3,28-bis(trifenylsilyl)-betulinu (5) (2,00 g, 2,0 mmol) byla rozpusténa ve
CCls (15 ml), a poté byly ptidany 1,6 equiv. NBS (571,9 mg, 3,2 mmol) a 5 mol. % AIBN
(16,5 mg, 0,1 mmol). Reakéni smés byla michana za laboratorni teploty po dobu 1 hod., poté
byla zvysena reakéni teplota na 50 °C. Po 4 hod. zahtevu reakéni smési jiz vychozi latka 9
témeéf zreagovala, teplota byla znovu zvySena na 77 °C po dobu 10 min. Poté byla reak¢ni
smés rychle ochlazena a zpracovana postupem B. Pribéh reakce a slozeni vysledné surové

smési produktt byl pozorovan pomoci TLC za pouziti mobilni faze A.e., C.b.

Surovy produkt 9 byl purifikovan za pouziti CC, jako stacionarni faze byl pouzit
silikagel, jako mobilni faze byl pouzit gradient smési rozpoustédel C.b — A.c. Precisténim
byla izolovana bila tuha latka 9 (2,01 g, 93,1 %) o t.t. = 191-196 °C (hexan) . Reakce byla

zopakovéna v 5 dalsich Sarzich, vytézky reakci se pohybovaly v rozmezi (76,2 — 83,9) %.
Struktura latky byla potvrzena pomoci *H NMR.

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.84 (s, 3H); 0.88 (s, 3H); 0.91 (s, 3H); 0.92 (s, 3H); 0.96 (s, 3H,
5 x Me); 2.30 (td, 1H, J; = 10.9 Hz, J» = 11.4 Hz, J3 = 5.15 Hz, H-19p); 3.31 (dd, 1H, J: =
11.5 Hz, J> = 4.0 Hz, H-30) 3.48 (d, 1H, J = 9.7 Hz, H-28b); 3.83 Hz (d, 1H, J = 9.7 Hz, H-
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28a); 3.93 (s, 2H, H-30); 4.97 (s, 1H, H-29 proE); 5.03 (s, 1H, H-29 proZz); 7.36-7.47 (m,
20H); 7.64-7.67 (m, 10H, 30 x Ph).

3.2.4. Priprava 30-brom-3-trifenylsilylbetulinové kyseliny (10)

Navazené mnozstvi 3-trifenylsilylbetulinové kyseliny (6) (2,00 g, 2,8 mmol) bylo za
laboratorni teploty rozpusténo v CCls (13 ml). Poté bylo pfidano 1,6 equiv. NBS (795,9 mg,
4,5 mmol) a 5 mol. % AIBN (23,0 mg, 0,1 mmol). Homogenni reak¢ni smés byla michana za
laboratorni teploty po dobu 1 hod. Posléze byla reakéni smés zahiivana na teplotu 50 °C po
dobu 4 hod, nasledné byla reakéni teplota zvySena na 77 °C a reakce probihala 30 min, béhem
nichz doslo k Uplnému zreagovani vychozi latky 6. Slozeni reakéni smési bylo monitorovano
pomoci TLC za pouziti mobilni faze A.c., A.d. s ptidavkem 0,6 % (obj.) AcOH, po ukonceni

reakce byla surova smés zpracovana postupem B.

Surovy produkt 10 byl purifikovdn pomoci CC na silikagelu. Mobilni fazi tvofil
gradient smési rozpoustédel C.b. a A.d.-A.b. s ptidavkem 0,6% (obj.) AcOH. Reakce byla

zopakovana celkem 6x a vytézky se pohybovaly v rozmezi (63,1 — 80,7) %.

Purifikaci byl izolovan bily tuhy produkt 10 (1,80 g, 81,1%). o t.t. = 202-210 °C,

struktura byla potvrzena pomoci *H.

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.84 (s, 3H); 0.88 (s, 3H); 0.91 (s, 3H); 0.94 (s, 3H); 0.96 (s, 3H,
5 x Me); 3.03 (td, 1H, J; = 11.5 Hz, J; = 11.5 Hz, Js = 4.6 Hz, H-19B); 3.33 (dd, 1H, J; =
12.0 Hz, J2 = 4.6 Hz, H-3a); 3.99 (bs, 2H, H-30); 5.03 (s, 1H, H-29 proE), 5.14 (s, 1H, H-29
proZ); 7.37-7.45 (m, 10H); 7.64-7.65 (m 5H, 15 x Ph).

3.3. Priprava azida nukleofilni substituci
3.3.1. Priprava 30-azido-3,28-di-O-acetylbetulinu (11)

Navazka latky (7) (2,00 g, 3,3 mmol) byla rozpusténa v MeCN (100 ml) a nasledné
byla za laboratorni teploty pfidana navazka 1,5 equiv. NaNsz (322,0 mg, 50 mmol).
Heterogenni reakéni smés byla michana pii teploté 82 °C po dobu 16 hod. Poté byla surova
reakéni smés zpracovana postupem C, pficemz byla ledova drt’ okyselena ptidavkem HCI na

pH * 3. Sledovani slozeni reakéni smési a Cistoty produktu bylo provadéno pomoci mobilni
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faze A.e. Surovy produkt (11) byl purifikovan pomoci CC na silikagelu, jako mobilni faze

byla pouzita smés rozpoustédel A.e..

Byla pfipravena bila krystalicka latka (11) (1,67 g, 89,1 %), u niz byly naméfeny
t.t. =172-180 °C. Krystalizace byla provadéna ze smési hexan / CHCls. Tato reakce byla
reprodukovana v dalsich 5 Sarzich, pficemz vytéZky se pohybovaly vrozmezi (74,6 —
88,9) %. Struktura latky byla potvrzena pomoci *H NMR.

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.84 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.86 (s, 3H); 0.98 (s, 3H); 1.04 (s, 3H,
5 x Me); 2.05 (s, 3H); 2.08 (s, 3H, 2 x Ac); 2.37 (m, 1H, H-19B); 3.76 (dd, 2H, J; = 14.9 Hz,
J2 = 14.3 Hz, H-30); 3.83 (d, 1H, J = 10.9 Hz, H-28b); 4.25 (s, 1H, J = 10.9 Hz, H-28a); 4.47
(dd, 1H, J1 =10.3 Hz, J> = 6.3 Hz, H-3a); 4.97 (s, 1H, H-29 proE), 5.01 (s, 1H, H-29 proZ).

3.3.2. Priprava 30-azido-3-O-acetylbetulinove kyseliny (12)

Do roztoku latky 8 (2,00 g, 3,5 mmol) v MeCN (80 ml) bylo za laboratorni teploty
ptidano 1,5 equiv. NaN3 (337,6 mg, 5,2 mmol). Heterogenni reakéni smés byla michana pii
teploté 82 °C po dobu 20 hod. SloZeni reak¢ni smési a Cistota produktu byla monitorovana za
pouziti TLC, jako mobilni faze slouzila smé&s rozpoustédel o sloZeni A.b., A.c. Reakce byla
ukoncena a zpracovana pomoci postupu C. Surovy produkt 12 byl ¢istén za pouziti CC, jako
stacionarni faze byl pouZit silikagel, jako mobilni faze slouzil gradient smési rozpoustédel o

slozeni A.c. az A.a.

Byla ptipravena bila tuha latka 12 (1,54 g, 82,5 %), u niz byla naméfena t.t. = 141-
150 °C (hexan). Postup byl reprodukovan v dalsich 2 sarzich, pfi¢emz vytézKy se pohybovaly
v rozmezi (71,1 — 83,0) %.

