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POVZETEK

17B-hidroksisteroid-dehidrogenaza tipa 12 je encim, ki sodi v druzino 17B-hidroksisteroid-
dehidrogenaz in katalizira redukcijo estrona v estradiol. Poleg vloge pri steroidogenezi naj
bi imel vlogo tudi pri presnavljanju lipidov. Kataliziral naj bi redukcijo 3-ketoacil
koencima A v 3-hidroksiacil koencim A. Ta redukcija je druga stopnja mikrosomalnega
podaljSevanja mascobnih kislin. S sintezo potencialnega endogenega substrata, 3-
ketopalmitoil koencima A, bi prispevali k raziskovanju potencialne multifunkcionalnosti
tega encima in s tem k razvoju novih ucinkovin za nekatera rakava obolenja, motnje
presnove in razli¢ne genetske ter nevrodegenerativne bolezni, s katerimi so povezane 173-
hidroksisteroid-dehidrogenaze. Ker smo za sintezo 3-ketopalmitoil koencima A
potrebovali etil 3-oksoheksadekanoat, smo razvili enostaven postopek za sintezo o,o-
nesubstituiranih in a-monosubstituiranih p-keto estrov iz kislinskih kloridov in etil
acetoacetata. S tem postopkom smo sintetizirali etil 3-oksooktanoat, etil 3-okso-3-
fenilpropanoat, etil 3-(4-nitrofenil)-3-oksopropanoat, etil 3-(4-klorofenil)-3-oksopropanoat
in etil 3-oksoheksadekanoat, ki smo ga uporabili za sintezo 3-ketopalmitoil koencima A.
Sinteza konéne spojine 3-ketopalmitoil koencima A je bila mogoca le z uvedbo zasCitne
skupine za [-karbonilno skupino. Za dolo¢anje ¢&istosti 3-(1',3'-dioksolanil)palmitoil
koencima A in 3-ketopalitoil koencima A ter spremljanje poteka pretvorbe 3-(1',3'-
dioksolanil)palmitoil koencima A v 3-ketopalitoil koencima A smo razvili ve¢ HPLC

metod.

ABSTRACT

17B-hydroxysteroid-dehydrogenase type 12 is a member of the 17p-hydroxysteroid-
dehydrogenase enzyme family and catalyzes the reduction of estrone into estradiol. In
additon to its role in steroidogenesis, 17p-hydroxysteroid-dehydrogenase type 12 may also
be involved in lipid metabolism by catalyzing the reduction of 3-ketoacyl coenzyme A into
3-hydroxyacyl conezyme A. This reduction is the second step of microsonal fatty acyl
elongation. The synthesis of a potential endogenous substrate, 3-ketopalmitoyl coenzyme
A, would contribute to research of potential multifunctionality of this enzyme and
development of new drugs for some types of cancers, metabolic disorders, and different
genetic and neurodegenerative diseases associated with 17p3-hidroxysteroid-dehidrogenases.

Because we needed ethyl 3-oxohexadecanoate to synthesize 3-ketopalmitoyl coenzyme A,



we developed a simple procedure for preparing a,a-disubstituted and a-monosubstituted p-
keto esters from acyl chlorides and ethyl acetoacetate. Using this procedure we synthesized
ethyl 3-oxooctanoate, ethyl 3-oxo-3-phenylpropanoate, ethyl 3-(4-nitrophenyl)-3-
oxopropanoate, ethyl 3-(4-nitrophenyl)-3-oxopropanoate and ethyl 3-oxohexadecanoate,
which was used in the synthesis of 3-ketopalmitoyl conezyme A. The synthesis of final
compound 3-ketopalmitoyl conezyme A was possible only with the use of a protective
group for the PB-carbonyl group. We also developed several HPLC methods for
determination of purity of 3-(1',3'-dioxolanyl)palmitoyl coenzyme A and 3-ketopalmitoyl
coenzyme A and monitoring the converison of 3-(1',3'-dioxolanyl)palmitoyl coenzyme A
into 3-ketopalmitoyl coenzyme A.
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1. UvOD

1.1. 17p-hidroksisteroid-dehidrogenaza tipa 12 (17p-HSD12)
17B-hidroksisteroid-dehidrogenaze (17B-HSD) so encimi, ki katalizirajo oksidacijo 17p-
hidroksisteroidov ali redukcijo 17-ketosteroidov. Za oksidacijo uporabljajo kofaktor
NAD(P)*, kofaktor NAD(P)H pa za redukcijo (1). Oksidativne 17Bp-HSD deaktivirajo
steroide, reduktivne 17p-HSD pa aktivirajo androgene in estrogene (2). Nekatere 178-HSD
so udelezene v rakavih in doloCenih genetskih in nevrodegenerativnih obolenjih (1).
17B-HSD12 je encim, ki sodi med reduktivne 17B-HSD. Nahaja se v moZganih, srcu,
skeletnih miSicah, ledvicah, jetrih, celicah Langerhansovih otockov trebusne slinavke, na
povrsinskem epiteliju tankega in debelega c¢revesa, adenohipofizi, nadledvicni zlezi,
testisih, placenti, mle¢ni Zlezi, jajénikih, placenti in maternici (1, 2). Med tkivi, ki so
obcutljiva na estrogen, ga je najvec v mle¢ni Zlezi in jajénikih (2).

17B-HSD12 sodeluje v procesu steroidogeneze tako, da katalizira pretvorbo estrona v
estradiol (slika 1) (2). Estradiol je najmoc¢nejsi estrogen. Odgovoren je za diferenciacijo,
rast in funkcijo Zenskih spolnih organov. Z aktivacijo receptorjev za estrogene je povezan z
rastjo od estrogenov odvisnega raka dojk in endometrija (3). Redukcijo estrona v estradiol
katalizirata tudi 173-HSD tipa 1 in 7. V placenti se v najvecji meri izraza 173-HSD tipa 1,
encim pomemben vir estradiola pri Zenskah pred in po menopavzi, ko postanejo periferna

tkiva edini vir estrogenov (2).

17B-HSD tipa 1, 7 in 12

HO HO

estron estradiol

Slika 1: Redukcija estrona v estradiol.

Pomen 17B-HSD12 v presnovi lipidov $e ni povsem pojasnjen. 17B-HSD12 encim je
humani homolog 3-ketoacil-CoA reduktaze, ki jo najdemo pri kvasovkah. Katalizira
pretvorbo 3-ketoacil-CoA v 3-hidroksiacil-CoA. Ta redukcija je druga stopnja
mikrosmalnega podaljSevanja mascobnih kislin (slika 2). 3-ketopalmitoil koencim A (1) je
potencialni endogeni substrat tega encima (slika 3) (4). Prisotnost 17p-HSD12 v organih in
tkivih, kjer poteka presnova lipidov podpira tezo, da je 17p-HSD12 udelezen tudi pri
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presnovi lipidov. Sinteza tioestra 1 bi prispevala k preucevanju fizioloskega pomena tega
multifunkcionalnega encima in s tem k razvoju novih ucinkovin za nekatera rakava
obolenja, motnje presnove in razlicne genetske ter nevrodegenerativne bolezni, s katerimi

so povezane 17B-HSD (1).

o

Me

i SCoA

acil-CoA

HOOC

I. kondenzacija SCoA

malonil-CoA
LCE HELOI1 Cig30

SSC1 SSC2 ELOVLA4 CO, + CoASH

II redukcya OH 0}
17B -HSD12
Me

SCoA i SCoA

3-ketoacil-CoA 3-hidroksiacil-CoA

3-ketopalmitoil-CoA (1): n= 12

NADPH + H+ NADP*

II1. dehidratacija

IV redukcua O

Me \

SCOA i SCoA

podalj$an acil-CoA trans-2,3-enoil-CoA

NADP NADPH + H'

Slika 2: Mikrosomalno podaljSevanje mas¢obnih kislin. Encimi so: elongaze dolgoveriznih mas¢obnih kislin
(LCE, HELOL1, Cig30, SSC1, SSC2 in ELOVL4), 17p-hidroksisteroid-dehidrogenaza tipa 12 (17p-HSD12)
in trans-2,3-enoil-CoA reduktaza (TER).

0 ou
Me\M)J\)J\S/\/N \ / FN
Me HO H %NHZ
o a N ‘N
. HO/ (6]

Slika 3: Struktura 3-ketopalimotoil koencima A ().
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1.2. B-keto estri

B-keto estri so organske spojine, ki imajo v svoji strukturi poleg estrske skupine Se
karbonilno skupino na mestu 3 (B-mesto). Glede na Stevilo vodikov na ogljikovem atomu
med estrsko in karbonilno skupino (mesto 2 ali a-mesto) lo¢imo a,a-nesubstituirane (2), a-
monosubstituirane (3) in a,a-disubstituirane B-keto estre (4). Razlike v reaktivnosti in s
tem tudi sintezni uporabnosti so posledica razlik v strukturah. p-keto estri 2, 3 in 4 imajo v
svoji strukturi dve elektrofilni (karbonilna in estrska) skupini, ki lahko pri ustreznih
pogojih reagirata z nukleofili. B-Keto estri 2 in 3 pa imajo poleg elektrofilnih e skupino
(CHg pri 2 in CH pri 3), ki jo lahko pri ustreznih pogojih pretvorimo v nukleofil, ki reagira
z elektrofili (slika 4).

0] (6] (0] (o] o 0}
3 1
2
) ) & N ) ) & - 3 ) & .
Nu H H Nu Nu R, H N Nu 3 R, Nu
2 3 4
a,a-nesubstituiran B-keto ester a-monosubstituiran f-keto ester o,a-disubstituiran 3-keto ester

Slika 4: Strukture B-keto estrov in prikaz reaktivnosti (El = elektrofil, Nu = nukleofil).

Zaradi omenjenih reaktivnih skupin lahko iz B-keto estrov sintetiziramo sStevilne derivate.
V farmaciji so p-keto estri pomembni intermediati pri sintezi Stevilnih u¢inkovin (npr.
cerivastatin, fluvastatin, rosuvastatin, nifedipin, felodipin, nimodipin, flordipin, taludipin,
misoprostol, tenoksikam, haloperidol, droperidol, pimozid, tetrabenazin, sakvinavir) in
pomoznih snovi (npr. biorazgradljivi polimeri) (5).

Za B-keto estre 2 in 3 je znacilna keto-enol tavtomerija. To je izomerizacija, pri kateri pride
do socasne premestitve vodikovega atoma in dvojne vezi v sklopu treh atomov. Posamezne
izomere imenujemo tavtomere, prehod iz keto v enolno obliko pa enolizacija. Gre za
eksotermen proces, ki poteka v plinski fazi, v samih tekocinah ali v raztopini. Enolizacijo

katalizirajo Kkisline ali baze (slika 5) (6).
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@)

B—H

0) 0 ©0 0 OH 0
= M D M "
OR, R; OR, R; OR,
H enol

keto oblika 2 ali 3

A—H
/

A =R~

enol

keto obhka 2ali3

@
A

Slika 5: Shema z bazo (B) (zgoraj) in s kislino (AH) (spodaj) katalizirane enolizacije B-keto estrov 2 in 3.

Struktura karbonilne spojine in topilo v veliki meri vplivata na delez enola. Pri -keto
estrih 2 in 3 je relativno visok delez enola posledica veéje kislosti protona vezanega na
ogljiku na mestu 2, resonan¢ne stabilizacije enola in nastanka intramolekularne vodikove

vezi pri enolu (slika 6) (6).

COH 0 ) onl Cjo ol 0
Rl)\/U\ORZ R; 6 OR, R; OR

enol

Slika 6: Shema resonanéne stabilizacije enola (zgoraj) in prikaz intramolekularne vodikove vezi (s prekinjeno
¢rto) pri enolu (spodaj).

Bolj polarno je topilo, manj$i je delez enola. Intermolekularne vodikove vezi enola z
molekulami topila motijo intramolekularno vodikovo vez, ki stabilizira enol. Pri trans-
enolih (cikloalkan-1,3-dioni s stiri¢lenskim, petélenskim in Sest¢lenskim obro¢em) zaradi
steri¢nih ovir intramolekularna vodikova vez ni mogoca. Zato je v bolj polarnih topilih
delez enolne oblike vecji. Za opti¢no Ciste B-keto estre 3 je znacilna tudi racemizacija. Gre

za pojav pri katerem se Cisti enantiomer pretvori v zmes enantiomerov (slika 7) (6).
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R; OR, R; OR,

a = baza ali kislina

Slika 7: Shema racemizacije opiti¢no &istih B-keto estrov 3.

Objavljenih je veliko nacinov sinteze B-keto estrov (7—28). Benneti in sodelavci so leta
1995 objavili obsezen pregledni ¢lanek o (do leta 1993 opisanih) naéinih sinteze teh spojin
(28). Ker sodi intermediat za sintezo 3-ketopalmitoil koencima A (1), etil 3-
oksoheksadekanoat (5) med a,a-nesubstituirane B-keto estre (2), bomo v nadaljevanju

predstavili nekatere nacine sinteze teh spojin.

1.2.1. Nekateri nacini sinteze a,a-nesubstituiranih p-ketoestrov (2)
Shema nekaterih v literaturi opisanih nacinov sinteze a,a-nesubstituiranih -keto estrov (2)
je prikazana na sliki 8. B-keto estre 2 lahko sintetiziramo:

a) iz ketonov (6) in
e dietil karbonata (7) v prisotnosti NaH (7, 8),

o dimetil karbonata (7) v prisotnosti NaH (9),
o dietil karbonata (7) v prisotnosti NaNH, (10),
b) iz Grignardovih reagentov in etil cianoacetata, ¢emur sledi hidroliza nastalega imina z
NH,4CI in koncentrirano vodno raztopino HCI (10),
c) iz estrov (9) in EtOAc (10) v prisotnosti NaH (11),
d) iz kislinskih kloridov (11) in
o etil t-butil malonata v prisotnosti EtOMg, ¢emur sledi dekarboksilacija nastalega o-
acil malonata (13) s p-TsOH ob segrevanju (10),
o dietil malonata (14) v prisotnost EtOMg, ¢emur sledi dekarboksilacija nastalega o-
acil malonata (13) z naftalen-2-sulfonsko kislino ob segrevanju (12, 13), ali vodo
ob segrevanju (14, 15),
e) iz kislinskih kloridov (11) in
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o etil acetoacetata (16) v prisotnosti NaOH, ¢emur sledi deacetilacija nastalega a-acil
B-keto estra (17) z NH4CI (7),
e metil acetoacetata (16) v prisotnosti NaH, ¢emur sledi deacetilacija nastalega a-acil
[B-keto estra (17) z NH4CI (9),
o etil acetoacetata (16) v prisotnosti Na, cemur sledi deacetilacija nastalega a-acil -
keto estra (17) s NH3 (10),
o etil acetoacetata (16)v prisotnosti EtONa, ¢emur sledi deacetilacija nastalega a-acil
[-keto estra (17) z NH,4CI ob segrevanju (16),
e t-butil acetoacetat (16) v prisotnosti NaH, ¢emur sledi deacetilacija nastalega a-acil
[B-keto estra (17) z NaOH (17),
o etil acetoacetata (16) v prisotnosti EtONa, ¢emur sledi deacetilacija nastalega a-acil
B-keto estra (17) z NH4Cl in koncentrirano vodno raztopino NH3 (18-21),
o etil acetoacetata (16) v prisotnosti EtONa, ¢emur sledi deacetilacija nastalega a-acil
B-keto estra (17) z NH4Cl in 25 % vodno raztopino NH; ob segrevanju (22),
o etil acetoacetata (16) v prisotnosti NaOH, ¢emur sledi deacetilacija nastalega a-acil
B-keto estra (17) z NH4CI in koncentrirano vodno raztopino NH3; ob segrevanju
(23),
o etil acetoacetata (16) v prisotnosti Na, ¢emur sledi deacetilacija nastalega a-acil B-
keto estra (17) z MeONa (24, 25),
e metil acetoacetata (16) v prisotnosti BaO in kataliti¢ne koli¢ine H,O, ¢emur sledi
deacetilacija nastalega a-acil B-keto estra (17) z MeOH (11, 26),
f) iz aldehidov in etil diazoacetata v prisotnosti kataliti¢ne koli¢ine Lewisove kisline (npr.
SnCl,, BF3 ali GeCly) (27).
Nacin sinteze, ki je opisan pod c), je primer Claisenove kondenzacije estrov. Cikli¢ne -
keto estre lahko sintetiziramo tudi z Deickmannovo kondenzacijo, ki je intramolekularna

Claisenova kondnezacija estrov (6).
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Slika 8. Shema nekaterih na¢inov sinteze a,a-nesubstituiranih p-ketoestrov (2).
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2. NACRT DELA

2.1. Retrosintezna analiza 3-ketopalmitoil koencima A

3-Ketopalmitoil koencim A (1) Zelimo sintetizirati na enostaven nacin. S pomodcjo
retrosinteze bomo pripravili sintezni nacrt. Retrosinteza je analizni postopek, s katerim
pretvorimo ciljno molekulo v sintone. Sintoni so polarizirani fragmenti molekul, s pomocjo
katerih izberemo primerne reagente za sintezo. Sintezni ekvivalenti sintona so reagenti, ki
predstavljajo isti sinton. Retrosinteza in s tem priprava sinteznega nacrta se zatne s
strukturno formulo ciljne molekule. Smiselno je, da vsaka stopnja v retrosintezi
(transform) vodi do reagentov, ki so lazje dostopni kot ciljna molekula. Transforme, ki jih
oznacujemo z retorosinteznimi puscicami, ponavljamo toliko c¢asa, da pridemo do
enostavnih reagentov.

