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1. UvOoD

Deuterij (?H) je stabilan, neradioaktivan izotop vodika koji u usporedbi s obi¢nim vodikom
(*H) ima dvostruko ve¢u atomsku masu i manju frekvenciju vibracijskog rastezanja C-D
veze. Posljedicno tome, deuterij ima nizu energiju osnovnog stanja te veéu energiju
disocijacije veze u odnosu na vodik (Li i sur., 2022). Zbog ovih svojstava C-D veze, molekule
obiljeZene deuterijem primarno su se koristile u istrazivanjima kinetickih izotopskih u¢inaka
(KIE) s ciljem razjasnjavanja reakcijskih mehanizama, no kasnije je otkriveno znacenje
deuteriranja u farmaceutskoj kemiji (Li i sur., 2022; Prakash i sur., 2022). Ugradnjom atoma
deuterija u molekule lijeka moze do¢i do promjene Svojstava apsorpcije, distribucije,
metabolizma i izlu¢ivanja tog lijeka, stoga su brojni kandidati za lijekove s deuterijem usli u

faze klinickih ispitivanja (Li i sur., 2022).

Deuterirani spojevi ¢esto pokazuju poboljSane farmakokineticke profile i manju toksic¢nost uz
zadrzavanje svojih farmakodinamickih svojstava (Tarrach i sur., 2023). Spojevi koje
karakteriziraju C-H veze skloni su bioloskoj razgradnji koja se uglavnom odvija u jetri
(Prakash i sur., 2022). Zbog jac¢ih C-D veza u usporedbi s C—H vezama, deuteriranje moze
znac¢ajno usporiti metabolizam spojeva. Zahvaljujuéi saznanju da bi se ugradnjom ?H mogla
povecati bioraspolozivost lijekova i odgoditi metaboli¢ka razgradnja, razvijeni su razli¢iti
deuterirani farmakofori s poboljsanom biostabilnoséu i farmakokinetikom (Tarrach i sur.,
2023; Prakash i sur., 2022).

S vremenom su deuterirane kemikalije postale nezamjenjive u farmaceutskom inZenjerstvu,
znanosti o materijalima 1 sintetskoj kemiji (Li i sur., 2022). Mehanisticka istrazivanja
reakcijskih putova i medicinska kemija klju¢na su podrucja koja zahtijevaju deuterirane
spojeve. Izotopna izmjena takoder igra kljuénu ulogu u karakterizaciji organskih struktura
spektroskopskim tehnikama kao $to su NMR, IR i masena spektroskopija (Prakash i sur.,
2022).

2017. godine FDA (Food and Drug Administration) je odobrila prvi deuterirani lijek,
deutetrabenazin, indiciran za lije¢enje odraslih pacijenata s tardivnom diskinezijom

povezanom s Huntingtonovom boles¢u (Li 1 sur., 2022; Prakash i sur., 2022). Ovaj lijek ima



poboljsana farmakokineti¢ka svojstva u usporedbi sa svojim nedeuteriranim izotopomerom

(Prakash i sur., 2022).

Takoder, razvijeni su i deuterirani analozi prazikvantela, antihelmintika, koji imaju visoku

ucinkovitost u lijeCenju zaraznih bolesti uzrokovanih Sistosomama i jetrenim metiljima

(Prakash i sur., 2022).

Deuteriranje  molekula ciklosporina dovodi do promijenjenih fizikalno-kemijskih i
farmakokinetickih svojstava u vidu povecanja potencije i stabilnosti, smanjenja toksicnosti te
sporijeg metabolizma lijeka, Sto je Kkorisno u lijeCenju psorijaticnog artritisa, aplasticne

anemije i relapsirajuceg polihondritisa (Prakash i sur., 2022).

Nadalje, deuterirani pioglitazon koristi se za lijeCenje bolesti poput Secerne bolesti tipa 2 ili
nealkoholnog steatohepatitisa, a deuterirani triazolopiridazin koristan je u lijecenju ili
prevenciji bolesti 1 poremecaja srediSnjeg ziv€anog sustava ukljucujuéi anksioznost,

konvulzije, kao i bol povezanu s migrenom (Prakash i sur., 2022).

Privuceni vaznoS¢u deuteriranih spojeva, kemicari su proteklih nekoliko desetljeca ulozili
mnogo truda u funkcionalizaciju organskih supstrata u rasponu od jednostavnih aminokiselina
do slozenih prirodnih proizvoda (Prakash i sur., 2022). Razvijeni su razli¢iti na¢ini ugradnje
deuterija poput reakcija u kojima se kao katalizatori upotrebljavaju jake Kiseline i baze te
reakcija u kojima izotopsku izmjenu kataliziraju prijelazni metali (Li i sur., 2022; Kumar i
sur., 2021). Takoder, razvijen je Sirok raspon organometalnih katalizatora koji omogucuju

jednostavno stvaranje C—D veze (Prakash i sur., 2022).