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.83 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.86 (s, 3H); 0.93 (s, 3H); 0.99 (s, 3H,
5 x Me); 2.05 (s, 3H, Ac); 2.95 (td, 1H, Ji = 10.9 Hz, J» = 11.5 Hz, J3 = 5.2 Hz, H-19p); 3.77
(s, 2H, H-30); 4.48 (dd, 2H, J1 = 10.9 Hz, J» = 5.2 Hz, H-3a); 4.98 (s, 1H, H-29 proE), 5.01
(s, 1H, H-29 proZ).
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3.3.3. Priprava 30-azido-3,28-bis(trifenylsilyl)-betulinu (13)

Pouziti DMSO a laboratorni teploty

Navazka vychozi latky (9) (2,00 g, 1,9 mmol) byla za laboratorni teploty rozpusténa
v DMSO (40 ml), do roztoku byla poté piidana navazka 1,8 equiv. NaNsz (217,7 mg,
3,3 mmol). Heterogenni reakéni smés byla michéna za laboratorni teploty po dobu 36 hod.
Prabéh reakce byl monitorovdn pomoci TLC, jako mobilni faze byla pouZita smés
rozpoustédel A.f., C.b. Posléze byla reakce ukoncena a zpracovana pomoci postupu C,

pricemz ledova tfist’ byla okyselena pomoci HCl na pH % 3.

Surovy produkt byl purifikovan pomoci CC na silikagelu, jako mobilni faze byl pouzit
gradient smési rozpoustédel C.b. a A.f. — A.e. Byl izolovéan bila tuha latka 13 (1,33 g, 68,9 %),
0 t.t. = 155-161 °C. Struktura byla potvrzena pomoci H, *C NMR spektrometrie. Reakce
byla reprodukovana v dalsich 5 $arzich, pfi¢emz vytézky se pohybovaly v rozmezi (53,9 —
74,9) %.

IH NMR spektrum (5, ppm): 0.64 (s, 3H); 0.78 (s, 3H); 0.86 (s, 3H); 0.87 (s, 3H); 0.95 (s, 3H, 5
x Me); 2.23 (td, 1H, J1 = 10.3 Hz, J, = 11.5 Hz, J3 = 6.3 Hz, H-19p); 3.33 (dd, 1H, J1 = 12.0 Hz, J
= 4.0 Hz, H-3a); 3.45 (d, 1H, J = 9.7 Hz, H-28a); 3.70 (d, 2H, J; = 4.6 Hz, H-30); 3.82 (d, 1H, J =
9.7 Hz, H-28b); 4.89 (s, 1H, H-29 proE); 4.93 (s, 1H, H-29 proZ); 7.36 — 7.50 (m, 10H); 7.63 —
7.66 (M, 5H, 15 x Ph).

Pouziti DMSO a teploty 50 °C

Navazka vychozi latky (9) (100 mg, 0,1 mmol) byla za laboratorni teploty rozpusténa
v DMSO (5 ml), do roztoku byla poté ptidana navazka 3,0 equiv. NaN3 (18,1 mg, 0,3 mmol).
Heterogenni reak¢éni smés byla michana pii 50 °C po dobu 24 hod. Pribéh reakce byl
monitorovan pomoci TLC, jako mobilni faze byla pouZzita smés rozpoustédel A.f., C.b.

Jelikoz nedoslo k vzniku poZadované latky 13, nebyla surova smés déle zpracovana.

Pouziti THF a teploty 45 °C

Navazené mnozstvi latky 9 (100 mg, 0,1 mmol) bylo rozpusténo za laboratorni teploty
v THF (7 ml), poté byla pfidana navazka 1,5 equiv. NaN3 (9,1 mg, 0,2 mmol), po 24 hod.
michani za laboratorni teploty bylo ptidano dalSich 1,5 equiv. NaN3z (9,1 mg, 0,2 mmol).
Reakéni smés byla ponechana za laboratorni teploty a michani dalSich 24 hod. Po této dobé
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byla zvysena reakéni teplota na 45 °C. Priibéh reakce byl monitorovan pomoci TLC, za
pouziti mobilnich fazi A.f., C.b. Reakéni smés byla zpracovana podle postupu C, nicméné

purifikace surové smési produktti nebyla provedena z diivodu velmi malého vytézku latky 13.
Pouziti dioxanu a laboratorni teploty

Latka 9 (100 mg, 0,1 mmol) byla rozpusténa za laboratorni teploty v dioxanu (5 ml),
nasledné 1,5 equiv. NaNs (9,1 mg, 0,2 mmol) bylo piidano k roztoku. Roztok byl michan po
dobu 24 hod. za laboratorni teploty. Monitorig sloZeni reakéni smési byl proveden za pouziti
TLC, jako mobilni faze byly pouzity smeési rozpoustédel A.f.,, C.b. Reak¢éni smés byla
zpracovana podle postupu C, purifikace surové smési produkti byla provedena za pouziti
sloupcové chromatografie na silikagelu. Mobilni fazi tvofila soustava rozpoustédel C.b. Byla

izolovana tuha bila latka 13 (47 mg, 48,7%).

3.3.4. Priprava 30-azido-3-trifenylsilylbetulinové kyseliny (14)

Latka 10 (2,00 g, 2,5 mmol) byla rozpusténa v MeCN (100 ml) sonifikaci, poté byla za
laboratorni teploty pfidana navazka 1,8 equiv. NaN3z (294,5 mg, 4,5 mmol). Reak¢ni smés
byla posléze michana pii teploté¢ 82 °C po dobu 24 hod. Prubéh reakce byl monitorovan za
pouziti TLC. Jako mobilni faze byla pouZita soustava rozpoustédel A.d. Po ukonceni reakce

byla surova smés zpracovana postupem C.

Surovy produkt 14 byl ¢istén CC na silikagelu. Jako mobilni faze byl pouzit gradient
smési rozpoustédel A.e. — A.c. Byla izolovéana bila krystalicka latka 14 (1,46 g, 76,9 %) o
t.t. = 166-168 °C (hexan). Reakce byla reprodukovéna v dalsich Sarzich, pfi¢emz vytézky se
pohybovaly v rozmezi (63,7 — 75,2) %. Struktura byla potvrzena pomoci H a *C NMR
spektrometrie.

'H NMR spektrum (5, ppm): 0.84 (s, 3H); 0.88 (s, 3H); 0.91 (s, 3H); 0.94 (s, 3H); 0.96 (s, 3H, 5
x Me); 2.92 (td, 1H, J1 = 11.5 Hz, J> = 10.9 Hz, J3 = 4,6 Hz, H-19); 3.33 (dd, 1H, J: = 11.5 Hz,
J2= 4.6 Hz, H-3a); 3.73 (d, 1H, J; = 5.7 Hz, H-30); 4.96 (s, 1H, H-29 proE); 5.02 (s, 1H, H-29
proz); 7.27 — 7.44 (m, 10H); 7.64 — 7.65 (m, 5H, 15 x Ph).
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3.4. Priprava 3,28-di-O-acetylbetul-30-alu (3a), 3,28-di-O-acetylbetul-30-olu (3b)
3.4.1. Priprava 30-0x0-3,28-di-O-acetylbetulinu (3a)

Navazka latky 3 (5,00 g, 9,4 mmol) byla za laboratorni teploty rozpusténa v GLYM
(70 ml), poté byla ptidana navazka 2,0 equiv. nadbytku SeO3> (2,14 g, 19,2 mmol). Roztok byl
michén pfti teploté 125 °C po dobu 24 hod. Poté byla surovd smés zpracovana postupem A,
pricemz do vodné faze byl pfidan nasyceny roztok NaCl. Prubéh reakce byl sledovan pomoci
TLC za pouziti mobilni faze A.e. Nasledna CC byla provadéna v mobilni fazi o gradientovém
slozeni A.e. az A.a. Byla pfipravena bila krystalicka latka 3a (3,28 g, 63,5 %) o t.t. = 164-
170 °C (hexan).

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.83 (s, 3H); 0.84 (s, 3H); 0.84 (s, 3H); 0.94 (s, 3H); 10.2 (s, 3H, 5
x Me); 2.04 (s, 3H); 2.08 (s, 3H, 2 x Ac); 2.81 (m, 1H, H-19pB); 3.87 (d, 1H, J = 11.5 Hz, H-28a);
4.28 (d, 1H, J = 10.9 Hz, H-28b); 4.45 (dd, 1H, J; = 10.3 Hz, J, = 5.7 Hz, H-3a); 5.93 (s, 1H, H-
29 proE); 6.28 (s, 1H, H-29 proZ); 9.51 (s, 1H, CHO).

