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Sammendrag

Det er pavist at noen glykosylerte fenoler har prebiotiske effekter. | denne oppgaven ble
syntese av 4-formyl-2-metoksifenyl-D-glukopyranosid fra D-glukose og vanillin forsgkt
utfart ved fem ulike linezre synteseveier. Hensikt var 8 komme fram til en generell metode

for syntese av fenoliske glykosider.

Utgangsstoffet D-glukose ble beskyttet og omdannet til ulike glykosyldonorer eller brukt uten
beskyttelsesgrupper ved anvendelse av koblingsreagenset 1,3-dimetyl-2-
klorimidazoliniumklorid for glykosylering av vanillin. Glykosyleringsreaksjon i bifasisk
system med basisk vannfase med glykosyldonoren 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-

glukopyranosylbromid gav eneste isolerbare resultat med tilfredsstillende utbytte.

Avbeskyttelse av acetylbeskyttelsesgruppene gav malmolekylet 4-formyl-2-metoksifenyl-D-
glukopyranosid. Syntesen hadde et totaluthytte pa 42%.

Vellykket glykosyleringsmetode ble overfart til vanillinglykosider med mannose som
karbohydratdel. Bade mannose som monomer og blanding av oligomerer ble forsgkt koblet til
vanillin. Dannelse av korresponderende glykosider ble pavist, men ikke isolert.

Den vellykkede glykosyleringsmetoden ble ogsa overfart til reaksjon mellom
glykosyldonoren 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-galaktopyranosylbromid og aglykonet p-nitrofenol.

Denne reaksjonen hadde et utbytte pa 75%, betydelig hgyere enn for reaksjon med vanillin.

Difenolen matairesinol ble forsgkt glykosylert med glukose ved tre metoder. Ulikheter i
metodene baserte seg pa type beskyttelsesgruppe og utgaende gruppe. Tidligere vellykket
glykosyleringsmetode gav antydning til produktdannelse av matairesinol-4,4-di-2,3,4,6-tetra-
O-acetyl-D-glukopyranosid. Det var imidlertid ikke mulig & isolere glykosidet fordi det ikke
ble bevart gjennom opprensingstrinnet. Derfor ble ikke avbeskyttelsestrinnet gjennomfart.

De fenoliske dihydropyridinene 3,5-pyridindikarboksylsyre-1,4-dihydro-4-(4-hydroksy-3-
metoksifenyl)-2,6-dimetyl-3,5-dietylester og 3,5-pyridindikarboksylsyre-1,4-dihydro-4-(4-
hydroksyfenyl)-2,6-dimetyl-3,5-dietylester ble forsgkt glykosylert med glukose med
glykosyldonoren 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosylbromid i bifasisk system med basisk
vannfase. Karakterisk topp for anomert karbon ble observert i **C NMR-spektra, og antydet
vellykket kobling. Forbindelsene var imidlertid ikke isolerbare. Dermed kan det ikke sies med
sikkerhet at glykosyleringsreaksjonen gav gnskede glykosider. Pa basis av mislykket

renframstilling etter glykosylering kunne ikke avbeskyttelsestrinnet gjennomfares.



Abstract

Some glycosylated phenols have been shown to have prebiotic effects. In this thesis, synthesis of
4-formyl-2-methoxyphenyl-D-glucopyranoside from D-glucose and vanillin was attempted by
five different linear synthetic routes. The intention was to find a general method for the synthesis

of phenolic glycosides.

The starting material D-glucose was protected and converted to various glycosyl donors or used
without protecting groups using the coupling reagent 2-chloro-1,3-dimethylimidazolinium
chloride for glycosylation of vanillin. Glycosylation reaction in a biphasic system with a basic
water phase and using the glycosyl donor 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glucopyranosyl bromide gave
the only isolatable product with satisfactory yield. Deprotection of the acetyl protecting groups
gave the target molecule 4-formyl-2-methoxyphenyl-D-glucopyranoside. The synthesis had a total
yield of 42%.

Successful glycosylation method was converted to vanillin glycosides with mannose as
carbohydrate moiety. Attempts were made to connect both mannose as a monomer and a mixture
of oligomers to vanillin. Formation of corresponding glycosides was detected but not isolated.
The successful glycosylation method was also converted to a reaction between the glycosyl donor
2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-galactopyranosyl bromide and the aglycone p-nitrophenol. This reaction

had a yield of 75%, considerably higher than for the reaction with vanillin.

It was attempted to glycosylate the diphenol matairesinol with glucose by three methods.
Differences in the methods were based on the type of protection group and the leaving group.
Previously successful glycosylation method gave rise to product formation of matairesinol-4,4-di-
2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glucopyranoside. However, it was not possible to isolate the glycoside
due to it not being preserved during the purification step. Therefore, the deprotection step was not

executed.

The phenolic dihydropyridines 3,5-pyridinedicarboxylic acid 1,4-dihydro-4- (4-hydroxy-3-
methoxyphenyl) -2,6-dimethyl-3,5-diethyl ester and 3,5-pyridinedicarboxylic acid 1,4-dihydro -4-
(4-hydroxyphenyl) -2,6-dimethyl-3,5-diethyl ester was also attempted glycosylated with glucose
with the glycosyl donor 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glucopyranosyl bromide in a biphasic system
with a basic water phase. Characteristic peak for anomeric carbon was observed in *C NMR
spectra, indicating successful coupling. However, the compounds were not isolatable. Thus, it
cannot be said with certainty that the glycosylation reaction yielded desired glycosides. Due to an
unsuccessful purification step after the glycosylation reaction, the deprotection step could not be

performed.



Forkortelser og begreper

Ac Acetyl

Bn Benzyl

Bz Benzoyl

DBU 1,8-Diazabisyklo[5.4.0]undec-7-en
DHPy Dihydropyridin

DMC 1,3-dimetyl-2-klorimidazoliniumklorid
DMI 1,3-dimetyl-2-imidazolidinon

oTf Trifluormetansulfonat

PG Beskyttelsesgruppe

PKC Proteinkinase C

PMB p-Metoksibenzyl

PTS Fosfotransferasesystem

TBAB Tetra-n-butylammoniumbromid
TBAF Tetra-n-butylammoniumfluorid
TBAI Tetra-n-butylammoniumjodid
TMS Trimetylsilyl

Aglykon: Glykosidkomponent som er igjen etter avspaltning av karbohydrat.

Fytokjemikalie: Kjemisk forbindelse produsert av planter.

Glykosylakseptor: Et molekyl med passende nukleofil gruppe som kan reagere med en

glykosyldonor.

Glykosyldonor: Et karbohydrat som vil reagere med en passende glykosylakseptor og

inneholde anomerisk karbon i resulterende glykosidbinding.

Glykosylgruppe: Karbohydratkomponenten av et molekyl.

Prebiotika: Forbindelser i mat som induserer vekst eller aktivitet til fordelaktig

mikroorganisme.

Probiotika: Levende mikroorganismer som introduseres til vert gjennom kosten og gir

helsefordeler.

Xenobiotika: Kjemiske forbindelser til stede i en organisme eller et miljg som ikke produserte

den.
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1. Innledning

1.1 Mal for oppgaven

Dette prosjektet tar utgangspunkt i karbohydratkjemi. Hovedmalet var & komme fram til en
generell metode for syntese av fenoliske glykosider. Det ble tatt utgangspunkt i
vanillinglykosidet av glukose (1), avbildet i Figur 1-1, et naturprodukt isolert fra Vanilla

planifolia®.
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Figur 1- 1 Struktur til malmolekyler 1, 2 og 3.

Farste delmal var a syntetisere 1 med variasjon av glykosyldonorer og aktivatorer. Enkle og
kommersielt tilgjengelige utgangsstoffer kan gi en generell metode for syntese av fenoliske
glykosider. Videre gnsket vi & benytte den best egnede metodikken til syntese av
vanillinderivater av mono- og oligomerer av mannose. Malmolekyler er avbildet i Figur 1-1.
Dette prosjektet ble gjort i samarbeid med postdoktor Shaun Allan Leivers som sto for HPLC-

MS-analyser.

Syntesen og analysen av malmolekylene var gnsket for 8 komme fram til en generell metode
for syntese av fenoliske glykosider og for a forsgke anvendelse i grisefor som prebiotiske

forbindelser.



Videre mal var & variere bade glykosylgruppe og fenolisk aglykon. En polyfenol,
dihydropyridiner (DHPy) og p-nitrofenol var forbindelser som ble forsgkt benyttet som
glykosylakseptorer. Disse aglykonene er avbildet i Figur 1-2.

OH

NO,

Figur 1- 2 Struktur til aglykonene 4,5, 6 og 7.

1.2 Prebiotika

Karbohydrater kan fungere som kostfiber?. Kostfiber er blitt definert som «den spiselige delen
av planter av analoge karbohydrater som er motstandsdyktige mot fordgyelse og absorpsjon i
mennesketarmen med komplett eller delvis fermentering i tykktarmen»®. Innlemmet i denne
definisjonen er forbindelser som cellulose, hemicellulose og lignin?. Kostfiber har fatt mye
oppmerksomhet grunnet prebiotisk evne til & fremme tarmhelse ved & forbedre vekst av

tarmflora?.

Som falge av reduksjon av papiretterspgrsel star treindustrien overfor en fokusomveltning.
Framstilling av kostfiber er en mate a utnytte ressursene pa. Trevirke inneholder kostfiber i
form av cellulose, hemicellulose og lignin®. Hemicellulose er en betegnelse for
heteropolymere polysakkarider. Viktige komponenter i hemicellulose er sukkerenheter som
glukose, mannose og xylose*. Mannan og xylan er polysakkarider av mannose og xylose.
Disse polysakkaridene finnes i norsk skog. Mannaner er til stede i gran, Picea abies®, og det
er pavist xylaner i bjark, Betula pubescens®. Lignin er ogsé en viktig komponent i trevirke®,
som styrker celleveggen som fglge av krysskobling mellom ulike polysakkarider’. Lignin kan

brytes ned til fenoliske forbindelser’, der vanillin er et eksempel.

Skjema 1-1 viser glykosylering av fenoliske forbindelser. Fenoliske glykosider er blitt funnet
biosyntetisert i planter®. De er dermed planteproduserte kjemiske forbindelser, ogsa kalt
fytokjemikalier. Anatomiske plantedeler som blomster, frg og ratter innehar aktuelle

forbindelser.
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Skjema 1- 1 Glykosylering av fenolisk forbindelse.

Det har veert kjent i mange ar at fenoliske glykosider er en utbredt gruppe sekundare
metabolitter som utgver biologiske aktiviteter®. Fenoliske glykosider har fatt oppmerksomhet
pa bakgrunn av deres forhold mellom planten og planteetere eller insekter® og mistanke om
sykdomsbeskyttelse®.

Interesse knyttet til fenoliske glykosider grunner i deres bioaktivitet. Biologiske aktiviteter til
fenoliske glykosider inkluderer antiinflammatorisk, cardiobeskyttende, antikarsinogenisk,
antimikrobiell og antioksiderende effekt! 12, Syntese av fenoliske glykosider er interessant da
aglykonet kan bli frigjort i et biologisk system, som i fordgyelseskanalen, og ha en gitt
virkning pa systemet*?. Bakterier kan hjelpe med nedbrytning av glykosidbinding for
frigjering av aglykon, mens glykosylgruppen fungerer som naring i bakterien. Glykosyldelen
kan endre forbindelsens egenskaper, slik at den blir mer anvendelig i verten'2,

Det framkommer stadig nye fenoliske glykosider fra planteverdenen. Yan et al.*® rapporterte i
2018 totalsyntese for to nylige isolerte fenoliske planteglykosider vitexnegheteroin A (14) og
ovatoside B (15). Skjema 1-2 viser hovedtrinn i syntesen til Yan et al. Framgang pagar
stadig’* i et syntesefelt som krever mange hensyn, spesielt nar det kommer til forstaelse av

glykosyleringsreaksjoner og kontroll av stereokjemi.

MeO
HO CHO
9
+
AcO m
OAc AcO HO
AcO 0
AcO
AcO i) .
10 Br (gir 12 og 14)
AlIO
ji j\ R = eller
R” 0 MeO iv) R” O MeO MGO:Q/\/
(6] (0] ir 13 og 15)
HO HO (gir g
HMOOCHZOH HMOOCHO A0
OH OH
14,15 12,13

Skjema 1-2 Yan et al. sin syntese av de to fenoliske planteglykosidene. i) TBAB, 0.50 M K2COs, CHClIs; ii) K2CO3, MeOH-
THF-H20; iii) RCOCI, Me2SnClz, N,N-diisopropyletylamin, THF; iv) Pd(PPh)s, NaBH4, MeOH.



Det er utfert forskning i forbindelse med probiotisk modellorganisme og glykosylerte
fytokjemikalier som substrater!?, Interesse for og kunnskap om mikrobiota i
fordgyelsessystemet er gkende. | forbindelse med bioteknologi og organisk kjemi gjelder
dette eksternalisering og bioanvending av aglykonet i planteglykosider. Syntesearbeid kan

utgjere en kilde til prebiotiske biomolekyler og -konjugater.

1.3 Naturprodukter

Naturprodukter er kjemiske forbindelser som blir produsert i levende organismer™.
Naturprodukter blir ofte delt inn i to grupper, primere og sekundaere metabolitter.
Metabolitter som finnes i alle organismer betegnes som primare. De angar grunnleggende
prosesser og er essensielle for en organismes overlevelse!®. P& bakgrunn av den brede
funksjonen er det liten diversitet blant primare metabolitters struktur. Sekundare metabolitter
er derimot spesifikke for enkelte arter, noe som gir strukturmessig mangfold*®. De har opphav
i karbohydratmetabolisme!’” og pakreves ikke for overlevelse, men kan forbedre livskvalitet og
-evne. Utgvende biologisk aktivitet knyttes gjerne til evolusjonsmessig bakgrunn eller
habitat8,

Sekundaere metabolitters virkemate kan utnyttes av mennesker for framstilling av produkter
som medisiner, farge- og smaksstoffer. Det jaktes alltid etter biologisk aktive forbindelser
som kan bidra til samfunns- eller forskningsmessig framgang. Naturprodukter kan ha
medisinsk effekt, et eksempel er kalsiumantagonisten amlodipin (16), vist i Figur 1-3.
Forbindelsen kan brukes i behandling av hayt blodtrykk, arteriell hypertensjon®®.

O
” \/\NHZ

Figur 1- 3 Struktur til amlodipin (16).

Figur 1-4 viser tre strukturer, ciklosporin (17), streptomycin (18) og epibatidin (19), som alle
er biologisk aktive sekundaere metabolitter. Ciklosporin er et syklisk peptid, som ble oppdaget
i soppen Tolypocladium inflatum i 1969%°. Biologisk aktivitet til 17 er i hovedsak tilknyttet

undertrykking av immunrespons?. Ciklosporin er pa lista til Verdens helseorganisasjon,



WHO, over essensielle medisiner??. Et viktig anvendelsesomrade er bruk ved

organtransplantasjoner, da som middel for & unnga avvisning av introdusert organ®,

17 18 19
Figur 1- 4 Naturproduktene ciklosporin (17), streptomycin (18) og epibatidin (19).

Waksman et al. isolerte i 1944 streptomycin fra bakterien Streptomyces griseus?.
Forbindelsen er et aminoglykosid og har antibakterielle effekter, og blir brukt som antibiotisk
medisin for behandling av bakterieinfeksjoner. Streptomycin hemmer bade gram-positive og

gram-negative bakterier, og er derfor definert som bredspektra antibiotika®.

Epibatidin er et klorinert alkaloid. Forbindelsen er en nervegift som blir utnyttet av
giftpilefrosken Epipedobates anthonyi?. Frosken biosyntetiserer ikke epibatidin pa egenhand,
men tilegner seg forbindelsen gjennom dietten, som er basert pa insekter som biller, maur og
fluer. Epibatidin har i mennesker smertestillende effekter. Potensniva er minst 200 ganger
hayere en morfin?’. | og med at terapeutisk konsentrasjon er narliggende til giftig eller

dedelig konsentrasjon blir ikke forbindelsen tatt i bruk som legemiddel.

Tilegnelse av naturprodukter kan forega pa flere mater. De kan framstilles pa et laboratorium
enten gjennom total- eller semisyntese, eller de kan bli ekstrahert fra naturen. Sistnevnte er
aktuell dersom forbindelsen kan bli ekstrahert pé& en bearekraftig mate?® og er favorisert om
det kan forega ved enkle og billige prosesser. Dersom forbindelsen bare er tilgjengelig i sma
mengder i en utrydningstruet art ma det utvikles andre mater a framstille naturproduktet pa.
Da er syntese eller semisyntese mulige utveier. Valget mellom de tre hovedmatene for

tilegnelse ma tas pa bakgrunn av faktorer som kostnad, tid, utbytte og ikke minst beerekraft.

Figur 1-5 viser strukturen til opiatet morfin (20) og paclitaxel (21). Morfin er et eksempel pa
et naturprodukt som ekstraheres fra naturen, fra opiumsvalumen, Papaver somniferum?°.
Forbindelsen utgver biologisk aktivitet i mennesker da den virker pa sentralnervesystemet, og

brukes dermed som smertestillende°.



Figur 1- 5 Struktur til morfin (20), paclitaxel (21) og 10-deacetylbaccatin 111 (22).

Paclitaxel er et naturprodukt som pa bakgrunn av begrenset tilgjengelighet framstilles
semisyntetisk®!. Den komplekse strukturen til 21 gjer at totalsyntese ikke er et lannsomt eller
effektivt alternativ. Paclitaxel kan isoleres fra stillehavsbarlind, Taxus brevifolia®?, og selges
som kjemoterapeutisk medisin under merkenavnet Taxol®3. Semisyntese kan forkomme fra
forbindelsen 10-deacetylbaccatin I11 (22), Figur 1-5, som isoleres fra barnaler i europeisk

barlind, Taxus baccata®!.

En naturproduktanalog er en forbindelse som ligner pa eller er familizer med et naturprodukt.
Dersom en forbindelse har biologisk aktivitet, er det grunn til & utforske om analoger ogsa har
det. Det kan vere gnsket a studere naturproduktanaloger om det korresponderende
naturproduktet er komplekst og i liten grad kommersielt tilgjengelig. Om disse funksjonene
vil veere neerliggende ma testes ut gjennom forskning. Det er mulig at analogen har samme
virkemate, men med ulik grad av potensniva, eller den kan ha en helt annen funksjonalitet®*,
Ved framstilling av naturproduktanaloger kan forbindelsene optimaliseres og tilpasses

menneskekroppen.

Bryostatiner er makrolaktoner funnet i det marine mosdyret, Bugula neritina®. Bryostatiner
har fatt oppmerksomhet pa bakgrunn av deres lovende terapeutiske egenskaper.
Tilgjengelighet og forekomst i naturen er imidlertid lav®®. Figur 1-6 viser struktur til
bryostatin 1 (23) og analogen picolog (24). Bade 23 og 24 er proteinkinase C (PKC)-
modulatorer®”. Analogen har en mye lettere totalsyntese, og er mer potent med tanke p& PKC-

aktivitet3e,



Figur 1- 6 Struktur til bryostatin 1 (23) og analogen picolog (24).

1.4 Karbohydrater

Karbohydrater er en betegnelse for en stor gruppe biomolekyler som innlemmer
polyhydroksyaldehyder og -ketoner og deres derivater'®. Det var Carl Schmidt som i 1844
foreslo navnet karbohydrat for denne gruppen® da de farste oppdagede forbindelsene viste en
empirisk sammensetning med generell formel C,(H20)m. Det var tenkt at forbindelsene var

vandige karboner.

Noen karbohydrater har sa a si alltid blitt utnyttet, det gjelder enkelte polysakkarider, som for
eksempel stivelse. Sukker som sukrose, et disakarid som utvinnes fra sukkerrgr og
sukkerbeter®, ble tidlig anvendt for & utnytte den karakteristiske sgtsmaken. Sukrose ble
introdusert til Europa pa 1000-tallet, der forbindelsen var popular blant overklassen. Senere
ble sukker vanligere i kosten ogsa for arbeiderklassen. Karbohydrater blir i dag assosiert med
en av hovedgruppene innen matinntak. Det er anbefalt at omkring 50% av naringsinntaket

kommer fra karbohydrater®!.

