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Sammendrag

Studier har vist at opplasning av inflammasjon er en biosyntetisk aktiv prosess, som
er ngye regulert av flere superfamilier av oksygenerte PUFAer. Disse forbindelsene
dannes endogent og betegnes som spesifikke pro-opplgsende mediatorer (SPMer).
Kliniske studier av SPMer er blant annet viktig for & kunne forsa deres funksjonalitet
og biokjemiske reaksjoner. Da SPMer er biologisk aktive i lave konsentrasjoner

(nanomolar), er det ngdvendig & danne disse via stereoselektive synteser.

| denne oppgaven har det blitt undersgkt om hydrolytisk kinetisk opplgsning (HKR)
kan veere en effektiv tilneerming for a danne malmolekylene 5S,6S-dihydroksy-
eikosapentansyre (1) og 4S,5S-dihydroksy-dokosaheksaensyre (2) fra de respektive
epoksidene 19 og 23. HKR av epoksidene har blitt utfgrt ved bruk av (S,S)-
Jacobsen-katalysatoren. Syntese av de to dihydroksysyrene er av interesse for a
kunne foreta biologisk testing, samt undersgke om disse kan vaere utgangsmateriale

for spesialiserte pro-opplgsende mediatorer (SPMer).

Epoksidene 19 og 23 har blitt dannet fra henholdsvis (all-2)-(5,8,11,14,17)-
eikosapentaensyre (EPA) og (all-2)-(4,7,10,13,16,19)-dokosaheksaensyre (DHA) via

en stereoselektiv jodlaktonisering.

Syntese av den racemiske dihydroksymetylesteren 25 har veert ngdvendig for a
kunne karakterisere malmolekyl 1. Denne ble dannet ved & esterifisere

dihydroksysyre 24 med trimetylsilyldiazometane.

Ved HKR av epoksid 19 har det blitt testet en rekke prosedyrer hvor bade
lazsemiddel, katalysatormengder og reaksjonstid har blitt justert. De ulike prosedyrene
ga varierende resultater. Prosedyren av Schaus et al. (5.8.3.3) viste seg a veere den
mest egnede og ga reproduserbare resultater. Resultatet var ureagert epoksid, dioler
i blanding (27a1) og en diol (27az).

Den samme prosedyren ble forsgkt med R,R-enantiomeren av katalysatoren.
Resultatet var likt ved bruk av de to enantiomerene. Metoden ble ogsa forsgkt

anvendt pa epoksid 23, men resulterte i ureagert epoksid.



For a lettere kunne karakterisere dihydroksymetylesteren, samt for a beskytte de to
hydroskylgruppene ved lagring, ble det dannet et acetonid. Dette ble gjort ved a
reagere dihydroksymetylesteren med 2,2-dimetoksypropan under en syrekatalysert
prosess. Forsgket ble utfgrt pa bade rasemat 25 og diolblandingene (27a1 og 27b1),
og resulterte i dannelse av acetonidene 26, 28a og 28b. | ettertid kan det se ut som
at diol 27az kan veere den gnskede enantiomeren 1, basert pa NMR-spektre og TLC.
Derfor burde egentlig diol 27a2 og 27b. veert de forbindelsene som ble undersgkt

videre. Dessverre var ikke dette tilfellet.

Hoved fokuset i denne oppgaven har veert @ danne malmolekyl 1 og 2. Det har ogsa
blitt forsgkt & danne en metode for enantioselektiv dannelse av 3R-hydroksy EPA,
(R,52,82,112,142,17 Z)-3-hydroksieikosa-5,8,11,14,17-pentaensyre.

Syntesestrategien har blant annet baserte seg pa a danne en racemisk blanding av
det terminale epoksidet (all-(Z)-1,2-epkosy-4,7,10,13-heksadekatetraen, 32), for sa &
benytte (R,R)-Jacobsen-katalysatoren for & separere det enantiomere paret. Dette
ble forsgkt pa ett testsystem, hvor etylesteren av EPA ble benyttet som
startmaterialet. For & danne epoksid 32 ble det farst forsgkt & danne det terminale

alkenet 31, som videre kunne oksideres til epoksidet.

Det terminale alkenet 31 ble dannet fra epoksid 19 via oksidativ klgyving av
epoksidet. Dette resulterte i acetal 20. Videre hydrolyse av acetalet resulterte i
aldehyd 21. Wittig-reaksjonen ble benyttet for & danne alken 31 fra aldehyd 21. Bade
NaH og kalium tert-butoksid ble benyttet for & generere ylidet. Forsgket med kalium
tert-butoksid var den reaksjonen som ga resultat. Utbyttet var derimot lavt.

| stedet ble det forsgk a danne epoksid 32 direkte fra aldehyd 21 ved a benytte
Johnson-Corey-Chaykovsky-reaksjonen. Denne reaksjonen ble forsgkt med bade
trimetylsulfonium jodid og trimetylsulfoksonium jodid. Etter opprensing ga dette en
kompleks blanding som tydet pa isomerisering. Resonansene i omradet 47 — 50 ppm
i 1C NMR-spektret kunne indikere epoksid dannelse. Det ble ikke forsgkt noen

ytterligere opprensing da tiden ikke strakk til.



Abstract

Studies have shown that the resolution of inflammation is a biosynthetically active
process, which is closely controlled by several superfamilies of oxygenated PUFAs.
These compounds are formed endogenously and are referred to as specialized pro-
resolving mediators (SPMs). Clinical studies are importantto understand the
biochemical reactions and the functionality of SPMs. SPMs are biologically active in
small amounts (nanomolar), and therefore, it is necessary to form these via

stereoselective synthesis.

This study has investigated whether hydrolytic kinetic solution (HKR) can be an
effective approach for synthesis of 5S,6S-dihydroxyeicosapentaenoic acid and
4S,5S-dihydroxydocosahexaenoic acid from the respective epoxides 19 and 23. HKR
of the epoxides has been performed using the (S,S)-Jacobsen catalyst. Synthesis of
the two dihydroxy acids is of interest in order to determine whether these can be

starting material for specialized pro-resolving mediators (SPMs).

Epoxide 19 and 23 have been formed from (all-Z2)-(5,8,11,14,17)-eicosapentaenoic
acid (EPA) and (all-2)-(4,7,10,13,16,19)-docosahexaenoic acid (DHA) by a

stereoselective iodolactonization.

Synthesis of the racemic dihydroxy methyl ester was necessary for further
characterization of target molecules 1. This was formed by esterification of dihydroxy

acid 24 using trimethylsilyldiazomethane.

Several procedures have been tested for HKR of epoxide 19, where both solvents,
catalyst amounts and reaction time have been adjusted. The procedures gave
varying results, where the procedure reported by Schaus et al. (5.8.3.3) proved to be
the most suitable method that gave reproducible results. The results were unreacted

epoxide, diol mixture (27a1) and a diol (27az2).

The same method was used with the R,R-enantiomer of the Jacobsen catalyst. The
result was similar. Applying this method to epoxide 23 did however not work and

gave unreacted epoxide.

VI



In order to characterize the dihydroxy methyl ester, as well as protecting the two
hydroxyl groups, an acetonide was formed. This was done by reacting dihydroxy
methyl ester with 2,2-dimethoxypropane during an acid catalysed process. This was
done on both the racemate 25 and the diol mixtures (27a4 and 27b4), and resulted in
the formation of the acetonides 26, 28a1 and 28b1. In retrospect, it may appear that
diol 27a2 can be the desired enantiomer 1 based on NMR- spectra and TLC.
Therefore, diol 27a2 and 27b2 should have been the compounds that was further

investigated. Unfortunately, this was not the case.

The main focus in this study has been to form target molecules 1 and 2. It has also
been attempted to provide a method for enantioselective formation of 3R-hydroxy
EPA, (R,52,82,112,14Z,17Z2)-3- hydroxyicosa-5,8,11,14,17-pentaenoic acid.

The synthesis strategy has been based on forming a racemic mixture of the terminal
epoxide (all-(2)-1,2-epoxy-4,7,10,13-hexadecatetraene, 32), and using the (R,R)-
Jacobsen catalyst for separating the enantiomers. This was attempted on a test
system, where the ethyl ester of EPA was used as starting material. To form epoxide
32, it was first attempted to form the terminal alkene 31 which further could be

oxidized to the epoxide.

The terminal alkene 31 was formed from epoxide 19 by oxidative cleavage of the
epoxide. This resulted in acetal 20, and hydrolysis of the acetal gave aldehyde 21.
The Wittig reaction was used to form alkene 31 from aldehyde 21. Both NaH and
potassium tert-butoxide were used to generate the ylide. The experiment with

potassium tert-butoxide was the one that gave results. However, the yield was low.

Instead, attempts were made to form the terminal epoxide 32 directly from aldehyde
21 using the Johnson-Corey-Chaykovsky reaction. This reaction was attempted with
both trimethylsulfonium iodide and trimethylsulfoxonium iodide. After purification by
flash chromatography, NMR-spectra indicated a complex mixture and isomerization.
However, the resonances in the range of 47 - 50 ppm in 'C NMR could indicate

epoxide formation. Because of timelimits, further purification was not done.
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Forkortelser

AA
ALA
CoA
COX
CYP
DHA
DPA
ee
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GPCR
HRMS
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MaR
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PUFA
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SPM

TX
5-HEPE
5-HETE
5-HPEPE

5-HPETE

Arakidonsyre ((all-Z2)-eikosa-5,8,11,14-tetraensyre)
Alfalinolensyre ((all-Z)-oktadeka-9,12,15-triensyre)

Koenzym A

Syklooksygenase

Cytokrom P450

Dokosaheksaensyre ((all-Z)-dokosa-4,7,10,13,16,19-heksaensyre)
Dokosapentaensyre ((all-Z)-dokosa-7,10,13,16,19-pentaensyre)
Enantiomert overskudd

Eikosapentaensyre ((all-Z)-eikosa-5,8,11,14,17-pentaensyre)
G-protein koblet reseptor «G protein—coupled receptors»
Hayopplgselig massespektrometri

Kalium bis(trimetylsilyl)amid

Linolensyre (9Z,12Z-oktadekadiensyre)

Lipoksygenase

Leukotrien

Lipoksin

Maresin

Massespektrometri

Ikke-steroide antiinflammatoriske midler (“non-steroidal anti-
inflammatory drugs”)

Protektin

Prostaglandin

Flerumettet fettsyre (polyunsaturated fatty acid)

Resolvin

Spesialiserte pro-opplgsende mediatorer

Tromboksan
(6E,82,112,142,172)-5-hydroksy-6,8,11,14,17-eikosapentaensyre
(6E,82,112,142)-5-hydroksy-6,8,11,14-eikosatetraensyre
(6E,82,112,142,17 Z)-5-hydroperoksy-6,8,11,14,17-
eikosapentaensyre
(6E,82,112,142)-5-hydroperoksy-6,8,11,14-eikosatetraensyre
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1 Introduksjon

1.1 Mal med oppgaven

Malet med oppgaven har veert & syntetisere 5S,6S-dihydroksyeikosapentansyre (1)
og 4S,5S-dihydroksydokosaheksaensyre (2) fra (all-2)-5,8,11,14,17-
eikosapentaensyre (EPA) og (all-Z2)-4,7,10,13,16,19-dokosahexaensyre (DHA) via
stereoselektiv hydrolyse av de respektive epoksidene. Syntesen av de to
forbindelsene 1 og 2 er av interesse for & kunne foreta biologisk testing, samt
undersgke om disse kan veere utgangsmateriale for spesialiserte pro-opplgsende
mediatorer (SPMer).

Stereoselektiv ringapning av epoksidene vil bli forsgkt ved bruk av katalysatoren
(S,S)-(+)-N,N'-bis(3,5-di-tert-butylsalicyliden)-1,2-sykloheksandiaminokobolt(ll), kjent
som (S,S)-Jacobsen-katalysatoren. Ut fra litteratursgk tyder det pa at (S,S)-
Jacobsen-katalysatoren kun har blitt benyttet pa terminale epoksider. Anvendelse og
optimalisering av betingelsene for asymmetrisk katalyse av et ikke-terminalt epoksid

vil derfor ogsa veere en sentral del av oppgaven.

Karakterisering av forbindelsene og bestemmelse av absolutt konfigurasjon, samt
enantiomerisk overskudd (ee) vil veere viktig. Dette vil bli utfgrt ved bruk av kirale
kromatografiske metoder (HPLC, GLC) og NMR (kiralt skift reagens).

Dersom syntesen av dihydroksysyrene 1 og 2 kommer i mal vil biologiske studier in
vitro og in vivo, bli testet og evaluert av professor Dr. Charles N. Serhan og kollegaer
ved Harvard Medical School, USA.

Det vil ogsa veere interessant @ se pa en alternativ metode for enantioselektiv
dannelse av  3R-hydroksy EPA, (R,5Z,82,11Z,14Z,17Z)-3-hydroksieikosa-
5,8,11,14,17-pentaensyre, dersom tiden tillater det.



1.2 Naturstoffkjemi
Naturstoffkjemi omhandler kjemien av alle naturlig forekommende organiske
forbindelser, deres biosyntese, funksjon, metabolisme, samt mer kjemiske relaterte

omrader som strukturoppklaring og syntese.’

Alle levende organismer avhenger av et stort antall ulike organiske forbindelser for a
kunne overleve. Forbindelsene omsettes via metabolismen, som deles inn i primaer
og sekundeer metabolisme. Karbohydrater, fett, proteiner og nukleinsyre er vitale for
organismen og er primaere metabolitter.? De primaere metabolittene er blant annet
viktig for vekst, utvikling og reproduksjon. De brytes ned og omsettes via en rekke
metabolske veier som blant annet bidrar til dannelse av en rekke ulike
mellomprodukter.? Disse mellomproduktene er blant annet viktige byggesteiner i
syntesen av sekundaere metabolitter og kan kombineres pa flere ulike mater som

medfarer stor diversitet.2

Sekundeere metabolitter er ikke vitale for organismen. De er derimot spesifikke for
den enkelte art, og noen er viktige for deres livsgrunnlag.’ Den biologiske aktiviteten
til de sekundaere metabolittene varierer fra art til art, og betydningen in vivo er ikke
alltid kjent. Men et eksempel pa biologisk aktivitet av disse er organismer som
produserer ulike toksiner for & kunne beskytte seg mot andre fiendtlige arter.? Et godt
eksempel pa dette er det sveert potente nevrotoksinet batrachotoksin (3) som
produseres av pilgiftfrosken Phyllobates terribilis.®> Forbindelse 3 er et komplekst
steroidalt alkaloid som ferer til inaktivering av natriumkanaler i nerve- og

muskelceller, se figur 1.1.3°

HO

Figur 1.1 Struktur av batrachotoksin (3) og bombykol (4).



Sekundaere metabolitter har ogsa en sentral rolle innen kommunikasjon og
reproduksjon hos ulike organismer. Bombykol (4) ((10E,122)-10,12-heksadekadien-
1-0l)) er et sexferomon isolert fra silkeorm mgllen Bombyx mori L.6 Feromonet 4 er et
fettsyrederivat av palmitinsyre, og er viktig for tiltrekning av det motsatte kjgnn.6® Se

struktur i figur 1.1.

Naturstoffer er forbindelser som syntetiseres i en levende organisme (dyr, planter og
mikroorganismer). Dette gjelder ogsa syntetisk fremstilte forbindelser fra laboratoriet,
sa lenge de pa et tidspunkt har blitt isolert fra en levende organisme. Naturstoffer har
stor kjemisk diversitet og er biokjemisk spesifikke.® Dette gjgr naturstoffer spesielt
gunstig innen utvikling av nye legemidler.® | dag utgjgr naturstoffer en tredjedel av de
farmakologisk aktive stoffene vi kjenner, enten isolert fra sin naturlige kilde, syntetisk

fremstilt som naturstoffet selv, eller som syntetiske analoger.?°

| noen tilfeller benyttes naturstoffet i seg selv uten a gjere kjemiske modifikasjoner.
Morfin (5), penicillin G (6) og paclitaxel (kjent som taxol®, 7) er eksempler pa dette,
se figur 1.2 for strukturer. Ved kommersiell produksjon ekstraheres ofte naturstoffet
fra dens naturlige kilde. Dette gjelder for eksempel forbindelse 5 og 6, hvor
forbindelsene ekstraheres fra henholdsvis frgkapslene til opiumsvalmuen og fra

muggsoppen Penicillium chrysogenum.12

Figur 1.2 Struktur av morfin (5), penicillin G (6) og paclitaxel (7).

| andre tilfeller er syntetisk fremstilling av naturstoffet eller av syntetiske analoger
ngdvendig. Dette gjeres blant annet for & anskaffe store nok menger av det aktuelle
3



naturstoffet pa en beerekraftig mate. Forbindelse 7 er et eksempel pa dette, hvor
isolering av forbindelsen fra Taxus brevifolia pa sikt kan medfgre utryddelse av

trearten.'® | dag fremstilles forbindelse 7 semisyntetisk.'

Det gjores i mange tilfeller ulike kjemiske modifikasjoner pa det opprinnelige
naturstoffet. Dette gjgres blant annet for & oppna ensket biologisk aktivitet.
Latanoprost (9) som er en analog av prostaglandin Fz, (PGF24, 8), er et eksempel pa
dette. Se strukturene i figur 1.3. Forbindelse 8 er et naturlig forekommende
prostaglandin som blant annet benyttes medisinsk for & igangsette fadsel.'
Analogen 9 benyttes derimot i behandling av glaukom (grenn steer).’> Kommersielt

produseres begge disse to syntetisk basert pa en metode utviklet av Corey et al.”®

o O J\
HO K\/\)J\OH HQ_ NO

T
O...

Figur 1.3 Strukturen til prostaglandin F2, (8) og analogen latanoprost (9).

1.3 Fettsyrer og lipider

Lipider er en stor klasse innen naturstoffer og utgjer en rekke forbindelser. En enkel
og kjent definisjon av lipider er at de er hydrofobe, organiske forbindelser som er
lipofile. En nyere og mer presis definisjon pa lipider er at de er «hydrofobe eller
amfipatiske sma molekyler som stammer helt eller delvis fra karbanionbaserte
kondensasjonsreaksjoner av tioestere og/eller karbanionbaserte

kondensasjonsreaksjoner av isoprenenheter.» '’

Fettsyrer er strukturelle komponenter i lipider som for eksempel triglyserider, voks,
fosfoglycerider, fosfatider og sphingolipider.'® De bestar av en lang alifatisk kjede,
med en karboksylsyredel og en terminal metylgruppe. Lengden pa den alifatiske
kjeden varierer (C4-C2s), og de naturlig forekommende fettsyrene bestar stort sett av

partallskarbonkjeder.



De umettede fettsyrene har som oftest Z-dobbeltbinding, men E-geometri
forekommer ogsa.'® Flerumettede fettsyrer (PUFAer) har repeterende enheter med
dobbeltbindinger i et ikke-konjugert system, separert via en metylengruppe (Z-
skipped dobbeltbindinger).

1.3.1 Flerumettede fettsyrer

Flere gunstige helseeffekter er koblet opp mot inntak av PUFAer.2-22 Den biologiske
rollen til -3 og -6 fettsyrer har derfor veert av spesielt stor interesse. Studier har
vist at de blant annet er forlgpere i biosyntesen av bade pro- og anti-inflammatoriske

metabolitter.22-24

Linolsyre (LA, 18:2, ®-6) og a-linolensyre (ALA, 18:3, »-3) er de primeere forlgperne
til henholdsvis -6 og ®-3 fettsyrene. Se skjema 1.1 for strukturene. Pattedyr
mangler enzymene (A'>-desaturase og A'®-desaturase) som induserer
dobbeltbinding ved henholdsvis C-12 og C-15, LA og ALA ma derfor konsumeres via

kosten.?

Forbindelsene LA og ALA omdannes til sine respektive metabolitter via en rekke
alternerende  desaturerings- o0g elongeringsreaksjoner. Disse reaksjonene
katalyseres henholdsvis av ulike desaturase- og elongase-enzymer. Desaturering
medferer dannelsen av dobbeltbinding, og elongeringen adderer to karboner til

karbonkjeden. Se skjema 1.1 for biosyntesen av de ulike ®-3 og »-6 fettsyrene.
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Skjema 1.1 Biosyntese av ulike PUFAer fra LA og ALA via desaturering- og elongeringreaksjoner, samt
strukturoversikt over de sentrale PUFAene.



1.3.2 Oksylipiner

Oksylipiner er biologisk aktive lipid metabolitter derivert fra PUFAer. Forbindelsene
syntetiseres enzymatisk via enzymklassene lipoksygenase (LOX), syklooksygenase
(COX) og cytokrom P450 (CYP450).2°

Eikosanoider er en underklasse av oksylipiner, og er en betegnelse pa flere stoffer
avledet fra C-20 fettsyrene arakidonsyre (AA) og eikosapentaensyre (EPA).
Prostaglandiner (PG), tromboksaner (TX), leukotriener (LT) og prostasykliner (PGl)
regnes som de tradisjonelle eikosanoidene. Det som er karakteristisk for disse er at
de blant annet er pro-inflammatoriske.?® | senere tid har ogsa lipoksiner (LX) og
resolviner (E-serien, RVE) blitt kjent, og regnes ogsa som eikosanoider. Disse er

derimot knyttet opp mot antiinflammatoriske responser i organismen.?’