Spojevi obiljezeni deuterijem takoder se mogu sintetizirati koriStenjem klasi¢nih
transformacija u visestupanjskoj sintezi kao $to je obrada s D2 plinom ili reakcija s metalnim
deuteridom. Medutim, takve strategije zahtijevaju slozene priprave pocetnih materijala zbog

¢ega nerijetko dolazi do suvisnih reakcijskih koraka i loseg iskoriStenja (Prakash i sur., 2022).

Deuterirani terminalni alkini posebno su vrijedni jer je rije¢ o prekursorima niza deuteriranih
molekula (Tarrach i sur., 2023). Upotreba acetilenske (etinilne) skupine u medicinskoj kemiji
zapocela je 1959. godine, a od tada se nasiroko iskoristava u otkrivanju i razvoju lijekova, te
kao struktura sirokog raspona terapeutski ciljnih proteina kao sto su MAO, tirozin kinaze, beta

sekretaza 1, steroidni receptori, HIV-1 RT i drugi. Nadalje, spomenuta funkcionalna skupina
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uspjesno je koriStena za oponaSanje strukturnih i1 funkcionalnih svojstava Sirokog raspona
skupina, ukljuéujuci klor, jod, karbonil, karboksamid, eten, ciklopropil i fenil. Acetilen je
pronasao svoju primjenu i u razvoju biokonjugata, biosenzora te za ispitivanje ciljnih
proteina, nukleotida ili in situ cijelog organizma. Zbog relativne lako¢e umetanja acetilenske
skupine u slozene molekule, sve je raSirenije njezino ukljucivanje u bioloSke sonde i

terapijske agense. (Talele, 2020).

Broj klini¢ki korisnih molekula koje sadrze alkine je u porastu, a zbog mnogih komercijalno
dostupnih gradivnih blokova, lakih metoda za njihovu konstrukciju i njihove korisnosti u

kemijskoj biologiji, ocekuje se da ¢e njihova upotreba rasti (Talele, 2020).

Tablica 1 prikazuje neke od prethodnih nacina deuteriranja alkina opisanih u nastavku

(A—F), ali i reakciju kojom se bavi ovaj rad (G).

Cintrat i sur., (2001) predlozili su metodologiju za izotopsku izmjenu terminalnog alkina u
prisutnosti jake baze BuLi i THF te 9-[2H]-9-fenilfluorena (9-[?H]-9-PhFl) kao donora
deuterija pri temperaturi od -78°C (Tablica 1, A).

Potom, Sabot i sur., (2007) opisali su ucinkovitu metodu H/D izmjene za kisele supstrate u
CDCl3 kao izvoru deuterija i kao otapalu, uz dodatak 10 mol % triazabiciklodecena (TBD)
kao katalizatora pri sobnoj temperaturi (Tablica 1, B). Optimizirani, blagi uvjeti bili su
kompatibilni s osjetljivim funkcionalnim skupinama i omogudili su kemoselektivno
deuteriranje ketona preko estera. Uz to, TBD je pokazao pogodna svojstva zahvaljujuéi
njegovoj visokoj pKa vrijednosti i prisutnosti labilnog protona u strukturi (Sabot i sur., 2007).

Bew i sur., (2012) razvili su metodu blagog deuteriranja terminalnih alkina pod bazi¢nim
reakcijskim uvjetima u prisutnosti KoCO3 u mijesanom otapalu D2O/CH3CN (Tablica 1, C).
Terminalno deuteriranje alkina odvija se brzo i potpuno kroz nekoliko minuta pri sobnoj

temperaturi (Bew i sur., 2012).

Nadalje, Yamada i sur., (2015) proveli su blago i ucinkovito deuteriranje terminalnih
monosupstituiranih alkina u prisutnosti bazi¢ne anionske izmjenjivacke smole, WA30, u
teSkoj vodi na 25°C (Tablica 1, D). WA30 polistirenski je polimer koji nosi tercijarni aminski
ostatak na aromatskim jezgrama te se moze jednostavno ukloniti jednostavnim filtriranjem i

opetovano koristiti bez gubitka aktivnosti katalizatora. Koristeni uljasti supstrati uspjesno su



deuterirani u D20, dok se deuteriranje ubrzalo dodatkom male koli¢ine suotapala, poput
toluena i ACcOEt (Yamada i sur., 2015).

Godinu kasnije, Chatterjee i Gunanathan (2016) demonstrirali su ucinkovitu Kkataliti¢ku
metodu za sintezu monodeuteriranih terminalnih alkina Koristenjem deuterijevog oksida,
najjeftinijeg izotopskog izvora, te rutenija kao Kkatalizatora. Spomenuta transformacija
koristila je nisko opterecenje komercijalno dostupnog Ru(ll) katalizatora, stoga se pokazala

jednostavnom i ekoloski prihvatljivom (Chatterjee i Gunanathan, 2016).

