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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zaméiuje na testovani substratii v autokatalytickych reakcich
a jejich kinetickych vlastnosti ve smésich obsahujicich vice substrati. Autokatalyticka reakce
je charakterizovdna tim, Ze jeden z produktl reakce zaroven pisobi jako katalyzator téze
reakce - tedy jako autokatalyzator. Tento mechanismus vede k postupnému zrychlovani
reakce, protoze ¢im vice produktu vznika, tim intenzivnéji podporuje dalsi pribéh reakce.
Hlavnim cilem této prace je zjistit, zda substraty v reakcni smési, kde probiha autokatalyticka
reakce vice substratli soucasné, mohou vykazovat znamky selekcniho tlaku, podobné jako je
tomu u biologickych systémill. Pokud by nékteré substraty ve smési meély schopnost
efektivnéjsiho autokatalytického chovéani nez jiné, mohlo by to naznacovat urcitou formu
konkurence mezi jednotlivymi molekulami, coz otevird otazku hranice mezi zivymi a
nezivymi systémy. Studium té€chto procest je dilezité nejen z hlediska zakladniho vyzkumu
autokatalyzy, ale také pro hlubsi pochopeni prebiotické chemie a mechanismi, které mohly
hrat kli¢ovou roli ve vzniku Zivota. Pokud by se podafilo prokazat, ze chemické systémy
mohou samovolné sméfovat k vyssi organizovanosti na zaklad¢ selekéniho tlaku, ptiblizilo by

nas to k lepsSimu pochopeni evolu¢nich procesti na molekularni arovni.
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Abstract

This bachelor's thesis focuses on testing substrates in autocatalytic reactions and their
kinetic properties in mixtures containing multiple substrates. An autocatalytic reaction is
characterized by the fact that one of its reaction products simultaneously acts as a catalyst for
the same reaction - thus functioning as an autocatalyst. This mechanism leads to a progressive
acceleration of the reaction, as the more product is formed, the more it enhances the continued
progression of the reaction. The primary aim of this thesis is to determine whether substrates
in a reaction mixture, where an autocatalytic reaction involving multiple substrates occurs
simultaneously, can exhibit signs of selective pressure, similar to biological systems. If certain
substrates in the mixture demonstrate more effective autocatalytic behavior than others, this
could suggest a form of competition among individual molecules, raising the question of the
boundary between living and non-living systems. The study of these processes is important
not only for fundamental research in autocatalysis but also for a deeper understanding of
prebiotic chemistry and the mechanisms that may have played a key role in the origin of life.
If it can be demonstrated that chemical systems can spontaneously move toward higher levels
of organization under selective pressure, it would bring us closer to a more comprehensive

understanding of evolutionary processes at the molecular level.
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Pouzité zkratky

DMAP 4-dimethylaminopyridin

HRMS hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
Et ethyl

IR infraCervena spektroskopie

NMR nuklearni magneticka rezonance

RNA ribonukleova kyselina

rt laboratorni teplota

Ts p-toluensulfonyl

TLC chromatografie na tenké vrstvé

uv ultrafialové zafeni



1. Uvod

1.1. Autokatalytické reakce

Autokatalytické reakce jsou vyznamnou soucasti ptirodnich véd. Jejich podstata tkvi
v tom, ze produkt reakce katalyzuje prubéh tentyz reakce a tim zapfiCinuje dals$i vznik
produktu. Takovy produkt pak miZeme nazvat autokatalyzatorem. Cim vice tohoto produktu
vznikd, tim vice se reakce zrychluje. To zpiisobuje, ze autokatalytické reakce maji specifickou
reakéni kinetiku, na rozdil od reakéniho mechanismu, ktery je u téchto reakci velmi

rozmanity'.

Nejenze maji Sirokou Skalu vyuziti, jako naptiklad tvorba niklu bezproudym
pokovovanim?, ale hlavné jsou podstatou viech Zivych organismid. Na jednotlivé buiiky
muzeme pohlizet jako na autokatalytické systémy, jelikoZ k replikaci potiebuji samy sebe.
Kdyz nahlédneme dovnitt bunky, jeji zivot a schopnost sebereplikace funguje diky jejimu
metabolismu tvofenému z riiznych autokatalytickych procesti. Kdyz se nad tim zamyslime,
tak systémy organickych molekul by za vhodnych podminek také teoreticky mohly tvofit

autokatalytické systémy, schopné spontanni sebereplikace?.

Predpoklada se, ze pravé autokatalytické reakce hraly klicovou roli pfi samotném
vzniku Zivota*. Naptiklad jednou z pravdépodobnych autokatalytickych reakci, stojicich za
vznikem Zivota, je formdzova reakce. Tak se nazyva soubor dvou reakci, vedoucich ke vzniku
jednoduchych sacharidi z formaldehydu. Zde je mozné propojeni s dalsi dileZitou teorii,
kterou je predstava RNA svéta®. Tato teorie predpoklada, Ze Zivot vznikl ze sebereplikujicich

se RNA molekul®.

1.2. Historie

Prvnim, kdo zavedl pojem autokatalyza, byl némecky chemik Wilhelm Ostwald, ktery
za svou praci v oblasti katalyzy, chemické rovnovahy a rychlosti reakce, ziskal Nobelovu
cenu za chemii vroce 1909’. Pojem ,Autocatalyse* zavedl ve svém &lanku ,,Uber
autokatalyse® v roce 1890. Ackoli vtomto clanku definoval autokatalyzu trosku v jiném
smyslu, nez je jeji dnesni definice. Nedal zde jasn€ najevo, zda ma autokatalytickou aktivitu
reaktant nebo produkt reakce. Jako ptiklad autokatalytické reakce zde uvedl reakci pfemény
v-hydroxyvalerové kyseliny 1 na y-valerolakton 2 a vodu, kterou lze kysele katalyzovat.