IR spektrum: 1687 (C=C); 1737 (CHO).
3.4.2. Priprava 30-hydroxy-3,28-di-O-acetylbetulinu (3b)

K roztoku latky 3a (737,4 mg, 1,4 mmol) v DCM (20 ml) a MeOH (3 ml) byla za
laboratorni teploty pfisypana navazka ekvivalentniho mnozstvi redukéniho Cinidla NaBHj4
(51,6 mg, 1,4 mmol). Roztok byl michan pii laboratorni teploté¢ po dobu 2 hod. Poté byla
surova smes zpracovana postupem B. Byla provedena purifikace CC na silikagelu, jako
mobilni faze byla pouzita smés A.c., Tataz faze byla pouzita i pro TLC. Byla ptipravena bila

krystalicka latka 3b (635,8 mg, 74,0 %) o t.t. = 142-148 °C (hexan).

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.84 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.98 (s, 3H); 1.04 (s, 3H, 5
x Me); 2.05 (s, 3H); 2.07 (s, 3H, 2 x Ac); 2.34 (td, 1H, J; = 10.9 Hz, J> = 11.5 Hz, J3 = 5.7 Hz, H-
19); 3.85 (d, 1H, J = 11.4 Hz, H-28a); 4.12 (s, 2H, H-30); 4.24 (d, 1H, J = 11.4 Hz, H-28b);
4.47(dd, 1H, J1 = 10.3 Hz, J, = 5.7 Hz, H-3a); 4.91 (s, 1H, H-29 proE); 4.97 (s, 1H, H-29 proZ).
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4. Cykloadice azidii a terminalnich alkynu

4.1. Obecny postup reakce

Navazka azidu (11, 12, 13, 14) byla rozpusténa v DMF. Poté¢ bylo do roztoku piidano
za laboratorni teploty 0,5 equiv. L-askorbanu sodného a 0,5 equiv. CuSO45H20. Po vzniku
Cu(l) redukci Cu(ll), jenz se projevil vznikem zelené barvy roztoku, byly ptidany 1 — 2
ekvivalenty terminalniho alkynu. Reakce byla obvykle provadéna za laboratorni teploty, az na
vybrané cykloadice, pti nichz byla reakéni smés zahiivana na 50 °C. Reak¢ni doba se
pohybovala v rozmezi od 4,5 — 34 hod. Prubéh reakci a Cistota produktu (15 — 38) byla
monitorovana pomoci TLC, jako mobilni faze byla pouzita smés rozpoustédel hexan a EtOAc

nebo cyklohexan a EtOAc v riznych pomérech (mobilni faze A.a.-A.d., B.a.-B.c.).

Reakce byla ukoncena vlitim reakéni smési do ledové drti a vysrdZenim produktu,
ktery byl poté odfiltrovan skrze fritu a za laboratorni teploty suSen v exsikatoru (zpracovani
pomoci postupu C). Vzniklé 1,4 disubstituované triazoly byly purifikovany pomoci CC za
pouziti silikagelu, jako stacionarni faze. Jako mobilni faze byla pouzita opét smes
rozpoustédel hexan / EtOAc nebo cyklohexan / EtOAC v riznych pomérech (A.a.-A.e., B.a-
B.c.)

Struktury pfipravenych triazoli byly potvrzeny pomoci *H a 3C NMR a zaroveii byla

u latek zmétena 1 teplota tani.

4.2. Triazoly 3-O-28-O-diacetylbetulinu

4.2.1. 30-(4'-fenyl-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)-3,28-di-O-diacetylbetulin (15)

Latka 15 byla ptipravena dle obecného postupu uvedeného v kapitole 4.1. Reakce byla
provedena ve dvou Sarzich. V prvni $arzi byl roztok vychozi latky 11 (50 mg, 9.102 mmol)
v DMF (5 ml) smichan se v§emi reaktanty: CuSO45H,0 (11,0 mg, 4.102 mmol), L-askorban
sodny (8,7 mg, 4.102 mmol) a fenylacetylenem (9,6 ul, 9.102 mmol) dle obecného postupu a
poté byla reakéni smes michana pii teploté¢ 50 °C po dobu 5 hod. V druhé Sarzi probihala
reakce azidu 11 (200 mg, 0,4 mmol) v DMF (15 ml) a reaktantd CuSO45H>0O (44,0 mg,
0,2 mmol), L-askorban sodny (35,0 mg, 0,2 mmol) a fenylacetylen (38,7 ul, 0,4 mmol) za
laboratorni teploty po dobu 22 hod.

49



Zpracovani bylo provedeno dle obecného postupu, pficemz ledova drt’ byla okyselena
pomoci HCI na pH % 3. Jako mobilni faze pro TLC slouzila smés rozpoustédel A.a. Mobilni
faze o stejném slozeni byla pouzita i pii purifikaci surové latky 15 CC. Byla pfipravena bila
latka 15 o t.t. = 124-128 °C (hexan), vytézky reakci dosahovaly hodnot 43,6 mg (74,0 %) a
208,4 mg (88,3 %).

Obrazek 7: 30-(4'-fenyl-1H-1,2,3-triazo-1"-yl)-3,28-di-O-diacetylbetulin (15)
H NMR spektrum (5, ppm): 0.80 (s, 6H); 0.81 (s, 3H); 0.94 (s, 3H); 0.99 (s, 3H, 5 x Me);
2.01 (s, 3H); 2.01 (s, 3H, 2 x Ac); 2.34 (m, 1H, H-198); 3.74 (d, 1H, J = 11.2 Hz, H-28b);
4.20 (d, 1H, J = 11.2 Hz, H-28a); 4.43 (dd, 1H, J; = 10.1 Hz, J» = 5.7 Hz, H-3a); 4.70 (s, 1H,
H-29 proE); 4.93 (d, 2H, Jeem = 15.1 Hz, H-30); 5.03 (s, 1H, H-29 proZ); 7.29 (t, 1H, J =7.53
Hz, H-9%; 7.38 (t, 2H, J = 8.3 Hz, H-8', 10"); 7.72 (s, 1H, H-5"); 7.81 (d, 2H, J = 8.3 Hz, H-
7', 119.

4.2.2. 30-(4'-(7'-formylfenyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)-3,28-di-O-diacetylbetulin (16)

Pfiprava latky 16 byla provadéna podle obecného postupu popsaného v kapitole 4.1,
Reakce byla provedena ve dvou Sarzich. Za laboratorni teploty byla rozpusténa navazka
vychozi latky 11. (50 mg, 9.102 mmol) v DMF (5 ml) a roztok byl smichan se vSemi
reaktanty: CuSO45H20 (11,0 mg, 4.102 mmol), L-askorban sodny (8,7 mg, 4.10 mmol) a
2-ethynylbenzaldehyd (11,5 mg, 9.102 mmol). Poté byla reakéni smés michana pii teploté
50 °C po dobu 4,5 hod.

Reakce byla zopakovana s navazkou vychoziho azidu 11 (150 mg, 0,3 mmol), ktery
byl rozpustén v DMF (15 ml). Po pfidavku vSech reagencii: CuSO45H,O (33,0 mg,
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0,1 mmol), L-askorban sodny (26,2 mg, 0,1 mmol) a 2-ethynylbenzaldehyd (34,4 mg,
0,3 mmol) probihala reakce za laboratorni teploty po dobu 20 hod.

Po uplynuti doby reakce byla reak¢éni smés zpracovana dle obecného postupu, piicemz
ledova drt’ byla okyselena HCI na pH + 3. Prib¢h reakci byl monitorovan TLC za pouziti
mobilni faze A.b. Purifikace CC byla provadéna gradientovou eluci, mobilni faze byla

tvotfena rozpoustédly v pomérech A.c. az A.b.