Jednostavnu, ekonomiénu, selektivnu i isplativu strategiju ugradnje 2H u razne terminalne
alkine, Kumar i sur., (2021) razvili su u jeftinoj smjesi otapala KOH-DMSO-ds s visokom
razinom ugradnje teskog vodika pri uvjetima sobne temperature (Tablica 1, E). Supstratima
poput aromatskih i alifatskih dialkina i alkina supstituiranih alkoholom ili aminom uspjesno je
izvrSena zamjena vodika za deuterij u jednostavnim reakcijskim uvjetima te ekoloski
prihvatljivom protokolu uz izbjegavanje uporabe skupih katalizatora prijelaznih metala
(Kumar i sur., 2021).

Takoder, Chan i sur., (2022) koristili su jake baze poput natrijevog hidroksida, kalcijevog
oksida ili N,N,N,N-tetrametilgvanidina za bazom katalizirano deuteriranje alkina stabilnih na
jaku bazu. DMSO-ds se pokazao kao prikladan donor deuterija u kombinaciji s krutim
natrijevim hidroksidom kao baznim katalizatorom, dok su za reakcije izmjene u kojima je
deuterijev oksid donor deuterija kao katalizatori koristeni kalcijev oksid ili N,N,N,N-
tetrametilgvanidin. Za deuteriranje alkina osjetljivih na baze kao katalizator je umjesto jake
baze koristen srebrov perklorat (AgClO4) u deuterijevom oksidu uz dimetilformamid (DMF)
kao suotapalo (Tablica 1, F) (Chan i sur., 2022).

Tablica 1. Razli¢iti protokoli deuteriranja terminalnih alkina (A — F) i nacin deuteriranja

kojim se bavi ovaj rad (G).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Deuterirani terminalni alkini su vrijedni, sintetski korisni supstrati koji se mogu Koristiti za
sintezu drugih deuteriranih molekula (Kumar i sur., 2021; Bew i sur., 2012). Primjerice, medu
svim deuteriranim molekulama, upravo su alkini najée$¢e koriSteni supstrati za sintezu

deuteriranih alkena procesom hidrogenacije (Kumar i sur., 2021).

Veéina deuteriranih spojeva komercijalno je nedostupna zbog svoje visoke cijene (Kumar i
sur., 2021). Blaga i u¢inkovita priprema deuteriranih organskih spojeva aktivno je podrucje
istrazivanja s obzirom da je korisnost spomenutih spojeva naSiroko prepoznata u raznim
znanstvenim podrucjima (Tarrach i sur., 2023; Yamada i sur., 2015). U posljednjih nekoliko
desetlje¢a, razvoj selektivnog 1 troSkovno ucinkovitog procesa za spojeve obiljeZene

deuterijem bio je izazovan zadatak (Kumar i sur., 2021).

Dokumentirane su razlicite reakcije povezane s izotopskom izmjenom terminalnih alkina s
deuteriranim otapalima koje ukljucuju ili povisene ili niske reakcijske temperature, produzeno
vrijeme reakcije koje Cesto traje i sat vremena, jake baze poput n-BuLi, Grignardovih
reagensa ili LDA ili skupu sol prijelaznog metala. Takoder, mnogi protokoli ukljucuju

subkvantitativne prinose proizvoda sa smanjenim razinama ugradnje deuterija (Kumar i sur.,



2021; Bew i sur., 2012). Unato¢ postoje¢im metodama, ekonomiéan i ekoloski prihvatljiv

pristup za deuteriranje organskih molekula vrlo je pozeljan (Kumar i sur., 2021).

Spomenutom problematikom bavi se i ovaj rad koji za cilj ima razvoj jednostavne metode
koja bi primjenom blagih reakcijskih uvjeta bez koristenja katalizatora omogucila deuteriranje

terminalnih alkina u relativno kratkom vremenu, uz visoku ugradnju ?H izotopa.

3. MATERIJALI | METODE

Nuklearna magnetska rezonancija (NMR) spektroskopska je metoda koristena za snimanje *H,
?H i 3C spektara u ovom radu. Koristen je instrument Varian INOVA 400 privremeno
smjesten na Institutu za fiziku u Zagrebu

(https://sestar.irb.hr:8443/instrumenti_show.php?ID=1804&page=0). Opremljen je

supravodljivim magnetom (Oxford) gustoce magnetskog toka 9,4 Tesla, te s dvokanalnom
(8irokopojasni kanal i kanal 1H te referentni kanal 2H) probom OneNMR (Agilent). Snimanja
su provedena u NMR cjev€icama promjera 5 mm uz termostatiranje pri odgovarajucoj
temperaturi. Snimanja razli¢itih jezgara provedena su pri frekvencijama 399,902 MHz (*H),

61,387 MHz (*H) i 100,565 MHz (*3C).