Dokosanoider er ogsa en underklasse av oksylipiner og er oksygenerte lipid-
metabolitter avledet fra C-22 PUFAer, hovedsakelig fra dokosaheksaensyre (DHA)
og n-3 dokosapentaensyre (n-3 DPA). Resolviner (D-serien, RvD), protektiner (PD)
og maresiner (MaR) er underfamilier av dokosanoider. Disse er viktige biokjemiske
signalmolekyler i blant annet antiinflammatoriske reaksjoner.?* Se skjema 1.2 for en
forenklet oversikt over de ulike eikosanoidene og dokosanoidene, samt deres

forlgpere.

Arakidonsyre Eikosapentaensyre Dokosaheksaensyre Dokosapentaensyre
(AA) (EPA) (DHA) (n-3 DPA)

COX-1  5-LOX 15-LOX

CQOX-2 l Protektin Maresin
Leukotriener Resolvin E-serie (RVE) Resolvin D-serie (RvD) Resolvin D-serie (RvD)
Prostaglandiner Lipoksiner

Tromboksaner

Skjema 1.2 Oversikt over eikosanoider, dokosanoider og deres forlgpere.



1.3.3 Syklooksygenase og lipoksygenase

Biosyntesen av PG og LT katalyseres henholdsvis av ulike COX- og LOX-enzymer.

De to isomere formene COX-1 og COX-2 har nesten identisk struktur, men ulik
substrat- og inhibitor-selektivitet.?? COX-1 utrykkes i de fleste vev og bidrar til
fysiologisk dannelse av PG. COX-2 derimot aktiveres av inflammatoriske celler og

bidrar til dannelse av PG ved inflammasjon.2829

Enzymet er bifunksjonelt og har to aktive seter, oksygenase og peroksidase.?8-3
Forste steg i biosyntesen av prostanoider involverer oksygenase som sykliserer AA,
samt dannelse av en hydroperoksygruppe i C-15. Dette resulterer i prostaglandin Gz
(PGG2). Det andre steget involverer peroksidase som  reduserer

hydroperoksygruppen til en hydroksylgruppe, og farer til dannelse av PGH,.283"

Videre syntese av prostanoider gjgres via en rekke enzymatiske og ikke-enzymatiske
mekanismer som resulterer i de primaere prostanoidene PGE,, PGF;,, PGD2, PGl>
og TXA2.22 Enzymet inhiberes av ikke-steroide antiinflammatoriske midler (NSAIDs),
som for eksempel aspirin.??3% Se skjema 1.3 for strukturer og biosynteseveier for de

primeere PG.
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Skjema 1.3 Biosynteseveier fra PGH; (forlaperen) til de primeere prostanoidene.

| motsetning til COX, er enzymet LOX hovedsakelig aktivt i celler knyttet il
immunsystemet.3* LOX katalyserer stereospesifikk addisjon av oksygen til Z,Z-1,4 -
pentadien systemet i PUFAer.?° Enzymene deles inn i fem grupper: 5-, 8-, 12-, 13- og
15-LOX.34

Forste steget i biosyntesen av LT er enzymatisk addisjon av molekylaert oksygen il
C-5i AA. Dette steget katalyseres av 5-LOX og gir dannelse av (6E,8Z,112,147)-5S-
hydroperoksyikosa-6,8,11,14-tetraensyre (6S-HPETE). LTA4 dannes fra 5S-HPETE
via epoksid dannelse med eliminasjon av vann. LTA4 er forlgperen til LTB4, og

dannes via et konjugert nukleofilt angrep av vann til epoksidet.®®



En annen mulighet er dannelse av LTC4 fra LTA4 via et direkte nukleofilt angrep av
tripeptidet glutathion til epoksidet. LTC4 kan videre omdannes til LTD4 og LTE4. Se

skjema 1.4 for strukturer og biosynteseveier for de ulike LT.

OOH
AA 5-HPETE

Sekundeer katalytisk
aktivitet av 5-LOX

OH OH
N~ CO,H NN CO.H

-

Enzymatisk
hydrolyse

LTE,

Skjema 1.4 Biosynteseveier for de ulike leukotrienene.

12- og 15-LOX inkorporerer et oksygen i henholdsvis posisjon 12 og 15 i AA eller
EPA. Dersom AA er substratet, resulterer det i dannelse av 12-(S)-HPETE og 15-(S)-
HPETE. Videre reduksjon av disse to forbindelsene gir 12-(S)-HETE og 15-(S)-
HETE, hvor hydroperoksidet reduseres til en hydroksylgruppe.
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LXAs og LXB4 dannes fra AA via enzymatisk reaksjoner katalysert av bade 5-LOX og
15-LOX. Forbindelsene ble fgrst oppdaget av Serhan, Hamberg og Samuelsson i
1984, og er trinydroksytetraen lipid forbindelser.3¢:3” De ulike lipoksinene er vist i figur

1.4, samt deres 15R-epimerer. Mer om lipoksiner i avsnitt 1.4.

OH O OH OH (0]

X T NN - OH WWWMOH
OH OH OH
LXA4 LXB,4
OH o) OH OH 0
OH OH OH
15-epi-LXA4 15-epi-LXB4

Figur 1.4 Strukturene til lipoksinene LXA4 og LXB4, samt deres 15R-epimerer.

1.4 Inflammasjon og spesialiserte pro-opplasende mediatorer

Kroppens naturlige respons pa vevskade eller infeksjon er en akutt inflammatorisk
respons. Denne responsen er ment for a beskytte organismen og for a reparere
vevskade. Hvis responsen ikke holdes under kontroll, kan det resultere i en rekke

akutte, kroniske og systemiske inflammasjonssykdommer.38

| starten av en inflammatorisk respons aktiveres enzymet fosfolipase (cPLA2) som
farer til frigjgring av PUFAer (AA, EPA og DHA) fra fosfolipider. Ved heye nok
konsentrasjoner initierer disse PUFA-ene en rekke biosynteseveier som involverer
ulike LOX- og COX-enzymer.3® Dette resulterer i oksygenerte fettsyremetabolitter,
som videre medfgrer inflammasjonsrelaterte hendelser ved at de aktiverer spesifikke
G-protein koblede reseptorer (GPCR).3® Aktivering av ulike GPCRer har direkte effekt
pa ekspresjonsnivaene av ulike enzymer, kjemokiner, cytokiner og vekstfaktorer som

spiller en dominerende rolle i bade pro- og antiinflammatoriske prosesser.*®
Bade PG (PGE2 og PGD2) og LT (LTB4 og LTC4) dannes som nevnt tidligere fra AA,

og er pro-inflammatoriske signalmolekyler som tar del i startfasen av en
inflammasjon. Disse opptrer pa ulike transmembrane GPCRer i de aktuelle cellene.

11



Opplgsning av inflammasjon er ngdvendig for & oppna normal fysiologisk tilstand
(homeostase).?® Tidligere trodde man at opplgsning av inflammasjon var en passiv
respons.3® Nyere studier har derimot vist at det er en biosyntetisk aktiv prosess, som
er ngye regulert av flere superfamilier av oksygenerte PUFAer.38 Disse forbindelsene
dannes endogent og betegnes som spesifikke pro-opplgsende mediatorer (SPMer).40
De har vist seg & ha bade antiinflammatoriske og pro-opplgsende egenskaper.3823

SPMer virker som agonist ligander pa ulike GPCRer, selv ved lave konsentrasjoner
(nanomolar). De stimulerer opplgsning av inflammasjon blant annet ved a redusere
antall polymorfonuklegere ngytrofiler (PMN), som er de fgrste som responderer ved
vevskade og ved invasjon av mikrobielle patogener.#'42 Se figur 1.5 for oversikt over

lipidmediatorer som er delaktig i opplgsning av akutt inflammasjon.

‘//",Temporal biosynthesis of SPMs

Neutrophils  Monocytes/macrophages
Nonphlogistic recruitment

Activity —>»

0 Time —>
Protective response Lipid-mediator Self-limited
Acute class switching X
Calor (heat) Resolution —— > Homeostasis
Rubor (redness) | inflammation
Tumor (swelling) . R Vi
Dolor (pain) Leukotnengs Lipoxins esol V|'ns Maresins
Prostaglandins Protectins

Specialized proresolving mediators

Figur 1.5 Oversikt over lipid-mediatorer i opplgsning av akutt inflammasjon. lllustrasjon hentet fra referanse 42. 42

SPMer syntetiseres biologisk fra bade ®w-6 og ®-3 PUFAer, hovedsakelig fra EPA,
DHA og n-3 DPA. Lipoksiner, resolviner, protektiner og maresiner er pro-opplgsende

lipidmediatorer og regnes som SPMer.?’
Lipoksiner var de fgrste endogene antiinflammatoriske lipidmediatorene som ble

identifisert.3643 | en inflammatorisk respons inhiberer de blant annet PMN, og

fungerer derav som et «stopp signal».#* De dannes transcelluleert via enzymatiske
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reaksjoner katalysert av 5-LOX, 12-LOX og 15-LOX med LTA4, 15(S)-HPETE eller
15(S)-HETE som substrat. 44

Det finnes hovedsakelig tre ulike biosynteseveier for dannelse av lipoksiner: 15-LOX-
initiert LX biosyntese, 5-LOX-initiert LX biosyntese og aspirin trigget 15-epi-LX
biosyntese.*> De ulike biosyntetiske veiene involverer ulike substrater og enzymer,

men ender forholdsvis i dannelse av et epoksid mellomproduktet, se skjema 1.5.444%

Epoksid mellomproduktet 5S,6S-epoksy-15S-HETE resulterer i dannelse av LXA4 og
LXB4. Dannelse av 15-epimerene (15-epi-LXA4 og 15-epi-LXBg4) trigges av aspirin via
acetylering av COX-2 og resulterer i epoksid mellomproduktet 5S,6S-epoksy-15R-
HETE.***> De epimere formene har vist seg & ha antinflammatorisk og

antiproliferativ aktivitet (inhiberer cellevekst).*3

AA
15-LOX WX
0
—— COzH NN COzH
m

R LTA4
OOH 5-LOX 15-LOX
15S-HPETE Eller 12-LOX
0

NN N COH
=

OH
5S5,6S-epoksy-15S-HETE

/ N

HO OH OH
| N X CO,H | XN CO,H
= N
OH sz
LXA4 HO OH

LXB4
Skjema 1.5 Biosyntese av lipoksin LXA4 og LXB4 som involverer de ulike LOX enzymene 5-, 12- og 15-LOX.*43

13



| dag behandles inflammasjonstilstander hovedsakelig ved & undertrykke, blokkere
eller hemme proinflammatoriske mediatorer, ofte ved bruk av NSAIDs. For & kunne
utvikle medisiner som ikke bare er inflammasjonsdempende, men som fgrer til
homeostase av ulike inflammasjonssykdommer er kliniske studier viktig.
Stereoselektiv syntese av ulike SPMer er derfor ngdvendig. Dette bade for & kunne
forsta de biokjemiske reaksjonene, men ogsa for a kunne bekrefte deres struktur og
funksjonalitet. Totalsynteser for flere pro-opplgsende lipidmediatorer er i dag
rapportert, blant annet for resolvin E146, resolvin D147, resolvin D24, protektin D149

og maresin 1.

1.5 Semi-syntese av fettsyrer

PUFAer og derivater av disse kan lages syntetisk via totalsyntese. Dette er rapportert
en rekke ganger for blant annet fettsyrene selv®'.52, prostaglandiner’® og som nevnt i
forrige avsnitt for en rekke SPMer. For a danne PUFAer ligger mye av utfordringen i
4 danne Z-skipped dobbeltbindingssystemet.>® Det er to mye brukte metoder for &
oppna dette. Den ene er via krysskoblingsreaksjoner mellom propargyl halider og
acetylider etterfulgt av Z-stereoselektiv reduksjon.’? Den andre maten er via Z-

selektiv Wittig olefineringsreaksjoner.%*

Den farste PUFAen som ble syntetisert var LA. Dette ble utfgrt av Raphael og
Sondheimer i 1950 via krysskoblingsreaksjoner mellom propargylklorid og acetylid
etterfulgt av Z-stereoselektiv partiell hydrogenering av diyn-systemet.5? Se syntese i

skjema 1.6.

b

Cl
i), ii), ii) iv)
+ _ > mCOZH M
4 4 CO.H

7
LA
% 0SO0,CH;
A

Skjema 1.6 Totalsyntese av linolensyre (LA) utfgrt av Raphael og Sondheimer. Reagenser: i) EtMgBr, Et,0, ii)
Nal, aceton iii) NaCH(CO.Et),; iii) iv) Hz, Pd(CO3)2, EtOAC.52

Lindlar rapporterte pa 1950-tallet en metode for stereoselektiv hydrogenering av
alkyner til Z-olefiner ved bruk av en palladium katalysator (palladiumoksid avsatt pa
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CaCOs eller BaSOs og forgiftet med blyacetat og kinolin for & deaktivere
katalysatoren).>®> Osbond og medarbeidere syntetiserte AA og DHA via acetylenkjemi
fra propargyl alkohol og ved bruk av Lindlar reduksjon. % Syntesen av AA er vist i
skjema 1.7.

HoZ
+ i), i) Z R Br iii), iv) \M/\/Br
4 4
o "
4 \ V)

S CO,H il
CTTT =
A~ 4

AA

Skjema 1.7 Totalsyntese av arakidonsyre (AA) utfgrt av Osbond og medarbeidere. Reagenser: i) EtMgBr, CuCl;
ii) PBrs; iii) propargyl alkohol, EtMgBr, CuCl; iv) PBrs; v) 5-heksynsyre, EtMgBr, CuCl; vi) Ho/Pd-lindlar.5¢

Wittig olefineringsreaksjon blir ogsa mye brukt i totalsyntese av PUFAer. Reaksjonen
involverer et aldehyd eller et keton som reageres med et trifenylfosfoniumylid, og
resulterer i dannelse av et alken og et trifenylfosfinoksid. Se skjema 1.8 for generell

mekanisme.
@ S %
Ph R (O O PPhg tO—PPh3 R R
Ph_\P + )_L —_— E— s — PhsP=0 + —
) R, R, Ry R R R =
Ph R R, R R, R Ro R

Skjema 1.8 Mekanisme for Wittig olefineringsreaksjon.

Wittig-reaksjonen kan gi hgy Z-selektivitet ved de riktige reaksjonsbetingelsene. For
a oppna dette benyttes en sterk base og lav temperatur.” | reaksjonen dannes det et
syklisk mellomprodukt (oksafosfetan) fra betain, hvor geometrien til oksafosfetan
bestemmer geometrien til sluttproduktet. Litiumsalter bgr unngas da de gir E-
olefiner. Dette kommer blant annet av at de interagerer med betainet og hindrer

dannelse av oksafosfetan.®
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AA og EPA ble blant annet syntetisert av Viala og medarbeidere ved bruk av Z-
selektiv Wittig-reaksjon og et C-3 homologeringsreagens.5®%* Et eksempel pa dette
er vist i skiema 1.9. En Z-selektiv Wittig-reaksjon ble ogsa benyttet av Tungen et al. i

den stereoselektive syntesen av maresin 1.5

i), ii) =0

0]
- - B _AA

oj\ o) ®
)\OJ\AIC?Phs Br HOJ\/\/ PPhs g

13 ) 14

Skjema 1.9 Total syntese av arakidonsyre (AA) ved bruk av Z-selektiv Wittig olefineringsreaksjon. Reagenser: i)
13, NaHMDS; ii) H20, p-TsOH; iii) 14, NaHMDS; iv) CHyN,.5

Bade Z-stereoselektiv reduksjon av diyn-systemer og Z-selektive Wittig
olefineringsreaksjoner har visse begrensninger.®” Ved reduksjon av interne alkyner er
det ofte lav Z-selektivitet observert, darlig reproduserbarhet i fremstiling av
katalysatorene og over-reduksjon av Z-olefiner som ulemper.>” Wittig-reaksjonen gir
ofte blandinger av alkener med E/Z-geometri. Semi-syntese av fettsyrer og deres
derivater er derfor blitt en mer attraktiv tilneerming innen organisk syntese.®” Ved a
benytte kommersielt tilgjengelige PUFAer som startmateriale, som bevarer det ikke-
konjugerte Z-dobbeltbindingssystemet gjennom syntesen, kan gi opphav til

sluttprodukter med presis inkorporering av Z-dobbeltbindinger.>’
Corey og medarbeidere var blant de fgrste som benyttet seg av dette i den

regioselektive epoksideringen av AA. Dette resulterte i epoksidene 15 og 17, samt de

respektive metylesterene 16 og 18.%° Syntesen av disse er vist i skjiema 1.10.
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i) iv)

OR OR

15,R=H 17, R=H
16, R= Me 18, R=Me

Skjema 1.10 Selektiv epoksidering av arakidonsyre (AA). lllustrasjon er inspirert av referanse 57.57 Reagenser: i)

KHCOs, Kls, THF, og H2O; ii) LiOH, THF, H.O; iii) 1,1’-karbonyldiimidazol; iv) a) H.O,, Et,O, Li-imidazol, b)
CH2Cly, KHSO4.

Epoksidene har veert nyttige forlgpere i syntesen av oksygenerte PUFAer, og blant
annet har Corey og medarbeidere benyttet epoksid 17 i synteser av racemisk 11-,
12- og 15-HETE.®' Se skjema 1.11.
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OOH
(£)-15-HETE (+)-15-HPETE

OH
HO (+)-12-HETE (£)-11-HETE
Skjema 1.11 Syntesen av racemisk 11-, 12- og 15-HETE fra epoksid 17.%°

Corey og medarbeidere benyttet jodlaktonisering for & isolere DHA fra fiskeleverolje
som inneholder blant annet DHA og EPA i blanding.%? | senere tid har
jodlaktoniseringen blitt optimalisert og benyttes pa flere ulike PUFAer. Stenstrgm og
medarbeidere har blant annet rapportert en protokoll for & danne §-laktonet fra EPA-
EE i ett trinn.®® Flock et al. har benyttet jodlaktoniseringen pa bade EPA og DHA, for
sa a danne de korresponderende epoksidene 19 og 23. Videre oksidativ klgyving av
disse resulterte i acetalene 20 og 24, og en videre hydrolyse ga henholdsvis
aldehydene 21 og 25.54 Se skjema 1.12 for syntesen av forbindelsene.
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i) = — =0

20: n=1 21: n=1
24: n=2 25: n=2

Skjema 1.12 Reagenser: i) KoCO3z, MeOH ii) HslOs, MeOH; iii) 80 % maursyre, dioksan.®*

Jodlaktonisering er en interamolekyleer syklisering av en karboksylsyre med en
neerliggende dobbeltbinding, som initieres av et jodoniumion. Den isolerte
dobbeltbindingen angriper jodoniumionet og det dannes et syklisert jodoniumion via
addisjon. Denne reaksjonen er anti-stereospesifikk og fgrer til to nye
heteroatombindinger  hvor  stereokjemien  dikteres av  geometrien il
dobbeltbindingen.®®

Ved jodlaktonisering i vandig basisk miljg skjer det en intramolekylaer syklisering hvor
karboksylat-anionet angriper karbonet i det sykliserte jodoniumionet via en nukleofil
Sn2 reaksjon. Reaksjonen er regioselektiv. Dobbeltbindingen som er nsermest
syregruppen i fettsyren er den som hovedsakelig reagerer, og EPA og DHA gir derfor
henholdsvis §-laktonet og y-laktonet. Reaksjonen med det sykliserte jodoniumionet

gir opphav til to enantiomerer (R,R og S,S), og reaksjonen er derfor stereospesifikk.®>
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1.6 Asymmetrisk syntese

Naturens kompleksitet bygger pa kirale molekyler, og alle levende systemer bestar
av kirale miljger. Et godt eksempel pa dette er de naturlig forekommende L-
aminosyrene og D-karbohydrater i pattedyr. Innen farmakologi og medisinske
molekyler er det spesielt viktig & danne enantiomert rene forbindelser, da kun den
ene enantiomeren gir gnsket biologisk aktivitet. Den andre enantiomeren kan derimot
vaere hemmende, inaktiv eller i verste fall toksisk.®¢ Et kjent eksempel pa sistnevnte
er legemiddelet thalidomid, der R-isomeren virker beroligende og kvalmestillende,
mens S-isomeren kan fgre til fosterskader.” | andre tilfeller kan begge

enantiomerene ha biologisk aktivitet, men ulik effekt.