Funksjonalitetsspekteret til karbohydrater i biologiske systemer er bredt. Utover tilfarsel og
lagring av energi er karbohydrater sentrale i prosesser som beskyttelse av og kommunikasjon
mellom celler og celleadhesjon, samt kontrollering av proteintrafikk*? %3, De er ogsa
strukturelementer i planter* og insekter, arvestoff- og kjennscellekomponenter, biologiske
smgremidler og de bygger opp makromolekyler®?. Karbohydrater har ogsa en rolle som
konjugater for lipofile forbindelser, der de bidrar til frakt av disse i cytoplasma®2.

Karbohydrater kan framsta som enkeltstaende enheter, monosakkarider, eller i kjeder

bestaende av to til mangfoldige enheter, oligo- og polysakkarider. Figur 1-7 viser glukose som
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monomer og sukkerenhet i kjede, der n beskriver antall enheter som har to nabosakkarider.
Oligo kommer av greske «oligos» og betyr fatallig. | denne sammenheng vil oligo veere
prefiks for to til ti sukkerenheter. Felles for karbohydrater bestaende av flere enheter er

bindingstypen som kobler enhetene sammen, glykosidbindingen.

OH
HO
oOH OH
8

HO 0
HO OH
OH] o
HO OH
OH
o)
o2
HO OH

OH

Figur 1- 7 Glukose (8) som monomer, og oligo- eller polymer, avhengig av verdien til n.

Karbohydratkjemi som gren har grunnlag i differensieringen mellom glukose, sukrose og
polysakkarider. Druer, honning og stivelse ble farst inspisert. Lowitz og Proust viste at
sukkeret i honning og druer ikke kunne veere sukrose*. Kirchhoff viste i 1811 at produktet,
monomeren, som dannes ved syrehydrolyse av polysakkarider som stivelse og

bomullscellulose ogsa var ulik sukrose®. 1 1838 fikk denne forbindelsen navnet glukose®.

Emil Fischer begynte a studere karbohydratkjemi mot slutten av 1800-tallet. Han lagde
syntesevei for monosakkarider og bestemte i tillegg struktur og stereokjemi“68, Reaksjon
mellom monosakkarider og fenylhydrazin dannet isolerbare fenylosazoner. Han fant at
glukose, fruktose og mannose resulterte i samme fenylosazon, som tilsa at disse
monosakkaridene hadde samme konfigurasjon ved C3, C4 og C5. Skjema 1-3 illustrerer at

glukose og mannose gir likt osazon.
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Skjema 1- 3 Syntese av osazoner. i) 1 ekv PANHNH. ii) 2 ekv PANHNH..

For bestemmelse av konfigurasjonen til glukose tok Fischer i bruk elimineringsmetodikk pa
strukturene han hadde dedusert seg fram til gjennom teoriene til Van’t Hoff og Le Bel.
Hovedmomenter for konfigurasjonsbestemmelsen var dannelse av korresponderende

dikarboksylsyrer, tilknytning til arabinose og optisk aktivitet*.

Emil Fischer fant ogsa ut at det ikke var noen fundamental forskjell i koblingen mellom
glukosider og polysakkaridene av glukose, da de var bundet ved glykosidbindinger. Figur 1-8,
som viser vanillinglukosid (1) og sukrose (25), gjenspeiler dette, samt at glykosidbindingen

kan forekomme i a- eller B-konfigurasjon.
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OH Hoﬁ‘ OH
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Figur 1- 8 Konfigurasjonell og koblingsmessig diversitet i glykosidbindinger.

Preferanse for konfigurasjon ved det anomere karbonet blir pavirket av den anomere
effekten®®, ogsa kalt Edward-Lemieaux-effekten. Effekten har bakgrunn i at a-konfigurasjon i
mange tilfeller kan vaere den mest stabile, tross sterisk fortinn ved p-konfigurasjon.
Induserende faktorer ma veere mer stabiliserende enn de steriske for at den anomeriske
effekten skal holde*® 0. Det er flere faktorer som pévirker konfigurasjonelt utfall. Valg av
lgsemiddel og substituent er eksempler pa det. Figur 1-9 viser at anomer effekt stottes ved
elektrontiltrekkende substituenter ved det anomere karbonet. Lgsemidler med lave

dipolmoment fremmer stabiliserende evne, og dermed anomerisk effekt*°.



OH OH

HO 0 HO ©
HO > HO Y , nar X er mer elektrontiltrekkende enn Y.

OH OH
X

Figur 1- 9 Anomerisk substituents pavirkning av anomer effekt.

Forslagene for hva som bidrar til anomerisk effekt tar utgangspunkt i sterikk,
hyperkonjugasjon eller dispersjonseffektert. Hyperkonjugasjonmodellen har veert utbredt
akseptert, men som nyere undersgkelser viser, er bakgrunnen komplisert og pavirkes trolig av
flere faktorer®2. Beregningsbevis gjort av Mo fratar hyperkonjugasjon hovedansvaret, og det
foreslés at anomerisk effekt er bedre tolket gjennom elektrostatiske interaksjoner®®. Skjema 1-
4 illustrer mulige stabiliserende evner ved hyperkonjugasjon og elektrostatisk modell.
Glykosyleringsreaksjoner foregar gjerne med aktivatorsystemer, men det er imidlertid lite

forskning pa hvordan aktivatorer pavirker anomerisk effekt>3,

Skjema 1- 4 a) Elektrostatisk modell og b) hyperkonjugasjon.

1.4.1 Glykosider og glykokonjugater

Det er ikke uvanlig at naturprodukter bestar av en karbohydratdel, glykosylgruppe, og en
ikke-karbohydratdel, aglykon. Disse forbindelsene kalles glykosider, vist i Figur 1-10, der
glykosylgruppe og aglykon er tydelig markert. Glykosylgruppen kan veere avgjgrende for den
biologiske aktiviteten, eller endre farmakokinetiske egenskaper®*.

oH MeO
HO 0
HO ) CHO
OH

Figur 1- 10 Glykosid med glykosylgruppe (svart) og aglykon (redt).
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Det farste identifiserte glykosidet var det cyanogeniske glykosidet amygdalin (26), avbildet i
Figur 1-11. Pierre-Jean Robiquet og Antoine Boutron-Charland isolerte i 1830 forbindelsen
fra bitre mandler® *, Ved inntak av amygdalin vil glykosidbindingen bli brutt av -
glukosidase i tarmen, og gir i farste omgang gentiobiose og L-mandelonitril. L-mandelonitril
dekomponerer til benzaldehyd og hydrogencyanid, som kan fare til cyanidforgiftning®” °%.
Denne virkningen er godt dokumentert i mennesker etter at amygdalin ble markedsfgrt som

alternativ kreftmedisin®®.

26 N
Figur 1- 11 Struktur til amygdalin (26).

Glykosider kan variere stort pa begge sider av glykosidbindingen. Glykosyldelen kan variere
med tanke pa konfigurasjon, type og antall sukkerenheter. Glykosidbindinger kan kobles
gjennom ulike grunnstoff og betegnes deretter. Glykosidet 26 er et O-glykosid, da det er
koblet gjennom et oksygen. | tillegg til O-glykosider finnes det S-, N- og C-
glykosidbindinger'®. Det tilsier at glykosider er en gruppe organiske forbindelser som har stor
strukturmessig variasjon. De ulike bindingsformene muliggjer glykosylering av de fleste
naturprodukter. Med tanke pa biokjemiske og farmakologiske effekter er det mest
hensiktsmessig a klassifisere glykosider etter aglykonet, da denne delen av forbindelsen vil ha

narliggende tilknytning til forbindelsens biologiske aktivitet'?.

1.4.2 Karbohydratbiosyntese

Karbohydrater er utbredt i naturen og innehar en stor rolle blant naturprodukter, enten som
enkeltstdende karbohydrater eller som en fraksjon av en forbindelse®. Dannelse av
karbohydrater fra andre forbindelser skjer biosyntetisk enten gjennom fotosyntese eller
glukoneogenese®. Altsa ved reduksjons- og oksidasjonsreaksjoner, der karbonfiksering er et
eksempel. Monosakkarider kan omdannes til andre karbohydrater eller analoger ved

reaksjoner som epimerisering, aldose-ketose-omdannelse, redoksreaksjoner og
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transaminering®. Glykosidbindinger gir grunnlag for dannelse av stgrre
karbohydratforbindelser. Et sukker vil binde seg til en funksjonell gruppe ved
glykosidbindinger og gi oligo- og polysakkarider eller glykosider.

Ved fotosyntese foregar karbohydratdannelse i Calvinsyklusen. Forskning utfart av Melvin
Calvin med flere®! tok i bruk radioaktivt karbon, C-14, for & studere reaksjonene som
reduserer karbondioksid til karbohydrater. De eksponerte en fotosyntetisk alge, Chlorella
pyrenoidosa, for C-14-merket CO,, og analyserte celle- og vevsekstrakter®, Dette la grunnlag
for deduksjon av Calvinsyklusen, vist i Skjema 1-5, i fotosyntesen. Det ble vist at det farste
produktet som dannes er PGA, og deretter D-glukose og D-ribulose 5-fosfat. Disse
produktene kan videre omdannes til en rekke karbohydratprodukter®?,

12 ATP

6 CO, 12 ADP
12 3-fosfoglycerat 12 NADPH
12 NADP* + H*
6 D-Ribulose-1,5-difosfat 12 3-fosfoglyceraldehyd
6 ADP /2
10 3-fosfoglyceraldehyd Glukose

6 ATP
Skjema 1- 5 Oversikt over calvinsyklusen.

Karbohydrater kan ogsd dannes gjennom glukoneogenese®® 3. Méalet med glukoneogenese er
a danne glukose fra organiske forlgperforbindelser som ikke er karbohydrater. I metabolismen
vil dette vaere en anabolsk prosess. Laktat er den vanligste forlgperen, men flere aminosyrer,
glyserol og oddetallskjedede fettsyrer kan ogsa konverteres til glukose®®. Fra glukose eller

intermediater i glukoneogenesen kan andre karbohydrater biosyntetiseres®?.

En glykosidbinding er en kobling mellom en sukkerenhet og en forbindelse med en nukleofil
funksjonell gruppe. Dersom nukleofilen sitter pa et sukkermolekyl, vil produktet veere et
oligo- eller polysakkarid. Dersom nukleofilen sitter pa et aglykon, vil produktet vare et
glykosid. Denne koblingsreaksjonen er avhengig av at sukkerenheten aktiveres. Aktiveringen

gjeres ofte ved at sukkerfosfat reagerer med en NTP, slik at sukkerenheten bindes til NDP®,
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En passende nukleofil vil kobles til sukkerenheten gjennom en Sn2-reaksjon, der NDP er
utgdende gruppe®® ®4. Her vil vanligvis uridin bli brukt som nukleosid, og er brukt som
eksempel i Skjema 1-6.

OH OH OH
HO Q TP ho 9 ROH HO 0
HO E1 HO E2 HO OR
OH OH OH
OP OuUDP
27 28

Skjema 1- 6 Biosyntetisk glykosylering. E1: UTP-glukose-1-fosfaturidylyltransferase, E2: glykosyltransferase.

Stereokjemien til en Sn2-reaksjon tilsier at det skal foregé en inversjon® ¢, Dersom det
aktiverte sukkeret er UDP-glukose, vil den utgaende gruppa sitte i a-posisjon. Produktet vil da
forekomme pa B-form. For & danne a-formen er det antatt at det foregar en dobbel Sn2-

reaksjon, der enzymet har en deltakende nukleofil gruppe.

Det er mange sekundaere metabolitter som bestar av en karbohydratdel og en ikke-
karbohydratdel. Dermed vil biosyntese av slike forbindelser kreve far-biosyntese av de ulike
komponentene som deretter settes sammen ved en glykosyleringsreaksjon. Dersom aglykonet
er et annet biomolekyl, som lipider, proteiner og peptider, vil dette utgjere
glykokonjugatmetabolisme. Betegnelsen glykokonjugat omfatter biologiske molekyler som
bestar av en karbohydratdel kovalent bundet til et biomolekyl.

Biologiske prosesser blir i stor grad kontrollert av enzymer®*. Glykosyltransferaser er
enzymer som genererer glykosider, mens glykosidaser bryter dem ned. Transportere og
flippaser er ngdvendige for & overfare glykomolekyler over biologiske membraner®4-¢,
Skjema 1-6 beskriver biosyntetisk glykosylering ved hjelp av to enzymer. Det farste enzymet
fester UDP til karbohydratet, og er en UTP-glukose-1-fosfaturidylyltransferase'® ¢°. Det andre
enzymet er en glykosyltransferase som bidrar til glykosylering av en alkoholgruppe?® .

Glykosyltransferaser overfarer sukkere fra aktiverte donorer til akseptorer®*. Dannelse av
glykosidbinding krever tilfgrsel av energi. | biologiske systemer vil dette indikere at
fosfodiesterbindinger brytes. Ved anvendelse av glykosyltransferaser vil donorene veere
nukloetid- eller lipidfosfatglykosider® 8. Figur 1-12 viser eksempler, henholdsvis ved UDP-
glukose (28) og dolikolmonofosfatglukose (29). Glykosyltransferaser kan enten veere

inverterende eller bevarende med tanke pa konfigurasjon.
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Figur 1- 12 Struktur til UDP-glukose (28) og Dol-P-glukose (29).

Det er komplisert & kartlegge glykosiders og glykokonjugaters biosyntese. Eksempelvis er det
foreslatt ulike biosyntetiske veier for dannelse av vanillin i planter® %, Vanillin lagres som
vanillinglukosid og blir i hovedsak funnet i placenta til planten Vanilla planifolia.
Biosyntesen foregar i plastidene, der ogsa de relevante enzymene er pavist. Det er akseptert at
hydroksykanelsyrer er forlgpere for vanillin, der det er rapportert dannelse av vanillin

gjennom fenylpropanoidveien®’.

1.4.3 Biologiske funksjoner og bruksomrader
Karbohydrater er sentrale byggesteiner i naturstoffkjemi, og kan forekomme i et mangfold av
strukturer. Det finnes ulike mater & klassifisere glykosider pa. Virkemate avhenger gjerne av

aglykonet, og blir fra biologisk stasted et naturlig aspekt for klassifisering.

Vitamin C er et karbohydratderivat og er for mennesker et essensielt naturprodukt. Sir Walter
Norman Haworth, en stor skikkelse i karbohydratkjemi, og hans gruppe bestemte strukturen
til, og foretok syntese av, vitamin C (30)%°. Det er senere foreslatt at vitamin C-analoger med
endosyklisk nitrogenatom framfor et ringoksygen gir forbedret antioksiderende effekt’. Figur

1-13 viser strukturen til vitamin C og en slik analog (31).
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Figur 1- 13 Struktur til vitamin C (30) og en analog (31).

Glykolipider er en form for glykokonjugater som kan virke som antiinflammatoriske,
antifedme og antidiabetiske agenter’®. Figur 1-14 viser glykolipidet a-galaktosylceramid (32)
og de to analogene 33 og 34. a-Galaktosylceramid er blitt isolert fra den marine svampen
Agelas mauritanus’?, og utgver antitumoreffekt’> 3. Det er blitt dannet analoger for &
skreddersy immunresponsen mot enten pro- eller antiinflammatorisk effekt. Derivater som 33
med trunkerte eller mettede acylkjeder gir antiinflammatoriske effekter, mens C-glykosidet 34

gir proinflammatorisk effekt’,
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Figur 1- 14 Struktur til a-galaktosylceramid (32) og analogene 33 og 34.

Sukkerbestanddel til glykoproteiner er involvert i folding av peptidkjeder’®. Vedlikehold av
konformasjon og laseligheter til proteiner er ogsa biologiske funksjoner karbohydrater
innehar’. Proteinfolding og foldningskontroll foregér i endoplasmatisk retikulum?®.
Eksportering av strukturer farer til golgiapparatet, eller til endoplasmatisk retikulum-assosiert
nedbrytning om en forbindelse har ikke-funksjonell konformasjon’®. Proteiner som kan bindes
til og interagere med karbohydrater kalles lektiner.

Vaksiner er sentrale biologiske redskaper for sykdomsbehandling og immunstimulerende
aktivitet. Glykokonjugater i form av glykoproteiner har allerede vist sitt potensiale som
vaksiner’’. Hib-vaksinen er et eksempel pé en effektiv og trygg vaksine som har tilnermet
eliminert Haemophilus influenzae type b infeksjon i alle land®. Som vist i Figur 1-15 er
karbohydratvaksiner basert pa karbohydratmarkarer i celleoverflaten til bakterier, parasitter

og virus’.
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Figur 1- 15 Karbohydratmarkerer til sykdomsspreder. Hentet fra referanse 77.

1.4.3.1 Fenoliske glykosider

Planter produserer fytokjemikalier, deriblant fenoliske glykosider. I slike forbindelser er

glykosidbindingen koblet gjennom en hydroksylgruppe i fenolen. Fytokjemikalier pa

glykosidform utgver generelt lavere biologisk aktivitet og biotilgjengelighet®.

Deglykosylering av glykosider, foretatt av glykosidaser, blir dermed en viktig faktor for

modulering av utgvende biologisk aktivitet til aglykon.

Figur 1-16 viser to strukturer, solanin (35) og arbutin (36). Begge er sekundare metabolitter

og fenoliske glykosider. Solanin produseres i potet, Solanum tuberosum, og er en del av

plantens forsvarsmekanisme. Forbindelsen er giftig og opptrer som pesticid og fungicid®® 82,

Arbutin finnes i paerer, Pyrus rosaceae, og hemmer melanindannelse®. Glykosidet 36 brukes

dermed som et middel for hudbleking®.
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Figur 1- 16 Struktur til solanin (35) og arbutin (36).

Tarmflora i mennesker har evne til & modulere biologiske aktiviteter til glykosylerte
fytokjemikalier'?. Deglykosylering foregar intracelluleert i tarmbakterien som tar opp
forbindelsen og er vist i Figur 1-17. Karbohydratdelen blir gjerne katabolisert, mens de
fenoliske aglykonene blir eksternalisert!?. Dette farer til at fenoliske fytokjemikalier blir
biotilgjengelige for vert gjennom absorpsjon eller interaksjon med andre organismer som

utgjer tarmfloraen.
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Figur 1- 17 lllustrasjon av aglykonfrigjering i tarmen. Hentet fra referanse 12.

Terapeutiske aktive glykosylerte fenoler er tilstedeveaerende i menneskedietten®. De kan virke

som substrater for fordelaktige mikroorganismer dersom de ikke er fordgyelige'?. Dersom de
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induserer vekst eller aktivitet til positive og helsebringende mikroorganismer blir de betegnet
som prebiotika. Glykosylerte fenoler som innfagres ved matinntak ma gjennomga kjemiske
transformasjoner i tarmen enten ved enzymatiske eller mikrobiotiske betingelser for & utgve

sin biologiske aktivitet®®,

Lactobacillus acidophilus er en utbredt modellorganisme for probiotika®. Probiotiske
mikroorganismer opprettholder eller gjenoppretter fordelaktige bakterier i fordgyelseskanalen.
Probiotika kan utgjgre helsemessige innvirkninger gjennom biotransformering av xenobiotika
og fytokjemikalier i dietten®”. Evne til & ta opp ikke-fordgyelige karbohydrater har blitt
dokumentert'? 8788 Glykosider blir tatt opp i lactobacilli gjennom fosfotransferasesystemer
(PTS)™2,

Figur 1-17 beskriver eksternaliseringsprosessen til fenoliske glykosider. PTS-transportere
fasiliterer bakteriens, her L. acidophilus’, opptak av glykosylerte fytokjemikalier? 8,
Glykosidaser hydrolyserer forbindelsene ved at glykosidbindingene blir brutt, slik at
aglykonene blir deglykosylerte. Dermed kan fenolene eksternaliseres og gjeres
biotilgjengelige i verten. De kan bli absorbert av tarmslimhinnen og utgve sine biologiske
aktiviteter eller gjennomgé videre modifikasjoner®®. Skjema 1-7 viser dannelse av equol (38)
fra daidzein (37), en konvertering som involverer mikroorganismer i tarmsystemet. Gener

som er involvert i denne omdannelsen er identifisert i bakteriespecier funnet i

OH
Enzymatisk I O
HO o)

38

mennesketarmen®.,

Skjema 1- 7 Equol (38) fra daidzein (37).