Byla izolovéna bila krystalicka latka 16 o t.t. = 129 - 134 °C (hexan) (42,6 mg, 69,4 %
Vv prvni $arzi a 133,4 mg, 72,3 % ve druhé Sarzi). Krystalizace byla provedena ze smési hexan

/ CHCIs. Struktura byla potvrzena pomoci *H NMR spektrometrie.

24 23

Obrazek 8: 30-(4'-(7'-formylfenyl)-1H-1,2,3-triazo-1"-yl)-3,28-di-O-acetylbetulin (16)
'H NMR spektrum (3, ppm): 0.83 (s, 3H); 0.84 (s, 3H); 0.84 (s, 3H); 0.98 (s, 3H); 1.03 (s, 3H,
5 x Me); 2.04 (s, 3H); 2.05 (s, 3H, 2 x Ac); 3.78 (d, 1H, J = 10.7 Hz, H-28a); 4.25 (d, 1H, J =
10.7 Hz, H-28b); 4.47 (dd, 1H, J; = 10.0 Hz, J2 = 4.9 Hz, H-3a); 4.75 (s, 1H, H-29 proE);
5.00 (d, 2H, J = 15.0 Hz, H-30); 5.08 (s, 1H, J = 15.0 Hz, H-29 proZ); 7.53 (t, 1H, J =7.8
Hz); 7.65 (td, 1H, J1 = 7.3 Hz, J, = 7.8 Hz, J3 = 0.9 Hz); 7.70 — 7.75 (m, 2H); 7.84 (s, 1H);
8.03 (d, 1H, J =7.8 Hz, 6 x H-aromat); 10.38 (s, 1H, CHO).

4.2.3. 30-(4'-(7"-pyridyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)-3,28-di-O-acetylbetulin (17)

Roztok azidu 11 (150 mg, 0,3 mmol) v DMF (15 ml) byl za laboratorni teploty
smichan s navazkami reaktanti dle obecného postupu: CuSO45H.0 (33,0 mg, 0,1 mmol), L-
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askorban sodny (26,2 mg, 0,1 mmol) a 2-ethynylpyridin (26,7 ul, 0,3 mmol). Reakce byla
provadéna za laboratorni teploty a probihala po dobu 16 hod. Nasledné byla surovad smés
zpracovana uvedenym obecnym postupem. Smés rozpoustédel A.b. byla pouzita pro TLC
k monitorovani priabéhu reakce a Cistoty produktu. Purifikace surového produktu 17 byla

provedena CC na silikagelu s gradientovou eluci smési rozpoustédel v pomérech A.c az A.b.

1,2,3-triazol 17 byl nazloutlé¢ barvy (98,0 mg, 55,3 %) o t.t. = 198-203 °C (hexan)

Struktura latky byla potvrzena uvedenymi spektralnimi daty.

Obréazek 9: 30(-4'-(7'-formylfenyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)-3,28-di-O-acetylbetulin (16)
'H NMR spektrum (5, ppm): 0.83 (s, 6H); 0.84 (s, 3H); 0.96 (s, 3H); 1.02 (s, 3H, 5 x Me);
2.04 (s, 3H); 2.05 (s, 3H, 2 x Ac); 2.19 (m, 1H, H-19); 3.76 (d, 1H, J = 11.2 Hz, H-28b); 4.24
(d, 1H,J =11.2 Hz, H-28a); 4.47 (dd, 1H, J1 = 10.4 Hz, J> = 5.7 Hz, H-3a); 4.71 (s, 1H, H-29
prok); 5.00 (AB-system, 2H, Jecem = 15.6 Hz, H-30); 5.06 (s, 1H, H-29 proz); 7.24 (t, 1H, J =
4.7 Hz); 7.65 (td, 1H, J1 = 7.8 Hz, J>» = 1.8 Hz); 8.15 (s, 1H, H-5"); 8.19 (d, 1H, J = 7.0 Hz);
8.57 (m, 1H, H-8',9',10',11").

4.2.4. 30-(4'-(8"-pyridyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)-3,28-di-O-acetylbetulin (18)

K navazce azidu 11 (150 mg, 0,3 mmol) v DMF (15 ml) byly postupné za laboratorni
teploty ptidany ostatni reaktanty dle uvadéného obecného postupu v kap. 4.1.: CuSO45H.0
(33,0 mg, 0,1 mmol), L-askorban sodny (26,2 mg, 0,1 mmol) a 3-ethynylpyridin (27,2 mg,
0,3 mmol). Reakce probihala za neustalého michani za laboratorni teploty po dobu 16 hod.

Poté byla reakce ukoncena a surova smés zpracovana uvedenym obecnym postupem. Pro
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monitorig pribéhu rekace bylo pouzito TLC s mobilni fazi A.b. Produkt 20 byl ¢istén na

silikagelu CC, jako mobilni faze byl pouzit gradient smési rozpoustédel A.c az A.b.

Byla piipravena lehce nazloutla pevnd latka 18 (103,1 mg, 58,2 %) o tt. = 192-196 °C

(hexan) se spektralnimi daty:

Obrézek 10: 30-(4'-(8'-pyridyl)-1H-1,2,3-triazo-1"-yl)-3,28-di-O-acetylbetulin (18)
'H NMR spektrum (8, ppm): 0.83 (s, 6H); 0.84 (s, 3H); 0.98 (s, 3H); 1.02 (s, 3H, 5 x Me);
2.04 (s, 3H); 2.05 (s, 3H, 2 x Ac); 2.39 (m, 1H, H-198); 3.76 (m, 1H, H-28b); 4.25 (d, 1H, J =
11.2 Hz, H-28a); 4.47 (dd, 1H, J1 = 10.1 Hz, J> = 6.0 Hz, H-30a); 4.75 (s, 1H, H-29 proE); 5.00
(m, 2H, H-30); 5.09 (s, 1H, H-29 proz); 7.27 (m, 1H); 7.39 (m, 1H); 7.85 (m, 1H, H-5"); 8.24
(m, 1H); 8.59 (s, 1H); 9.00 (s, 1H, H-7',9',10',11").

4.3. Triazoly 3,28-bis(trifenylsilyl)-betulinu

4.3.1. 30-(4'-(7'-formylfenyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3,28-bis(trifenylsilyl)-betulin
(19)

Roztok azidu 13 (350 mg, 0,3 mmol) v DMF (20 ml) byl smichan dle obecného
postupu s ostatnimi reaktanty, a to s: CuSO45H20 (42,1 mg, 0,2 mmol), L-askorbanem
sodnym (33,4 mg, 0,2 mmol) a terminalnim alkynem 2-ethynylbenzaldehydem (78,1 mg,
0,6 mmol). Reakce byla provadéna za laboratorni teploty, poté byla po 28 hod. ukoncéena a
zpracovana dle obecného postupu. Pro kontrolu prubéhu reakce a cistoty produktu bylo

pouzito TLC s mobilni fazi A.c. Surovy produkt byl ¢istén CC za pouziti totozné mobilni
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faze, jako pro TLC. Byl izolovana pevna nazloutla latka 19 (325,8 mg, 82,7 %) o t.t. = 137-
143 °C (hexan).

(Ph);SiO

Obrazek 11: 30-(4'-(7'-formylfenyl)-1H-1,2,3-triazo-1"-yl)- 3,28-bis(trifenylsilyl)-betulin (19)

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.64 (s, 3H); 0.79 (s, 3H); 0.87 (s, 3H); 0.88 (s, 3H); 0.96 (s, 3H,
5 x Me); 2.27 (m, 1H, H-19B); 3.32 (dd, 1H, J1 = 11.7 Hz, J» = 4.2 Hz, H-30); 3.43 (d, 1H,J =
9.9 Hz, H-28b); 3.81 (d, 1H, J = 9.9 Hz, H-28a); 4.65 (s, 1H, H-29 proE); 4.95 (t, 1H, J =
14.8 Hz, H-30); 5.02 (s, 1H, H-29 proz); 7.36-7.46 (m, 20H); 7.52 (t, 1H, J = 7.8 Hz); 7.63-
7.66 (m, 16H); 7.70 (m, 1H); 7.76 (s, 1H, H-5); 8.04 (dd, 1H, J1 = 7.8 Hz, J, = 1.0 Hz, 9 x H-
Ph, H-8'9',10',11"; 10.38 (s, 1H, CHO).