Ved asymmetrisk syntese er det gnskelig a danne stereokjemisk anrikede
forbindelser pa en mest mulig effektiv og praktisk mate.®® Det er flere ulike strategier
som kan benyttes for & oppna dette. Naturens «chiral pool», racemat opplgsning og

stereoselektiv syntese er de tre hovedmetodene.®®

Syntese av kirale forbindelser fra akirale eller racemiske forbindelser vil alltid gi en
racemisk blanding. Dette kommer av at overgangstilstanden til de to enantiomerene
har like stor energi.?® Skal derimot kun den ene enantiomeren dannes, kan man
benytte seg av naturens «chiral pool». Dette innebaerer bruk av naturlig
forekommende enantiomerer, som for eksempel aminosyrer og deres derivater. Ved
a reagere et enantiomert rent startmateriale med akirale reagenser, kan man bevare
den opprinnelige kiraliteten til startmaterialet og oppna enantiomere rene produkter.
Ulempen med dette er at syntesen ma systematisk planlegges ut fra allerede
tilgjengelig startmaterialet.”® Disse forbindelsene er begrenset, med tanke pa struktur

og stereokjemi.®®

1.6.1 Racemat opplasning

En annen fremgangsmate for & oppna enantiomere rene forbindelser eller fa
enantiomert overskudd, er ved & skile en racemisk blanding i hver av

enantiomerene.%®
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Den klassiske maten & gjore dette pa er ved a benytte kirale reagenser som
assosierer til substratet enten kovalent eller ikke-kovalent for & danne et
diastereomert par.®® Diastereomerer har ulike fysikalske egenskaper og er derfor
lettere & separere fra hverandre.”' Etter separasjon kan substratet frigjgres via en
kjemisk reaksjon. Ulempen med dette er at man kun kan oppna 50 % utbytte basert

pa det racemiske startmaterialet.58

Ved kinetisk opplgsning benyttes et kiralt reagens eller en kiral katalysator i en
selektiv reaksjon med den ene enantiomeren fremfor den andre. Dette resulterer i en
enantiomert anriket blanding av bade startmaterialet og produktet.®® Opplgsningen
avhenger av de kjemiske egenskapene til det racemiske startmaterialet. Det
enantiomere paret har den samme Gibbs frie energien (AG) ved start, men ulik
arkiveringsenergi  (AG*), se figur 1.6 De reagerer derfor med ulik
reaksjonshastighet (k). Dette resulterer i at den ene omsettes lettere enn den andre,

og kinetisk oppl@sning kan kun oppnas dersom kg er ulik ks.”?

Kr = Kiast
SR - - PR
chiral catalyst
ks = Ksiow
Ss - Ps
chiral catalyst

Figur 1.6 Reaksjon mellom en racemisk blanding (Sg + Ss) og en kiral katalysator for & danne produkt Pr og Ps,
der kr 0g ks er reaksjonshastighets koeffisientene. lllustrasjonen er hentet fra referanse 68.58

Selektivitetsfaktoren bestemmes av energiforskjellen (AAG*) mellom de to
overgangstilstandene. Hvor effektiv den kinetiske oppl@sningen er utrykkes via ee il
det ureagerte startmaterialet, og avhenger av bade omsetningen og

selektivitetsfaktoren.”?
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Ved bruk av dynamisk kinetisk opplgsning (DKR) kan man teoretisk sett oppna et
utbytte opp mot 100%.736® Reaksjonen innebzerer to interne konkurrerende
reaksjoner; racemisering av substrat og kinetisk oppl@gsning. En forutsetning er at
racemiseringen av det kirale substratet gar raskere enn omsetningen til produkt. Det
vil si at hastighetskonstanten til racemiseringen (kiv) ma veere stgrre enn
hastighetskonstanten (kr) til opplgsningssteget, se skjema 1.13. En annen
forutsetning er at selve opplgsningssteget bgr veere irreversibelt, og produktet bgr

heller ikke rasemisere under de gitte reaksjonsbetingelsene.”

Effektiviteten av DKR pavirkes av de kinetiske parameterne ved parallelle reaksjoner
og racemisering, i tillegg til de strukturelle parameterne til katalysatoren og

substratet.”*

kr
SR+ B ——
R rask PR
kinv kinv-1
k
Ss + B* S P
S sakte S

Skjema 1.13 Dynamisk kinetisk opplgsning av en racemisk blanding som bestér av R- og S- enantiomerene Sg
0g Ss. 7

1.6.2 Asymmetrisk epoksidering

Optisk aktive epoksider er verdifulle byggesteiner innen organisk syntetisk kjemi da
de kan gi bifunksjonelle forbindelser ved nukleofil ringapning.”® Disse kan dannes
enten ved enantioselektiv oksidering av en prokiral C=C binding, eller ved
enantioselektiv alkylidering av en prokiral C=0 binding.”® En mate a gjere dette pa er
ved a benytte Wittig-olefineringsreaksjon (tidligere nevnt i avsnitt 1.5) etterfulgt av
enantioselektiv oksidering av den prokirale dobbeltbindingen. En mer direkte
epoksidering er ved bruka av Johnson-Corey-Chaykovsky-reaksjonen, som gir
epoksidet direkte fra aldehydet/ketonet.”®

Johnson-Corey-Chaykovsky-reaksjonen involverer nukleofil addisjon av et svovelylid
(dimetyloksosulfonium-metylid eller dimetylsulfonium-metylid) til et keton eller et
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aldehyd. | reaksjonen dannes det et betain-mellomprodukt som videre medfarer
ringdannelse og regenerering av sulfidet.”> Se generell mekanisme i skjema 1.14.
For & danne svovelylidet reageres et trimetylsulfoksonium- eller trimetylsulfoniumsalt
med en sterk base. Det er viktig & ha et underskudd av basen i forhold til Wittig-

saltet, seerlig hvis aldehydet eller ketonet som benyttes lett lar seg isomerisere.

/é 82 0] ) ® \ )R/2—~ &) R2 O
— (0)
°T PN ~s) R Rs
R4 3 4 ™K, R, R4

Skjema 1.14 Generell mekanisme for Johnson-Corey-Chaykovsky-reaksjonen med bruk av et dimetylsulfonium
metylid.

Johnson-Corey-Chaykovsky-reaksjonen ble blant annet brukt i totalsyntesen mot
Baccatin Il og Taxol publisert av Danishefsky et al.”” Ved & benytte optisk aktive
sulfider kan man oppna optisk aktive epoksider. Furukawa et al. rapporterte blant

annet dette i 1989 ved bruk av et kiralt kamfersulfid.”®

En annen mye brukt metode er Sharpless-epoksidering. Reaksjonen innebaerer
oksidering av en allylisk alkohol og gir 2,3-epoksyalkoholer.”® En begrensning ved
denne reaksjonen er at substratet ma veaere en allylisk alkohol. Jacobsen-Katsuki

epoksideringen har derimot et stagrre substratomfang.®®

Katalysatoren som benyttes i Jacobsen-Katsuki epoksideringen omtales som
«Jacobsen-katalysatoren», og er et koordinasjonskompleks som bestar av en kiral
salenligand som binder tetradenat til et sentralt metallatom. Se figur 1.7 for strukturen

til Jacobsen liganden og de to enantiomere formene av Jacobsen-katalysatoren.
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=N N =N N= =N N=
~ V2 N /
/Mn\ /Mn\
OH HO o} O o} O
Cl Cl
(S,S)-(+)-N,N"-bis(3,5-di-tert- (S,S)-(+)-N,N"-bis(3,5-di-tert- (R,R)-(-)-N,N’-bis(3,5-di-tert-

butylsalisyliden)-1,2- butylsalisyliden)-1,2- butylsalisyliden)-1,2-
sykloheksandiamine sykloheksandiaminomangan(lll) klorid  sykloheksandiaminomangan(lll) klorid

Figur 1.7 Strukturen til S,S- enantiomeren av Jacobsen liganden og strukturene til de to enantiomerene av
katalysatoren.

Mekanismen i Jacobsen-Katsuki epoksideringen er mye omdiskutert, men det antas
at oksygenoverfgringen enten skjer via dannelse av manganaoksetan eller via en

radikal mekanisme.8’

1.6.3 Hydrolytisk kinetisk opplgsing

Jacobsen-katalysatoren kan ogsa benyttes ved asymmetrisk hydrolyse av terminale
epoksider. Forskjellen pa den originale Jacobsen-katalysatoren og den som benyttes
i dette tilfellet er at det sentrale manganatomet er byttet ut med kobolt, se figur 1.8.

1a, X= OAc
1b, X= OH
H H 1c, X=Cl
iN Ni iN N;
(S,S)-Co(lll)-salen kompleks (R,R)-Co(lll)-salen kompleks

Figur 1.8 Strukturen de to enantiomerene av kobolt(ll)-salen komplekset i sin aktiverte form.

Jacobsen og medarbeidere utviklet i 1997 en metode for hydrolytisk kinetisk
opplesning (HKR) av terminale epoksider.? Metoden resulterte i optisk aktive
terminale epoksider og 1,2-dioler med hgyt enantiomert overskudd, se skjema 1.15.82
| reaksjonen inngar Co(lll)-salen komplekset, vann som nukleofil og lave katalysator-

mengder (<0.5 mol %).8? Reaksjonen er en Igsemiddelfri reaksjon.
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OH OH

) E (S,S)-1a 0 (RR)X1a Ke)
/<| + /\/OH - T e X + )\/OH
R | R H,0 RN o RN | R™™
(R)-epoksid (S)-1,2-diol (+-) (S)-epoksid (R)-1,2-diol

Skjema 1.15 HKR av en racemisk blanding av et terminalt epoksid. (S,S)-enantiomeren av Co(lll)-salen
komplekset gir selektiv reaksjon med (S)-epoksidet, mens (R,R)-enantiomeren av Co(lll)-salen komplekset gir
selektiv reaksjon med (R)-epoksidet.??

HKR har generelt blitt benyttet for kinetisk oppl@sning av enkle terminale epoksider
med ett stereogent senter, som for eksempel propylenoksid, epiklorhydrin,
styrenoksid og butadienmonoksid.8> Metoden har ogsa blitt benyttet pa terminale
epoksider med to stereogene sentre, rapportert av bade Reddy et al.®4, Devalankar
et al.85 og Kim et al.®6 Et eksempel pa dette er vist i skiema 1.16.

Ph
(0] Ph (87?‘11,2120, 0 Ph
~ O)W —_— 0 0 + ~ OM
o] OH (0]
() 3-fenyl-4-epoksyester (4S,5S)-5-(hydroksymetyl)-4- (3R,4R)-3-fenyl-4-epoksyester

fenyldihydrofuran-2(3H)-on

Skjema 1.16 HKR av 3-substituert epoksyester med to stereogene sentre.8®

Derimot er HKR av ikke-terminale epoksider mindre kjent fra litteraturen. Ett tilfelle
hvor dette har blitt forsgkt er pa epoksysykloheksan som er rapportert av Liang et
al.%” | dette tilfellet benyttes det derimot et naftalendiimid funksjonalisert Co(lll)-

salenkompleks.

Co(ll)-salenkomplekset  er katalytisk inaktivt, og ma bli utsatt for en én-

elektronoksidasjon for & oppna den katalytisk aktive formen, Co(lll)-salenkomplekset.
Co(Il) — salen komp.+HOAc + iOZ = Co(I1l) — salen komp. - OAc + %HZO (1)

Dette kan gjgres ved a oksidere Co(ll)-komplekset med tilgang til luft og en mild
Brgndsted syre.®® Eddiksyre er mye brukt for & utfare dette, og ferer til dannelse av
kompleks 1a (vist i skjiema 1.17).828385 Komplekset 1a har vist seg & vaere fordelaktig
bade i dannelsen av pre-katalysatoren og i forhold til reaktiviteten i selve HKR

prosessen.
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HKR av epoksider katalysert av Co(lll)-salenkomplekset folger en kooperativ
bimetallisk mekanisme.® Katalysatoren opptrer bade som en pre-katalysator og en
co-katalysator. Farst opptrer Co(lll)-salen komplekset som en Lewissyre for a
aktivere epoksidet, ved at kobolt(lll) assosierer med det frie elektronparet pa
oksygenet. Deretter leverer Co(lll)-salenkomplekset vann som nukleofil, se skjema
1.17. 8887

0
X /Q X X
I A
0 @P o +
A
0o OH
/'\\ H,0 Jv
OH
R R
OH .
e e | e

L L
X
_N\ /N_
Lo
o | = T
X
1a, X= OAc
1b, X= OH
Co(lll)-salen kompleks 1c, X=ClI

Skjema 1.17 Mekanisme for HKR av et terminalt epoksid katalysert av Co(lll)-salenkomplekset med mot-ion X.

Begge enatiomerene i den racemiske epoksidblandingen binder til Co(lll)-
salenkomplekset med lik affinitet (K nar) = Kemis))- Selektiviteten i HKR kommer
derfor ikke av selektiv binding til den kirale katalysatoren. Derimot kommer den av en
selektiv reaksjon med det ene epoksid-komplekset, hvor stereokjemien til epoksidet

er avgjgrende for den selektive ringapningen.® Dannelsen av mellomproduktet vist i
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skjema 1.17, er det hastighetsbestemmende trinnet og avhenger av mot-ion X. Det
vandige komplekset Co(lll)>H,O er den dominante nukleofilen i det

hastighetsbestemmende bimetalliske trinnet.88

Mekanistiske studier har vist at det er en signifikant mot-ion avhengighet i det
hastighetsbestemmende trinnet i HKR.8 Mer elektronegative mot-ioner gir sterkere
binding til epoksidet og raskere addisjon av Co-OH komplekset 1b til epoksid-
komplekset. Derav raskere dannelse av det bimetalliske mellomproduktet. Mot-
ionene har derimot liten effekt pa enantioselektiviteten. Dette antas & komme av at
mot-ionet binder trans i forholdt til epoksidet. Ligandkonformasjon og det steriske
miljget i den selektive ringapningen er derfor mest sannsynlig ganske lik ved bruk av

de ulike mot-ionene.88

Ved a benytte klorid kompleks 1¢ skjer mot-ion addisjonen til epoksid-komplekset
raskere enn ved bruk av de andre kompleksene (vist i skiema 1.17). Dette kommer
av elektronegativiteten til klor. Men selve HKR prosessen av epoksidet er en tregere
prosess. Jacobsen og medarbeidere fant kompleks 1a som et bra valg for HKR,
ettersom reaksjonshastigheten ved addisjon av 1a til epoksidet var rask, men ikke

mye raskere enn HKR prosessen.®
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1.7 Syntesestrategi for malmolekyl 1 og 2

| syntesen mot malmolekyl 1 og 2 benyttes kommersielt tilgjengelige etylestere av
EPA og DHA som startmaterialet, da dette vil gi opphav til sluttprodukter med riktig
geometri.

De racemisk epoksidene 19 og 23 vil bli benyttet som utgangsmaterialet i syntesen
mot malmolekyl 1 og 2. Epoksidene 19 og 23 vil bli syntetisert fra etylesterene av
EPA og DHA etter publiserte prosedyrer.83:64

Epoksidene 19 og 23 apnes til de korresponderende dihydroksysyrene 1 og 2 via

hydrolytisk kinetisk opplgsning (HKR). Dette vil bli gjort ved bruk av (S,S)-Jacobsen-
katalysatoren.

Pa tross av at Jacobsen-katalysatoren kun har blitt benyttet pa terminale epoksider
tidligere, vil den bli forsgkt benyttet pa de to ikke-terminale epoksidene 19 og 23. En

utfordring med dette vil veere at det kan medfare epimerisering.

EPA: n=1, m=2
DHA: n=2, m=1
n,m=1,2

Skjema 1.18 Retrosyntese av malmolekyl 1 og 2.
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1.8 Karakterisering

Karakterisering av optisk aktive forbindelser samt bestemmelse av ee kan gjeres pa
flere mater. Den vanligste metoden er ved bruk av kromatografiske metoder (GC,
HPLC) med kolonne med kiralt baeremateriale. Opptak av '"H NMR ved bruk av et

kiralt skiftreagens er en alternativ metode for & bestemme ee.®®

Noen grunnstoffer har spesielle magnetiske egenskaper, spesielt lantanidene (de
sjeldne jordartene). Lantanid-komplekser (skift reagenset) assosierer med
Lewisbaser (alkohol, karbonylgruppe, eter, amin) i forbindelsene. Dette kommer av
en dynamisk Lewis-syre-baselikevekt. Som fglge av magnetiske interaksjoner vil
assosiasjonen mellom skift reagenset og forbindelsen forskyve de kjemiske skiftene i
NMR-spektre.®°

Kirale skiftreagenser vil produsere forskjellig kjiemisk skift mellom de to resonansene
til de to ekvivalente kjernene i det enantiomere paret. Forskjellen i de kjemiske
skiftene avhenger av en molar skift-reagens/substrat ratio. Intensiteten til den ene
resonansen er proporsjonal med antall mol fraksjoner (n) til den enkelte
enantiomeren. Ved & sammenlikne forholdet mellom integralene til de aktuelle
resonansene i spektret kan ee bestemmes. En forutsetning for & bestemme ee er at

Lewis-basemotivet til molekylet ma sitte neert det kirale senteret.

Ved bestemmelse av ee er det fgrst ngdvendig & se pa den racemiske blandingen.
Dette gjgres ved a tilsette sma mengder av det kirale skift reagenset til rasematen og
gke konsentrasjonen gradvis mellom hvert '"H NMR-opptak. Det er viktig & benytte de

samme konsentrasjonene av stoffet for at det skal veere sammenlignbart.®°

To mye brukte lantanider i skiftreagenser er europium og praseodymium. Disse
forbindelsene assosierer med en rekke basiske substrater. Europiumkomplekser
forskyver de kjemiske skiftene mot nedre felt, mens praseodymium komplekser
forskyver de kjemiske skiftene mot gvre felt.°° De induserte skiftene sker ved okt

konsentrasjon av det kirale skiftreagenset.
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2 Resultater og diskusjon

2.1 Syntese av de to racemiske epoksidene 19 og 23 fra etylesterene av
henholdsvis EPA og DHA

——_— OH
m m o
n

EPA-EE: n EPA: n=1, m=2
DHA-EE: n 2 =1 DHA: n=2, m=1

ii)

18:n=1, m
22: n=2, m

2 19: n=1, m=2
1 23: n=2, m=1

Skjema 2.1 Syntese av epoksid 14 og 16 fra henholdsvis EPA-EE og DHA-EE. Reagenser og betingelser: i)

LiOHxH20O, EtOH/H20 (1:1), rt., 4 t; ii) HI, KHCOs3, I, THF, H20, 0 - 4 °C, 48 t (18 t for dannelse av 22); iii) MeOH,
Ko.COg, rt., 3 t.

For a oppna 18 fra etylesteren av EPA var det fgrst ngdvendig a utfere en basisk
hydrolyse av etylesteren ved bruk av litiumhydroksid. Reaksjonen ble fulgt med TLC,
og hadde etter 4 timer reagert fullstendig.

Videre syntese av 18 ble utfgrt direkte uten videre opparbeidelse eller karakterisering
av EPA. Syntesen av o-jodlakton 18 var vellykket og ga et kvantitativt utbytte for
rdoljen. Det var ikke ngdvendig & rense raoljen. Strukturen ble bekreftet med 'H
NMR og '®C NMR. Resonansen ved 88.07 ppm er seerlig karakteristisk for
forbindelse 18 og tilsvarer 3-karbonatomet. | '"H NMR-spekteret er det et alkenproton
ved 5.55 ppm som kommer ut med et hoyere kjemisk skift en de resterende
alkenprotonene. Dette tilsvarer alkenprotonet naermest det jod-substituerte
karbonatomet. 'TH NMR og '*C NMR-spektrene samsvarte med tidligere rapporterte
data.®*
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Det samme ble gjort i syntesen av y-jodlaktonet 22, men med etylesteren av DHA
som startmateriale. Se skjema 2.1. Syntesen av forbindelse 22 ga et utbytte pa 47 %.
Dette er lavere enn det som er rapportert tidligere av Flock et al.?4, hvor det oppgitte
utbytte var pa 95 %. Det lave utbytte kan komme av kvaliteten pa etylesteren av
DHA. NMR-spektret av startmaterialet viste forurensninger, og tydet pa flere fettsyrer
i blanding. Se NMR-spektret i avsnitt 5.20. Kvaliteten burde ha veert sjekket pa
forhand, men det var ikke tilfellet. Ved ekstrahering var det blant annet mye

emulsjoner og vanskelig a fa to faser.