Isoquercetin (39) er et glyoksylflavonoid som finnes i mango, Mangifera indica. Det er blitt
pavist at dette glykosidet blir hydrolysert av noen B-glukosidaser i tynntarmen®2,
Deglykosylering farer til dannelse av polyfenolen quercetin (40), se Skjema 1-8, som kan bli
absorbert i tynntarmen®2. Quercetin har biologiske aktiviteter som antioksiderende,

antiinflammatorisk, gastroprotektiv og immunmodulerende agent®,
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Skjema 1- 8 Deglykosylering av isoquercetin (39) til quercetin (40).

1.5 Kjemisk Bakgrunn
1.5.1 Karbohydratkjemi

Reaktantene i en glykosyleringsreaksjon kalles glykosyldonor og -akseptor og er vist i Figur
1-18. Glykosyldonoren bestar av et karbohydrat med en utgaende gruppe pa anomert karbon.
En glykosylakseptor er en nukleofilinneholdende forbindelse som kan reagere med en
glykosyldonor. Resultatet av reaksjonen vil vere en glykosidbinding mellom glykosyldonor-
og -akseptor, gjennom donorens anomere karbon. Dersom bade donor og akseptor er et
karbohydrat, vil det dannes et starre karbohydrat med flere sukkerenheter i kjeden. Dersom

akseptor ikke er et karbohydrat blir gruppen betegnet som aglykon.

OPG

PGO X, der X er en utgaende gruppe. Nu—R

OPG
a b

Figur 1- 18 a) Glykosyldonor, b) glykosylakseptor.

Tilstedeveerelse av like funksjonelle grupper kan fare til at bruk av beskyttelsesgrupper (PG)
blir ngdvendig. En beskyttelsesgruppe er en midlertidig gruppe tillagt for & forhindre at en del

av et molekyl reagerer. Pa denne maten kan kontroll pa kjemoselektivitet oppnas.

Syntetisk framstilling av karbohydrater tar utgangspunkt i substitusjonsreaksjoner, i hovedsak
Sn1-reaksjon'®. En aktivator muliggjer utgang av utgéende gruppe ved det anomere karbonet.
Det blir dannet et karboksoniumion, som stér blottlagt for angrep av nukleofile grupper?®.

Generell mekanisme for Sn1-glykosylering er beskrevet i Skjema 1-9. Beskyttelsesgruppene
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har innvirkning pa om og i hvor stor grad en koblingsreaksjon vil finne sted. De vil ogsa

pavirke det anomere utfallet*® >0,

OPG OPG OPG

Peow A PGOM ~— PGO 0

PGO LG\\ PGO PGO ¥

OGP OGP PGOO B
H -
R

o

OPG

PGO O
PGO R
PGO

R2
Skjema 1- 9 Sn1-glykosylering via et oksokarbeniumion.

Generell synteseoppbygning bestar av fire hovedtrinn, som vist i Skjema 1-10. Farst blir det
anvendt beskyttelsesgrupper som er kompatible med hydroksylgrupper. Deretter blir
glykosyldonor aktivert, slik at koblingsreaksjonen kan gjennomfares. Siste steg vil veere
fjerning av beskyttelsesgrupper.

OH OPG OPG
Hom Beskyttelse PGOM Aktivering PGOM
1o on M Peo opg °FC "0 opc™"
8
Glykosylering
OH OPG
Hom Avbeskyttelse PGom
HO S ~OR PGO opaOR

Skjema 1- 10 Hovedtrinn i glykosidsyntese.

Det er rapportert beskyttelsesfri karbohydratkjemi®, men det kan fort oppsté problematikk
rundt regiokjemien. Fairbanks og medarbeidere har eksempelvis brukt et koblingsreagens,
1,3-dimetyl-2-korimidazoliniumklorid (DMC) (41), i forbindelse med beskyttelsesfri
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glykosylering®. Skjema 1-11 viser beskyttelsesfri glykosylering av p-nitrofenol og

merkaptoacetonitril.

o]
e
OH \_/ Cr OH NO,
41
HOM +HOON02 - Homo/g
HO EtsN, H,0, -10 °C HO
OH
OH OH
8 7 42
o]
\N \N+/-
OH \/Cl OH
41
HO 0 +  HS._CN ~ HO N s on
HO OH EtsN, H,0, 0 °C HO ~
OH OH
8 43 44

Skjema 1- 11 Beskyttelsesfri glykosylering med koblingsreagenset 41.

1.5.2 Beskyttelsesgrupper

Karbohydrater innehar ofte flere like funksjonelle grupper. Dermed oppstar det problematikk i
sammenheng med hvilke grupper og deler av karbohydratet som vil reagere ved gitte
reaksjonsbetingelser. Synteser av karbohydrater krever differensiering av mengden
hydroksylgrupper, slik at bare gnskede hydroksylgrupper blir eksponert for reagenser. Denne
differensieringen tar gjerne utgangspunkt i beskyttelsesgrupper og blir lgsningen for a oppna

kontroll av stereo-, regio- og kjemoselektivitet.

| karbohydratkjemi er det i hovedsak beskyttelse av hydroksylgrupper som er relevant. Surt
hydroksylproton blir byttet ut, slik at en alternativ funksjonell gruppe blir dannet. Hva som
kan betegnes som en god beskyttelsesgruppe vil avhenge av reaksjonsbetingelser og ma
planlegges naye. Beskyttelsesgrupper danner grunnlag for at kjemiske forbindelser kan
inkluderes i systemet ved spesifikt karbon.

Det finnes flere alternativer for beskyttelse av alkoholgrupper. Det vanligste er & danne estere
eller etere®. Det er ogsd mulig & danne acetaler. Disse kan forekomme pa syklisk form. Det er
ogsa flere muligheter med tanke pa type ester eller eter, med forskjellig utgangspunkt i

grunnstoff koblet til oksygen som beskyttelsesgruppe.
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1.5.2.1 Etere

Alkyl- og aryletere er stabile mot surt og basisk miljg grunnet den hgye C-O-
bindingsenergien®’. Det kan vaere vanskelig & gjendanne forlgperalkoholen. De fleste
eterbeskyttelsesgrupper drar nytte av en resonansstabilisering av benzyliske kationer eller
radikaler for & fasilitere bindingsbrytning®’. Alkoholgruppene danner etere, mens hemiacetalet

ved det anomere karbonet blir omdannet til et acetal, som vist i Figur 1-19.

\ s
/—< > Si— 4
o . O/\/
Peom PGOM \ 7 PGO 0 ~
PGO o/\© PGO o>~ PGO o
OPG OPG

OPG

Figur 1- 19 Sukkere med etere som beskyttelsesgrupper (rgdt) og acetaler som beskyttelsesgrupper ved anomert karbon
(blatt).

Den klassiske beskyttelsesgruppen i eterklassen er benzyleter. Sukker blir vanligvis benzylert
ved bruk av sterke baser®” %8 som NaH vist i Skjema 1-12. Dette farer til at reaksjonen er
mindre kompatibel med noen beskyttelsesgrupper®®, eksempelvis estere. Det gér imidlertid an
a bruke mildere eller syrekatalyserte betingelser dersom sensitive funksjonaliteter er til
stede®” %, Da er det vanlig & bruke benzyltrikloroacetimidat ssmmen med TfOH for &
benzylere karbohydratet®®1%, Benzyletere og polybenzyletere er stabile forbindelser og kan
fjernes ved katalytisk reduktive betingelser. Hydrogenolyse er vanlig avbeskyttelsesteknikk®.

Det er ogsé mulig & bruke metallisk natrium i ammoniakk, Birchbetingelsert®®,

OH OBn OH
HO QO #» BnO 0 L» HO 0
HO OH Beskyttelse BnO OBn Avbeskyttelse HO OH
OH OBn OH
8 45 8

Skjema 1- 12 Benzylering og avbenzylering. i) BnBr og NaH i DMF; ii) H2/Pd i EtOH eller Na (s) i NHs..

Det finnes ogsa substituerte benzyletere. p-Metoksibenzyl (PMB) (46) og 2-naftylmetyleter
(47) er eksempler vist i Figur 1-20. Beskyttelsessteget skjer ogsa her vanligvis ved bruk av
sterke baser. Alternative beskyttelsesstrategier er ellers like som for benzyletere®” %, PMB
kan avbeskyttes med 5,6-dicyano-2,3-diklor-1,4-benzokinon (48) i bifasisk bufferlgsning®
102 Dette er en mild avbeskytningsstrategi, som skaner estere- og silylgrupper. I tillegg blir

1,2-migrering unngatt®e.
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Figur 1- 20 To substituerte benzyletere PMB (46) og 2-naftylmetyleter (47) og avbeksyttelsesreagenset 48.

Silyletere er viktige karbohydratbeskyttelsesgrupper®. De er store og innehar klumpete
struktur, noe som gir opphav til steriske hindringer. Dette kan ha innvirkning bade pa
konformasjoner og stereoelektroniske interaksjoner. Trimetylsilyl (TMS) og tert-
butyldifenylsilyl er eksempler pa beskyttelsesgrupper i silyleterklassen.
Beskyttelseshetingelsene kommer gjerne i form av silyleterhalid eller -triflat!®®. Den vanligste
avbekyttelsesstrategien er bruk av fluorider, oftest ved tetra-n-butylammoniumfluorid
(TBAF)% 103 Eksempel pa beskyttelse og avbeskyttelse er vist i Skjema 1-13. Silyletere er
stabile under mange betingelser vanlig for syntetiske transformasjoner, og er ortogonale til
andre beskyttelsesgrupper som acyl, acetal og benzyletere®®. De er imidlertid labile ved harde
betingelser og har evne til & migrere til nabohydroksylgrupper®”: %8 193 Faktorer som

stekiometri, reaksjonstider, base og lasemiddel spiller inn%.

OH OTMS OH
Hom B |l) ttel TMSO% Avb II)k | Hom
HO eskyttelse TMSO vbeskyttelse HO H
OH OH OTMSOTNIS OH ©
8 49 8

Skjema 1- 13 Pasetning og fjerning av en silyleter: i) TMSCI, DMF; ii) TBAF.

Allylgrupper er en vanlig beskyttelsesgruppe for alkoholer, og kan brukes for polyoler som
sukker®®. Denne beskyttelsesgruppen er relativt stabil for bade baser og syrer, og er aktuell i
karbohydratkjemi med tanke pa stabilitet ved glykosyleringsbetingelser'®® 105, Beskyttelse kan
bli gjennomfart ved tilsetning av allylbromid med sterkt basiske betingelser, vanligvis ved
NaH®%: 103 Avbeskytning kan foregd med mild sur hydrolyse ved bruk av KOtBu over to steg
via en 1-propenylgruppe, eller i et steg ved selektiv oksidasjon®® 13, Allylgrupper betegnes i
hovedsak som midlertidige beskyttelsesgrupper, da de er kompatible med flere andre

beskyttelsesgrupper®.
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1.5.2.2 Estere

Acylering er en utbredt teknikk for beskyttelse av hydroksylgrupper. Vanlige
acylbeskyttelsesgrupper er acetater og benzoater og er vist i Figur 1-21. Acylbeskyttede
sukker dannes vanligvis ved bruk av acylhalid eller anhydrid® 1%, Fordel ved bruk av ester
som beskyttelsesgruppe er at de kan dannes og fjernes ved ortogonale betingelser til andre
beskyttelsesgrupper®®. Denne klassen beskyttelsesgruppe er imidlertid utsatt for 1,2-migrering
under milde betingelser gjennom hemiortoesterintermediater®® 1%, Avbeskyttelse skjer

vanligvis ved bruk av natriummetoksid i metanol, Zemplénbetingelser®” 1%,

A ¢

Figur 1- 21 Sukker med estere som beskyttelsesgrupper.

Acetylering er den mest utbredte esterifiseringen nar det kommer til beskyttelsesgrupper, og
foregar normalt ved tilsettelse av eddiksyreanhydrid!®, Dette kan forega enten i pyridin eller
med katalysator!®®, En katalysator som er blitt brukt er 1297, Acetylgrupper er gjerne terminale
beskyttelsesgrupper®” 1%, Dette fordi det ved avbeskyttelse under Zemplénbetingelser blir
dannet flyktig metylacetat som biprodukt. Acetylbeskyttelse vil ogsa vaere med pa a dirigere

stereokjemien gjennom C-2-deltakelse!®, illustrert i Skjema 1-14.

OAc OAc

AcO Q)  Aktivering AcO O\+
AcO AcO
AcO 0

L) {

o)

Deltakelse av

nabogruppe
OAc OAc HO-R
AcO 0 Glykosylering AcO 0 ‘)
AcO OR AcO \,
0] 0]
o ye

Skjema 1- 14 C2-deltakelse av acetylbeskyttelsesgruppe.
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Zempléndeacylering, se Skjema 1-15, er en O-avbeskytting av acylgrupper ved
transesterifisering®. Reaksjonen ble farst rapportert av Zémplen og Kuntz i 1924106110,
Zemplénbetingelser tilsier bruk av natriummetoksid i metanol. Metoksid angriper
karbonylkarbonet til acylgruppen. Disse danner en ny ester, mens en
karbohydrathydroksylgruppe gjenstar ubeskyttet. Milde betingelser og haye utbytter har gjort
denne teknikken til standard deacyleringsmetode’®.

OAc OH
NaOMe
AcO O ——— > HO O
AcO OAc MeOH HO OH
OAc OH
50 8

Skjema 1- 15 Deacetylering under Zemplénbetingelser.

En annen esterifisering er benzoylering. Benzoylgrupper er mer stabile enn acetylgrupper®,
men fungerer ellers tilsvarende som beskyttelsesgruppe. Introduksjon foregar vanligvis ved
benzoylklorid i pyridini®. En fordel med benzoylerte forbindelser er at de kan detekteres ved
UV. Fordel med acetater og benzoater som beskyttelsesgrupper er at bade introduksjon og
fjerning kan foregé med hgyt utbytte under milde betingelser!!®. Ulemper er begrenset
basestabilitet og tendens til & migrere dersom det er vicinale hydroksylgrupper tilgjengelig'®
109,111 Dette gjelder bade under sure og basiske betingelser og ma tas til betraktning dersom

delvis beskyttede karbohydrater er inkludert i synteseveien.

1.5.2.3 Sykliske beskyttelsesgrupper

Sykliske beskyttelsesgrupper er en mulighet for alkoholbeskyttelse. Sykliske acetaler utgjer
her et alternativ gjennom grupper som acetonider og benzyliden!'?, Figur 1-22.
Beskyttelsesgruppen introduseres ved en kondensasjonsreaksjon eller gjennom
transacetalisering med sure betingelser®” 112, Benzylidengruppen dannes oftest ved 1,3-dioler,
enten ved anomer eller primar hydroksylgruppe. Acetonider kan dannes ved tilsetning av
aceton, og danner 1,3-dioksanringer. Begge gruppene kan fjernes ved bruk av sure

betingelsert*?,
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Figur 1- 22 Karbohydratbeskyttelse ved benzyliden og acetonid.

1.5.3 Aktivering av glykosyldonor for koblingsreaksjon

Ved aktivering av glykosyldonor for glykosiddannelse er malet & skape en god utgaende
gruppe ved det anomere karbonet. Dette kan forega enten ved bevaring eller utskiftning av det
anomere oksygenet. Det er blitt dokumentert en rekke gode aktiveringsgrupper. Blant disse er
det & finne halider, acylgrupper og trikloroacetimidater. Poenget med & introdusere en
aktiveringsgruppe er @ muliggjere dannelse av kationiske sentra, oksokarbeniumioner, ved det
anomere karbonet!'3, slik det er illustrert i Skjema 1-9. P den maten kan et aglykon angripe
karbohydratet pa nukleofilt vis for & danne et glykosid. Deltakende substituent pa C-2 kan
pavirke delokaliseringsevnen til oksokarbeniumionet. Dette vil ha innvirkning pa hvilken

anomer som dannes.

1.5.3.1 Glykosylacetater

Det er som vist i Skjema 1-16, mulig a aktivere glyoksylgrupper med acetater. Det kan vaere
spesielt gnskelig for & begrense antall trinn i syntesen da karbohydratet kan bli aktivert i
samme trinn som beskyttelsessteget. Et aktivatorsystem vil ta utgangspunkt i en lewissyre for

& fasilitere kobling mellom glykosyldonor og -akseptor!!“.

OAc OAc
ACO% ROX, aktivator ACO%
AcO AcO
onc” OAC oac” OR

50

Skjema 1- 16 Acetat som glykosyldonor.

Syntese av peracylerte karbohydrater er beskrevet i 1.4.2 Beskyttelsesgrupper. Det er mulig a
kontrollere konfigurasjon ved det anomere karbonet. Den svake basen natriumacetat kan
brukes med eddiksyreanhydrid for & danne f-anomeren, mens sterke harde lewissyrer

resulterer i den termodynamiske a-anomerent4,

26



En annen viktig funksjon glykosylacetater har er konvertering til eller tillagelse av andre
glykosyldonorer. Syrekatalyse ved en sterk hard lewissyre gir anomeriske acetater mulighet til
a opptre som utgaende gruppe. Det er imidlertid flere sentra som kan fungere som lewisbaser,

noe som burde noteres ved langvarige reaksjoner.

OAc
o)
AcO X =Br, F, Cl, |
AcO
AcO
X
10, 52-54

OAc OAc
AcO AcO H
oac OR oA ©
51

Skjema 1- 17 Peracetylert sukker med piler til flere produkter, bade malglykosider og andre glykosyldonorer.

1.5.3.2 Glykosylhalider

Glykosylhalider har lenge blitt tatt i bruk for a aktivere glykosyldonorer far utfering av
glykosyleringsreaksjoner. Kilder gir Michael aren av a ha syntetisert de farste glykosidene,
da han introduserte glykosylklorid i reaksjon med kaliumsalter til fenoler!®. Senere tok béade
Koenigs og Knorr!t® og Fischer og Armstrong*'’ i bruk glykosylhalider i form av
glyoksylbromider og -klorider. Bruk av glykosylfluorider som glykosyldonorer lot vente pa
seg, da det var antatt at forbindelsene var for stabile grunnet den store
bénddissosieringsenergien til C-F-bindingen!8. Glykosyljodider ble ogsé til en viss grad

oversett, pd bakgrunn av hgy reaktivitet og ustabilitet®,

Koenigs og Knorr sin metode, Skjema 1-18, utnyttet sglvaktivator i reaksjonen mellom
acetylerte glykosylhalider og alkoholer. Sglvkarbonat og sglvoksid fungerte bade som
aktivator og agent for fjerning av syre!® 120, En ulempe med Koenigs-Knorr-glykosylering er
dannelse av vann. Dette kan imidlertid bli lgst ved a bruke terkemiddel. Helferich med flere
modifiserte metoden ved a bruke kvikksglvsalter som aktivatorer. Glykosylering ved Koenig-

Knorr-betingelser ender gjerne med 1,2-transglykosider, der substituent ved C1 og C2 i
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karbohydratringen vil peke motsatt vei. Bruk av kvikksglvaktivatorer gir uforutsigbare

konfigurasjonelle resultater'’3,

OAc OAc
AcO Q Ag,COj; eller Ag,0 o
AcO + ROH =~ AcO OR *+AgBr+H,0 +CO,
AcO AcO
Br AcO
10

Skjema 1- 18 Glykosyleringsreaksjon utfgrt av Koenigs og Knorr for & danne 1,2-transprodukt.