Reakcija deuteriranja pracena je na uzorku 1,1-dimetil-propargilnog alkohola (p(ROH) =
0,8637 g/mL; My = 84,118 g/mol) u teskoj vodi (p(D20) = 1,11 g/mL; Mw = 20,0276 g/mol)
te u smjesi otapala teske vode i deuteriranog dimetil sulfoksida (o(DMSO-ds) = 1,19 g/mL;
Mw = 84,13 g/mol) pri razli¢itim temperaturama (25°C, 30°C, 35°C, 40°C). U provedenim
eksperimentima teSka voda koriStena je kao donor deuterija. Uzorci za analizu priredivani su
pipetiranjem 20 pL 1,1-dimetil-propargilnog alkohola uz dodatak spomenutih otapala do

ukupnog volumena od 650 uL kao §to je prikazano u Tablici 2.


https://sestar.irb.hr:8443/instrumenti_show.php?ID=1804&page=0

Tablica 2. Volumeni reagensa (V) uzetih za pripremu uzoraka razli¢itih volumnih (¢) i
masenih udjela (w) DMSO-ds i D2O.

V(R-OH) 20puL | 20puL | 20uL
V(DMSO-ds) / 40 uL | 580 puL
V(D20) 630 uL | 590 uL | 50 pL
¢(DMSO-ds) 0% | 6,35% | 92,06%

w(DMSO-ds) 0% 6,78% | 92,56%

#(D20) 100% | 93,65% | 7,94%

w(D20) 100% | 93,22% | 7,27%

Dimetil sulfoksid (DMSO) bezbojna je, u vodi topljiva, higroskopna, netoksi¢na, blago
alkalna organska tekucina blagog mirisa koja vrije na 189°C, a tali se na 18,5°C. DMSO ima

jak afinitet prema vodi te se moze s njom mijesati u svim omjerima (LeBel 1 Goring, 1962).

Osim reakcija izotopne izmjene s 1,1-dimetil-propargilnim alkoholom kao analitom,
provedena je i reakcija deuteriranja etinil estradiola u teSkoj vodi. Pripremljena je zasi¢ena
otopina etinil estradiola koncentracije 5 mg/L otapanjem etinil estradiola u 650 uL teSke vode

kao glavnog donora deuterija.

Nakon provedenih snimanja, podatci relaksacije magnetizacije (FID) obradeni su koristenjem
racunalnog programa MestReNova (Willcott, 2009). Promjena, to¢nije pad koncentracije 1,1-
dimetil propargilnog alkohola odredena je promjenom omjera integrala 'H NMR signala
metilne skupine na 6 = 1,33 ppm i signala alkinske skupine na ¢ = 2,67 ppm u vremenu.
Budu¢i da se metilni signal ne mijenja s vremenom, nestanak alkinskog signala odgovara

brzini reakcije H/D izmjene.

Reakcija H/D izmjene u teskoj vodi odgovara reakciji pseudo-prvog reda. lzraz za brzinu
reakcije v = k[ROH][D20] svodi se na v = kons[ROH], gdje vrijedi da je izmjerena konstanta
brzine reakcije pseudo-prvog reda kobs = K[D20] s obzirom da je deuterijev oksid u velikom
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suviSsku, pa postaje dio konstante. Takoder, koristan pokazatelj brzine kemijske reakcije je

vrijeme polureakcije (ti2) $to je vrijeme potrebno da se koncentracija odredenog reaktanta

.. . L .. s In2
smanji na polovicu svoje poCetne vrijednosti. Vrijedi izraz t, , = -

4. REZULTATI | RASPRAVA

Tarrach i sur., (2023) proveli su deuteriranje 1,1-dimetil-propargilnog alkohola koristeci
aceton-ds kao izvor deuterija uz [Cu(DAB”"™),]BF4 kao katalizator pri temperaturi od 50°C
(Slika 1). U tim uvjetima ugradnja deuterija 16 sati nakon pocetka reakcije iznosila je samo
48% (Tarrach i sur., 2023).

[Cu(DABA™) |BF, (2 mol %)
(CH:):CO-d,, 50°C, 16 h

Slika 1. Deuteriranje 1,1-dimetil-propargilnog alkohola u acetonu uz katalizator
[Cu(DABA"S),]BF4 pri 50°C (Tarrach i sur., 2023).

Medutim, ista se H/D izmjena propargilnog alkohola moZze provesti u teskoj vodi pri sobnoj
temperaturi, bez uporabe ikakvog katalizatora (Slika 2). Reakcija je uspje$no provedena uz
ugradnju deuterija od >99% (C1 i C3-0).

4 4
CH, CH,
— -
H ‘3 OH - D ‘3 oD
1 2 1 2
CH, CH,

Slika 2. Deuteriranje 1,1-dimetil-propargilnog alkohola u teskoj vodi pri 25°C.