Forbindelse 22 ble renset ved bruk av kolonnekromatografi. Strukturen ble bekreftet
med 'H NMR og "C NMR. De samme karakteristiske resonansene som ble
observert for 5-jodlakton, ble observert for y-jodlaktonet. 'H NMR og *C NMR-

spektrene var i overenstemmelse med tidligere rapporterte data.6462

Epoksid 19 ble dannet ved a behandle &-jodlakton 18 med base i metanol.
Forbindelsen ble omsatt med kvantitativt utbytte, og strukturen ble bekreftet med 'H
NMR og "®C NMR. Resonansen ved 56.69 og 56.36 ppm i '*C NMR-spekteret er
seerlig karakteristiske for de to karbonatomene i oksiranringen. Protonene i
metoksygruppen kommer ogsa tydelig frem i '"H NMR-spekteret som en singlett ved
3.67 ppm. '"H NMR og '*C NMR-spektrene var i overenstemmelse med tidligere

rapporterte data.5

Det samme ble gjort i syntesen av epoksidet 23 fra y-jodlaktonet 22. Syntesen ga et
utbytte pa 80 %. Strukturen ble bekreftet med '"H NMR og *C NMR. Epoksid 23
hadde de samme karakteristiske resonansene i NMR-spektrene som epoksid 19. 'H
NMR og "*C NMR-spektrene var i overenstemmelse med tidligere rapporterte data.%*

Syntesen av epoksidene gir en racemisk blanding. Dette kommer av den
stereospesifikke Sn2-reaksjonen som skjer i dannelsen av jodlaktonet, hvor Z-
geometrien til dobbeltbindingen dikterer stereokjemien. Racematet har veert
utgangsmaterialet for bade den asymmetriske syntesen for & danne malmolekyl 1 og

2, samt i syntesen mot 3R-hydroksy EPA.
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2.2 Syntese av racemisk dihydroksysyre 24, dihydroksymetylester 26 og

acetonid derivat 30

0]

OH
) = OH
— OH o
24
OH o><o o)
.. _ 0 S
i) — ~ ii) o~
— > OH 0 -
25 26

Skjema 2.2 Syntese av dihydroksysyre 24 og esterifisering av syregruppen for a danne dihydroksymetylester 25.
Videre beskyttelse av de to hydroksylgruppene ga acetonid 26. Reagenser og betingelser: i) a.) MeOH/H,O
(19:1), 5 % LiOH x H20, refluks 6 t, b.) 0 - 4 °C, fortynnet HCI (0.1 M); ii) Toluen/MeOH (3:2), TMS-diazometan
(2M i Heksan), 1.5 ekv., rt., 3 t; iii) 2,2-dimetoksypropan, THF, PTSA, rt., 24 t.

Dihydroksysyre 24 ble dannet fra o&-jodlakton 18 etter en rask opparbeidelse.
Forbindelse 18 ble varmet opp og refluksert med base i vandig metanol. Dette
resulterte i et utbytte pa 88 % for raoljen. Strukturen ble bekreftet med '"H NMR og

13C NMR, som samsvarte med tidligere rapporterte data.®"

Det var behov for opprensing av forbindelse 24, da det ble observert sma mengder 6-
hydroksylakton. Dette er ogsa tidligere rapportert av Langseter et al. ved bruk av den

samme prosedyren.%?

16
14 15 17 18 20

Figur 2.1 Struktur av 8-hydroksylaktonet.

Antall resonanser i '3C NMR- spektret stemte ikke med antall karbonatomer i
dihydroksysyre 24 (C20H3204). Spektret viser totalt trettito resonanser. Ved 80 ppm er

det en resonans som indikerer 5-karbonet (C-5) i laktonringen. Se figur 2.1 for
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struktur av §-hydroksylaktonet og figur 5.21 i avsnitt 5.11 for '3C NMR- spekteret. |
tillegg er det ett signal ved 72 ppm som stemmer bra med karbonet koblet direkte til
en hydroksylgruppe (C-6).

Det var ngdvendig a syntetisere racemat 24 for & kunne karakterisere malmolekyl 1,
og for & kunne bestemme ee. Av praktiske grunner laget vi metylesteren av
dihydroksysyren. Dette ble gjort blant annet for & kunne utfgre kromatografiske
analyser (HRMS og GC-FID), men ogsa for & minske ytterligere syklisering av

dihydroksysyren til 3-hydroksylaktonet ved lagring.

Esterifiseringen av forbindelse 24 ble utfgrt med trimetylsilyldiazometane.®® Da
metylesteren av forbindelse 24 er enklere & rense via kolonnekromatografi enn
karboksylsyren, ble reaksjonen utfgrt uten & rense dihydroksysyren 24.
Esterifiseringen ga forbindelse 25 i et utbytte pa 86 %. Dette er beregnet ut fra raolje

24 som inneholder forurensinger og stemmer derfor ikke helt.

Forbindelse 25 ble renset ved bruk av kolonnekromatografi, og strukturen ble
karakterisert ved bruk av '"H NMR, '3C NMR, IR og HRMS. Forbindelsen er tidligere
rapportert av Hamberg et al.® Det mangler derimot spektrale data i denne
publikasjonen, med unntak av MS. Data fra MS-opptaket var i overenstemmelse med

tidligere rapporterte data.%

Karakterisering av dihydroksymetylester 25.

16 1
14 15 17 18 20
25: C21 H3404

Figur 2.2 Strukturen til dihydroksymetylesteren 25, samt summeformelen til forbindelsen.

Antall protoner i '"H NMR- spektre stemmer med sumformelen, se figur 2.2.
| alken omradet er det totalt atte protoner. Syv av protonene kommer ut som en

multiplett ved 5.23 - 5.55 ppm, samt ett proton i omradet 5.58 - 5.65 som ogsa utgjer
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en multiplett. Dette stemmer bra med antall alkenprotonene i forbindelse 25, som
utgjer atte protoner totalt. Dessuten passer omradet 5.20 - 5.65 ppm bra med
alkenprotoner som er separert via en metylengruppe, ifglge likning 2 (i vedlegg).
Likningen gir et estimert kjemisk skift pa 5.42 ppm.®® Protonet som kommer ut ved et
hayere kjemisk skift enn de andre alkenprotonene tilsvarer det protonet som er
koblet til C-8. Protonet har en neerliggende hydroksylgruppe som kan medfgre

mindre skjerming, og derav hayere kjemisk skift.

Ved 3.73 ppm er det tre protoner som kommer ut som en singlett. Dette tilsvarer
metoksygruppen i metylesteren. De to protonene som kommer ut som en multiplett
ved 2.90 - 3.50 ppm er i et omrade som er typisk for protoner koblet til noe
elektronegativt. Dette er de to protonene som er koblet til de to karbonene med

hydroksylgruppener (CH-OH).

Metylenprotonene utgjere seksten protoner totalt. Protonene som utgjer metylen-
gruppene separert via Z-dobbeltbindingene vil komme ved et hgyere kjemisk skift
enn de resterende metylene-gruppene, i falge likning 3 (i vedlegg).®® Likningen gir et
estimert kjemisk skift pa 2.80 ppm. Ved 2.70 - 2.80 pmm er det seks protoner som
kommer ut som en multiplett. Dette stemmer bra med de tre metylen-gruppene i

forbindelse 25 som er separert via Z-dobbeltbindinger.

Ved 2.02 - 2.11 ppm er det to protoner som kommer ut som en kvintett med en
koblingskonstant pa 8.0 Hz. Koblingskonstanten indikerer en alkylkjede med fri
rotasjon.?® Ut fra multiplisiteten og integralet pa to, ma dette vaere metylengruppen i
C-3. Dette begrunnes ut fra n + 1 regelen, da dette er den eneste med fire tilnsermet

ekvivalente naboprotoner i forbindelse 25.

Den terminale metylgruppen kommer ut som en triplett ved 0.98 ppm, og har en
koblingskonstant pa 7.5 Hz. De resterende protonene er vanskelig a tilordne uten
ytterligere NMR-spektre, som for eksempel 2D-spektre (COSY, HMQC). Dette er ikke
blitt tatt opp.

| 3C NMR- spekire er det totalt 20 resonanser. Dette samsvarer ikke med

summeformelen, som bestar av 21 karboner. Intensiteten til resonansen ved 128.65
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ppm er tilneermet dobbelt sa sterkt i forhold til de andre resonansene i det samme
omradet. Det antas derfor at denne resonansen tilsvarer to karbonatomer som

resonerer likt.

Karbonet i karbonylgruppen kommer ved 174.36 ppm. | alken omradet (125.33 —
132.20 ppm) finner man syv resonanser, hvor resonansen ved 128.65 ppm tilsvarer
to karbonatomer. Dette stemmer bra med antall sp?-hybridiserte karbonatomer i
forbindelse 25.

Ved 73.39 og 73.84 ppm er det to resonanser som kommer ut ved et hgyere kjemisk
skift enn de resterende. Disse tilsvarer mest sannsynlig to karboner koblet direkte til
noe elektronegativt. Dette kan veere de to terticere karbonene (2 x CH) koblet til de to

hydroksylgruppene i forbindelsen.

Ved 51.73 ppm er det en resonans som tilsvarer karbonet i metoksygruppen. Dette
tyder pa esterifisering av syregruppen. Karbonet til metylgruppen i C-20 kommer ved
14.40 ppm. De resterende atte resonansene i alifatisk omradet er metylenkarboner,

og kommer ut ved 20.69- 33.88 ppm.

IR-spektret bekreftet tilstedevaerelse av hydroksylgruppe(r) i forbindelsen, med en
bred absorpsjon ved 3434 cm™'. Absorpsjonen ved 1739 cm™ er en karbonylgruppe,
og omradet 1750-1735 cm™' er dessuten typisk for estere.® Dette bekreftet esteren i
forbindelse 25. Absorpsjonen ved 3014 og 2952 cm-! tyder pa henholdsvis sp? og sp?
hybridisering (=C-H og C-H strekk). Det er en liten absorpsjon ved cirka 1650 cm™"
som indikere C=C strekk. De resterende absorpsjonene er i fingeravtrykkomradet.

HRMS opptaket var ogsa i overenstemmelse med summeformelen. Elementanalysen
hadde et avvik (i ppm) pa -0,0. Natrium-adduktet stemte ogsa med beregnet
molekylvekt for forbindelsen, som var pa 373.23 m/z.

Alle spektrale data tilsier at dihydroksymetylesteren 25 var blitt dannet.
Syntesen av acetonidet 26 ble utfgrt for a lettere kunne karakterisere strukturen. Ved

a lase de to hydroksylgruppene i en rigid ringstruktur ville bestemmelse av absolutt
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konfigurasjon veere enklere. Syntesen ble ogsa utfgrt for & beskytte de to

hydroksylgruppene ved lagring.

Acetonid 26 ble dannet ved & reagere dihydroksymetylester 25 med 2,2-
dimetoksypropan via en syrekatalysert prosess. Syntesen ga et utbytte pa 13 %.
Utbyttet er lavt. Strukturen ble karakterisert ved bruka av '"H NMR, *C NMR, IR og
MS.

Karakterisering av acetonid 26

24><23

07?270 0
12 11 9 8
10

— _76543210/21

— —1

16 9
14 15 17 18 20
26: C24H3804

Figur 2.3 Strukturen til acetonid 26, samt summeformelen til forbindelsen.

Antall protoner '"H NMR-spektre er i overenstemmelse med antall protoner i

summeformelen. Se figur 2.3 for struktur og summeformel.

Ved 5.22 - 5.62 ppm er det en multiplett med totalt atte protoner. Disse kommer ut i
alkenomradet, og stemmer bra med antall alkenprotoner i forbindelse 26. Som nevnt
tidligere passer dette bra for alkenprotoner som er separert via en metylen-gruppe,

ifglge likning 2 (i vedlegg). Likningen gir et estimert kjemisk skift pa 5.42 ppm.%

Ved 3.58 - 3.74 er det en singlett som utgjegr fem protoner. Tre av disse protonene
utgjer metylgruppen i metoksygruppen. De to resterende protonene ved dette skiftet
kan tilsvare de to protonene ved de to stereogene sentrene (C-5 og C-6).

Det er totalt seksten metylenprotonener i forbindelse 26. Protonene som utgjer
metylen-gruppene separert via Z-dobbeltbindingene vil som nevnt tidlige komme ved
et hgyere kjemisk skift enn de resterende metylen-gruppene i fglge likning 3 (i
vedlegg).®® Likningen gir et estimert kjemisk skift pa 2.80 ppm. Ved 2.73 - 2.94 pmm
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er det seks protoner som kommer ut som en multiplett. Dette stemmer bra med de

tre metylen-gruppene i forbindelse 26 som er separert via Z-dobbeltbindinger.

De fire protonene som kommer ut som en multiplett ved 2.29 - 2.45 ppm kan veere de
to metylen-gruppene (C-4 og C-7) som er koblet til de to stereogene sentrene. Disse
kommer ut med et hgyere kjemisk skift enn de resterende metylen-gruppene. Dette
kan komme av at de er i naerhet til noe elektronegativt, som for eksempel

oksygenene i acetalet.

Ved 2.05- 2.15 ppm er det er det en kvintett med en koblingskonstant pa 8.0 Hz. Ut
fra multiplisiteten og integralet pa to protoner, kan dette veere metylen-gruppen i C-3.
Dette begrunnes ut fra n + 1 regelen, da det er den eneste metylen-gruppen med fire

tilnaermet ekvivalente naboprotoner.

Ved 1.38 ppm er det seks protoner som kommer ut som en singlett. Dette tilsvarer de
to metyl-gruppene (C-23 og C-24) i acetonidet. Disse to har ingen naboprotoner, sa
dette stemmer ogsa med n + 1 regelen. | teorien kunne disse to metylgruppene
kommet ut som to singletter da de befinner seg pa hver sin side av 5-ringen. Dette

kunne kanskje veert tilfellet ved bruk av hgyere opplgsning.

De to resterende metylen-gruppene kommer ut ved 1.47 - 1.65 ppm og 1.67 - 1.88
ppm. Disse er vanskelige a tilordne uten bruk av 2D NMR teknikker. Dette er ikke
benyttet i dette tilfellet. Metyl-gruppen i C-20 kommer ut som en triplett ved 0.98 ppm,
og har en koblingskonstant pa 7.5 Hz.

| 3C NMR- spektre er det totalt tjuetre resonanser. Dette samsvarer ikke med
summeformelen, som bestar av tjuefire karboner. Intensiteten til resonansen ved
128.56 ppm har noe sterkere intensitet i forhold til de andre resonansene i det

samme omradet. Dette kan vaere to karbonatomer som resonerer likt.

Karbonet i karbonylgruppen kommer ved 173.93 ppm. | alken omradet (124.90 —

132.21 ppm) er det syv resonanser, hvor resonansen ved 128.65 ppm kan tilsvarer to
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karbonatomer. Det konkluderes i midlertidig ikke med dette, da det er usikkert. Antall
sp?-hybridiserte karbonatomer i forbindelse 26 er atte, og dette stemmer derfor ikke.

Ved 108.26 ppm er det en resonans som tilsvarer det kvaternzere karbonatomet i
acetonidet. Dette karbonet kommer med et hgyt kjemisk skift da det er koblet direkte
til to oksygenatomer. Karbonene som utgjgr de to stereogene sentrene kommer ved
80.34 og 80.42 ppm. Disse to er direkte koblet til hvert sitt oksygenatom og kommer
derfor ved et hgyere kjemisk skift sammenlignet med de resterende sp3-hybridiserte

karbonatomene.

Resonansen ved 51.55 ppm tilsvarer karbonet i metoksygruppen. Dette bekrefter
metylesteren. Metylgruppen i C-20 kommer ved 14.43 ppm. De resterende metylen-
gruppene og de to metyl-gruppene pa acetonidet tilsvarer de ti resonansene i
omradet 20.17- 34.06 ppm.

IR-spektret viste to absorpsjoner ved 3014 og 2964 cm™' som tyder pa henholdsvis
sp? og sp? hybridisering (=C-H og C-H strekk). Det er ogsa en liten absorpsjon ved
cirka 1650 cm™ som indikere C=C strekk. Absorpsjonen ved 1739 cm™ er en

karbonylgruppe, og omradet 1750-1735 cm™ er dessuten typisk for estere.®® Dette

bekreftet esteren i forbindelse 26. De resterende absorpsjonene er i
fingeravtrykkomradet.
HRMS-verdien var [ overenstemmelse med summeformelen.

Elementsammensetningen hadde et avvik (i ppm) pa 0,1. Natrium-adduktet stemte

ogsa med beregnet molekylvekt for forbindelsen, som var pa 413.27 m/z.

Selv om antall resonanser i '3C- spektre ikke stemte overens med summeformelen,
tyder all annen spektral data pa at acetonid 26 var blitt dannet. Bade singletten som
integrerer til seks protoner i '"H NMR, det kvaternsere karbonet ved 108.26 ppm i '*C
NMR, samt de to resonansene rundt 80 ppm tilsier at dette er et acetonid.
Tilstedevaerelse av metylesteren bekreftes ogsa bade i *C NMR og "H NMR. HRMS-

opptaket er ogsa i overenstemmelse med bade summeformelen og molekylvekten.
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Det antas derfor at en del av karbon-resonansene overlapper noe som virker

sannsynlig for denne strukturen.

2.3 Hydrolytisk kinetisk opplasning av epoksid 19 og 23 til de respektive

dihydroksymetylesterene 27a og 29, samt syntese av acetonid derivatene
28a og 28b

27a; n=2, m=1; (5S,6S)
27b; n=2, m=1; (5R,6R)
29; n=1, m=2; (4S,5S)

28a; n=2, m=1; (5S,6S)
28b; n=2, m=1; (5R,6R)

Skjema 2.3 Stereoselektiv hydrolyse av de to epoksidene 19 og 23, samt syntese av de to acetonid derivatene
28a og 28b. Reagenser og betingelser: i) a) (S,S)-1/(R,R)-1, AcOH, THF, rt., b) 0 - 4 °C, H2O c) rt., 24 t; ii) 2,2-
dimethoksypropane, THF, PTSA, rt,, 24 t.

HKR av forbindelse 19 ble utfgrt med katalysator (S,S)-1. Det ble testet flere ulike
protokoller og betingelser i den asymmetriske syntesen mot malmolekylene 1 og 2. |
dette prosjektet har hovedfokuset ligget pa a utvikle en metode for HKR av epoksid
19, som har etylesteren av EPA som utgangsmaterialet. Dette kommer av at vi
hadde stgrre mengder av etylesteren av EPA tilgjengelig. | tillegg ville prosedyren
med stor sannsynlighet veere overfgrbar til epoksid 23, dersom det fungerte pa
epoksid 19.

Som nevnt innledningsvis i avsnitt 1.6.3 er komplekset (S,S)-1 katalytisk inaktiv.
Derfor matte katalysatoren aktiveres fgr bruk. Skjema 2.4 viser aktivering av
kompleks (S,S)-1 til katalysator (S, S)-2.
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Skjema 2.4 Aktivering av kompleks (S, S)-1 til aktivert katalysator (S, S)-2.

Resultatet av aktiveringen var ulikt for metodene som ble testet. Se tabell 2.1 for de

ulike betingelsene som ble benyttet ved aktiveringen.

Tabell 2.1 Oversikt over de ulike betingelsene og lgsemidlene benyttet for aktivering av kompleks (S,S)-1 og for
HKR av epoksidene 19 og 23. Metodene er beskrevet i avsnitt 5.8 i eksperimentelt.

Metode (S,S)-1 AcOH O Lesemiddel H.0 Temperatur  Tid, Tid

(mol %)  (ekv.?) (ekv.) (°C) (min.)  (timer)
5.8.1 0.50 10 Ja Toluen 0.50 rt. 30 24
5.8.2 0.20 20 Ja Toluen 0.55 rt. 60 24
5.8.2 0.20 2.0 Ja THF 0.55 rt. 60 24
5.8.2 1.2 2.0 Ja THF 0.55 rt. 60 24
5.8.3.1 0.50 2.0 Ja THF 0.45 rt. 30 24
5.8.3.1 0.50 2.0 Ja THF 0.45 rt. 30 48
5.8.3.2 0.50 2.0 Nei THF 0.45 rt. 30 24
5.8.3.3 2.0 12 Ja CHCl, 0.45 rt. 30 24

Tabellforklaring: mol % relativ til epoksidene, ekv.=ekvivalenter (a= antall ekvivalenter relativ til (S,S)-1 og b=
antall ekvivalenter relativ til epoksidet), O,= eksponering for luft, tidi= aktivering av katalysator, tid,= reaksjonstid.

Som rapportert av bade Tokunaga et al.#?, Schaus et al.8* og Devalankar et al.8 gar
fargen pa lgsningen fra red til mgrk brun ved aktivering av (S,S)-1. Dette ble
observert i nesten alle forsgkene pa & aktivere katalysatoren. Det var derimot
forskjell pa tiden det tok fra tilsatt eddiksyre til observert fargeendringen, uten at dette
ble undersgkt naermere. Styrken pa fargen varierte ogsa fra merk-rad, r@d-brun til
mgrk brun. Ufullstendig fargeendring kan indikere at aktiveringen av katalysatoren
ikke har veert 100% i de tilfellene.
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| metoden (5.8.3) av Schaus et al. benyttes det to ulike mater for a aktivere (S,S)-1
og for HKR av epoksidet.®3 Den ene metoden (metode A) er med eksponering til luft,
mens den andre metoden (metode B) er uten eksponering til luft (aerobe). Metode A
involverer dannelse av (S,S)-2 ved bruk av eddiksyre og eksponering til luft. Etter
aktivering fjernes Igsemiddelet ved oppkonsentrering under vakuum. Videre HKR av
epoksidet gjegres lgsemiddelfritt. | Metode B dannes (S,S)-2 in situ under aerobisk
atmosfeere. Dette gjgres ved a lgse epoksidet i Iasemiddelet, for sa a slemme opp
(S,S)-1 i Igsningen. | metode B fjernes aldri lgsemiddelet og reaksjonen mellom
(S,S)-2 og epoksidet skjer i lgsning.