Anomeriske glykosylbromider og -klorider blir i dag vanligvis framstilt pa to mater. Enten fra
anomerisk acetat, for eksempel ved bruk av TiBrs*! eller fra en hydrogenbromidlgsning i
eddiksyre'??, Man kan ogsé ta utgangspunkt i et anomerisk halvacetal der de andre
hydroksylgruppene er beskyttet'3, Det kan da brukes POCIs eller COCI2!%, Vilsmeier-Haack-
reagenser, eller modifiserte Mitsunobubetingelser med trifenylfosfin-N-halosuccinimid!? 12
eller fosfortribromid!?® 126, Dannelse av glykosylklorid fra et halvacetal er beskrevet i Skjema
1-19. Det er ogsa blitt dokumentert dannelse av glykosylbromider ved fotokatalysert
syntese!?’. Glykosyleringsreaksjon med glykosylbromider og -klorider kan generelt bli
aktivert gjennom tre metoder. Disse er ved bruk av tungmetaller, som AgOTT, lewissyrer, som

BFsEt20, eller faseovergangskatalysatorer, som tetra-n-butylammoniumbromid (TBAB).

OPG OPG
Aktiveringstrinn
PGO PGO
OPG OH OPG cl

Skjema 1- 19 Syntese av glykosyljodid med Vilsmeier-Haack-reagens. Aktiveringstrinn; PhsPO (cat.), COClz, DCM.

Glykosylfluorider ble farst introdusert i 1981 av Mukaiyama med flere!?. Disse
karbohydrathalidene har som nevnt gkt stabilitet grunnet C-F-bindingen. Dette medfarer gkt
holdbarhet og kan forenkle opprensing og videre behandling. Glykosylfluorider blir gjerne
dannet fra beskyttede sukkere med anomer hydroksylgruppe der de vanligste
fluoreringsagentene er vist i Figur 1-23, dietylaminosvoveltrifluorid (55) og Olahs reagens
(56)'%°. Den farste aktiveringen av glykosylfluorid tok i bruk fluorofilen Sn-AgCIO48,
Senere er triflater, som TMSOTf og Tf.0, blitt rapportert som glykosyleringsaktivatorer'?®
123 Fordel ved bruk av glykosylfluorider er at det kan brukes milde glykosyleringsbetingelser,

slik at beskyttelsesgruppene overlever'?,
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Figur 1- 23 Fluoreringsagenter dietylaminosvoveltrifluorid (55) og Olahs reagens (56).

Stor ustabilitet og reaktivitet har medfart at glykosyljodid har blitt delvis utelukket som
glykosyldonor inntil nylig!*®. Det har ogsd medfart at glykosyleringsreaksjonen gjerne skjer
in situ. Fordeler med & bruke glykosyljodider er at metoden er effektiv da reaksjonstider blir
redusert. Dette gir starre grad av stereoselektivitet!'® 123, Det er generelt a-produktet som blir
dannet!!®. Den vanligste metoden for dannelse av glykosyljodider er behandling av beskyttede
sukkere med TMSI*2 12 Bonus ved denne metoden er at biproduktet er enkelt & fjerne da
dette er flyktige trimetylsilylacetater. Det er ogsa mulig & bruke I2, gjerne med ZnCl, som
tilsetningsstoff, eller HI, som Fischer gjorde ved inngangen av 1900-tallet!'®. Ved bruk av
tetra-n-butylammoniumjodid (TBAI) kan glykosylbromider gjennomga en glykosylering via
glykosyljodider generert in situ'®. Glykosyljodider trenger ikke ngdvendigvis faraktivering.
Et vanlig aktivatorsystem er TBAI/N,N-diisopropyletylamin *2°. Muramaki et al. har
rapportert bruk av sinkhalider og N-bromosuccinimid ved glykosyleringsreaksjoner for a

unnga bruk av tungmetaller°,

OAc OAc
; (0]
AcO
OAG OAc AcO I
50 54

Skjema 1- 20 Syntese av glykosyljodid fra beskyttet karbohydrat. i; HI/AcOH, TMSI, toluen eller bis(trimetylsilyl)amin, I2.

1.5.3.3 Glykosyltrikloroacetimidater

Schmidt og Michel preparerte i 1980 glykosider og disakkarider via beskyttede
sukkerimidater fra beskyttede glykosylhydroksider3!. Beskyttede sukker i basisk miljg vil ha
deprotonert hydroksylgruppe pa anomert karbon, som nukleofilt og irreversibelt kan angripe
elektronfattig nitrilkarbon til trikloroacetonitril. Det vil si at denne aktiveringsmetoden foregar
gjennom bevaring av det anomere oksygenet. Bade termodynamisk kontrollert produkt, o-
acetimidat, og kinetisk kontrollert produkt, B-acetimidat, kan dannes*2. Bestemmende faktor

vil veere hvilken base som blir brukt. Svak base vil fere til dannelse av B-konfigurasjon, og
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sterk base til a-konfigurasjon. De vanligste basene er K.COs, NaH og 1,8-

diazabisyklo[5.4.0]undec-7-en (DBU), hvorav kaliumkarbonat er en svak base.

OPG
OPG OPG
NH
TN o
PGO
OPG OH OPG
. PGO O
b PGO
PGO
O.__CCl

NH

Skjema 1- 21 Syntese av glykosyltrikloroacetimidater. a; CCIsCN, K2COs (aq), CH2Cl.. b; CCIsCN, NaH eller DBU, CH2Cl>..

Som regel trengs bare katalytiske mengder aktivator for a gi gode glykosyldonoregenskaper.
Glykosylering skjer ved milde betingelser og lave temperaturer. De vanligste aktivatorene er
lewissyrene BF3Et.0 og TMSOTf'23, Hgye utbytter og konfigurasjonskontroll ved anomert
senter er dokumentert'*2. Den anomeriske kontrollen kommer av glykosyldonorens
konfigurasjon, ankimerassistanse, pavirkning fra lasemiddel og termodynamiske eller
kinetiske effekter. Det har ogsa blitt vist at tilsetningsrekkefglgen har noe a si for utbyttet, da
det er viktig & sikre at reaktiv glykosyldonor ikke dekomponerer far mgte med akseptoren?®,
Dette har gitt normal og invers metode for glykosylering ved trikloroacetimidater, der normal
metode tilsier at glykosyldonor og -akseptor blir blandet fer tilsetning av aktivator, og invers
metode tilsier at glykosyldonor blir eksponert for aktivator fer tilsetning av akseptor. @kning i

utbytter er blitt observert i reaksjoner utfgrt ved invers metode.

Glykosyleringsreaksjonen startes vanligvis ved at en aktivator interagerer med nitrogenet pa
imidatgruppen. Dette vil fasilitere at trikloroacetimidatet gar ut som et amid og legger igjen et
oksokarbeniumion som kan bli angrepet av en nukleofil og dermed danne et glykosid. Dersom
nukleofilen er en alkohol, kan aktivator som sitter pa utgaende gruppe deprotonere det
naveerende anomere oksygenet, og gjendanne aktivator og et trikloroacetamid.
Hovedbiproduktet ved bruk av glykosyltrikloroacetimidater er det korresponderende amidet.

Amidet dannes som falge av en Chapmanomleiring™®*, som vist i Skjema 1-22.
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Skjema 1- 22 Glykosylamiddannelse fra glykosylacetimidat ved Chapmanomleiring.

Glykosyltrikloroacetimidater har blitt brukt i syntese av komplekse naturprodukter. Et
eksempel er Nicolaous syntese av calicheamicin y'11% (60). Skjema 1-23 viser at aglykonet 58
glykosyleres med glykosyldonoren 57, far flere modifikasjoner og syntesetrinn forekommer
for tillagelse av produktet 60. Calicheamicin y'1 er et potent antitumor antibiotikum som

klgyver DNA med hgy grad av spesifisitet'*®.
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Skjema 1- 23 Glykosyltrikloroacetimidat som glykosyldonor i kompleks syntese.
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2. Resultater og diskusjon

2.1 Syntese av vanillinglukosidet 4-formyl-2-metoksifenyl-D-
glukopyranosid (1)

Som farste delmal ble det pravd a finne den best egnede syntesen av fenoliske glykosider.
Vanillinglykosidet 1 ble benyttet som modellsystem. Som vist i Skjema 2-1 ble fem ulike
strategier utprgvd, hvorav alle strategiene var linezre.

Metode 2
OH OAc OAc OAc

Ho% i) Acom vi) Acom vii) Acoﬁ‘
HO AcO AcO AcO
o OAc o~OH AcO
) " T

OAc

8 OH 50

ix)
Metode 3 og 4

CHO

o CHO

Metode 5 xiii) HomMeO
HO >:
OH

Skjema 2-1 Syntesestrategi for vanillinglykosidet 1. i) Ac20, pyridin, Metode 1: ii) tarr CH2Cl2, BF3Et20; iii) tarr CH2Cly,
In(OTf)3; iv) tarr CH2Cl2, TMSOTT; v) tarr CH2Cl2, HAUCl#3H20; Metode 2: vi) N2Hs#H20, AcOH, DMF; vii) CCIzCN,
DBU, CH:Clz, 4A molekylarsieves; viii) Vanillin, TMSOTf, CH2Cl2, 4A molekylarsieves;; Metode 3: ix) 33% HBr/AcOH; X)
Vanillin, TBAB, CHzClz, 1.0 M NaOH (aq)/0.25 M K2COs (ag)/ 0.50 M K2COs (aq); Metode 4: xi) Vanillin, Ag20, CHzCl2
eller pyridin; xii)25% NaOMe/MeOH, MeOH; Metode 5: xiii) Vanillin (9), EtsN, H20, 1,3-dimetyl-2-klorimidazoliniumklorid
(DMC). Resultater er gitt i Tabell 1 nedenfor.

For & komme fram til glykosidet 11 ble det tatt i bruk fire ulike reaksjonstyper. Disse var
beskyttelse av hydroksylgrupper pa karbohydrat, aktivering av reaksjonssenter,
koblingsreaksjon med aglykon og avbeskyttelse av gjenverende acetylgrupper.
Koblingsreaksjonen ble forsgkt utfgrt ved ni ulike mater, atte i henhold til Yan et al. som har
rapportert fem av dem, samt en variant av Koenigs-Knorr-reaksjonen basert pa en prosedyre
av Miyagawa et al. De ulike betingelsene gav forskjellige resultater, disse er oppfart i Tabell
2-1.
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Tabell 2-1 Ulike metoder for syntese av beskyttet vanillinglykosid 56. Utbytte er kun oppgitt der forbindelse ble isolert.

Metode  Donor Betingelser Utbytte
la OAc BF3Et,0, CH2Cl» -
AcO
OAG OAc
1b OAc In(OTf)3, CH2ClI; -
AcO
OAG OAc
1c OAc TMSOTT, CH2Cl» -
AcO
OAG OAc
1d OAc HAuCIl43H-20, CH.Cl» -
AcO
OAG OAc
2 OAc TMSOTT, CH.Cl2 =
AcO
AcO
O\H/CCI3
NH
3a OAc TBAB, 42%
ACOM 1.0 M NaOH (aq), CHzCl:
AcO
AcO
Br
3b OAc TBAB, 41%
ACOM 0.25 M K2COs (aqg), CH2Cl2
AcO
AcO
Br
3c OAc TBAB, 53%
ACO% 0.50 M K2COs (aq), CH2Cl:
AcO
AcO
Br
4 OAc Ag20, CH:Cl; -
AcO
AcO
Br
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Felles for metodene 1-4 vist i Skjema 2-1 er acetylgrupper som beskyttelsesgrupper.
Prosedyren til Wu et al. ble fulgt for a acetylere, og dermed beskytte, D-glukose med
overskudd av eddiksyreanhydrid. Det ble dannet en acetalgruppe ved det anomere karbonet,
som ble utnyttet i neste steg for a syntetisere gnsket glykosyldonor eller foreta

glykosyleringsreaksjon.

Etter gjennomfart opparbeidelse beskrevet av Wu et al, viste *H og *C NMR rester av pyridin
i rAproduktet. Selv ved lavt trykk og hgy temperatur var det ikke mulig & dampe av all
pyridinen direkte. Det ble derfor brukt toluen for a danne en azeotrop som kunne dampes av.
To alternative opprensingsmetoder ble ogsa utpravd, omkrystallisering i etanol og
flashkolonne med silikagel. Omkrystallisering farte til betydelig tap av materiale og lavere
utbytte. Flashkolonnekromatografi gav tilfredsstillende utbytte, men var tidkrevende.
Azeotropdestillering ble ansett som det beste alternativet, da det var godt utbytte pa 89% og
mindre tidkrevende. Wu et al. har rapporter kvantitativt utbytte, med flashkromatografi for

renframstilling™’.

| *H NMR-spekteret kom det 15 protoner ved 2.01-2.18 ppm for metylprotoner pa
acetylgruppene. Protonet pa det anomere karbonet gav en dublett med skiftverdi 6.35 ppm og
koblingskonstant lik 3.7 Hz. Dette tilsier dannelse av a-anomeren. Det er ogsa en mindre
dublett ved 5.71 ppm, med J = 8.3 Hz, noe som tilsier dannelse av f-anomer. Produkt er
dermed en blanding av o- og p-anomerene. Integrering av de to resonansene gav et forhold pa
ca. 10:1 (o/p), mot 8:1 rapportert av Wu et al. | 3C NMR-spekteret kom acetylgruppene som
fem topper ved 168-171 ppm og 20-21 ppm. Anomert karbon viste kun resonans ved 89.21

ppm.

2.1.1 Metode 1 for forsgk pa syntese av glykosidet 11

Glykosyleringsmetode 1 baserte seg pa bruk av ikke-aktivert glykosyldonor, peracetylert
glukose. Denne reaksjonen var gnsket for a kutte antall syntesetrinn og dermed gi kortere
syntesevei til malmolekylet 1. Reaksjonen ble utfgrt med fire ulike aktivatorer, som kan leses
av Skjema 2-2 og Tabell 2-1.
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OAc MeQ OAGc

(o) ii, iii, iv eller v 0 MeO
AcO + HO CHO —————>= AcO
AcO OAc AcO o cHO

OAc OAc

50 9 11

Skjema 2-2 Forsgk pa koblingsreaksjon. ii) tarr CH2Clz, BF3'Et20; iii) tarr CH2Clz, In(OTf)s; iv) tarr CH2Clz, TMSOTT; v)
tarr CH2Cl2, HAuCl43H20.

Forsgk pa syntese av glykosidet 11 ble gjennomfert i henhold til Yan et al. sin prosedyre.
Fenolisk glykosylakseptor vanillin og glykosyldonoren 50 ble lgst i tarr CH2Cl» for
introduksjon av aktivator, en lewissyre. Det ble brukt overskudd av glykosyldonor, en og en

halv ekvivalent. Mengde aktivator varierte fra en til en og en halv ekvivalent.

Aktivatoren kan oppfare seg som en aktivator i dannelsen av et oksokarbeniumion, eller
polarisere bindingen mellom utgdende gruppe og sukkermolekylet for & fremme Sn2-
reaksjon®®8. Yan et al. tok i bruk BFs'Et,O som aktivator. Her ble det i tillegg utprevd
In(OTf)s3, TMSOTf og HAUCI43H20.

Reaksjon med aktivatorene BFs'Et,0 og In(OTf)3 gav ikke gnsket produkt. In(OTf)s gav
under opparbeidelse en blanding som var sé klebrig at opprensingen ikke kunne fullfgres. Det
ble konkludert at det ikke var hensiktsmessig a bruke In(OTf); som aktivator ved de gitte
betingelsene.

Opparbeidelse av reaksjon med BFsEt,O gav raprodukt. NMR-spektra av raproduktet viste
imidlertid ingen kobling mellom glykosyldonor og vanillin. I hovedsak besto
reaksjonsblandingen av ureagert glykosyldonor, peracetylert glukose. Dublett som gjenspeiler
anomert proton kom ved 6.18 ppm i *H NMR-spekteret, ca. 1 ppm hgyere enn den skulle gjort
om gnsket produkt ble dannet. Den karakteristiske resonansen for det anomere karbonet ble
ikke observert i 3C NMR-spekteret. Denne toppen skulle resonert ved ca. 99 ppm, men kom i
stedet ved 88.58 ppm. I tillegg kom det fem topper i omradet 169-171 ppm og 19-21 ppm.

NMR-spektra gir en indikasjon pa at aktivatoren ikke har innledet utgang av acetylgruppa.

Det var mistanke om at tilstedevarelse av vann hemmet koblingsreaksjonen. Reaksjonen ble
derfor gjentatt med 4A molekylarsieves og destillering av BFsEt,0. Resultatet ble det samme
begge gangene. Reaksjonen ble ogsa forsgkt med overskudd av vanillin. Ogsa denne gangen

var resultatet det samme. Yan et al. har rapportert et utbytte pa 57% ved denne reaksjonen.
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Fortsatt med utgangspunkt i prosedyren til Yan et al., ble TMSOTT tatt i bruk som aktivator.
Denne gangen viste 3C NMR-spekteret mulig kobling, med karakteristisk topp ved 99.70
ppm. Opprensing ble forsgkt ved flashkolonne med silikagel. Resultatet ble en blanding av
forbindelser, med lavt utbytte av gnsket glykosid 11. Ved testing av reaksjonsblanding med
TLC ble det observert dannelse av et biprodukt etter utfert kolonnekromatografi. Dette var
sannsynligvis hydrolyseproduktet, som faglge av at silikagel er svakt sur og kan gdelegge
glykosidbindingen som er labil i surt miljg. Det ble indikert av **C NMR-spekteret at stor
bestanddel av blandingen var ureagerte startmaterialer og at hydrolyseproduktet, halvacetalet
51, hadde blitt dannet. Det kom fem topper i anomert omrade i 3C NMR-spekteret, der
toppene mellom 90-96 ppm viste nevnte ugnskede forbindelser. Estimering fra NMR-spektra
tilsier at kun 10% av startmaterialet ble omdannet til produkt.

Det har blitt rapportert at lewissyren HAuCIl43H20 er egnet som aktivator i noen
glykosyleringsreaksjoner®®®, Forbindelsen var tilgjengelig og var derfor gnskelig & prave.
Resultatet for reaksjon med HAuCIl43H20 var tilsvarende som for TMSOTT. Karakteristisk
resonans for det anomere karbonet kom i **C NMR-spekteret ved 99.36 ppm. Dubletten i *H
NMR-spekteret ved 6.31 ppm og toppen ved 89.15 ppm i **C NMR-spekteret tydet p&
ureagert glykosyldonor 50. Integrasjon av metylsinglettene i *H NMR-spekteret gav 15
protoner, og indikerte det samme. Pa bakgrunn av ikke-isolert forbindelse og allerede lavt
utbytte var det gnskelig & preve en annen metode. Estimering fra NMR-spektra tilsa at kun
3% av startmaterialet ble omdannet til produkt. Dette ble siste forsgk med & ga fra beskyttet

glukose til glykosid i ett trinn.
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2.1.2 Metode 2 for forsgk pa syntese av glykosidet 11

Ac Ac

AcO V) aco 0 _ Vi) aco 0
AcO AcO AcO
NH
J viii)

A°°m
AcO

Skjema 2-3 Glykosyleringsmetode 2. vi) N2H4H20, AcOH, DMF; vii) CCIsCN, DBU, CH2Cl, 4A molekylarsieves; viii)
Vanillin, TMSOTf, CH.Cl,, 4A molekylersieves.

CC|3

Det var gnskelig 4 danne glykosid 11 ved bruk av glykosyldonoren 61. Da gar reaksjonen via
sukkeret 51. Regioselektiv avbeskyttelse av pentaacetylert glukose sin anomere acetylgruppe
ble gjort i DMF med N2H4'H20 og AcOH, etter Zuffo et al. sin prosedyre. Gjendannelse av
halvacetal pa det anomere karbonet var viktig for dannelse av glykosyldonor. Det framkom av
NMR-spektra at reaksjon resulterte i bade o og B-anomer, med forhold 3:1 (o/f), og utbytte pa
37% mot 86% oppgitt av Zuffo og medarbeidere. Det ble konkludert med at neste syntesesteg
kunne innledes pa tross av gjenvarende eddiksyre som framkom av spektrale data.

| *H NMR-spekteret resonerte anomert proton i a-anomeren ved 5.31 ppm og B-anomeren ved
4.66 ppm. Karakteristiske topper ved **C NMR for anomert karbon resonerte ved 95.04 ppm
for B-anomeren og 89.76 ppm for a-anomeren®4% 141 Andre spektrale data var ogsa i
overensstemmelse med strukturen'®® 41, Topp ved 174.42 ppm gjenspeiler rester av

eddiksyre. Topp i IR-spekteret ved 3450 cm™ viste tilstedeveerelse av hydroksylgruppe.