Tento kysely katalyzator si kyselina y-hydroxyvalerova 1 zvladne vytvofit sama, jelikoz



snadno disociuje na y-hydroxyvalerat 3 a H® (Obr. 1). Tudiz y-hydroxyvalerova kyselina 1,
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Obr. 1 - schéma disociace kyseliny y-hydroxyvalerové a ndsledné schéma premeény kyseliny y-
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hydroxyvalerové na y-valerolakton za katalyzy protonem vzniklym z disociace
jakozto reaktant, sama generuje katalyzitor vlastni reakce, coz se s dneSni definici
autokatalyzy tiplné neslucuje. Avsak Ostwald ve své dalsi praci ,,Uber katalyse® z roku 1901
uvadi jako autokatalytickou reakci rozpousténi kovl v kyseliné dusi¢né 4, pti které vznika

jako produkt oxid dusicity S, ktery je zaroven katalyzatorem této reakce (Obr. 2). Na zakladé

poznatkll z téchto dvou ¢lanktit mzeme usoudit, Ze Ostwaldova mySlenka autokatalyzy

zahrnuje jak jeji dne$ni definici, tak reakci, kde by katalyzatorem byl reaktant®*!°,
cat. NO,
HNO;  + HO o+ O = NO; + HO
4 5

Obr. 2 - souhrnné schéma rovnice autokatalytické reakce rozpousteni kovii v kyseliné dusicné

Piestoze Ostwald byl prvnim, kdo zavedl pojem autokatalyza, tak prvnim, kdo objevil
autokatalytickou reakci, nebyl. Autokatalytické reakce byly objeveny a popsany jiz dfive, jen
nebyly timto pojmem oznadeny®. Pfikladem takovych reakci mlize byt tieba jiz zminéna
formozova reakce, kterou objevil Alexandr Michajlovi¢ Butlerov v roce 1861. Proto se casto

formozova reakce oznacuje téZ jako Butlerova reakce!!.

V pribéhu 20. a 21. stoleti studuje autokatalytické reakce hodné védcu, ktefi se
zabyvaji vznikem zivota na Zemi. At uz se jednd o Uplné pocatky formovani zivota,
probihajici jesté pted hypotetickym RNA svétem, nebo at’ se jedna ptimo o studie, zabyvajici
se jiz celkem vzitou predstavou RNA svéta, tedy svéta sebereplikujicich se RNA molekul.

Naptiklad v 60. letech 20. stoleti rozvinul Manfred Eigen koncept hypercyklu — modelu, ktery



vysvétloval, jak by se mohly samoreplikujici molekuly organizovat do kooperativnich siti,
¢imz by se mohly stabilizovat ve smési chemickych reakci. Hypercyklicka teorie polozila
teoreticky zéklad pro pochopeni mechanismii, které mohly vést ke vzniku Zivota'?. Ve 21.
stoleti se vyzkum autokatalytickych reakci rozsifil o experimentalni studie, které
demonstrovaly jejich schopnost vést ke samoorganizaci a chemické evoluci. V roce 2007
Giinter von Kiedrowski ukazal, ze urcité molekuly DNA mohou podstupovat autokatalytickou
replikaci, coz byl klicovy krok ke zkouméni prebiotickych procesti'’. Dalsi experimenty,
napfiklad prace Semenova, ukézaly, Ze chemické reakéni systémy mohou vykazovat
kolektivni autokatalytické chovani podobné biologické selekci, coz naznacuje moznost vzniku
komplexnich chemickych siti je§té pred piichodem genetickych mechanism'®.
Autokatalytické reakce se dnes zkoumaji nejen v souvislosti s prebiotickou chemii, ale i v
kontextu syntetické biologie a samoorganizace molekuldrnich systéml. Vyzkum
Blackmondové naptiklad ukazal, Ze asymetrické autokatalytické reakce mohou vést k
enantioselektivnim procestim, coz je dulezité pro pochopeni vzniku biomolekul s konkrétni

chiralni preferenci'.

1.3. Teorie vzniku Zivota

Autokatalytické reakce jsou v tomto kontextu klicové, protoze umoziuji exponencialni
rist produktdl, coZ je zasadni pro vznik slozit&jsich chemickych siti'®. Vyzkumy ukazuji, Ze
autokatalytické reak¢ni sité mohly byt pfechodnym krokem mezi abiotickou chemii a prvnimi
biologickymi systémy!’. Teorie o RNA svété predpokladaji, ze zivot vznikl ze
sebereplikujicich se RNA molekul®. RNA molekuly se skladaji z nukleotidfi, které
pravdépodobné mohly vzniknout diky autokatalytickym reakcim organickych molekul, které
existovaly diive nez RNA!®, RNA svét je podporovan objevem ribozymi, coZ jsou RNA
molekuly s katalytickymi vlastnostmi, které mohly hrat zsadni roli v prebiotické evoluci'®.
Jednim z piikladi autokatalytickych reakei, jest¢ pred vznikem RNA molekul, je formézova
reakce, kterd ilustruje, jak by mohly vzniknout prekurzory biomolekul v prebiotickych
podminkach. Tato reakce zahrnuje polymerizaci formaldehydu § za vzniku cukrl, vcéetné
ribozy, zékladni slozky RNA. Formo6zovy proces sestdva ze dvou reakci. Prvni je pomala
reakce dvou molekul formaldehydu 5 za vzniku glykolaldehydu 6. Druha je rychla

autokatalyticka reakce, ¢imz dochazi k tvorbé mnoha aldéz a ketdz (Obr. 3).
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Obr. 3 - schéma formozové reakce

Podminky pro formoézovou reakci mohly pravdépodobné vzniknout v dobé
oznacované jako hadaikum, tedy pied 4,5-4,0 miliardami let. V této dobé méla Zem¢ hustou
atmosféru bohatou na CO; a vznikaly vodni oceany. Dochazelo k Castym sopecnym
vybuchiim a dopadaly na Zemi meteority, na nichz mohl byt pfinesen formaldehyd a
glykolaldehyd. Kromé toho mohl formaldehyd i sam vznikat v atmosféte fotochemickymi a

elektrochemickymi reakcemi’.