En fordel med metode B er at man unngar steget med a fjerne lgsemiddelet. Valg av
metode A eller B avhenger av substratet. Studiene til Schaus et al. viste at metode A
var mer effektiv for mindre reaktive substrater. Metode B var bedre for mer lipofile
epoksider med minimal lgselighet i vann.®8 | begge metodene av Schaus et al.
benyttes 0.50 mol % av (S,S)-1 komplekset, 2.0 ekvivalenter eddiksyre, samt 0.45

ekvivalenter vann.

| Metoden (5.8.2) til Devalankar et al. gjgres ogsa aktiveringen av (S,S)-1 med
eksponering til luft. Det benyttes derimot 0.50 mol % av (S,S)-1, 10 ekvivalenter av
eddiksyre i forhold til katalysator og 0.50 ekvivalenter vann. | metoden (5.8.1) av
Tokunaga et al. brukes det en mindre mengde av (S,S)-1 komplekset (0.20 mol %),
2.0 ekvivalenter eddiksyre, samt 0.55 ekvivalenter vann. Aktiveringen av

katalysatoren gjgre ogsa med eksponering til luft.

Metoden (5.8.2) til Tokunaga et al. ble ogsa forsgkt med gkt mengde katalysator og
ved bruk av THF som Igsemiddel. Det samme ble gjort for metoden (5.8.3) til Schaus
et al., men her ble det ogsa forsgkt med diklormetan som Igsemiddel, samt lengre
reaksjonstid. Det ble ogsa forsgkt & benytte metode 5.8.3 med sma mengder
lgsemiddel i selve HRK prosessen. Se tabell 2.1 for de ulike betingelsene og

reagensene som har blitt benyttet.

Resultatene for aktivering av (S,S)-1 komplekset tydet pa at aktiveringen var mest
effektiv ved bruk av metode 5.8.3.3, hvor det benyttes diklormetan som lgsemiddel
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og 12 ekvivalenter av eddiksyre relativ til (S,S)-1. Dette var observerbart da
fargeendringen skjedde umiddelbart og resulterte i en mgrk brun lgsning. En
forklaring pa dette kan komme av at kobolt i komplekset er en Lewissyre. Det frie
elektronparet pa oksygenet til THF kan koordinere til Lewissyre metaller. THF som
lasemiddel i denne reaksjonen kan derav ha pavirket aktiveringen av (S,S)-1. Ved
bruk av diklormetan som har et mindre dipolmoment enn THF gar reaksjonen lettere.

Det er derfor en lgsemiddeleffekt i dette tilfellet.

Metode 5.8.1 resulterte i en blanding av
777777777 ureagert epoksid og J-hydroksylakton. TLC
_ viste tydelig tre flekker, hvor flekken pa
o Rf=0.75 Ureagert epoksid

grunnlinjen utgjer katalysator rester. Se figur
2.4. De to forbindelsene ble separert via
o R¢=0.45 Hydroksylakton

kolonnekromatografi. Bade NMR-spektret av
&-hydroksylaktonet og epoksid 19 er omtalt
tidligere i avsnitt 2.2. | '"H NMR- spektre ble

det observert en singlett ved 3.42 ppm, som

Figur 2.4 TLC Heksan:EtOAc (7:3). kunne tyde pa metanol.

Ved dannelse av §-hydroksylakton er det sannsynlig at det spaltes av metanol. Det
ble tilsatt en drape metanol tii NMR-rgret, og intensiteten til resonansen ved 3.42
ppm gkte. Dette bekreftet at det var metanol i prgven, se figur 5.22 i avsnitt 5.11.
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e Metode 5.8.1 : o

6- Hydroksylakton

Skjema 2.5 HKR av epoksid 19 ved bruk av metode 5.8.1 resulterte i ureagert epoksid og d-hydroksylakton i
blanding.

(S,S)-2 komplekset opptrer som nevnt som en Lewissyre som assosierer til det frie
elektronparet pa oksygenet til epoksidet. Videre vil (S,S)-2 komplekset levere vann
som nukleofil. Siden forbindelse 19 inneholder bade et epoksid og en metylester kan
det derimot skje en sidereaksjon. Metylesteren kan pavirkes av Lewissyren, og
karbonylgruppen kan videre opptrer som nukleofil. Resultatet er at det kan skjer en
intramolekylaer syklisering til hydroksylaktonet, se figur 2.5. Denne reaksjonen vil
veaere en konkurrerende reaksjon i HKR av epoksidene 19 og 23, men kan pavirkes
av lgsemiddelet. HKR prosessen er som nevnt i avsnitt 1.6.3 en Igsemiddelfri
reaksjon. Ved bruk av lgasemiddel vil metylesteren kunne assosiere med lgsemiddelet

og derav minske denne effekten.

(0]
o+ (O w —
m —_— =
RWLO/ . R= R <;/E/\

Figur 2.5 Forenklet mekanisme for dannelse av §-hydroksylaktonet i HKR reaksjonen.

Katalysatoren var ogsa vanskelig a fijerne fra raoljen ved opprensing. Alle
fraksjonene hadde en brun farge som tydet pa rester av katalysator. | Noen tilfeller
pavirket dette shimmingen ved 'H NMR-opptak, da katalysatoren inneholder kobolt

som er ferromagnetisk. Gode 'H NMR-spektre av raoljen var derfor ikke mulig.
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Siden epoksid 19 er en lipofil forbindelse ble metode 5.8.3.2 forsgkt, da denne
reaksjonen skjer i Iasning. Dette tilsvarer metode B i Schaus et al. sin protokoll.83
Reaksjonen gjagres i dette tilfellet under nitrogen atmosfeere. Ved aktivering av (S, S)-
1 komplekset ble det ikke observert fargeendring. Resultatet var en blanding av
ureagert epoksid, o&-hydroksylakton og enol. Disse ble separert via

kolonnekromatografi.

| de videre forsgkene pa & danne malmolekyl 1 ble det benyttet sma mengder

lgsemiddel (0.1 ml) i selve HKR prosessen.

Ved bruk av metode 5.8.3.1 ble det ved aktivering av
(S,S)-1 komplekset observert en fargeendring fra red
til mark rgd. Metoden resulterte i ureagert epoksid, -
hydroksylakton i blanding og sma mengder av dioler i
blanding. Disse ble separert via kolonnekromatografi.

[ R;=0.74 Ureagert epoksid
f Metoden ble forsgkt flere ganger, og

resultatene var varierende. | de fleste

Hydroksylakt . .
e |R=043 yroxsylarton tilfellene ble resultatet ureagert epoksid

og 6- hydroksylakton i blanding. Se figur

o R¢=0.17 Diolblanding

2.6 for TLC av raoljen.

Figur 2.6 TLC Heksan: EtOAc (35 % EtOAc i heksan).

Ved bruk av metode 5.8.3.1 ble det ogsa forsgkt & gke reaksjonstiden til 48 timer.

Dette hadde ingen effekt.

'H NMR-spektre for diolblandingen viste totalt trettiatte protoner. Spektre er
komplekst og viser ogsa forurensinger. Ved 5.25 — 5.68 ppm er det atte protoner som
tilsvarer alken protonene i forbindelsen. Ved 3.64 ppm er det fire protoner som
kommer ut som en singlett. Dette er metylprotonene i metoksygruppen og muligens
ett hydroksylproton. Ved 2.78 — 2.89 ppm er det seks protoner som tilsvarer metylen-
protoner. Metyl-gruppen i C-20 kommer ut som en triplett ved 0.97 ppm og har en
koblingskonstant pa 8.0 Hz. De resterende protonene er vanskelige a tilordne.
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13C NMR-spekteret for diolblandingen viste totalt trettitre karbonatomer. Ved 174.05
og 170.78 ppm er det to karbonylgrupper. | alken omradet er det totalt tretten
karboner i omradet 124.34 - 132.20 ppm. Ved 75.97, 75.46, 72.09 og 71.62 ppm er
det fire karboner. Resonansen kommer ut som par, med en differanse pa omtrent
0.50 ppm. Disse er direkte koblet til noe elektronegativ og kan tyde pa at det er to
dioler i blanding. Karbonet ved 51.71 ppm tilsvarer karbonet i metoksygruppen. Ved
14.41 ppm er det et karbon som tilsvarer metyl-gruppen i C-20. De resterende
karbonatomene tilsvarer metylen-karboner og kommer ut i omradet 20.70 — 33.80

ppm.

Metode 582 involverer lavere

katalysator mengder og fler ekvivalenter
vann relativ til (S,S)-1 komplekset. Dette
® R¢=0.76  Ureagert epoksid ] . .
resulterte i ureagert epoksid og sma
mengder av dioler i blanding. | noen
tilfeller var resultatet kun ureagert

epoksid. Se figur 2.7 for TLC av raoljen.

@ Ri=0.21 Diolblanding

Det ble ogsa forsgkt & seksdoble

o Rf=0.93 Ureagert epoksid

mengden av (S,S)-1 komplekset i
metode 5.8.2. TLC viste i dette tilfellet
fem flekker. Forbindelsene ble separert
ved bruk av kolonnekromatografi.
® |[R=043 Hydroksylakton Resultatet viste bade ureagert epoksid,
d- hydroksylakton, dioler i blanding og

R¢=0.22 Diolblanding . X N
Ri=016 Dol en diol. Se figur 2.8 for TLC av raoljen.

NMR-spektrene for diolen var like NMR-
spektrene for racemat 25.

Figur 2.8 TLC Heksan: EtOAc (35 % EtOAc i heksan).
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Det ble ogsa gjort et forsgk uten & benytte katalysator for & se om dette ga de
samme resultatene. Dette gikk som forventet og resulterte kun i ureagert epoksid.
Den konkurrerende reaksjonen som farer til dannelse av 3-hydroksylakton avhenger

ogsa av katalysatoren.

| alle forsgkene beskrevet over har det veert problematisk & separere forbindelsene
via kolonnekromatografi. De fleste fraksjonene som inneholdt &-hydroksylakton,
diolblandinger og diol, inneholdt ogsa en del forurensninger. | flere tilfeller bestod de
ulike fraksjonene av bade 6-hydroksylakton og dioler i blanding. | andre tilfeller var
det epoksidrester i fraksjonene med oJ-hydroksylakton og epoksidrester i
diolblandingene. Det ble forsgkt a rense de ulike fraksjonene flere ganger uten a fa et

bedre resultat. Utbytter har derfor ikke vaert mulig & estimere i disse forsgkene.

Metode 5.8.3.3 ga derimot bedre resultater. Metoden benytter bade en starre
mengde av (S,S)-1 komplekset (2.0 mol %) og diklormetan som lgsemiddel.

TLC av raoljen viste tre flekker, se figur
""""""" 2.9. De ulike forbindelsene ble separert
_ ved bruka av kolonnekromatografi, og
° R¢=0.81 Ureagert epoksid

resultatet var ureagert epoksid, dioler i
blanding (27a1) og en diol (27az). | dette
tilfellet var de ulike fraksjonene etter
o R¢=0.35 Diolblanding (27a4) kolonnekromatografi renere, og o-

hydroksylakton ble ikke observert.

° | Ri=0.15 Diol (272,) Mengden av diolblandingen og diolen

""" o var stgrre enn for de tidligere forsgkene,

og var pa henholdsvis 12 mg og 4 mg.
Figur 2.9 TLC Heksan: EtOAc (7:3).
Metoden ble forsgkt flere ganger og ga

det samme resultatet hver gang.

NMR-spektrene for diolene i blanding (27a1) sa like ut som NMR-spektrene for
diolblandingen dannet ved bruk av metode 5.8.3.1. Resonansene ved 75.96, 75.45,
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72.09 og 71.62 ppm er seerlig karakteristiske for diolene i blanding og tilsvarer
karbonene koblet direkte til hydroksylgruppene.

NMR-spektrene for diol 27a2 var like NMR-spektrene for racemat 25. Dette kom
spesielt tydelig frem av de to karbonatomene koblet til de to hydroksylgruppene.
Resonansen ved 73.39 ppm er identisk med den tilsvarende resonansen i '*C NMR-
spektre for racemat 25. Den andre resonansen ved 73.81 ppm har en differanse pa
0.08 ppm fra den tilsvarende resonansen i '*C NMR-spektre for racemat 25, se tabell
2.2.

IR- spektre og HRMS-opptak samsvarte ogsa med data rapportert for rasemat 25.

Videre ble metode 5.3.3.3 benyttet for &
danne dihydroksymetylester 27b, men

; R(=0.80 Ureagert epoksid ved bruk av R,R-enantiomeren av
katalysatoren, (R,R)-1. TLC viste tre
flekker. De ulike forbindelsene ble
[ J R¢=0.38 Diolblanding (27by) Sepa rert Ved erK av
kolonnekromatografi, og resultatet var

® | Rg=0.15  Diol (27by) ureagert epoksid, diolblanding (27b1) og
————— ®- diol (27b2).

Figur 2.10 TLC Heksan: EtOAc (7:3).

| dette tilfellet var ogsa fraksjonene etter kolonnekromatografi renere og &-

hydroksylakton ble ikke observert.

NMR-spektrene for diolene i blanding (27b4) sa like ut som NMR-spektrene for
diolblandingen dannet ved bruk av metode 5.8.3.1. Resonansene ved 75.84, 75.32,
71.94 og 71.47 ppm er ogsa her seerlig karakteristiske for diolene i blanding.

NMR-spektret for diol 27az var like NMR-spektrene for racemat 25. IR- spektre og
HRMS-opptak samsvarte ogsa med data rapportert for rasemat 25.
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Ved hydrolytisk apning av epoksid 19 er det fire mulige stereoisomerer som kan
dannes, se figur 2.13 for strukturer. Enantiomerene har like fysikalske egenskaper og
vil ha samme resultat pa TLC, de lar seg heller ikke skilles fra hverandre i NMR-
spektre. Diastereomerene har ulike fysikalske egenskaper og kommer ut litt ulikt i
NMR-spektrene. De vil ogsa i de fleste tilfeller vise to flekker pa TLC, men kan likevel

veere vanskelige a separere.

Bade 'H NMR og "*C NMR-spektrene til fraksjonen som kun inneholdt en diol var
tilneermet like NMR-spektrene til rasematen 25. Spektrene til diolene i blanding var
ikke det. De viste ulike skift for de to karbonene (C-5 og C-6) som er direkte koblet til
hydroksylgruppene. Dessuten var 'H NMR-spektrene ulike for diolblandingen og
diolen. Se tabell 2.2 for de ulike kjemiske skiftene i 3*C-NMR for karbon C-5 og C-6.

Tabell 2.2 Oversikt over de ulike kjemiske skiftene i "*C-NMR for karbon C-5 og C-6 i dihydroksymetylesteren.

Forbindelse 5 3C NMR (ppm) C-5 og C-6

25 73.39 73.89

27a, (S,S) 73.39 73.81

27b, (R,R) 73.26 73.67

27a4 (S,S) 71.62 72.10 75.04 75.07
27b1 (R,R) 71.69 72.09 75.45 75.97

Ut fra tabell 2.2 kan man se at de kjemiske skiftene i '*C NMR-spektrene for
karbonatomene koblet til de to hydroksylgruppene i racemat 25 er tilnaermet like de
kjemiske skiftene til de to diolene 27a2 og 27b>. Dette kan tyde pa at diol 27az er den
gnskede enantiomeren. Derfor burde egentlig disse to ha blitt undersgkt videre.
Dette var dessverre ikke tilfellet.

Metode 5.3.3.3 ble ogsa forsgkt pa epoksid 23 for & danne malmolekyl 2. Dette
resulterte i ureagert epoksid. Da tiden ikke strakk til, ble det ikke gjort noen ytterligere

forsgk pa a optimalisere metoden for & danne 23.

Epoksid 19 og 23 kan veere mer sterisk hindret for interaksjoner med katalysatoren
enn de terminale epoksidene som katalysatoren er anvendt pa tidligere.82:83:85

Epoksid 19 har blant oksiranringen i 5,6-posisjon i forhold til metylesteren og Z-
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dobbeltbinding i C-8 og C-9. Epoksid 23 har oksiranringen i 4,5- posisjon i forhold til
metylesteren og Z-dobbeltbinding i C-7 og C-8. Siden epoksid 23 har kortere avstand
mellom oksiranringen og metylesteren kan dette gjgre at den er mer sterisk hindret
enn epoksid 19, og gir derav ikke de samme resultatene ved anvendelse av metode
5.8.3.3.

Syntesen av acetonidene 28a og 28b ble utfgrt pa lik mate som for rasemat 26.

Diolblandingen 27a4 dannet ved bruk av
""""""" (S,S)-enantiomeren av katalysatoren
viste én tydelig flekk pa TLC. Ved
reaksjon med 2,2-dimetoksypropan og
en katalytisk mengde PTSA, var det
® | R=040 28a derimot to flekker pa TLC-platen. Se
figur 2.12. De to forbindelsene i lgsning
ble separert via kolonnekromatografi, og

,,,,, @ | R=000 27a

NMR-spektrene tydet pa ett acetonid

. (28a1) og diolblanding.
Figur 2.11 TLC Heksan: EtOAc (9:1).

Strukturen til acetonidet ble bekreftet ved bruka av '"H NMR, "*C NMR, IR og HRMS.
Spektrale data var i overenstemmelse med data tolket i avsnitt 2.2 for rasemat 26.
Det samme gjaldt for dannelsen av acetonid 28b fra diolblanding 27b+. De to
acetonidene dannet omtales videre som 28a1 og 28b1. Spesifikk dreiningsvinkel for
28a41 og 28b+ var pa henholdsvis +10° og -10°.

Ved a danne acetonidene 28a og 28b fra henholdsvis 27a1 og 27b+, ble det i begge
tilfeller kun dannet ett acetonid (28a4 og 28b1).

)% M
H~>—<~O oH HMO oH RE@ R?= <o~ Ox
1 R2 — — (@)
28a, 28b, 28a, # 28b,

Figur 2.12 Struktur av de to stereoisomerene dannet fra de to diolblandingene 27a1 og 27b4, hvor stereokjemien
er uvisst.
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Dette indikerer at kun en av diolene reagerer og danner acetonidet. Siden de to
hydroksylgruppene ma veere co-planare for a fa dannet acetonidet, vil anti-diolen gi
syn-acetonidet og syn-diolen gi anti-acetonidet. Se figur 2.13. Dannelse av anti-
acetonidet er mer sannsynlig, da det ved dannelse av syn-acetonidet vil kunne

oppsta A1 2- interaksjoner.

OH OH OH OH N
= - R'=
: 2 J\/ 2 2 2
R1/\‘/ R R . R R1/\./ R R1J\‘/ R — —
OH OH OH OH R2= oy Os
R,S (anti- diol) S,R (anti- diol) S,S (syn- diol) R,R (syn-diol) o)

| | | |
X X X, X

0] 0 0 0 o] 0 o] o]
H:->-—<-|H H%_QH H+_<||H Hl->—éH
R! R2 R! R2 R! R2 R! R2
R,S (syn- acetonid) S,R (syn- acetonid) S,S (anti- acetonid) R,R (anti-acetonid)

Figur 2.13 De fire mulige stereoisomerene av dihydroksymetylesteren og de respektive acetonidene.

For & bestemme om det var anti- eller syn-acetonidet som var blitt dannet ble det
forsgkt & se pa koblingskonstantene til de to hydrogenene koblet til C-5 og C-6. Dette
ble vanskelig da resonansen fra disse to hydrogenene overlappet med resonansen

for protonene i metoksygruppen (3.58 - 3.74 ppm). Se figur 5.33 i avsnitt 5.13.

For a forsgke a separere de to resonansene fra hverandre ble det benyttet de-benzen
som lgsemiddel. Dette medfgrer Igsemiddel-induserte skift som hovedsakelig
avhenger av interaksjoner mellom Igst stoff og Igsemiddelet. | tillegg setter benzen

opp et internt magnetfelt, som resultat av anisotropi effekten.

Dette fungerte bra i praksis og ds-benzen fgrte til induserte kjemiske skift i '"H NMR-
spekteret til acetonid 28a1. Resultatet ble at de to resonansene som overlappet fikk
ulike kjemiske skift, se figur 6.32 i avsnitt 6.11. Da koblingsmensteret til resonansen
tl de to protonene i C-5 og C-6 ikke var av fersteorden kunne ikke
koblingskonstanten bestemmes. Som nevnt tidligere ville ogsa de to metylgruppene
pa acetonidet i teorien kunne komme ut som to singletter. Ved & benytte ds-benzen

var dette tilfellet. Se figur 5.35 i avsnitt 5.13.
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Da GC med kiralt baerematerialet ikke var tilgjengelig ble ee forsgkt bestemt ved bruk
av tris[3-(heptafluoropropylhydroksymetylen)-d-kamfor]europium(lil), (Eu(hfc)sz). Dette
ble forsgkt bade pa racemat 25 og 26. For rasemat 25 ga dette forskyvning av de
kjemiske skiftene mot gvre felt for de to protonene koblet til de to stereogene
sentrene i C-5 og C-6, se utsnitt av '"H NMR-spekteret i figur 5.51 i avsnitt 5.15. Det
ble derimot ikke observer noen ny resonans. Dersom dette hadde fungert kunne man
forventet & se en ny resonans, hvor forholdet mellom integralene til de to

resonansene ville veert 1:1.