Neste syntesesteg ble innledet. Der ble det dannet glykosyldonor 61 fra halvacetalet 51.
Aktiveringen ble gjort i henhold til Stanca-Kaposta et al. ved bruk av CCIzCN og DBU. DBU
er en sterk base, og vil hovedsakelig gi o-anomeren av glykosyltrikloroacetimidatet!42,
Opprensing ble forsgkt ved silikagelkolonne med gradienteluering (heksan/etylacetat, 7:3,
1:1, 1:4). Resultatet ble en blanding av glykosyltrikloroacetimidatet 61 og
karbohydratutgangsstoffet 51. Utbytte av 61 var 41%, mot Stanca-Kaposta og medarbeideres
99%. Det er en mulighet for at noe av gnsket produkt har hydrolysert i lgpet av tidsperiode pa
kolonnen, pa bakgrunn av at silikagel er svakt surt. Amidbiproduktet som kan dannes ved

Chapmanomleiering ble ikke observert.
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Karakteristiske topper ble vist i *C NMR-spekteret, der kobling mellom CCIsCN og
karbohydrat, og imidatgruppa er sentrale. Dette kan forstas ved forventede skiftverdier ved
93.04 og 161.06 ppm. Disse molekyldelene er ogsa gjenkjennelige i *H NMR-spekteret, der
de kommer ved 6.56 og 8.70 ppm. Det anomere protonet har dermed, som forventet, fatt en
betydelig gkning i skiftverdi. Topp ved 95.65 ppm gjenspeilet tilstedevarelse av et annet
anomert senter og viste tydelig at gnsket imidat 61 ikke ble isolert.

Pa bakgrunn av to reaksjoner med lave utbytter, ble blandingen forsgkt brukt i
koblingsreaksjon uten videre opprensing. Yan et al. sin prosedyre, med rapportert 71%
utbytte, ble fulgt. Katalytisk mengde TMSOTT ble benyttet som aktivator. Resultatet ble en
blanding av flere forbindelser, der minimal kobling mellom karbohydrat og vanillin ble
observert i NMR-spektra. Reaksjonen ble prgvd pa nytt med BFsEt,O som aktivator.
Resultatet ble det samme. Dermed ble koblingsreaksjonen vurdert som ikke vellykket. Pa

bakgrunn av lite tid ble det valgt & ikke gjennomfare metode 2 for glykosylering pa nytt.

Réproduktet av reaksjonsblandingen viste p& bakgrunn av topp ved 99.76 ppm i 3C NMR-
spekteret mulig dannelse av glykosid 11. Dublett ved 4.56 ppm i *H NMR-spekteret hadde
koblingskonstant pa 8.0 Hz, som tilsa f-anomeren av halvacetalet 51.

Etter forsgkt opprensing ved flashkolonne med silikagel ble ureagert vanillin fjernet fra
reaksjonsblandingen. Karbonylgruppa i aldehydet resonerte na ved liten topp pa 9.77 ppm og
190.90 ppm i NMR-spektra. Samtidig viste NMR-spektra tilstedeveerelse av forbindelse av
aromatisk karakter. Det kom flere topper i det anomere omradet i 13C NMR-spekteret, blant
annet resonans ved 99.67 ppm. Det kan se ut som kobling mellom vanillin og karbohydrat har
forekommet, men at aldehydgruppa har dekomponert. Det var pa bakgrunn av NMR-spektra
vanskelig a trekke en endelig konklusjon pa hvilke forbindelser som ble dannet. Det kunne
imidlertid sies med sikkerhet at det var minimal dannelse av det gnskede glykosidet 11.
Nevnte sma topper i NMR-spektra for karbonylgruppa til aldehydet, samt topp for anomert
karbon ved 99.67 ppm i 13C NMR-spekteret, tyder pa dannelse av produktet, men det er
tydelig lavt utbytte.
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2.1.3 Metode 3 for forsgk pa syntese av glykosidet 11 og malmolekylet 1
2.1.3.1 Syntese av glykosyldonor 10 og glykosidet 11

OAc OAc OAc MeO
: 0
AcO OAc AcO oac © CHO
OAc AcO B
50 10 B 11

Skjema 2-4 Glykosyleringsmetode 3. ix) 33% HBr/AcOH; x) Vanillin, TBAB, CH2Cl2, 1.0 M NaOH (aq)/0.25 M K2COs (aq)/
0.50 M K2COs (aq).

I henhold til prosedyren til Huang ble peracetylert glukose 50 tilsatt en lgsning av
hydrogenbromid i eddiksyre for a koble bromid til det anomere karbonet. Acetylert
glykosylbromid 10 vil i hovedsak forekomme pa a-konfigurasjon'*?, og er dermed en god vei

til B-glykosider gjennom Sn2-koblingsreaksjoner.

Anomert proton i *H NMR-spekteret resonerte ved 6.59 ppm, med koblingskonstant pé 4.0
Hz. Dette tilsier, som forventet, at a-anomeren ble dannet. Dette stemmer ogsa med anomert
karbon i 13C-spekteret, med resonans ved 86.68 ppm. B-anomer ble ikke pavist. @vrige
protoner og karboner hadde forventede skiftverdier. Utbyttet var ogsa godt, med 94% mot

Huangs rapporterte 97%.

Bade metode 3 og 4 tar utgangspunkt i glykosylbromidet 10 som glykosyldonor for
glykosylering av vanillin. Metode 3 baserer seg pa en bifasisk reaksjonsblanding, mens
metode 4 er en Koenigs-Knorr-reaksjon med sglvaktivator.

Utgangspunkt for glykosyleringsreaksjonen i bifasisk system var Yan et al. sine prosedyrer
for & koble beskyttet glykosyldonor til glykosylakseptoren vanillin. Syntesen ble foretatt med
et bifasisk system, med CH2Cl2 og basisk vannfase, med enten vandig natriumhydroksid eller
kaliumkarbonat. Konsentrasjoner som ble utprgvd var 1.0 M natriumhydroksid, samt 0.25 og
0.50 M kaliumkarbonat. Opprensing ble gjort ved omkrystallisering i etanol og gav isolert

produkt for alle de tre reaksjonene.

Det beste utbyttet ble oppnadd med 0.50 M kaliumkarbonatlgsning, med 53%. De to andre
gav tilnermet likt resultat, henholdsvis 42% utbytte for 1.0 M natriumhydroksidlgsning og
41% for 0.25 M kaliumkarbonatlgsning. Det ble oppdaget en regnefeil av utbytte rapportert av
Yan et al. Pa bakgrunn av rapportert gjenveerende masse i gram av isolert glykosid, skal
utbyttene veere 56%, 65% og 75% for henholdsvis reaksjoner med 1.0 M natriumhydroksid,
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0.25 M kaliumkarbonat og 0.50 M kaliumkarbonat. Yan et al. rapporterte utbytter pa 68%,
79% og 91%.

Det ble som forventet dannet hovedsakelig ett produkt, f-anomeren. Dette kan bekreftes ved
koblingskonstant. Det var vanskelig a lese av spektra grunnet framtreden av en multiplett ved
ca. 5.11 ppm, men med utgangspunkt i mest framtredende topper i *H NMR-spektra ble denne

bestemt til & vaere 8.0 Hz, som tilsier B-konfigurasjon.

Karakteristiske resonanser som representerer anomert karbon ble observert i 3C NMR-
spektra. Anomert karbon viste skiftverdi ved 99.88 ppm. Andre sentrale topper framkom ogsa
ved forventede skiftverdier, dette gjelder henholdsvis karbonylgruppa til aldehyd ved 191.02
ppm og metoksikarbonet ved 56.26 ppm. I tillegg var spektrale data for gvrige aromatiske,
glukosyl- og acetylkarboner i overenstemmelse med strukturen, og samsvarende mellom

produkter i glykosyleringsmetoder 3a-c.

Karakteristiske topper ble ogsa vist i *H NMR-spektra. Integrasjon anga forventede forhold
mellom protonene. Topper som trekkes fram er aldehydprotonet som singlett ved 9.89-90
ppm, metoksiprotonene som singlett ved 3.89 ppm og anomert proton ved 5.11 ppm. Dette
viste at skiftverdi til anomert proton hadde blitt forskjevet mot lavere frekvens i forhold til
startmaterialet. Resonans i bade *C og *H NMR-spektra tilsa dannelse av den forventede B-

anomeren.

2.1.3.2 Avbeskyttelse og syntese av malmolekylet 1

Deacetyleringen av beskyttet vanillinglykosid 11 var siste trinn i syntesen, og ble foretatt ved
Zemplén-betingelser, med 25% natriummetoksid i metanol, i henhold til beskrivelse av
Miyagawa et al.}**. Miyagawa et al. tok i bruk preparativ TLC for renframstilling. Preparativ
TLC er en metode som kan anvendes for separasjon og isolering av organiske forbindelser i
10-1000 mg-skala. Gjentatt preparativ TLC kreves ofte for a oppna tilstrekkelig renhet for
analyser som strukturbestemmelse'®®. P& bakgrunn av tidsbruk og oppskalering var en enklere

opprensingsmetode gnsket.

Opprensingen ble farst forsgkt med flashkolonne med silikagel. Hydrolyse av produktet forte
til lavt utbytte. Derfor ble det sett pa andre muligheter for opprensing. Lagsningen ble filtrering
gjennom en ionebytterresin, DOWEX 50W-8X. Dette resulterte i 95% utbytte. Dermed gav
syntesen et totalutbytte pa 42%.
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Topper i NMR-spektra viste samsvar med strukturen'®. Det ble ogsa tatt opp HPLC og MS-
spektra. Massespekteret hadde topp ved 337.11 m/z som viste vanillinglykosidet. 1 tillegg var
det en topp ved 153.02, som stemmer med vanillin. En endelig konklusjon basert pa HPLC-
kromatogram med CAD-deteksjon ma vente pa en forbedring av metoden. Det ble ikke gjort

pa bakgrunn av lite tid.

2.1.4 Metode 4 for forsgk pa syntese av glykosidet 11

OAc
OAc . o MeO
xi
AcO 0 4)> AC? o
AcO C OAC (0] CHO
AcO
10 FBr 1

Skjema 2-5 Glykosyleringsmetode 4. xi) Vanillin, Ag20, CH2Cl eller pyridin.

Etter vellykkede reaksjoner med glykosyleringsmetode 3 var det rester igjen av
glykosylbromidet 10. Syntesen ble dermed prgvd ved glykosyleringsmetode 4, som baserer
seg pa Koenigs-Knorr-reaksjonen. Det ble tatt utgangspunkt i prosedyren til Miyagawa et al.
Glykosyleringen ble farst forsgkt med kinolin som lgsemiddel. Det var ikke mulig a bli kvitt
kinolinen fra reaksjonsblandingen ved a falge opparbeidelsen beskrevet av Miyagawa et al.,
som baserer seg pa ekstraksjon med etylacetat. | tillegg var det pa bakgrunn av hgyt
kokepunkt ikke mulig & dampe bort kinolinen uten at produktet dekomponerte. Ved pyrolyse
blir klgyving av glykosidbindingen normalt observert rundt 200-300 °C4¢. Reaksjon ble
derfor forsgkt med alternative lgsemidler, pyridin og diklormetan. Det ble ikke observert
kobling, men heller en mekanisk blanding av utgangsstoffer. Negativt koblingsresultat baserer

seg pa fraveer av karakteristiske topper for det anomere senteret, som tidligere er beskrevet.

2.1.5 Metode 5
2.1.5.1 Modellreaksjon, glykosylering av p-nitrofenol

OH OH
HO e) Xiv) HO O
e N e (O
HO OH 2
OH
42

8 OH

Figur 2-6 Glykosyleringsmetode 5. xiv) p-Nitrofenol (7), EtsN, H20, DMC.
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Glykosyleringsmetode 5 baserte seg pa en prosedyre rapportert av Qiu & Fairbanks. De
rapporterte kobling av p-nitrofenol til glukose uten bruk av beskyttelsesgrupper, ved
utnyttelse av koblingsreagenset 1,3-dimetyl-2-klorimidazoliniumklorid (DMC) i basisk
miljg®. Det ble farst pravd en modellreaksjon med p-nitrofenol som aglykon. |

modellreaksjonen ble det observert kobling mellom fenol og glukose.

Dannelse av det gnskede glykosidet 42 kan bekreftes ved opptak av NMR-spektra. | *H NMR-
spekteret kom aromatiske protoner ved 7.18 og 8.19 ppm. Det anomere protonet resonerte ved
5.21 ppm. Resterende sukkerprotoner kom sannsynligvis i omradet 3.4-4.0 ppm, slik som
rapportert av Qiu & Fairbanks. Integrasjon av toppene gav et forhold mellom protonene som

stemmer med strukturen.

Det ble brukt tolv ekvivalenter av p-nitrofenol, i henhold til prosedyren til Qiu & Fairbanks.
Dette forte til store mengder gjenvaerende p-nitrofenol etter fullfgrt reaksjon, noe som var

vanskelig & fjerne under opparbeidelse.

2.1.5.2 Forsgk pa syntese av 1 fra 8 i ett trinn

OH
OH o MeO
HO e) Xii) HO
HO HO on”© CHO
OHL
g © 1

Skjema 2-2 Glykosyleringsmetode 5. xii) Vanillin (9), EtsN, H.0, DMC.

Pa bakgrunn av observert kobling og liten tid ble det bestemt a forsgke glykosyleringsmetode
5 med vanillin uten opprensing av produktet i modellreaksjonen. Mengden av vanillin ble
imidlertid senket til to ekvivalenter for & unnga samme situasjon med gjenvarende ureagert
fenolisk forbindelse som hadde vist seg vanskelig a fjerne. Raprodukt viste kobling mellom
vanillin og C-1 pa glukose. Etter opparbeidelse viste NMR-spektra fortsatt en forurensning.
Topper i *H NMR-spekteret ved 1.9 ppm og i **C NMR-spekteret ved 23.34 og 181.46 ppm
viste at det var forurensning til stede. Forurensningen ble ikke definert pa bakgrunn av lite tid.

Det kan imidlertid sies at forurensning ikke tilsier gjenveerende lgsemiddel eller trietylamin.

Det var tenkt a foreta opprensing ved flashkolonnekromatografi, men pa bakgrunn av lite

gjenverende tid ble heller ikke opprensingen fullfart.
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2.2 Glykosylering av p-nitrofenol

Ao OAC AcO OAc
N oy
AcO OONO
AcO ACO OAcC 2
62 ©B' 63

Skjema 2-3 Glykosyleringsmetode 3c. i) p-Nitrofenol (7), TBAB, CH2Clz, 0.50 M K2COs (aq).

| syntesearbeidet med sma enkle fenoler ble p-nitrofenol forsgkt koblet til beskyttet galaktose.
Dette ble gjort pa bakgrunn av at glykosyldonoren 62 var tilgjengelig. Det var ogsa gnsket a
se om mindre sterisk hindring og sterkere elektrontiltrekkende gruppe pa paraposisjonen gav
bedre resultat enn for samme reaksjon med vanillin. Glykosyleringsmetode 3 med bifasisk
system og 0.50 M vandig K>COz ble brukt.

Ved syntese av 4-nitrofenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-galaktopyranosid (63) ble det oppnadd
et utbytte pa 75%, mot 53% for reaksjon med vanillin. Dermed hadde reaksjonen med p-
nitrofenol betydelig hayere utbytte, noe som indikerer at steriske og induserende faktorer har

en betydning for glykosylering av fenoliske forbindelser.

Karakteristisk resonans som representerer anomert karbon ble observert i 3C NMR-spekteret.
Anomert karbon viste skiftverdi ved 98.66 ppm. Det ble hovedsakelig dannet ett produkt, -
anomeren. Dette kan bekreftes ved koblingskonstant. | *H NMR-spekteret resonerte anomert
proton som en dublett ved 5.17 ppm med koblingskonstant pa 7.9 Hz, som tilsier -
konfigurasjon. @vrige spektrale data i NMR-spektra stemte med strukturen®#’,

2.3 Syntese mot vanillinglykosider med mannose

2.3.1 Forsgk pa syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-

mannopyranosid (64)

OAc
OAc MeO
AcO -0
AcO o} CHO
64

Figur 2-1 Struktur til glykosidet 64.
Pa bakgrunn av at glykosyleringsmetode med bifasisk system og 0.50 M vandig K.COs gav
best resultat for vanillinglykosidet av glukose, ble denne metoden viderefart til forsgk pa

syntese av vanillinglykosid av mannose.
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Peracetylering av D-mannose gav et utbytte pa 89%, akkurat tilsvarende reaksjon med D-
glukose. Begge anomerene ble dannet. Dette kan leses av NMR-spektra. Karakteristiske
topper for anomere sentra var i 3C-spekter 90.54 og 90.72 ppm. | tH-spekteret resonerte o-
anomerprotonet ved 6.08 ppm og B-anomerprotonet ved 5.85 ppm. P& bakgrunn av
koblingskonstanter, 2.0 Hz for a-konfigurasjon og 1.2 Hz for B-konfigurasjon, ble forholdet
bestemt til 1:1.8 (a/B). Qvrige protoner og karboner hadde forventede skiftverdier.

For aktivering av glykosyldonor ble det dannet mannosylbromid. Anomert proton resonerte
ved 6.28 ppm i *H NMR-spekteret, med en koblingskonstant p& 1.7 Hz. Dette tilsier, som
forventet, dannelse av a-anomeren. |1 *C NMR-spekteret viste topp ved 83.15 ppm anomert
karbon. Det er trolig rester av eddiksyre, det kan forstas av overflgdig topp ved 177.02 ppm.
@vrige protoner og karboner resonerte ved forventede skiftverdier. Utbytte var 77%, altsa

lavere enn tilsvarende reaksjon med D-glukose.

Koblingsreaksjonen ble gjort i bifasisk system med CH2Cl, og 0.50 M K2COs-lgsning.
Dannelse av gnsket glykosid ble vist i *C NMR-spekteret, sammen med et biprodukt, trolig
laktolet av tetraacetylert mannose. Skiftverdier 97.53 og 92.21 ppm gjenspeiler dette. | tillegg
viste NMR-spektra ureagert vanillin ved 9.89 og 191.08 ppm, topper tilknyttet
karbonylgruppa til aldehydet. Opprensing ble forsgkt ved omkrystallisering i etanol og ved
flashkolonne med silikagel, men resulterte ikke i isolert produkt. NMR-spektra av
raproduktblandingen antydet at omtrent 25% av produktet var dannet. Til sammenligning gav

tilsvarende reaksjon med glukose isolert produkt 1 med 53% utbytte.

2.3.2 Forsgk pa syntese av mannanvanilliner

Glykosyleringsmetode 3¢ med bifasisk system og 0.50 M vandig K.COs3 ble forsgkt ogsa for
en rettkjedet oligomer av mannose, mannan. Utlevert oligomer var en blanding av flere, der
majoriteten var tetramer. Det var gnskelig & se om glykosyleringsreaksjonen ville holde fram

og danne flere vanillinglykosider.

Ved peracetylering av mannan forsvant skiftverdi pa 96.65 ppm i 3C NMR-spekteret, som
gjenspeiler anomert senter i mannan. | stedet var det resonans ved 92.10 og 89.30 ppm, som

tyder pa dannelse av peracetylert mannan. Reaksjonen gikk med 68% utbytte.

Videre ble glykosyldonor dannet. Forventet anomert senter ble observert i 3C NMR-

spekteret, ved 83.11 ppm. Det var flere topper i omradet 82-98 ppm. Dette fastslar at det ble
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dannet en blanding av flere forbindelser, og dermed at utbyttet var lavt. | og med at
startmaterialet var en blanding av karbohydrater av mannose, var det vanskelig a trekke
konklusjoner.

