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Sammendrag

Malet med denne oppgaven var a lage et bibliotek med fettsyreamider. Bakgrunnen for dette
er at fettsyreamider har vist en rekke interessante biologiske aktiviteter, noe som gjor

forbindelsene svert interessante for legemiddelindustrien.

Det var ogsé et mél & se om en metode som er utviklet for syntese av umettede fettsyreamider
fungerer like godt ved syntese av mettede fettsyreamider. Metoden gér ut pé a bruke
karbonyldiimidazol (CDI) som koblingsreagens for amidbindingsdannelse. Det viste seg at
ved syntese av mettede fettsyreamider ga metoden lavere utbytter og vanskeligere

opparbeidelse, og metoden ble derfor videreutviklet for dette formaélet.

Med sma modifikasjoner av metoden ble 12 mettede fettsyreamider syntetisert. Utbyttene er
tilsvarende resultater fra andre rapporterte metoder, noe som gjor at bruk av CDI kan anses
som en gunstig og generell metode for syntese av fettsyreamider. Videre arbeid vil vaere &

sende forbindelsene til biologisk testing.



Abstract

The purpose of this master thesis was to make a library consisting of fatty acid amides. This is
of interest because fatty acid amides have shown important biological activities, and they are

therefore of great pharmacological interest.

Furthermore, there was a wish to see if a method that has been developed for synthesis of
unsaturated fatty acid amides works equally well for synthesis of saturated fatty acid amides.
The method involves the use of carbonyldiimidazole (CDI) as the coupling reagent for amide
bond formation. The purification was more difficult for the saturated fatty acid amides, and

the yields were lower. The method was therefore further developed for this purpose.

With minor modifications, the original method was used to synthesize 12 saturated fatty acid
amides. The modified method gives yields similar to those of other reported methods, which
makes the use of CDI a favorable method for synthesis of fatty acid amides. Further work will

consist of testing the compounds for biological activity.
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1 Innledning

1.1 Naturstoffer

Naturstoffer omfatter alle stoffer som produseres av levende organismer! og begrepet brukes
selv om stoffet blir syntetisert pa et laboratorium. Naturstoffer deles normalt inn 1 primare og
sekundaere metabolitter.? Primere metabolitter er byggesteinene i celler og er livsviktige for
organismen som produserer dem. De er lite spesialiserte og finnes 1 mange ulike arter.
Funksjonen til primaere metabolitter 1 en organisme er blant annet naringsopptak,
energiproduksjon, utvikling og vekst. Eksempler pa primare metabolitter er karbohydrater,

lipider, aminosyrer og nukleinsyrer.> 3

Sekundare metabolitter er mer spesialiserte molekyler og er ikke nedvendige for organismens
fundamentale livsprosesser.? De blir produsert i spesialiserte celler i organismen og har
funksjoner innenfor blant annet forsvarsmekanisme og kommunikasjon. Sekundare
metabolitter er derfor ofte svaert viktige for overlevelsen til arten i miljeet.? Et eksempel pa
dette er sfingolipider som blant annet finnes i nervesystemet hos pattedyr.* Strukturen til
sfingosin og sfingomyelin, som er to vanlige sfingolipider, er vist i Figur 1. Det har vist seg at
denne gruppen forbindelser regulerer overlevelse og vekst av celler, samt dannelse av nye

blodérer. De spiller derfor en stor rolle i spredning av kreftceller og dannelse av kreftsvulster.*

O
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Sfingosin Sfingomyelin

Figur 1. Strukturen til sfingolipidene sfingosin og sfingomyelin

Naturprodukter har i lang tid blitt brukt av mennesker for 4 behandle sykdom og lidelser.” T
dag er omtrent en tredjedel av dagens legemidler naturprodukter, eller derivater eller analoger
av disse.® Det er de sekundere metabolittene som er av interesse for legemiddelproduksjon,
grunnet stoffenes spesifikke egenskaper. For & kunne produsere legemidler 1 storre skala, er

det derfor av stor interesse & syntetisere naturproduktene.’



1.2 Fettsyrer
En fettsyre er en karboksylsyre med en lang, alifatisk kjede. Kjeden inneholder som regel et

partall antall karboner, og lengden er normalt mellom 4-28 karboner.? Fettsyrer er lipider, som
er en stor gruppe naturstoffer. Lipider er naturprodukter som er hydrofobiske eller

amfipatiske, og er derfor loselige i organiske lgsemidler som for eksempel kloroform og eter.’

Fettsyrer deles inn i mettede og umettede fettsyrer.'® Mettede fettsyrer har ingen
dobbeltbindinger i den alifatiske kjeden, og forbindelsene er derfor mettet med hydrogen.
Umettede fettsyrer derimot, har en eller flere dobbeltbindinger 1 den alifatiske kjeden, og
inneholder derfor faerre hydrogenatomer. Umettede fettsyrer 1 naturen har gjerne Z-
konfigurasjon pd dobbeltbindingene, som gjer at den alifatiske kjeden beayer seg. Dette forer
til at umettede fettsyrer ikke kan ligge like tettpakket som mettede fettsyrer, noe som pavirker
egenskapene til fettsyrene. Strukturen til en mettet fettsyre (palmesyre) og en umettet fettsyre

(arakidonsyre) er vis 1 Figur 2.

Palmesyre Arakidonsyre

Figur 2. Strukturen til palmesyre og arakidonsyre.

De umettede fettsyrene kategoriseres etter plasseringen av den dobbeltbindingen som er
lengst unna karboksylsyren. Dette angis som posisjonen til den forste dobbeltbindingen sett
fra den terminale metylgruppen, og betegnelsen omega, ®, brukes for dette. De vanligste
umettede fettsyrene er m-3 og -6 fettsyrer, men det finnes ogsa blant annet ®-2 og ®-7

fettsyrer. Strukturen til linolensyre (®-3) og linolsyre (w-6) er vist i Figur 3.



_ _ _ OH
Linolensyre
O
Linolsyre

Figur 3. Strukturen til linolensyre og linolsyre

Fettsyrer forekommer sjelden i sin frie form 1 levende organismer. De forekommer derimot
som komponenter i mer komplekse lipider. Det vanligste er at 3 fettsyrer binder seg til
glyserol ved hjelp av esterbindinger og danner triglyserider (Figur 4). Triglyseridene
inneholder ofte en blanding av ulike fettsyrer og omtales normalt som fett. Fett som er rike pa
umettede fettsyrer, for eksempel olivenolje, er flytende ved romtemperatur, mens fett som er
rike pd mettede fettsyrer, for eksempel smer, er faste ved romtemperatur. Dette kan forklares
med at mettede fettsyrer ligger mer tettpakket og har flere van der Waals bindinger i

strukturen som gjor at smeltepunktet oker.'?

—

Figur 4. Eksempel pa et triglyserid.

1.2.1 Biologisk aktivitet hos fettsyrer

Den sterste andelen av lipider i celler brukes til & danne cellemembraner.'? Cellemembranen
bestir hovedsakelig av proteiner og lipider, og den sterste komponenten av lipidene er
fosfolipider. Fosfolipider er triglyserider der den ene fettsyren er byttet ut med en fosfat-
gruppe. Glyserol-fosfat-delen av molekylet er polart, mens de lange fettsyrekjedene er

upolare. Fosfolipidene danner en tolags-struktur hvor de hydrofobe delene peker inn mot



hverandre, mens den polare delen peker utover. Denne formasjonen forsegler seg og separerer

dermed to vandige miljeer, normalt innsiden og utsiden av en celle.'!

Fettsyrer er ogsé viktig i energi-metabolismen.!? De lange hydrokarbonkjedene i fettsyrene er
svert energirike fordi de inneholder karbon pa redusert form. Ved oksidering av fett frigjores
energien, som tilsvarer 37 kJ/g. Fett er mye mer energirikt per vektenhet enn karbohydrater,
og fett er derfor mer fordelaktig for energilagring. Et gjennomsnittlig menneske pa 70 kg har

energireserver i form av fett som tilsvarer omtrent 500 000 kJ.

Fettsyrer er ogsé forlepere til viktige signalmolekyler i celler, kalt eikosanoider.
Eikosanoidene blir syntetisert fra arakidonsyre, som er en w-6 fettsyre.!? Eikosanoidene bestér
av prostaglandiner, tromboksaner og leukotriner (se eksempler 1 Skjema 1) og har svert
mange ulike biologiske funksjoner 1 pattedyr. Prostaglandiner fremmer smerte og betennelse,
regulerer graviditet og fadsel, kontrollerer blodtrykk og utskillelse av mageslim og syre, med
mer. Tromboksaner regulerer blod koagulering ved a fremme blodplateaggregering.
Leukotriener tiltrekker blant annet immun-celler til steder hvor det er betennelse og klemmer

sammen bronkier i lungene.'?

OH

Arakidonsyre

HQ OH OH o
K ““E/\/\(OH H, Ha
0 7N N OH
%% : ~
0 o]
Prostaglandin, PGD, Tromboksan, TxA, Leukotrien B,

Skjema 1. Strukturen til Arakidonsyre, samt eksempler pa et prostaglandin, et tromboksan og et leukotrien.

1.2.2 Biosyntese av fettsyrer og fettsyrer 1 kosten

Som nevnt tidligere, er fett mer gunstig for energilagring i celler enn karbohydrater. Men for
mange dyr, spesielt oss mennesker, er det energi fra karbohydrater som dominerer i
kostholdet. Fett blir derfor syntetisert i celler med karbohydrater som utgangsstoff. Den

sentrale metabolitten som gjeor denne omdanningen mulig er acetyl-coenzyme A (Ac-CoA).



Ac-CoA blir nemlig dannet bade fra nedbryting av karbohydrater og fettsyrer, samtidig er den

forleperen for fettsyredannelse. Biosyntesen av fettsyrer er vist i Skjema 2.'4
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Skjema 2. Biosyntese av fettsyrer

Som vist 1 Skjema 2, eker kjedelengden til den syntetiserte fettsyren med to karboner for hver
runde 1 syklusen. Dette er grunnen til at de fleste fettsyrer inneholder et partall antall

karboner.

Det er kun mettede fettsyrer som blir syntetisert. Umettede fettsyrer blir dannet ved & innfere

dobbeltbindinger 1 allerede syntetiserte, mettede fettsyrer ved hjelp av enzymer. Den forste Z-



dobbeltbindingen blir alltid innfert mellom karbon nummer 9 og 10, telt fra
karboksylsyreenden av fettsyren. Deretter kan det bli satt inn flere dobbeltbindinger mot
karboksylsyre-enden. Disse dobbeltbindingene blir separert med en metylen-gruppe, slik at

dobbeltbindingene ikke er konjugerte.'”

Planter har enzymer som kan innfere dobbeltbindinger ved karboner som er 12 og 15
posisjoner unna karboksylsyren, mens dyr ikke kan innfere dobbeltbindinger etter karbon
nummer 9. Derfor kan ikke dyr, inkludert oss mennesker, produsere ®-3 og w-6 fettsyrer.
Disse fettsyrene kalles derfor essensielle fettsyrer, og ma innferes via kosten fra planter.
Linolensyre (»-3) (Figur 3) gir opphav til andre »-3 fettsyrer, som EPA og DHA. Linolsyre

(w-6) (Figur 3) gir opphav til arakidonsyre, som igjen gir opphav til de viktige eikosaniodene.!?

1.3 Fettsyreamider

Amider er svart vanlige karboksylsyrederivater og har en stor forekomst 1 naturen,
hovedsakelig i1 peptider. Gruppen omfatter mange biologisk aktiv og viktige forbindelser og er
faktisk en av de mest forekommende funksjonelle gruppene i alle kjente legemidler.'?
Fettsyreamider er amider dannet fra en fettsyre og et amin. De har vist seg & ha et mangfold

av viktige biologiske aktiviteter og er derfor av stor interesse for legemiddelindustrien.'®

Fettsyreamider har lenge veart kjent i naturen som en komponent i sfingolipider.!” De finnes

blant annet 1 sfingomyeliner, se Figur 1. Senere har mindre fettsyreamider blitt identifisert.

Fettsyreamider som er funnet 1 biologiske systemer deles inn i ulike kategorier, basert pa
strukturen til den opprinnelige amin-gruppen.'® N-acetyletanolamider (NAEs) er de mest
undersekte, men ogsa gruppene N-acylaminosyrer (NAAs), N-acyldopaminer (NADAs) og
primeare fettsyreamider (PFAMs) er blitt karakterisert. Alle gruppene er funnet i1 biologiske
systemer, og den generelle strukturen til de ulike gruppene er vist i Figur 5. Fettsyreamider
som ikke tilherer noen av gruppene nevnt over gar under fellesbetegnelsen N-asylamider

(NAMs). Den generelle strukturen til NAMSs er ogsa vist i Figur 5.!3
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Figur 5. Generell struktur til ulike grupper fettsyreamider

1.3.1 Biologisk aktivitet hos fettsyreamider

Det forste fettsyreamidet som ble isolert og karakterisert, som ikke var et sfingolipid, var V-
(2-hydroksyetyl)palmitamid (PEA) (Figur 6). Det tilherer gruppen NAEs og ble isolert fra
eggeplomme i 1957.!° Forbindelsen viste virkning mot betennelse, men det var ikke for i 1992
at interessen for NAEs tok av. Da ble (57,87,11Z,14Z)-N-(2-hydroksyetyl)icosa-5,8,11,14-
tetraenamid (anandamid) identifisert 1 hjernen hos pattedyr som en ligand som binder til CBy,

en cannabinoidreseptor 2

@)

Cooor
H

PEA Anandamid

Figur 6. Strukten til PEA og Anandamid

Den forste cannabinoidreseptoren, som senere fikk navnet CBi, ble identifisert i 1990.2! Det
var et stort fremskritt 1 forskningen pd hvordan cannabinoider virker pa nervesystemet i
kroppen. Cannabis, som er en fellesbetegnelse pa marihuana, hasj og cannabisolje, har blitt
brukt som legemiddel i mange tusen ar,??> og inneholder en rekke narkotiske stoffer kalt
cannabinoider. Inntak av cannabinoider fremkaller en rus av oppstemthet, men forer ogsa ofte
til angstanfall og nedsatte kognitive evner. Cannabinoidene virker ved at de binder seg til
CB,,?? i likhet med anandamide. Kroppsegne ligander som binder til CB;-reseptoren blir kalt

endocannabinoider.