Izvedli bomo dve retrosintezni analizi ciljne molekule 1. Pri prvi bomo predpostavili da za
sintezo ne bomo potrebovali zascitne skupine. Ta retrosintezna analiza bo vodila do
relativno enostavnega sinteznega nacrta. Pri drugi retrosintezni analizi bomo predpostavili,
da bomo za sintezo potrebovali zas¢itno skupino za karbonilno skupino B-keto estra 5. Ta
retrosinteza bo vodila do sinteznega nacrta, ki bo za stopnjo uvedbe in stopnjo odstranitve
zascitne skupine dalj$i od prvega. V primeru, da nam ciljne molekule ne bo uspelo
sintetizirati brez uporabe zascitne skupine, bomo ciljno molekulo sintetizirali z uporabo

zaSCitne skupine.

2.1.1. Retrosintezna analiza — brez uporabe zas¢itne skupine

Retrosintezna cepitev pri posameznem transformu je oznacena s prekinjeno ¢rto, ki precka
vez, ki jo cepimo. S transformom a cepimo tioestrsko vez 3-ketopalmitoil konecima A (1)
in dobimo koencim A (CoASH) in 3-oksoheksadekanojsko kislino (3-ketopalmitinsko
kislino) (19). To v sinteznem smislu pomeni, da bomo Zeljeni tioester tvorili z ustrezno
reakcijo med CoASH in B-keto karboksilino kislino 19, ki jo bomo pretvorili v
reaktivnejso obliko. S transformom b izvedemo retrohidrolizo estrske vezi in dobimo etil
3-oksoheksadekanoat (5). To v smislu sinteze pomeni, da bomo B-keto karboksilno kislino
19 sintetizirali s hidrolizo estrske vezi B-keto estra 5. Ker so -keto karbokisline nestabilne
Vv bazi¢nih pogojih, bomo izvedli s kislino katalizirano hidrolizo (29). S transformom c

cepimo vez med ogljikom in ogljikom in dobimo miristoil Klorid (20) in etil acetoacetat
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(21). B-keto ester 5 bomo sintetizirali iz kislinskega klorida 20 in etil acetoacetata (21)
(slika 9).

2.1.2. Retrosintezna analiza — z uporabo zas¢itne skupine

S transformom d cepimo dvojno vez med ogljikom in kisikom v karbonilni skupini ciljne
molekule 1 in s tem izvedemo »miselno« reakcijo uvedbe zascCitne skupine (v nadaljevanju
zaSCita) na to karbonilno skupino. Dobimo spojino 22, ki ima v primerjavi s spojino 1
karbonilno skupino zasciteno v obliki 1,3-dioksolana. Z reakcijo odstranitve zasCitne
skupine (v nadaljevanju ods¢ita) bomo iz spojine 22 sintetizirali spojino 1. Pretvorbo 1,3-
dioksolanov v karbonilne spojine lahko izvedemo z oksidacijo, s kislino katalizirano
hidrolizo ali s kislino katalizirano izmenjevo dioksolanov (30). S transformom e cepimo
tioestrsko vez spojine 22 in tako dobimo koencim A (CoASH) in karboksilno kislino 23.
Tioester 22 bomo sintetizirali z ustrezno reakcijo med CoASH in kislino 23, ki jo bomo
pretvorili v reaktivnejSo obliko. S transformom f izvedemo retrohidrolizo estrske vezi in
dobimo etil 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acetat (24). S hidrolizo estrske vezi spojine 24
bomo sintetizirali karboksilno kislino 23. Ker so 1,3-dioksolani nestabilni v kislih pogojih,
bomo hidrolizo izvedli z bazo (30). S transformom g izvedemo »miselno« odscito estra 24
in dobimo [B-ketoester 5. Z zas¢ito karbonilne skupine spojine 5 v obliki 1,3-dioksolana
bomo sintetizirali ester 24. Kot reagent za sintezo 1,3-dioksalana iz karbonilne skupine
spojine 5 bomo uporabili etilen glikol (25) (30). Zadnji transform c¢ je enak kot pri

retrosintezni analizi brez zas¢itne skupine (slika 9).
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Slika 9: Shema retrosintezne analize 3-ketopalmitoil koencima A (1).
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3. MATERIALI IN METODE

e Bidestilirana voda

Za pripravo vodnih raztopin pufrov in vzorcev spojin za analitsko reverzno fazno HPLC in
avtomatizirano reverzno fazno »flash« kolonsko kromatografijo smo uporabili bidestilirano
vodo, ki smo jo pridobili s pomo¢jo Millipore Advantage A10 sistema.

e Centrifugiranje

Centrifugiranje smo izvedli s centrifugo Centric 150 proizvajalca Tehtnica.

¢ Dolocanje temperatur talis¢

Temperature taliS¢ smo dolocili na mikroskopu Leica z ogrevalno mizico in so
nekorigirana.

e Elementna analiza

Elementne analize so izvedli na Perkin-Emler C, H, N 240 C analizatorju na Katedri za
organsko kemijo na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo v Ljubljani.

e Filtriranje s presesavanjem

Za filtriranje z odsesavanjem smo uporabili vodno ¢rpalko.

¢ Infrardeca spekrtoskopija

Spektre IR smo posneli na spektrofotometru Perkin-Elmer 1600 FT-IR na Fakulteti za
farmacijo v Ljubljani. Valovno dolZino smo podali v cm ™.

e Jedrska megnetna resonanca

'H-NMR, B°C-NMR in *P-NMR spektre so posneli na Brucker Avance DPXzqp
spektrometru v Centru za jedrsko magnetno resonanco visoke lo€ljivosti na Fakulteti za
kemijo in kemijsko tehnologijo v Ljubljani in Brucker Avance spektrometru na Fakulteti
za farmacijo v Ljubljani. Kemijske premike (8) smo podali v »parts per million (ppm)« in
se nana$ajo na uporabljeni interni standard TMS, kadar smo uporabili CDCls ali
devterirano topilo, kadar smo uporabili D,O. Sklopitvene konstante (J) smo podali v
hertzih (Hz).

e Kromatografske metode

Za »flash« kolonsko kromatografijo smo uporabili silikagel 60 (0,040-0,063 mm, velikost
delcev 230-400 »mesh«) proizvajalca Merck. Za TLC smo uporabili plosce Silikagel 60
F2s4 proizvajalca Merck z 0,20 mm nanosom silikagela na aluminijstem nosilcu z dodanim
fluorescen¢nim indikatorjem. Za locbo zmesi spojin smo uporabili razli€éne mobilne faze,

ki so navedene pri sintezi vsake spojine. Za detekcijo spojin na kromatografskih plos¢ah

11
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smo uporabili UV svetlobo (A =254 nm in A = 366 nm) in reagente za oroSevanje v obliki
ustreznih raztopin (15 mg/mL ninhidrina v 96 % EtOH/AcOH = 5/1, 2,8 mg/mL 2,4-
dinitrofenilhidrazina v 2 M vodni raztopini HCI, 9 % FeCl3 v 45 % MeOH in 1,27 % I, v
96 % EtOH/3,25 % NaN3 v 25 % EtOH = 1/1).

Analitsko reverzno fazno HPLC smo izvedli na Agilent 1100 LC modularnem sistemu
opremljenem z avtomatskim vzorcevalcem, kvarterno crpalko, G1365B UV-VIS
detektorjem (210,8, 254,16, 280,16 nm), termostatiranim prostorom za kolono in
ChemStation podatkovim sistemom. Uporabili smo kolono A (Agilent Zorbax Eclipse Plus
C18 Analytical 4,6 x 150 mm, 5 um) in kolono B (Phenomenex Luna C18(2) 100A 250 x
4,6 mm, 5 um). Na obeh kolonah smo uporabili predkolono Phenomenex Security Guard
Cartridge C18 CODS, Octadecyl 4mmL x 3,0 mm ID. Pri vseh metodah smo kolono
termostatirali pri 25 °C. HPLC metoda A: uporabili smo kolono A, injicirali 20 pL
raztopine vzorca in eluirali s hitrostjo pretoka 0,7 mL/min z uporabo linearnega gradienta
acetonitrila in vodne raztopine fosfatnega pufra (20 mM, pH = 4,95). Gradient za metodo
A: v 20 minutah od 3 do 70 % acetonitrila, nato 6 minut 70 % acetonitrila in v 6 minutah
nazaj do 3 % acetonitrila. HPLC metoda B: uporabili smo kolono A, injicirali 20 pL
raztopine vzorca in eluirali s hitrostjo pretoka 0,7 mL/min z uporabo linearnega gradienta
mobilne faze A (acetonitril) in mobile faze B (vodna raztopina fosfatega pufra (20 mM, pH
= 4,95) s 3 % acetonitrila). Gradient za metodo B: v 20 minutah od 0 do 67 % mobilne faze
A, nato 6 minut 67 % mobilne faze A in v 6 minutah nazaj do 0 % mobilne faze A. HPLC
metoda C: uporabili smo kolono B, injicirali 20 uL raztopine vzorca in eluirali s hitrostjo
pretoka 1,5 mL/min z uporabo linearnega gradienta acetonitrila in vodne raztopine
fosfatnega pufra (25 mM, pH = 5,0). Gradient za metodo C: 3 minute 5 % acetonitrila, nato
v 12 minutah do 70 % acetonitrila in nato 15 minut 70 % acetonitrila ter v 10 minutah
nazaj do 3 % acetonitrila.

Avtomatizirano reverzno fazno »flash« kolonsko kromatografijo smo izvedeli na Biotage
Isolera One System sistemu. Pri metodi D smo uporabili kolono C (Biotage SNAP
Cartridge KP-C18-HS 30 g) in injicirani vzorec eluirali s hitrostjo pretoka 22 mL/min z
uporabo linearnega gradienta acetonitrila in bidestilirane vode (5 CV 100 % bidestilirane
vode in nato v 8 CV do 30 % acetonitrila). Pri obeh metodah smo valovno dolzino detektor
nastavili na 254 in 210 nm.

o Liofilizacija

Za liofilizacijo smo uporabili Christ Beta 1-8K liofilizator.

12
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e Masna spektroskopija

Masne spektre so posneli na masnem spektrometru VG-Analytical AutoSpec Q
proizvajalca Micromass, Manchester, Velika Britanija z ESI tehniko v Centru za masno
spektrometrijo na Institutu Jozef Stefan v Ljubljani.

e Mesanje reakcijskih zmesi

Mesanje reakcijskih zmesi smo izvedli z magnetnim meSalom in s teflonom obloZzenim
magnetom (v nadaljevanju magnet za meSanje).

e Odstranjevanje topil pri zniZanem tlaku

Za odstranjevanje topil pri znizanem tlaku (v nadaljevanju uparevanje) smo uporabili
rotavapor Rotavapor R-200, regulator tlaka Vacuum Controller VV-800 in membransko
¢rpalko Vac V-500 proizvajalca Biichi. Temperaturo vodne kopeli smo nastavili na 40 °C.
Izjeme smo ustrezno oznacili.

e Poimenovanje in risanje struktur spojin

Za poimenovanje in risanje struktur spojin smo uporabili ra¢unalniski program ChemDraw
Ultra 11.0 proizvajalca CambridgeSoft.

¢ Reagenti in topila

Pri delu smo uporabili reagente in topila razliénih proizvajalcev (Acros Organics, Carlo
Erba, Euriso-top, Janssen chimica, J.T. Baker, Kemika, Merck, Panreac in Sigma-Aldrich
(Aldrich, Fluka, Riedel-de Haén in Sigma). Nekatera topila in reagente smo pred uporabo
ocistili. THF smo 2 uri segevali ob vrenju v atmosferi argona nad natrijem in
benzofenonom in nato frakcionirno destilirali skozi kolono polnjeno z Raschigovimi
obrocki. Etilen glikol smo susili z zdrobljenim NaOH in nato vakuumsko destililirali. Etil
kloroformat smo ekstrahirali z vodo (3 krat) in nato frakcionirno destilirali v atmosferi
argona skozi 20 cm Vigreuxjevo kolono. NMM smo 3 ure segrevali ob vrenju v atmosferi
argona nad natrijem in nato frakcionirno destilirali skozi 20 cm Vigreuxjevo kolono.
TBAC smo prekristalizirali iz acetona z dodatkom Et,O in nato susili v eksikatorju nad
zdrobljenim NaOH, P,0Os in silikagelom v vakuumu ¢ez no¢. Uporabili smo petroleter z
vrelis¢em 40—60 °C (v nadaljevanju petroleter).

e Reakcije v brezvodnih pogojih

Kadar je navedeno, da smo reakcijo izvedli v brezvodnih pogojih, smo vse bucke, magnete
za mesSanje, igle in kanule, ¢ez no¢ pred izvedbo rekcije, susili v susilniku pri 120 °C in jih
neposredno pred uporabo ohladili v toku argona. Vse steklene brizge smo sprali z

acetonom, posusili s toplim zrakom, prepihali z argonom in shranili v eksikatorju nad
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zdrobljenim NaOH, P,Os in silikagelom do uporabe. Reakcijo smo izvedli v atmosferi
argona, ki smo jo zagotovili z uporabo sept in balonov z argonom.

e Vakuumska destilacija

Za vakuumsko destilacijo smo uporabili oljno ¢rpalko Chemistry-HYBRID-pump RC 5
proizvajalca VACUUBRAND GMBH + CO KG.
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4. EKSPERIMENTALO DELO IN REZULTATI ANALIZ
4.1. Shematski prikaz sinteze p-ketoestrov (5, 26-29)

O O (0]

)k CH;COCH,COOEt, NaOEt
EtOH, 0 °C - refluks, 12 ur

R Cl

R OEt

R = CH;3(CHy);,
:R= CH3(CH2)4
:R=Ph
: R =p-NO,Ph
29: R = p-CIPh

4.1.1. Sinteza p-ketoestrov (5, 26-29)

Raztopino natrija (1,1 mol. ekv.) v EtOH smo ohladili na 0 °C in ob meSanju najprej po

IR

kapljicah dodali etil acetoacetat (1,1 mol. ekv.) in nato po kapljicah $e kislinski klorid (1,0
mol. ekv.) Pri sintezi spojine 28 smo trdni 4-nitrobenzoilklorid raztopili v THF in nato po
kapljicah dodali v reakcijsko zmes. Nastalo suspenzijo smo 12 ur segrevali ob vrenju, nato
dodali 96 % EtOH in ohladili na sobno temperaturo. Suspenzijo smo filtrirali z
odsesavanjem skozi, v Biichnerjevem liju (poroznost §t. 4), zbit stolpec celita. Filtrat smo
uparili in ostanku dodali toluen in vodo. Ob meSanju smo uravnali pH zmesinal1l-2z2 M
vodno raztopino HCI. Organsko fazo smo ekstrahirali z nasi¢ceno vodno raztopino NaCl,
susili z Na,SQq, filtrirali in uparili topilo. Surovi produkt smo o¢istili s »flash« kolonsko
kromatografijo.