Pa tross av mulige biprodukter og urenheter ble koblingsreaksjonen forsgkt utfart. Her ble det
observert topper ved 98.50 og 89.34 ppm. Dette tyder pa en blanding av produkt og et
biprodukt. | tillegg var det ureagert vanillin til stede, som vist i *C NMR-spekteret ved
190.99 ppm og i *H NMR-spekteret ved 9.80 ppm.

Avbeskyttelse ble ogsa forsgkt. Det var vanskelig a konkludere pa bakgrunn av spektrale data.
Det var flere topper i anomert omrade i **C NMR-spekteret ved 94-105 ppm. Intensitet til
aldehydtopp var forholdsvis lik flere topper i det anomere omradet. Av den grunn var det
sannsynlig at dannelse av forbindelsen har skjedd, men med sveert lavt utbytte. Blanding av
produkter ble heller ikke isolert fra det som sannsynligvis er rester av utgangsstoff.
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2.4 Forsgk pa glykosylering av matairesinol

Skjema 2-7 viser planlagt syntesevei for diglykosylert matairesinol (69).
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Skjema 2-4 Farste syntesestrategi for diglykosylert matairesinol. i) BzCl, pyridin; ii) 1. 33% HBr/AcOH, CH2Cl2. 2. Ag2COs,
aceton/vann; iii) CCIsCN, DBU, CH2Clz; iv) tarr DCM, BFsEt20, 4A molekylersieves; v) MeOH/THF/H20/EtsN (5:6:1:2).

Benzoater som beskyttelsesgrupper er rapportert i sammenheng med
glykosyltrikloroacetimidater'®, Benzoylering av glukose og mannose ble gjort med
benzoylklorid i pyridin, som beskrevet av Sato og medarbeidere'*°. Opprensing foregikk ved

omkrystallisering. Det ble forsgkt med bade etanol og en aceton-vann-blanding.

Omkrystalliseringen i etanol fungerte best og gav 69% utbytte.

Anomert proton resonerte som en dublett ved 6.86 ppm i *H NMR-spekteret, og koblingen ble

malt til 3.7 Hz. Dette tilsier a-konfigurasjon. B-anomeren ble ikke observert. 1 *C NMR-
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spekteret resonerte anomert senter ved 90.17 ppm. @vrige spektrale data var i
overensstemmelse med strukturen'®®. Det ble imidlertid ikke foretatt kalibrering, fordi
referansetopp i *H NMR-spekteret hadde naerliggende aromatprotoner.

Regioselektiv avbeskyttelse av anomer benzoylgruppe ble gjort via glykosylbromidet uten
opprensing, slik som prosedyren til Pilgrim og Murphy tilsal*®, Anomer benzoylgruppe ble
erstattet med bromid ved tilsettelse av en lgsning av hydrogenbromid i eddiksyre. Dannelse av
halvacetalet ble gjort ved a tilsette Ag>COs i en blanding av aceton og vann. Produktet ble
definert som rent nok for neste syntesesteg, introduksjon av trikloroacetonitril. Utbyttet var

som for Pilgrim og Murphy, kvantitativt.

Anomert senter ble forskjgvet mot lavere skiftverdi i *H NMR-spekteret. Begge anomerene
kan leses av spekteret, henholdsvis gir a-konfigurasjon skiftverdi pa 5.67 ppm med J = 4.0 Hz
og B-konfigurasjon gir skiftverdi pa 4.98 ppm med J = 8.0 Hz. | 3C NMR-spekteret resonerte
a-anomeren ved 90.63 ppm og B-anomeren ved 96.26 ppm. Forholdet var 4:1 (a/B).

For syntese av glykosylkloroacetimidatet 67 var det i hovedsak ensket a-konfigurasjon. Ved a
bruke sterk base som aktivator vil gnsket a-konfigurasjon oppnas. Dermed ble den sterke
basen DBU brukt i CH.ClI; for reaksjon mellom halvacetalet 66 og trikloroacetonitril.

Opprensing ble forsgkt ved silikagelkolonne.

Det kom to topper i 3C NMR-spektra for anomert karbon, ved 90.37 og 95.88 ppm, mot
rapporterte 93 ppm. | *H NMR-spekteret mangler anomert proton ved 6.7-6.9 ppm. Dermed
ser det ikke ut som imidatet er dannet. Det ble tatt opp et IR-spekter. Der ble det observert
absorpsjon ved 3439 cm. Dette kan gjenspeile ureagert OH-gruppe i halvacetalet eller NH-
gruppe fra et amidbiprodukt.

Dermed var det ngdvendig a finne en annen koblingsstrategi. Det var gnskelig & prave med
glykosyleringsmetode 3c, Skjema 2-8, da denne har fungert med vanillin. Det ble laget
tetrabenzoylert glukosylbromid ved a tilsette hydrogenbromid i eddiksyre til pentabenzoylert
glukose!®°. Etter opparbeidelse og inndamping ble forbindelsen p& bakgrunn av NMR-spektra
definert som ren. Det ble kun observert et anomert proton i *H NMR-spekteret, som kom ved
6.77 ppm med J = 4.0 Hz. Koblingskonstanten tilsier dannelse av o-konfigurasjon. 1 *C
NMR-spekteret resonerte det anomere karbonet ved 87.02 ppm.
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Skjema 2-5 Glykosyleringsmetode 3c. vii) TBAB, 0.50 M K2COs (aqg), CH2Clz.

Glykosyleringsmetode 3 ble farst prevd med benzoylbeskyttelsesgrupper. Det ble ikke
observert kobling. Dermed ble glykosyldonor 10 i stedet tatt i bruk, med acetylgrupper i
stedet for benzoylgrupper. | 13C NMR-spekteret for raproduktet antydet toppen ved 100.54
ppm vellykket koblingsreaksjon. Opprensing ble farst forsgkt ved omkrystallisering i etanol.
Det var ikke mulig a isolere produktet ved denne metoden. Det ble derfor bestemt a gjere et
forsgk med flashkolonne med silikagel, forhandspreparert med trietylamin for & beskytte
glykosidbindingen. Fraksjoner som resulterte viste ved 3C NMR-spektra ingen kobling
mellom glukose og matairesinol. Den fgrste fraksjonen inneholdt kun karbohydrat, mens de
neste fraksjonene sa ut til & inneha en blanding av utgangsstoffer. Dette antyder at molekyldel
som gav resonans ved 100.54 ppm, mulig kobling mellom karbohydrat og matairesinol, ikke

overlevde opprensingsprosessen.

2.5 Dihydropyridiner (DHPYy)

Avsluttende delmal var a feste to DHPy-er til glukose gjennom hydroksylgruppen. Far
glykosyleringsreaksjonen matte syntese av DHPy-ene gjennomfares.
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2.5.1 Syntese av aglykoner

+ 2X +
1
74

71-73

71:R,=H,R, = H
72: R, = OH, R, = H 56,76
73: R1 = OH, R2 =0OMe 5: R1 = OH R2 =H

6: R1 = OH, R2 = OMe
76: R1=H, R2=H

Skjema 2-6 Syntese av DHPy-er. i) EtOH, refluks i 3 degn.

DHPy-er ble laget ved Hantzsch pyridinsyntese, vist i Skjema 2-9. Det ble forst forsgkt
syntetisert en modellforbindelse, 76, i henhold til prosedyre av Rossolini et al. Syntesen ble
gjort ved konvensjonell metode, refluks i etanol over en lengre tidsperiode®®!, her tre dagn.
Rossolini et al. foretok opprensing ved kolonnekromatografi med silikagel, hvilket gav
produktet i 39% utbytte. Det var gnskelig med hgyere utbytte og mindre bruk av lgsemidler.
Derfor ble produktet forsgkt isolert ved omkrystallisering fra reaksjonsblanding under

langsom nedkjgling. Dette resulterte i gnsket produkt med et utbytte pa 71%.

Bade 'H og *C NMR-spekteret var i overensstemmelse med strukturen. Det forekommer fa
topper i spektra pa bakgrunn av symmetri i strukturen. Nitrogenhydrogenet resonerte i *H
NMR-spekteret ved 5.72 ppm og protonet i pyridinringen resonerte ved 4.99 ppm.
Karbonylgruppene resonerte i 23C NMR-spekteret ved 167.79 ppm. Det ble tatt opp et UV-
spekter, som viste ekstinksjonskoeffisienter pd 178 og 224 M*-cm™, typisk for aromatiske
forbindelser.

Det ble deretter syntetisert 5 og 6 ved samme metode. Reaksjonene dannet produkt med 40 og
43% utbytte. Bade *H og *C NMR-spekteret var i overensstemmelse med strukturene. Ved
syntese av 6 kom det i *C NMR-spekteret en topp ved 55.87 ppm. Metoksigruppa farte ogsa

til tap av symmetri, som resulterte i flere topper i 3C NMR-spekteret.

Det ble tatt opp IR-spekter av 5 og 6. Det framkom fa topper i IR-spekteret til 5, som fglge av
symmetri i forbindelsen. Karbonylgruppene ble ikke observert. I IR-spekteret til 6 var det

imidlertid karbonylstrekk ved 1684 cm™ som gjenspeilet karbonylgruppe. | tillegg viste topp
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bred ved ca. 3350 cm™ enten amin- eller hydroksylgruppa eller begge. Pa bakgrunn av mye

stay i IR-spekteret ble det forsgkt tatt opp pa nytt. Resultatet ble det samme.

2.5.2 Glykosylering av DHPy-er

5:R
6: R

H
OH
Skjema 2-7 Glykosyleringsmetode 3c. xix) TBAB, 0.50 M K2COzs (aq), CH2Clo.

DHPy-ene 5 og 6 ble forsgkt koblet til glukose gjennom fenolisk hydroksylgruppe. Det ble
tatt utgangspunkt i glykosyleringsmetode 3c, med bifasisk system med CH.Cl, og 0.50 M
vandig K-COz, og TBAB som faseovergangskatalysator.

Reaksjon mellom 6 og glykosyldonor 10 gav et raprodukt med blanding av produkt og
startmateriale. Mulige anomere karboner i rdprodukt resonerte i **C NMR-spekteret ved
100.82 og 89.03 ppm, der topp ved 100.82 gjenspeiler produktdannelse. Det ble tatt opp et *H
NMR-spekter som var vanskelig a tolke.

Reaksjon mellom 5 og glykosyldonor 10 gav et raprodukt som i **C NMR-spekteret viste
resonans ved 99.34 ppm. Dette tyder pa kobling mellom DHPy-en og glukose. 13C NMR-
spekteret viste ingen andre topper i det anomere omréadet. Det var igjen vanskelig & tolke *H

NMR-spekteret, og ikke mulig & dra en nzermere konklusjon.

Det ble forsgkt a rense opp reaksjonsblanding av 76 ved flashkolonne med silikagel.
Eluentsystemet ble tilsatt 0.1% trietylamin for a beskytte en eventuell glykosidbinding. Etter
forsgkt opprensing viste 3C NMR-spekteret ingen resonans ved ca. 99 ppm. Dermed ble det

ikke pavist glykosidbinding og dannelse av glykosid.

Det var tiltenkt & prgve opprensing av glykosylert DHPy 77. Det ble imidlertid ikke
tilstrekkelig med tid til & gjennomfare dette.
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3. Konklusjon og videre arbeid

For & danne malmolekyl 1 ble det forsgkt ulike metoder. Glykosyleringen av vanillin ble
forsgkt med tre beskyttede glykosyldonorer, peracetylert glukose 50, glykosylbromid 10 og
glykosyltrikloroacetimidat 61 og direkte fra D-glukose med koblingsreagenset 41.

Tilfredsstillende utbytte og renframstilling ble bare oppnadd ved bruk av glykosylbromidet 10
som glykosyldonor. Koblingsreaksjonen foregikk i et bifasisk system med CH2Cl2 og basisk
vannfase, med overfaringskatalysatoren TBAB. Type og konsentrasjon av base ble variert.
Det var 0.50 M vandig K>COz som gav hgyest utbytte med 53%. Etter avbeskyttelsessteget
ble malmolekyl 1 oppnadd. Syntesen hadde et totalutbytte pa 42%. Det viktigste som kan
gjeres for & forbedre syntesen er optimalisere koblingstrinnet. Det var i stor grad dette trinnet

som begrenset utbyttet til totalsyntesen.

Det ble forsgkt & overfare koblingsmetoden til glykosylering av mannose og mannan.
Tilfredsstillende opprensing ble ikke oppnadd. Dermed ma videre arbeid fokusere pa bedre
metode for renframstilling av beskyttet glykosid. I tillegg er det gnsket a skalere opp

reaksjonen, slik at mannanmalmolekyler kan bli benyttet i grisefor.

Metoden ble ogsa overfart til reaksjon med p-nitrofenol og glykosyldonor 62. Utbyttet ble
75%. Det indikerer at sterisk hindring og induserende egenskaper pavirker glykosyleringen.
Det kan veare verdt & ta med seg videre i planlegging av glykosylering av fenoliske
forbindelser.

Det ble forsgkt & glykosylere en polyfenol, matairesinol 4, ved tre ulike strategier.
Koblingsreaksjon med benzoylert glykosyldonor gav ingen indikasjon til kobling, men det
gjorde en acetylert glykosyldonor. Vellykkede koblingsbetingelser med vanillin ble overfart
til glykosylering av 4. Vellykket kobling mellom karbohydrat og matairesinol ble antydet i
13C NMR-spekteret. Opprensingstrinnet var imidlertid mislykket da produktet hydrolyserte.

Dihydropyridinene 5 og 6 ble ogsa forsgkt glykosylert. Farst ble aglykonene 5 og 6 ble tillagd
ved Hantzsch pyridinsyntese etter konvensjonell metode. Deretter ble det ogsa her forsgkt a
overfare bifasisk koblingsmetode. Resultatet ble likt som for matairesinol, 3C NMR-spekteret

antydet dannelse av gnsket anomert senter, som ikke talte opprensingstrinnet.

Videre arbeid ma fokusere pa metode for renframstilling av beskyttede glykosider. Det er
mulig det ma benyttes et alternativt pakkemateriale, slik at dekomponering av

glykosidbindinger blir unngatt.
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4. Eksperimentelt

Alle reaksjonene ble utfgrt under N2- atmosfeere. Alle reagensene ble brukt som de ble kjgpt

fra kommersielle leverandgrer med mindre noe annet er nevnt.

Tynnsjiktkromatografi (TLC) ble utfert pa TLC silika gel F2s4 plater. KMnO4 0g H2SO4 (5%
/10%) ble brukt for utvikling av platene. Silika gel 60 (40-63um) fra Merck ble brukt i

flashkolonnekromatografi.

NMR spektre ble fremstilt ved bruk av Bruker Ascend 400-instrument ved 25 °C, ved 400
MHz for *H NMR og 100MHz for 3C NMR. CDCls, DO, CD30D og DMSO ble brukt som

lesemidler. Spektrene er behandlet i Mestrenova 14.11.
IR-spektre ble malt pa et Agilent 5500 Series FT-IR instrument med en ATR-diamantcelle
UV-spektre ble tatt opp pa et instrument av merket Biochrom Libra S32 PC.

HPLC-kromatogram ble tatt opp med et Dionex Ultimate 3000-instrument. MS-detektoren var

en Velos pro LTQ lineer ionefelle.

4.1 Syntese mot malmolekylet 4-formyl-2-metoksifenyl-D-
glukopyranosid
4.1.1 Syntese av 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranosid

OAc

A"OM
AcO OAc

OAc
50

En lgsning av D-glukose (5.0 g, 28 mmol, 1.0 ekv) i pyridin (50 mL) ble tilsatt Ac2O (25 mL,
320 mmol, 9.5 ekv), og omrart under N2-atmosfeere ved romtemperatur i 24 timer, far
inndamping under redusert trykk. Gjenveerende lgsning ble lgst i CH2Cl> (20 mL) og vasket
med mettet vandig NaHCO3 (3x20 mL), 1M HCI (3x20 mL) og mettet saltlake (20 mL),
tarket med Na>SO4 og konsentrert ved inndamping under redusert trykk. Fullstendig fjerning
av pyridin krevde gjentatt inndamping med toluen, og gav peracetylert glukose 50 som hvitt
fast stoff (89%, 9.7 g, 24.7 mmol).
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IH NMR (400 MHz, CDCl3): § 6.33 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 5.47 (t, J = 9.9 Hz, 1H), 5.19 — 5.06
(m, 2H), 4.27 (dd, J = 12.6, 4.2 Hz, 1H), 4.16 — 4.05 (m, 2H), 2.18 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.04
(s, 3H), 2.03 (s, 3H), 2.01 (s, 3H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 170.78, 170.37, 169.80, 169.53, 168.89, 89.21, 69.96, 69.33,
68.02, 61.59, 21.02, 20.84, 20.81, 20.71, 20.59.

4.1.2 Glykosyleringsmetode 1

4.1.2.1 Syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid
(56)

OAc
MeO
ACOM
AcO
OAG (0] CHO
11

Generell glykosyleringsmetode 1

Vanillin (1.0 ekv) og 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranose (1.5 ekv) ble lgst i vannfri
CH.Cl; i en aluminiumsfoliepakket rundkolbe for & beskytte reaksjon mot lys. Angitt
promotor (1.0-1.5 ekv) ble tilsatt i porsjoner. Lgsningen ble rart under No-atmosfeere i 24
timer ved 30 °C, og deretter vasket med mettet vandig NaHCO3 og vann. Organisk fase ble
tarket over Na>SOs, konsentrert ved inndamping under redusert trykk og forsgkt opprenset
ved flashkolonnekromatografi (Heksan/EtOAc, 1:2).

4.1.2.1a BF3Et,0

Generell glykosyleringsmetode 1 med vanillin (0.61 g, 4.0 mmol, 1.0 ekv), 1,2,3,4,6-penta-O-
acetyl-D-glukopyranose 50 (2.6 g, 6.0 mmol, 1.5 ekv.), vannfri CH2Cl> (50 mL) og BFzEt.O
(0.65 mL, 5.3 mmol, 1.3 ekv). Vasket med mettet vandig NaHCO3 (2x50 mL) og vann (2x50
mL). Forsgkt renset ved omkrystallisering i etanol og flashkolonne med silikagel
(heksan/EtOAc, 1:2). Ingen dannelse av glykosid ble gjenspeilet av NMR-spektra da det ikke
forekom karakteristisk topp for anomert karbon i *C NMR-spekteret, der reaktantene var
framtredende.
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4.1.2.1b In(OTH)3

Generell glykosyleringsmetode 1 med vanillin (0.076 g, 0.50 mmol, 1.0 ekv), 1,2,3,4,6-penta-
O-acetyl-D-glukopyranose 50 (0.29 g, 0.75 mmol, 1.5 ekv), vannfri CH>Cl, (15 mL) og
In(OTf)3 (0.28 g, 0.50 mmol, 1.0 ekv). Forsgkt vasket med mettet vandig NaHCOs3 (3x15 mL)
og vann (15 mL). Legsningen viste seg vanskelig & opparbeide, da den var klebrig. Metode 1b

ble dermed forkastet.

4.1.2.1c TMSOTf

Generell glykosyleringsmetode 1 med vanillin (0.68 g, 4.5 mmol, 1.0 ekv), 1,2,3,4,6-penta-O-
acetyl-D-glukopyranose 50 (2.6 g, 6.8 mmol, 1.5 ekv), vannfri CH2Cl> (50 mL) og TMSOTf
(0.81 mL, 4.7 mmol, 1.0 ekv). Vasket med mettet vandig NaHCO3 (2x50 mL) og vann (50
mL). Forsgkt renset ved silikagelkolonne (Heksan/EtOAc, 1:2). Resulatet ble en blanding av
produkt og utgangsstoff. Pa bakgrunn av darlig utbytte ble videre opprensing ikke utfart.
Dannelse av produktet pa ca. 10% ble beregnet fra spektra. TLC gav Rf: 0.70 (heksan/EtOAc,
1:2).