For racemat 26 ble det ogsa observert forskyvninger av de kjemiske skiftene for de to
protonene koblet til C-5 og C-6. Resonansen til disse protonene overlappet derimot
med resonansen til protonene i metoksygruppen. Det var derfor vanskelig & tolke
dette resultatet. Det ville derimot veert enklere & analysere dette fenomenet dersom
man unngikk overlapp. Derfor ble ds-benzen benyttet, da dette tidligere hadde gitt

god seperasjon av de to overlappende resonansene, se figur 5.49 i avsnitt 5.15.

Det var dessverre ikke mer tilgjengelig stoff av racemat 26. Da Eu(hfc)s er vanskelig
a separere fra lgsningen ble videre forsgk utfgrt pa den allerede eksisterende
lgsningen med CDCIs og Eu(hfc)s. Lagsningen hadde en kjent mengde Eu(hfc)s og
bestod av 3,5 mol % Eu(hfc)s i forhold til Igst stoff. For a fjerne CDClI3 ble det utfart
en azeotropisk fijerning av Igsemiddelt ved inndamping pa rotavapor sammen med
de-benzen. de-benzen har et hgyere kokepunkt enn CDCls. Det ble det tilsatt en kjent
mengde ds-benzen til stoffet som inneholdt bade racemat 26 og Eu(hfc)s. Videre ble
det tatt opp et '"H NMR-spekter. Dette resulterte i forskyvning av de kjemiske skiftene
for og separasjon av de to overlappende resonansene. Det ble observert en ny
resonans ved siden av resonansen til de to protonene koblet til C-5 og C-6. Forholdet
mellom integralene til disse to resonansen burde veert 1:1, men var derimot 2:5.

Dette har vi ingen forklaring pa og har heller ikke blitt studert ngyere.
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2.4 Syntese av det terminale alkenet 31 og forsgk pa syntese av det

terminale epoksidet 32

O/
i) - o~
—_—
20
i) == —0 ii) TN
—_ e
21 31
' 0
32

Figur 2.14 Syntese av alken 31 og forsgk pa a syntetisere epoksid 32. Reagenser og betingelser: i) MeOH, Hs|Os,
rt., 6 t; i) 1,4-dioksan, 80 % vandig maursyre, rt., 1,5 t; iii) a) Metyltrifenylfosfonium bromid, THF, NaH/ kalium tert-
butoksid, rt., 20 min, b) 0 °C til rt., 24 t.; iv) a) Trimetylsulfoksonium jodid/ trimetylsulfonium jodid, THF, KHMDS, 0
°C,1t,b)rt., 24 t.

Acetal 20 ble dannet via oksidativ klgyving av epoksid 19 ved bruk av perjodsyre.
Forbindelsen ble renset ved bruk av kolonnekromatografi og resulterte i et utbytte pa
45 %. Dette tilsvarer det som var oppgitt i litteraturen.®# Strukturen ble bekreftet med
"H NMR og *C NMR, som samsvarte med tidligere rapporterte data.t

Syntesen av aldehyd 21 ble dannet ved a hydrolysere acetal 20 ved bruk av vandig
maursyre. Dette ga et kvantitativt utbytte. Strukturen ble bekreftet med 'H NMR og
13C NMR, som samsvarte med tidligere rapporterte data.t

Da aldehyd 21 lett kan oksideres til karboksylsyren, ble videre forsgk pa a danne det

terminale alkenet 31 og det terminale epoksidet 32 gjort umiddelbart etter

opparbeidelse.
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Syntesen av det terminale alkenet 31 ble utfgrt ved a benytte Wittig-reaksjonen.
Metyltrifenylfosfonium bromid ble reagert med NaH for & genere ylidet. Dannelsen av
ylidet ble gjort parallelt med dannelsen av aldehyd 21 for & unnga oksidasjon.
Reaksjonen ble ogsa forsgkt ved a benytte kalium tert-butoksid. Det ble benyttet et
underskudd av basen i forhold til metyltrifenylfosfonium bromidet i alle tilfeller for &

unnga isomerisering av aldehyd 21.

NMR- spektre av raoljen viste blant annet trifenylfosfinoksidet. Det ble ikke observert
rester av starmaterialet. Raoljen ble renset med kolonnekromatografi, men var
vanskelig & fa ren. Dette kan komme av trifenylfosfinoksidet som er ulgselig.

Syntesen ga et utbytte pa 1.7 %. '"H NMR og '3C NMR-spektre viste forurensinger.

Karakterisering av forbindelse 31:

10 11 13 14 16
31: C16H21

Figur 2.15 Struktur av alken 31, samt summeformel.

Da det er forurensninger i "NMR-spektret, saerlig i alifatisk omradet, er ikke alle
resonansene her integrert. Det er totalt tjueen protoner i spektret, dette stemmer med

antall protoner i summeformelen. Det er derimot for fa protoner i alifatisk omradet.

| alkan omradet er det elleve protoner. Dette stemmer ikke med antall alkenprotoner i
forbindelse 31 som er pa ti. De to resonansene ved 4.96 og 5.10 ppm kommer ut
som to dubletter med en koblingskonstant pa henholdsvis 8.0 Hz og 16 Hz. Dette
stemmer bra med de to geminale protonene i det terminale alkenet.
Koblingskonstanten pa 8.0 Hz utgjer vicinal kobling mellom proton a-cis (Ha<is) 0g
proton b (Hp). Koblingskonstanten pa 16 Hz tilsvarer kobling mellom proton a-trans
(Hatrans) 0g Hb. Protonene er vist i figur 2.15. Disse koblingskonstantene er
diagnostiske for det terminale alkenet, og tyder pa at det har blitt dannet. Det er som

sagt forurensninger i spektre som gjer ytterligere tolkning vanskelig.
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| 3C NMR-spekteret er det totalt nitten karbonatomer. Dette stemmer ikke med antall
karbonatomer i forbindelse 31. Antall karbonatomer i alken omradet stemmer
overens med antall sp?-hybridiserte karboner i forbindelse 31. Disse karbonatomene
utgjere ti resonanser i omradet 115.41 — 137.36 ppm. Resonansen ved 115.41 ppm
tilsvarer C-1. Dette begrunnes ut fra likning 4 i avsnitt 5.1 som gir et estimert kjemisk
skift pa 114 ppm. Ved 14.28 ppm er resonansen til karbonatomet i metyl-gruppen. De
resterende karbonatomene er i alifatisk omrade og utgjere atte karbonatomer i
omradet 22.81 — 32.69 ppm. Disse tilsvarer karbonatomene i de fem metylen-

gruppene, samt forurensinger.

Det terminale epoksidet 31 ble forsgkt dannet direkte fra aldehyd 21 ved bruk av
Johnson-Corey-Chaykovsky-reaksjonen. Trimetylsulfoksonium jodid ble behandlet
med kalium tert-butoksid for & generere svovel ylidet. Dannelse av ylidet ble gjort
parallelt med dannelsen av aldehyd 21 for & unnga oksidasjon. Det ble ogsa benyttet
et underskudd av basen i forhold til trimetylsulfoksonium jodidet, for & unnga
isomerisering av aldehyd 21. Reaksjonen ble ogsa forsgkt ved bruk av

trimetylsulfonium jodid.

Raoljen ble renset ved bruk av kolonnekromatografi. Resultatet var en kompleks
blanding. '"H NMR-spektret er for komplekst til & kunne tolke, se figur 5.58 i avsnitt
5.19. | BC NMR-spektret er det attiseks resonanser. Det er blant annet flere
resonanser i omradet 47 - 50 ppm. Dette omradet er typisk for epoksider. Det kan
derfor tyde pa at det er blitt dannet epoksid. De fire resonansene ved 51.93, 51.62,
50.47 og 50.59 ppm skiller seg seerlig ut. Videre opprensing kunne blitt forsgkt, men
da tiden ikke strakk til ble ikke dette gjort.
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3 Konklusjon og videre arbeid

For & danne malmolekyl 1 og 2 ble det testet en rekke protokoller hvor bade
lgsemiddel, katalysatormengder og reaksjonstid ble justert. Metodene ga varierende
resultater. Metode 5.8.3.3 basert paA metoden rapportert av Schaus et al.®3, viste seg
a veere den mest egnede metoden som ga reproduserbare resultater. Denne
metoden ga ogsa starst mengder av dioler i blanding (27a1 og 27b1) og diol (27a2 og
27hby).

Problemer som har oppstatt i sammenheng med HKR av epoksid 19 kan blant annet
komme av at metylesteren i forbindelsen vil kunne assosiere til katalysatoren. | tillegg
til dette vil dannelse av 3-hydroksylakton veere en konkurrerende reaksjon i HKR av
epoksid 19. Den konkurrerende reaksjonen har stgrre effekt ved bruk av
lasemiddelfri reaksjon. Dessuten er epoksidene 19 og 23 lipofile forbindelser og en
reaksjon uten lgsemiddel, som foreslatt i litteraturen®28385 vil derfor mest sannsynlig

kun gi overflatereaksjoner.

Metode 5.8.3.3 ble ogsa forsgkt anvendt pa epoksid 23, men resulterte i ureagert
epoksid. Dette kan komme av at epoksid 23 er mer sterisk hindret enn epoksid 19. Et
eventuelt videre arbeide ville veert a optimalisere metode 5.8.3.3 rettet mot

malmolekyl 2.

Ved & danne acetonid derivatet skulle karakterisere av dihydroksymetylesteren bli
enklere da hydroksylgruppene ble last i en rigid ringstruktur. Dette ble utfart pa bade
rasemat 25 og diolblandingene 27a1 og 27b1, og resulterte i dannelse av acetonidene
26, 28a1 og 28bs. | '"H NMR-spektrene for disse acetonidene ble det observert
overlapp mellom resonansen til de to protonene koblet til C-5 og C-6 og resonansen
til metylprotonene i metoksygruppen. Dette gjorde at karakteriseringen ble
vanskeligere. GC med kiralt baerematerialet vil egne seg bedre for karakterisering og
bestemmelse av ee. Da GC med kiralt beerematerialet na er blitt tilgjengelig, vil dette

utfgres i naermeste fremtid.

| ettertid kan det se ut som at diol 27a2 kan vaere den gnskede enantiomeren 1. Dette
basert pA NMR-spektre og TLC. Derfor burde egentlig diol 27a2 og 27b> veert de to
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forbindelsen som ble undersgkt videre. Dessverre var ikke dette tilfellet.
Et eventuelt videre arbeid ville veert og dannet diol 27a2 og 27b2 pa nytt, samt de
respektive acetonidene, for sa a karakterisere disse ved bruk av GC med kiralt

baerematerialet.

Forsgk pa & bestemme ee har blitt utfert ved & benytte Eu(hfc); som kiralt skift
reagens. Dette ble forsgkt pa bade rasemat 25 og 26. For rasemat 26 ble dette
kombinert med ds-benzen som Igsemiddel, og resulterte i forskyvning av de kjemiske
skiftene i 'TH NMR. For de to protonene koblet til de to stereogenene sentrene ble det
observert en ny resonans hvor forholdet mellom integralene var pa 2:5. Dette

resultatet har ikke blitt tolket ytterligere.

Wittig-reaksjonen ble benyttet for & danne det terminale alkenet 31. Bade NaH og
kalium tert-butoksid ble benyttet for & generere ylidet. Forsgket med kalium tert-
butoksid var den reaksjonen som ga resultat. Utbyttet pa 1,7 % var derimot lavt.
Dette kan komme av problemer ved opprensing, eller fordi alkenet trolig kan veere

flyktig, uten at dette ble videre undersgkt.

Det terminale epoksidet 32 ble forsgkt dannet direkte fra aldehyd 30 ved a benytte
Johnson-Corey-Chaykovsky-reaksjonen. Denne reaksjonen ble forsgkt med bade
trimetylsulfonium jodid og trimetylsulfoksonium jodid. Selv etter opprensing ga dette
en kompleks blanding som tydet pa isomerisering. Resonansene i omradet 47 — 50
ppm i '3C NMR-spektret kan derimot indikere epoksid dannelse. Det ble ikke forsgkt
noen ytterligere opprensing da tiden ikke strakk til.

Basert pa resultater av Wittig- reaksjonen og Johnson-Corey-Chaykovsky-reaksjonen

konkluderes det med at strategien benyttet i syntesen mot 3R-hydroksy EPA ikke er

en god tilneerming.
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4 Eksperimentelt

4.1 Generelt
Etylesterene av EPA og DHA som benyttes i denne oppgaven er gitt i gave fra
Pronova BioPharma AS (na BASF). Alle syntetiserte forbindelser har blitt oppbevart

under nitrogenatmosfaere, lagret mgrk og kaldt (0 - 4°C) innpakket i aluminiumsfolie.
Reaksjonene er utfart under nitrogenatmosfaere med mindre annet er spesifisert.

Tynnsjiktkromatografi ble utfgrt pa plater av typen Merck TLC Silica gel 60 F2s4, 0g
fremkalling ble utfgrt ved a benytte kaliumpermanganatlgsning. For opprensing ble
kolonnekromatografi med silikagel 60 (0.040-0.063 mm) fra Merck benyttet.

NMR-spektre ble tatt opp pa et Bruker Ascend 400-instrument ved 25°C. For 'H
NMR og "*C NMR ble henholdsvis 400 MHz og 100 MHz benyttet.

IR-spekter ble tatt opp pa Agilent Technologies, 5500 Series FTIR. ATR med

diamantcelle.

HRMS-spektre ble tatt opp ved Kjemisk institutt pa Universitetet i Oslo pa et Waters
Prospec Q instrument ved 70eV med elektronsprayionisering (ESI) positiv modus

som metode.
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4.2 Syntese av tetrahydro-6-((3Z,6Z,92Z,122)-1-jodpentadekatetranyl)pyran-2-

on

Syntesen ble utfgrt i henhold til det publiserte arbeidet av Langseter et al.3

Etylesteren av EPA (5.0 g, 15 mmol) ble overfgrt til en rundkolbe med vann (15 ml)
og etanol (15 ml). Videre ble LiOH x H20 (3.2 g, 75 mmol) veid ut og overfort til
reaksjonsblandingen. Reaksjonsblandingen stod 4 timer under omrgring i

romtemperatur (20 °C).

Videre ble vann (45 ml) overfort til reaksjonsblandingen og den ble kjglt ned pé isbad
(0 °C). En mettet, vandig Igsning av KHCO3 (5.0 ml) og vandig 57 % HI (10 ml) ble
tilsatt under omrgring. Videre ble pH justert til =~ 8. Fast 12 (11 g, 45 mmol) ble veid ut
og lgst i THF (35 ml) i en dryppetrakt. Lasningen ble tilsatt reaksjonsblandingen

drapevis.

Reaksjonsblandingen stod i 48 timer under omrgring pa kjglerom (0-4 °C), og ble
stoppet ved & tilsette en mettet lasning Na>S203 (50 ml). Fargen gikk fra mark brun,
til lys blakket gul. Videre ble fast NaCl tilsatt til metning. Produktet ble ekstrahert med
heksan (3 x 25 ml), vasket med en konsentrert vandig NaCl-lgsning (2 x 50 ml) og
torket med Na>SOs. Ekstraktet ble oppkonsentrert under vakuum til en gul raolje.

Utbytte: 6.3 g, kvantitativt
"H NMR (400 MHz, CDCl3): § 0.98 (t, J= 7.5 Hz, 3H), 1.76-2.14 (m, 6H), 2.43 - 2.53

(m, 1H), 2.58 - 2.68 (m, 1H), 2.76 - 2.92 (m, 8H), 3.96 (m, 1H) 4.09 (td, J= 8.0 og 4.0
Hz, 1H), 5.28 - 5.45 (m, 7H), 5.55 (m, 1H).
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13C NMR (100 MHz, CDCl,): & 14.44 (CHs), 18.47 (CHz), 20.72 (CHa), 25.72 (CHa),
25.83 (CHy), 26.07 (CHy), 28.10 (CH2), 29.72 (CH2), 34.50 (CH-), 36.96 (CH), 81.08
(CH), 127.15 (CH), 127.20 (CH), 127.56 (CH), 127.91 (CH), 128.84 (CH), 128.94
(CH), 131.58 (CH), 132.23 (CH), 170.54 (C=0).

Spektrale data var i overensstemmelse med litteraturen.54

4.3 Syntese av Dihydro-5-((32,62,92,122,152)-1-

iodooctadecapentaenyl)furan-2(3H)-one

Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeidet av Langseter et al.%?

Etylesteren av DHA (2.5 g, 7.0 mmol) ble overfert til en rundkolbe sammen med
LiOHxH20 (1.5 g, 36 mmol), vann (7.5 ml) og etanol (7.5 ml). Reaksjonsblandingen
stod 4 timer under omrgring i romtemperatur (20 °C).

Videre ble vann (22 ml) overfart til reaksjonsblandingen og kjglt ned pa isbad (0 °C).
En mettet, vandig lgsning av KHCO3 (2.5 ml) og vandig 57 % HI (5.0 ml) ble tilsatt
under omrgring. Videre ble pH justert til = 8. Fast I (11 g, 45 mmol) ble overfgrt til en
dryppetrakt og lgst i THF (18 ml). Lasningen ble tilsatt reaksjonsblandingen drapeuvis.

Reaksjonsblandingen stod i 18 timer under omrgring pa kjglerom (0-4 °C), og ble
stoppet ved & tilsette en mettet lasning Na>S203 (25 ml). Fargen gikk fra mark brun,
til lys blakket gul. Videre ble fast NaCl tilsatt til metning. Lagsningen ble ekstrahert
med heksan (3 x 25 ml), vasket med en konsentrert vandig NaCl-lgsning (2 x 25 ml)
og tarket med Na>SO4. Ekstraktet ble oppkonsentrert under vakuum til en gul raolje.

59



Utbytte: 0.60 g, 47 %

'H NMR (400 MHz, CDCl,): 5 0.98 (t, J= 7.5 Hz, 3H), 2.03 - 2.14 (m, 3H), 2.33 - 2.47
(m, 1H), 2.50 - 2.62 (m, 1H), 2.66 - 2.77 (m, 1H), 2.77 - 2.91 (m, 9H), 4.01 - 4.16 (td,
J= 8.0 Hz, J= 4.0 Hz, 1H), 4.23 - 4.30 (td, 8.0 Hz, J= 4.0 Hz, 1H), 5.26 - 5.49 (m, 9H),
5.53 - 5.60 (1H).

13C NMR (100 MHz, CDCl5): & 14.30 (CHs), 20.56 (CHz), 25.57 (CHz), 25.67 (CHa),
25.70 (CHz), 25.91 (CH2), 27.31 (CHy), 28.52 (CHz), 34.61 (CHz), 37.72 (CHy), 80.69
(CH), 126.74 (CH), 127.03 (CH), 127.37 (CH), 127.85 (CH), 127.94 (CH), 128.43
(CH), 128.62 (CH), 128.80 (CH), 131.62 (CH), 132.07 (CH), 176.18 (C=0)

Spektrale data var i overensstemmelse med litteraturen.64.62

4.4 Syntese av (all-Z2)-metyl-5,6-epoksy-(8,11,14,17)-eikosatetraenat

— — COzMe

19

Syntesen ble utfgrt i henhold til det publiserte arbeidet av Flock et al.®*

Metanol (80 ml) ble tilsatt til en rundkolbe med §-jodlakton 18 (6.3 g, 19 mmol).
Videre ble K2COs3 (3.2 g, 23 mmol) overfort til reaksjonsblandingen under omrgring.
Etter tre timer ble vann (50 ml) tilsatt til reaksjonsblandingen og lgsningen ble
ekstrahert med heksan (3 x 50 ml). Ekstraktet ble vasket med en konsentrert vandig
NaCl-lgsning (2 x 50 ml), tarket med Na>SO4 og oppkonsentrert under vakuum til en

gul raolje.

Utbytte: 4.7 g, kvantitativt

60



'H NMR (400 MHz, CDCl3): § 0.98 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 1.49 — 1.69 (m, 2H), 1.76 —
1.90 (m, 2H), 2.02 — 2.12 (p, J=14.6 2H), 2.18 — 2.27 (m, 1H), 2.33 — 2.47 (m, 3H),
2.76 — 2.88 (m, 6H), 2.89 — 3.99 (m, 2H), 3.67 (s, 3H), 5.20 — 5.57 (m, 8H).

13C NMR (100 MHz, CDCl5): & 14.40 (CHs), 20.69 (CH,), 22.18 (CH,), 25.67 (CH,),
25.76 (CH,), 25.94 (CH,), 26.38 (CH,), 27.35 (CH,), 33.75 (CH,), 51.71 (CH3), 56.35
(CH), 56.70 (CH), 124.44 (CH), 127.09 (CH), 127.84 (CH), 127.88 (CH), 128.66
(CH), 128.79 (CH), 130.71 (CH), 132.20 (CH), 173.78 (CO).