Slika 3 prikazuje *H NMR signale 1,1-dimetil-propargilnog alkohola u teskoj vodi pri 25°C.
Signal dviju ekvivalentnih metilnih skupina ima kemijski pomak 6 = 1,33 ppm, dok signal
alkinske skupine ima kemijski pomak 6 = 2,67 ppm. S vremenom se taj signal smanjuje kako

reakcija deuteriranja napreduje, Sto ukazuje na izmjenu vodika za deuterij.
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ppm
Slika 3. *H NMR spektri 1,1-dimetil-propargilnog alkohola u teskoj vodi pri 25°C snimljeni u

razli¢itim vremenima.

Nakon provedene reakcije deuteriranja, snimljen je *C NMR spektar krajnjeg, deuteriranog
produkta na kojem su vidljiva 4 signala (Slika 4). Na 6 = 30,0 ppm je signal metilnih skupina
(C4), ana 6 = 64,7 ppm je C3-0O signal. S obzirom da se radi o nespregnutom (decoupled)

spektru, C—H sprege nisu vidljive, pa su oba signala singleti.

Medutim, C-D sprezanja nisu eliminirana pa su vidljiva u 3C NMR spektru. Za C-D
cijepanja vrijedi pravilo 2n+1, gdje je spinski kvantni broj deuterija n = 1. Upravo zbog

cijepanja s deuterijem, ugljik terminalnog alkina (C1) na 6 = 70,7 ppm daje triplet.

2H cijepa terminalni C1 atom kroz jednu vezu konstantom sprege J koja iznosi Jp.c = 38,6
Hz. Zanimljivo je da deuterij cijepa i susjedni ugljikov atom C2 u triplet na 6 = 88,0 ppm, ali
kroz dvije veze. S obzirom da je udaljenost izmedu tog ugljika i deuterija veca, konstanta

sprege manja je nego u prvom sluéaju te iznosi 2Jp-c = 7,4 Hz.
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Slika 4. *3C NMR spektar deuteriranog propargilnog alkohola u teskoj vodi.
Kao dodatna potvrda ugradnje deuterija u strukturi produkta, snimljen je 2H NMR spektar
izoliranog produkta (ekstrakcijom vodene reakcijske smjese u CDCl3) (Slika 5). Osim signala

deuteriranog otapala, u spektru se nalaze dva signala, jedan na ¢ = 2,41 ppm (deuterij

terminalnog alkina) i proSireni signal na 6 = 1,78 ppm (deuterij hidroksilne skupine).
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Slika 5. 2H NMR spektar izoliranog deuteriranog produkta.
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Reakcija H/D izmjene 1,1-dimetil-propargilnog alkohola u D>O provedena je na visim

temperaturama, 30°C, 35°C i 40°C, kako bi se odredila ovisnost brzine kemijske reakcije o

temperaturi.

Na temelju izraCunatih konstanti brzine (K) i vremena polureakcije (t12) o¢igledno je da se s

poveéanjem temperature povecava i brzina H/D izmjene (Tablica 3).

Tablica 3. Konstante brzine (k) i vremena polureakcije (ti2) deuteriranja 1,1-dimetil-

propargilnog alkohola u D.O pri razlicitim temperaturama. Koncentracija [ROH] iznosi

0,3160 mol/L.
t/°C T/IK k-10°s™ | tiz/ min
25 298,15 2,27 508,7
30 303,15 7,45 155,0
35 308,15 21,62 53,4
40 313,15 61,02 18,9
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Koriste¢i izmjerene konstante brzine prikazana je Eyringova ovisnost konstante brzine o
temperaturi (Slika 6). Iz nagiba i odsjeCka pravca odredeni su aktivacijski parametri za

—AHT E
reakciju H/D izmjene. Iz Eyringove jednadzbe: Inl ="+ "2+ odredena je
aktivacijska entalpija (AH¥) i aktivacijska entropija (AS?), a Gibbsova aktivacijska energija
(AG?) je odredena prema jednadzbi: AG* = AH* — TAS* te iznosi 99,45 kJ mol™? (pri 298,15

K).

(1/M 7 K1
0,00318 0,0032 0,00322 0,00324 0,00326 0,00328 0,0033 0,00332 0,00334 0,00336 0,00338

N3 0
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-
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2 _
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-16
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Slika 6. Eyringov graf reakcija deuteriranja 1,1-dimetil-propargilnog alkohola u D20 pri
razli¢itim temperaturama (25°C, 30°C, 35°C, 40°C). Koncentracija [ROH] iznosi 0,3160
mol/L.

Isti se proces H/D izmjene u 1,1-dimetil-propargilnom alkoholu odvija u deuterijevom oksidu
uz dodatak deuteriranog dimetil sulfoksida u masenom udjelu od 6,78% (Slika 7). Takva

smjesa otapala, naime, moze biti korisna za spojeve koji nisu dovoljno dobro topljivi u teskoj
vodi. Povecani udio organskog otapala moZe povecati topljivost supstrata, ali moZe i smanjiti

brzinu H/D izmjene.