4.1.2.1d HAuUCl43H20

Generell glykosyleringsmetode metode 1 med vanillin (0.076 g, 0.50 mmol, 1.0 ekv),
1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranose 50 (0.29 g, 0.75 mmol, 1.5 ekv), vannfri CH,Cl;
(15 mL) og HAuCl43H20 (0.197 g, 0.50 mmol, 1.0 ekv). Vasket med mettet vandig NaHCOs
(3x15 mL) og vann (15 mL). Forsgkt opprenset med flashkolonnekromatografi
(Heksan/EtOAc, 1:2). Resulatet ble en blanding av produkt og utgangsstoff. Pa bakgrunn av
darlig utbytte ble videre opprensing ikke utfart. Dannelse av produktet pa ca. 3% ble beregnet
fra spektra. TLC gav Rf: 0.70 (heksan/EtOAc, 1:2).
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4.1.3 Glykosyleringsmetode 2
4.1.3.1 Syntese av 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranose (51)

51

Peracetylert glukose 50 (1.2 g, 3.1 mmol, 1.0 ekv.) ble lgst i DMF (7 mL). Eddiksyre (0.21
mL, 3.7 mmol, 1.2 ekv.) og N2H4H20 (0.30 mL, 6.2 mmol, 2.0 ekv.) ble tilsatt drapevis.
Lasningen ble omrart ved romtemperatur i 3 timer. Reaksjonsblandingen ble fortynnet med
vann (20 mL) og ekstrahert med EtOAc (3x25 mL). Organisk fase ble tarket over MgSOs og
dampet inn under redusert trykk. Opprensing ble gjort ved flashkolonne med silikagel
(Heksan/EtOAc, 1:1 til 1:2), og gav produktet 51 (37%, 0.40 g, 1.4 mmol). Det ble en
blanding o og B-anomeren (3:1, a/p). NMR-spektra viste gjenvaerende eddiksyre, men det ble
konkludert at forbindelsen var ren nok til a ga videre til neste syntesesteg.

'H NMR (400 MHz, CDCls): & 5.39 (t, ] = 9.8 Hz, 1H), 5.31 (d, J=3.6 Hz, 1H), 4.94 (t, J =
9.7 Hz, 1H), 4.83 — 4.63 (m, 2H), 4.18 — 4.07 (m, 2H), 4.05 — 3.91 (M, 2H), 1.98 — 1.85 (m,
17H).

13C NMR (100 MHz, CDClg): § 171.58, 171.00, 170.91, 170.29, 170.27, 170.19, 169.75,
169.55, 95.04, 89.76, 72.73, 72.50, 71.69, 71.10, 69.87, 68.45, 68.28, 66.75, 61.93, 60.46,
20.84, 20.53, 20.50, 20.42.

4.1.3.2 Syntese av 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosyltrikloroacetimidat (61)
OAc

Acom cCls
Ac
OAc O«

61 NH

2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranose 51 (0.40 g, 1.2 mmol, 1.0 ekv.), trikloroacetonitril
(1.1 mL, 11 mmol, 10 ekv.) ble Igst i vannfri CHCl, (8.0 mL). Ca. 0.20 g 4 A
molekylersieves ble tilsatt og lgsning ble rgrt i 1 time ved 0 °C. DBU (0.034 mL, 0.23 mmol,
0.20 ekv.) ble tilsatt og rering fortsatte i ytterligere 1.5 timer. Reaksjonen ble fulgt med TLC
(heksan/etylacetat, 1:1, Rf=0.50) for indikasjon over at startforbindelse hadde blitt konvertert

til produkt. Reaksjonsblandingen ble filtrert gjennom Celite og konsentrert under redusert
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trykk. Raoljen ble renset ved silikagelkolonne (heksan/etylacetat, 7:3, 1:1), og gav 2,3,4,6-
tetra-O-acetyl-D-glukopyranosyltrikloroacetimidat 61. Estimering fra NMR-spektra tilsia at
41% av startmaterialet ble omdannet til produkt. Det ble dannet a-anomer, med noe

gjenverende utgangsstoff.

IH NMR (400 MHz, CDCla): § 8.67 (s, 1H), 6.40 (d, ] = 3.7 Hz, 1H), 5.40 (t, ] = 9.9 Hz, 1H),
5.11 — 4.87 (m, 3H), 4.19 — 4.02 (M, 2H), 1.96 — 1.83 (m, 12H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 170.84, 170.40, 169.90, 169.80, 163.35, 92.63, 73.21, 72.69,
72.39, 71.63, 68.26, 61.84, 20.75, 20.45, 20.38, 20.31.

4.1.3.3 Glykosyleringstrinnet i metode 2
OAc

MeO
ACOM
AcO
OAG (0] CHO
11

2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosyltrikloroacetimidat 61 (0.35 g, 0.71 mmol, 1.2 ekv.),
vanillin (0.091 g, 0.59 mmol, 1.0 ekv.) og 4A molekylersieves ble lgst i CH2Cl, (8.0 mL).
Ved -20 °C ble 0,02M lgsning av TMSOTT i CH2ClI: tilsatt (0.44 mL). Reaksjonen ble rgrt
over natta ved romtemperatur, fgr fortynning med CH2Cl». Organisk fase ble vasket med
mettet vandig NaHCO3 (2x50mL) og vann (2x50mL), og tarket over Na>SOa far
konsentrering under redusert trykk. Raproduktet dannet lyst rosa sukkerspinn, og ble renset
ved silikagelkolonne (Heksan/EtOAc, 4:1 sa 1:1). NMR-spektra viser en blanding av flere
forbindelser. Det ser ut som det er dannet litt produkt, men det er vanskelig a trekke en
konklusjon. Det ble ikke beregnet utbytte av 11 da det matte beregnes fra spektra og var

minimalt.

4.1.4 Glykosyleringsmetode 3
4.1.4.1 Syntese av 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosylbromid (10)
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Ved 0 °C ble hydrogenbromid i eddiksyre (33%, 100 mL) tilsatt drapevis til 1,2,3,4,6-penta-
O-acetyl-D-glukopyranose 50 (10.0 g, 25.6 mmol). Etter omregring ved romtemperatur i 2
timer, ble CH.Cl, (250 mL) tilsatt. Lgsningen ble vasket forsiktig med iskaldt vann, og den
organiske fasen ble tarket over MgSO4, dampet inn ved redusert trykk og gav a-anomer av
glukosylbromid 10 som grahvitt fast stoff (94%, 9.94 g, 24.3 mmol).

IH NMR (400 MHz, CDCls):  6.59 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 5.53 (t, J = 9.7 Hz, 1H), 5.18 — 5.08
(m, 1H), 4.81 (dd, J = 10.0, 4.0 Hz, 1H), 4.35 — 4.21 (m, 2H), 4.15 — 4.06 (m, 1H), 2.07 (2s,
6H), 2.02 (25, 6H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 170.56, 169.91, 169.85, 169.53, 86.68, 72.24, 70.69, 70.26,
67.27,61.05, 20.74, 20.72, 20.69, 20.62.

4.1.4.2 Syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid
(11)
OAc

MeO
ACOM
AcO
OAG (0] CHO

1"

Generell glykosyleringsmetode 3

2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosylbromid 10 (1.5 ekv), vanillin (1.0 ekv) og TBAB
(0.50 ekv) ble lgst i like mengder CH2Cl> og basisk vannfase. Lasningen ble rert over natta
ved 40 °C. Etylacetat ble tilsatt, og organisk fase ble vasket med vann og mettet saltlake.
Organisk fase ble tarket over Na,SO4 og dampet inn. Raoljen ble renset ved omkrystallisering

ved etanol to ganger, og gav 11 som fast stoff.

4.1.4.2a1.0 M NaOH og TBAB

Generell glykosyleringsmetode 3 med 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosylbromid 10 (1.0
g, 2.4 mmol, 1.5 ekv), vanillin (0.25 g, 1.6 mmol, 1.0 ekv), TBAB (0.26 g, 0.81 mmol, 0.49
ekv), CHxCl; (8.0 mL), 1.0 M NaOH (8.0 mL) og etylacetat (15 mL). Vasket med 1.0 M
NaOH (3x15 mL), vann (3x15 mL) og mettet saltlake (15 mL). Brunoransje raolje ble
opprenset og gav 11 som eggehvitt fast stoff (42%, 0.34 g, 0.70 mmol). TLC gav Rf: 0.62
(Heksan:EtOAc, 1:1, H2SO4/p-Anisaldehyd).
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IH NMR (400MHz, CDCls): § 9.90 (s, 1H), 7.46 — 7.38 (m, 2H), 7.21 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
5.34 — 5.30 (M, 2H), 5.21 — 5.08 (M, 2H), 4.33 — 4.14 (m, 2H), 3.89 (s, 3H), 3.85 (ddd, J =
10.0, 5.2, 2.6 Hz, 1H), 2.07 (2s, 6H), 2.05 (2s, 6H).

13C NMR (100MHz, CDCls): 6 191.02, 170.64, 170.37, 169.52, 169.38, 151.24, 151.16,
132.99, 125.49, 118.37, 110.95, 99.88, 72.54, 72.42, 71.18, 68.41, 62.03, 56.26, 20.82, 20.76,
20.73.

UV (CH,Cl2, Amax): 250.7 nm (2507 — 165 M), 257.9 nm (e257.9 — 165 MY), 327.9 nm (g327.9 —
139 M1

4.1.4.2b 0.25 M K,CO;s (aq) og TBAB

Generell glykosyleringsmetode 3 med 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosylbromid 10 (2.3
g, 5.6 mmol, 1.5 ekv), vanillin (0.57 g, 3.8 mmol, 1.0 ekv), TBAB (0.60 g, 1.9 mmol, 0.50
ekv), CH.Cl; (12 mL), 0.25 M vandig K>COz (12 mL) og etylacetat (25 mL). Vasket med
vann (3x30 mL) og mettet saltlake (30 mL). Réoljen ble opprenset og gav 11 som fast stoff
(41%, 0.75 g, 1.6 mmol).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 9.90 (s, 1H), 7.46 — 7.37 (m, 2H), 7.29 — 7.17 (m, 1H), 5.37 —
5.26 (M, 2H), 5.24 — 5.12 (m, 1H), 5.11 (d, 1H), 4.28 (dd, J = 12.3, 5.1 Hz, 1H), 4.19 (dd, J =
12.3, 2.6 Hz, 1H), 3.91 — 3.80 (m, 4H), 2.14 — 1.99 (m, 12H).

13C NMR (100 MHz, CDClIs): & 191.05, 169.53, 151.24, 132.99, 125.52, 118.35, 110.90,
99.88, 72.53, 72.41, 71.16, 68.39, 62.03, 56.26, 20.84, 20.76.

4.1.4.3¢ 0.50 M K»COs3 (aq) og TBAB

Generell glykosyleringsmetode 3 med 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosylbromid 10 (9.4
g, 23 mmol, 1.5 ekv), vanillin (2.3 g, 15 mmol, 1.0 ekv), TBAB (2.5 g, 7.6 mmol, 0.50 ekv),
CH2Cl> (45 mL), 0.50 M vandig K>COs (45 mL) og etylacetat (90 mL). Vasket med vann
(3x60 mL) og mettet saltlake (60 mL). Raoljen ble opprenset og gav 11 som fast stoff (53%,
3.9 g, 8.1 mmol).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 9.89 (s, 1H), 7.45 — 7.38 (m, 2H), 7.21 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
5.37 — 5.25 (m, 2H), 5.24 — 5.11 (m, 1H), 5.14 — 5.06 (m, 1H), 4.27 (dd, J = 12.3, 5.2 Hz, 1H),
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4.18 (dd, J = 12.3, 2.6 Hz, 1H), 3.89 (s, 3H), 3.85 (ddd, J = 9.9, 5.2, 2.6 Hz, 1H), 2.06 (dd, J =
10.6, 2.0 Hz, 13H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 191.04, 170.65, 170.37, 169.52, 169.38, 151.24, 151.15,
132.97, 125.50, 118.34, 110.90, 99.87, 72.52, 72.40, 71.15, 68.38, 62.01, 56.24, 20.83, 20.76,
20.74.

4.1.5 Glykosyleringsmetode 4 — Koenigs-Knorr-reaksjon

Vanillin (0.081 g, 0.54 mmol, 1.0 ekv) og 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosylbromid 10
(0.22 g, 0.54 mmol, 1.0 ekv) ble lgst i pyridin (2.5 mL) ved 0 °C. Ag20 (0.13 g, 0.54 mmol,
1.0 ekv) ble tilsatt under kraftig omrgring, og resulterende blanding ble rgrt over natta.
Reaksjonsblandingen ble filtrert gjennom Celite, med diklormetan som skyllemiddel, vasket
med mettet vandig NaHCO3 (3x25 mL), vann (2x25 mL) og mettet saltlake (25 mL).
Organisk fase ble tarket over Na2SO4, 0g dampet inn under redusert trykk. Resulterende
raprodukt ble forsgkt renset ved silikafelkolonnekromatografi (Heksan/EtOAc, 1:1 til 1:2).

NMR-spektra viste ingen kobling mellom vanillin og glykosyldonor.

4.1.6 Glykosyleringsetode 5

Generell glykosyleringsmetode 5

Fenolisk forbindelse ble ved romtemperatur tilsatt til en ragrt lgsning av D-glukose og
trietylamin i vann. Reaksjonsblandingen ble rgrt kraftig i 15 minutter for den ble avkjglt til -
10 °C ved & bruke en cryostat. Den ble deretter rgrt i 10 minutter ved -10 °C far DMC ble
tilsatt og lgsningen ble rart i ytterligere 30 minutter ved -10 °C. Forhandsavkjglt trietylamin
og mer DMC ble tilsatt. Reaksjonsblandingen ble rgrt i 30 minutter ved -10 °C.

Lasningen ble fortynnet med vann og ngytralisert ved forsiktig tilsettelse av eddiksyre til
pH=~7. Blandingen ble ekstrahert med dietyleter og organisk fase ble vasket med vann.
Deretter ble alle vannfasene kombinert og fortynnet ved tilsettelse av 25%
ammoniumhydroksid. Vandige ekstrakter ble konsentrert under redusert trykk. Fglgende

raprodukt ble tilsatt mer 25% ammoniumhydroksid og konsentrert under redusert igjen.

Det ble tatt opp NMR-spektra som viste mye gjenverende utgangsstoff og mulige

forurensninger.
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4.1.6.1 Modellreaksjon med p-nitrofenol

OH
A
HO
X o
42

Generell glykosyleringsmetode 5 med p-nitrofenol (9.3 g, 66 mmol, 12 ekv), D-glukose (1.0
g, 5.6 mmol, 1.0 ekv), vann (3.0 mL), trietylamin (16 mL, 110 mmol, 21 ekv) og deretter 4.6
mL, 33 mmol, 6.0 ekv), DMC (2x2.7 g, 2x16 mmol, 2x2.9 ekv).

Fortynnet med vann (20 mL), ngytralisert med eddiksyre til pH=~7. Ekstrahert med dietyleter
(2x10 mL), organisk fase vasket med vann (10 mL). Vannfasene ble kombinert og fortynnet

med 25% ammoniumhydroksid (25 mL) to ganger.

Det ble tatt opp NMR-spektra som viste mye gjenveerende utgangsstoff. Pa bakgrunn av
observert kobling og liten tid ble det bestemt a forsgke glykosyleringsmetode 5 med vanillin
uten opprensing av produktet i modellreaksjonen.

4.1.6.2 Forsgk pa direkte syntese av 1 fra utgangsstoff 8
OH

MeO
”Om
HO
on (0] CHO

1

Generell glykosyleringsmetode 5 med vanillin (0.84 g, 5.6 mmol, 2.0 ekv), D-glukose (0.50 g,
2.8 mmol, 1.0 ekv), vann (3.0 mL), trietylamin (3.9 mL, 28 mmol, 10 ekv, og deretter 1.1 mL,
8.3 mmol, 3.0 ekv), DMC (2x0.70 g, 2x4.1 mmol, 2x1.5 ekv).

Fortynnet med vann (20 mL), ngytralisert med eddiksyre til pH~7. Ekstrahert med dietyleter
(2x10 mL), organisk fase vasket med vann (10 mL). Vannfasene ble kombinert og fortynnet
med 25% ammoniumhydroksid (20 mL) to ganger.

Det ble tatt opp NMR-spektra som viste mye gjenverende utgangsstoff og mulige
forurensninger. Derfor ble raproduktet lgst i vandig mettet Na,CO3 (50 mL) og det ble forsgkt
a vaske med CHCl, (3x50 mL) etterfulgt av MeOH (2x50 mL). @nsket glykosid ble dannet,
og det ble estimert fra NMR-spektra at ca. 10% av startmaterialet ble omdannet til produkt.

NMR-spektra viste en ukjent forurensning som ikke ble definert pa bakgrunn av lite
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gjenveerende tid. Forurensningstopper i NMR-spektra tilsa verken lgsemiddel, trietylamin
eller biproduktet DMI.

IH NMR (400 MHz, D;0): § 9.75 (s, 1H), 7.57 (dd, J = 8.4, 1.9 Hz, 1H), 7.49 (d,J = 1.9 Hz,
1H), 7.29 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.32 — 5.21 (m, 1H), 4.00 — 3.88 (m, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.92 (s,
1H), 3.83 — 3.53 (m, 6H).

13C NMR (100 MHz, D,0): § 194.78, 151.15, 148.88, 130.99, 126.72, 114.86, 111.32, 99.62,
76.26, 75.44, 72.69, 69.25, 60.45, 55.90.

4.1.7 Syntese av malmolekylet 4-formyl-2-metoksifenyl-D-glukopyranosid (1)

OH
MeO
”Om
HO
on (0] CHO

1

Ved 0 °C ble natriummetoksid i metanol (25%, 0.92 mL) tilsatt til en lgsning av 4-formyl-2-
metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid 11 (0.48 g, 1.0 mmol) i MeOH (40
mL). Blandingen ble rgrt ved romtemperatur i 1 time, far ngytralisering av pH ved tilsettelse
av DOWEX 50W-8X kationebytteresin og filtrering. Filtratet ble dampet inn og gav produktet
1 (95%, 0.30 g, 0.95 mmol).

UV (H20, Amax): 244.4 nm (g244.4 — 807 M1), 225.0 nm (e2250 — 806 M), 234.0 nm (g234.0 —
805 M™), 329.0 nm (g3200 — 681 M), 322.4 nm (3224 — 677 M?)

'H NMR (400MHz, D,0): § 9.75 (s, 1H), 7.57 (dd, J = 8.4, 1.9 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 1.9 Hz,
1H), 7.29 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.31 — 5.21 (m, 1H), 3.98 — 3.86 (m, 4H), 3.78 (dd, J = 12.5, 5.5
Hz, 1H), 3.73 — 3.60 (m, 3H), 3.60 — 3.49 (m, 1H).

13C NMR (100MHz, D>0): 5 194.74, 151.11, 148.88, 130.99, 126.68, 114.81, 111.28, 99.57,
76.22, 75.39, 72.64, 69.20, 60.40, 55.84.
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4.2 Syntese av 4-nitrofenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-galaktopyranosid
(63)

Generell glykosyleringsmetode 3¢ med 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-galaktopyranosylbromid 62
(0.50 g, 1.2 mmol, 1.5 ekv), p-nitrofenol (0.11 g, 0.81 mmol, 1.0 ekv), TBAB (0.13 g, 0.40
mmol, 0.50 ekv), CH2Cl, (4.0 mL), 0.50 M vandig K2CO3 (4.0 mL) og etylacetat (10 mL).

Vasket med vann (3x10 mL) og mettet saltlake (10 mL). Raoljen ble opprenset og gav 63 som
fast stoff (75%, 0.28 g, 0.61 mmol).

'H NMR (400 MHz, CDCls): & 8.23 — 8.14 (m, 2H), 7.11 — 7.03 (m, 2H), 5.50 (dd, J = 10.4,
7.9 Hz, 1H), 5.46 (dd, J = 3.4, 0.9 Hz, 1H), 5.17 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 5.13 (dd, J = 10.4, 3.4
Hz, 1H), 4.26 — 4.15 (m, 1H), 4.19 — 4.08 (m, 2H), 2.17 (s, 3H), 2.08 — 1.95 (m, 9H).