1.4. Reak¢ni Kinetika autokatalytickych reakci

Ackoli autokatalytické reakce mohou mit rizny mechanismus, tak reakéni kinetika
jakychkoli autokatalytickych reakci je charakteristicka procesem zndmym jako autozesileni
(autoamplifikace). Autokatalytické reakce jsou jedine¢né tim, ze jeden z jejich produktd je
autokatalyzator. Vznikd béhem reakce a soucasné zpé&tné urychluje jeji pribéh, ¢imZ vznika
autozesileni. To umoziuje reakci dosdhnout exponencialniho ristu rychlosti. Autokatalyza
zacina relativné pomalu, protoze na pocatku reakce je koncentrace autokatalyzatoru nizka.
Jakmile se v8ak v systému zacne hromadit produkt, ktery plisobi jako katalyzator, dochazi k
dramatickému urychleni reakce. Tento rist pokracuje do chvile, kdy se proces zpomali bud’
vyCerpanim reaktantti, nebo dosazenim chemické rovnovahy. A tedy kiivkou reakéni kinetiky
autokatalytickych reakci je sigmoida. Tato funkce ma tfi faze (Obr. 4):

1) zpozdéna faze (lag phase) — oblast, kde se jen malé ¢ast latky pfeméni na produkt

2) exponencidlni faze (exponential phase) — oblast, kde je patrné vyrazné zrychleni
rychlosti reakce

3) saturacni faze (saturation phase) — oblast od bodu zlomu kfivky az po dokonceni

reakce!

11
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Obr. 4 - graf reakcni kinetiky autokatalytickych reakci', kde na ose x je cas a na ose y
koncentrace autokatalytického produktu reakce
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2. Cile prace

Cilem této prace je zjistit, zda by molekuly, které jsou schopny tvofit autokatalytické
reakce, mohly pfi jejich smichani a nastaveni vhodnych podminek vykazovat znamky
jakéhosi selekéniho tlaku, podobné jako je tomu u zivych systémii. Tedy zjistit, jestli jedna

z molekul ,,zvitézi*.

Kroky k dosazeni tohoto cile jsou nasledujici:
1. Syntetizovat dva a vice podobnych substratii schopnych autokatalyzy.
2. Ovefit kinetiku autokatalytické reakce kazdého ze substrati pomoci NMR.

3. Zmérit kinetiku dvou autokatalytickych substratii ve stejné reakéni smési.

13



3. VysledKky a diskuse

3.1. Mechanismus autokatalytické reakce

Mechanismy autokatalytickych reakci se mohou vyrazné li§it. Mohou byt pomérné
jednoduché, jako tfeba hydrolyza esterti, ale mohou byt i velice slozité, jako tieba bunécny
cyklus!. Zde si popiSeme mechanismus, kde jako autokatalyzator vystupuje sulfonova
kyselina, ktera byla praveé zvolena jako substrat v této praci, jelikoZ mechanismus této reakce
neni pfili§ komplikovany a reakce probihd snadno za zvySené teploty. Mechanismus této
reakce byl popsan ve studii ,,Autocatalytic Fragmentation of Acetoacetate Derivatives as Acid

Amplifiers to Proliferate Acid Molecules*?’,

V reakci nejprve dochazi ke kysele katalyzovanému rozkladu esterové skupiny
sulfonylového derivatu 7, pti ¢emz dochazi ke vzniku B-ketokyseliny 8, kterd nésledné
dekarboxyluje za vzniku slouceniny 10. Na zavér dojde k B-eliminaci sulfonylové kyseliny

12, ktera muaze katalyzovat dalsi molekulu sulfonylového derivatu (Obr. 5).
o 0/\ o © M ™
el % Jy
O ] ~ A
0 0
- - )%/g ' /Ji%

0
| o) o)
0=8=0 I I
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R 7 | I
R R 8
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- o}
O / H+
X H 0 o)
Il
— * cop, —> o — + HO—ﬁ—R
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o=?= 0—?—
11 12
R R

R = tolyl

Obr. 5 - mechanismus autokatalytické reakce
3.2. Syntéza vychozich latek

Nejprve byl syntetizovan alkohol 14 (Obr. 6), ktery byl nadale pouZzivéan jako vychozi
latka pro syntézu estert, které pak slouzily jako substraty pro autokatalytické reakce. Syntéza

byla provedena z esteru 13 s formaldehydem a hydroxidem sodnym. Alkohol 14 byl ziskan

MV
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reak¢ni smeési a obtiznou separaci pomoci kolonové chromatografie na silikagelu. Znacna ¢ast

frakci po chromatografii obsahovala produkt 14 ve smési s vedlejSimi produkty.

O O CH,0 (0,94 ekv.) o) 0
J< KOH (0,02 ekv.)
O >

EtOH @)
rt, 1 h

13
HO 14

41 %
Obr. 6 - syntéza alkoholu 14

Reakci alkoholu 14 s TsCl byla za pfitomnosti Ets3N a DMAP provedena syntéza
sulfonatu 15 (Obr. 7). VytézZek této reakce byl 35 %. Nizky vytézek je zpisoben tim, Ze u
reakce nedoslo k plné konverzi. Po jedné hodiné byly v reakéni smési stale piitomny vychozi
latky. Jejich pomér se vSak dale neménil a reakce byla ukoncena. K separaci Cistého produktu
od vychozich latek, soli a necistot byla pouzita kolonova chromatografie na silikagelu.