Oppdagelsen av anandamide som et endocannabinoid gjorde forskningen pé fettsyreamider,
og da spesielt NAEs, veldig populart. Det ble raskt funnet ut at det eksisterer en rekke NAEs
1 hjernen hos pattedyr, hvorav de mest foreckommende er PEA, N-(2-hydroksyetyl)stearamid
(SEA) og N-(2-hydroksyetyl)oleamid (OEA) (Figur 7). Anandamid og andre NAEs eksisterer

i mye lavere konsentrasjon.??

N/\/OH N/\/OH
H H

SEA OEA
Figur 7. Strukturen til SEA og OEA

Anandamid er det mest undersekte fettsyreamidet. Funksjonen til anandamid 1 pattedyr
baserer seg stort sett pa bindingen til CB1, men det er ogsé pavist at anandamid binder seg til
CB2 og andre ikke-cannabinoidreseptorer. Anandamid er blant annet involvert 1 reguleringen
av kroppstemperatur?*, bevegelse?, appetitt?>, samt oppfatning av smerte?® og angst.?’
Anandamid blir nedbrutt av enzymet fettsyreamidhydrolase (FAAH), og dermed regulert slik
at ikke egenskapene blir for sterkt uttrykt. Dette ble vist 1 en studie hvor mus som ikke hadde
enzymet FAAH, ikke klarte 4 nedbryte anandamid, og som dermed viste sterk oppfersel som

kjennetegner CB,-reseptoren.*

De andre NAEs er forelopig mindre undersgkt, men det er pavist at PEA, SEA og OEA binder
til ikke-cannabinoidereseptorer i hjernen hos pattedyr. PEA regulerer smerte og betennelse'®:
28 mens OEA pdvirker matadferden og metthetsfolelsen,?® samt stimulerer sovn.’* PEA, OEA
og SEA har i tillegg pavist mange av de samme egenskapene som anadamid, selv om de ikke

r.31:32 Siden disse forbindelsene ogsé nedbrytes av FAAH,?? er det

binder til samme resepto
foreslétt at de inhiberer nedbrytningen av anandamid pd grunn av konkurranse, og dermed

forer til at anandamid kommer mer til uttrykk.?

Det er forelapig kun et fatall fettsyreamider av gruppen NADAs som har blitt isolert og
karakterisert fra hjernen 1 pattedyr. N-arachidonoyl-dopamin (Figur 8) har blitt identifisert
som en substans som binder til vanillinoidreseptoren og dermed regulerer
kroppstemperaturen.** Forbindelsen har strukturelle likheter med (E)-N-(4-hydroksy-3-

metoksybenzyl)-8-metylnon-6-enamid (capsaicin) (Figur 8), som finnes i chili. Capsaicin



binder ogsa til vanillinoidreseptoren og er kjent for 4 gi en brennende smerte.** N-palmitoyl
dopamin (Figur 8) har ogsa blitt undersekt, og det har vist seg at forbindelsen effektivt hindrer

spredning av kreftceller.?
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Figur 8. Strukturen til N-arachidonoyl-dopamine, Capsaicin og N-palmitoyl dopamine

Allerede 1 1989 ble 5 fettsyreamider innenfor gruppen PFAMs identifisert 1 menneskets
plasma.3® Men interessen for PFAMs ekte ikke for i 1995, da en studie péviste at oleamid
(Figur 9) induserer sovn.*” Senere har forskning vist at oleamid ogsa pavirker en rekke andre
prosesser, blant annet kommunikasjon mellom celler i nervesystemet.’® Flere PFAMSs har
ogsa vist biologisk aktivitet, blant annet gker linoleamid (Figur 9) Cu?* konsentrasjonen i

celler.?’

oleamide linoleamide

Figur 9. Strukturen til oleamide og linileamide

Det er ogsa forsket en del pa syntese av fettsyreamider som forelopig ikke er identifisert i

kroppen. I studien til D’Oca et al. fra 2010, ble en rekke fettsyreamider syntetisert og testet
mot tuberkulose.'® Det viste seg at (R,Z)-12-hydroksy-1-(pyrrolidin-1-yl)octadek-9-en-1-on
(ricinoleylpyrrolidilamid) (Figur 10) hadde den beste virkningen mot tuberkulose, noe som

indikerer at fettsyreamider av pyrrolidin har biologisk aktivitet.



g O
OH

Ricinoleylpyrrolidilamid

Figur 10. Strukturen til vicinoleylpyrrolidilamid

[ 2015 publiserte D'Oca et al. en ny studie, hvor en rekke nye fettsyreamider hadde blitt
syntetisert og testet for effekt pa spredning av kreftceller.*’ Spredningen ble testet pa syv
ulike typer kreftceller, blant annet glioma (hjernesvulst), brystkreft, eggstokkreft og
lungekreft. Studien viste at fettsyreamider av 1-fenyletan-1-amine og fenylmetanamin var
effektive 1 & hindre spredning av kreftceller, noe som indikerer at fenyl-grupper i
fettsyreamider ogsa er av stor interesse. (R, Z)-12-hydroksy-N-((R)-1-fenyletyl)oktadec-9-
enamid (Figur 11) viste best effekt mot glioma kreftceller, som er den mest aggressive
krefttypen. Fettsyreamider av pyrrolidin, piperidin og morfolin visste ogsa effekt mot
kreftcellespredning, hvorav (92,1272)-1-(pyrrolidin-1-yl)oktadeka-9,12-dien-1-on (Figur 11)
utpekte seg som spesifikk for glioma kreftceller og eggstokk kreftceller.*

o -
; o)
N -
S O
OH
(R,2)-12-hydroxy-N-((R)-1-phenylethyl)octadec-9- (9Z,122)-1-(pyrrolidin-1-yl)octadeca-9,12-dien-1-one
enamide

Figur 11. Strukturen til (R,Z)-12-hydroxy-N-((R)-1-phenylethyl)octadec-9-enamide og (9Z,127)-1-(pyrrolidin-1-
yl)octadeca-9,12-dien-1-one

P4 grunn av den omfattende biologiske aktiviteten som har blitt avdekket de siste arene, blir
fettsyreamider omtalt som en ny familie biologisk viktige lipider. Etter hvert som videre

forskning pagér, vil trolig flere viktige egenskaper bli avdekket i tiden fremover.

1.3.2 Biosyntese av fettsyreamider
Det er fortsatt ikke helt avklart hvordan fettsyreamider blir dannet i biologiske systemer, men
det er mye som tyder pé at de ulike gruppene fettsyreamider har ulike biosynteser. Mange

forslag har blitt publisert, og de mest anerkjente innenfor hver gruppe er presentert her. Det er
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forsket mest péd biosyntesen av NAEs, pa grunn av den store interessen for gruppens

biologiske aktivitet.*!

Den mest aksepterte biosyntesen av NAEs er spaltning av N-acylfosfatidyletanolamin
(NAPE) til den korresponderende NAE og fosfatidinsyre (Skjema 3).*> Avspaltningen skjer
ved hjelp av enzymet NAPE-spesifikk fosfolipase D (NAPE-PLD). Det er ogsa foreslatt at
NAPE kan omdannes til andre analoger for avspaltning av NAE.*! NAPE blir dannet fra
fosfatidyletanolamin og en acetyl-gruppe fra fosfatidylkolin, se Skjema 3. Fosfatidylkolin er
en klasse innenfor fosfolipider, noe som indikerer at amidbindingen 1 NAEs ikke dannes fra

frie fettsyrer i biologiske systemer.*?
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Skjema 3. Biosyntese av NAEs
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Det har ogsé blitt bevist at NAEs kan dannes fra frie fettsyrer og etanolamin 1 mikrosomer fra

hjernen in vitro, men hvorvidt dette foregér in vivo er fortsatt usikker

Det er forelapig forsket lite pd biosyntesen av NADAs, men det er foreslétt at de dannes fra

N-Acyltyrosin ved hjelp av enzymet tyrosin hydroksylase, se Skjema 4. Teorien stottes av at

inhibering av tyrosin hydroksylase ferer til redusert dannelse av NADAs.*!
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Skjema 4. Biosyntese av NADAs

I likhet med NADA:s, er det forelopig noe uklart hvordan PFAMs blir dannet i biologiske
systemer. Flere biosynteser er foreslétt, men det er kun to som stettes av forskning.*! Den
forste er direkte amidering pa fettacyl-CoA, ved hjelp av ammoniakk. Den andre er spalting

av N-Acylglysin til den korresponderende PFAM. De to biosyntesene er vist i Skjema 5.4!

0 O

RJ\S—COA ( RJLNHZ
NHs
j\ 0
OH
R H/\g/ - R)LNHZ

Skjema 5. Biosyntese av PFAMs

1.4 Kjemisk bakgrunn

1.4.1 Dannelse av amidbindinger

P& grunn av den omfattende biologiske aktiviteten til amider er det av stor interesse & finne
enkle, billige og effektive metoder for & syntetisere slike forbindelser, slik at de blant annet
kan benyttes 1 legemidler. Dannelse av amidbindinger har derfor vart et populert
forskningsomrade 1 mange 4r, og det finnes svart mange rapporterte metoder 1 litteraturen.
Hvilken metode som ber brukes avhenger av hvilke forbindelser som blir brukt i hvert tilfelle.
For eksempel ber molekyler med flere funksjonelle grupper reagere under milde betingelser,

det vil si at metoden er minst mulig reaktiv mot andre funksjonelle grupper i molekylet.*3

Det er mulig & danne amider ved & reagere karboksylsyrer med aminer i en
kondensasjonsreaksjon. Reaksjonen er ganske lik den vanligste formen for ester-dannelse, der
en karboksylsyre reagerer med en alkohol. Forskjellen er at aminer er basiske, noe som gjor at

karboksylsyren og aminet forst reagerer med en syre-base reaksjon og danner stabile salter, se
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Skjema 6. Dette gjor dannelse av amidbindingen mindre termodynamisk stabil enn

mellomproduktene, og det er derfor vanskeligere & danne amider enn estere pd denne méten.*3

O R'OH O

X, = A, "o
R OH <*—— R~ “OR’

O HNR'R” 0 o 0

J — > J o + HNRR" <«— [ + H0
R” “OH -— RO — > R 'NR'R”

Varme

Skjema 6. Dannelse av esterbinding kontra amidbinding

Det er mulig & danne amider ved hjelp av kondensasjonsreaksjon dersom man tilforer
varme.** De optimale forholdene for pyrolytisk dannelse av amider fra karboksylsyre og amin
har vist seg a veere 160-180°C 1 10-30 minutter. Denne metoden har gitt heye utbytter ved
tillagning av mange ulike amider. Metoden har sine fordeler ved at den er billig, enkel og
krever lite tid. P& den annen side ma bade reagensene og produktene vere stabile, ikke
flyktige og i flytende form ved 160-180°C, noe som ikke er tilfelle for alle forbindelser.**
tillegg kan andre funksjonelle grupper 1 utgangsstoffene reagere nar temperaturen gker, noe

som gir lite kontroll over reaksjonen.*?

1.4.1.1 Koblingsreagenser for amidbindingsdannelse

For 4 unngd oppvarming er det svert vanlig & aktivere karboksylsyren for dannelse av
amidbinding.*> Det vil si 4 konvertere OH-gruppen i karboksylsyren til en bedre utgiende
gruppe for reaksjon med amin, se Skjema 7. Reagensene som blir brukt til & aktivere syren
kalles koblingsreagenser, og kan gi opphav til mange ulike karboksylsyrederivater. Det er
rapportert svaert mange koblingsreagenser i litteraturen,*> og det er derfor bare de mest

omtalte som blir presentert her.

O Aktivering (0] HNR'R’” 0]
—_— —_—
R OH RJ\Akt R NR'R”

Skjema 7. Generell reaksjon for aktivering av karboksylsyre for amidering

En av de enkleste métene 4 aktivere en karboksylsyre pa er 4 danne acylhalider.** Det
vanligste er & danne acylklorider, men acylfluorider og acylbromider kan ogsé brukes.

Acylklorider kan dannes fra den korresponderende syren ved hjelp av blant annet tionylklorid
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eller fosforpentaklorid, men det finnes ogsd mange acylklorider kommersielt tilgjengelig.
Acylklorider danner amidbinding ved 4 reagere direkte med et amin, se Skjema 8. Det bor
vare en base tilstede 1 reaksjonen som kan reagere med HCl som blir dannet, slik at ikke det
ureaktive HCl-saltet av aminet dannes. Selv om metoden er mye brukt har den sine
begrensninger ved at den kan danne sidereaksjoner som hydrolyse og rasemisering, og

acylhalider anses derfor ikke som et mildt koblingsreagens.*?