4.1.1.1. Sinteza etil 3-oksoheksadekanoata (5)

Spojino 5 smo sintetizirali s postopkom, ki je opisan v poglavju »Sinteza p-ketoestrov (5,
26-29)«. Surovi produkt smo ocistili s »flash« kolonsko kromatografijo (MF =
petroleter/Et,O = 15/1).

0] 0] Izgled: beli kristali
Izkoristek reakcije: 33 %
Me T 27-30 °C
12 OFEt TLC: Rf (n-heksan/EtOAc = 4/1) = 0,56
s
'H-NMR (400 MHz, CDClIs) d [ppm] = 0,90 3 H, t, J = 6,8 Hz), 1,06-1,37 (23 H, m), 1,53-1,63

(2H, m), 2,54 (2 H,t J=7,35Hz), 3,44 (1,92 H, keto, s), 4,20 (0,08
H, enol, q, J = 7,16 Hz), 4,21 (1,92 H, keto, ¢, J = 7,16 Hz), 4,99
(0,04 H, enal, s), 12,11 (0,04 H, enol, s)

MS (ESI+) m/z = 299,3 ((M+H]"), 321,2 ((M+Na]")

Izratunana vrednost za C1gH3,03Na ([M+Na]") 321,2406
HRMS (ESHH) Izmerjena vrednost 321,2402
IR (KBr) v [cm’l] = 3652, 2925, 2853, 2362, 1744, 1718, 1468, 1318, 1233,

1032, 945, 721, 591

IzraCunane vrednosti % C=72,44; % H=11,48

Elementna analiza za C1gH3,04

Izmerjene vrednosti % C=72,76; % H=11,87
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4.1.1.2. Sinteza etil 3-oksooktanoata (26)

Spojino 26 smo sintetizirali s postopkom, ki je opisan v poglavju »Sinteza B-keto estrov
(5, 26-29)«. Surovi produkt smo ocistili s »flash« kolonsko kromatografijo (MF =
petroleter/Et,O = 10/1).

o o Izgled: brezbarvna teko¢ina
Izkoristek reakcije: 30 %
Me TLC: Rf (n-heksan/EtOAc = 4/1) = 0,52
4 OEt
26

"H-NMR (400 MHz, CDCl;) & [ppm] =0,89 (3H,t,J=7,0Hz) 1,23-1,35 (7 H, m), 1,56-1,64 (2
H, m), 2,54 (2 H, t, J = 7,40 Hz), 3,44 (1,84 H, keto, s), 4,19 (0,16 H,
enol, g, J = 7,15 Hz), 4,20 (1,84 H, keto, g, J = 7,15 Hz), 4,98 (0,08
H, enol, s), 12,12 (0,08 H, enol, s)

4.1.1.3. Sinteza etil 3-0kso-3-fenilpropanoata (27)

Spojino 27 smo sintetizirali s postopkom, ki je opisan v poglavju »Sinteza B-keto estrov
(5, 26-29)«. Surovi produkt smo ocistili s »flash« kolonsko kromatografijo (MF =
petroleter/Et,O = 15/1).

0] ] Izgled: rahlo roznata tekoCina
Izkoristek reakcije: 47 %

TLC: Rf (n-heksan/EtOAc = 5/1) = 0,47
OEt

27
'H-NMR (400 MHz, CDCls) d [ppm] = 1,26 (2,52 H, keto, t, J = 7,10 Hz), 1,34 (0,48 H, enoal, t, J
=7,10 Hz), 4,0 (1,68 H, keto, s), 4,22 (1,68 H, keto, g, J = 7,11 Hz),
4,27 (0,32 H, enoal, q, J = 7,03 Hz), 5,67 (0,16 H, enol, s), 7,40-7,97
(5H, m), 12,59 (0,16 H, enol, s)
IR (NaCl) v [em™] = 3647, 2984, 1741, 1688, 1625, 1450, 1268, 1198, 1037,
943, 757, 690, 593

4.1.1.4. Sinteza etil 3-(4-nitrofenil)-3-oksopropanoata (28)

Spojino 28 smo sintetizirali s postopkom, ki je opisan v poglavju »Sinteza p-ketoestrov (5,
26-29)«. Surovi produkt smo ocistili s »flash« kolonsko kromatografijo (MF =
petroleter/Et,O = 21/4).
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Urban Kosak: Sinteza 3-ketopalmitoil koencima A

o 0] Izgled: rahlo rumeni kristali

Izkoristek reakcije: 35 %

Tiar: 63-67 °C

OEt | TLC: Rf (n-heksan/EtOAc = 4/1) = 0,45

28
TH-NMR (400 MHz, CDClj) 8 [ppm] = 1,27 (1,32 H, keto, t, J = 7,15 Hz), 1,36 (1,68 H, enol, t, J
= 7,15 Hz), 4,04 (0,88 H, keto, s), 4,23 (0,88 H, keto, g, J = 7,15 Hz),
4,30 (1,12 H, enol, g, J = 7,05 Hz), 5,77 (0,56 H, enol, s), 7,94 (1,12
H, enol, dt, J; = 4,89, J, = 2,20 Hz), 8,12 (0,88 H, keto, dt, J; = 4,89,
J, = 2,13Hz), 8,28 (1,12 H, enol, dt, J; = 4,89, J, = 2,20 Hz), 8,34
(0,88 H, keto, dt, J, = 4,89, J, = 2,16 Hz), 12,57 (0,56 H, enol, s)

4.1.1.5. Sinteza etil 3-(4-klorofenil)-3-oksopropanoata (29)

Spojino 29 smo sintetizirali s postopkom, ki je opisan v poglavju »Sinteza p-ketoestrov (5,
26-29)«. Surovi produkt smo ocistili s »flash« kolonsko kromatografijo (MF =
petroleter/Et,0 = 8/1).

0] o Izgled: rahlo roznata teko¢ina
Izkoristek reakcije: 32 %

TLC: Rf (n-heksan/EtOAc = 4/1) = 0,48
OEt

Cl 29

'"H-NMR (400 MHz, CDCls) d [ppm] = 1,26 (2,31 H, keto, t, J = 7,15 Hz), 1,34 (0,69 H, enol, t, J
=7,15 Hz), 3,97 (1,54 H, keto, s), 4,22 (1,54 H, keto, q, J = 7,11 Hz),
4,27 (0,46 H, enol, q, J = 7.19), 5,64 (0,23 H, enol, s), 7,38-8,11 (4
H, m), 12,59 (0,23 H, enol, s)
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Urban Kosak: Sinteza 3-ketopalmitoil koencima A

4.2. Shematski prikaz sinteze 3-ketopalmitoil konecima A (1)

0
\M)k CH;COCH,COOEt, NaOEt \MM
Me = » Me
1 Cl EtOH, 0 °C - refluks, 12 ur 15 OFEt
20 HOCH,CH,OH, 5 konc. HClgg),
p-TsOH x Hy0O(kat.), AcOH), s.t., 48 ur
0 0
/ \ a) 37, DCC, MeM
4-DMAP (kat.), 12 OH
THF, 0 °C - s.t., 19
24 ur

toluen, refluks, 16 ur
24 b) 37, TBTU . .
0 =5 > reagenti in pogoji

DIPEA, MeCN/THF, |, o151 0 B
WM o 2 5
/\COOMe
CICOOiBu, NMM, o o
THF, 60 min 0 0
pri 0 °C nato MeM )k
12 O OiBu 3_ 3_

1.) 1 M LiOH,),
THF/H,0,
0°C-s.t., 24 ur

2.)2 M HCl,,,
dopH2,0°C

90 min pri s.t., Ar,

/ \ o //V
NHS, DCC, THF

40
O O k] 9 k]
Me / \
12 OH 0°C-s.t., 70 ur
NHF, DCC, THF,
0°C-s.t,70ur

1.) CICOOEt, NMM,
THF, - 5 °C, 90 min, CICOOEt,
Arg, EtzN, THF,60 min pri 0 °C
2.) Li3CoASH, nato 60 min pri s.t., Arg,)
IM LiOHyq), H,0, / \
TBAC (kat.), 1.) CICOOE,
0°C - s.t., pH 8-9, NMM, THF,
45 min, Arg, -5°C, 60 min, 12
3.) 1 M HCl,, Ar(g 2
do pH 6-7,0°C 2.) 44, IM LiOH,q), H,0,
TBAC (kat.), 0°C - s.t., 37, 4-DMAP (kat.)

pH 8-9, 16 ur, Ar(g CH2C12, s.t., 48 ur

3.)2 M HCl(y) do pH 2, 0 °C / \ o

Me
12
39
40 °C, 90 min 37, 4-DMAP (kat.))
2.) 1 M LiOH g, do CH,Cl, s.t., 20 ur

pH 6-7, 0 °C

O/_\O

— 0
i M
O O Me
Me\MM MeM COOH 12 S
12 SCoA 12 S/\{ 4

1 45

1.) 4 M HCl(,q), THF, |
0

)

COOMe

NHAc
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Urban Kosak: Sinteza 3-ketopalmitoil koencima A

4.2.1. Sinteza 3-oksoheksadekanojske kisline (19)
(0] O (0] (0]
kone. HCl,q),
Me »  Me
12 OFEt AcOHy), s.t., 48 ur 12 OH
5 19

Raztopini estra 5 (2,517 g, 8,43 mmol, 1,0 mol. ekv.) v AcOH (10 mL) smo pri sobni
temperaturi, ob meSanju, po kapljicah dodali toliko koncentrirane raztopine HCI, da je
raztopina postala motna. Po 1 uri smo opazili izpadanje belih kristalov v reakcijski zmesi.
Suspenzijo smo mesali Se 48 ur in jo nato filtrirali s presesavanjem skozi Biichnerjev lij
(poroznost §t. 4). Bele kristale smo 2 uri susili v eksikatorju nad zdrobljenim NaOH in
slikagelom v vakuumu in nato prekristalizirali iz acetona z dodatkom petroletra. Masa

spojine 19 je bila 1,434 g.

o o Izgled: beli kristali
Izkoristek reakcije: 63 %
Me TLC: Rf (EtOAc/n-heksan/AcOH = 10/1/0,25) = 0,62
1 OH
19
TH-NMR (400 MHz, CDCl3) 8 [ppm] = 0,91 (3 H, t, J = 6,69 Hz), 1,28 (20 H, bs), 1,59-1,66 (2 H,
m), 2,25 (0,36 H, enol, t, J = 7,54 Hz), 2,58 (1,64 H, keto, t, J = 7,35
Hz), 3,53 (1,64 H, keto, s), 5,05 (0,18 H, enol, s), 11,84 (0,18 H,
enol, s)
4.2.2. Poskus sinteze 3-oksoheksadekanoil klorida (31)
Postopek a:
o) 0 o) o)
SOCl,, 7urna 0 °C
Me o 18 - > Me
nato ur pri s.t.
2 OH p 12 cl
19 3

Kislino 19 (100,0 mg, 0,370 mmol, 1,0 mol. ekv.) smo ohladili na 0 °C in ob meSanju
dodali tionil klorid (315,7 puL, 4,346 mmol, 11,75 mol. ekv.). Potek reakcije smo spremljali
s TLC z MF: n-heksan/EtOAc = 3/1. Reakcijsko zmes smo vzor¢ili vsako uro. Po 7 urah je
TLC pokazala, da so v reakcijski zmesi poleg kisline 19 prisotne Se vsaj 4 spojine.
Reakcijsko zmes smo segreli na sobno temperaturo in mesali 18 ur. S TLC smo ugotovili,
da se v tem Casu sestava reakcijske zmesi v primerjavi s prej$njim dnem ni bistveno

spremenila.
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Urban Kosak: Sinteza 3-ketopalmitoil koencima A

Postopek b:
o o o (¢}
oksalil klorid, Et;N, THF,
Me — XK —> Me
1 OH 60 min pri 0 °C nato 20 ur pri s.t. 5 cl

19 3
Raztopino kisline 19 (100,0 mg, 0,370 mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (10 mL) smo ohladili
na 0 °C, ob mesSanju po kapljicah dodali oksalil klorid (63,5 uL, 0,740 mmol, 2,0 mol.
ekv.) in nato po kapljicah $e¢ Et3N (77,4 uL, 0,550 mmol, 1,5 mol. ekv.). Reakcijsko zmes
smo segreli na sobno temperaturo in vzrocili vsako uro. Potek reakcije smo spremljali s
TLC (MF: n-heksan/EtOAc = 3/1). Po 8 urah je TLC pokazala, da je v reakcijski zmesi
poleg kisline 19 prisotnih Se vsaj 5 spojin. Reakcijsko zmes smo mesali pri sobni
temperaturi Se 12 ur. S TLC smo ugotovili, da se v tem Casu sestava reakcijske zmesi v
primerjavi s prej$njim dnem ni bistveno spremenila.

4.2.3. Poskus sinteze etil karbonil 3-oksoheksadekanoil anhidrida (32) oz.

sinteza pentadekan-2-ona (46)

o o (0] (0] 0}
CICOOEt, Et4N, THF,
Me > Me
OH 60 min pri 0 °C nato (0) OEt
12 o 12
19 90 min pri s.t., Ar(g 32

CICOOEt, Ei;N, THF,
60 min pri 0 °C nato
90 min pri s.t., Ar,

Reakcijo smo izvedli v brezvodnih pogojih. Karboksilni kislini 19 (0,100 g, 0,370 mmol,
1,0 mol. ekv.) v 25 mL bucki z okroglim dnom in magnetom za meSanje smo s stekleno
brizgo dodali THF (10 mL). Nastalo raztopino smo ob meSanju ohladili na 0 °C in s
stekleno brizgo po kapljicah dodali EtsN (51,5 pL, 0,370 mmol, 1,0 mol. ekv.). Po 15
minutah mesanja smo s stekleno brizgo po kapljicah dodali etil kloroformat (35,4 uL,
0,370 mmol, 1,0 equiv) in nastalo suspenzijo 60 minut mesali pri 0°C, nato pa Se 90 minut
pri sobni temperaturi. Reakcijo smo spremljali s TLC (MF = n-heksan/EtOAc = 3/1).

Glede na TLC je bila v reakcijski zmesi poleg kisline 19 prisotna $e ena spojina (Rf (n-
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heksan/ EtOAc = 3/1) = 0,63). Lisa, ki je na TLC predstavljala to spojino pri 2D razvijanju
TLC ni hidrolizirala v kislino 19, zato smo sklepali, da ta spojina ni mesani anhidrid 32.
Suspenzijo smo filtrirali s presesavanjem skozi, v Biichnerjevem liju (poroznost §t. 4), zbit
stolpec celita v 25 mL buc¢ko. Filtrat smo uparili in ostanek o¢istili s »flash« kolonsko

kromatografijo (MF = petroleter/Et,O = 10/1). Masa spojine 46 je bila 62,2 mg.

0] Izgled: beli kristali
Izkoristek reakcije: 74 %
Me TLC: Rf (n-heksan/ EtOAc = 3/1) = 0,63
12 Me
46
'"H-NMR (400 MHz, CDCls,) d [ppm] = 0,90 (3 H, t, J = 6,69 Hz), 1,28 (20 H, bs), 1,56-1,60 (2 H,
m), 2,15 (3 H,s), 2,43 (2H,t,J=7,44 Hz)

4.2.4. Poskus sinteze izobutil karbonil 3-oksoheksadekanoil anhidrida (33)

o o o o (0]
CICOOiBu, Et;N, THF,
Me > Me
12 OH 60 min pri 0 °C nato 12 (o) 0iBu
19 90 min pri s.t., Arg 33

Karboksilni kislini 19 (0,100 g, 0,370 mmol, 1,0 mol. ekv.) v 25 mL bucki z okroglim
dnom in magnetom za meSanje smo s stekleno brizgo dodali THF (10 mL). Nastalo
raztopino smo ob mesanju ohladili na 0 °C in s stekleno brizgo po kapljicah dodali EtsN
(51,5 pL, 0,370 mmol, 1,0 mol. ekv.). Po 10 minutah mesanja smo s stekleno brizgo po
kapljicah dodali izobutil kloroformat (48,0 pL, 0,370 mmol, 1,0 equiv) in nastalo
suspenzijo 60 minut mesali pri 0 °C, nato pa Se 90 minut pri sobni temperaturi. Reakcijo
smo spremljali s TLC (MF = n-heksan/EtOAc = 3/1). Glede na TLC je bil v reakcijski
zmesi poleg kisline 19 prisoten se keton 46 (Rf (n-heksan/ EtOAc = 3/1) = 0,63).