Reakéni podminky nebyly dale optimalizovény.

Q _c
S,
0 @) O 0 0]
)< (1,2 ekv.) J<
0 > 0
Et;N, DMAP,
HO 14 CHCl,
40 °C, 2 h 40 min I
0=S=0
15
35 %

Obr. 7 - syntéza sulfonatu 15

Syntéza sulfonatu 16 byla provedena reakci alkoholu 14 s dansylchloridem (Obr. 8).
Reakéni podminky byly stejné jako u syntézy predchoziho sulfonatu 15. Reakce probéhla
s 37% vytézkem, coz je srovnatelné s piedeSlym piipadem. Rovnéz byla pozorovana netplna

konverze vychozich latek.
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Obr. 8 - syntéza sulfonatu 16

Dalsi reakci byl pokus o syntézu sulfonatu 17 (Obr. 9). Jako vychozi latka byl pouzit
op¢t alkohol 14, ktery byl podroben reakci s N-acetylsulfanilylchloridem opét za pritomnosti
EtsN a DMAP. Po provedeni reakce byla smés vytiepana pomoci NaHCO3 a solanky. Produkt
byl ptecistén pomoci kolonové chromatografie. Pomoci 'H NMR bylo prokazéano, Ze se
produkt bud’ nepodafilo pfipravit anebo byl extrémné znecistén. Pokus o syntézu sulfonatu 17
byl jesté¢ jednou zopakovan. V tomto ptipadé nebyl produkt vytfepavan a byl rovnou po
ukonceni reakce pteciStén pomoci kolonové chromatografie. Po provedeni kolonové
chromatografie byla pomoci TLC jednotlivych frakci zjiSténa pfitomnost tfi produktd. Po
provedeni 'H NMR bylo zji§téno, Ze jeden z produktii by mohl odpovidat esteru 17, avsak
produkt nebyl pfili§ Cisty a vytéZzek reakce by odpovidal pouze 3 %. Tato syntéza byla

povazovana za neuspesnou.
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Obr. 9 - syntéza sulfonatu 17

Reakcei alkoholu 14 s mesitylensulfonylchloridem za ptitomnosti EtsN a DMAP byl
syntetizovan sulfonat 18 (Obr. 10). Reakce probéhla s vytézkem 20 %. Velmi nizky vytézek
byl znejvétsi casti zplsoben tim, Ze po pieciSténi pomoci kolonové chromatografie se
nachazela zna¢n4 €ast produktu ve smésné frakci s nezreagovanym alkoholem 14. DalSim

vlivem na vytézek bylo to, Ze reakce neprobchla v plné konverzi, coz bylo usouzeno

z provedenych TLC béhem reakce, kdy bylo vidét, Ze alkohol 14 je ve smési jesté ptitomen.
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Obr. 10 - syntéza sulfonatu 18

3.2.1. Mechanismy reakci syntézy molekul

Mechanismus prvni reakce je hydroxymethylace esteru 13 pomoci formaldehydu za
alkalickych podminek. Prvnim krokem je enolizace, kde v bazickém prostfedi dochazi
k odtrzeni protonu, ¢imz vznikne enoldtovy ion 19. Nasledn¢ dochdzi k nukleofilnimu ataku
elektrofilniho uhliku formaldehydu enoldtem. Naslednou protonaci iontu 20 dochazi ke

vzniku alkoholu 21 (Obr. 11)*°.

o]
| 0] (0]
(0] O )< KOH 0 0(3)< H)\H )<
(@)
H13 19 e 2
o] (0]
" )‘>§LJ<
—_— (0)
HO 21

Obr. 11 - mechanismus hydroxymethylace

Druhym mechanismem, ktery je spolecny pro ostatni reakce, je sulfonylace alkoholu
14 pomoci sulfonylchloridu 22 za katalyzy DMAP, pfi niZ dochézi k nukleofilnimu ataku siry
kyslikem hydroxylové skupiny za vzniku sulfonylového derivatu 23 a kyseliny
chlorovodikové (Obr. 12). Reakci je vhodné provadéet v bazickém prostiedi, kviili neutralizaci

vznikajici kyseliny?°.
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Obr. 12 - mechanismus sulfonylace
3.3. Méreni reak¢ni kinetiky

3.3.1. Méreni reakcni kinetiky samostatnych latek

K ovéteni autokatalytickych vlastnosti pfipravenych sulfonatl byl nejprve testovan
sulfonat 15. K 0,3 M roztoku sulfonatu 15 (50 mg v 0,5 ml CD3CN) bylo pfidano 5 mol %
TsOH. Tato reakéni smés byla okamzité¢ vlozena do NMR pfistroje a prubéh reakce byl
sledovan pomoci "H NMR pii 60 °C po dobu 8 hodin s intervalem méfeni kazdych 15 minut.
Vysledna spektra byla zpracovana a byl sestrojen graf reakéni kinetiky (Obr. 13). Jak je
patrné z Obr. 13, tak prib&h reakce ma typicky autokatalyticky profil s exponencidlnim
naristem konverze v Case. Tento experiment potvrdil, Ze St€peni sulfonatu 15 probiha
skutecn¢ autokatalytickym mechanismem. Dale byl testovan i vliv rozpoustédla. Stejna
reakce byla provedena v (CD3)2SO. Nicméné, pii tomto pokusu nebyla pozorovéna zadna
konverze vychozi latky a po 8 hodinach pii1 60 °C byl pfitomen substrat v nezménéné forme.
Proto byl v dalSich experimentech pouzivan pouze CD3CN. Toluen-ds, ktery byl pouzivan

v publikovanych experimentech byl nevyhovujici z hlediska rozpustnosti vychozich latek.