0 HNR'R” 0o
. — + Base, HCI
R” ~Cl Base R” "NR'R”

Skjema 8. Dannelse av amidbinding med acylklorid

Man kan ogsa aktivere karboksylsyrer ved & omdanne de til anhydrider, da disse
forbindelsene er sveart reaktive mot blant annet aminer.** Kommersielt tilgjengelige
anhydrider er begrenset, slik at det enskede anhydridet mé lages pa forhand. Symmetriske
anhydrider kan lages ved & reagere to molekyler av den aktuelle karboksylsyren med
hverandre. Ulempen med dette er at 1 amid-dannelsen vil kun halvparten av karboksylsyren

reagere til amid, noe som er negativt dersom karboksylsyren er kostbar.

O O O HNR'R”’ O 0]

ax Moo N I ———m N NN

R™ "OH R™ 'O" R R™ 'NR'R” R™ "OH

Skjema 9. Generell reaksjon for dannelse av symmetriske anhydrider samt amidering av disse

Det er mulig & danne blandede anhydrider ved a reagere den aktuelle karboksylsyren med en
annen, mindre kostbar, syre. Men i amideringsreaksjonen er det ofte vanskelig a reagere
aminet utelukkende med «riktig side» av anhydridet, og det oppstar gjerne to ulike amider. Et
unntak er & bruke blandede anhydrider av 2,2-dimetylpropansyre (pivalinsyre). Da dannes det

foretrukne amidet p& grunn av sterisk hindring av tert-butyl gruppa.*®

0] O O 0]

0 )L HNR'R™ 0
— —_— +
RJ\OH ' HO)S< 3 0)17< RJLNR’R" HO)S<

Skjema 10. Bruk av pivalinsyre for dannelse av anhydrid i amideringsraksjon
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Dannelse av estere blir ogsd ansett som en méte 4 aktivere karboksylsyrer pa.** Alkylestere
anses riktignok ikke som aktiverte syrer, men under betingelser som hay temperatur eller
tilsetning av syre kan alkylestere bli omdannet til amider ved tilstedevarelse av amin (Skjema
11). Bruk av alkylestere anses derfor ikke som et mildt koblingsreagens. Aktiverte estere, for
eksempel aromatiske estere, hydrolyserer mye enklere og krever derfor ikke de samme
betingelsene som alkylestere gjor (Skjema 12). Aktiverte estere anses derfor som et mye

mildere koblingsreagens.*3

J]\ + MeOH

R™ O R™ 'NR'R”

Skjema 11. Dannelse av amidbinding ved bruk av alkylester

o) HNR'R”’ 0] /@
_—— +
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Skjema 12. Dannelse av amidbinding ved bruk av aktivert ester

De forste koblingsreagensene som ble syntetisert var karbodiimider. Karbodiimider reagerer
med karboksylsyrer og danner esteren O-acylisourea, som er svart reaktiv og kan gi opphav
til mange ulike produkter. Den reagerer blant annet til amider ved tilstedevaerelse av aminer,

se Skjema 13. I reaksjonen dannes ulike ureabiprodukter, som kan vare vanskelig a separere

fra produkt.®
0]
0 RJLO HNR'R” O
I + 'R-N=C=N-R" —>» i — + Urea
’/ ~ ¢R,’ ’ ”
R™ OH Karbodiimid R'NCH R™ NRR

O-acylisourea

Skjema 13. Dannelse av amider med karbodiimider som koblingsreagens

P4 grunn av den hoye reaktiviteten til O-acylisourea kan uenskede reaksjoner oppstd, noe som
krever tilsetning av additiver for 4 {4 heye utbytter av amid. 1-hydroksybenzotriazole (HOBt)
ble introdusert som et additiv i 1970,% og var det mest dominerende additivet frem til 7-aza-
1-hydroksybenzotriazole (HOAt) ble beskrevet i 1993.#® Strukturen til forbindelsene er vist i
Figur 12. HOAt er et mer reaktivt additiv enn HOBY, og ferer dermed til raskere dannelse av

amidbindinger, samt hoyere utbytter. Begge additivene virker ved at de omgjer O-acylisourea
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til en mer aktiv ester. Bide HOAt og HOBt er eksplosive og ma derfor benyttes med stor

forsiktighet.*
N, XN
N | _J_'N
h N
OH OH
HOBt HOAt

Figur 12. Struktur til HOBT og HOAt

Det forste karbodiimidet ble beskrevet allerede 1 1955 og var N, N-disykloheksylkarbodiimide
(DCC).*° Senere har flere forbindelser blitt beskrevet, blant annet diisopropylkarbodiimid
(DIC), 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid (EDC) og N-tertbutyl-N’-
metylkarbodiimid (BMC). Strukturen til forbindelsene er vist 1 Figur 13. DIC med HOAt som
additiv har gitt best resultater av karbodiimidene som koblingsreagens.’! Det er pavist at bade

DCC og DIC er giftig ved hudkontakt, si reagensene ma behandles med forsiktighet.>?
OrwondD) Yeon
DCC DIC

/\N=C=N/\/\Iil/ >—N=C=N—

EDC BMC
Figur 13. Strukturen til ulike karbodiimider

I senere tid er det uroniumsalter som baserer seg pa HOAt og HOBt som dominerer mer enn
de tradisjonelle karbodiimidene som koblingsreagenser for amiddannelse.’® De vanligste
koblingsreagensene er O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametyluronium
heksafluorofosfat (HATU), som baserer seg pA HOAt, og O-(benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetrametyluronium heksafluorofosfat (HBTU), som baserer seg pd HOBt. Strukturene er vist 1

Figur 14.
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Figur 14. Struktur til HBTU og HATU

HATU og HBTU reagerer med karboksylsyre og danner aktive estere, som igjen reagerer med
aminer, se Skjema 14.% En vanlig sidereaksjon som kan oppsta ved bruk av HATU og HBTU
er at de reagerer direkte med aminet. Det er derfor viktig at koblingsreagenset far reagere med

karboksylsyren forst, og at aminet blir tilsatt reaksjonsblandingen senere.*’

I
NN 0
A ~
o) \®\Nr RJ\O HNR'R” o
L + (\/E N — ‘N Xy —> JU  + HOBYHOAt
R” ~OH NG N@ N, ] R” NRR
8 NN

Skjema 14. Generell reaksjon for dannelse av amider med HATU (X=N) og HBTU (X=CH) som
koblingsreagens.

I likhet med de opprinnelige benzotriazolene, er HATU mer reaktivt enn HBTU og gir derfor
heyere utbytter.>® Til gjengjeld er HATU mer kostbart, noe som gjer det mindre attraktivt. I
tillegg dannes HOAt og HOBt som biprodukter i reaksjonen, noe som er uheldig da disse,

som nevnt tidligere, er eksplosive.

1.4.1.2 CDI som koblingsreagens

Karbonyldiimidazol (CDI) ble rapportert som koblingsreagens allerede 1 1960 av Rolf Paul og
George W. Andersen.>* De beskrev metoden som beleilig siden biproduktene som dannes er
ufarlige. I tillegg er metoden rask, gir hoye utbytter, krever kun enkel opparbeidelse og
foregdr under milde betingelser. CDI er mye rimelige enn bAde HATU og HBTU, men er pé

tross av alt dette ikke like mye omtalt 1 litteraturen som de andre koblingsreagensene.
CDI reagerer med karboksylsyre og danner asylimidazol, som deretter reagerer med amin og
danner amid. Reaksjonen er vist i Skjema 15, og mekanismen er vist i Skjema 16.%

Biproduktene i reaksjonen er imidazol og karbondioksid, som begge er enkle a separere fra
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produkt. Karbondioksid forsvinner fra lgsningen som gass, mens imidazol, samt eventuelt
overskudd av amin, kan vaskes vekk med syre. Dannelsen av karbondioksid gjer dessuten

reaksjonen irreversibel, noe som driver reaksjonen mot produktsiden og eker utbyttet.

o) o)
0 R'RNH O
R)LOH + N//\NJLN/\\N RJLN/\\N — >
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CDI HN:\\N + CO, Asylimidasol

Skjema 15. Generell reaksjon for dannelse av amid med CDI som koblingsreagens.
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Skjema 16. Mekanisme for dannelse av amid med CDI som koblingsreagens.

Ved bruk av CDI som koblingsreagens er det noen hensyn man ma ta. CDI dekomponerer
umiddelbart 1 kontakt med vann, og reaksjonen mellom karboksylsyre og CDI ma derfor
utfores ved torre betingelser. Mellomproduktet asylimidasol er kun stabilt ovenfor vann i en
kort periode, sé reaksjonen med amin ber ogsd foregd ved terre betingelser. Dersom
karboksylsyre og amin blandes sammen, for sé & tilsettes CDI, blir det ikke dannet produkt.
Karboksylsyren ma derfor reagere i 30 minutter med CDI forst, deretter tilsettes amin.>* Dette
er forholdsvis enkle hensyn & ta, og CDI er derfor et gunstig koblingsreagens 1 forhold til

mange andre alternativer.

1.4.2 Wittig-reaksjonen
En av de viktigste metodene for dannelse av alkener er Wittig-reaksjonen.>® Reaksjonen gir

full kontroll over posisjonen til dobbeltbindingen. Dobbeltbindingen dannes ved at et
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fosfoniumylid, normalt trifenylfosfoniumylid, reagerer med et aldehyd. Det er fortsatt
diskusjon rundt mekanismen til reaksjonen, men det mest aksepterte forslaget er vist i Skjema
17. Her er mellomproduktet en firering, som forklarer hvorfor dobbeltbindingen dannes med

hoy grad av stereoselektivitet.

© R R
0 ( 02 R 2 1
9L C[ — — Q —> Php=0 + ||
PhgP” "R, R ® PhsP °
2 PhsP” R, R Ro
Z-alken

Skjema 17. Mekanisme til Wittig-reaksjon

Om det blir dannet E- eller Z-dobbeltbinding avhenger av ylidet som brukes. Dersom R; 1
Skjema 17 er en alkyl-gruppe blir det dannet en Z-dobbeltbinding. Dersom R; er en
substituent som stabiliserer ladningen til ylidet, for eksempel en karbonylgruppe, blir det
dannet en E-dobbeltbinding. Eksempler pé ylider som danner E- og Z-dobbeltbinder i Wittig

reaksjonen er vist i Figur 15.%6

® ®
PhsP. Ph.P ® @)
3
PhsP.
\O W/\ 3 \)j\o/
Z-dobbeltbinding E-dobbeltbinding

Figur 15. Trifenylfosfoniumylider som gir henholdsvis Z- og E-dobbeltbinder i Wittig reaksjonen

1.4.2.1 Horner-Wadsworth-Emmons-reaksjonen

Horner-Wadsworth-Emmons-reaksjonen er ogsa en vanlig reaksjon for & danne
dobbeltbindinger.>” Den er en modifikasjon av Wittig-reaksjonen og kjennetegnes ved at den
er lettere a rense opp fordi fosfat-biproduktet er vannlaselig. Her dannes dobbeltbindingen
ved at et aldehyd reagerer med et fosfonat. Reaksjonen danner E-dobbeltbindinger da disse er

mest termodynamisk stabile. Reaksjonen er vist i Skjema 18.%7
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Skjema 18. Horner-Wadsworth-Emmons reaksjon
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1.5 Bakgrunn og mél for oppgaven

P4 grunn av den omfattende biologiske aktiviteten til fettsyreamider, er det av stor interesse &
finne enkle og billige metoder for & syntetisere disse. Det er bade interesse for & syntetisere
forbindelser som allerede er funnet 1 biologiske systemer for & kunne kartlegge virkeméten til
stoffene, men det er ogsa interessant & syntetisere nye fettsyreamider for & se om de har

nyttige egenskaper 1 biologiske systemer.

Malet for denne oppgaven er & syntetisere et bibliotek med fettsyreamider og senere teste de
for biologisk aktivitet. For & syntetisere fettsyreamidene skal det brukes en protokoll som har
blitt utviklet for syntese av umettede fettsyreamider. Denne protokollen gér ut pa a bruke CDI
som koblingsreagens ved dannelse av amidbinding mellom fettsyre og amin, og har tidligere
gitt svert gode resultater.”® CDI er et mildt koblingsreagens, noe som var gunstig for dannelse
av de umettede fettsyreamidene, da et sterkere koblingsreagens kunne reagert med

dobbeltbindingene 1 fettsyrene.

De milde betingelsene med metoden er ikke like viktige for dannelse av mettede
fettsyreamidene da disse forbindelsene ikke inneholder dobbeltbindinger. Det er likevel av
interesse & undersgke om metoden er like godt egnet for mettede fettsyreamider, for & lere
mer om omfanget og begrensningene til metoden. Malet med denne oppgaven er derfor &

syntetisere et bibliotek med mettede fettsyreamider ved & bruke CDI som koblingsreagens.

I tillegg til denne oppgaven jobber andre studenter i1 gruppen med syntese av andre

fettsyreamider, slik at omfanget og begrensningene til metoden blir enda mer kartlagt.
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2 Resultater og diskusjon

2.1 Videreutvikling av protokoll for amiddannelse med CDI
Protokollen for amiddannelse med CDI som koblingsreagens har tidligere gitt svaert gode
resultater ved tillagning av flerumettede fettsyreamider. Med fa ekvivalenter av reagenser og

enkel opparbeidelse ble 24 fettsyreamider produsert med over 90% utbytte.>®

Det ble forsekt a bruke den samme protokollen for tillagning av mettede fettsyreamider, noe
som viste seg 4 ikke vare like vellykket. Utbyttene 1 reaksjonene var dérligere, 1 tillegg
krevde det en mer omfattende opparbeidelse for a fa rent produkt. For & kunne produsere
mettede fettsyreamider med heyest mulig utbytte, ble metoden videreutviklet for dette
formalet. Detaljene for dette er beskrevet under. Deretter ble det dannet 12 mettede

fettsyreamider som vist 1 Skjema 19.