4.2.5. Poskus sinteze 2,5-dioksopirolidin-1-il 3-oksoheksadekanoata (34)

O,
O O o o

NHS, DCC,
Me » Me N
THF, 0 °C - s.t., 20 ur ~
OH 2 o)

12
19 34

Raztopino kisline 19 (150,0 mg, 0,555 mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (15 mL) smo ob
mesanju ohladili na 0 °C. Po kapljicah smo dodali raztopino NHS (63,9 mg, 0,555 mmol,
1,0 mol. ekv.) v THF (5 mL), mesali 10 minut in nato po kapljicah dodali $e raztopino
DCC (114,5 mg, 0,555 mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (4 mL). Reakcijsko zmes smo segreli

na sobno temperaturo. Potek reakcije smo spremljali s TLC (MF A). Po 1 uri sta bili v

21



Urban Kosak: Sinteza 3-ketopalmitoil koencima A

reakcijski zmesi prisotni kislina 19 (Rf (MF A) = 0,14), NHS (Rf (MF A) = 0,43) in keton
46 (Rf (MF A) = 0,83). Reakcijsko zmes smo mesali pri sobni temperaturi §¢ 19 ur. S TLC
smo ugotovili, da se v tem ¢asu sestava reakcijske zmesi, v primerjavi s prej$njim dnem, ni

bistveno spremenila. MF A = EtOAc/n-heksan = 5/1.

4.2.6. Poskus sinteze 1,3-dioksoizoindolin-2-il 3-oksoheksadekanoata (35)

0
0 o) 0 o) \
NHF, DCC,
Me —X—>  Me N
oy THF,0°C-s.t, 0/
12 20 ur 12
19 35

Raztopino kisline 19 (150,0 mg, 0,555 mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (15 mL) smo ob
mesanju ohladili na 0 °C. Po kapljicah smo dodali raztopino NHF (90,5 mg, 0,555 mmol,
1,0 mol. ekv.) v THF (8 mL), mesali 10 minut in nato po kapljicah dodali $e raztopino
DCC (114,5 mg, 0,555 mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (4 mL). Reakcijsko zmes smo segreli
na sobno temperaturo in vzor¢ili vsako uro. Potek reakcije smo spremljali s TLC (MF A).
Po 1 uri so bili v reakcijski zmesi prisotni kislina 19 (Rf (MF A) = 0,14), NHF (Rf (MF A)
= 0,46) in keton 46 (Rf (MF A) = 0,83). Reakcijsko zmes smo mesali pri sobni temperaturi
Se 19 ur. S TLC smo ugotovili, da se v tem Casu sestava reakcijske zmesi v primerjavi s
prej$njim dnem ni bistveno spremenila. MF A = EtOAc/n-heksan = 5/1.

4.2.7. Poskus sinteze 1-(1H-imidazol-1-il)heksadekan-1,3-diona (36)
(0] O O (0]

CDIL, MeCN/THF,
Me 5 10 °C » 15 e e
ur pri 0 °C nato 15 ur pri s.t.
12 OH 1 N7\
19 36
—

Raztopino kisline 19 (100,0 mg, 0,370 mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (10 mL) smo ob
mesanju ohladili na 0 °C in dodali CDI (72,0 mg, 0,444 mmol, 1,2 mol. ekv.). Suspenziji

smo dodali toliko MeCN, da je nastala raztopina, ki smo jo 5 ur mesali pri 0 °C. Potek
reakcije smo spremljali s TLC (MF B). Reakcijsko zmes smo vzor¢ili vsako uro in opazili,
da je vsako uro prisotne manj izhode kisline 19 in vec¢ ketona 46 (Rf (MF B) = 0,63), ki je
bil verjetno produkt dekarboksilacije. Reakcijsko zmes smo segreli na sobno temperaturo
in mesali 15 ur. S TLC smo ugotovili, da v reakcijski zmesi ni bilo vec kisline 19 (Rf (MF
B) = 0,08), prisotna sta bila le Se keton 46 in CDI (Rf (MF B) = 0,1). MF B = n-
heksan/EtOAc = 3/1.
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4.2.8. Poskus sinteze metil 2-(3-oksoheksadekanoil)tioacetata (38)

Postopek a:
0 0 0 0
M HS/\COOMe’ N
AV4 >
Me > Me /\
12 OH  DCC, 4-DMAP (kat.), 12 S COOMe
19 THF, 0 °C - s.t., 24 ur 38

Raztopino kisline 19 (100,0 mg, 0,370 mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (10 mL) smo ob
mesSanju ohladili na 0 °C. Po kapljicah smo dodali raztopino metil tioglikolat (37) (33,1 uL,
0,370 mmol, 1,0 mol. ekv.) in nato smo po kapljicah $e raztopili DCC (76,3 mg, 0,389
mmol, 1,05 mol. ekv.). Reakcijsko zmes smo segreli na sobno temperaturo. Bucko z
reakcijsko zmesjo smo pred svetlobo zas¢itili tako, da smo jo ovili z alu folijo. Potek
reakcije smo spremljali s TLC (MF C). Po 3 urah mesanja pri sobni temperaturi, Smo s
TLC ugotovili, da so bili v reakcijski zmesi prisotni kislina 19 (Rf (MF C) = 0,12), metil
tioglikolat (Rf (MF C) = 0,52) in keton 46 (Rf (MF C) = 0,76). Po 24 urah meSanja pri
sobni temperaturi, smo s TLC ugotovili, da se v tem ¢asu sestava reakcijske zmesi v
primerjavi s prej$njim dnem ni bistveno spremenila. MF C = n-heksan/EtOAc = 2/1.

Postopek b:

0 0 0 0
M HS/\COOMe, M
Me >  Me /\
12 OH TBTU, EDIPA, 12 S COOMe

19 MeCN/THF, s.t., 24 ur 38
Raztopini kisline 19 (100,0 mg, 0,370 mmol, 1,0 mol. ekv.) v zmesi MeCN (10 mL) in
THF (5 mL) smo ob mesanju dodali TBTU (130,6 mg, 0,407 mmol, 1,1 mol. ekv.). Nastali
raztopini smo po kapljicah dodali DIPEA (95,0 uL, 0,555 mmol, 1,5 mol. ekv.) in toliko

THF (4 mL), da je suspenzija postala raztopina. Po 30 minutah mesanja smo dodali metil
tioglikolat (37) (33,1 uL, 0,370 mmol, 1,0 mol. ekv.) in bucko z reakcijsko zmesjo zas¢itili
pred svetolobo tako, da smo jo ovili z alu folijo. Potek reakcije smo spremljali s TLC (MF
D). Po 1 uri mesSanja pri sobni temperaturi smo s TLC ugotovili, da je bilo je reakcijski
zmesi prisotnih vsaj 5 spojin. Lise so predstavljale TBTU in DIPEA (Rf (MF D) = 0,0),
kislino 19 (Rf (MF D) = 0,06), metil tioglikolat (Rf (MF D) = 0,39), keton 46 (Rf (MF D)
= 0,58) in neznano spojino (Rf (MF D) = 0,76). Ker se slednja lisa, po orosevanju TLC
plosée z 2,4-dinitrofenil hidrazom, ni obarvala rumeno, smo sklepali, da ni tioester 38. Po
24 urah meSanja pri sobni temperaturi smo s TLC ugotovili, da se v tem Casu sestava
reakcijske zmesi v primerjavi s prejSnjim dnem ni bistveno spremenila. MF D = n-

heksan/EtOAc = 6/1.
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4.2.9. Sinteza etil 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acetata (24)
O O / \ O

(0) (0]
HOCH,CH,O0H, p-TsOH x H,O (kat.),
Me » Me
toluen, refluks, 16 ur
12 OFt 1 OFt

5 24

Raztopini estra 5 (3,361 g, 11,260 mmol, 1,0 mol. ekv.) v toluenu (50 mL) smo dodali
etilen glikol (1,884 mL, 33,780 mmol, 3,0 mol. ekv.) in p-TsOH x H,0 (214,21 mg, 1,126
mmol, 0,1 mol. ekv.). Nastalo zmes smo mesali ob vrenju 16 ur z uporabo Dean-
Starkovega nastavka za odstranjevanje vode. Reakcijsko zmes smo ohladili na sobno
temperaturo in ekstrahirali z nasi¢eno vodno raztopino NaHCO3; (50 mL), nato pa Se z
nasi¢eno vodno raztopino NaCl (50 mL). Organsko fazo smo susili z Na,SOq, filtrirali in
uparili. Ostanek smo ocistili s »flash« kolonsko kromatografijo (MF = petroleter/Et,0 =
5/1). Masa spojine 24 je bila 2,303 g.

/ \ Izgled: brezbarvna teko¢ina
O Izkoristek reakcije: 60 %
M TLC: Rf (n-heksan/EtOAC = 3/1) = 0,63
Me
12 OEt
24
TH-NMR (400 MHz, CDCl,) 5 [ppm] = 6 0,90 (3 H, t, J = 6,89 Hz), 1,05-1,52 (25 H, m), 1,78—
1,84 (2 H, m), 2,66 (2 H, s), 3,94-4,05 (4 H, m), 4,17 (2 H, q, J =
7,10 Hz)
BC-NMR (100 MHz, CDCly) S [ppm] = & 14,13, 14,19, 22,70, 23,54, 29,37, 29,58, 29,66, 29,70,
29,72, 31,93, 37,79, 42,59, 60,50, 65,09, 109,49, 169,62
MS (ESI+) m/z = 343,3 ((M+H]"), 365,3 ([M+Na]"), 381,2 ([M+K]"
Izratunana vrednost za CogH3004 (IM+H]) 343,2848
HRMS (ESI+) Izmerjena vrednost 343,2842
IR (NaCl) v [em™] = 3650, 2925, 2854, 1739, 1466, 1369, 1304, 1219, 1040,
949, 842,722
Elementna analiza za CyoHa0s IzraCunane vrednosti % C=70,13; % H=11,18
Izmerjene vrednosti % C=70,35;%H=11,41

4.2.10. Sinteza 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)ocetne Kisline (23)
s S 1.) 1 M LiOH ), THF/H,0, ] N

(0] O O (0]
0°C-s.t., 24 ur
Me »  Me
OFt 2.)2M HCl,qydopH 2,0 °C OH

Raztopino estra 24 (2,303 g, 6,724 mmol, 1,0 mol. ekv.) v zmesi THF (40 mL) in vode (15

mL) smo ob mesanju ohladili na 0 °C. Po kapljicah smo ji dodali 1 M vodno raztopino
LiOH (67,24 ml, 67,24 mmol, 10 mol. ekv.). Nastalo nehomogeno zmes smo segreli na

sobno temperaturo in mesali 24 ur. Raztopino smo ohladili na 0 °C in ob meSanju uravnali
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pH zmesi na 2 z 2 M vodno raztopino HCI. Nastalo suspenzijo smo ekstrahirali z EtOAc (3
krat po 75 mL). Zdruzene organske faze sSmo nato ekstrahirali z nasi¢eno vodno raztopino
NaCl (75 mL), susili z Na,SOq, filtrirali in uparili. Trdni ostanek smo prekristalizirali iz
EtOAc z dodatkom n-heksana. Masa spojine 23 je bila 1,974 g.

/_\ Izgled: beli kristali
O Izkoristek reakcije: 92 %
o 0 T 65-68 °C
Me TLC: Rf (n-heksan/EtOAc/AcOH = 2/1/0,25) = 0,54
12 OH
23
TH-NMR (400 MHz, CDCl5) S [ppm] =6 0,90 (3 H, t, J = 6,90), 1,12-1,42 (22 H, m), 1,78-1,83 (2
H, m), 2,72 (2 H, s), 4,00-4,08 (4 H, m), 10,91 (1 H, bs)
MS (ESI-) m/z = 313,2 ((M-H])
Izra¢unana vrednost za C1gH330, ([M-H]) 313,2379
HRMS (ESI-) Izmerjena vrednost 313,2387
IR (KBr) v [cm'l] = 2917, 2848, 1715, 1466, 1430, 1326, 1224, 1140, 1049,
940, 751, 724, 646, 562
Elementna analiza za Cr<HwO Izra¢unane vrednosti % C =68,75; % H = 10,90
1877344 1 Izmerjene vrednosti % C =69,08; % H = 11,29

4.2.11. Sinteza etil karbonil 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acet anhidrida (39)

0 0 CICOOEY, Et;N, THF, % 0
Me »  Me
OH 60 min pri 0 °C nato 12 O OEt

23 60 min pri s.t., Ar, 39

Reakcijo smo izvedli v brezvodnih pogojih. Karboksilni kislini 23 (0,400 g, 1,272 mmol,
1,0 mol. ekv.) v 25 mL bucki, z okroglim dnom in magnetom za mesanje, Smo s stekleno
brizgo dodali THF (10 mL). Nastalo raztopino smo ob meSanju ohladili na 0 °C in s
stekleno brizgo po kapljicah dodali EtsN (177,3 uL, 1,272 mmol, 1,0 mol. ekv.). Po 15
minutah smo s stekleno brizgo po kapljicah dodali se etil kloroformat (121,6 uL, 1,272
mmol, 1,0 equiv). Nastalo suspenzijo smo 60 minut mesali pri 0 °C in nato $§e 60 minut pri
sobni temperaturi. Suspenzijo smo filtrirali s presesavanjem skozi, na Biichnerjevem liju
(poroznost §t. 4), zbit stolpec celita v 25 mL bucko. Filtrat smo uparili, ostanek prepihali z
argonom in shranili na -20 °C. Masa surovega produkta 39 je bila 0,500 g. Za analize in
sintezo tioestra 43 smo uporabili surovi 39.

/ \ Izgled: rahlo rumena trdna snov
d Y O O TLC: Rf (n-heksan/EtOAc = 1/1) = 0,77
MeM )L
12 (0) OEt
39
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4.2.12. Poskus sinteze izobutil karbonil 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acet
anhidrida (40)

0 0 CICOOiBu, NMM, THF, 0 o
Me XK >  Me
12 OH 60 min pri 0 °C nato 12 O OiBu

23 90 min pri s.t., Ar(g) 40

Reakcijo smo izvedli v brezvodnih pogojih. Karboksilni kislini 23 (150,0 mg, 0,477 mmol,
1,0 mol. ekv.), v 25 mL bucki z okroglim dnom in magnetom za meSanje smo s stekleno
brizgo dodali THF (10 mL). Nastalo raztopino smo ob mesanju ohladili na -5 °C in s
stekleno brizgo po kapljicah dodali N-metilmorfolin (NMM) (52,4 uL, 0,477 mmol, 1,0
mol. ekv.). Po 10 minutah smo s stekleno brizgo po kapljicah dodali izobutil kloroformat
(61,9 pL, 1,272 mmol, 1,0 equiv) in nastalo suspenzijo 60 minut mesali pri -5 °C in nato Se
90 minut pri sobni temperaturi. Reakcijo smo spremljali s TLC (MF E). Glede na TLC so
bile, po 60 minutah mesanja pri -5 °C, v reakcijski zmesi prisotne 3 spojine: kislina 23 (Rf
(MF E) = 0,12), spojina z neznano strukturo (Rf (MF E) = 0,60) in mesani anhidrid 40 (Rf
(MF E) = 0,71), ki je pri 2D razvijanju TLC hidroliziral v kislino 23. MF E = n-
heksan/EtOAc = 2/1.