V dal$im experimentu byly testovany autokatalytické vlastnosti sulfonatu 16. Reakce
byla provedena podobné jako v predeslém piipadé v CD3CN pii 50 °C po dobu 12 hodin
s intervalem méteni po 10 minutach. Reakce byla téz iniciovdna pomoci TsOH. V tomto
pfipadé nebyla pozorovana Zadna konverze a vychozi sulfonat 16 zistal v reakéni smési

nezménén. Vzorek byl nadéle jesté zahtfivan na 100 °C po dobu 2 hodin a bylo sledovano

19



pomoci TLC, zda nedojde k nastartovani reakce. Zadna reakce bohuZel pozorovana nebyla.
Vysvétlenim nereaktivity tohoto substrdtu mize byt pfitomnost relativné bazického

dusikového atomu, ktery miize snizovat efektivitu kysele katalyzovaného procesu.

Pti dalSim pokusu byl testovan sulfonat 18. K 0,3 M roztoku sulfonatu 18 (50 mg v 0,5
ml CD3CN) bylo pfidano 5 mol % TsOH. Tato reakéni smés byla okamzité vloZzena do NMR
piistroje a prib&h reakce byl sledovan pomoci 'H NMR pii 50 °C po dobu 12 hodin

s intervalem méteni kazdych 10 minut. Tento substrat vykazoval opét typicky autokatalyticky

profil reak¢ni kinetiky (Obr. 14).
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Obr. 13 - graf reakcni kinetiky sulfonatu 15
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Obr. 14 - graf reakcni kinetiky sulfonatu 18

3.3.2. Méreni reakcni kinetiky sulfonatt 15 a 18 v jednom vzorku

Byly testovany autokatalytické vlastnosti sulfonatu 15 (25 mg) a sulfonatu 18 (25 mg)

v 0,5 ml CD3CN. Ke smési bylo pfidano 5 mol % TsOH a reakéni smés byla ihned vlozena do

NMR pfistroje. Priibéh reakce byl zaznamenavan pomoci H' NMR pii 50 °C po dobu 12

hodin s intervalem méfeni po 10 minutach. Vysledna data byla zpracovana do grafu (Obr. 15).
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Obr. 15 - graf reakcni kinetiky sulfonatu 15 a sulfonatu 18
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3.4. Vysledky méreni reakcni Kinetiky sulfonati 15 a 18 v jednom vzorku

Z Obr. 15 je patrné, ze prubéh reakce vykazuje rozdilné kinetické chovani
jednotlivych sulfonatti. Kfivky odpovidajici koncentracim produktii sulfonatu 15 a sulfonatu
18 maji tendenci se od sebe vzdalovat, coz naznaCuje rozdilnou reaktivitu téchto latek ve
stejné reakéni smési. Konkrétn¢ lze pozorovat, ze sulfonat 15 se zacal rozkladat vyrazné
rychleji nez sulfonat 18, coz sveéd¢i o jeho vyssi autokatalytické aktivité. Tato skuteCnost
naznacuje, ze reakce favorizuje jeden ze substratd, coz lIze interpretovat jako urcity typ
molekularni konkurence. Takové chovani pfipomina selek¢ni tlak, ktery je bézné spojovan s
evoluénimi procesy v biologickych systémech, kdy se n¢které organismy v prostiedi prosazuji
efektivnéji nez jiné. Tato hypotéza by nicméné musela byt potvrzena sekvenci téchto reakci,
kdy by kazdy novy experiment byl iniciovan katalytickym mnoZstvim vyslednych produktii
predeslé reakce v definovaném case. Pokud by v tomto experimentu dochdzelo k postupnému
obohacovani jednoho produktu vic¢i druhému, tak by tento efekt skuteéné souvisel se
selekénim tlakem na molekuldrni urovni. Otevira se otdzka, zda by podobné mechanismy
mohly byt zakladem pfirozeného vybéru nejen v biologickych systémech, ale 1 v Cisté
chemickych soustavach. To by mohlo poskytnout novy pohled na hranici mezi Zivymi a
nezivymi systémy a prispet k lepSimu porozuméni procestim, které mohly hrat roli ve vzniku

7ivota na Zemi.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Obecné postupy a chemikalie

Pouzit¢ chemikalie, jako cinidla, rozpoustédla, ¢i vychozi latky, byly komercéné
dostupné, ziskané od béznych dodavatell s analytickou ¢istotou a byla pouzita bez dal§iho
piecisténi. K analyze pomoci TLC byly pouzity desticky potazené vrstvou silikagelu 60 A
F254 o tloust’ce 0,2 mm. Pro vizualizaci bylo pouzivano nejprve UV zafeni o vinové délce 254
nm a poté namoceni desticky do detek¢niho ¢inidla, ¢imz byl roztok vanilinu (15 g vanilinu,
250 ml ethanolu a 2,5 ml HoSO4), a nasledné zahtati. Preparativni kolonova chromatografie
byla provedena na silikagelu 60 A o velikosti pérti v rozmezi 0,063 - 0,200 mm. 'H a *C
NMR spektra byla zaznamenana na pfistrojich Bruker Avance 400 a Bruker Avance III 600.
'H NMR spektra byla zaznamenana pii 400 MHz nebo 600 MHz. Spektra *C NMR byla
ziskana pfi 101 MHz a interakce mezi uhlikem a vodikem byly ,,odstinény* - spiSe
vyjadfovano anglickym vyrazem ,,proton decoupling®. Jako rozpoustédlo pro méteni vzorka
syntetizovanych latek byl pouzivan CDCIls. Pro méfeni v prubéhu autokatalytiké reakce byla
pouzita tato rozpoustédla: CD3CN, (CD3);SO. Chemické posuny (J) jsou uvadény
v jednotkach ppm a bez chemickych posunti patticich rozpoustédlim (CDCls: 6C = 77,0 ppm,
CD3CN: oC = 1,32 ppm a 118,26 ppm, (CD3)SO: 6C = 39,5 ppm) a nedeuterovanym
zbytkiim rozpoustédla (CHCls: 0H = 7,26 ppm, CH3CN: 6H = 1,94 ppm, (CH3)2SO: JH =
2,50 ppm). Multiplicita jednotlivych signalll je oznacovana takto: s = singlet, d = dublet, t =
triplet, q = kvartet, m = multiplet. Spektra byla zpracovdna a analyzovéna pomoci softwaru
Mestrenova. Meétfeni hmotnostniho spektra (HRMS) byla provedena pomoci ESI na
spektrometru Agilent 6530 Q-TOF MS nebo Bruker Compact Q TOF. Infracervena spektra
byla zaznamenana na spektrometru Thermo Nicolet Avatar 370 FT IR nebo pomoci ATR IR
spektrometru. IR absorpce jsou uvadény ve vilnovych ¢islech v jednotkach cm™. Veskeré