1) CDI (1t)
o) 2) HNR'R™"(12) o)

R” “OH Heksan, DCM o R” "NR'R”’
rt

e B RO RO 4 J\© Ao Ao
2 3 4 5 6 7

Skjema 19. Reakjonsskjema for dannelse av mettede fettsyreamider

2.1.1 Utullstendig reaksjon

Det forste problemet ved bruk av metoden for tillagning av mettede fettsyreamider var at den
ga urent produkt. '*C-NMR spekter ble tatt opp og viste at produktet inneholdt to karbonyl-
grupper. Det var til 4 begynne med uvisst hvilken forbindelse som forarsaket den andre

karbonylresonansen.

Karbonylresonansen 1 produktet var nemlig ved et kjemisk skift pa 2 ppm lavere enn 1
fettsyren som ble brukt som utgangsstoff. Det ble derfor antatt at biproduktet ikke var rester
av fettsyren. For 4 vare helt sikker pa dette ble likevel utgangsfettsyren tilsatt NMR-praven.
Nytt opptak av '*C-NMR spekter viste da at karbonylresonansen gkte i intensitet og fikk
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heyere kjemisk skift. Dermed ble det konkludert med at interaksjonene mellom fettsyre og
amid pavirker det kjemiske skiftet til karbonylgruppa i fettsyren. Karbonylresonansen 1
spekteret skyldtes dermed ureagert fettsyre, noe som indikerer at reaksjonen ikke gir

fullstendig omsetning av fettsyre.

Det ble endret pa flere parametere for a forseke & forskyve likevekten. Det ble forsekt a
forlenge reaksjonstiden mellom fettsyre og CDI til to timer, samt doble ekvivalentene av bide
CDI og amin. Reaksjonsblandingen ble ogsa fortynnet med mer losemiddel. Det ble ogsa
forsekt & bruke andre losemidler som fettsyrene var mer loselig i og bade kloroform og terr
THEF ble testet som lgsemiddel. I et forsek ble reaksjonsblandingen satt til refluks 1 2 timer for
tilsetning av amin, og ble deretter stdende ved refluks 1 12 timer. For & utelukke at det var
vann tilstede 1 reaksjonen som kunne dekomponere CDI, ble det forsekt 4 terke fettsyrene for
reaksjonen. Ingen av parameter-endringene ga ensket effekt, og det var rester av fettsyre i

samtlige av produktblandingene.

2.1.2 Heksan som lgsningsmiddel

En teori pa hvorfor de mettede fettsyrene ikke reagerer like godt som de umettede er at de
aggregerer med hverandre. Mettede fettsyrer er lange, rette kjeder og aggregeringen gjor at de
vil legge seg tett inntil hverandre. Dette forer til at syre-gruppen blir mindre tilgjengelig for
reaksjon. De umettede fettsyrene derimot, har knekker 1 kjeden pa grunn av alle
dobbeltbindingene, og de vil derfor ikke ligge like tettpakket, og syregruppen vil vere mer
tilgjengelig.

Det ble forsekt a bryte opp aggregeringen mellom de mettede fettsyrene ved 4 lase de i
heksan. Heksan er ogsé en mettet kjede, og det var derfor en teori om at heksan ville

aggregere med de mettede fettsyrekjedene pd samme maéte som de aggregerer med hverandre.

Fettsyrene var dérligere loselig 1 heksan enn 1 DCM, men etter omtrent 5 minutter med kraftig
rering loste bade palmesyre og stearinsyre seg 1 heksan. Det visste seg derimot at CDI ikke
var leselig 1 heksan, og DCM ble derfor tilsatt som tilleggslasningsmiddel ved tilsetning av
CDI.

Totalt 6 forbindelser ble laget med heksan og DCM som lgsningsmiddel, og det ble i tillegg

kjort parallelle forsek med kun DCM som lgsemiddel for & kunne sammenligne resultatene.
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Utbyttene var svert varierende mellom de ulike fettsyreamidene, se Tabell 1, noe som gjor at
det er vanskelig & konkludere om tilstedevaerelse av heksan gkte utbyttene. Men siden
tilstedevarelse av heksan apenbart ikke gjorde utbyttene darligere, ble heksan tilsatt som

tilleggslosningsmiddel i tillagning av fettsyreamider.

Tabell 1. Utbyttene til 6 fettsyreamider ved bruk av ulike losningsmidler.

Amid Utbytte med DCM | Utbytte med heksan/DCM
som lesningsmiddel som lesningsmiddel

(0]

2a
0}

3a
o]

4a
o}

D 56% 93%

2b
O
“O 96% 64%
3b
(6]
'O) 49% 74%
4b
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2.1.3 Geldannelse

Siden vi ikke klarte & fa fullstendig omsetning av fettsyre i1 reaksjonen, var det rester av
fettsyre 1 samtlige produkter. For & fa rent produkt, métte proven bli vasket med base 1 to
omganger. | samtlige av tillagningene ble det dannet en kraftig gel ved tilsetning av base, noe
som gjorde faseseparasjonen i skilletrakta vanskelig. Det var veldig varierende hvordan gelen
la seg 1 skilletrakta. Som regel 14 den som et belte mellom vannfase og organisk fase, men den
kunne ogsé legge seg kun 1 organisk fase. Noen ganger var det gel i1 hele skilletrakta, og

faseskille var derfor ikke synlig.

Det ble gjort flere forsek pé & lase opp gelen, uten hell. Losningen ble sentrifugert, kjort
gjennom en glassintertrakt og til og med bestralt med mikrobelger, uten at gelen gikk i

opplesning. I noen tilfeller ble faseskille mer synlig ved rering med pasteur-pipette fordi
gelen da samlet seg. Dersom gelen la seg 1 hele skilletrakta ble det tilsatt saltlake for a fa

gelen mot den organiske fasen, og dette hjalp til en viss grad.

Det ble testet a la gelen vaere igjen i skilletrakta med vannfasen, men da sank utbyttet
betraktelig. Gelen ble derfor tatt ut med organisk fase, men pd grunn av svakt synlig faseskille
fulgte det med en del vann. Proven matte derfor bli terket med en god porsjon Na,SO4 over
lengre tid. Ved filtrering ble gelen verende igjen i filterpapiret og dermed separert fra den

organiske fasen.

Det er trolig bade fettsyrene og amidene som danner gel. Amidbindingen er i teorien upolar,
og burde ikke danne gel. Men i basisk milje, kan nitrogenet avgi H" og resonansformen i
Skjema 20 under dannes. Ladningen som oppstar ferer til at amid-bindingen blir polar, og
dermed kan forbindelsen danne gel. De ulike amin-gruppene vil ha ulik forutsetning for

geldannelse, og resonansformen kan dermed variere. Dette kan forklare de svaert varierende

utbyttene.
0 P
RJL H R = R)\\N -Ry

Skjema 20. Resonansformen til amider i basisk miljo
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Fettsyrene har en lang, upolar del og en svert polar del med ladning 1 basisk milje. De er
derfor gode kandidater for geldannelse. Det at fettsyrene ogsé forarsaker geldannelse kan

forklare hvorfor det dannes gel ved basetilsetning selv om utbyttene av amid er kvantitative.

2.1.4 Losningsmiddel i opparbeidelsen

I den opprinnelige metoden ble det brukt DCM som lesningsmiddel 1 opparbeidelsen. Det var
en teori om at bruk av EtOAc 1 opparbeidelsen ville gke utbyttet fordi de mettede
fettsyreamidene var mer loselig 1 EtOAc enn DCM. Forbindelse 3a ble forsekt opparbeidet
med DCM og EtOAc, og utbyttet ble det samme 1 de to forsekene. DCM ble benyttet som
losningsmiddel 1 opparbeidelsen fordi det var lettere & handtere emulsjonen 1 skilletrakta nar

organisk fase var 1 bunn, samt at DCM er lettere & dampe av enn EtOAc.

Fettsyreamider som ble tillaget fra aminene 2-aminoetanol og 3-amino-1-propanol var ikke
loselig 1 hverken DCM eller EtOAc, og det ble derfor benyttet kloroform 1 opparbeidelsen av

disse forbindelsene.

2.2 Syntese av fettsyreamider fra palmesyre og stearinsyre

Det ble syntetisert 12 fettsyreamider fra palmesyre og stearinsyre med den videreutviklede
metoden for amiddannelse. Fettsyreamidene er fremstilt i Tabell 2, Tabell 3, samt Skjema 19.
I samtlige amidbindingsreaksjoner ble det brukt CDI som koblingsreagens. Mekanismen for

amidbindingsreaksjonen er vist 1 Skjema 16.
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Tabell 2. Oversikt over syntetiserte fettsyreamider fra palmesyre

Fettsyre: Amin: Produkt: Réautbytte:
o]
71%
1a Pyrrolidin 2a
Palmesyre o
) ”
87%
Piperidin 3a
O
HN O N
_/ _o 63%
Morfolin 4a
@)
HoN N
H
85%
a-metylbensylamin 5a
]
~_OH
81%
2-aminoetanol 6a
o)
H,N NOH (\/\/:\/:)\L ” N0H
>96%
3-amino-1-propanol Ta
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Tabell 3. Oversikt over syntetiserte fettsyreamider fra stearinsyre

Fettsyre: Amin: Produkt: Réautbytte:
@) 0]
COCl =0 O
93%
1b
Stearinsyre Pyrrolidin 2b
)
N
64%
)
Piperidin 3b
)
~ QO
& >96%
HN O ’
—/
Morfolin 4b
N
HoN 74%
a-metylbensylamin 5p
)
N ~_OH
H
HaN O
>96%
2-aminoetanol 6b
O
H/\/\OH
H,N AN OH >96%
3-amino-1-propanol
7b
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Som beskrevet tidligere, var opparbeidelsen av de mettede fettsyreamidene mer utfordrende
enn 1 den opprinnelige metoden for umettede fettsyreamider. Utbyttene var ogsd noe lavere
for de fleste fettsyreamidene. Metoden er derfor ikke like optimal for syntese av mettede
fettsyreamider som den er for de umettede variantene. Som nevnt tidligere krever ikke
dannelse av de mettede fettsyreamidene like milde betingelser som de umettede. Det har
faktisk blitt rapportert at flere mettede fettsyreamider er dannet ved hjelp av andre metoder

med heye utbytter.

I studien til D’Oca et. al. ble nesten alle fettsyreamidene som er beskrevet syntetisert i denne
oppgaven syntetisert ved hjelp av enten koblingsreagenset DCC eller ved dannelse av
alkylester.'® De har ikke rapportert utbytte for hvert enkelt forsok, men de oppgir at utbyttene
er fra 60-80%. Det betyr at ved bruk av CDI som koblingsreagens er utbyttene omtrent det
samme eller litt hoyere. Dersom man ogsa tar med 1 betrakningen at DCC er giftig, er CDI

helt klart mer fordelaktig.

I en annen studie har en rekke fettsyreamider, blant annet 3b og 4b, blitt syntetisert ved hjelp
av Ti02/SO4* som katalysator. Metoden ga heye utbytter, blant annet 70% for fettsyreamid
3b og 95% for 4b.% Utbyttene for disse to forbindelsene er overraskende nok de samme som

ved bruk av CDI.

Den metoden som trolig er mest vanlig for dannelse av mettede fettsyreamider er nok bruk av
syreklorider. Det har blitt bevist fra en rekke uavhengige studier at mettede fettsyreamider kan
dannes fra syreklorider med haye utbytter. Det er blant annet rapportert at fettsyreamid 6a og
6b har blitt syntetisert med 95% utbytte®%¢!| 4b har blitt syntetisert med 89% utbytte®? og 7a
har blitt syntetisert med 82% utbytte®® ved hjelp av syreklorid. Det er ogsa rapportert at
fettsyreamidene 2a og 2b, er syntetisert med 94% utbytte ved bruk av deoksofluor

reagenser.% Igjen er utbyttene ganske like som ved bruk av CDI.

Dette viser at mettede fettsyreamider kan syntetiseres ved bruk av mange ulike metoder, og at
flere av metodene gir omtrent like gode resultater som ved bruk av CDI. De mettede
fettsyrene er stabile forbindelser, og koblingsreagensene ma derfor ikke vere like milde som

for umettede fettsyrer.
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Resultatene viser ogsé at CDI er et svart godt alternativ for dannelse av mettede
fettsyreamider da metoden gir omtrent like hoye utbytter sammenlignet med andre metoder. I
tillegg er CDI et billig reagens, det er ikke giftig samt at den har en mild lukt sammenlignet
med syrekloridene. Resultatene viser dessuten at med sma modifikasjoner fra den
opprinnelige metoden, fungerer denne metoden for tillagning av en rekke mettede
fettsyreamider, noe som betyr at bruk av CDI som koblingsreagens kan anses som en generell

metode for dannelse av fettsyreamider.