4.2.13. Sinteza 2,5-dioksopirolidin-1-il 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acetata
(41)

/_\0 /_\o

0 0 NHS, DCC, THF, 0 0
Me > Me N
OH 0°C-s.t., 70 ur O/
12 12

23 41

(0]

o]
Raztopini kisline 23 (500,0 mg, 1,590 mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (12 mL) smo med
mesanjem dodali raztopino NHS (183,0 mg, 1,590 mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (7 mL).
Nastalo raztopino smo ohladili na 0 °C in po kapljicah dodali raztopino DCC (328,1 mg,
1,590 mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (7 mL). Reakcijsko zmes smo segreli na sobno
temperaturo in jo mesali 70 ur. Suspenzijo smo filtrirali s presesavanjem skozi Biichnerjev
lij (poroznost §t. 4). Filtrat smo uparili in ostanek prekristalizirali iz EtOH. Masa o¢iS¢ene

spojine 41 je bila 495,5 mg.
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Izgled: beli kristali
Izkoristek reakcije: 76 %

. o}
O
M TLC: Rf (n-heksan/EtOAc = 1/1) = 0,48
Me N
e
12 o
41
0

"H-NMR (300 MHz, CDClI) 3 [ppm] = 0,88 (3 H, t, J = 6,75 Hz), 1,26-1,43 (22 H, m), 1,79—
1,84 (2H, m), 2,83 (4 H,s),2,94 (2 H,s),3,94-4,11 (4 H, m)

4.2.14. Sinteza 1,3-dioksoisoindolin-2-il 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acetata
(42)

(6]

[\ o [\ o §

0 O NHF, DCC, THF, o 0
Me > Me N
oy 0°C-st.70ur o~
12 12

23 42

o)
Raztopini kisline 23 (500,0 mg, 1,590 mmol, 1,0 mol. ekv.) THF (12 mL) smo ob meSanju
dodali raztopino NHF (259,4 mg, 1,590 mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (13 mL). Nastalo
raztopino smo ohladili na 0 °C in po kapljicah dodali raztopino DCC (328,1 mg, 1,590
mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (7 mL). Reakcijsko zmes smo segreli na sobno temperaturo in
jo mesali 70 ur. Suspenzijo smo filtrirali s presesavanjem skozi Biichnerjev lij (poroznost
§t. 4). Filtrat smo uparili in ostanek prekristalizirali iz EtOH. Masa o¢is¢ene spojine 42 je

bila 562,6 mg.

Izgled: beli kristali
Izkoristek reakcije: 77 %

O,
/ \ O . — —
M \ TLC: Rf (n-heksan/EtOAc = 1/1) = 0,73
Me N
/
12 Y
2
O

TH-NMR (300 MHz, CDCl5) 5 [ppm] = 0,88 (3 H, t, J = 6,6 Hz), 1,19-1,46 (22 H, m), 1,83~
1,88 (2 H, m), 3,00 (2 H, s), 3,67-4,18 (4 H, m), 7,74-7,93 (4 H,
m)

4.2.15. Sinteza metil 2-(2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acetiltio)acetata (43)

[\ o o A [\ o

Me > Me
12 0 OEt  4-DMAP (kat.), CH,Cl,, 12 s Ncoome

39 s.t., 20 ur 43

Raztopini surovega mesanega anhidrida 39 (0,500 g, 1,294 mmol, 1,0 mol. ekv.) v CH,ClI;
(5 mL) smo ob mesanju dodali metil tioglikolat (37) (105,2 uL, 1,177 mmol, 0,91 mol.
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ekv.). Nato smo dodali se 4-DMAP (16,0 mg, 0,1294 mmol, 0,10 mol. ekv.). Bucko z
reakcijsko zmesjo smo zascitili pred svetlobo tako, da smo jo ovili z alu folijo. Po 20 urah
mesSanja pri sobni temperaturi je bil nitroprusidni test za prisotnost tiolov v vzorcu
reakcijske zmesi zelo rahlo pozitiven, zato smo dodali celit in suspenzijo uparili. Ostanek
smo ocistili s »flash« kolonsko kromatografijo (MF = petroleter/Et,O = 3/1). Masa spojine
43 je bila 0,312 g.

/ \ Izgled: beli kristali
d Y O Izkoristek reakcije: 60 %
M TLC: Rf (n-heksan/EtOAc = 4/1) = 0,37
Me PN
43
TH-NMR (400 MHz, CDCl,) 5 [ppm] = 0,90 (3 H, t, J = 6,90 Hz), 1,27-1,42 (22 H, m), 1,74-1,78
(2 H, m), 2,96 (2 H, s), 3,74 (2 H, s), 3,76 (3 H, ), 3,97-4,07 (4 H,
m)
4.2.16. Poskus sinteze metil 2-(2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acetiltio)acetata
(43)
Postopek a:

[\ o N [\ o

(0] O HS COOMe, O O
Me N > Me
12 O/ 4-DMAP (kat.), CH,Cl,, 12 S/\COOMe

s.t., 48 ur

Raztopini estra 41 (131,3 mg, 0,319 mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (3 mL) smo ob meSanju
dodali metil tioglikolat (37) (28,53 uL, 0,319 mmol, 1,0 mol. ekv.). Nato smo dodali se 4-
DMAP (3,9 mg, 0,0319 mmol, 0,10 mol. ekv.). Bu¢ko z reakcijsko zmesjo smo zascitili
pred svetlobo tako, da smo jo ovili z alu folijo. Nastalo raztopino smo mesali pri sobni
temperaturi in potek reakcije spremljali s TLC z MF: n-heksan/EtOAc = 4/1 in
nitroprusidnim testom za prisotnost tiolov. Po 48 urah je bil nitroprusidni test za prisotnost
tiolov moc¢no pozitiven. TLC analiza je pokazala, da je nastalo zelo malo tioestra 43 (Rf
(n-heksan/EtOAc = 4/1) = 0,37) in da je v reakcijski zmesi prisotnega Se precej estra 41.
Postopek b:

[\ o A\ PN [\ o

Me N. Me
o o 4-DMAP (kat.), CH,Cl,, 12 s/\COOMe

s.t., 48 ur

O
Raztopini estra 42 (311,4 mg, 0,678 mmol, 1,0 mol. ekv.) v THF (6 mL) smo ob meSanju
dodali metil tioglikolat (37) (60,59 puL, 0,678 mmol, 1,0 mol. ekv.). Nato smo dodali se 4-
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DMAP (8,3 mg, 0,0678 mmol, 0,10 mol. ekv.). Bu¢ko z reakcijsko zmesjo smo pred
svetlobo zascitili tako, da smo jo ovili z alu folijo. Nastalo raztopino smo mesali pri sobni
temperaturi in potek reakcije spremljali s TLC z MF: n-heksan/EtOAc = 4/1 in
nitroprusidnim testom za prisotnost tiolov. Po 48 urah je bil nitroprusidni test za prisotnost
tiola mo¢no pozitiven. TLC je pokazala, da je nastalo zelo malo tioestra 43 (Rf (n-
heksan/EtOAcC = 4/1) = 0,37) in da je v reakcijski zmesi prisotnega $e precej estra 42.

4.2.17. Sinteza tioestra NAC z 2-2(tridecil-1,3-dioksolan-2-il)ocetno kislino (45)

1.) CICOOEt, NMM, THF, - 5 °C,
60 min, Ar(g)
2.) NAC, IM LiOHg), H,0,

/[ \ o TBAC (kat.), 0°C - s.t., pH 8-9, [\ o
o) O 16 ur, Ar(g) O O
Me Me COOH
12 OH " 3)2 M HClyq do pH 2,0 °C 12 S/\E/

23
23 COOH 45
NAC= HS NHAc

Y

NHAc

Reakcijo smo izvedli v brezvodnih pogojih. 1 M vodno raztopino LiOH smo pripravili z
raztapljanjem LiOH v z argonom prepihani bidestilirani vodi.

Karboksilni kislini 23 (0,500 g, 1,590 mmol, 1,0 mol. ekv.) v 25 mL bucki z okroglim
dnom in magnetom za meSanje smo s stekleno brizgo dodali THF (10 mL). Nastalo
raztopino smo ob mesanju ohladili na -5 °C in s stekleno brizgo po kapljicah dodali NMM
(175,0 pL, 1,590 mmol, 1,0 mol. ekv.). Po 15 minutah mesanja smo s stekleno brizgo po
kapljicah dodali se etil kloroformat (152,0 uL, 1,590 mmol, 1,0 equiv). Nastalo suspenzijo
smo 60 minut mesali pri -5 °C. Mesanje smo ustavili in pustili, da se je oborina posedla na
dno bucke. Supernatant smo s stekleno brizgo prenesli v 25 mL bucko z okroglim dnom in
magnetom za mesanje. S kanulo smo dodali THF (5 mL). Raztopini smo ob meSanju
dodali TBAC (44,2 mg, 0,159 mmol, 0,10 mol. ekv.) in nato s kanulo po kapljicah Se
raztopino A. Z dodajanjem 1 M vodne raztopine LiOH s stekleno brizgo smo uravnali pH
reakcijske zmesi na 8-9. Bucko z reakcijsko zmesjo smo zascitili pred svetlobo tako, da
smo jo ovili z alu folijo. Po 16 urah mesanja pri sobni temperaturi je bil nitroprusidni test
za prisotnost tiolov v vzorcu reakcijske zmesi negativen. Z uparevanjem smo odstranili
THF, ostanek ohladili na 0 °C in z dodajanjem 2 M vodne raztopine HCI uravnali pH
raztopine na 2. Nastalo suspenzijo smo ekstrahirali z EtOAc (3 krat po 25 mL). Zdruzene
organske faze smo nato ekstrahirali z nasiceno vodno raztopino NaCl (30 mL), susili z
Na,SO,, filtrirali in uparili. Masa surovega produkta 45 je 0,625 g. Za analize smo

uporabili surovi produkt 45.
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Priprava raztopine A: NAC (44) (0,234 g, 1,434 mmol, 0,9 mol. ekv.) v 10 ml bucki z
okroglim dnom in magnetom za meSanje smo s stekleno brizgo dodali z argonom
prepihano bidestilirano vodo (5 mL). Raztopino smo ob meSanju ohladili na 0 °C in z

dodajanjem 1 M vodne raztopine LiOH s stekleno brizgo uravnali pH na 8-9.

/ \ Izgled: beli kristali
é o O Izkoristek reakcije: 95 %
MGM COOH TLC: Rf (n-heksan/EtOAc/AcOH = 2/1/1) = 0,49
45 NHAc

'"H-NMR (400 MHz, CDCls) 3 [ppm] = 0,88 (3 H, t, J = 6,90 Hz), 1,20-1,38 (22 H, m), 1,73—
1,77 (2 H, m), 2,03 (3 H, s), 2,92 (2 H, s), 3,34-3,48 (2 H, m),
3,95-4,05 (4 H, m), 4,74-4,79 (1 H, m), 6,63 (1 H, d, J = 7,28),
7,58 (1 H, bs)

4.2.18. Sinteza tioestera koencim A z 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)ocetno
kislino (22)

1.) CICOOEt, NMM, THF, - 5 °C,
90 min, Ar(g)

2) L13COASH, 1M LlOH(aq), Hzo,
0 TBAC (kat.), 0°C - s.t., pH 8-9, o}

o (0] 45 min, Ar, 0 0]
Me » Me
g OH 3. 1 M HCl, do pH 6-7, 0 °C > SCoA

Reakcijo smo izvedli v brezvodnih pogojih. 1 M vodno raztopino LiOH smo pripravili z

raztapljanjem LiOH v z argonom prepihani bidestilirani vodi.

Karboksilni Kislini 23 (400,0 mg, 1,272 mmol, 1,0 mol. ekv.) v 25 mL bucki z okroglim
dnom in magnetom za meSanje sSmo s stekleno brizgo dodali THF (10 mL). Nastalo
raztopino smo ob mesanju ohladili na -5 °C in s stekleno brizgo po kapljicah dodali NMM
(140,0 pL, 1,272 mmol, 1,0 mol. ekv.). Po 15 minutah mesanja smo s stekleno brizgo po
kapljicah dodali etil kloroformat (121,6 pL, 1,272 mmol, 1,0 equiv) in nastalo suspenzijo
90 minut mesali pri -5 °C. MeSanje smo ustavili in pustili, da se je oborina posedla na dno
bucke. 1,25 mL supernatanta smo s stekleno brizgo prenesli v 25 mL bucko z okroglim
dnom in magnetom za mesanje ter s kanulo dodali THF (9 mL). Raztopini Smo ob mesanju
dodali TBAC (3,54 mg) in nato s kanulo po kapljicah $e raztopino A. Med reakcijo smo z
dodajanjem 1 M vodne raztopine LiOH s stekleno brizgo skrbeli, da je bila pH reakcijske
zmesi 8-9. Po 45 minutah mesanja pri sobni temperaturi je bil nitroprusidni test za
prisotnost tiolov v vzorcu reakcijske zmesi negativen, zato smo raztopino ohladili na 0 °C,
odstranili balon z argonom in septo ter pH raztopine uravnali na 6-7 z 1 M vodno

raztopino HCI. Raztopino smo prenesli v 50 mL bucko z okroglim dnom in z uparevanjem
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odstranili THF, pri ¢emer smo temperaturo vodne kopeli rotavaporja nastavili na 30 °C.
Ostanek smo zmrznili v teko¢em dusiku in liofilizirali. Masa surovega produkta 22 je bila
151,5 mg. Za analize in sintezo tioestra 1 smo uporabili surovi produkt 22.

Priprava raztopine A: Z argonom prepihano bidestilirano vodo (5 mL) smo s stekleno
brizgo dodali v vsebnik s Li3CoASH (100 mg, 0,1273 mmol). Raztopino smo s stekleno
brizgo prenesli v 10 ml bucko z okroglim dnom in magnetom za mesanje. Ob meSanju Smo
jo ohladili na 0 °C in z dodajanjem 1 M vodne raztopine LiOH s stekleno brizgo uravnali
pH na 8-9.

/_\ Izgled: bela trdna snov
d Y o TLC: Rf (n-BuOH/ H,0/AcOH/ =5/3/2) = 0,49
MCM
12 SCoA
22

MS (ESI-) m/z = 1062,3 ([M-H]), 1084,3 ([M-H+Na])

IzraCunana vrednost za 1062,3425
HR-MS (ESI-) Cz9He7N7019P3S ([M-HT)

Izmerjena vrednost 1062,3452
HPLC Cistost spojine 85 % pri 254,16 nm (metoda A, tg = 20,63 min;

metoda C, tg = 16,76 min)

4.2.19. Poskus sinteze tioestra koencima A s 3-oksoheksadekanojsko kislino A
(3-ketopalmitoil koencima A) (1)
Postopek a

o o

0 0 p-TsOH x H,0 (kat.),
Me < > Me
12 - SCoA H,0, s.t., 20 ur 12 SCoA

1

Surovi tioester 22 (1,0 mg) smo raztopili v bidestilirani vodi (1 mL) in ob meSanju dodali
p-TsOH x H,O (0,1 mg). Nastalo raztopino smo mesali pri sobni temperaturi in potek
reakcije spremljali s HPLC metodo B. 30 minut, 1 uro, 3,5 in 20 ur po dodatku p-TsOH x
H,O je bil v reakcijski zmesi prisoten tioester 22. Tioestra 1 pa niti v 20 urah ni nastalo nic.

Postopek b

/ \ O (0] (0]

0 0 2 M HCl,q), THF,
Me < >  Me
s.t., 80 min
12 SCoA 12 SCoA

22 1

Surovi tioester 22 (3,5 mg) smo suspendirali v 2 M vodni raztopini HCI (839,0 uL) in ob

mesanju dodali THF (priblizno 250,0 plL). Nastalo raztopino smo mesSali pri sobni
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temperaturi in potek reakcije spremljali s HPLC metodo B. 40 in 80 minut po dodatku
kisline je bil v reakcijski zmesi prisoten tioester 22. Tioestra 1 pa niti v 80 minutah ni
nastalo nic.