4 4
CH, CHy
‘ D,0, DMSO-d, /
H—— —OH > D—== ~—OD
1 2 ‘ 1 2 ‘
CH, CH,

Slika 7. Deuteriranje 1,1-dimetil-propargilnog alkohola u smjesi otapala DMSO-ds-D20O
(p(DMSO-ds) = 6,78%).
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Usporedbom konstanti brzine (k) i vremena polureakcije (ti2) pri razli¢itim temperaturama
(25°C, 30°C, 35°C, 40°C), zakljucak je isti — s pove¢anjem temperature povecava se i brzina
H/D izmjene (Tablica 4).

Tablica 4. Konstante brzine (k) i vremena polureakcije (ti2) deuteriranja 1,1-dimetil-
propargilnog alkohola u smjesi otapala DMSO-dg-D20 (p(DMSO-ds) = 6,78%) pri razli¢itim

temperaturama. Koncentracija [ROH] iznosi 0,3160 mol/L.

t/°C TIK k-10°/st |ty / min
25 298,15 1,50 770,0
30 303,15 3,76 307,2
35 308,15 11,10 104,1
40 313,15 34,31 33,7

Medutim, dodatkom DMSO-de masenog udjela od 6,78% uoceno je smanjenje brzine
izotopne izmjene 1,1-dimetil-propargilnog alkohola u odnosu na reakciju provedenu u D20.
To je ocekivani efekt dodatka organskog otapala koji povisuje pKa vrijednost teske vode 1

smanjuje konstantu autoionizacije teSke vode (George i Woolley, 1972).

Kako bi se odredile ionizacijske konstante za deuterijev oksid u binarnoj smjesi s dimetil

sulfoksidom, George i Woolley (1972) su primijenili potenciometrijsku metodu.

S povecanjem masenog udjela (p) DMSO dolazi do povecanja pKa vrijednosti tesSke vode
(Slika 8), odnosno ona postaje slabija kiselina, te se smanjuje brzina autoionizacije teske vode
koja je vazan proces za reakciju deuteriranja (George i Woolley, 1972). Autoionizacijom vode,

naime, nastaju D* i OD" ioni koji mogu imati kataliticku ulogu u procesu H/D izmjene.
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Slika 8. Ovisnost pKa teske vode (D2O) o masenom udjelu dimetil sulfoksida (DMSQ) pri
25°C (George 1 Woolley, 1972).

Ovisnost konstante brzine o temperaturi prikazana Eyringovom jednadzbom (Slika 9) daje

ocekivani linearni pravac iz kojeg je moguce odrediti termodinamicke aktivacijske parametre.

(1/T) 1 K
0,00318 0,0032 0,00322 0,00324 0,00326 0,00328 0,0033 0,00332 0,00334 0,00336 0,00338
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Slika 9. Eyringov graf reakcije deuteriranja provedene u smjesi otapala DMSO-ds-D.O
(p(DMSO-ds) = 6,78%) pri razli¢itim temperaturama (25°C, 30°C, 35°C, 40°C).
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Usporedbom izracunatih Gibbsovih aktivacijskih energija za procese H/D izmjene u D20 i
smjesi DMSO-ds-D20 vidljivo je da je energijska barijera niza za reakciju koja se odvija u
teSkoj vodi (Slika 10). Dodatak DMSO u tesku vodu, dakle, povisuje vrijednost AG*.

101000
100000

99000

98000 ® D20

AGE/)

DMSO-d6-D20
97000

96000 ®

95000
296 301 306 311 316

T/K

Slika 10. Usporedba Gibbsove aktivacijske energije (AG*) deuteriranja 1,1-dimetil-
propargilnog alkohola u D20 i u smjesi otapala DMSO-ds-D2O (¢(DMSO-ds) = 6,78%) pri
razli¢itim temperaturama (25°C, 30°C, 35°C, 40°C).

Sto je udio DMSO-ds veéi to je reakcija H/D izmjene na terminalnom alkinu sporija
(neobjavljeni podaci). Maseni udio DMSO veci od 30% ¢ini postupak deuteriranja alkinske
skupine propargilnog alkohola neprikladnim za laboratorijsku primjenu. Kada je DMSO-ds
vecinsko otapalo (p(DMSO-de) > 90%) dolazi do snaznog usporavanja H/D izmjene i na

alkoholnoj skupini propargilnog alkohola.

Tako je, primjerice, pri volumnom udjelu teSke vode od 8% u dimetil sulfoksidu, reakcija H/D

izmjene na alkoholnoj skupini dovoljno spora da je moguce snimiti oba izotopomera,

HCCC(OH)(CHzs)2 i HCCC(OD)(CHs)z2, u reakcijskoj smjesi.
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Na Slici 11 prikazan je *C NMR spektar reakcijske smjese izotopomera, pri ¢emu je udio
deuteriranog spoja (ROD) manji od nedeuteriranog (ROH). Deuterijski izotopni efekt na
kemijske pomake vidljiv je i mjerljiv za sve ugljikove atome propargilnog alkohola, osim za
C atom terminalnog alkina, koji je najudaljeniji od mjesta izotopne izmjene. S obzirom da je u
reakcijskoj smjesi D.O:DMSO = 8% udio DMSO prevelik, ne dolazi do H/D izmjene na

terminalnom alkinu jer DMSO potpuno inhibira tu reakciju izmjene.