2.3 Forsgk pé syntese av a-sanshool

Det var av interesse 4 syntetisere (2E,6Z,8E,10E)-N-isobutyldodeka-2,6,8,10-tetracnamid (8),
0gsa kjent som a-sanshool fordi forbindelsen har vist interessant biologisk aktivitet.®> a-
sanshool gir blant annet en brennende fglelse (riktignok mye mildere enn capsaicin), samt
prikking og nummenhet i munnhulen. a-sanshool har blitt isolert fra smalbladet solhatt

(Echinacea angustifolia), samt flere arter innenfor plantefamilen Zanthoxylum.%

Retrosyntesen av 8 er vist i Skjema 21. Den gar ut pa a behandle 3 ,4-dihydrofuran (18) med
syre slik at det dannes 2-hydroksytetrahydrofuran, som er 1 likevekt med den dpenkjedede 4-
hydroksybutanal (17). Deretter skal 17 reagere i en Wittig-reaksjon slik at det dannes en E-
dobbeltbinding i esteren 15. Le Chateliers prinsipp vil serge for full omdannelse av 17. Videre
omdannes 15 til trifosfonium-saltet 13 ved at hydroksylgruppen erstattes med trifenylfosfin
via jodidet 14. Saltet 13 blir reagert 1 nok en Wittig-reaksjon for & generere Z-
dobbeltbindingen i esteren 11. Videre skal 11 hydrolyseres til fettsyren 9. Malmolekylet 8

skal dannes via en amideringsreaksjon med CDI mellom fettsyre 9 og amin 10.
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Skjema 21. Retrosyntese av §

Litteraturprosedyrer ble fulgt for 4 danne 17,% og utbyttet fra reaksjonen var 77%. Det var
vanskelig 4 tolke spektraldata pd grunn av likevekten mellom 2-hydroksytetrahydrofuran og
den &penkjedede 4-hydroksybutanal. Ifelge NMR-spektrene av forbindelsen var det riktignok
ingen tvil om at det var et aldehyd tilstede, samt at alt av startmaterialet 18 var konsumert. |
tillegg viste '"H-NMR spekteret at det var resonanser ved 5 ppm, noe som indikerer
tilstedevaerelse av halvacetalet. Dette bekreftes i 3C-NMR spekteret, da det er resonans ved

100 ppm. Det at det er to resonanser ved 100 ppm i 3C-NMR spekteret tyder pa at det kan
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veaere en tredje forbindelse 1 blandingen. Likevekten 17 ble likevel ikke renset ytterligere for

neste reaksjon, i likhet med prosedyren i litteraturen.®¢

Forbindelse 15 ble forsekt syntetisert med en Wittig-reaksjon,®® men NMR-spekteret av det
rensede stoffet viste at det isteden var acetalet 19 som hadde blitt dannet. Dette kan forklares
med at det dannede produktet 15 reagerte med utgangsstoffet fra forrige reaksjon, 18, og
beskyttet hydroksylgruppen. Basert pa spektraldata fra dannelse av 17 er det likevel mer
sannsynlig at 18 beskyttet hydroksylgruppen i 4-hydroksybutanal for Wittig-reaksjonen ble
utfert. Det forklarer at det var to acetaler i blandingen av 17, at det ikke var rester av 18 1

blandingen og at 19 blir dannet istede for 15.

Opparbeidelsen av 19 var vanskelig pa grunn tilstedeverelse av det tungtleselige biproduktet
fra Wittig-reaksjonen, trifenylfosfinoksid. For & fa separert trifenylfosfinoksid fra produktet
ble proven tilsatt heksan og filtrert i flere omganger. Trifenylfosfinoksid er ikke loselig i
heksan, og ble vaerende igjen i filterpapiret, mens produktet var lgselig i heksan. Trolig ble en

del av produktet ogsa igjen 1 filteret.

For a fi dannet 15 som planlagt, ble 19 behandlet med p-toluensulfonsyre. Utbytte fra 17 til 1
ble 1%. Det lave utbyttet skyldes nok hovedsakelig den vanskelige opparbeidelsen fra Wittig-

reaksjonen.

Det ble forsekt & minske opprensningsproblemene, samt gke utbyttet, av 1 ved a syntetisere
den ved Horner-Wadsworth-Emmons (HWE) reaksjon.®” Reaksjonen var ikke vellykket, og
det ble ikke dannet produkt. Dette skyldes trolig at basen som ble brukt var for svak.
Reaksjonen ble ikke gjentatt med sterkere base pd grunn av de tidligere problemene med urent

utgangsstoff.

I et forsek pa a forbedre synteserekken ble det ble forsgkt a rense 17, slik at ikke

mellomproduktet 19 skulle kunne dannes i neste reaksjon. Det ble forst forsekt & destillere
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proven, men destillatene var like rdoljen. Det ble ogsa forsekt a rense stoffet pa silikakolonne,

men heller ikke gjorde at vi fikk rent produkt.

P& grunn av problemene beskrevet over, ble det bestemt at vi skulle utfere syntesen pd annet
vis. En alternativ retrosyntese av malmolekylet er vist 1 Skjema 22. Her starter syntesen med
apning av tetrahydrofuran (23) til 4-bromobutan-1-ol (22). Videre skal 22 oksideres til
aldehydet 21, og deretter skal Wittig-reaksjon eller Horner-Wadsworth-Emmons-reaksjon
utfores slik at trifosfonium-saltet 13 blir dannet via bromidet 20. Resten av syntesen er lik

som 1 Skjema 21.

O O
A CDI ™
/N
COOT =5 0 - ey
2 22
8 9 10
UHydrolyse

11
UWittig reaksjon
OI O
+
Ph P\/\/\)L
NN X XN
12 13
Wittig O
20

21

U Oksidasjon

(@)
Br/\/\/OH ﬁ Q
22 23

Skjema 22. Alternativ retrosyntese av §
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P4 grunn av tidsmangel ble ikke den nye synteseveien pdbegynt.

2.4 Dannelse av azid-gruppe pa fettsyreamid

Azider kan reagere med alkyner og danne triazoler 1 en 1,3-dipolar sykloaddisjonsreaksjon.

Ved bruk av Cu(I) som katalysator blir reaksjonen meget regioslektiv og gir kun 1,4-triazoler.

Denne reaksjonen er den mest kjente innenfor click-kjemi og kjennetegnes ved at den ofte gir

heye utbytter, er robust, enkel, ikke-sensitiv og svert anvendelig ovenfor en rekke ulike

molekyler.®® Click-kjemi har vist seg 4 veere svart nyttig innenfor syntese av legemidler, ¢°

og det er derfor av interesse & danne azider pa biologisk aktive forbindelser slik at det deretter

kan utferes click-kjemi.

P& grunn av fettsyreamidenes omfattende biologiske aktivitet var det var derfor av interesse a

danne en azid-gruppe pa et fettsyreamid. Dette ble gjort ved a forst syntetisere 2-azido-1-amin

(27) fra 2-aminoetanol (24) (Skjema 23), og deretter koble aminet pa palmesyre ved hjelp av

amidbindingsreaksjon med CDI (Skjema 24). Dette forte til dannelse av N-(2-

azidoethyl)palmitamide (28).

socl ® | NaN
WSO T2 i NC :
2 CHCl, " H,0
24 80°C 80°C

Skjema 23. Syntesevei for dannelse av 2-azidoetan-1-amine

CD

)
CHN"Ns  _KOH _ NN
© 2 27

I(
12t
N/\/N3
Heksan DCM

Skjema 24. Dannelse av N-(2-azidoethyl)palmitamide

Aminet 27 ble syntetisert ifolge litteraturprosedyre’®. Det ble raskt avklart at forbindelsen er

sveert flyktig, noe som forte til svaert lave utbytter. Det ble forsekt a oke utbyttene ved &

destillere av losningsmiddelet ved atmosferisk trykk, men det forte til at alt produkt dampet

bort. Lasningen ble derfor dampet forsiktig pé rotavapor.
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Det var en teori om at problemet med flyktighet kunne lgses ved a avslutte syntesen for det
siste trinnet 1 synteseveien vist 1 Skjema 23, altsd beholde saltet 26. Saltet kunne nemlig blitt
brukt i amideringsreaksjonen, da saltet ville ha fribaset seg med imidasol i
reaksjonsblandingen og deretter reagert med fettsyre som et vanlig amin. I teorien ville saltet
som ble dannet vart en blanding av 26, NaCl og NaN3. Dette ville ikke vaert noen hindring i
den kommende amideringsreaksjonen, da forurensningene ville legge seg 1 vannfase 1
opparbeidelsen. Det ville derimot vert vanskelig & bestemme mengden av 26 1 blandingen,

men det hadde vart mulig 4 tilsette et stort overskudd av saltet.

Det ble forsekt & danne 26, men det var vanskelig a se hvorvidt det hadde blitt dannet produkt
eller ikke. IR-spekteret av saltet viste en tydelig absorpsjon ved 2100 cm™', som tyder pé
tilstedevaerelse av azid, men det er mulig at det kun var NaN3 som utleste signalet. NMR-
spekteret viste to CHz-grupper, men det var vanskelig a si om disse tilhorte produktet 26,
mellomproduktet 25 eller utgangsstoffet 24. Vi kunne ha forsekt a reagere saltet med en
fettsyre for & se om det enskede amidet hadde blitt dannet, men det viste seg & vere svert
vanskelig 4 fa saltet fritt for vann. Vann ble brukt som lesemiddel i den siste reaksjonen i
syntesen, og ble ikke borte fra saltet ved bruk av hverken rotavapor eller eksikator over flere
dager. Siden koblingsreagenset i amideringsreaksjonen, CDI, er svart sensitivt for vann, ble

ikke den planlagte amideringsreaksjonen med fettsyre utfort.

P& grunn av tidsmangel ble ikke metoden for dannelse av aminet 27 optimalisert. Reaksjonen
ble utfort 1 stor skala for & produsere nok av 27 til at amideringsreaksjonen med 1b kunne
gjiennomfores. Det dannede aminet var ikke rent, men inneholdt rester av vann og dietyleter.
Det var derfor vanskelig & bestemme korrekt utbytte, men det er lavere enn 8%. Pa grunn av

flyktigheten til 27 ble det ikke renset ytterligere, da mer inndamping ville fort til tap av stoff.

Aminet 27 ble sé reagert med 1b 1 en amideringsreaksjon med CDI. Siden aminet inneholdt
rester av vann, ble aminet last i DCM og terket med Na>SOyq for tilsetning til
reaksjonsblandingen, for & unngd dekomponering av CDI. Fettsyreamidet 28 ble dannet med
21% utbytte. NMR-spekter av raproduktet viste at det inneholdt rester av imidasol og fettsyre,
selv om preven hadde blitt vasket med bade syre og base i opparbeidelsen. Réproduktet ble
derfor renset pa kolonne. Amidet koeluerte med den del av fettsyren, og preven ble derfor

vasket med base i to omganger for & fa rent produkt.
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Det at det var sa mye ureagert fettsyre 1 raproduktet skyldes trolig at det ikke var overskudd
av 27 i reaksjonsblandingen, da det er vist tidligere 1 denne oppgaven at amidbindingsreaksjon
med CDI gir hoyere utbytter dersom man er sikker pa overskudd av amin. Som beskrevet over
var det usikkert hvor mye av aminet 27 som hadde blitt dannet, da rdproduktet var urent. Det

er ogsa sannsynlig at en del av aminet fordampet vekk for det fikk reagert med fettsyre.

Dette viser at det er mulig & danne fettsyreamidet 28 1 en amideringsreaksjon med CDI, og at
utbyttet trolig vil ke dersom metoden for dannelse av aminet 27 blir optimalisert. Videre

arbeid vil vaere a utfere click-kjemi pa fettsyreamidet 28.

3 Konklusjon og veien videre

Metoden som tidligere har blitt utviklet for syntese av umettede fettsyreamider har 1 denne
oppgaven blitt videreutviklet for syntese av mettede fettsyreamider. Opparbeidelsen av de
mettede fettsyreamidene var vanskeligere enn for de umettede, og utbyttene var ogsé lavere.
Det viste seg likevel at med sma modifikasjoner av metoden kunne mettede fettsyreamider bli
dannet med utbytter som tilsvarer andre rapporterte metoder. Dette gjor at CDI kan anses som

en gunstig og generell metode for syntese av fettsyreamider.

Det har blitt syntetisert 12 mettede fettsyreamider fra palmesyre og stearinsyre ved bruk av
CDI som koblingsreagens. Videre arbeid vil besta av & sende forbindelsene til biologisk

testing.

Det ble forsekt a totalsyntetisere fettsyreamidet a-sanshool. Det var en del problemer med de
forste reaksjonene, og den planlagte synteseveien ble derfor forkastet. Pa grunn av tidsmangel

ble ikke syntesen fullfgrt. Veien videre vil besta av & prgve en annen syntesevei.

Et azid-amin ble syntetisert og deretter koblet pa palmesyre slik at det ble dannet et
fettsyreamid med en azid-gruppe. Aminet som ble dannet var svert flyktig, noe som forte til
lave utbytter. Dersom dannelsen av aminet blir optimalisert, er det mye som tyder pa at
fettsyreamidet kan dannes med heyere utbytter. P4 grunn av tilstedeverelse av azid-gruppen

kan det videre utferes click-kjemi pa fettsyreamidet.
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4 Eksperimentelt

4.1 Generelt
Alle forsgk ble gjort i N>-atmosfare, med mindre annet er presisert. I reaksjoner hvor CDI ble
benyttet ble kolben flambert og avkjelt under N> atmosfare for bruk for a fjerne vann fra

glasset. Alle losemidlene som ble brukt var av teknisk kvalitet.

Til tynnsjiktskromatografi ble plater av typen TLC Silica gel 60 F»s4 benyttet, og det ble brukt
kaliumpermanganat for fremkalling. Ved opprensning med kolonnekromatografi ble «Silica

gel 60 (0,040-0,063mm)» fra Merk benyttet.

NMR spektre ble tatt opp pa et instrument av typen Bruker Ascend 400. Spektrene ble tatt
opp ved 25°C, 400 MHz for '"H NMR og 100 MHz for '3C NMR. Samtlige prover ble lost opp
i kloroform-d, CDCIs og aksen til spekteret ble kalibrert etter losningsmiddelet, 7,26 i 'H-
NMR og 677,36 i '*C-NMR. I rapportering av NMR-skift og koblingskonstanter er det brukt

punktum i stedet for komma, eksempelvis 3.5 i stedet for 3,5.