chemické struktury byly kresleny v ChemDraw.

4.2. Syntéza vychozich latek

@) @) 1,1-dimethylethyl-2-(hydroxymethyl)-2-methyl-3-
J< oxobutanot (14)

O 1,1-dimethylethyl-2-methyl-3-oxobutanodt 13 (4 g, 23

mmol) byl smichan s ethanolem (2 ml, 34 mmol). Byl pfidan

HO 14 hydroxid sodny (25 mg, 4 mmol) a 38% formaldehyd (2 ml, 22

mmol). Vznikld smés byla michdna za laboratorni teploty po dobu 1 hodiny. Nésledné byla
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provedena TLC, diky které bylo prokdzano, ze v reakéni smési uz se nenachazi skoro zadna
vychozi latka. Reakéni smés byla odpaiena na rotac¢ni vakuové odparce a nasledné precisténa
pomoci kolonové chromatografie. Jako mobilni faze byla pouzita smés cyklohexanu a
ethylacetatu v poméru 9:1. Hmotnost produktu, ziskaného po provedeni chromatografie, byla
1,91 g, coz odpovida vytézku 41 %. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 3.84 (dd, J=11.4, 6.4 Hz,
1H), 3.74 (dd, J=11.5, 7.6 Hz, 1H), 2.73 (dd, J = 7.6, 6.4 Hz, 1H), 2.21 (s, 3H), 1.47 (s, 9H),
1.33 (s, 3H). ¥C NMR (101 MHz, CDCI3) 6 207.1, 171.6, 82.7, 66.8, 61.9, 27.9, 27.1, 17.3.
IR (Vmax/cm™) 3504, 2979, 2937, 2887, 1703, 1369, 1252, 1157, 1126, 1047. HRMS (ESI):
m/z [M+H]" vypoéteno pro CioHisNaOa": 225.1097; nalezeno: 225.1098.

@) @) 1,1-dimethylethyl-2-methyl-2-[[[(4-
J< methylfenyl)sulfonyl]oxy|methyl]-3-oxobutanoat (15)

O TsCl (224 mg, 1,17 mmol) a DMAP (60 mg, 0,49
mmol) byl rozpustén ve smési EtzN (164 pl, 1,19 mmol) a
C|) CH2Clz (1 ml, 15,65 mmol). Tato smés byla michana po dobu
15 minut za laboratorni teploty. Poté byl pifidan 1,1-
dimethylethyl-2-(hydroxymethyl)-2-methyl-3-oxobutanoat 14
(200 mg, 0,10 mmol) a CH2Cl> (1 ml, 15,65 mmol). Smés byla
zahtivana k refluxu pod argonovou atmosférou po dobu 2 hodin
15 a 40 minut. Byla provedena TLC, ktera ukazala, Ze reakce
neprobéhla v plné konverzi. V reakéni smési se nachazel nejen produkt, ale i1 1,1-
dimethylethyl-2-(hydroxymethyl)-2-methyl-3-oxobutanoat 14 a TsCl. Reak¢éni smés byla
odpafena na rotacni vakuové odparce. Produkt byl separovan pomoci kolonové
chromatografie. Jako mobilni faze byla pouzita smés cyklohexanu a ethylacetatu v poméru
9:1. Hmotnost produktu, ziskané¢ho po provedeni chromatografie, byla 123 mg, coz odpovida
vytézku 35 %. "TH NMR (400 MHz, CDCls3) § 7.77 (d J = 8.2 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 4.32 (d, J=9.6 Hz, 1H), 4.23 (d, J= 9.6 Hz, 1H), 2.45 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 1.41 (s, 9H),
1.38 (s, 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & 203.0, 168.6, 145.2, 132.6, 130.1, 128.2, 83.3,
72.0, 60.3, 27.8, 26.2, 21.8, 17.5. IR (vmax/cm’") 2979, 2937, 2875, 1711, 1369, 1176, 1136.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" vypocteno pro C17H24NaOsS™: 379.1184; nalezeno: 379.1186.
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yl)sulfonyl)oxy)methyl)-2-methyl-3-oxobutanoat (16)

(@) @) J< 1,1-dimethylethyl-2-((((5-(dimethylamino)naft-1-
(@)