MS: [M+Na]* 355.224, beregnet: 332.24

Spektrale data var i overensstemmelse med litteraturen.54

4.5 Syntese av (all-Z2)-metyl-4,5-epoksy-7,10,13,16,19-dokosapentaenat

CO2Me

23

Syntesen ble utfgrt i henhold til det publiserte arbeidet av Flock et al.®*

y-jodlakton 22 (0.60 g, 1.4 mmol) ble Igst i metanol (72 ml), og K2CO3 (2.9 g, 21
mmol) tilsatt under omrgring. Reaksjonsblandingen stod til omrgring i romtemperatur
(20 °C) i 3 timer. Videre ble vann (50 ml) tilsatt reaksjonsblandingen og lgsningen ble
ekstrahert med heksan (3 x 50 ml). Ekstraktet ble vasket med en konsentrert vandig
NaCl- lgsning (2 x 50 ml), tarket med Na>SO4 og oppkonsentrert under vakuum til en

gul raolje.

Utbytte: 0.40 g, 80%
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'H NMR (400 MHz, CDCl,): & 0.86 (t, J= 7.5 Hz, 3H), 1.63- 1.73 (m, 1H), 1.76- 1.86
(m, 1H), 1.92- 2.00 (m, 2H), 2.01- 2.17 (m, 1H), 2.25- 2.34 (m, 1H), 2.35- 2.46 (m,
2H), 2.67- 2.77 (m, 8H), 2.84 (m, 2H), 3.55 (s, 3H), 5.15- 5.44 (m, 10H).

13C NMR (100 MHz, CDCl5): & 13.99 (CHs), 20.28 (CHz), 23.08 (CHz), 25.26 (CHa),
25.35 (CHy), 25.38 (CH2), 25.55 (CH2), 25.97 (CH2), 30.64 (CHz), 51.27 (CHs), 55.48
(CH), 56.16 (CH), 124.06 (CH), 126.76 (CH), 127.45 (CH), 127.53 (CH), 127.66
(CH), 128.01 (CH), 128.15 (CH), 128.25 (CH), 130.27 (CH), 131.61 (CH), 172.64
(C=0)

Spektrale data var i overensstemmelse med litteraturen.54

4.6 Syntese av (all-2)-5,6-dihydroksy-(8,11,14,17)-eikosatetraensyre

OH
— CO,H
OH

24

Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeidet av Langseter et al.%?

é-jodlakton 18 (5.8 g, 17 mmol) ble overfart til en rundkolbe med metanol (57 ml) og
vann (3.0 ml). Videre ble LiOHxH20 (4.0 g) overfart til reaksjonsblandingen. Kolben

ble tildekket med aluminiumsfolie og refluksert i 6 timer.

Videre ble vann (25 ml) tilsatt til reaksjonsblandingen og metanol ble dampet bort pa
rotavapor. Reaksjonsblandingen ble nedkjglt pa isbad (0 °C) og fortynnet HCI (0.10
M) ble tilsatt porsjonsvis. NaCl ble tilsatt tii metning og reaksjonsblandingen ble
ekstrahert med EtOAc (3 x 25 ml). Ekstraktet ble vasket med en mettet vandig NaCl-
lgsning (2 x 25 ml), tarket med Na>SO4 og oppkonsentrert under vakuum til en gul

raolje.
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Utbytte: 2.0 g, 88%

'H NMR (400 MHz, CDCl3): § 0.98 (t, J = 7.5 Hz, 3H), 1.49 — 1.69 (m, 2H), 1.76 —
1.90 (m, 2H), 2.02 — 2.12 (p, J=14.6 2H), 2.18 — 2.27 (m, 1H), 2.33 — 2.47 (m, 3H),
2.76 — 2.88 (m, 6H), 2.89 — 3.99 (m, 2H), 3.67 (s, 3H), 5.20 — 5.57 (m, 8H).

13C NMR (100 MHz, CDClz): § 14.41 (CHs), 18.54 — 33.78 (14 resonanser alifatisk

omradet), 73.12 (CH), 73.49 (CH), 73.88 (CH), 82.35 (CH), 124.69 — 132.22 (12 x
CH), 178.62 (C=0)

"H NMR spektret var i overenstemmelse med litterauren.®

4.7 Syntese av (all-Z2)-metyl-5,6-dihydroksy-(8,11,14,17)-eikosatetraenat

OH
_ COzMe
OH

25
Esterifiseringen ble utfart i henhold til Nolsge et al. sitt publiserte arbeid.*

Diolsyre 24 (34 mg, 0.10 mmol) ble Igst i toluen (4.2 ml) og metanol (2.8 ml). Videre
ble en 2.0 M lgsning av TMS-diazometan i heksan (75 pl, 0.15 mmol, 1.5
ekvivalenter) malt ut med kanyle og overfgrt til lasningen drapevis i et tidsrom pa 2
minutter. Gassutveksling ble observert og reaksjonsblandingen endret farge fra en
lys gulfarge til en mer sterk gulfarge. Reaksjonen ble overvaket med TLC og hadde

etter 1 time reagert fullstendig.

Reaksjonen ble stoppet ved & titrere med en vandig HCI lgsning (0.50 M). Det ble
observert gassutveksling og et fargeomslag fra sterk gul til lys gul. Titreringen ble
utfart gradvis frem til gassutveksling opphgrte. Reaksjonsblandingen stod i 1 time
under omrgring ved romtemperatur (20 °C).
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Videre ble en mettet vandig NaCl-lgsning (10 ml) og heksan (20 ml) tilsatt
reaksjonsblandingen. Lgsningen ble ekstrahert med heksan (3 x 15 ml). Ekstraktet
ble vasket med en mettet vandig NaCl-lgsning (1 x 10 ml), tarket med Na>SO4 og
oppkonsentrert under vakuum til en blank raolje. R&oljen ble renset med
kolonnekromatografi (silika, heksan: EtOAc 7:3).

Utbytte: 30 mg, 86 %
Rf: 0.40 (heksan:EtOAc 7:3)

'H NMR (400 MHz, CDCl3): § 0.96 (t, J = 8.0 Hz, 3H), 1.47 — 1.57 (m, 2H), 1.64 —
1.89 (m, 3H), 2.02 — 2.11 (p, J = 8.0 Hz, 2H), 2.30 — 2.40 (m, 5H), 2.70 — 2.80 (m,
6H), 2.90 — 3.50 (m, 2H), 3.70 — 3.75 (s, 3H), 5.23 — 5.55 (m, 7H), 5.58 — 5.65 (m,
1H).

13C NMR (100 MHz, CDCl): § 14.40 (CH3), 20.69 (CH,), 21.05 (CHz), 25.67 (CH2),
25.77 (CH2), 25.90 (CH2), 31.80 (CH2), 33.10 (CH2), 33.88 (CHz), 51.73 (CHs), 73.39
(CH), 73.84 (CH), 125.33 (CH), 127.10 (CH), 127.89 (2 x CH), 128.65 (CH), 128.79
(CH), 131.46 (CH), 132.20 (CH), 174.36 (C=0).

IR: 3484, 3014, 2953, 1739, 1650 cm™’

MS: [M+Na]* 373.2349, beregnet: 350.50

MS-data stemte med litteraturen.%*
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4.8 Syntese av (all-Z2)-metyl-5S,6S-dihydroksy-(8,11,14,17)-eikosatetraenat

— . CO,Me

27a

Aktivering av katalysator:

—N_  N= —N_  N=
co AcOH co
o ot N{ > o’ | o
(S,S)-1 (S,S)-2

(S,S)-1: (S,S)-N,N'-bis(3,5-di-tert-butylsalicyliden)-1,2-sykloyheksandiaminokobolt(ll)
(S,S)-2: (S,S)-N,N'-bis(3,5-di-tert-butylsalicyliden)-1,2-sykloheksandiaminokobolt(l1l)

4.8.1 Metode 1

Syntesen ble utfgrt i henhold til det publiserte arbeidet av Devalankar et al.8

(S,S)-1 (12 mg, 20 umol, 0.50 mol %) ble veid ut i en rundkolbe og Igst i toluen (0.80
ml). Videre ble eddiksyre (11 ml, 0.20 mmol, 10 ekvivalenter relativ til (S,S)-1) tilsatt
lzsningen, og fargen gikk fra r@d til merk r@d. Lasningen stod 30 min under omrgring
med eksponering til luft. Videre ble Igsningen dampet inn pa rotavapor til en fast

masse.

Epoksidet 19 (1.3 g, 4.0 mmol) ble overfart til rundkolben med katalysatoren (S,S)-2
og reaksjonsblandingen ble kjglt ned pa isbad (0 °C). Vann (36 ul, 2.0 mmol, 0.50
ekvivalenter relativt til epoksidet 19) ble malt ut med kanyle og tilsatt drapevis til
reaksjonsblandingen. Temperaturen til reaksjonsblandingen fikk gradvis stige frem til
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romtemperatur (20 °C). Reaksjonsblandingen stod 24 timer til omrgring under

nitrogen atmosfeere.

Etter 24 timer ble vann (25 ml) tilsatt reaksjonsblandingen og den ble ekstrahert med
EtOAc (3 x 25 ml). Ekstraktet ble vasket med en mettet vandig NaCl-lgsning (2 x 10
ml), terket med Na>SO4 og oppkonsentrert under vakuum til en brun raolje. Raoljen

ble renset med kolonnekromatografi (silika, heksan:EtOAc 9:1).

TLC: heksan:EtOAc 8:2

Ureagert epoksid: 0.90 g
Rf- verdi: 0.75

® R;=0.75

Hydroksylakton
Rf- verdi: 0.45

[ ) R =0.45

Katalysator rester
Rf- verdi: 0.0

4.8.2 Metode 2

Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeidet av Tokunaga et al.®?

(S,S)-1 (11 mg, 18 umol, 0.2 mol %) ble veid ut i en rundkolbe og Igst i toluen (87 ul).
Videre ble eddiksyre (2.0 ul, 36 umol, 2 ekvivalenter relativ til (S,S)-1) tilsatt
lgsningen, og fargen gikk fra rad til mark rgd. Lasningen stod 1 time under omrgring
med eksponering til luft. Videre ble Igsningen dampet inn pa rotavapor til en fast

masse.

Epoksidet 19 (3.0 g, 9.0 mmol) ble overfart til rundkolben med katalysatoren (S, S)-2
og reaksjonsblandingen ble kjglt ned pa isbad (0 °C). Vann (90 ul, 5.0 mmol, 0.55
ekvivalenter relativt til epoksidet) ble malt ut med kanyle og tilsatt drapevis til

reaksjonsblandingen. Temperaturen til reaksjonsblandingen fikk gradvis stige frem til
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romtemperatur (20 °C). Reaksjonsblandingen stod 24 timer til omrgring under

nitrogen atmosfeere.

Etter 24 timer ble vann (25 ml) tilsatt reaksjonsblandingen. Lagsningen ble ekstrahert
med EtOAc (3 x 25 ml). Ekstraktet ble vasket med en mettet vandig NaCl- Igsning (2
x 10 ml), terket med Na>SO4 og oppkonsentrert under vakuum til en brun raolje.

Raoljen ble renset med kolonnekromatografi (silika, 35 % EtOAc i heksan).

Denne metoden ble ogsa forsgkt med en seks dobling av (S,S)-1 (1.2 mol %) og

eddiksyre. Den ble ogsa forsgkt med THF som Igsemiddel.

TLC: 35 % EtOAc i heksan

Ureagert epoksid: 2.0 g
""" Rf- verdi: 0.75
& |Re=076 Hydroksylakton
® |Rr=0.60 Rf- verdi: 0.60
Diolblanding
e |Re=0.21 Rf- verdi: 0.21
- - - -4 R¢=0.00

4.8.3 Metode 3

Syntesene ble utfart i henhold til det publiserte arbeidet av Schaus et al.®’

4.8.3.1

(S,S)-1 (15 mg, 25 umol, 0.50 mol %) ble veid ut i en rundkolbe og lgst i THF (0.50
ml). Videre ble eddiksyre (3.0 ul, 50 umol, 2 ekvivalenter relativt til (S,S)-1) tilsatt
lzsningen, og fargen gikk fra rad til brun. Lgsningen stod 30 min under omrgring med

eksponering til luft. Videre ble Igsningen dampet inn pa rotavapor til en fast masse.

67



Epoksidet 19 (1.7 g, 5.0 mmol) ble overfgrt til rundkolben med katalysator (S,S)-2 og
reaksjonsblandingen ble kjglt ned pa isbad (0 °C). Videre ble vann (42 ul, 2.3 mmol,
0.45 ekvivalenter relativ til epoksidet) malt ut med kanyle og tilsatt drapevis til
reaksjonsblandingen. Temperaturen til reaksjonsblandingen fikk gradvis stige frem til
romtemperatur (20 °C). Reaksjonsblandingen stod 24 timer til omrgring under

nitrogen atmosfeere.

Etter 24 timer ble det tilsatt vann til reaksjonsblandingen og den ble ekstrahert med
EtOAc (3 x 25 ml). Ekstraktet ble vasket med en mettet vandig NaCl- Igsning (2 x 10
ml), terket med Na>SO4 og oppkonsentrert under vakuum til en brun raolje. Raoljen

ble renset med kolonnekromatografi (silika, 35 % EtOAc i heksan).
Denne metoden ble ogsa forsgkt med 1.0% mol prosent av (S,S)-1 relativ il
katalysator. Metoden ble ogsa forsgkt med okt reaksjonstiden. Reaksjonstiden ble da

okt til 48 timer.

TLC: 35 % EtOAc i heksan

Ureagert epoksid: 1.1 g
------ Rf- verdi: 0.75
° |Re=0.75 Hydroksylakton
Rf- verdi: 0.43
* |R=043
Diolblanding
Rf- verdi: 0.17
[ ] Rf = 017
——-.-——Rf=0.00
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4.8.3.2

Epoksidet 19 (2.0 g, 6.0 mmol) og terr THF (0.24 ml) ble overfgrt til en rundkolbe.
Videre ble (S,S)-1 (18 mg, 30 umol, 0.50 mol %) slammet opp i Igsningen. Videre ble
Ilgsningen satt under nitrogen atmosfeere. Eddiksyre (3.4 ul, 60 umol, 2 ekvivalenter
relativt til (S,S)-1) ble overfgrt via kanyle til reaksjonsblandingen, og fargen gikk fra
red til merk rgd. Legsningen stod 30 min under omrgring for & fa aktivert pre-
katalysatoren (S,S)-1 til katalysatoren (S, S)-2.

Videre ble reaksjonsblandingen nedkjglt pa isbad (0 °C) og vann (2.7 mmol, 49 pul,
0.45 ekvivalenter relativ til epoksidet) ble tilsatt drapevis via kanyle. Temperaturen til
reaksjonsblandingen fikk gradvis stige frem til romtemperatur (20 °C).
Reaksjonsblandingen stod 24 timer under omrgring.

Etter 24 timer ble det tilsatt vann til reaksjonsblandingen og den ble ekstrahert med
EtOAc (3 x 25 ml). Ekstraktet ble vasket med en mettet vandig NaCl-lgsning (2 x 10
ml), terket med Na>SO4 og oppkonsentrert under vakuum til en brun raolje. Raoljen

ble renset med kolonnekromatografi (silika, heptan:EtOAc 8:2).

TLC: heptan:EtOAc 8:2

Ureagert epoksid:
""" Rf- verdi: 0.55
Hydroksylakton
Rf- verdi: 0.33
: Rf =0.55
* |R=033 Diolblanding
Rf- verdi: 0.16
e |Ri=0.16
- - - - 4R = 0.00
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4.8.3.3

(S,S)-1 (36 mg, 60 umol, 2.0 mol %) ble veid ut i en rundkolbe og lgst i diklormetan
(0.50 ml). Videre ble eddiksyre (41 ul, 0.72 mmol, 12 ekvivalenter relativ til (S,S)-1)
tilsatt Igsningen, og fargen gikk momentant fra r@d til merk brun. Lgsningen stod 30
min under omrgring med eksponering til luft. Videre ble Igsningen dampet inn pa

rotavapor til en fast masse.

Epoksidet 19 (1.0 g, 3.0 mmol) og THF (70 ul) ble overfert til rundkolben med
katalysatoren (S,S)-2 og reaksjonsblandingen ble kjglt ned pa isbad (0 °C). Videre
ble vann (25 ul, 1.3 mmol, 0.45 ekvivalenter relativ til epoksidet) malt ut med kanyle
og tilsatt drapevis til reaksjonsblandingen. Temperaturen til reaksjonsblandingen fikk
gradvis stige frem til romtemperatur (20 °C). Reaksjonsblandingen stod 24 timer til

omrgring under nitrogen atmosfeere.

Etter 24 timer ble det tilsatt vann til reaksjonsblandingen og den ble ekstrahert med
EtOAc (3 x 25 ml). Ekstraktet ble vasket med en mettet vandig NaCl-lgsning (2 x 10
ml), terket med Na>SO4 og oppkonsentrert under vakuum til en brun raolje. Raoljen

ble renset med kolonnekromatografi (silika, heksan:EtOAc 7:3)

TLC: heksan:EtOAc 7:3

Ureagert epoksid: 0.56 g
Rf: 0.81

° R=0.81

Diolblanding: 0.12 g

Rf: 0.40
N e Diol: 2.0 mg
O Rf: 0.15
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4.9 Syntese av (all-Z2)-metyl-5R,6 R-dihydroksy-(8,11,14,17)-eikosatetraenat

OH
_ — CO2Me
OH
27b
Aktivering av katalysator:
$ 0 $ 0
=N_ N= =N_ N=
Co AcOH Co
o Yot N L > o’ | o
(R,R)-1 (R.R)-2

(R,R)-1: (R,R)-N,N'-bis(3,5-di-tert-butylsalicyliden)-1,2-cycloheksandiaminokobolt(ll)
(R,R)-2:(R,R)-N,N'-bis(3,5-di-tert-butylsalicyliden)-1,2-sykloheksandiaminokobolt(ll)

Syntesen ble utfgrt ved bruk av metode 3, beskrevet i avsnitt 5.8.3.3.

(R,R)-1 (63 mg, 0.10 mmol, 2 mol %) ble veid ut i en rundkolbe og lgst i diklormetan
(1.0 ml). Videre ble eddiksyre (70 ul, 1.2 mmol, 12 ekvivalenter relativ til (R,R)-1)

tilsatt Igsningen, og fargen gikk momentant fra r@d til merk brun. Lgsningen stod 30

min under omrgring med eksponering til luft. Lgsemiddelet ble dampet bort pa

rotavapor til en fast masse.

Epoksidet (1.7 g, 5.2 mmol) ble overfart til rundkolben med katalysatoren (R,R)-2 og

reaksjonsblandingen ble kjglt ned pa isbad (0 °C). Videre ble vann (42 ul, 2.3 mmol,

0.45 ekvivalenter relativ til epoksidet) malt ut med kanyle og tilsatt drapevis til

reaksjonsblandingen. Temperaturen pa reaksjonsblandingen fikk gradvis stige frem

til romtemperatur (20 °C) og stod 24 timer under omraring.
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Reaksjonsblandingen ble tilsatt vann og ekstrahert med EtOAc (3 x 25 ml). Ekstraktet
ble vasket med en mettet vandig NaCl- Igsning (2 x 10 ml), tarket med Na>SO4 og
oppkonsentrert under vakuum til en brun raolje. Raoljen ble renset med

kolonnekromatografi (silika, heksan:EtOAc 7:3).

TLC: heksan:EtOAc 7:3

Ureagert epoksid: 0.65 g
""" Rf-verdi : 0.80
* |R=0.80
¢ Diolblanding: 0.14 g
Rf: 0.38
e Diol: 3.0 mg
Rf: 0.15
e |R=0.15
- - - - 4R¢=0.00
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4.10 Syntese av 5,6-O-isopropyliden-metyl-(82,112,142,17 Z2)-5,6-
dihydroksyikosa-8,11,4,17-tetraenat

X

0] 0]
— p— COzMe

26
Syntesen av acetonidet 26 ble utfgrt i henhold til Cho et al. sitt publiserte arbeid.%

THF (30 ml) og 2,2-dimetoksypropan (3.7 ml, 32 mmol) ble tilsatt til en rundkolbe
med dihydroksymetylester/ dihydroksymetylester blanding 25 (2 g, 6.0 mmol). Videre
ble en katalytisk mengde p-toulensulfonsyre (PTSA) overfgrt til reaksjonsblandingen.

Reaksjonen stod over natten til omrgring i romtemperatur (20 °C).

Videre ble det tilsatt vann og reaksjonsblandingen ble ngytralisert med trietylamin
(pH~ 7). Lasningen ble ekstrahert med heksan (3 x 15 ml) og ekstraktet ble vasket
med en mettet vandig NaCl-lgsning (1 x 10 ml). Videre ble ekstraktet tgrket med
MgSO4 og oppkonsentrert under vakuum til en brun raolje. Raoljen ble renset med
kolonnekromatografi (silika, heksan: EtOAc 9:1).