IR-spektre ble tatt opp pa et Agilent 5500 Series FITR instrument med en ATR diamantcelle,
og MS-spektre ble tatt opp et instrument av typen Autospec Ultima (EI/70ev) fra Micromass
Ltd.

For fettsyreamiddannelse er kun struktur av malmolekylet vist 1 eksperimentelt fordi dette ble

ansett som ryddigere. Reaksjonene er vist i Skjema 19 og Skjema 24. For gvrige reaksjoner er

reaksjonsskjema vist.
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4.2 Generell fremgangsmate for amidering

Fettsyre (1,0 mmol) ble lest i heksan (10 mL) og tilsatt CDI (0,178 g, 1,1 mmol, 1,1 ekv).
Deretter ble DCM (5 mL) tilsatt. Reaksjonsblandingen ble reort ved rt 1 1t. Til slutt ble amin
(1,2 mmol, 1,2 ekv) tilsatt og reaksjonsblandingen ble rort ved rt 1 12t.

Reaksjonsblandingen ble fortynnet med DCM eller kloroform (10 mL) og tilsatt HCI (1,6M,
20 mL). Fasene ble separert i en skilletrakt og vannfasen ble ekstrahert med DCM eller
kloroform (3 x 10 mL). Deretter ble den organiske fasen vasket med NaOH (1M, 2 x 20 mL),
for den ble torket godt med Na>SO4 1 30 min og dampet inn pé rotavapor. Hvilket lasemiddel

som ble brukt i opparbeidelsen er angitt for hver reaksjon.

Til slutt ble 0,030 g av fettsyreamidet renset opp pa mikrokolonne, med mindre annet er

presisert.
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4.3 Syntese av fettsyreamider fra palmesyre og stearinsyre

4.3.1 Syntese av 1-(pyrrolidin-1-yl)heksadekan-1-on (2a)
O
COC0
2a

Fremgangsmaite:

Det ble brukt generell fremgangsmate for amidering for & syntetisere 2a. Fettsyren som ble
brukt var palmesyre (0,256 g, 1,0 mmol) og aminet var pyrrolidin (0,10 mL, 1,2 mmol). DCM
ble brukt som lesningsmiddel i opparbeidelsen.

Utbytte: 71%

Rf: 0,14 (30% EtOAc 1 heksan)

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 3.45 (t, J=6.9 Hz, 2H, CH»-N), 3.40 (t, J=6.8 Hz, 2H, CH2-N),
2.24 (t,J=7.7 Hz, 2H, CH,-C=0), 1.93 (p, J=6.6 Hz, 2H, CH,-CH>-N), 1.83 (p, J=6.7 Hz, 2H,
CH,-CH:-N), 1.63 (p, J=7.4 Hz, 2H, CH,-CH»-C=0), 1.35-1.20 (m, 24H, CH»x12), 0.87 (t,
J=6.8 Hz, 3H, CHa).

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 6 172.18 (C=0), 46.93, 45.88 (CH2-N-CH>), 35.20 (CHa>-
C=0), 32.25, 30.01, 30.00, 29.97, 29.89, 29.86, 29.81, 29.68, 26.47, 25.30, 24.75, 23.01
(CH2x15, noen resonanser er identiske), 14.44 (CH3).

IR: 2924, 2852,1650 cm’!.

HR-MS: Beregnet masse: 309,3032. Funnet masse: 309,3046
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4.3.2 Syntese av 1-(piperidin-1-yl)heksadekan-1-on (3a)
O
CCl0
3a

Fremgangsmaite:

Det ble brukt generell fremgangsmate for amidering for & syntetisere 3a. Fettsyren som ble
brukt var palmesyre (0,256 g, 1,0 mmol) og aminet var piperidin (0,12 mL, 1,2 mmol). DCM
ble brukt som lesningsmiddel i opparbeidelsen.

Utbytte: 87%

Rf: 0,43 (30% EtOAc 1 heksan)

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 3.54 (t, J=5.4 Hz, 2H, CH»-N), 3.38 (t, J=5.3 Hz, 2H, CH2-N),
2.30 (t, J=7.7 Hz, 2H, CH,-C=0), 1.65-1.52 (m, 8H, N-CH»-CH;,-CH;-CH>-CH>-N, CHz-
CH»-C=0), 1.35-1.20 (m, 24H, CH»x12), 0.87 (t, J=6.8 Hz, 3H, CH3).

BC NMR (100 MHz, CDCl3): 6 171.89 (C=0), 47.07, 42.92 (CH>-N-CH>), 33.85 (CHa-
C=0), 32.26, 30.02, 30.00, 29.96, 29.89, 29.86, 29.80, 29.69, 26.92, 25.92, 25.93, 24.95,
23.02 (CH2x16, noen resonanser er identiske), 14.45 (CH3).

IR: 2919, 2852,1650 cm™!

HR-MS: Beregnet masse: 323,3188. Funnet masse: 323,3179
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4.3.3 Syntese av 1-morfolinoheksadekan-1-on (4a)
O
N
Lo
4a

Fremgangsmate:

Det ble brukt generell fremgangsmate for amidering for & syntetisere 4a. Fettsyren som ble
brukt var palmesyre (0,256 g, 1,0 mmol) og aminet var morfolin (0,11 mL, 1,2 mmol). DCM
ble brukt som lesningsmiddel 1 opparbeidelsen.

Utbytte: 63%

Rf: 0,23 (30% EtOAc 1 heksan)

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 3.66 (t, J=4.8 Hz, 4H, CH,-O-CH>), 3.61 (t, J=4.8 Hz, 2H,
CH>-N), 3.45 (t, J=4.3 Hz, 2H, CH>-N), 2.29 (t, J=7.7 Hz, 2H, CH,-C=0), 1.61 (p, J=7.2 Hz,
2H, CH,-CH»-C=0), 1.35-1.20 (m, 24H, CHyx12), 0.87 (t, J=6.7 Hz, 3H, CH3).

BC NMR (100 MHz, CDCI3): § 172.22 (C=0), 67.30, 67.03 (CH,-O-CH>), 46.39, 42.18
(CH2-N-CH>), 33.47 (CH>-C=0), 32.25, 30.01, 29.98, 29.94, 29.83, 29.81, 29.75, 29.68,
25.60, 23.01 (CH2x13, noen resonanser er identiske), 14.44 (CHs).

IR: 2919, 2852, 1644 cm’.

HR-MS: Beregnet masse: 325,2981. Funnet masse: 325,2961
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4.3.4 Syntese av N-(1-fenyletyl)palmitamid (5a)

@)

COT

Sa

Fremgangsmaite:

Det ble brukt generell fremgangsmate for amidering for & syntetisere Sa. Fettsyren som ble
brukt var palmesyre (0,256 g, 1,0 mmol) og aminet var a-metylbensylamin (0,15 mL, 1,2
mmol). DCM ble brukt som lgsningsmiddel 1 opparbeidelsen.

Utbytte: 85%

Rf: 0,45 (30% EtOAc 1 heksan)

"H NMR (400 MHz, CDCls): § 7.36-7.27 (m, 5H, CHx5), 5.66 (d, J=7.2 Hz, 1H, NH), 5.15
(p, J=7.2 Hz, 1H, N-CH), 2.16 (t, J=7.6 Hz, 2H, CH,-C=0), 1.62 (p, J=7.4 Hz, 2H, CH»-CH>-
C=0), 1.49 (d, J=6.9 Hz, 3H, CH3-CH), 1.35-1.20 (m, 24H, CH>x12), 0.88 (t, J=6.8 Hz, 3H,
CH3-CH>).

13C NMR (100 MHz, CDCl3): § 172.48 (C=0), 143.63 (CH-CH-N), 128.99, 127.67, 126.53
(5xCH, noen resonanser er identiske), 48.87 (CH-N), 37.28 (CH»-C=0), 32.27, 30.03, 30.02,
29.99, 29.94, 29.83, 29.70, 29.67, 29.61, 26.09, 23.03 (CH2x13, noen resonanser er identiske),
22.03 (CH3-CH), 14.46 (CH3-CH>»).

IR: 3299, 2919, 2852, 1644 cm™'.

HR-MS: Beregnet masse: 359,3188. Funnet masse: 359,3184.
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4.3.5 Syntese av N-(2-hydroksyetyl)palmitamid (6a)

@)

Soo¢as
H

6a

Fremgangsmaite:

Det ble brukt generell fremgangsmate for amidering for & syntetisere 6a. Fettsyren som ble
brukt var palmesyre (0,256 g, 1,0 mmol) og aminet var 2-aminoetanol (0,08 mL, 1,2 mmol).
Kloroform ble brukt som lgsningsmiddel 1 opparbeidelsen. Forbindelsen ble ikke renset pa
mikrokolonne, fordi det ble ansett som rent nok.

Utbytte: 81%

Rf: 0,08 (EtOAc)

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 5.90 (s, 1H, NH), 3.73 (t, J=4.9 Hz, 2H, CH»-OH), 3.43 (q,
J=5.2 Hz, 2H, CH;-NH), 2.20 (t, J=7.6 Hz, 2H, CH,-C=0), 1.63 (p, J=7.3 Hz, 2H, CH,-CH>-
C=0), 1.35-1.20 (m, 24H, CH2x12), 0.88 (t, J=6.9 Hz, 3H, CH3).

BC NMR (100 MHz, CDCI3): & 174.89 (C=0), 63.07 (CH,-OH), 42.86 (CH>-NH), 37.04
(CH»-C=0), 32.27, 30.03, 30.00, 29.96, 29.83, 29.70, 29.63, 26.06, 23.03 (CH>x13, noen
resonanser er identiske), 14.46 (CHs).

IR: 3294, 2919, 2852, 1644 cm™'.

HR-MS: Beregnet masse: 299,2824. Funnet masse: 299,2804.
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4.3.6 Syntese av N-(3-hydroksypropyl)palmitamid (7a)

Coor

Ta

Fremgangsmate:

Det ble brukt generell fremgangsmate for amidering for & syntetisere 7a. Fettsyren som ble
brukt var palmesyre (0,256 g, 1,0 mmol) og aminet var 3-amino-1-propanol (0,09 mL, 1,2
mmol). Kloroform ble brukt som lesningsmiddel i opparbeidelsen.

Utbytte: kvantitativt

Rf: 0,13 (EtOAc)

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 5.99 (s, 1H, NH), 3.61 (t, J=5.6 Hz, 2H, CH»-OH), 3.40 (q,
J=6.1 Hz, 2H, CH,-NH), 2.18 (t, J=7.6 Hz, 2H, CH,-C=0), 1.69-1.60 (m, 4H, CH2-CH>-C=0,
CH;-CH>-OH/NH), 1.35-1.20 (m, 24H, CH2x12), 0.87 (t, J=6.8 Hz, 3H, CH3).

BC NMR (100 MHz, CDCl3): & 174.99 (C=0), 59.43 (CH,-OH), 37.06 (CH>-NH), 36.42
(CH2-C=0), 32.70, 32.25, 30.02, 29.98, 29.95, 29.82, 29.68, 29.63, 26.16, 23.02 (CH2x14,
noen resonanser er identiske), 14.45 (CH3).

IR: 3299, 2919, 2852, 1633 cm™.

HR-MS: Beregnet masse: 313,2981. Funnet masse: 313,2993.
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4.3.7 Syntese av 1-(pyrrolidin-1-yl)oktadekan-1-on (2b)
O
O
2b

Fremgangsmaite:

Det ble brukt generell fremgangsmate for amidering for & syntetisere 2b. Fettsyren som ble
brukt var stearinsyre (0,284 g, 1,0 mmol) og aminet var pyrrolidin (0,10 mL, 1,2 mmol).
DCM ble brukt som lgsningsmiddel 1 opparbeidelsen.

Utbytte: 93%

Rf: 0,14 (30% EtOAc 1 heksan)

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 3.45 (t, J=6.8 Hz, 2H, CH»-N), 3.40 (t, J=6.7 Hz, 2H, CH2-N),
2.24 (t,J=7.7 Hz, 2H, CH,-C=0), 1.94 (p, J=6.6 Hz, 2H, CH,-CH>-N), 1.84 (p, J=6.7 Hz, 2H,
CH,-CH:-N), 1.63 (p, J=7.4 Hz, 2H, CH,-CH,-C=0), 1.35-1.20 (m, 28H, CH»x14), 0.87 (t,
J=6.8 Hz, 3H, CHz).

13C NMR (100 MHz, CDCl3): § 172.20 (C=0), 46.94, 45.89 (CH2-N-CH>), 35.21 (CHa>-
C=0), 32.26, 30.03, 30.00, 29.90, 29.87, 29.81, 29.70, 26.48, 25.31, 24.76, 23.02 (CH2x17,
noen resonanser er identiske), 14.45 (CH3).

IR: 2924, 2852, 1650 cm.