16
AN

Do baiky byl vlozen dansylchlorid (316 mg,
1,17 mmol), DMAP (60 mg, 0,49 mmol), 1,1-
dimethylethyl-2-(hydroxymethyl)-2-methyl-3-
oxobutanoat 14 (200 mg, 0,10 mmol), EN (164 pl,
1,19 mmol) a CH>Cl; (2 ml, 15,9 mmol). Smés byla pod
argonem zahfivdna k refluxu po dobu 3 hodin. Byla
provedena TLC, kterd prokazala, ze vychozi latka jiz ve
smési neni pfitomna. Smés byla odpafena na rotacni

vakuové odparce. Pro separaci produktu byla provedena

kolonova chromatografie. Jako mobilni faze byla pouZita smés cyklohexanu a ethylacetatu

v poméru 8:2. Hmotnost produktu, ziskaného po provedeni chromatografie, byla 160 mg, coz
odpovida vytézku 37 %. "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8.61 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.27 (dd, J =
7.3, 1.3 Hz, 1H), 8.19 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.56 (m, 2H), 7.19 (d, /= 7.6 Hz, 1H), 4.30 (d, J =
9.7 Hz, 1H), 4.18 (d, /= 9.7 Hz, 1H), 2.89 (s, 6H), 2.07 (s, 3H), 1.37 (s, 9H), 1.33 (s, 3H). 13C
NMR (101 MHz, CDCls) 6 202.9, 168.6, 152.0, 131.9, 130.9, 130.9, 130.0, 128.9, 123.2,
119.4, 115.7, 83.2, 72.3, 60.3, 45.6, 27.8, 27.6, 26.1, 17.5. IR (vmax/cm") 3082, 2979, 2941,
2871, 2835, 2789, 1711, 1358, 1174, 787. HRMS (ESI): m/z [M+H]" vypo¢teno pro
C22H30NO6S™: 436.1793; nalezeno: 436.1788.

HN O
\( -

1,1-dimethylethyl-2-((((4-
acetamidophenyl)sulfonyl)oxy)methyl)-2-methyl-3-
oxobutanoat (17)

Do baitiky byl navaZzen DMAP (60 mg, 0,49 mmol) a N-
acetylsulfanilylchlorid (273 mg, 1,17 mmol). Do téZe baiiky byl
odpipetovan EtsN (164 ul, 1,19 mmol) a CH>Cl, (1 ml, 7,95
mmol). Smés byla michana po dobu 20 minut za laboratorni
teploty. 1,1-dimethylethyl-2-(hydroxymethyl)-2-methyl-3-
oxobutanoat 14 (200 mg, 0,10 mmol) byl rozpustén v CH2Cl
(1 ml, 15,65 mmol) a vznikla smés byla ptiddna do michajici se
smesi. Vznikld reakéni smés byla zahiivana k refluxu pod

argonovou atmosférou po dobu 1 hodiny. Byla provedena TLC,

ktera prokéazala, Ze vreakéni smési se jiz nenachdzel zadny 1,1-dimethylethyl-2-
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(hydroxymethyl)-2-methyl-3-oxobutanoat 14. Byla provedena kolonova chromatografie, kde
jako mobilni faze byla pouzita smés cyklohexanu a ethylacetatu v poméru 1:1. TLC po
chromatografii prokazala ptitomnost tif produkti. Bylo zméfeno '"H NMR vsech tif produkti
a bylo zjisténo, Ze jeden z produktii by mohl odpovidat latce, kterou jsme se snazili pfipravit,
ale latka nebyla Cista. Tohoto produktu bylo ziskano 12,5 mg, coz by odpovidalo vytézku 3
%. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 7.85 — 7.68 (m, 4H), 4.32 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 4.23 (d, J =
9.6 Hz, 1H), 2.21 (s, 3H), 2.14 (s, 3H), 1.42 (s, 9H), 1,38 (s, 3H).

@) @) 1,1-dimethylethyl-2-(((mesitylsulfonyl)oxy)methyl)-2-
J< methyl-3-oxobutanoat (18)
O Do baiiky byl vlozen DMAP (60 mg, 0,49 mmol),
2,4,6,-trimethylbenzensulfonylchlorid (256 mg, 1,17 mmol),
EtsN (164 pl, 1,19 mmol) a CH2Clz (1 ml, 7,95 mmol). Smés
byla michana po dobu 15 minut za laboratorni teploty. Byl
pridan 1, 1-dimethylethyl-2-(hydroxymethyl)-2-methyl-3-
oxobutanoat 14 (200 mg, 0,10 mmol) a CH2Cl; (1 ml, 15,65
18 mmol). Smés byla zahfivana krefluxu pod argonovou
atmosférou po dobu 3 hodin. Byla provedena TLC, ktera
prokézala, ze vychozi latka jiz ve smési neni pfitomna. Nasledné byla smés odpafena na
rotacni vakuové odparce a byla provedena kolonova chromatografie, kde jako mobilni faze
byla pouzita smés cyklohexanu a ethylacetatu v poméru 9:1. Hmotnost produktu, ziskané¢ho
po provedeni chromatografie, byla 76 mg, coz odpovida vytézku 20 %. '"H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 6.97 (s, 2H), 4.27 (d, J= 9.6 Hz, 1H), 4.18 (d, /= 9.7 Hz, 1H), 2.60 (s, 6H), 2.31 (s,
3H), 2.15 (s, 3H), 1.44 (s, 9H), 1.41 (s, 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCl3) § 203.1, 168.7,
143.6, 140.2, 131.9, 130.3, 83.3, 71.1, 60.3, 27.9, 26.2, 22.8, 21.2, 17.6. IR (Vmax/cm™") 3014,
2981, 2941, 2875, 1743, 1712, 1352, 1174, 1142. HRMS (ESI): m/z [M+H]" vypoéteno pro
C19H2sNaO6S™: 407.1498; nalezeno: 407.1499.