Utbytte av forbindelse 26: 10 mg, 13 %

'H NMR (400 MHz, CDCl,): 5 0.98 (t, J= 7.5 Hz, 3 H) 1.38 (s, 6H), 1.47- 1.65 (m, 2H),
1.67- 1.88 (m, 2H), 2.05- 2.15 (p, J= 8 Hz, 2H), 2.29 - 2.45 (m, 4H), 2.73 - 2.94 (m,
6H), 3.58 - 3.74 (s, 5H), 5.22 - 5.63 (m, 8H)

13C NMR (100 MHz, CDCls): & 14.43 (CHs), 20.17 (CHz), 21.79 (CHz), 25.59 (CHa),
25.80 (CHy), 25.96 (CH2), 27.36 (CHa), 27.45 (CHy), 30.71 (CH2), 32.39 (CH.), 34.06
(CHz), 51.55 (CH3), 80.34 (CH), 80.42 (CH), 108.26 (C), 124.90 (CH), 127.12 (CH),
127.95 (CH), 128.56 (CH), 128.77 (CH), 130.54 (CH), 132.21 (CH), 173.93 ppm
(C=0)
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IR: 3014, 2930, 2875, 1739, 1650 cm'
MS: [M+Na]* 413.266, beregnet: 390.28

Syntesen ble ogsa benyttet for & danne acetonid derivatene 28ai1 og 28bs.

Utbytte av forbindelse 28a4: 8 mg
Utbytte av forbindelse 28b+: 10 mg

Rf- verdi: 0.44 (heksan: EtOAc 9:1)

28a1: [a]2° = + 10° (c= 1 mg/ml etanol)
28b+: [a]2° = - 10° (c= 1 mg/ml etanol)

4.11 Syntese av all-(2)-1,1-dimetoksy-(3,6,9,12)-pentadekatetrenat

Epoksidet 19 (1.8 g, 5.4 mmol) ble Igst i metanol (35 ml) og perjodsyre (1.4 g, 6.0
mmol) ble tilsatt til reaksjonsblandingen under omrgring. Reaksjonsblandingen stod
til omrgring i romtemperatur (20 °C) i 6 timer. Videre ble vann tilsatt og Igsningen ble
ekstrahert med heksan (3 x 25 ml). Ekstraktet ble vasket med en konsentrert vandig
NaCl-lgsning (2 x 25 ml), terket med MgSO4 og dampet inn under vakuum til en
fargelgs raolje. Raoljen ble renset med kolonnekromatografi (silika, 7.5 % EtOAc i

heksan)

Utbytte: 0.57 g, 45 %
Rf: 0.32 (7.5 % EtOAc i heksan)
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'H NMR (400 MHz, CDCl,): § 0.98 (t, J= 7.5, 3H), 2.03 (p, J= 8.0 Hz J= 2H), 2.41 (t,
J= 8.0 Hz, 2H), 2.77 - 2.87 (m, 6H), 3.34 (s, 3H), 4.39 (t, J= 4.0 Hz, 1H), 5.26 - 5.55
(m, 8H).

13C NMR (100 MHz, CDCl,): & 14.27 (CHs), 20.56 (CHz), 25.54 (CHz), 25.62 (CH2),
25.85 (CHz2), 31.02 (CHz), 52.95 (2 x CH3), 104.10 (CH), 123.93 (CH), 127.01 (CH),
127.84 (CH), 127.90 (CH), 128.36 (CH), 128.59 (CH), 130.33 (CH), 132.05 (CH).

Spektrale data var i overensstemmelse med litteraturen.54

4.12 Syntese av all-(2)-3,6,9,12-pentadekatetraenal

Acetal 20 (0.36 mg, 1.4 mmol) ble Igst i 1,4-dioksan (3.9 ml). Videre ble en lgsning
med 80% vandig maursyre (4.7 ml) tilsatt under omrgring. Reaksjonsblandingen stod

i 1,5 time under omrgring i romtemperatur (20 °C).

Videre ble vann tilsatt og I@sningen ble ekstrahert med heksan (3 x 25 ml). Ekstraktet
ble ngytralisert med en konsentrert vandig lasning NaHCOs til pH=7, vasket med en
konsentrert vandig NaCl-lgsning og tarket med MgSOs. Videre ble ekstraktet dampet

inn under vakuum til en blank raolje.

Utbytte: 0.40 g, kvantitativt
Rf- verdi: 0.32 (heksan:EtOAc 9:1)

'H NMR (400 MHz, CDCl5): & 0.98 (t, J= 7.5 Hz, 3H), 2.02- 2.12 (p, J=, 2H), 2.7 8-

2.88 (m, 6H), 3.23 (m, 2H), 5.25 - 5.46 (m, 6H), 5.54 - 5.63 (m, 1H), 5.56 - 5.64 (m,
1H), (9.69 (t, J= 4.0 Hz, 1H).
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13C NMR (100 MHz, CDCl3): § 14.26 (CHs), 20.57 (CHy), 25.55 (CHz), 25.64 (CHa),

25.98 (CHz), 42.51 (CH,), 118.67 (CH), 126.92 (CH), 127.06 (CH), 127.60 (CH),
128.76 (CH), 128.91 (CH), 132.12 (CH), 133.17 (CH), 199.32 (C=0).

Spektrale data var i overensstemmelse med litteraturen.54

4.13 Syntese av 47,7Z,10Z,13Z-heksadeka-1,4,7,10,13-pentaen

4.13.1 Metode 1

Syntesen ble utfgrt i henholdt til Taber et al. sitt publiserte arbeid.®”

Metyltrifenylfosfonium bromid (1.0 g, 2.8 mmol) ble Igst i THF (6 ml). Videre ble NaH
(60 mg, 2.5 mmol) overfart til Iasningen. Lasningen stod under omraring i 20 min fgr
den ble kjglt ned pa isbad (0°C). Aldehydet 21 (0.3 g, 1.4 mmol) ble tilsatt til
lgsningen og fargen gikk fra blank til oransje. Reaksjonsblandingen stod over natten i

romtemperatur (20 °C).

Reaksjonsblandingen ble tilsatt vann og ekstrahert med heksan (3 x 25 ml).
Ekstraktet ble vasket med en mettet lasning NaHCO3 og en konsentrert vandig NaCl-
lasning (2 x 50 ml). Videre ble ekstraktet terket med Na>SOs og oppkonsentrert
under vakuum til en mark oransje olje. Raoljen ble renset med kolonnekromatografi
(silika, heksan:EtOAc 95:5)
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4.13.2 Metode 2

Syntesen ble utfgrt i henholdt til Fitjer et al. sitt publiserte arbeid.®®

Kalium tert-butoksid (0.3 g, 2.8 mmol) ble lIgst i terr eter (10 ml) og
metyltrifenylfosfonium bromid (1.3 g, 3.5 mmol) ble overfart til Igsningen. Lgsningen
ble varmet opp og refluksert i 15 min. Videre ble Igsningen kjglt ned til 30 °C og
aldehydet 21 (1.5 g, 4.5 mmol) ble tilsatt Igsningen. Fargen pa reaksjonsblandingen
gikk fra hvit til oransje. Reaksjonsblandingen stod til omrgring over natten i

romtemperatur (20 °C).

Videre ble vann tilsatt reaksjonsblandingen, og lgsningen ble ekstrahert med heksan
(3 x 50 ml). Ekstraktet ble vasket med en konsentrert vandig NaCl-lgsning, terket
med Na>SO4 og dampet inn under vakuum til en oransje raolje. Raoljen ble renset

med kolonnekromatografi (silika, heksan:EtOAc 95:5)

Utbytte: 1.7 %, 5 mg
Rf- verdi: 0.28

'H NMR (400 MHz, CDCl,): 5 0.97 (t, J= 8.0 Hz, 4 H), 2.03 — 2.12 (p, J= 8.0 Hz, 2 H),
2.75—2.86 (m, 4 H), 4.96 (d, J= 8.0 Hz, 1 H), 5.10 (d, J= 16 Hz, 1 H), 6.25 — 6.36 (m,
1H), 6.03 — 6.13 (m, 1H), 5.66 — 5.78 (m, 1H), 5.26 — 5.46 (m, 6H).

13C NMR (100 MHz, CDCl): 14.28 (CHs), 22.81 - 32.69 ( 5 x CH2), 115.14 (CH),

127.21 (CH), 128.20 (CH), 128.52 (CH), 128.57 (CH), 129.35 (CH), 131.45 (CH)
(CH), 132.16, 134.71 (CH), 137.35 (CH).
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4.14 Syntese av all-(2)-1,2-epkosy-4,7,10,13-heksadekatetraen

4.14 .1 Metode 1

Syntesen ble utfgrt i henholdt til Ciaccio et al. sitt publiserte arbeid.%°

Trimetylsulfoksonium jodid (4.00 g, 18.2 mmol) ble lgst i DMSO (8.00 ml), og kalium
tert-butoksid (2.00 g, 17.9 mmol) ble tilsatt til Iasningen. Lasningen stod 1 time under
omrgring fgr aldehydet 21 (400 mg, 1.80 mmol) ble tilsatt porsjonsvis. Fargen pa
reaksjonsblandingen gikk fra blank til blakket oransje. Reaksjonen stod i
romtemperatur (20 °C) under omrgring i 24 timer, og fargen pa reaksjonsblandingen
hadde da blitt lysere oransje.

Videre ble vann tilsatt reaksjonsblandingen, og lgsningen ble ekstrahert med heksan
(3 x 25.0 ml). Ekstraktet ble vasket med en konsentrert vandig NaCl-lgsning (2 x 25.0
ml), terket med MgSO4 og oppkonsentrert under vakuum til en mark gul raolje.

Raoljen ble renset med kolonnekromatografi (silika, heksan:EtOAc 95:5)

Rf- verdi: 0.36

4.14.2 Metode 2

Syntesen ble utfert i henhold til Danishefsky et al. sitt publiserte arbeid.””

Trimetylsulfoksonium jodid (0.80 g, 3.5 mmol) ble Igst i THF (8.0 ml) og satt pa isbad
(0 °C). Videre ble 1 M KHMDS i THF (3.0 ml, 3.0 mmol) overfgrt porsjonsvis til
lgsningen, og Igsningen stod en time under omrgring. Aldehydet 21 (0.50 g, 2.3

mmol) ble tilsatt porsjonsvis via kanyle og reaksjonsblandingen stod til omraring over
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natten i romtemperatur (20 °C). Fargen pa reaksjonsblandingen gikk fra blank til

blakket oransje, og hadde etter 24 timer en mer lys oransje farge.

Videre ble vann tilsatt reaksjonsblandingen, og lgsningen ble ekstrahert med EtOAc
(3 x 25 ml). Ekstraktet ble vasket med en konsentrert vandig NaCl-lgsning (2 x 25
ml), terket med MgSO4 og oppkonsentrert under vakuum til en mark gul raolje.
Samme prosedyre ble utfgrt med trimetylsulfonium jodid.

Raoljen ble renset med kolonnekromatografi (silika, heksan:EtOAc 95:5)

Rf- verdi: 0.36

4.15 Forsgk pa bestemmelse av enantiomert overskudd
En stamlgsning av Eu(hfc)s ble laget ved a lgse 20 mg av forbindelsen i 1.0 ml terr d-
kloroform. Videre ble det laget en fortynning (2 mg/ml) ved & overfere 0.10 ml av

lgsningen til et dramsglass sammen med 0.90 ml d-kloroform.
Rasemat 26 (7.2 mg, 18 umol) ble Igst i 0.50 ml d-kloroform og det ble tatt opp et 'H

NMR spekter. Videre ble konsentrasjonen av Eu(hfc)s relativ til 26 gkt med 0.50 %
for hvert '"H NMR opptak. Konsentrasjon ble gkt helt frem til spekteret ble utydelig.
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5 Appendiks

5.1 Likning for estimering av 'H kjemiske skift i alkener

6H =525+ Z dem + chis + Z Ztrans (2)

Substituentkonstanter (z) for likningen 3 er i referanse®

5.2 Likning for estimering av 'H kjemiske skift i alkaner

8y =150+ X%z 3)
Substituentkonstanter (z) for likningen 4 er i referanse®

5.3 Likning for estimering av '*C kjemiske skift i substituerte alkener
6c=1233+ Yz, + Yz, + XS (4)

Substituentkonstanter (z) og korreksjonsverdier (S) for likningen 5 er i referanse.®
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5.4 'H NMR- og 3C NMR-spektre av §-jodlakton 18

5000

4500

4000

3500

3000

121sUU|

2500

2000

1500

1000

500

96°0
£6'0

66'0]‘
81
281
€81
¥8'T
81
531
98'1
98'T
28T

88T
68T
16T
26’1
€6'T
96°T
96°T
L6'TH
L6'TA

86'T
86'T
66'T
66'T
002
00°¢
10°¢
102
20T
20T
€0°C
€0°C
0°Z
0
s0'C
s0'C
90°¢
90°¢
90°2
80°¢
80°¢
60°C
0T'2
9z
8v°¢C
0S¢
0S¢
[4%4
65°C
092
092
19C
19°C
29T
s9'C
08°¢
8¢
8T
[4:x4
€8°C
€8°C
¥8'2
S8'C
98°¢
€6'€
v6'€
S6'E
96°€
L6°€
L6'€
JAR4
80t
60'%
0Tt
1Ty
Ty
0€'S
T€'S
€5
€€°5]
€£€°5]
vES
YES
VE'S
SE'S
SE'S
S€°S
9€°5
AN
8€'S
6€°S
6€°S
0v'S
0v'S
0'S
Tv's
Tv's
2v°S
'S
£7°5
£7°5
¥S°S
S5°S
55
95°54
95°S4

258°6-
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5.5 'H NMR- og *C NMR-spektre av y-jodlakton 22
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5.6 'H NMR- og *C NMR-spektre av epoksid 19

5500
5000
4500
4000

3500

3000

121IsURU|

2500

2000

1500

1000

~500

29°€-

265

8€"S ] O
0t"S]
175
IVSj
'S
€55
b5
s
S5
St'S
9v's
REE
8v'S
6v'5
05°54
15°5
255
255
€5°5
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5.7 'H NMR- og *C NMR-spektre av epoksid 23
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Figur 5.7 "H NMR-spekter av epoksid 23.
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Figur 5.8 '3C NMR-spekter av epoksid 23.
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5.8 'H NMR- og *C NMR-spektre av dihydroksysyre 24
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Figur 5.9 "H NMR-spekter av dihydroksysyre 24.
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Figur 5.10 '3C NMR-spekter av dihydroksysyre 24.
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5.9

Spektrale data av dihydroksymetylester 25
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Figur 5.11 "H NMR-spekter av dihydroksymetylester 25.
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Figur 5.14 GC-kromatogram av dihydroksymetylester 25.




MS Spectrum Report

Analysis Info Acquisition Date  5/8/2019 9:04:02 AM
Sample Name  MS.04 Analysis Name  D:\Data\maxis2019\15399.d
Method ESI_pos_50_1500_os.m
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebukzer 0.4 Bar
Focus Not active Set Capillary 3500 V Set Dry Heater 200°C
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Figur 5.15 HRMS-spekter av forbindelse 25
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5.10 Spektrale data av acetonid 26
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MS Spectrum Report
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Figur 5.19 HRMS-spekter for acetonid 26.
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5.11 'H NMR- og *C-spektre av §-hydroksylakton dannet ved bruk av metode

5.8.1
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Figur 5.20 "H NMR-spekter av §-hydroksylakton.
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Figur 5.21 13C NMR-spekter av §-hydroksylakton.
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5.12 'H NMR- og "*C NMR-spektre av dioler i blanding og §-hydroksylakton

blanding dannet ved bruk av metode 5.8.3.1
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Figur 5.23 "H NMR-spekter av dioler i blanding.
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Figur 5.24 3C NMR-spekter av dioler i blanding.
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Figur 5.25 "TH NMR av fraksjon som inneholdt bade §-hydroksylaktonet og epoksid 19.
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Figur 5.26 13C NMR av fraksjon som inneholdt bade §-hydroksylaktonet og epoksid 19.
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5.13 Spektrale data av diolblanding 27a4, diol 27a2 og acetonid 28a
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Figur 5.27 "H NMR spekter av diolblanding 27a
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MS Spectrum Report

Analysis Info Acquisition Date  5/8/2019 10:35:01 AM
Sample Name MS-16(3) 30 Analysis Name D \Data\maxis2019\15405.d
Method ESI_pos_50_1500_os.m
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Potarity Positive Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Not active Set Capillary 3500 V Set Dry Heater 200°C
Scan Begin 50 miz Set End Plate Offset -500 vV Set Dry Gas 4.0 Vmin
Scan End 1500 m/z Set Charging Voltage 2000 V Set Divert Vaive Waste
Set Corona OnA Set APCI Heater o°C
b +MS, 0.1-1.0min #2-54
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Figur 5.32 HRMS-spekter av diol 27a;.
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MS Spectrum Report

Analysis Info Acquisition Date  5/8/2019 9:04:02 AM
Sample Name  MS.04 Analysis Name  D:\Data\maxis2019\15399.d
Method ESI_pos_50_1500_os.m
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Not active Set Capillary 3500V Set Dry Heater 200°C
Scan Begin 50 miz Set End Plate Offset <500 V Set Dry Gas 4.0 Umin
Scan End 1500 m/z Set Charging Voltage 2000 V Set Divert Vaive Waste
Set Corona OnA Set APCI Heater 0°C
W:‘ +MS, 0.1-1.0min nsﬁ
x1
373.235
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0.24 413.266
| a37.215
I A e verit TP T B LL Ly S732 SS3AS0 S9s3m2 Ga0d08
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2 164921 31
3 1ss11s 33
4 204913 16
S 127125 42
6 306852 24
7 341200 31
8 373235 1000
9 374238 240
10 375242 33
11 389.209 39
12 405225 85
13 406.228 1.9
14 413266 181
15 414270 48
16 437215 56
17 551.355 16
18 553459 20
19 595382 1.8
20 639.408 18
Meas. m/z lon Formula m/z err [ppm]
413.2662 C24H38NaO4 413.2662 0.2
C22H33N602 413.2660 -0.5
C26H3704 413.2686 6.0
C25H34N4Na 413.2676 34
C20H34N6NaO2 413.2635 -6.3
C21H37N206 413.2646 -3.7
C18H29N12 413.2633 -7.0

Figur 5.38 HRMS- spekter av acetonid 28a.
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5.14 Spektrale data av diolblanding 27b+, diol 27b2 og acetonid 28b
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Figur 5.39 "H NMR-spekter av diolblanding 27b.
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MS Spectrum Report

Analysis Info Acquisition Date  5/8/2019 10:03:10 AM
Sample Name  MS-18(1) 25 Analysis Name  D:\Data\maxis2019\15403.d
Method ESI_pos_50_1500_os.m
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Not active Set Capillary 3500 V Set Dry Heater 200°C
Scan Begin 50 m/iz Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 4.0 Umin
Scan End 1500 m/iz Set Charging Voltage 2000 V Set Divert Valve Waste
Intens. +MS, 0.0-1.0min #2-56|
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Meas. m/z lon Formula miz  err [ppm]
373.2349 C21H34NaO4 373.2349 0.2
C19H29N602 373.2347 -06
C23H3304 373.2373 6.6
C22H30N4Na 373.2363 37
C17H30N6NaO2 373.2322 -7.0
C18H33N206 373.2333 -42
C15H25N12 373.2320 7.8

Figur 5.44 HRMS-spekter av diol 27b,.
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Figur 5.46 H NMR-spekter for acetonid 28b+ (acetonid dannet fra diolblanding 27by).
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MS Spectrum Report

Acquisition Date  5/8/2019 9:25:52 AM
Analysis Name  D:\Data\maxis2019\15400.d

Method ESI_pos_50_1500_os.m
Acquisition Parameter
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Figur 5.48 HRMS- spekter av acetonid 28b;.
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5.15 'H NMR-spektre for acetonid 26 og dihydroksy-metylester 25 med bruk

av kiralt skift reagens

Tabell 5.1 Oversikt over mengder (g) og konsentrasjoner (C) av forbindelse 25, 26 og Eu(hfc)s.

Forbindelse Eu(hfc)s

Mw (g/mol) 350.3 390.3 1194

C (mol/ml) 0.0185 0.0185 1.675 x 107

Tabell 5.2 Oversikt over volumer (V) av Eu(hfc)s stamlgsningen (1.675 pmol/ml) som ble overfart til NMR-rgret
med forbindelse 25/26 imellom hvert NMR-opptak.

V(u)  Eu(hfc)s (mol %)

50 0.5

T
50 20

L
50 3.0

L
50 4.0
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5.16 "H NMR og "*C NMR-spektre av acetal 20
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Figur 5.52 "H NMR-spekter av acetal 20.
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5.17 '"H NMR- og 13C NMR-spektre av aldehyd 21
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Figur 5.54 "H NMR-spekter aldehyd 21.
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5.18 'H NMR- og "*C NMR-spektre av alken 31
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Figur 5.56 "H NMR-spekter av alken 31.
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Figur 5.57 13C NMR-spekter av alken 31.

135

190 180 170 160 150 140 130 120 mo ( 10)0 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

200



5.19 'H NMR og "*C NMR-spektre av epoksid 32
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Figur 5.58 "TH NMR-spekter av kompleks blanding med epoksid 32.
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Figur 5.59 3C NMR-spekter av kompleks blanding med epoksid 32.
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5.20 '"H NMR og "*C NMR-spektre av DHA-EE
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Figur 5.60 "H NMR-spekter av DHA-EE.
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Figur 5.61 '3C NMR-spekter av DHA-EE.
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