4.3.2. 30-(4'-(9'-t-butylylfenyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3,28-bis(trifenylsilyl)-
betulin (20)

Navazka azidu 13 (350 mg, 0,3 mmol) byla rozpusténa v DMF (20 ml), a poté byla
smichana podle obecného postupu s reaktanty, a to s: CuSO45H20 (42,1 mg, 0,2 mmol), L-
askorbanem sodnym (33,4 mg, 0,2mmol) a 4-terc-butylfenylacetylenem (108,2 pl,
0,6 mmol). K reakci dochazelo za laboratorni teploty a po 28 hod. byl surovy produkt 20
zpracovan dle obecného postupu. Mobilni faze pro TLC a CC tvofila smés A.d. Surovy
produkt byl ¢istén sloupcovou chromatografii, byla izolovana pevna bila latka 20 (318,1 mg,
78,9 %) o t.t. = 169-174 °C (hexan).
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Obrazek 12: 30-(4'-(9'-t-butylylfenyl)-1H-1,2,3-triazo-1"-yl)- 3,28-bis(trifenylsilyl)-betulin (20)

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.64 (s, 3H); 0.78 (s, 3H); 0.88 (s, 3H); 0.88 (s, 3H); 0.96 (s, 3H,
5 x Me); 1.36 (s, 9H, t-Bu); 2.21 (m, 1H, H-198); 3.32 (dd, 1H, J1 = 11.4 Hz, J; = 4.4 Hz, H-
3a); 3.40 (d, 1H, J = 9.8 Hz, H-28b); 3.70 (d, 1H, J = 9.9 Hz, H-284a); 4.61 (s, 1H, H-29
prok); 4.92 (AB-system, 2H, Jeem = 12.2 Hz, H-30); 4.97 (s, 1H, H-29 proZ); 7.36-7.47 (m,
20H); 7.62-7.66 (m 13H); 7.76-7.78 (m, 2H, 30 x Ph, H-5',7',8',10',11").

4.3.3. 30-(4'-(7'-pyridyl)-1H-1,2,3-triazo-1"-yl)- 3,28-bis(trifenylsilyl)-betulin (21)

Reakce byla provedena podle obecného postupu v kapitole 4.1. Byl smichan roztok
latky 13 (350 mg, 0,3 mmol) v DMF (20 ml) s reaktanty: CuSO45H20 (42,1 mg, 0,2 mmol),
L-askorbanem sodnym (33,4 mg, 0,2 mmol) a 2-ethynylpyridiem (67,2 ul, 0,6 mmol). Reakce
byla provedena za laboratorni teploty, probihala po dobu 30 hod. Byl ziskan surovy produkt
23 zpracovanim dle obecného postupu, ktery byl purifikovan kolonovou chromatografii. Jako
mobilni faze pro TLC byla pouzita smés rozpoustédel A.c. Pro CC na silikagelu byl pouzit
gradient smési A.c. az A.a. Byla pfipravena bila pevna latka 21 (246,5 mg, 64,1 %) o t.t. =
158-164 °C (hexan).
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(Ph);SiO

24 23

Obrazek 13: 30-(4'-(7'-pyridyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3,28-bis(trifenylsilyl)-betulin (21)

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.64 (s, 3H); 0.78 (s, 3H); 0.88 (s, 3H); 0.88 (s, 3H); 0.96 (s, 3H,
5 x Me); 2.28 (m, 1H, H-19B); 3.34 (dd, 1H, J1 =11.4 Hz, J> = 4.4 Hz, H-3a); 3.81 (d, 1H,J =
9.9 Hz, H-28b); 4.60 (s, 1H, H-29 proE); 4.95 (AB-system, 2H, Jecem = 15.6 Hz, H-30); 5.00
(s, 1H, H-29 proz); 7.38-7.47 (m, 20H); 7.65-7.69 (m, 13H); 7.80 (td, 1H, J1 = 7.8 Hz, J, =
7.8 Hz, J3 = 1.8 Hz); 8.13 (s, 1H, H-5'); 8.23 (d, 1H, J = 8.0 Hz); 8.60 (d, 1H, J = 4.7 Hz, 30 x
Ph, H-8',9',10',11").

4.3.4. 30-(4'-(8'-pyridyl)-1H-1,2,3-triazo-1"-yl)- 3,28-bis(trifenylsilyl)-betulin (22)

Dle obecného postupu v kapitole 4.1. byla pfipravena i latka 24. K roztoku latky 13
(350 mg, 0,3 mmol) v DMF (20 ml) byly piidany ostatni reaktanty: CuSO45H>0 (42,1 mg,
0,2 mmol), L-askorbanem sodnym (33,4 mg, 0,2 mmol) a 3-ethynylpyridiem (69,6 mg,
0,6 mmol). Reakce byla zahiivana na teplotu 50 °C, probihala po dobu 30 hod. Reakéni smés
obsahujici produkt 22 byla zpracovana dle obecného postupu, byla provedena purifikace CC
na silikagelu. Jako mobilni faze byl pouzit gradient smési A.c. az A.a. Pro monitoring
prubéhu reakce pomoci TLC byla zvolena faze A.c. Byla pfipravena bild pevna latka 22
(246,5 mg, 64,1 %) o t.t. = 164-1167 °C (hexan).
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(Ph);SiO

24 23

Obrazek 14: 30-(4'-(8'-pyridyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3,28-bis(trifenylsilyl)-betulin (22)

IH NMR spektrum (8, ppm): 0.66 (s, 3H); 0.80 (s, 3H); 0.89 (s, 3H); 0.89 (s, 3H); 0.97 (s, 3H,
5 x Me); 2.25 (m, 1H, H-19B); 3.33 (dd, 1H, J1 = 11.4 Hz, J = 4.4 Hz, H-3a); 3.82 (d, 1H, J =
10.1 Hz, H-28b); 4.62 (s, 1H, H-29 proE); 4.93 (AB-system, 2H, Jeem = 15.6 Hz, H-30); 5.01
(s, 1H, H-29 proZz); 7.37-7.46 (m, 20H); 7.64-7.67 (m, 11H); 7.77 (s, 1H, H-5"); 8.23 (d, 1H, J
= 8.0 Hz); 8.62 (m, 1H); 9.03 (m, 1H, 30 x Ph, H-7',9',10',11").

4.3.5. 30-(4'-(9'-N,N-dimethylaminofenyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3,28-
bis(trifenylsilyl)-betulin (23)

Azid 13 (350 mg, 0,3 mmol) byl rozpustén za laboratorni teploty v DMF (20 ml) a
smichan s ostatnimi reaktanty dle obecného postupu ptipravy triazoli: CuSO45H,0 (42,1 mg,
0,2 mmol), L-askorban sodny (33,4 mg, 0,2 mmol) a 4-ethynyl-N,N-dimethylanilin (49,0 mg,
0,3 mmol). Reakéni smés byla michana za laboratorni teploty a probihala po dobu 36 hod.
Poté byl surovy produkt 23 vysrazen dle obecného postupu a purifikovan CC za pouziti
gradientoveé eluce s mobilni fazi o sloZeni A.d. az A.a. Byla izolovana pevna latka 23 cihlové
Cervené barvy (264,1 mg, 66,1 %) o t.t. = 229-235 °C (hexan).
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Obrazek 15: 30-(4'-(9'-N,N-dimethylaminofenyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3,28-bis(trifenylsilyl)-betulin (23)

IH NMR spektrum (8, ppm): 0.65 (s, 3H); 0.79 (s, 3H); 0.89 (s, 3H); 0.89 (s, 3H); 0.97 (s, 3H,
5 x Me); 2.29 (m, 1H, H-19B); 3.00 (s, 6H, 2 x Me); 3.33 (dd, 1H, J; = 11.4 Hz, J> = 4.4 Hz,
H-30); 3.41 (d, 1H, J = 10.1 Hz, H-28b); 3.81 (d, 1H, H = 10.1 Hz, H-28a); 4.61 (s, 1H, H-29
prok); 4.90 (AB-system, 2H, Jeem = 15.3 Hz, H-30); 4.97 (s, 1H, H-29 proZz); 7.37-7.46 (m,
20H); 7.55 (s, 1H, H-5"); 7.63-7.67 (m, 11H); 7.71 (d, 3H, J = 8.8 Hz, 30 x H-Ph, H-
7,8',10',11".