HR-MS: Beregnet masse: 337,3345. Funnet masse: 337,3365.
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4.3.8 Syntese av 1-(piperidin-1-yl)oktadekan-1-on (3b)
O

O

3b
Fremgangsmaite:
Det ble brukt generell fremgangsmate for amidering for & syntetisere 3b. Fettsyren som ble
brukt var stearinsyre (0,284 g, 1,0 mmol) og aminet var piperidin (0,12 mL, 1,2 mmol). DCM
ble brukt som lgsningsmiddel 1 opparbeidelsen.
Utbytte: 64%
Rf: 0,42 (30% EtOAc 1 heksan)
"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 3.53 (t, J=5.4 Hz, 2H, CH»-N), 3.38 (t, J=5.3 Hz, 2H, CH2-N),
2.29 (t, J=7.8 Hz, 2H, CH;-C=0), 1.64-1.51 (m, 8H, N-CH,-CH;,-CH,-CH,-CH>-N, CHz-
CH,-C=0), 1.35-1.20 (m, 28H, CHyx14), 0.87 (t, J=6.9 Hz, 3H, CH3).
13C NMR (100 MHz, CDCI3): & 171.83 (C=0), 47.04, 42.89 (CH>-N-CH>), 33.83 (CHa>-
C=0), 32.25, 30.02, 29.98, 29.95, 29.88, 29.85, 29.79, 29.68, 26.91, 25.92, 25.84, 24.94,
23.01 (CH2x18, noen resonanser er identiske), 14.44 (CHz).

IR: 2924, 2852, 1650 cm’.

HR-MS: Beregnet masse: 351,3501. Funnet masse: 351,3509.
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4.3.9 Syntese av 1-morfolinooktadekan-1-on (4b)

4b

Fremgangsmaite:

Det ble brukt generell fremgangsmate for amidering for & syntetisere 4b. Fettsyren som ble
brukt var stearinsyre (0,284 g, 1,0 mmol) og aminet var morfolin (0,11 mL, 1,2 mmol). DCM
ble brukt som lesningsmiddel i opparbeidelsen.

Utbytte: kvantitativt

Rf: 0,17 (30% EtOAc 1 heksan)

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 3.66 (t, J=4.8 Hz, 4H, CH,-O-CH>), 3.61 (t, J=4.5 Hz, 2H,
CH>-N), 3.46 (t, J=4.6 Hz, 2H, CH;-N), 2.30 (t, J=7.7 Hz, 2H, CH,-C=0), 1.62 (p, J=7.4 Hz,
2H, CH;-CH>-C=0), 1.35-1.20 (m, 28H, CH2x14), 0.88 (t, J=6.8 Hz, 3H, CH3).

BC NMR (100 MHz, CDCl3): & 172.25 (C=0), 67.32, 67.05 (CH,-O-CH>), 46.40, 42.20
(CH2-N-CH>), 33.49 (CH»-C=0), 32.26, 30.03, 30.00, 29.96, 29.85, 29.83, 29.77, 29.70,
25.62, 23.03 (CH2x15, noen resonanser er identiske), 14.46 (CHs).

IR: 2919, 2852, 1650 cm’.

HR-MS: Beregnet masse: 353,3294. Funnet masse: 353,3292
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4.3.10 Syntese av N-(1-fenyletyl)stearamid (5b)

Iz

Sb

Fremgangsmaite:

Det ble brukt generell fremgangsmate for amidering for & syntetisere Sh. Fettsyren som ble
brukt var stearinsyre (0,284 g, 1,0 mmol) og aminet var a-metylbensylamin (0,15 mL, 1,2
mmol). DCM ble brukt som lgsningsmiddel 1 opparbeidelsen.

Utbytte: 74%

Rf: 0,45 (30% EtOAc 1 heksan)

"H NMR (400 MHz, CDCls): § 7.36-7.28 (m, 5H, CHx5), 5.63 (d, J=7.1 Hz, 1H, NH), 5.15
(p, J=7.2 Hz, 1H, CH-N), 2.16 (t, J=7.6 Hz, 2H, CH,-C=0), 1.62 (p, J=7.2 Hz, 2H, CH»-CH>-
C=0), 1.49 (d, J=6.9 Hz, 3H, CH3-CH), 1.35-1.20 (m, 28H, CHzx14), 0.88 (t, J=6.9 Hz, 3H,
CH3-CH»).

13C NMR (100 MHz, CDCl3): § 172.47 (C=0), 143.63 (CH-CH-N), 129.00, 127.67, 126.53
(CHxS5, noen resonanser er identiske), 48.87 (CH-N), 37.29 (CH»-C=0), 32.27, 30.04, 30.02,
30.00, 29.94, 29.84, 29.70, 29.69, 29.62, 26.09, 23.03 (CH2x15, noen resonanser er identiske),
22.03 (CH3-CH), 14.46 (CH3-CH>»).

IR: 3299, 2919, 2852, 1644 cm™'.

HR-MS: Beregnet masse: 387,3501. Funnet masse: 387,3503.
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4.3.11 Syntese av N-(2-hydroksyetyl)stearamid (6b)

)

H

6b

Fremgangsmaite:

Det ble brukt generell fremgangsmate for amidering for & syntetisere 6b. Fettsyren som ble
brukt var stearinsyre (0,284 g, 1,0 mmol) og aminet var 2-aminoetanol (0,08 mL, 1,2 mmol).
Kloroform ble brukt som lgsningsmiddel 1 opparbeidelsen. Forbindelsen ble ikke renset pa
mikrokolonne, fordi det ble ansett som rent nok.

Utbytte: kvantitativt

Rf: 0,11 (EtOAc)

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 6.07 (s, 1H, NH), 3.71 (t, J=4.6 Hz, 2H, CH»-OH), 3.42 (t,
J=4.7 Hz, 2H, CH;-NH), 2.19 (t, J=7.5 Hz, 2H, CH,-C=0), 1.62 (p, J=7.0 Hz, 2H, CH,-CH>-
C=0), 1.35-1.20 (m, 28H, CHzx14), 0.87 (t, J=6.3 Hz, 3H, CH3).

BC NMR (100 MHz, CDCl3): & 174.93 (C=0), 62.87 (CH,-OH), 42.80 (CH>-NH),

37.03 (CH2-C=0), 32.26, 30.03, 29.99, 29.83, 29.69, 29.63, 26.07, 23.02 (CH2x15, noen
resonanser er identiske), 14.45 (CHs).

IR: 3299, 2919, 2852, 1644 cm™'.

HR-MS: Beregnet masse: 327,3137. Funnet masse: 327,3124.
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4.3.12 Syntese av N-(3-hydroksypropyl)stearamid (7b)

7b

Fremgangsmaite:

Det ble brukt generell fremgangsmate for amidering for a syntetisere 7b. Fettsyren som ble
brukt var stearinsyre (0,284 g, 1,0 mmol) og aminet var 3-amino-1-propanol (0,09 mL, 1,2
mmol). Kloroform ble brukt som lesningsmiddel i opparbeidelsen.

Utbytte: kvantitativt

Rf: 0,13 (EtOAc)

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 5.82 (s, 1H, NH), 3.62 (t, J=5.6 Hz, 2H, CH»-OH), 3.42 (q,
J=6.1 Hz, 2H, CH,-NH), 2.19 (t, J=7.6 Hz, 2H, CH,-C=0), 1.70-1.59 (m, 4H, CH2-CH>-C=0,
CH,-CH,-OH/NH), 1.35-1.20 (m, 28H, CHzx14), 0.88 (t, J=6.8 Hz, 3H, CH3).

BC NMR (100 MHz, CDCl3): & 174.98 (C=0), 59.43 (CH,-OH), 37.09 (CH>-NH), 36.40
(CH»-C=0), 32.78, 32.27, 30.04, 30.00, 29.96, 29.83, 29.70, 29.69, 29.64, 26.16, 23.03
(CH»2x16, noen resonanser er identiske), 14.46 (CH3).

IR: 3305, 2919, 2852, 1633 cm™.

HR-MS: Beregnet masse: 341,3294. Funnet masse: 341,3315.
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4.4 Forsek pa totalsyntese av a-sanshool

4.4.1 Syntese av tetrahydrofuran-2-ol/4-hydroksybutanal (17)

OH
) \7 —_— Oi — HOMO

18 17

Fremgangsmaite:

Forbindelse 18 (10 g, 0,14 mol) og HCI (30 mL, 1 M) ble lost 1 THF (120 mL) og
reaksjonsblandingen ble rort ved rt 1 3 timer. Blandingen ble tilsatt vann (30 mL) og
ekstrahert med DCM (4 x 30mL). Den samlede organiske fasen ble torket med MgSO4 for
oppkonsentrering pa rotavapor.5°

Utbytte: 77%.

Blanding av flere komponenter gjor tilordningen vanskelig. Kun delvis tilordning er derfor
utfort.

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 9.74 (t, 1H, CH=0), 5.40/5.29/5.05 (O-CH-O).

13C NMR (100 MHz, CDCI3): § 202.65 (HC=0), 104.10/100.30 (O-CH-O(H)),
67.30/67.24/66.31 (CH»-O, CH,-OH), 41.38, 32.58 (CH,-CH=0, CH,-CH-0),

23.74/23.70/22.97 (2xCH»-CH>-CH>).

IR: 3433, 2952, 2874, 1722 cm™".

75



[ sz 0z 18 oL ] 0
P I L . L h L

elfer eksfra damping

1288°L —~—
L poogL —

vorvy'z
PoSY'Z

2r9r'e
089v°'2
128v'2

9881’2

pi-7143
e -
mewe
e
gl =
Lve'e

LLVO'S —
68806~

1682°L— .

65eL6— |fJ

[ppm]

)

o
@
o
|

L

Spekter 37. 'H-NMR (400MHz, CDCl3) spekter av forbindelse 17

o]
S
1
©

o1

0000° |-

8v8L

[124]

sl

oL

elfer eksfra damping

199622 _
L10L'€Z
seerez—

9LIgZe—

V8L —

go0c9s
£LET L
siezis—

8P’ LL

§29ELL:
089 LL

8¥6Z2°00L ——
L960'P0L—

08Y9°202 —

tppm]

T
100

" )lh

T
150

T
200

Spekter 38. *C-NMR (100MHz, CDCl3) spekter av forbindelse 17

76



Transmittance
40 50 60 70
1 1 1 1 1 1 1

P

T ] T I T T 1 T T T T [ T T T T ] T T T T | T T T T 1 T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm-1)

Spekter 39. IR-spekter av forbindelse 17

77



4.4.2 Syntese av metyl-(£)-6-((tetrahydrofuran-2-yl)oksy)heks-2-enoat (19)

OH / 5
@)
Oi b HOMO — 0

17 19

Fremgangsmaite:
Forbindelse 17 (1,8 g, 20,5 mmol) ble last i DCM (50 mL) og tilsatt
metyl(trifenylfosforanilyden)acetat (8,9 g, 26,6 mmol, 1,3 ekv). Reaksjonsblandingen ble satt

til refluks over natta.®¢

Praven ble tilsatt heksan og filtrert 1 flere omganger. Deretter ble heksan dampet av pa

rotavapor.

'H NMR (400 MHz, CDCLs): § 6.93-6.85 (m, 1H, CH=CH-C=0), 5.74 (d, J=15.6 Hz, 1H,
CH=CH-C=0), 4.99 (m, 1H, O-CH-0), 3.80-3.75 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-CH-O), 3.63 (s,
3H, CH;-0), 3.60-3.55 (m, 1H) og 3.33-3.27 (m, 1H, CH-O-CH,-CH,-CH,-CH=CH), 2.21-
2.16 (m, 2H, CHo-CH=CH), 1.90-1.71 (m, 4H, O-CH-CH,-CH,-CH,-0), 1.67-1.60 (m, 2H,
CH-O-CH,-CH,-CH,-CH=CH).

13C NMR (100 MHz, CDCl3): 8 167.11 (C=0), 149.13 (CH=CH-C=0), 121.28 (CH-C=0),

103.97 (O-CH-0), 66.98, 66.24 (2xO-CH>), 51.46 (O-CH3), 32.47, 29.17, 28.32, 23.63
(4xCHb).
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4.4.3 Syntese av metyl-(E£)-6-hydroksyheks-2-enoat (15)

Fremgangsmate:

Forbindelse 19 ble lgst i metanol (20 mL) og tilsatt p-toluensulfonsyre (5,6 g, 32,5 mmol, 7,7
ekv). Reaksjonsblandingen ble refluksert i 2t, avkjelt og dampet inn pa rotavapor. Oljen ble sé
lost i DCM (25 mL) og vasket med mettet NaHCO3-lgsning (4 x 10 mL) og vann (2 x 15 mL).

Den organiske fasen ble torket med MgSO4 og dampet inn pa rotavapor.”!

Tilslutt ble forbindelsen renset pa silika-kolonne og der ble den eluert med EtOAc.
Utbytte fra 17 til 15: 1%

'H NMR (400 MHz, CDCL): & 6.93 (dt, I=7.0, 15.6 Hz, 1H, CH=CH-C=0), 5.80 (dt, J=1.6,
15.6 Hz), 1H, CH=CH-C=0), 3.66 (s, 3H, CH3-0), 3.59 (t, J=6.4 Hz, 2H, CH,-OH), 2.52 (s,

1H, OH), 2.25 (dq, J=7.0, 1.5 Hz), 2H, CH,-CH=CH), 1.66 (p, J=7.0 Hz, 2H, CH,-CH,-CH.).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 167.43 (C=0), 149.27 (CH=CH-C=0), 121.40 (CH-C=0),
61.89 (CH,-OH), 51.68 (CH3-0), 31.07-28.75 (2xCHa).