4.2.20. Sinteza tioestra koencima A s 3-oksoheksadekanojsko kislino A (3-

ketopalmitoil koencima A) (1)
/ \ (0] O O

0 0 1.) 4 M HCl,q), THF,
Me 40 °C, 90 min »> Mo
SCoA 2)1M LiOH(aq) do pH 6-7, 12 SCoA

12
22 0°C 1

Surovi tioester 22 (100,0 mg) smo suspendirali v 4 M vodni raztopini HCI (8 mL) in ob
mesanju segreli na 40 °C. Dodali smo toliko THF (2 mL), da je postala suspenzija bistra
raztopina. Potek reakcije smo spremljali s HPLC metodo B. Po 90 minutah mesanja smo
reakcijsko zmes ohladili na sobno temperaturo in odstranili THF s prepihavanjem
reakcijske zmesi z dusikom. Nastalo suspenzijo smo prenesli v 14 mL centrifugirno
epruveto in ohladili na 0 °C. Dodali smo bidestilirano vodo (3,5 mL) in pustili 10 minut na
0 °C. Suspenzijo smo nato centrifugirali (3 krat po 90 sekund pri 5000 obratih na minuto)
in odstranili supernatant. HPLC analiza vzorca supernatanta z metodo B je pokazala, da v
supernatantu ni tioestra 22. Ostanku smo dodali bidestilirano vodo (1 mL), suspenzijo
ohladili na 0 °C in uravnali pH na 6-7 z 1 M vodno raztopino LiOH. Nastalo raztopino
smo segreli na sobno temperaturo in odistili z avtomatizirano reverzno fazno »flash«
kolonsko kromatografijo z metodo D. Frakcije, ki so vsebovale tioester 22 smo zdruzili in
uparili THF, pri ¢emer smo temperaturo vodne kopeli rotavaporja nastavili na 30 °C.
Ostanek smo zmrznili v teko¢em dusiku in liofilizirali. Masa o¢is¢ene spojine 1 je bila 47,8

mg.
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(0]

Izgled: bela trdna snov

Izkoristek reakcije: 36 % (glede na LisCoASH)
Me Tear: 185-190 °C
12 SCoA TLC: Rf (n-BuOH/H,0O/ AcOH/ = 5/3/2) = 0,53

1

"H-NMR (400 MHz, CDCl;)

d [ppm] = 0,61 (3 H, s), 0,69-0,77 (6 H, m), 0,84-1,14 (20 H, m),
1,39 (2 H, bt), 2,32 (2 H, t,J = 6,90 Hz), 2,45 (2 H, t, J = 7,28 Hz),
2,59 (1,24 H, keto, s), 2,93 (2 H, t,J=6,21 Hz), 3,24 (2 H, t,J =6,40
Hz), 3,33 (2 H, t, J = 6,90), 3,42 (1 H, dd, J; = 9,73, J, = 4,83 Hz),
3,56 (1 H, dd, J; = 9,54, J, = 5,14 Hz), 3,91 (1 H, s), 4,12 (2 H, bs),
4,27 (0,38 H, enal, bs), 4,46 (0,62 H, keto, bt), 4,51 (0,38 H, enol, t, J
= 4,58 Hz), 4,86-4,92 (0,38 H, enol, m), 6,02 (0,62 H, keto, d, J =
6,27 Hz), 6,09 (0,38 H, enol, d, J = 5,27 Hz), 8,69-8,15 (1 H, m),
8,38-8,44 (L H, m)

*IP_.NMR (162 MHz, D,0)

d [ppm] = -11,25 (d, J = 19,51 Hz), -10,77 (d, J = 19,51 Hz), 1,93-
2,10 (m, enol), 2,36-2,62 (m, keto)

MS (ESI-) m/z = 1018,3 ([M-H]), 1040,3 ([M-H+Na]")

IzraGunana vrednost za 1018,3163
HR-MS (ESI-) Ca7HesN701gP5S ([M-H])

Izmerjena vrednost 1018,3150
IR (KBr) v [em'] = 3402, 2925, 2854, 1652, 1244, 1083, 946, 518
HPLC Cistost spojine 95 % pri 254,16 nm (metoda B, t = 20,55 min;

metoda C, tg = 16,57 min)
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5. RAZPRAVA

5.1. Razprava o sintezi p-keto estrov

Predvidevali smo, da je reakcija potekla tako, da je iz etil acetoaceata, ki smo ga po
kapljicah dodali na 0 °C ohlajeni raztopini bazi¢nega natrijevega etilata (EtONa) v EtOH,
nastal nukleofilni enolat natrijev etil acetoacetat (47). Ko smo tej raztopini po kapljicah
dodali kislinski Klorid, je prislo do nukleofilne substitucije in nastanka natrijeve soli a-
acetil B-keto estra (48) in NaCl, ki se je oboril in reakcijska zmes je postala suspenzija. Pri
segrevanju reacijske zmesi ob vrenju smo s TLC opazili izginjanje lise, ki je predstavljala
spojino 48 in nastajanje nove, manj polarne lise. Ker po 12 urah segrevanja ob vrenju v
reakcijski zmesi glede na TLC ni bilo vec¢ spojine 48, smo se dolocili za izolacijo.
Suspenzijo smo ohladili na sobno temperaturo, razred¢ili z 96 % EtOH in filtrirali z
odsesavanjem skozi v Biichnerjev liju (poroznost $t. 4) zbit stolpec celita. Kadar smo
filtrirali brez uporabe celita, nam ni uspelo lo¢iti oborine od raztopine. Ker je bila oborina
dobro topna v H,O, smo sklepali, da je NaCl in je pri reakciji res prislo do nukleofilne
substitucije. Filtrat smo uparili in se tako znebili EtOH, ki bi s porazdeljevanjem tako v
organsko kot vodno fazo pri ekstrakciji povzrocal tezave. Ostanku smo dodali vodo in
izmerili pH. Izkazalo se je, da je bila zmes alkalna, kar smo zaradi prebitka natrijevega etil
acetoacetata, glede na kislinski klorid, tudi pricakovali. Zaradi alkalnosti smo predvidevali,
da je v zmesi prisotna natrijeva sol B-keto estra (49). Ker smo Zeleli B-keto estre 5,26-29 v
neprotonirani obliki, ki jo bomo lahko ekstrahirali v organsko topilo, smo se dolo¢ili, da
bomo z dodanjem 2 M vodne raztopine HCI uravnali pH zmesi na 1-2. Dodali smo toluen
in zmes ob meSanju nakisali. Fazi smo lo€ili v liju lo¢niku in organsko fazo nato
ekstrahirali Se z nasi¢eno vodno raztopino NaCl, da smo se znebili Se nekaj vode.
Organsko fazo smo susili z Na;SO4, nato pa suspenzijo filtrirali in uparili. Pri sintezah (-
keto estrov 5, 26-29 je bil ostanek po uparevanju toluena zmes vecih spojin. B-keto estre
smo iz teh zmesi izolirali s »flash« kolonsko kromatografijo, ceprav bi se lahko odlo¢ili

tudi za vakuumsko destilacijo (slika 10 in slika 11).
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Slika 10: Shema predlaganega poteka reakcije.
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Slika 11: Predlagani mehanizem reakcije.

Pri metodah za sintezo B-keto estrov iz kislinskih kloridov in acetoacetatnih estrov, ki so
podobne nasi, so izkoristki zelo razli¢ni (21-93 %) (7, 9, 10, 16-26). Sintezo izvajajo z
zelo razilicnimi koli¢inami reagentov. Z naSo metodo so bili izkoristki 30-47 %, Kkar je
primerljivo z ostalimi. Prednost nase metode je zagotovo enostavnost izvedbe, saj izolacija
a-acetil B-keto estra ali in situ deacetilacija a-acetil B-keto estra do -keto estra z dodatkom
novega reagenta (NH4Cl in/ali NH3;, NaOH ali MeOH) v reakcijsko zmes ni potrebna.

5.2. Razprava o sintezi 3-ketopalitoil koencima A
5.2.1. Sinteza 3-oksoheksadekanojske kisline (19)

[-keto karboksilno kislino 19 smo sintetizirali s kislino katalizirano hidrolizo 3-keto estra 5.
Za s kislino katalizirano hidrolizo smo se odlo¢ili, ker so -keto karboksilne kisline
nestabilne v alkalnih pogojih, saj pride do dekarbosilacije v keton (slika 12) (29).
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Slika 12: Mehanizem z bazo (B) katalizirane dekarboksilacije B-keto karboksilnih Kislin.

Kislino 19 smo sintetizirali z metodo za sintezo vi$jih alifatskih B-keto kislin s hidrolizo
metilnih estrov z zmesjo AcOH in koncentrirane vodne raztopine HCI, ki so jo razvili Mitz
in sodelavci (slika 13) (24).

TN
"r\H—Cl ® © c1@ H
o 9 \J o) COH Cl

Me\M)J\)J\ MeM “EoH |
OEt =~ Me
12 P ) OEt
5 H,0 12 OH

(¢ o

N O
12 OH

19

Slika 13: Mehanizem s kislino katalizirane hidrolize etilnega estra (5).

5.2.2. Poskus aktivacije 3-oksoheksadekanojske kisline

5.2.2.1. Poskus sinteze 3-oksoheksadekanoil klorida (31)

Shumway in sodelavci so iz p-keto karboksilne kisline s tionil kloridom (SOCIy)

sintetizirali B-keto kislinski Klorid (31), Tsai in sodelavci pa so to pretvorbo izvedli z

oksalil kloridom in Et;N (32). Z obema postopkoma smo poskusili iz B-keto karbosilne

kisline 19 sintetizirati B-keto kislinski klorid 31. Bili smo neuspesni, saj je, glede na TLC

reakcijske zmesi, v obeh primerih nastala zmes vecih spojin.

5.2.2.2. Poskus sinteze etil karbonil 3-oksoheksadekanoil anhidrida (32) oz. sinteza
pentadekan-2-on (46) in poskus sinteze izobutil karbonil 3-
oksoheksadekanoil anhidrida (33)

Ker sinteza meSanih anhidridov iz o,a-nesubstituiranih in a-monosubstituiranih f-keto
karboksilnih kislin ni znana, smo poskusili meSana anhidrida 32 in 33 sintetizirati po
postopku za sintezo meSanega anhidrida iz a,a-nesubstituirane B-keto karboksilne kisline
(nalidiksne kisline), ki so jo objavili McCoy in sodelavci (33). Ta postopek je sicer izpeljan
iz postopka za sintezo meSanih anhidridov iz karboksilnih kislin, ki na B-mestu nimajo
karbonilne skupine, in alkil kloroformatov (etil kloromormat, izobutil kloroformat) v

prisotnosti organske baze (EtsN) (34—42). Ker meSani anhidridi (50) v prisotnosti vode
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razpadejo na karboksilno kislino (51), CO, in alkohol (52), smo reakciji sinteze 32 in 33
izvedli v brezvodnih pogojih (slika 14).

O
)L )J\ E—— )J\ + C02 + RQOH
OH

) LOR R;
H,0 50 51 52

Slika 14: Mehanizem hidrolize meSanih anhidridov.

Pri poskusu sinteze anhidrida 32 in anhidrida 33 je prislo do dekarboksilacije in nastanka

ketona 46. S TLC analizo reakcijskih zmesi po dodatku EtsN in po dodatku alkil
kloroformata (etil kloroformata za sintezo 32 in izobutil kloroformata za sintezo 33) smo
ugotovili, da je do dekarboksilacije prislo Sele po dodatku alkil kloroformata in ne Ze po
dodatku Et3N. Po dodatku alkil kloroformata je v reakcijski zmesi nastala oborina. Sklepali
smo, da je Slo za trietilamonijev klorid (EtsNHCI). 1z TLC analize in nastale oborine smo
sklepali, da je priSlo do nastanka 32 in 33, a je pri reakciji z vodo prislo do

dekarboksilacije v keton 46, ¢eprav smo reakciji izvedli v brezvodnih pogojih (slika 15).
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BN Et;NH
O) (0} O) OH (¢}
MeM\)k  — Me\M/K + (Qk +CO,
2 7 o QR 1 HO™ (COR
32:R=FEt o
33: R=iBu |
H
0}
Me\&))k + ROH + CO,
12 Me
46

Slika 15: Predlagan mehanizem nastanka ketona 46 pri poskusu sinteze meSanih anhidridov 32 in 33.

5.2.2.3. Poskus sinteze 2,5-dioksopirolidin-1-il 3-oksoheksadekanoata (34) in 1,3-
dioksoizoindolin-2-il 3-oksoheksadekanoata (35)

Ker sinteza NHS in NHF estrov p-keto karboksilnih kislin ni znana, smo poskusili spojini

34 in 35 sintetizirati po postopkih za sintezo teh estrov iz karboksilnih kislin, ki na f-mestu

nimajo Kkarbonilne skupine (43-45). Pri poskusu sinteze estrov 34 in 35 je priSlo do

dekarboksilacije in nastanka ketona 46. Pri obeh sintezah je po segretju reakcijske zmesi na

sobno temperaturo iz reakcijske zmesi izpadla oborina. S TLC smo potrdili, da je oborina
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DCU (53). Sklepali smo, da je prislo do nastanka anhidridov 54 in 55, a je pri reakciji z
NHS oz. NHF prislo do dekarboksilacije v keton 46 (slika 16).
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19 DCC 0O
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g R R * o
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Slika 16: Predlagan mehanizem nastanka ketona 46 pri poskusu sinteze estrov 34 in 35.

5.2.2.4. Poskus sinteze 1-(1H-imidazol-1-il)heksadekan-1,3-diona (36)

Sakuda in sodelavci so iz B-keto karboksilne Kisline sintetizirali B-keto imidazol amid (46).
Ta postopek je sicer izpeljan iz postopka za sintezo imidazol amidov iz karboksilnih Kislin,
ki na B-mestu nimajo karbonilne skupine (47-49). Pri poskusu sinteze amida 36 je prislo
do dekarboksilacije in nastanka ketona 46. Sklepali smo, da je priSlo do nastanka anhidrida

55, a je pri reakciji z imidazolom prislo do dekarboksilacije v keton 46 (slika 17).
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12 0 (\N N/x 127 O &1\@ - CO,
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Slika 17: Predlagan mehanizem nastanka ketona 46 pri poskusu sinteze amida 36.
5.2.3. Poskus sinteze metil 2-(3-oksoheksadekanoiltio)acetata (38)
Tioestra 38 nam iz B-keto karboksilne kisline 19 in metil tioglikolata (37) z uporabo

»coupling« reagentov ni uspelo sintetizirati. Pri postopku a je bil ta reagent DCC, pri
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postopku b pa TBTU (50). Sklepali smo, da je pri postopku a keton 46 nastal na enak
na¢in kot pri poskusu sinteze estrov 34 in 35 (slika 16). Pri postopku b je prislo do
dekarboksilacije in nastanka ketona 46. Sklepali smo, da je prislo do nastanka estra 56, a je
bil ta tako reaktiven, da je pri reakciji s HOBLt prislo do dekarboksilacije v keton 46 (slika
18).
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Slika 18: Predlagan mehanizem nastanka ketona 46 pri poskusu sinteze tioestra 38.

5.2.4. Sinteza etil 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acetata (24)

Ker nam iz B-keto karboksilne kisline 19 ni uspelo sintetizirati reaktivnih derivatov 31-36
ali tioestra 38, smo tioester 1 sintetizirali z uporabo zas¢itne skupine. Karbonilno skupino
estra 5 smo pretvorili v 1,3-dioksolan 24 s kislino (p-TsOH x H,0) katalizirano tvorbo
ketala (slika 19).
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Slika 19: Mehanizem s kislino katalizirane tvorbe 1,3-dioksolana 24.
5.2.5. Sinteza 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)ocetne Kisline (23)

Karboksilno kislino 23 smo sintetizirali s bazi¢no hidrolizo etilnega estra 24. Kot bazo smo
uporabili 1 M vodno raztopino LiOH (slika 20).
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Slika 20: Mehanizem bazi¢ne hidrolize etilnega estra 24.

5.2.6. Sinteza etil karbonil 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acet anhidrida (39)
In poskus sinteze izobutil karbonil 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acet
anhidrida (40)

Mesana anhidrida 39 in 40 smo sintetizirali po postopku za sintezo teh spojin iz

karboksilnih kislin in alkil kloroformatov (etil kloroformat, izobutil kloroformat) v
prisotnosti organske baze (EtsN, NMM) (slika 21) (34-42).
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Slika 21: Mehanizem nastanka me3anih anhidridov 39 in 40 (B = Et;N ali NMM).

Ker mesani anhidridi (50) v prisotnosti vode razpadejo na karboksilno kislino (51), CO; in

alkohol (52), smo reakciji sinteze 39 in 40 izvedli v brezvodnih pogojih (slika 14).

Anhidrida 39 nismo izolirali, ampak smo za sintezo tioestra 43 uporabili surovi produkt.

Pri sintezi anhidrida 40 pa je poleg spojine 40 nastal produkt z neznano strukturo (Rf (MF

E) = 0,60).