4.3.6. 30-(4'-aminomethyl-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3,28-bis(trifenylsilyl)-betulin
(24)

Roztok vychozi latky 13 (350 mg, 0,3 mmol) v DMF (20 ml) byl dle obecnych
reak¢nich podminek pfipravy triazoli smichan s ostatnimi reaktanty: CuSO45H20 (42,1 mg,
0,2 mmol), L-askorban sodny (33,4 mg, 0,2 mmol) a propargylamin (21,9 ul, 0,3 mmol).
Reakce probihala za laboratorni teploty po dobu 38 hod, posléze byla reakéni smés
zpracovana popsanym obecnym postupem. Necistoty byly odstranény kolonovou
chromatografii a byla izolovana bila pevna latka 24 (184,7 mg, 48,3 %) o t.t. = 138-142 °C
(hexan). Pro monitorig metodou TLC a pro purifikaci pomoci CC byla pouzita mobilni faze o

slozeni A.b.
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Obréazek 16: 30-(4'-aminomethyl-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3,28-bis(trifenylsilyl)-betulin (24)
'H NMR spektrum (3, ppm): 0.64 (s, 3H); 0.78 (s, 3H); 0.86 (s, 3H); 0.87 (s, 3H); 0.95 (s, 3H,
5 x Me); 2.06-2.10 (m, 2H, H-6"); 2.20 (m, 1H, H-19B); 3.31 (dd, 1H, J1 = 11.7 Hz, J> =
4.2 Hz, H-3a); 3.38 (d, 1H, J = 9.9 Hz, H-28b); 3.80 (d, 1H, H = 9.9 Hz, H-28a); 4.52 (s, 1H,
H-29 proE); 4.93 (AB-system, 2H, Jeem = 15.6 Hz, H-30); 5.00 (s, 1H, H-29 proZ); 7.36-7.47
(m, 20H); 7.62-7.66 (m, 10H, 6 x Ph); 8.03 (s, 1H, H-5"; 10.02 (s, 2H, NH>).

4.4. Triazoly 3-O-acetylbetulinové kyseliny
4.4.1. 30-(4'-fenyl-1H-1,2,3-triazo -1'-yl)-3-O-acetylbetulinovéa kyselina (25)

Azid 12 (150 mg, 0,3 mmol) byl rozpustén za laboratorni teploty v DMF (15 ml), poté
byly pfidany i ostatni reaktanty dle obecného pracovniho postupu piipravy: CuSO45H20
(37,6 mg, 0,2 mmol), L-askorban sodny (29,7 mg, 0,2 mmol) a terminalni alkyn fenylacetylen
(28,4 mg, 0,3 mmol). Reakce probihala za laboratorni teploty po dobu 22 hod. Surovy produkt
25 byl ziskan sraZzenim dle obecného postupu, ledova drt’ byla okyselena za pouziti HCI na
pH + 3. Purifikace latky 25 byla provedena CC na silikagelu za pouziti mobilni faze o slozeni
A.b., stejna faze byla pouzita také pro TLC. Byla pfipravena bila tuha latka 25 (126,3 mg,
70,1 %) o t.t. = 176-179 °C (hexan).
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Obrazek 17: 30-(4'-fenyl-1H-1,2,3-triazo -1'-yl)-3-O-acetylbetulinova kyselina (25)
'H NMR spektrum (3, ppm): 0.83 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.92 (s, 3H); 0.97 (s, 3H,
5 x Me); 2.05 (m, 3H, Ac); 2.99 (td, 1H, J1 = 10.9 Hz, J, = 11.0 Hz, J3 = 4.4 Hz, H-19p); 4.48
(dd, 1H, J1 = 10.5 Hz, J2 = 5.4 Hz, H-3a); 4.75 (s, 1H, H-29 proE); 5.00 (AB-system, 2H,
Jeem = 15.7 Hz, H-30); 5.10 (s, 1H, H-29 proz); 7.34 (t, 1H, J = 8.7 Hz, H-9"); 7.43 (t, 2H, J =
7.2 Hz, H-8'10"); 7.77 (s, 1H, H-5'); 7.84 (d, 2H, H-7',11).

4.4.2. 30-(3'-(7'-formylfenyl )-1H-1,2,3-triazo -1'-yl)-3-O-acetylbetulinova
kyselina (26)

Roztok azidu 12 (150 mg, 0,3 mmol) v DMF (15 ml), byl smichan dle obecného
pracovniho postupu pfipravy triazol s ostatnimi reaktanty: CuSO45H.O (37,6 mg,
0,2 mmol), L-askorban sodny (29,7 mg, 0,2mmol) a 2-etynylbenzaldehyd (36,2 mg,
0,3 mmol). Reakce byla mich&na za laboratorni teploty a probihala 20 hod, nasledné byla
Zpracovana obecnym postupem, pticemz ledova drt’ byla okyselena HC1 + 3. Surovy produkt
26 byl purifikovan CC na silikagelu za pouziti gradientové mobilni faze o slozeni hexan A.a.
a B.b az B.a. Pomér rozpoustédel A.a. byl pouzit i pro TLC. Byla pfipravena bila tuha latka
26 (114,9 mg, 61,7 %) o t.t. = 161-167 °C (hexan).
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Obrazek 18: 30-(3'-(7'-formylfenyl )-1H-1,2,3-triazo -1'-yl)-3-O-acetylbetulinova kyselina (26)
'H NMR spektrum (3, ppm): 0.83 (s, 3H); 0.84 (s, 3H); 0.84 (s, 3H); 0.91 (s, 3H); 0.97 (s, 3H,
5 x Me); 2.05 (m, 3H, Ac); 2.99 (td, 1H, J1 = 10.9 Hz, J = 11.0 Hz, J3 = 4.8 Hz, H-19p); 4.47
(dd, 1H, J1 = 10.3 Hz, J» = 4.9 Hz, H-3a); 4.75 (s, 1H, H-29 proE); 5.00 (d, 2H, J = 4.8 Hz, H-
30); 5.12 (s, 1H, H-29 proZz); 7.52 (t, 1H, J = 7.3 Hz); 7.43 (t, 1H, J = 7.4 Hz); 7.72 (d, 1H, J
=7.8 Hz); 7.86 (s, 1H, H-5; 8.03 (d, 1H, J = 7.8 Hz, H-8',9',10',11"); 10.38 (s, 1H, CHO).

4.4.3. 30-(3'-(9'-t-butylylfenyl)-1H-1,2,3-triazo -1'-yl)-3-O-acetylbetulinova
kyselina (27)

Navazka vychoziho azidu 12 (150 mg, 0,3 mmol) byla za laboratorni teploty
rozpusténa v DMF (15 ml) a roztok byl smichan podle obecného pracovniho postupu
uvedeného v kapitole 4.1. reaktanty: CuSO45H.0 (37,6 mg, 0,2 mmol), L-askorbanem
sodnym (29,7 mg, 0,2 mmol) a t-butylfenylacetylenem (50,1 pl, 0,3 mmol). Roztok reakéni
smesi byl michdn za laboratorni teploty po dobu 20 hod, poté byl zpracovan obecnym
postupem, pfi€emz ledova drt” byla pét okyselena HCl na pH + 3. Necistoty obsaZené
v surovém produktu 27 byly odstranény béhem CC na silikagelu za pouziti gradientové
mobilni faze o slozeni A.b a A.a, Mobilni faze o slozeni A.b. byla pouzita i pro monitorig

TLC. Byla izolovana bil4 tuha latka 27 (151,8 mg, 78,2 %) o t.t. = 187-192 °C (hexan).