4 4
5, CH3 5, CHs
H—== O—H H <—0-D .
1 2 CH, 12 (CHy

4

M

2 | | : :
5 32.0 31.6
3 ppm

90.6 90.4 T T
63.7 63.4
m
pp ppm
| 1/1 l
105 9 9 8> 80 75 /70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10

ppm

Slika 11. *C NMR spektar reakcijske smjese izotopomera 1,1-dimetil-propargilnog alkohola
u smjesi 8% D20 i DMSO.

U H NMR spektru vidljiva su 3 signala nedeuteriranog izotopomera, dok su kod deuteriranog
izotopomera prisutna samo 2 signala, s obzirom da je na hidroksilnoj skupini doslo do
izmjene vodika za deuterij. Kod terminalnog C atoma moze se uociti deuterijski izotopni efekt

dugoga dosega (kroz 4 veze) (Slika 12).
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Slika 12. *H NMR spektar reakcijske smjese izotopomera 1,1-dimetil-propargilnog alkohola u
smjesi 8% D.0O i DMSO.

Prema tome, u DMSO ili u DMSO s malim udjelom teske vode reakcija H/D izmjene je vrlo
spora ili potpuno inhibirana, pa se na vremenskoj skali NMR snimanja mogu vidjeti specije

(izotopomeri) u reakcijskoj smjesi.

Koriste¢i 1,1-dimetil-propargilni alkohol kao model za istrazivanje reakcije deuteriranja
terminalne alkinske skupine, otkriveno je da je jednostavno otapanje supstrata u teSkoj vodi
dovoljno za potpunu H/D izmjenu. Isti se postupak primijenio za deuteriranje etinil estradiola

(EE) koji, kao i brojni drugi sintetski hormoni, sadrzi terminalnu alkinsku skupinu (Slika 13).
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Slika 13. Deuteriranje etinil estradiola (EE) u teskoj vodi pri 25°C. Koncentracija [EE] iznosi

5 mg/L.

U 'H NMR spektru etinil estradiola vidljiva su dva singleta; metilni signal s kemijskim
pomaku ¢ = 0,65 ppm te alkinski signal na & = 2,78 ppm. Nakon otapanja EE u teskoj vodi, S
vremenom se signal na 6 = 2,78 ppm smanjuje, do potpunog nestanka, dok signal metilnog
vodika ostaje nepromijenjen, Sto je dokaz uspjeSne izmjene vodika za njegov izotop U

farmaceutski vaznome derivatu (Slika 14).

T T T T T T T T
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o

Slika 14. 'H NMR signali etinil estradiola (c(EE) = 5 mg/L) u teskoj vodi pri 25°C.
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5. ZAKLJUCCI

1. Deuteriranje 1,1-dimetil-propargilnog alkohola moZe se uspje$no provesti u deuterijevom
oksidu (D20) i u smjesi otapala DMSO-de-D20 (p(DMSO-ds) = 6,78%), dakle, u
jednostavnim reakcijskim uvjetima, pri sobnoj temperaturi, u relativno kratkom vremenu te uz

visoki postotak (>99%) ugradnje deuterija.

2. Povecanjem temperature povecava se brzina H/D izmjene.

3. Dodatkom dimetil sulfoksida u reakcijsku smjesu s teSkom vodom smanjuje se brzina H/D

izmjene.

4. lzmjereni su aktivacijski parametri za reakcije deuteriranja alkinske skupine u D20 i u
smjesi D>O-DMSO. Pokazano je da dodatak organskog otapala povisuje Gibbsovu

aktivacijsku energiju (AG?).

5. U prikladnim uvjetima (visoki udio DMSO, >90%) moguce je usporiti reakciju H/D

izmjene te u reakcijskoj smjesi odrediti udjele izotopomera.

6. Deuteriranje terminalne alkinske skupine etinil estradiola (c(EE) = 5 mg/L) mozZe se

uspjesno provesti u deuterijevom oksidu pri sobnoj temperaturi (25°C).