4.3. Méreni reakeni kinetiky

1,1-dimethylethyl-2-methyl-2-[[[(4-methylfenyl)sulfonyl]oxy]methyl]-3-oxobutanoat (15)

Do sklenéné vialky byl vlozen sulfonat 15 (50 mg, 0,14 mmol) a byl piidan CD3CN
(0,5 ml, 42,9 mmol). Smés byla promichdna a pfenesena do NMR kyvety. Do druhé vialky
byla vlozena TsOH (24 mg, 0,14 mmol), byl piidan CD3CN (0,5 ml, 42,9 mmol) a smés byla
promichana. NMR kyveta byla vlozena do NMR pfistroje piedehiatého na 60 °C a bylo
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zméteno '"H NMR spektrum. Nasledné byla kyveta vyjmuta z NMR pfistroje, bylo pfidano 25
ul pripraveného roztoku TsOH, smés byla promichana a ihned byla vlozena zpét do NMR
piistroje a bylo spusténo méfeni 'H NMR spekter po dobu 8 hodin v intervalech po 15
minutach.

Reakce byla opakovana, ale misto CD3CN byl pouzit (CD3)>SO. Po ukonceni méieni

byla reak¢ni smés zahtivana na 100 °C po dobu 2 hodin.

1,1-dimethylethyl-2-((((5-(dimethylamino)naft-1-yl)sulfonyl)oxy)methyl)-2-methyl-3-
oxobutanoat (16)

Sulfonat 16 byl navazen do vialky (50 mg, 0,11 mmol), byl k nému piidin CD;CN
(0,5 ml, 42,9 mmol) a smés byla promichana. Nasledné byla smés prenesena do NMR kyvety.
Byla navaZena TsOH (24 mg, 0,14 mmol) do nové vialky, kam byl nasledné¢ pfidan CD3;CN
(0,5 ml, 42,9 mmol) a smés byla promichana. Do pfedehiatého NMR piistroje na 50 °C byla
vlozena NMR kyveta a bylo zméfeno '"H NMR spektrum. Poté byla z NMR piistroje vyjmuta
a bylo do ni pfidano 25 pl pripraveného roztoku TsOH. Reakéni smés byla promichdna a
ihned umisténa do NMR pfistroje. Bylo spusténo méteni 'H NMR spekter po dobu 12 hodin

v intervalech po 10 minutach.

1,1-dimethylethyl-2-(((mesitylsulfonyl)oxy)methyl)-2-methyl-3-oxobutanoat (18)

Do jedné vialky byla navazena TsOH (24 mg, 0,14 mmol), byl pfidan CD;CN (0,5 ml,
42,9 mmol) a smés byla promichana. Do druhé vialky byl navézen sulfonat 18 (50 mg, 0,13
mmol), byl pfidan CD3CN (0,5 ml, 42,9 mmol), smé&s byla promichana a pfenesena z vialky
do NMR kyvety. NMR kyveta byla umisténa do NMR pfistroje piedehiatého na 50 °C a bylo
zméfeno 'H NMR spektrum. Poté byla kyveta vyjmuta z pfistroje, bylo pfiddno 25 pul
pfipraveného roztoku TsOH, smés byla ihned promichana, vloZzena do NMR pfistroje a bylo

zahajeno méfeni '"H NMR spekter po dobu 12 hodin v intervalech po 10 minutach.

1,1-dimethylethyl-2-methyl-2-[[[(4-methylfenyl)sulfonyl]oxy]methyl]-3-oxobutanoat (15)
a 1,1-dimethylethyl-2-(((mesitylsulfonyl)oxy)methyl)-2-methyl-3-oxobutanoat (18)

Do vialky byl vlozen sulfonat 15 (25 mg, 0,07 mmol) a sulfonat 18 (25 mg, 0,07
mmol). Do téZe vialky byl pfiddn CDs;CN (0,5 ml, 42,9 mmol) a smés byla promichana. Do
dalsi vialky byla vlozena TsOH (24 mg, 0,14 mmol) a CD3CN (0,5 ml, 42,9 mmol). Smés
byla promichdna. Smés obsahujici sulfonaty byla pfemisténa do NMR kyvety, kterd byla
nasledné vlozena do predehiatého NMR piistroje na 50 °C a bylo zméfeno 'H NMR
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spektrum. Nasledné byla kyveta vyjmuta z pfistroje a bylo do ni pfidano 25 pl ptipraveného
roztoku TsOH. Poté byla kyveta promichana a ihned umisténa zpét do NMR pfistroje. Bylo

spusténo méfeni 'H NMR spekter po dobu 12 hodin v intervalech po 10 minutéch.

Vyhodnoceni NMR méreni

Naméfend spektra byla v programu Mestrenova zreferencoviana na CH3CN a byl
sledovan prabéh pomoci integrace signalti, které odpovidaly ubyvajicim substratim a
piibyvajicim kyselinam. Chemické posuny signald, které byly pouzity k integraci a urceni
konverze, byly: pro sulfonat 15 6 7.45, pro TsOH & 7.36, pro sulfonat 18 6 7.09 a pro 2-

mesytylensulfonovou kyselinu 6 7.02.
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5.Zavér

Tato bakalaiska prace se zaméfila na studium autokatalytickych vlastnosti vybranych
sulfonatti. Bylo potvrzeno, Ze n¢které testované sulfonaty vykazuji autokatalytické vlastnosti,
zatimco jiné nereaguji ocekdvanym zptisobem, coz naznacuje vliv struktury a elektronovych
charakteristik na jejich reaktivitu. Dllezitym zjisténim bylo sledovéni reakeni kinetiky dvou
sulfonatli ve spolecné smési, kdy bylo pozorovano, Ze jedna ze sloucenin vykazuje vyssi
reaktivitu nez druha. Toto chovani lze interpretovat jako molekularni selekéni tlak, coz
otevira otdzky o potencialni analogii mezi chemickymi systémy a procesy evoluce v zivych
organismech. Ziskané poznatky mohou byt pfinosné pro vyzkum hranice mezi zivym a

nezivym, zejména v kontextu teoretickych modelti vzniku Zivota a prebiotické chemie.
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