61



Obrazek 19: 30-(3'-(9'-t-butylylfenyl)-1H-1,2,3-triazo -1'-yl)-3-O-acetylbetulinova kyselina (27)
IH NMR spektrum (8, ppm): 0.83 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.92 (s, 3H); 0.98 (s, 3H,
5 x Me); 1.35 (s, 9H, t-Bu); 2.05 (m, 3H, Ac); 2.99 (td, 1H, J; = 10.6 Hz, J> =109 Hz, J3 =
4.2 Hz, H-19); 4.48 (dd, 1H, J: = 10.6 Hz, J2 = 5.5 Hz, H-3a); 4.47 (s, 1H, H-29 proE); 5.00
(s, 2H, H-30); 5.09 (s, 1H, H-29 proZz); 7.45 (d, 2H, J = 8.8 Hz); 7.74 (s, 1H, H-5"; 7.77 (d,
2H, J = 8.6 Hz, H-8',9',10',11").

4.4.4. 30-(3'-cyklopentyl-1H-1,2,3-triazo -1'-yl)-3-O-acetyl betulinovéa kyselina
(28)

Dle obecnych podminek piipravy triazol byla piipravena i latka 30. Azid 12 (150 mg,
0,3 mmol) byl rozpustén v DMF (15 ml) za laboratorni teploty, poté byly ptidany navazky
v8ech reaktantd: CuSO45H.0 (37,6 mg, 0,2 mmol), L-askorbanem sodnym (29,7 mg,
0,2 mmol) a cyklopentylacetylen (26,2 mg, 0,3 mmol). Reakce probihala za podminek
laboratorni teploty a michani po dobu 26 hod. Poté byla zpracovana a produkt byl vysrazen do
ledové drti okyselené HCI na pH + 3 dle obecného postupu. Byla pouzita purifikace CC za
pouziti mobilni faze A.b. Tataz faze byla pouzita i pro TLC. Byla pfipravena bila tuha latka
28 (150,1 mg, 85,2 %) o t.t. = 146-155 °C (hexan).
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Obrazek 20: 30-(3'-cyklopentyl-1H-1,2,3-triazo -1'-yl)-3-O-acetyl betulinova kyselina (28)
'H NMR spektrum (3, ppm): 0.83 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.85 (s, 3H); 0.91 (s, 3H); 0.94 (s, 3H,
5 x Me); 1.67 (m, 6H, H-7',8'9',10") 2.05 (m, 3H, Ac); 2.95 (td, 1H, J; = 10.9 Hz, J> = 11.2
Hz, Js = 4.4 Hz, H-19B); 4.48 (dd, 1H, J; = 10.4 Hz, J, = 5.2 Hz, H-30); 4.68 (s, 1H, H-29
prok); 4.90 (d, 2H, J = 8.6 Hz, H-30); 5.05 (s, 1H, H-29 proZ); 7.26 (s, 1H, H-5".

4.5. Triazoly 3-trifenylsilylbetulinové kyseliny
45.1. 30-(4'-fenyl-1H-1,2,3-triazo-1"-yl)- 3-trifenylsilylbetulinova kyselina (29)

Vychozi latka 14 (300 mg, 0,4 mmol) byla za laboratorni teploty rozpusténa v DMF
(18 ml), poté dle obecného pracovniho postupu byly ptidany dalsi reaktanty: CuSO45H20
(49,5 mg, 0,2 mmol), L-askorban sodny (39,3 mg, 0,2 mmol) a terminalni alkyn fenylacetylen
(40,5 mg, 0,4 mmol). Reakce probihala za laboratorni teploty po dobu 26 hod. Nasledné byla
reakéni smés zpracovana dle obecného postupu. Necistoty byly odstranény béhem CC na
silikagelu za pouziti smési rozpoustédel B (cyklohexan / EtOAC) v poméru c. TLC bylo
provadéno s totoznou mobilni fazi. Byla izolovana bila tuha latka 29 (250,0 mg, 74,9 %) o t.t.
= 185-190 °C (cyklohexan).
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Obrazek 21: 30-(4'-fenyl-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3-trifenylsilylbetulinova kyselina (29)
IH NMR spektrum (8, ppm): 0.83 (s, 1H); 0.88 (s, 3H); 0.90 (s, 3H); 0.92 (s, 3H); 0.96 (s, 3H,
5 x Me); 2.98 (td, J1 = 10.9 Hz, J> = 11.4 Hz, J3 = 5.2 Hz, 1H, H-19p); 3.34 (dd, 1H, J1 =
12.0 Hz, J> = 4.6 Hz, H-3a); 4.70 (s, 1H, H-29 proE); 4.88 (d, 2H, J = 7.5 Hz, H-30); 5.07 (s,
1H, H-29 proZz); 7.31-7.45 (m, 11H); 7.65 (m, 7H); 7.75 (s, 1H, H-5"; 7.83 (m, 2H, 4 x Ph).

4.5.2. 30-(4'-(9'-t-butylylfenyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3-trifenylsilylbetulinova
kyselina (30)

K azidu 14 (300 mg, 0,4 mmol) rozpusténém v DMF (18 ml) byly dle obecného
pracovniho postupu pfidany reaktanty: CuSO45H20 (49,5 mg, 0,2 mmol), L-askorban sodny
(39,3 mg, 0,2 mmol) a 4-tert-butylfenylacetylen (71,5 ul, 0,4 mmol). Roztok byl michan za
laboratorni teploty po dobu 24 hod. Surova latka 30 byla srazena podle obecného pracovniho.
Necistoty byly odstranény pouzitim CC, jako mobilni faze slouZila smés rozpoustédel B.c.,
tataz faze byla pouzita i pro TLC. Byla pfipravena bila tuha latka 30 (262,7 mg, 72,4 %) o t.t.
= 210-216 °C (cyklohexan).
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Obrazek 22: 30-(4'-(9'-t-butylylfenyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3-trifenylsilylbetulinova kyselina (30)

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.84 (s, 1H); 0.89 (s, 3H); 0.90 (s, 3H); 0.95 (s, 3H); 0.96 (s, 3H,
5 x Me); 1.35 (s, 9H, t-Bu); 1.69 (m, 8H, 8 x H-7'8'9',10"); 2.99 (m, 1H, H-19p); 3.35 (dd,
1H, J1 =11.4 Hz, J, = 4,7 Hz, H-3a); 4.69 (s, 1H, H-29 proE); 4.98 (s, 2H, H-30); 5.06 (s, 1H,
H-29 proZ); 7.34-7.47 (m, 10H); 7.65-7.79 (m, 9H, 4 x Ph).

4.5.3. 30-(4'-cyklopentyl-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3-trifenylsilylbetulinové kyselina
(31)

Dle obecného postupu byla piipravena i latka 31. Roztok azidu 14 (300 mg, 0,4 mmol)
v DMF (18 ml) byly ptidany navazky: CuSO45H20 (49,5 mg, 0,2 mmol), L-askorban sodny
(39,3 mg, 0,2 mmol) a cyklopentenylacetylen (37,3 mg, 0,4 mmol). Reakce byla zahfivana na
teplotu 50 °C po dobu 48 hod. Nasledné byla ukonéena a surovy produkt 31 byl zpracovan,
byla provedena purifikace CC, jako mobilni faze slouzila smés rozpoustédel B.c, stejna
mobilni faze byla pouzita i pro TLC. Byla ptipravena bila tuha latka 31 (257,7 mg, 76,4 %) o
t.t. = 166-170 °C (cyklohexan).
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Obrazek 23: 30-(4'-cyklopentyl-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3-trifenylsilylbetulinova kyselina (31)

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.84 (s, 1H); 0.88 (s, 3H); 0.89 (s, 3H); 0.92 (s, 3H); 0.96 (s, 3H,
5 x Me); 1.69 (m, 8H, 8 x H-7',8',9',10"); 2.94 (td, J1 = 11.0 Hz, J, = 11.0 Hz, J3 = 4.1 Hz, 1H,
H-198); 3.33 (dd, 1H, J: = 11.5 Hz, J, = 4.5 Hz, H-30); 4.66 (s, 1H, H-29 proE); 4.88 (d, 2H,
J =11.4 Hz, H-30); 5.03 (s, 1H, H-29 proZ); 7.24 (s, 1H, H-5'); 7.38-7.45 (m, 10H); 7.64-7.66
(m, 5H, 3 x Ph).