5.2.7. Sinteza 2,5-dioksopirolidin-1-il 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acetata
(41) in 1,3-dioksoisoindolin-2-il 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acetata
(42)

NHS in NHF estra karboksilne kisline 23 smo sintetizirali po postopku za sintezo teh estrov

iz karboksilnih kislin in NHS oz NHF v prisotnosti »coupling« reagenta (DCC) (43-45)

(slika 22). S TLC smo ugotovili, da pri kristalizaciji surovih estrov 41 in 42 iz EtOH ni

prislo do nastanka etilnega estra 24.
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12 OH RN:CZL‘NR 12 @ NHR

23 DCC O}/E
R= %/m :O/N\\(
b0

o) NHS, NHF

—
N
4 o

==, 2=

Slika 22: Mehanizem nastanka estrov 41 in 42.

5.2.8. Sinteza metil 2-(2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acetiltio)acetata (43)

Pri sintezi tioestra 43 iz anhidrida 39 in metil tioglikolata (37) smo uporabili nukelofilni
katalizator (4-DMAP). Takoj po dodatku kataliticne koli¢ine 4-DMAP v reakcijsko zmes
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anhidrida 39 in metil tioglikolata (37) smo opazili izhajanje plina. Sklepali smo, da je CO,
in nastaja tioester 43 (slika 23).
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Slika 23: Mehanizem nastanka tioestra 43.

Bucko z reakcijsko zmesjo smo po dodatku 4-DMAP zascitili pred svetlobo tako, da smo
jo ovili z alu folijo. S tem smo Zeleli prepreciti s svetlobo katalizirano oksidacijo metil
tioglikolata v disulfid. lzginjanje metil tioglikolata (37) in s tem potek reakcije, smo
spremljali s TLC in nitroprusidnim testom. Ta test predstavlja enostaven nacin za
dolocanje prisotnosti tiolov Vv reakcijski zmesi. Natrijev nitroprusid je natrijev
pentacianonitrozilferat(Il), ki s tioli reagira tako, da tvori spojino z intenzivno vijolicno
barvo (57). Test smo izvedli tako, da smo alkalni vodni raztopini natrijevega nitroprusida
dodali vzorec reakcijske zmesi. Alkalnost raztopine smo zagotovili z razred¢eno vodno
raztopino NHs. Ce je bil v reakcijski zmesi prisoten tiol, se je barva raztopine spremenila iz
rahlo rjave v vijoli¢no. Vecja je bila koncentracija tiola, intenzivnejSa je bila vijoli¢na
barva. Ce se po dodatku vzorca reakcijske zmesi barva ni spremenila, v reakijski zmesi ni
bilo (vec) tiola (slika 24).
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Slika 24: Predlagan potek reakcije pri nitroprusidnem testu (zgoraj) in prikaz oksidacije tiola v disulifid
(spodaj desno).
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5.2.9. Poskus sinteze metil 2-(2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)acetiltio)acetata
(43)

Estra 41 in 42 sta bila premalo reaktivna, da bi ju lahko z metil tioglikolatom (37) in
kataliticno koli¢ino nukleofilnega katalizatorja (4-DMAP) pretovorili v tioester 43. Na
slabo reaktivnost 41 in 42 smo pomislili ze po izolaciji teh dveh spojin, ko pri kristalizaciji
iz EtOH, glede na TLC, ni nastalo ni¢ etilnega estra 24. Zaradi slabe reaktivnosti estrov 41
in 42, smo tioester 22 sintetizirali s tvorbo meSanega anhidrida 39.

5.2.10. Sinteza tioestra NAC z 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2il)ocetno kislino (45)
Glavni namen te sinteze je bil razvoj optimalnih reakcijskih pogojev za sintezo tioestra 22.
NAC smo izbrali kot tiol, ki je v grobem posnemal CoASH. Reakcijo smo izvedli v
brezvodnih pogojih, ker mesani anhidridi (50) v prisotnosti vode razpadejo na karboksilno
kislino (51), CO; in alkohol (52) (slika 14), tioli (RSH) pa pod vplivom kisika iz zraka
oksidirajo v disulfide (RSSR) ob prisotnosti majhne koli¢ina baze (slika 25) (51).
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Slika 25: Mehanizem nastanka disulfidov (RSSR) iz tiolov (RSH) pod vplivom kisika in baze (B).
Karboksilno kislino 23 smo in situ pretvorili v mesani anhidrid 39, dodali TBAC in nato

tvorili tioester 45 z dodatkom vodne raztopine NAC s pH 8-9 (raztopina A). Izginjanje
NAC in s tem potek reakcije smo spremljali s TLC in nitroprusidnim testom (slika 24).
Bucko z reakcijsko zmesjo smo po dodatku raztopine A za$éitili pred svetlobo tako, da
smo jo ovili z alu folijo. S tem smo Zeleli prepreciti s svetlobo katalizirano oksidacijo metil
tioglikolata v disulfid.

Ugotovili smo, da je za uspe$no sintezo tioestra 45 bistveno, da je reakcijska zmes bistra
raztopina in je pH med 8-9. Sklepali smo, da je bistra raztopina bistvena za stik med
mesanim anhidridom 39 in tiolom (NAC). Dosegli smo jo z ustreznim razmerjem med
topiloma (THF/H,O = 3/1). K bistrosti je prispeval tudi katalizator faznega prenosa
(TABC). Sklepali smo, da je alkalnost reakcijske zmesi (pH 8-9) nujna za ionizacijo NAC,
Ki je bila verjetno bistvena za nastanek tioestra 45. Dosegli smo jo z 1 M vodno raztopino
LiOH. TABC smo dodali v reakcijsko zmes, da bi v primeru, ¢e bi priS§lo do nastanka

emulzije, prenasal ionizirani NAC v organsko fazo emulzije (slika 26).
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Slika 26: Shema katalize faznega prenosa.

5.2.11. Sinteza tioestera koencim A z 2-(2-tridecil-1,3-dioksolan-2-il)ocetno
kislino (22)

Reakcijo smo izvedli v brezvodnih pogojih, ker mesSani anhidridi (50) v prisotnosti vode

razpadejo na karboksilno Kislino (51), CO, in alkohol (52) (Slika 14), tioli (RSH) pa pod

vplivom Kisika iz zraka oksidirajo v disulfide (RSSR) ob prisotnosti majhne koli¢ine baze

(slika 25) (51). Karboksilno kislino 7 smo in situ pretvorili v mesani anhidrid 39, dodali

TBAC in nato tvorili tioester 22 z dodatkom vodne raztopine trilitijeve soli COASH s pH

8-9 (raztopina A). Porabo CoASH, in s tem potek reakcije, smo spremljali s TLC in

nitroprusidnim testom (slika 24).

Reakcijski pogoje, s katerimi smo uspesno sintetizirali tioester 45, smo uporabili za sintezo

tioestra 22. Zanimivo je, da je bila za nastanek tioestra 22 nujna alkalnost reakcijske zmesi,

Ceprav so alkalne raztopine CoASH nestabilne (52). Zaradi moznih hidroliz tioestrske,

pirofosfatne, fosfatnih in drugih labilnih vezi pri izlolaciji spojine 22, smo za sintezo

tioestra 1 uporabili surovi tioester 22.

5.2.12. Sinteza tioestra koencima A s 3-oksoheksadekanojsko kislino A (3-
ketopalmitoil koencima A) (1)

Tioester 1 smo sintetizirali s kislino katalizirano hidrolizo 1,3-dioksolana 22. Izvedli smo

jo pri 40 °C s 4 M vodno raztopino HCI v prisotnosti majhne koli¢ine THF, ki je odigral

vlogo kotopila (slika 27).
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Slika 27: Mehanizem s kislino katalizirane hidrolize 1,3-dioksolana 22.

Kurosawa in sodelavci so ugotovili, da je za s kislino katalizirano pretvorbo koencim A f3-
(1,3-dioksolanil) tioestrov v koencim A B-keto tioestre bistveno, da je reakcijska zmes
raztopina. Te pretvorbe so izvedli pri sobni temperaturi s 4 M vodno raztopino HCI (34).
Ker je bil surovi tioester 22 slabo topen v 4 M vodni raztopini HCI, smo suspenziji dodali
toliko THF, da je reakcijska zmes postala bistra raztopina.

Pri poskusu ods¢ite s kataliti¢no koli¢ino p-TsOH v vodni raztopini pri sobni temperaturi v
20 urah ni nastalo ni¢ tioestra 1. Tudi pri reakciji z 2 M vodno raztopino HCI in majhno
koli¢ino THF pri sobni temperaturi v 80 minutah ni nastalo ni¢ tioestra 1. S 4 M vodno
raztopino HCI, v prisotnosti majhne koli¢ne THF pri sobni temperaturi, je reakcija potekala
zelo pocasi, saj je bilo po 400 minutah, glede na HPLC, pri 254,16 nm v reakcijski zmesi
12,37 % tioestra 22. Med reakcijo smo morali z dodajanjem THF skrbeti, da je bila
reakcijska zmes bistra raztopina. Izkoristek je bil slab, saj smo iz 20,0 mg surovega tioestra
22 po izolaciji dobili 4,5 mg tioestra 22 85 % HPLC Cistosti (254,16 nm). Zaradi teh tezav
smo se odlocili, da bomo poskusili reakcijo izvesti s segrevanjem reakcijske zmesi pri
40 °C. Reakcija je potekala bistveno hitreje, saj je bilo po 200 minutah, glede na HPLC, pri
254,16 nm v reakcijski zmesi 1,95 % tioestra 22. THF je bilo potrebno dodati le na zacetku
reakcije. Izkoristek je bil boljsi, saj smo iz 20,0 mg surovega tioestra 22 po izolaciji dobili
10,2 mg tioestra 88 % HPLC Ccistosti (254,16 nm). Reakcijo s 100,0 mg surovega tioestra
22 smo zato izvedli pri 40 °C. Reakcija je potekala Se hitreje, saj je bilo po 70 minutah,
glede na HPLC pri 254,16 nm, v reakcijski zmesi 1,51 % tioestra 22. Po izolaciji smo
dobili 47,8 mg tioestra 1 95 % HPLC Cdistosti (254,16 nm). lzvedli smo tudi grafi¢no

primerjavo hitrosti reakcije odscite pri razlicnih pogojih (priloga).
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5.3. Razvoj HPLC metod

Za dolocanje Cistosti tioestrov 22 in 1 in spremljanje poteka reakcije pretvorbe spojine 22 v
spojino 1 smo morali razviti primerne HPLC metode. Pomagali smo si z objavljenimi
HPLC metodami za dolo¢anje Cistosti in izolacijo (preparativno HPLC) tioestrov in
tioetrov koencima A (34-37, 39-43, 45, 47, 48, 50, 53-61). S »poskus in napaka«
pristopom smo s spreminjanjem HPLC parametrov (dolzina kolone, sestava mobilne faze,
hitrost pretoka mobilne faze, gradient in ¢as analize) razvili metode A, B in C.

Metodi A in B smo razvili na koloni A (I = 150 mm), metodo C pa na koloni B (I = 250
mm). Pri vseh metodah smo kolono termostatirali pri 25 °C. Najprej smo razvili metodo C
in na osnovi te metodi A in B. Pri vseh metodah smo kot organsko topilo mobilne faze
uporabili MeCN, ki je za razliko od MeOH nenukleofilno topilo. Predvidevali smo, da bi
lahko karbonilna skupina tioestra 1 z MeOH na koloni tvorila polketal oz. ketal in bi tako
dobili nerealne rezultate. Pri vseh metodah smo injicirali 20 ul raztopine vzorca. VSsi
gradienti in kromatogrami so v prilogi.

5.3.1. Razvoj HPLC metod na koloni B

Metode s hitrostjo pretoka mobilne faze 1,5 mL/min in z vodo, 0,01 % ali 0,1 % vodno
raztopino TFA kot vodno komponento mobilne faze niso bile primerne za dolocanje
Cistosti tioestrov 22 in 1 ter spremljanje poteka reakcije pretvorbe spojine 22 v spojino 1.
Sklepali smo, da je bil vzrok prenizka puferska kapaciteta mobilne faze. Za dolo¢anje
Cistosti tioestrov 22 in 1 ter spremljanje poteka reakcije pretvorbe spojine 22 v spojino 1 na
daljsi koloni B, so bile primerne metoda s hitrostjo pretoka mobilne faze 1,5 mL/min in
gradientom MeCN/25 mM acetatni pufer s pH 5,0 (preglednica 7 in kromatogram 1),
metoda s hitrostjo pretoka mobilne faze 1,5 mL/min in gradientom MeCN/15 mM fosfatni
pufer s pH 5,0 (preglednica 8 in kromatogram 2) in metoda C.

5.3.2. Razvoj HPLC metod na koloni A

Pri razvoju HPLC metod A in B na koloni A smo si pomagali z rezultati, ki smo jih
pridobili z razvijanjem metod na dalj$i koloni B. Kot vodno fazo mobilne faze smo
uporabili 20 mM fosfatni pufer s pH 4,95. Detekcijo smo izvedli pri 210,8, 254,16 in
280,16 nm. Osredoto¢ili Smo se na razvoj metode, Ki bi bila primerna za spremljanje
poteka reakcije pretvorbe spojine 22 v spojino 1. Spreminjali smo gradient, ¢as analize in

hitrost pretoka mobilne faze.
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Najprej smo spreminjali le gradient in Cas analize, hitrost pretoka mobilne faze pa je bil 1
mL/min. Uporabili smo gradiente 3, 4, 5, 6 in 7 (priloga). Z metodo z gradientom 3
(preglednica 9) smo ugotovili, da je bil ¢as analize lahko kraj$i od 35 minut, ¢eprav s to
metodo nismo uspeli lo€iti spojini 22 in 1 na bazni liniji (kromatogram 3). Pri metodi z
gradientom 4 (preglednica 10) smo ¢as analize skrajsali na 28 minut. Ker pa je bil gradient
4 hitrejsi od gradienta 3, je bila locba spojin 22 in 1 slabsa (kromatogram 4). Tako smo
ugotovili, da je bil za lo¢bo spojin 22 in 1 potreben nekoliko pocasnejsi gradient. Pri
metodi z gradientom 5 (preglednica 11) je bil ¢as analize 32 minut. Ker je bil gradient 5
pocasnejsi od gradientov 3 in 4, je bila locba spojin 22 in 1 boljsa, a spojini nista bili
povsem loc¢eni na bazni liniji (kromatogram 5). Zato smo cas analize pri metodi z
gradientom 6 (preglednica 12) podaljsali na 35 minut in upocasnili gradient. Loc¢ba spojin
22 in 1 je bila boljsa, a spojini vseeno nista bili povsem lo¢eni na bazni liniji (kromatogram
6). Pri metodi z gradientom 7 (preglednica 13) smo ¢as analize skrajSali na 32 minut in
pospesili gradient. Locba spojin 22 in 1 je bila slabsa kot pri metodi z gradientom 6
(kromatogram 7). Zanimalo nas je, kako bi na lo¢bo spojin 22 in 1 vplivalo zmanjsanje
hitrosti pretoka mobilne faze. Uporabili smo gradient 7 (preglednica 13), hitrost pretoka pa
smo zmanjsali iz 1,0 mL/min na 0,8 mL/min. Retencijski ¢asi so se podaljsali, lo¢ba spojin
22 in 1 pa se ni izboljsala (kromatogram 8). Ko smo hitrost pretoka upocasnili na 0,7
mL/min, so se retencijski ¢asi podaljsali, a se lo¢ba ni izboljsala (kromatogram 9). HPLC
metoda A je bila zelo podobna tej metodi in je bila primerna za dolocanje Cistosti tioestra
22 ne pa tudi za spremljanje poteka reakcije pretvorbe spojine 22 v spojino 1. Za slednje
smo metodo A Se nekoliko spremenili. Pufru smo dodali 3 % MeCN (V/V) in spremenili
gradient. S to metodo (metoda B) smo spojini 22 in 1 lo¢ili dovolj dobro, da smo lahko

spremljali potek reakcije pretvorbe spojine 22 v spojino 1 (kromatogram 10).