IR: 3417, 2952, 1722 ¢cm’!
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4.4.4 Forsek pa syntese av metyl-(£)-6-hydroksyheks-2-enoat (15)

OH
17 15
Fremgangsmaite:

Trietylfosfonoacetat (5,24g, 23,4 mmol, 1,5 ekv), acetonitril (150 mL) og LiCl (0,99g, 23,4
mmol, 1,5 ekv) ble blandet sammen og DBU (2,34mL, 3,56g, 23,4 mmol, 1,5 ekv) ble tilsatt
gjennom septum. Reaksjonsblandingen ble rort ved rt 1 12t, for den ble avkjelt til 0°C.
Forbindelse 17 (1,4g, 15,6mmol) ble lost 1 acetonitril (15mL) og tilsatt reaksjonsblandingen.
Reaksjonsblandingen ble rort i 24t.%

Det ble ikke dannet produkt.
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4.5 Syntese av 2-azidoetan-1-amin (27)

HN O — N

24 27

Forbindelse 24 (5,0 g, 81,9 mmol) ble lost 1 kloroform og reaksjonsblandingen ble avkjelt til
0°C. Thionylklorid (8,9 mL, 122,9 mmol, 1,5 ekv) ble lost i kloroform (30 ml) og tilsatt 2-
aminoetanol drapevis. Deretter ble blandingen satt til refluks 1 4 timer. Lasemiddelet ble

dampet av pé rotavapor.

Mellomproduktet ble last i vann (100mL) og tilsatt natrium azid (16g, 245,7 mmol, 3,0 ekv).
Reaksjonsblandingen ble varmet til 80°C og sto med rering over natta (ikke i N»>-atmosfaere).
Losning ble avkjelt og tilsatt KOH til pH=12. Reaksjonsblandingen ble ekstrahert med
dietyleter (4x10mL) og den organiske fasen ble torket godt med Na>SOs for forsiktig damping
pé rotavapor.’’

Réutbytte: <8%

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 3.36 (t, J=5.7 Hz, 2H, CH,-NH>), 2.87 (t, J=5.7 Hz, 2H, CH>-
N3).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 54.95 (CH,-Ns), 41.64 (CH,-NH,).

IR: 3321, 2924, 2852, 2102 cm™'.
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4.6 Syntese av N-(2-azidoetyl)palmitamid (28)

@)

NN
H

28

Fremgangsmate:
Det ble brukt generell fremgangsmate for amidering for & syntetisere 28. Fettsyren som ble
brukt var palmesyre (0,128 g, 0,5 mmol) og aminet var 27 (0,7 mmol). DCM ble brukt som

losningsmiddel 1 opparbeidelsen.

Tilslutt ble forbindelsen renset pé silika-kolonne og der ble den eluert med 20% EtOAc i
heksan.

Utbytte: 21%

Rf: 0,15 (30% EtOAc 1 heksan)

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 5.78 (s, 1H, NH), 3.45-3.40 (m, 4H, N-CH»-CH>-N), 2.18 (4,
J=7.6 Hz, 2H, CH,-C=0), 1.62 (p, J=7.4 Hz, 2H, CH,-CH,-C=0), 1.35-1.20 (m, 24H,
CHyx12), 0.87 (t, J=6.8 Hz, 3H, CHa).

BC NMR (100 MHz, CDCl3): & 173.77 (C=0), 51.35 (CH>-N3), 39.20 (CH2-NH), 37.04
(CH2-C=0), 32.25, 30.02, 29.98, 29.94, 29.81, 29.69, 29.61, 25.96, 23.02 (CH>x13, noen
resonanser er identiske), 14.45 (CHs).

IR: 3305, 2919, 2852, 2130, 1638 cm™.

HR-MS: Beregnet masse: 324,2889. Funnet masse: 324,2876.
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Elemental Composition Report Page 1
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
57 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)
TJ-36
DE2018031910 748 (4.395) Magnet El+
100+ 309.3046 7.06e3
|
%; 308.2975
280.9807
292.9831
] 2662450 o son P SIne8 342.9801
] 254.’9825 peiaes 304.9848 s16.083 330.9825
|| eszoesa (2"27 o -~ N 9832 059801 | | 30735
ol ; ] 9353\‘ ey ng 9866 Ly 'xl"l - \‘TL3359854 / s
zso.o 2700 280. o 290.0 300.0 310.0 320.0 330.0 3400
Minimum: -1.5
Maximum: 200.0 10.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DBE Score Formula
309.3046  309.3032 1.4 4.6 2.0 1 C20 H39 N O
Spekter 51. HR-MS spekter av forbindelse 2a
Elemental Composition Report Page 1
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
60 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)
TJ-31
DE2018031903 1023 (5.856) Magnet El+
10 323.3179 2.74e3
330.9768
% 3223077
16.9786
324.3206
318.9743 il ——
317.9756 3199709321 2081 | ‘ " 3259982 327,972 3200881 | 3819789 3329890 349832
! i L 4 N i N X | Bkl ¥ Lt T L
318.0 3200 8220 | 3240 326.0 328.0 330.0 3820 = 3340
Minimum: -1.5
Maximum: 200.0 10.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DBE Score Formula
323.3179  323.3188 -0.9 -2.8 2.0 1 €21 H41 N O

Spekter 52. HR-MS spekter av forbindelse 3a



Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Page 1

Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0

Isotope cluster parameters: Separation = 1.0

Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons

Abundance = 1.0%

89 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

TJ-32 Voltage El+
DE2018042304 138 (5.075) 352.9214 g1.70e:!
100— 295.1027

2822471 350.9200
349.9216
355.0677
1 apso061 380.9796 3429784
Yo~ 304.9815 320.8708
- 341.0169
283.2507 297.1010 316.8749 s 11:39790 1220
( f 3102728 n‘ “ ﬁﬁ“’ I l naseow | ] N
JJ lJJUu h.u,,uu UhUlJJllull s Ll gl e ol ~ it g it
260.0 310.0 320.0 330.0 340.0 350.0 360.0 370.0
Minimum: <1.5
Maximum: 200.0 10.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DBE Score Formula
325.2961  325.2981 -2.0 -6.1 2.0 1 c20 H39 N 02

Spekter 53. HR-MS spekter av forbindelse 4a
Elemental Composition Report Page 1
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%

Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
65 formula(e) evaluated with 2 results within limits (up to 50 closest results for each mass)
TJ-33
DE2018031905 798 (4.407) Magnet El+
100- 359.3184 1.56e4
]
%j
] 360.3230
T 330.9777 342.9806
13049818 316.9907 354.9820 366.9766 380.9761 o
] T 3289828, | 3312815 Eere i L | . L/393~966,g,z
310.0 320.0 330.0 340.0 350.0 360.0 370.0 380.0 3900
Minimum: -1.5
Maximum: 200.0 10.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DBE Score Formula
359.3184  359.3188 -0.4 -1.2 5.0 1 C24 H41 N O
359.3161 2.3 6.3 0.5 2 C21 H43 04

Spekter 54. HR-MS spekter av forbindelse 5a



Elemental Composition Report

Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min =-1.5, max = 50.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%

Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
56 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

Page 1

TJ-38
DE2018031911 671 (3.943) Magnet El+
10 300.2876 2.84e4

|

%

' 2990.2804
301.2903
2932740}
2922325292 9797 290.2509 2972686| ‘ .3022943 303.2970  307.2853 308.2968 3103067 3122095 3142641
I T T i A 1 i LN B L P

2000 2620 | 2940 2060 | 2980 | 300.0 3020 3040 | 3060 3080 3100 3120 | 3140 |

Minimum: -1.5
Maximum: 200.0 10.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DBE Score Formula
299.2804  299.2824 -2.0 -6.8 1.0 1 C18 H37 N 02

Spekter 55. HR-MS spekter av forbindelse 6a

Elemental Composition Report Page 1
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
59 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)
TJ-41
DE2018031912 627 (3.684) Magnet El+
330.9797 2.13e3
100+
1 304.9829
%_
316.9810
313.2993
| 297.9848 305.9853  309.9827 ’ e 323.9 828.9798 335.9851
1. 300.9884 > - 321 9799 325.9852 ‘ :
PR P Pt puini L [ Y| yod L £ bt L itz
T LERR i IR B LR LI T T rT T JL e g I T T LI
300.0 305.0 310.0 315.0 320.0 325.0 330.0 335.0
Minimum: -1.5
Maximum: 200.0 10.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PEM DBE Score Formula
313.2993  313.2981 1.2 3.9 1.0 1 cl9 H39 N 02

Spekter 56. HR-MS spekter av forbindelse 7a



Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%

Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
63 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

TJ-37
DE2018031908 941 (5.196) Magnet El+
100+ 309.3160 3.25¢3
308.3076 337.3365
% 336.3286
1 310.3184
1308.2 342.9822
330.9819
] 322.3201 ' ‘ 354.9859 se6.0816 380.9801 392.9771
T | Pt A w25015, | ioppouze X000 s7o97s, | swrooen | serery
P , » S
310.0 320.0 330.0 340.0 350.0 360.0 370.0 3800 = 3000
Minimum: -1.5
Maximum: 200.0 10.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DBE Score Formula
337.3365  337.3345 2.0 6.0 2.0 1 C22 H43 N O
Spekter 57. HR-MS spekter av forbindelse 2b
Elemental Composition Report Page 1
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
97 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)
TJ-39
DE2018042305 206 (7.574) Volta%eeglga
323.3169 I
100+
3223082
1 324.3223 351.3509
%_. 350.3425. | 352 3573
308.2920
325.3271 349.3355
309.2961 342.981 353.3609
1 o L Ml 366.9802370 57453009786 3929771
O+ UGARAE R AR AU IUMLAS B f T L R LR RULLE R IR WUR L R
3100 | 8200 3300 | 3400 | 3500 3600 3700 380.0 300.0
Minimum: -1.5
Maximum: 200.0 10.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DBE Score Formula
351.3509  351.3501 0.8 242 2.0 1 Cc23 H45 N O

Spekter 58. HR-MS spekter av forbindelse 3b



Elemental Composition Report Page 1
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
65 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)
TJ-35
DE2018031907 604 (3.335) Magnet El+
325.2944 4.90e3
100
% | emms 342.9781
] o ’ 353.3202 sgsog7ag 2929730
| 304.9787 3169781 ||| , 23205 | 366.9739 578 9750
AT il i
0 "'|"'?’l'5'|"'x an 1!Jl‘L byt Jx"ltl"'[|/ T H e e *(‘l*—f‘m/z
310.0 320.0 330.0 340.0 350.0 360.0 370.0 380.0 390.0
Minimum: -1.5
Maximum: 200.0 10.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DEE Score Formula
353.3292  353.3294 -0.2 -0.5 2.0 1 €22 H43 N 02
Spekter 59. HR-MS spekter av forbindelse 4b
Elemental Composition Report Page 1
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
70 formula(e) evaluated with 2 results within limits (up to 50 closest results for each mass)
TJ-34
DE2018031906 888 (4.739) Magnet El+
100 350.3184 231ed
%...
1 360.3228
331.3004 4 387.’3503
| 388.3561
. .31 £ |
923088 3442009 9983109 J P19 5733360 asog7es | [ 4049732 4169756 4287379
3400 | 3500 | 3600 | 9700 | 800 | 3900 | 4000 | 4100 | 4200
Minimum: -1.5
Masximum: 200.0 10.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DBE Score Formula
387.3503  387.3501 0.2 0.5 5.0 1 C26 H45 N O
387.3474 2.9 7.4 0.5 2 23 H47 04

Spekter 60. HR-MS spekter av forbindelse 5b



Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min =-1.5, max = 50.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%

Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons

91 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

TJ-40

Page 1

Voltage El+
DE2018042306 243 (8.936) . mp
100 |
) |
% 326.9746
327.9750 329.9951
. 328.3265
826.3047  326.8841 327.3124 | ; 3203346 9299617
l! 'i"'| T - T — T T T T T . T miz
326.00 326.50 327.00 327.50 328.00 328.50 329.00 329.50
Minimum: -1.5
Maximum: 200.0 10.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DBE Score Formula
327.3124 327.3137 -1.3 -4.1 1.0 1B C20 H41 N 02

Spekter 61. HR-MS spekter av forbindelse 6b

Elemental Composition Report Page 1
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
63 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)
TJ-42
DE2018031914 510 (2.851)
Magnet EI
100~ ~292.9821 gnftm:a
J 342.9805
] 313.3005 3309614
%1 304.9813 3809818
! 3549819
2062953 | 313.0827316-9809 341.3315 366.9853
328.9876
. 331.9863 343.9840 355.9817 3789912
‘LI]I"“L‘ oty .L!l.ul_'f‘ .‘L,.:‘:H'!‘-‘Tl.fm,!l. | l( L L Ll () 3751'?0" " L385'11
300.0 310.0 320.0 330.0 3400 | 350.0 %00 | ar00 | asho | ™°
Minimum: -1.5
Maximum: 200.0 10.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DBE Score Formula
341.3315  341.3294 2.1 6.2 1.0 1 €21 H43 N 02

Spekter 62. HR-MS spekter av forbindelse 7b
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Elemental Composition Report Page 1
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min =-1.5, max = 50.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
143 formula(e) evaluated with 3 results within limits (up to 50 closest results for each mass)
TJ-52
DE2018050903 170 (6.251) Voltage El+
100~ 323.9820 167

| 324.9906

%] 1 325.2969

] | 324.2876 -

] 321.9869 w2 3':’32810 j i

] 9914 r 326.3047

326.9683
! 320.9735 | l ?23'3730 1‘ 324.3698 } 325.9973 |
0 T A T T T I(T T T T ™ 1 m/z
321.00 322,00 323.00 324.00 325.00 326.00 327.00
Minimum: -1.5
Maximum: 200.0 10.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DBE Score Formula
324.2876  324.2889 -1.3 -4.0 3. 2 Cl8 H36 N4 O
324.2862 1.4 4.2 -1.5 3 Cc15 H38 N3 04
324.2903 -2.7 -8.2 2, 1 C20 H38 N 02

Spekter 63. HR-MS spekter av forbindelse 28

Vii
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