4.5.4. 30-(4'-(7'-pyridyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3-trifenylsilylbetulinova kyselina
(32)

Do roztoku azidu 14 (300 mg, 0,4 mmol) vDMF (18 ml) byly dle obecného
pracovniho postupu pfidany reaktanty: CuSO45H20 (49,5 mg, 0,2 mmol), L-askorban sodny
(39,3 mg, 0,2 mmol) a 2-etynylpyridin (40,0 ul, 0,4 mmol). Roztok byl michan za laboratorni
teploty po dobu 22 hod a nasledné byl produkt 32 vysrazen dle obecného postupu. Mobilni
fazi pro TLC tvotila smés B.b. Rovnéz byla provedena purifikace CC za pouziti gradientové
mobilni faze o slozeni B (cyklohexan / EtOAc) v pomérech c.-b. Byla izolovéna bila tuha
latka 32 (265,0 mg, 64,8 %) o t.t. = 198-203 °C (cyklohexan).
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Obrazek 24: 30-(4'-(7'-pyridyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3-trifenylsilylbetulinova kyselina (32)
'H NMR spektrum (3, ppm): 0.82 (s, 1H); 0.88 (s, 3H); 0.89 (s, 3H); 0.92 (s, 3H); 0.95 (s, 3H,
5 x Me); 3.02 (m, 1H, H-198); 3.33 (dd, 1H, J1 = 11.7 Hz, J2 = 4.6 Hz, H-30); 4.66 (s, 1H, H-
29 proE); 5.01 (d, 2H, J = 11.4 Hz, H-30); 5.06 (s, 1H, H-29 proZ); 7.36-7.45 (m, 10H); 7.64-
7.66 (m, 5H, 3 x Ph); 7.80 (td, 1H, J1 = 7.8 Hz, J = 7.8 Hz, J3 = 1.6 Hz); 8.19 (s, 1H); 8.22 (d,
1H,J=8.1 Hz); 8.59 (d, 1H, J = 4.4 Hz, H-8',9',10',11").

45.5. 30-(4'-(8'-pyridyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3-trifenylsilylbetulinova kyselina
(33)

Navéazka azidu 14 (300 mg, 0,4 mmol) byla za laboratorni teploty rozpusténa v DMF
(18 ml) a podle obecného pracovniho postupu byly piidany reaktanty: CuSO4+5H20 (49,5 mg,
0,2 mmol), L-askorban sodny (39,3 mg, 0,2 mmol) a 3-etynylpyridin (41,0 mg, 0,4 mmol).
Reakce probihala za laboratorni teploty po dobu 22 hod, poté byla ukoncena a surovy produkt
33 zpracovan dle obecného postupu piipravy triazolti. Mobilni fazi pro TLC tvofila smés
cyklohexan / EtOAc (faze B) v poméru c. Rovnéz byla provedena purifikace CC za pouziti
gradientové mobilni faze o sloZeni B.c az B.a. Byla izolovana bila tuha latka 33 (249,4 mg,
61,0 %) o t.t. = 200-208 °C (cyklohexan).
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Obrazek 25: 30-(4'-(8'-pyridyl)-1H-1,2,3-triazo-1"-yl)- 3-trifenylsilylbetulinova kyselina (33)
IH NMR spektrum (8, ppm): 0.83 (s, 1H); 0.88 (s, 3H); 0.89 (s, 3H); 0.91 (s, 3H); 0.95 (s, 3H,
5 x Me); 2.98 (m, 1H, H-19B); 3.34 (dd, 1H, J1 = 11.5 Hz, J2 = 4.3 Hz, H-30); 4.79 (s, 1H,
H-29 proE); 5.01 (s, 2H, H-30); 5.10 (s, 1H, H-29 proZz); 7.37-7.45 (m, 10H); 7.64-7.66 (m,
5H, 3 x Ph); 7.90 (s, 1H, H-5"); 8.30 (s, 1H); 8.59 (s, 1H); 9.00 (s, 1H, H-9',10",11").

4.5.6. 30-(4'-(9'-N,N-dimethylaminofenyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3-
trifenylsilylbetulinova kyselina (34)

Do ptipraveného roztoku azidu 14 (300 mg, 0,4 mmol) v DMF (18 ml) byly za
laboratorni teploty postupné pfidany reaktanty podle obecného postupu: CuSO45H20
(49,5 mg, 0,2 mmol), L-askorban sodny (39,3 mg, 0,2 mmol) a 4-ethynyl-N,N-dimethylanilin
(57,6 mg, 0,4 mmol). Reakce probihala za laboratorni teploty po dobu 28 hod. Nasledné¢ byla
zpracovana podle popsaného postupu a produkt 34 byl purifikovan CC, jako mobilni faze byl
pouzit gradient smési B.c. aZ B.a. Pomér rozpoustédel ¢ byl uzit i pro TLC. Byla pfipravena

cihlové ¢ervena tuha latka 34 (235,3 mg, 65,8 %) o t.t. = 191-196 °C (cyklohexan).
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Obrazek 26: 30-(4'-(9'-N,N-dimethylaminofenyl)-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3-trifenylsilylbetulinova kyselina
(34)

'H NMR spektrum (3, ppm): 0.84 (s, 1H); 0.88 (s, 3H); 0.89 (s, 3H); 0.90 (s, 3H); 0.96 (s, 3H,

5 x Me); 3.00 (m, 1H, H-198); 3.34 (dd, 1H, J1 = 11.7 Hz, J2 = 4.6 Hz, H-30); 4.68 (s, 1H, H-

29 proE); 4.96 (s, 2H, H-30); 5.05 (s, 1H, H-29 proz); 6.77 (d, 2H, J = 9.1 Hz, H-8',10";

7.37-7.46 (m, 10H); 7.61-7.72 (m, 9H, 3 x Ph, H-5'7',11").

4.5.7. 30-(4'- aminomethyl-1H-1,2,3-triazo-1'-yl)- 3-trifenylsilylbetulinova
kyselina (35)

Navézka azidu 14 (300 mg, 0,4 mmol) byla za laboratorni teploty rozpuSténa v DMF
(18 ml), poté byly piidany dalsi reaktanty v poradi podle obecného postupu: CuSO45H.0
(49,5mg, 0,2 mmol), L-askorban sodny (39,3 mg, 0,2 mmol) a propargylamin (25,7 ul,
0,4 mmol). K reakci dochazelo za laboratorni teploty po dobu 32 hod. Nasledné byla surova
reakéni smés zpracovana a produkt 35 byl srazen, jak uvadi obecny postup. Necistoty byly
odstranény CC. Pro TLC i CC byla pouzita mobilni faze B.b. Byla piipravena bila tuha latka
35 (188,1 mg, 58,4 %) o t.t. = 172-179 °C (cyklohexan).
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'H NMR spektrum (3, ppm): 0.84 (s, 1H); 0.89 (s, 3H); 0.89 (s, 3H); 0.90 (s, 3H); 0.96 (s, 3H,
5 x Me); 2.93 (td, 1H, J1 = 10.8 Hz, J> = 10.8 Hz, J3 = 4.6 Hz, H-198); 3.34 (m, 1H, H-3a);
4.64 (s, 1H, H-29 proE); 5.01 (m, 2H, H-30); 5.09 (s, 1H, H-29 proZ); 7.36-7.45 (m, 10H);
7.64-7.66 (m, 5H, 3 x Ph); 8.12 (s, 1H, H-5); 10.16 (s, 2H, NH>).
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