47



Urban Kosak: Sinteza 3-ketopalmitoil koencima A

6. ZAKLJUCEK

Razvili smo relativno enostaven nadin za sintezo a,o-nesubstituiranih in o-
monosubstituiranih B-keto estrov. Nasa metoda se od drugih metod za sintezo teh spojin iz
kislinskih kloridov in acetoacetatnih estrov razlikuje v tem, da o-acetil p-keto ester
deacetiliramo do B-keto estra brez izolacije ali dodatka novega reagenta (NH4ClI in/ali NH3,
NaOH ali MeOH), ampak enostavno s segrevanjem reakcijske zmesi ob vrenju. Menimo,
da je nasa metoda primerna za sintezo o,o-nesubstituiranih in a-monosubstituiranih -keto
estrov, ki so intermediati pri sintezi u¢inkovin.

S to metodo smo sintetizirali etil 3-oksoheksadekanoat in ga uporabili za sintezo 3-
ketopalmitoil koencima A, ki je potencialni endogeni substrat 173-HSD12. S tem smo
ustvarili pogoje za potrditev hipoteze, da je 17p-HSD12 multifunkcionalen encim, ki ima

poleg vloge pri steroidogenezi pomembno vlogo tudi pri presnovi lipidov.
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PRILOGA

1. Primerjava hitrosti reakcije odScite pri razli¢nih pogojih

Primerjali smo hitrosti reakcije odsé¢ite 20,0 mg surovega tioestra 22 pri sobni temperaturi

(pogoji A), 20,0 mg surovega tioestra 22 pri 40 °C (pogoji B) in 100,0 mg surovega

tioestra 22 pri 40 °C (pogoji C). V vseh treh primerih smo uporabili 4 M vodno raztopino

HCI in THF kot kotopilo. Vse reakcije smo spremljali s HPLC metodo B. Ker je pri

reakciji nastal kromofor (B-keto tioester), smo detekcijo s HPLC izvedli pri 3 razli¢nih

valovnih dolzinah (254,16, 210,8 in 280,16 nm). Ker smo uporabili surovi tioester 22, smo

predpostavili, da se bo ta pretvarjal le v tioester 1 (ob ¢asu 0 minut je bilo tioestra 22 (v

nadaljevanju izhodna spojina) 100 % in tioestra 1 (v nadaljevanju produkt) 0 %).

1.1. 254,16 nm

a) Nastajanje produkta

Preglednica 1: Nastajanje produkta (detekcija pri 254,16 nm)

¢as

%

In % produkta

¢as

% produkta

In % produkta

v

cas

%

In % produkta

(min)| produkta (pogoji C)| (min)| (pogoji B) (pogoji B)| (min)| produkta (pogoji A)
(pogoji C) (pogoji A)

0 0 / 0 0 / 0 0 /

30 84,51| 4,436869871 35 53,04| 3,971046346 10 11,72 2,461296784

70 99,4 4,58995502 80 79,82 4,3797741 45 23,78 3,168844891

120 89,84| 4,49803031 85 35,35| 3,565298392

165 95,48| 4,558916801| 125 47,03| 3,850785696

200 98,05| 4,585477553| 165 56,91| 4,041471073

210 65,75 4,185859671

285 76,58| 4,338335946

325 81,39| 4,399252415

360 84,59| 4,437816056

400 87,63| 4,473123405




Urban Kosak: Sinteza 3-ketopalmitoil koencima A
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primerjava: 100 mg in 20 mg izhodne spojine pri 40 °C in 20 mg izhodne
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Graf 1: Nastajanje produkta (detekcija pri 254,16 nm).

primerjava: 100 mg in 20 mg izhodne spojine pri 40 °C in 20 mg izhodne

spojine pri sobni temperaturi; 254,16 nm; In graf
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Graf 2: Nastajanje produkta (detekcija pri 254,16 nm); In graf.
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b) Izginjanje izhodne spojine

Preglednica 2: Izginjanje izhodne spojine (detekcija pri 254,16 nm).

Cas| % izhodne| In% izhodne| cas| % izhodne| In% izhodne| &as| % izhodne| In % izhodne
(min) spojine| spojine (pogoji| (min) spojine| spojine (pogoji| (min) spojine spojine
(pogoji C) C) (pogoji B) B) (pogoji A) (pogoji A)
0 100| 4,605170186 0 100] 4,605170186 0 100 4,605170186
30 15,49 2,740194654 35 46,96| 3,849296176 10 88,28| 4,480513581
70 151 0,412109651 80 20,18| 3,004692015 45 76,22| 4,333623895
120 10,16| 2,318458442 85 64,65 4,168988105
165 4,52| 1508511994 125 52,97| 3,969725716
200 1,95 0,667829373] 165 43,09] 3,763290952
210 34,25| 3,533686565
285 23,42| 3,153590358
325 18,61| 2,923699071
360 15,41 2,735016649
400 12,37| 2,515274186
primerjava: 100 mg in 20 mg izhodne spojine pri 40 °C in 20 mg izhodne
spojine pri sobni temperaturi; 254,16 nm
120
100 7
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o
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Graf 3: Izginjanje izhodne spojine (detekcija pri 254,16 nm).
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In % izhodne spojine

primerjava: 100 mg in 20 mg izhodne spojine pri 40 °C in 20 mg izhodne

spojine pri sobni temperaturi; 254,16 nm; In graf

100 mg; 40 °C

20 mg; 40 °C

20 mg; sobna
temperatura

20 mg; sobna
temperatura

5
45 J‘ y =-0,0051x + 4,5862
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Graf 4: Izginjanje izhodne spojine (detekcija pri 254,16 nm); In graf.
1.2. 210,8 nm
a) Nastajanje produkta

Preglednica 3: Nastajanje produkta (detekcija pri 210,8 nm).

Cas| % produkta| In % produkta|  cas| % produkta| In % produkta|  ¢as| % produkta In %
(min)| (pogoji C) (pogoji C)| (min)| (pogoji B) (pogoji B)| (min)| (pogoji A) produkta
(pogoji A)

0 0 / 0 0 / 0 0 /
30 85,2| 4,445001434 35 53,08/ 3,971800209 10 12,08| 2,491551193
70 98,8 4,593097605 80 80,66| 4,390242789 45 23,89| 3,173459961
120 90,26| 4,502694394 85 35,14| 3,559340083

165 95,81| 4,562367064| 125 46,94| 3,84887019

200 97,77 4,582617782| 165 56,72| 4,038126882

210 65,67| 4,1846422

285 76,62| 4,338858139

325 81,48| 4,400357591

360 84,62| 4,438170645

400 87,59| 4,472666836
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primerjava: 100 mg in 20 mg izhodne spojine pri 40 °C in 20 mg izhodne
spojine pri sobni temperaturi; 210,8 nm;
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Graf 5: Nastajanje produkta (detekcija pri 210,8 nm).

primerjava: 100 mg in 20 mg izhodne spojine pri 40 °C in 20 mg izhodne
spojine pri sobni temperaturi; 210,8 nm; In graf

3,5 A
3 4
2,5 1
2
1,5 1
1_
0,5 -

In % produkta

4,5 - ./.,_J———-l———'
4_

—o— 100 mg; 40 °C

—8— 20 mg; 40 °C

20 mg; sobna
temperatura

0 100

200 300 400

¢as (min)

500

Graf 6: Nastajanje produkta (detekcija pri 210,8 nm); In graf.
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b) Izginjanje izhodne spojine

Preglednica 4: Izginjanje izhodne spojine (detekcija pri 210,8 nm).

Cas| % izhodne| In% izhodne| ¢&as| % izhodne| In % izhodne| ¢as| % izhodne| In % izhodne
(min) spojine| spojine (pogoji| (min) spojine| spojine (pogoji| (min) spojine| spojine (pogoji
(pogoji C) C) (pogoji B) B) (pogoji A) A)
0 100 4,605170186 0 100{ 4,605170186 0 100 4,605170186
30 148| 2,694627181| 35 46,92| 3,848444024| 10 87,92 4,47642731
70 1,2| 0,182321557| 80 19,34 2,96217549| 45 76,11  4,332179662
120 9,79| 2,281361457| 85 64,86] 4,172231101
165 4,19| 1,432700734| 125 53,06 3,971423349
200 2,23| 0,802001585| 165 43,28|  3,767690635
210 34,33| 3,536019607
285 23,38|  3,151880956
325 18,52| 2,918851229
360 15,37 2,732417558
400 12,59| 2,532902848
primerjava: 100 mg in 20 mg izhodne spojine pri 40 °C in 20 mg pri
sobni temperaturi; 210,8 nm
120
100 r
2 \ 100 mg; 40 °C
'S 80 +—
&
2 o Y —8— 20 mg; 40 °C
©
g LA
N 40 20 mg; sobna
3 temperatura
20 -
0 T T T T
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¢as (min)

Graf 7: lzginjanje izhodne spojine (detekcija pri 210,8 nm).
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Urban Kosak: Sinteza 3-ketopalmitoil koencima A

primerjava: 100 mg in 20 mg izhodne spojine pri 40 °C in 20 mg pri
sobni temperaturi; 210,8 nm; In graf
° 100 mg; 40 °C
45 " y =-0,0051x + 4,5848 me;
o 4] R® =0,9986
= 20 mg; 40 °C
§ 3,5 -
@ 3 1
S 25 20 mg; sobna
g 5 temperatura
N
© 15 20 mg; sobna
P temperatura
£ 11 y =-0,0632x + 4,5995
0,5 1 RP=1 —— 20 mg; 40 °C
0 . . . .
0 100 200 300 400 500 100 mg; 40 °C
¢as (min)
Graf 8: Izginjanje izhodne spojine (detekcija pri 210,8 nm); In graf.
1.3. 280,16 nm
a) Nastajanje produkta
Preglednica 5: Nastajanje produkta (detekcija pri 280,16 nm).
Cas %| In % produkta Cas %| In % produkta Cas| 9% produkta In %
(min)| produkta (pogoji C)| (min)| produkta (pogoji B)|  (min) (pogoji A)| produkta
(pogoji C) (pogoji B) (pogoji A)
0 0 / 0 0 / 0 / 0
30 87,62| 4,473009282 35 59,11| 4,079400115 10| 2,681021529 14,6
70 98,81| 4,593198814 80 83,32| 4,422688616 45| 3,343215099 28,31
120 92,34| 4,525477417 85| 3,706228092 40,7
165 96,97| 4,574401652 125| 3,963096276 52,62
200 98,49| 4,58995502 165 4,126166175 61,94
210| 4,256321678 70,55
285| 4,387884444 80,47
325| 4,437461342 84,56
360 4,469808548 87,34
400| 4,495466921 89,61

Vil




Urban Kosak: Sinteza 3-ketopalmitoil koencima A

primerjava: 100 mg in 20 mg izhodne spojine pri 40 °C in 20 mg izhodne
spojine pri sobni temperaturi; 280,16 nm
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Graf 9: Nastajanje produkta (detekcija pri 280,16 nm).

primerjava: 100 mg in 20 mg izhodne spojine pri 40 °C in 20 mg izhodne
spojine pri sobni temperaturi; 280,16 nm; In graf
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Graf 10: Nastajanje produkta (detekcija pri 280,16 nm); In graf.
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Urban Kosak: Sinteza 3-ketopalmitoil koencima A

b) Izginjanje izhodne spojine

Preglednica 6: Izginjanje izhodne spojine (detekcija pri 280,16 nm).

¢as| % izhodne| In % izhodne das| % izhodne| In % izhodne ¢as| % izhodne|In % izhodne
(min) spojine| spojine (pogoji| (min) spojine|spojine (pogoji| (min) spojine spojine
(pogoji C) C) (pogoji B) B) (pogoji A)|  (pogoji A)
0 100/ 4,605170186 0 100, 4,605170186 0 100(4,605170186
30 12,38| 2,516082267 35 40,89| 3,710885534 10 85,4|4,447346101
70 1,19 0,173953307 80 16,68| 2,814210397 45 71,69(4,272351268
120 7,66 2,036011984 85 59,3(4,082609306
165 3,03 1,10856262 125 47,38| 3,858200199
200 1,51 0,412109651 165 38,06|3,639163862
210 29,45| 3,38269391
285 19,52|2,971439581
325 15,44|2,736961545
360 12,66|2,538447417
400 10,39/ 2,340843805
primerjava: 100 mg in 20 mg izhodne spojine pri 40 °C in 20 mg izhodne
spojine pri sobni temperaturi; 280,16 nm;
120
100 '
2 . 100 mg; 40 °C
g 80 ‘\
% 60 —8— 20 mg;40 °C
2
N40 — 20 mg; sobna
X temperatura
20
0 .\-\H . .
0 100 200 300 400 500
¢as (min)

Graf 11: Izginjanje izhodne spojine (detekcija pri 280,16 nm).




Urban Kosak: Sinteza 3-ketopalmitoil koencima A

In % izhodne spojine

primerjava: 100 mg in 20 mg izhodne spojine pri 40 °C in 20 mg izhodne
spojine pri sobni temp.; 280,16 nm; In graf
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Graf 12: 1zginjanje izhodne spojine (detekcija pri 280,16 nm); In graf.

2. Gradienti mobilnih faz in pripadajo¢i HPLC kromatogrami

Preglednica 7: Gradient 1.

¢as (min) % pufra % MeCN
0 95 5
3 95 5
20 30 70
25 30 70
30 95 5
35 95 5
260,8 nm s

mAU =

175 1

150

125

100 ‘

75 ‘ ‘

50 \ ‘ \

25 | J|I.J l'.\ n

03— A e A
0 s 0 15 a0 5 30 min
Kromatogram 1: tz 1 = 19,91 min, tg 22 = 20,33 min.
Preglednica 8: Gradient 2.

¢as (min) % pufra % MeCN
0 95 5
3 95 5
20 30 70
25 30 70
30 95 5
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254,16 nm 22
mAU - N
4o—f
] 1
30 | ‘
|
i
] l'| \ |
0 ] IIL o .'\J I\|| lL N ——
o 8 10 15 20 | 2 mi
Kromatogram 2: tg 1 = 20,06 min, tg 22 = 20,49 min.
Preglednica 9: Gradient 3.
¢as (min) % pufra % MeCN
0 95 5
3 95 5
15 30 70
30 30 70
40 95 5
254 16 rm 1
mAU [,
200 |1_
150 | \
100 ‘|\|
50 il
0 P — S S W — ~
o 5 ' 10 ' 5 g T T T e mir
Kromatogram 3: tg 1 = 16,06 min, tg 22 = 16,39 min.
Preglednica 10: Gradient 4.
¢as (min) % pufra % MeCN
0 95 5
2 95 5
10 30 70
20 30 70
28 95 5
254,16 nm 1
mAU l
200 ”h‘
100 "||
I
0 T — — T — T — Lk_'___ T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 min
Kromatogram 4: tg 1 = 12,12 min, tg 22 = 12,33 min.
Preglednica 11: Gradient 5.
¢as (min) % pufra % MeCN
0 95 5
2 95 5
20 30 70
28 30 70
32 95 5
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254,16 nm 1
mAU [P
E 1=
150 1 |'|
100 3 ‘I \
50 3 | I|
I - - HUE . B
T T T U 1 \ N
0 10 15 20 25 30 mi
Kromatogram 5: tg 1 = 18,61 min, tg 22 = 19,02 min.
Preglednica 12: Gradient 6.
¢as (min) % pufra % MeCN
0 95 5
2 95 5
25 30 70
30 30 70
35 95 5
254,16 nm 1
mAU ‘1,,
1503 )
] “ l\
100 i
50 M‘ |I
0 3 A N )7| "J "- |
0 ' 10 {5 20 ' 2 30 min
Kromatogram 6: tg 1 = 21,69 min, tg 22 = 22,19 min.
Preglednica 13: Gradient 7
Cas (min) % pufra % MeCN
0 97 3
20 30 70
25 30 70
32 97 3
254,16 1
mAU rl 4
150 HT
I
100 i
0 n !
0 s A A B R N .
o ' ' 10 15 | 20 25 30 mi
Kromatogram 7: tg 1 = 18,07 min, tg 22 = 18,49 min.
254,16 nm 22
mAU 3 1]
E T‘
100 1]
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503 ||I |I
25 3 | 1)
0_54/\7 _ e I B VN
0 10 5 20 25 30 min

Kromatogram 8: tg 1 = 19,41 min, tg 22 = 19,81 min.
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Kromatogram 9: tg 1 = 20,31 min, tg 22 = 20,72 min.
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Kromatogram 10: tg 1 = 20,76 min, tg 22 = 21,20 min.
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