6. POPIS KRATICA, OZNAKA I SIMBOLA
9-[2H]-9-PhFI — 9-[?H]-9-fenilfluoren

ACOEt — etil acetat
AgCIlO4 — srebrov perklorat

BuLi — butil-litij
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¢ — koncentracija

CDClIs— deuterirani kloroform

CH3CN — acetonitril (metil cijanid)

D,0O — teska voda

DMF — dimetilformamid

DMSO - dimetil sulfoksid

DMSO-ds — deuterirani dimetil sulfoksid
EE — etinil estradiol

EM zracenje — elektromagnetsko zracenje

FDA — Food and Drug Administration; Americka agencija za hranu i lijekove

HIV-1 RT — reverzna transkriptaza virusa HIV tipa 1

J — konstanta sprege

k — konstanta brzine reakcije

K2COs— kalijev karbonat

KIE — kinetic isotope effects; kinetic¢ki izotopski u¢inci
Kobs — eksperimentalno izmjerena efektivna konstanta brzine reakcije
KOH — kalijev hidroksid

MAO — monoamin-oksidaza

Mw — molarna masa

NMR — nuklearna magnetska rezonancija

pKa — ionizacijska konstanta

R-OH — 1,1-dimetil-propargilni alkohol

Ru(Il) — rutenij

t12— vrijeme polureakcije
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TBD - triazabiciklodecen

THF — tetrahidrofuran

V —volumen

v — brzina reakcije

w — maseni udio

AG* — Gibbsova aktivacijska energija
AH* — aktivacijska entalpija

AS* — aktivacijska entropija

p — gustoca

o0 — kemijski pomak

¢ — volumni udio
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8. SAZETAK/SUMMARY

Proces deuteriranja podrazumijeva izmjenu vodika (*H) u strukturi razli¢itih spojeva za atom
deuterija (2H), stabilnog, neradioaktivnog vodikovog izotopa. Ugradnjom atoma deuterija u
molekule lijeka moze do¢i do promjene svojstava apsorpcije, distribucije, metabolizma i
izluCivanja tog lijeka. Deuterirani spojevi Cesto pokazuju poboljsane farmakokineticke profile
i manju toksi¢nost Uz zadrzavanje svojih farmakodinamic¢kih svojstava. S obzirom da su C-D
veze jate od C—H veza, H/D izmjena moze znacajno usporiti metabolizam spojeva, a time i

povecati bioraspolozivost lijekova.

Deuterirani terminalni alkini posebno su vazni jer je rije¢ o prekursorima niza deuteriranih
molekula. Znanstvenici su dugi niz godina pokuSavali razviti jednostavnu, selektivnu,

ekonomicnu i ekoloski prihvatljivu metodu izotopske izmjene.
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Ovaj rad usmjeren je razvoju jednostavnog protokola koji bi primjenom blagih reakcijskih
uvjeta bez koristenja katalizatora omogucio deuteriranje terminalnih alkina u relativno
kratkom vremenu, uz visoku ugradnju 2H izotopa. S tim ciljem, uspjesno je provedena H/D
izmjena 1,1-dimetil-propargilnog alkohola u teSkoj vodi kao donoru deuterija te u smjesi
otapala DMSO-ds-D20 (¢p(DMSO-ds) = 6,78%) pri sobnoj temperaturi, u relativno kratkom
vremenu, uz visoku ugradnju izotopa (>99%). Takoder je izmjereno da dodatak DMSO u D>O

neznatno usporava reakciju H/D izmjene, odnosno povisuje Gibbsovu aktivacijsku energiju.

Svi rezultati dobiveni su uporabom NMR spektroskopije, te daju dobar temelj za nastavak
istrazivanja reakcije deuteriranja razli¢itih spojeva, pa tako i lijekova, koji u strukturi imaju
terminalne alkine, uz primjenu D20 te smjese otapala DMSO-D:0 ili smjese teske vode s

drugim organskim otapalima.

The deuteration process implies the exchange of hydrogen (*H) in the structure of various
compounds for an atom of deuterium (°H), a stable, non-radioactive hydrogen isotope. The
incorporation of deuterium atoms into drug molecules can change the properties of
absorption, distribution, metabolism and excretion of that drug. Deuterated compounds often
show improved pharmacokinetic profiles and lower toxicity while retaining their
pharmacodynamic properties. Given that C-D bonds are stronger than C-H bonds, H/D
exchange can significantly slow down the metabolism of compounds, and thus increase the

bioavailability of drugs.

Deuterated terminal alkynes are particularly important because they are the precursors of a
number of deuterated molecules. For many years, scientists have been trying to develop a

simple, selective, economical and environmentally friendly method of isotopic exchange.

This work is aimed at the development of a simple protocol that would enable the deuteration
of terminal alkynes in a relatively short time, with a high incorporation of 2H isotopes, by
applying mild reaction conditions without the use of catalysts. With this aim, the H/D
exchange of 1,1-dimethyl-propargyl alcohol was successfully carried out in heavy water as a
deuterium donor and in the solvent mixture DMSO-ds-D20 (¢(DMSO-dg) = 6.78%) at room
temperature, in a relatively short time, with high isotope incorporation (>99%). It was also
measured that the addition of DMSO to D,0O slightly slows down the H/D exchange reaction,

i.e. increases the Gibbs activation energy.
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All results were obtained using NMR spectroscopy, and they provide a good basis for
continuing research on the deuteration reaction of various compounds, including drugs, which
have terminal alkynes in their structure, with the use of D>O and the solvent mixture DMSO-
D>0 or the mixture of heavy water with other organic solvents.
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