13C NMR (100 MHz, CDClg): § 170.37, 170.19, 170.11, 169.35, 161.31, 143.29, 125.86,
116.67, 98.66, 71.54, 70.66, 68.38, 66.80, 61.44, 20.76, 20.72, 20.69, 20.62.

4.3 Syntese av vanillinglykosid av mannose

4.3.1 Syntese av 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-mannopyranose (79)
OAc

OAc
ACO&M
AcO OAcC

79

En lgsning av D-mannose (5.0 g, 28 mmol, 1.0 ekv.) i pyridin (50 mL) ble tilsatt Ac20 (25
mL, 9.5 ekv.), og omrert under No-atmosfeere ved romtemperatur i 24 timer, fgr inndamping
under redusert trykk til en olje. Oljen ble lgst i CH2Cl. (20 mL) og blandingen ble vasket med
mettet vandig NaHCO3 (3x20 mL), 1M HCI (3x20 mL) og mettet saltlake (20 mL), terket
med Na>SO4 og konsentrert ved inndamping under redusert trykk. Fjerning av pyridin krevde
gjentatt inndamping med toluen, og gav peracetylert mannose 79 som (89%, 9.6 g, 25 mmol) i
1:1.7 (a/B).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 6.08 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.85 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 5.48 (dd, J =
3.3, 1.2 Hz, 1H), 5.39 - 5.21 (m, 3H), 5.12 (dd, J = 10.0, 3.3 Hz, 1H), 4.28 (ddd, J = 12.4,
10.2, 5.1 Hz, 2H), 4.17 — 4.00 (m, 3H), 2.22 — 2.16 (m, 6H), 2.09 (d, J = 3.8 Hz, 8H), 2.05 —
1.99 (m, 11H).
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13C NMR (100 MHz, CDCls): § 170.77, 170.32, 170.11, 169.92, 169.69, 168.49, 168.18,
90.72, 90.54, 73.42, 70.77, 70.73, 68.85, 68.45, 68.30, 65.65, 65.52, 62.22, 62.18, 60.51,
21.16, 20.98, 20.89, 20.87, 20.84, 20.79, 20.75, 20.65.

4.3.2 Syntese av 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranosylbromid (80)
OAc

OAc
A“ﬁ&
AcO Br

80

Ved 0 °C ble hydrogenbromid i eddiksyre (33%, 100 mL) tilsatt drapevis til 1,2,3,4,6-penta-
O-acetyl-D-mannopyranose 79 (9.60 g, 24.6 mmol). Etter omrgring ved romtemperatur i 2
timer, ble CH.Cl> (250 mL) tilsatt. Lgsningen ble vasket forsiktig med isvann, og den

organiske fasen ble torket over MgSO4, dampet inn ved redusert trykk og gav a-anomer av
mannosylbromid 80 (77%, 7.80 g, 18,9 mmol).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 6.28 (d, J = 1.7, 1H), 5.70 (dd, J = 10.2, 3.4 Hz, 1H), 5.43 (dd,
J=3.4,1.7 Hz, 1H), 5.35 (t, J = 10.2 Hz, 1H), 4.31 (dd, J = 12.5, 4.9 Hz, 1H), 4.20 (dddd, J =
10.2, 5.0, 2.3, 0.7 Hz, 1H), 4.12 (dd, J = 12.5, 2.2 Hz, 1H), 2.16 (s, 3H), 2.08 (2s, 6H), 1.99 (s,
3H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 170.69, 169.85, 169.71, 83.15, 72.93, 72.25, 68.05, 65.42,
61.57, 20.86, 20.77, 20.74, 20.67.

4.3.3 Syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-
mannopyranosid (64)

OAc

OAc MeO
AcO 0 CHO
64

2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranosylbromid 80 (2.6 g, 6.3 mmol, 1.3 ekv), vanillin (0.75
g, 4.9 mmol, 1.0 ekv) og TBAB (0.66 g, 2.0 mmol, 0.42 ekv) ble lgst i CH2Cl> (15 mL) og
0.50 M vandig K>COz (15 mL). Lasningen ble rart over natta ved 45 °C. Etylacetat (70 mL)
ble tilsatt, og organisk fase ble vasket med vann (3x50 mL) og mettet saltlake (50 mL).
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Organisk fase ble tarket over Na,SO4 og dampet inn. Raoljen ble forsgkt opprenset ved
omkrystallisering i etanol og ved flashkolonne med silikagel (heksan/etylacetat, 1:1) og gav
ikke isolert produkt. Beregning fra NMR-spektra av raprodukt tilsa at utgangsstoff ble
omdannet til i produkt 64 i ca. 25% utbytte.

4.4 Syntese av vanillinglykosid av mannan

4.4.1 Syntese av peracetylerte mannaner

En lgsning av mannaner (0.95 g, 1.4 mmol) i pyridin (15 mL) ble tilsatt Ac.O (15 mL, 160
mmol), og omrart under No-atmosfeere ved romtemperatur i 24 timer, far inndamping under
redusert trykk til en olje. Oljen ble lgst i CH2Cl, (30 mL) og blandingen ble vasket med mettet
vandig NaHCOs3 (3x30 mL), 1M HCI (3x30 mL) og mettet saltlake (30 mL), tarket over
Na>SO4 og konsentrert ved inndamping under redusert trykk. Fjerning av pyridin krevde

gjentatt inndamping med toluen, og gav peracetylerte mannaner som (68%, 1.2 g, 0.97 mmol).

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 6.22 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 5.72 — 5.57 (m, 2H), 5.29 — 5.11 (m,
3H), 5.05 — 4.95 (m, 3H), 4.33 — 4.20 (m, 2H), 4.17 — 3.96 (M, 9H), 2.32 (s, 6H), 2.19 (s,
15H), 2.17 — 1.96 (m, 50H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 171.22, 170.59, 170.20, 169.90, 169.87, 169.38, 166.48,
92.16, 92.10, 89.30, 71.04, 69.91, 69.55, 69.41, 68.72, 68.38, 68.13, 62.84, 62.31, 60.609,
60.45, 22.21, 21.08, 20.90, 20.85, 20.76, 20.73, 20.70, 20.64, 20.59, 20.53.

4.4.2 Syntese av peracetylerte mannanbromider

Ved 0 °C ble hydrogenbromid i eddiksyre (33%, 10 mL) tilsatt drapevis til peracetylert
mannaner (1.5 g, 1.2 mmol). Etter omrgring ved romtemperatur i 2 timer, ble CH>Cl, (100
mL) tilsatt. Lasningen ble vasket forsiktig med isvann, og den organiske fasen ble tgrket over

MgSO4, dampet inn ved redusert trykk og gav mannanbromider (72%, 1.1 g, 0,86 mmol).

IH NMR (400 MHz, CDCls):  6.72 — 6.46 (m, 1H), 6.27 (d, J = 14.4 Hz, 1H), 5.75 — 5.12 (m,
4H), 5.12 — 4.92 (m, 1H), 4.40 — 3.99 (m, 6H), 3.99 — 3.76 (M, 1H), 2.26 — 1.96 (M, 23H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 170.88, 170.53, 170.48, 170.28, 170.17, 170.12, 170.01,
169.97, 169.92, 169.85, 169.82, 169.76, 169.73, 169.70, 169.63, 169.49, 169.44, 169.40,
169.26, 168.43, 97.09, 95.38, 94.92, 89.86, 89.66, 87.64, 86.58, 83.74, 83.11, 82.63, 77.13,
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74.90, 72.61, 72.58, 72.37, 72.10, 72.06, 72.01, 71.95, 71.86, 71.67, 71.07, 70.97, 70.92,
70.56, 70.36, 70.31, 69.97, 69.60, 69.36, 69.18, 69.09, 68.90, 68.85, 67.79, 67.75, 67.66,
67.44, 67.38, 67.18, 66.94, 66.34, 66.10, 65.04, 64.98, 64.54, 63.02, 62.61, 62.31, 62.08,
62.00, 61.29, 60.85, 60.71, 57.99, 29.65, 20.63, 20.58, 20.48, 20.44, 20.41, 20.38, 20.34,
20.30, 20.17, 20.10.

4.4.3 Forsgk pa syntese av peracetylerte mannanvanilliner

Mannanbromider (1.1 g, 0.86 mmol, 1.0 ekv), vanillin (0.20 g, 1.3 mmol, 1.5 ekv) og TBAB
(0.20 g, 0.62 mmol, 0.72 ekv) ble lgst i CH>Cl> (30 mL) og 0.50 M vandig K2COsz (30 mL).
Lasningen ble rart over natta ved 45 °C. Etylacetat (70 mL) ble tilsatt, og organisk fase ble
vasket med vann (3x50 mL) og mettet saltlake (50 mL). Organisk fase ble tarket over Na>SO4
og dampet inn. Pa bakgrunn av NMR-spektra kunne det sies at raoljen (0.60 g) ikke bare
inneholdt gnskede glykosider.

4.4.4 Forsgk pa syntese av mannanvanilliner

Raproduktet fra 4.2.3 av peracetylert mannanvanilliner ble forsgkt avbeskyttet. Ved 0 °C ble
natriummetoksid i metanol (25%, 1.0 mL) tilsatt til en lgsning av raprodukt av peracetylerte
mannanvanilliner (0.60 g) i MeOH (40 mL). Blandingen ble rgrt ved romtemperatur i 1 time,
far ngytralisering av pH ved tilsettelse av DOWEX 50W-8X kationebytteresin og filtrering.
Filtratet ble dampet inn og gav et raprodukt (0.15 g). Det var vanskelig & trekke konklusjoner
ut ifra NMR-spektra, men 3C NMR-spekteret antyder at dannelse av gnskede

mannanvanilliner kan ha skjedd.

4.5 Matairesinol

4.5.1 Syntese av 1,2,3,4,6-penta-O-benzoyl-D-glukopyranose (65)
OBz

BZOM
BzO OBz

OBz
65
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D-glukose (2.0 g, 11 mmol, 1.0 ekv) ble lgst i pyridin (24 mL). Ved 0 °C ble benzoylklorid
(8.0 mL, 69 mmol, 6.2 ekv) tilsatt porsjonsvis. Temperaturen ble hevet til romtemperatur, og
reaksjonen sto i 3 timer. Reaksjonsblandingen ble ngytralisert ved tilsetning av mettet vandig
NaHCO3 (60 mL) og metanol (5 mL). CH2Cl2 (60 mL) ble tilsatt og organisk fase ble
separert, vasket med mettet vandig NaHCO3 (3x90 mL) og terket over NaxSO4 far
inndamping under redusert trykk. Raproduktet ble omkrystallisert fra etanol, og gav produktet
65 (69%, 5.4 g, 7.6 mmol) som sukkerspinn. Det ble kun observert dannelse av a-anomeren i
13C NMR-spekteret.

IH NMR (400 MHz, CDCls): & 8.21 — 8.14 (m, 2H), 8.08 — 8.00 (m, 2H), 7.99 — 7.92 (m, 2H),
7.96 — 7.86 (m, 4H), 7.71 — 7.62 (m, 1H), 7.60 — 7.27 (m, 16H), 6.86 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 6.33
(t, J = 10.0 Hz, 1H), 5.87 (t, J = 9.8 Hz, 1H), 5.70 (dd, J = 10.3, 3.7 Hz, 1H), 4.68 — 4.59 (m,
2H), 4.54 — 4.45 (m, 1H).

13C NMR (100 MHz, CDClg): § 166.22, 166.04, 165.49, 165.26, 164.54, 134.07, 133.67,
133.64, 133.50, 133.28, 130.17, 130.03, 129.98, 129.93, 129.88, 129.67, 129.12, 128.94,
128.83, 128.69, 128.58, 128.56, 128.52, 90.17, 70.63, 70.60, 70.56, 68.96, 62.60.

4.5.2 Metode 1
4.5.2.1 Syntese av 2,3,4,6-tetra-O-benzoylert-D-glukopyranosid (66)

1,2,3,4,6-penta-O-benzoyl-D-glukopyranosid 65 (2.0 g, 2.8 mmol, 1.0 ekv) ble lgst i CH2Cl>
(10 mL) og avkjelt til 0 °C. Hydrogenbromid i eddiksyre (33%, 5.0 mL) ble tilsatt og
reaksjonen ble omrgrt ved romtemperatur i 6 timer. Reaksjonsblandingen ble fortynnet med
dietyleter (10 mL), vasket med vann (2x15 mL), mettet vandig NaHCO3 (2x15 mL), brine (15
mL), tarket over MgSO4 og dampet inn under redusert trykk. Aceton (50 mL), vann (1.0 mL)
0og Ag2CO3 (0.39 g, 1.4 mmol, 0.5 ekv) ble tilsatt og reaksjonen ble omrgrt i 16 timer.
Reaksjonsblandingen ble filtrert gjennom Celite, med CH2Cl> som skyllemiddel, tarket over
MgSO4 og dampet inn under redusert trykk. Resulterende raprodukt av 66 (100%, 1.7 g) ble
definert som rent nok for neste syntesesteg. Analyse av spektra tilsa forhold pa 4:1 mellom

anomerene (o/p).
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IH NMR (400 MHz, CDCls): § 8.02 — 7.75 (m, 10H), 7.54 — 7.47 (m, 1H), 7.46 — 7.13 (m,
16H), 6.23 — 6.12 (m, 1H), 5.95 — 5.86 (M, 0.2H), 5.72 — 5.65 (M, 1H), 5.65 — 5.48 (M, 1H),
5.32 —5.16 (m, 1H), 4.98 (d, J = 8.0 Hz, 0.2H), 4.63 — 4.51 (M, 2H), 4.49 — 4.30 (m, 1.2H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 166.48, 166.03, 166.00, 165.43, 133.87, 133.60, 133.55,
133.28, 130.33, 130.12, 130.06, 130.00, 129.97, 129.94, 129.87, 129.83, 129.75, 129.37,
129.27, 129.07, 129.02, 128.82, 128.61, 128.59, 128.55, 128.52, 128.49, 128.43, 96.26, 90.63,
72.37,70.26, 69.58, 67.94, 63.00.

4.5.2.2 Forsgk pa syntese av 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-
glukopyranosyltrikloroacetimidat (67)

OBz
BzO 0
BzO
BzO
(0] CCly
67 NH

2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-D-glucopyranose 66 (0.80 g, 1.3 mmol, 1.0 ekv) ble lgst i CH2Cl>
(30 mL) og avkjglt til 0 °C, for tilsettelse av CIsCCN (1.4 mL, 13 mmol, 10 ekv) og DBU (2
draper). Reaksjonen ble omrgrt i 4 timer ved 0 °C fer blandingen ble dampet inn under
redusert trykk og opprenset med silikagelkolonne (Heksan/EtOAc, 7:3, 1:1). Resultatet ble en
fargelgs olje som ikke inneholdt gnsket produkt 67. Dette ble funnet ut pa bakgrunn av opptak
av 1*C NMR-spekter.

4.5.3 Metode 2
4.5.3.1 Syntese av 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-glukopyranosylbromid (81)

Ved 0 °C ble hydrogenbromid i eddiksyre (33%, 6.0 mL) tilsatt drapevis til perbenzoylert

glukose 65 (0.93 g, 1.3 mmol). Etter omrgring ved romtemperatur over natta, ble lasningen
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fortynnet med CH2Cl, (10 mL) ble helt gjennom is og vasket med vann (2x10 mL), mettet
vandig NaHCO3 (2x10 mL) og mettet saltlake (10 mL). Den organiske fasen ble tarket over
MgSOQOs, dampet inn ved redusert trykk og gav hovedsaklig a-anomer av glukosylbromid 81
(93%, 0.81 g, 1.2 mmol) som beige fast stoff.

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 8.03 — 7.94 (m, 2H), 7.95 — 7.88 (m, 2H), 7.89 — 7.82 (m, 2H),
7.82 - 7.75 (m, 2H), 7.57 — 7.11 (m, 13H), 6.77 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 6.17 (t, J = 9.8 Hz, 1H),
5.73 (t, J = 10.0 Hz, 1H), 5.28 — 5.18 (M, 1H), 4.69 — 4.54 (m, 2H), 4.42 (dd, J = 12.5, 4.5 Hz,
1H).

13C NMR (100 MHz, CDClg): § 166.16, 165.70, 165.44, 165.23, 133.94, 133.78, 133.49,
133.40, 130.23, 130.08, 129.97, 129.89, 129.60, 128.95, 128.70, 128.67, 128.64, 128.60,
128.53, 128.51, 87.02, 72.86, 71.62, 70.76, 68.15, 62.09.

4.5.3.2 Forsgk pa syntese av matairesinol-4,4-di-2,3,4,6-tetraO-acetyl-D-
glukopyranosid (70).

(0]
OAc

Prgvde farst glykosyleringsmetoden med 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-glukopyranosylbromid

70

pa identisk mate som beskrevet under. Det ble ikke observert dannelse av gnsket anomert
senter i *C NMR-spekteret.

Generell glykosyleringsmetode 3¢ med 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosylbromid 10
(0.42 g, 1.0 mmol, 3.0 ekv), matairesinol (0.12 g, 0.34 mmol, 1.0 ekv), TBAB (0.055 g, 0.17
mmol, 0.50 ekv), CH2Cl> (4.0 mL), 0.50 M vandig K>COs (4.0 mL) og etylacetat (10 mL).
Vasket med vann (3x10 mL) og mettet saltlake (10 mL). Antydning til kobling ble vist i **C
NMR-spekteret. Opprensing ble forsgkt ved flashkolonne med silikagel (heksan/EtOAc, 1:1).
Topp som indikerte dannelse av gnsket glykosid 70 var ikke lenger til stede i **C NMR-

spekteret etter forsgk pa opprensing.
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4.6 Didhydropyridiner (DHPy)
4.6.1 Syntese av aglykoner

4.6.1.1 Generell syntese av DHPy-er og syntese av modellforbindelsen 3,5-
pyridindikarboksylsyre-1,4-dihydro-4-fenyl-2,6-dimetyl-3,5-dietylester (76)

Benzaldehyd (3.0 mL, 3.2 g, 30 mmol, 1.0 ekv.) og etylacetoacetat (7.6 mL, 7.8 g, 60 mmol,
2.0 ekv.) ble lgst i etanol (50 mL). Lagsningen ble varmet til refkluks ved nitrogenatmosfare i
1t. Ammoniumacetat (2.3 g, 30 mmol, 1.0 ekv.) ble tilsatt og lgsningen ble igjen varmet til

refluks.

Etter 3 degn ble lgsningen tatt av refluks og nitrogenatmosfaere, og satt til langsom avkjgling i
oppvarmet metallblokk til romtemperatur. Krystaller falt ut. Moderluten ble fjernet og
krystallene ble vasket med kald etanol. Gjenveerende lgsemiddel ble forsiktig dampet av under
redusert trykk. Eksikator ble tatt i bruk over natta for & fjerne mulig spor av lgsemiddel.
Resultat var produkt 76 (71%, 7.0 g, 21 mmol).

UV (CHClo, Amax): Amax 259,4 nm (€ 224) 0g Amax 390,8 nm (& 178)

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 7.35 — 7.07 (m, 5H), 5.72 (s, 1H), 4.99 (s, 1H), 4.08 (qdd, J =
10.1, 5.7, 3.6 Hz, 4H), 2.32 (s, 5H), 1.21 (td, J = 7.1, 0.7 Hz, 6H).

13C NMR (100 MHz, CDClg): & 167.79, 147.89, 144.01, 128.13, 127.95, 126.22, 104.28,
77.48, 77.16, 76.84, 59.86, 39.75, 19.69, 14.37.
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4.6.1.2 Syntese av 3,5-pyridindikarboksylsyre-1,4-dihydro-4-(4-hydroksyfenyl)-2,6-
dimetyl-3,5-dietylester (5)

Generell syntese ble fulgt med 4-hydroksybenzaldehyd (1.2 g, 10 mmol, 1.0 ekv),
etylacetoacetat (3.8 mL, 3.9 g, 30 mmol, 3.0 ekv), etanol (5.0 mL) og ammoniumacetat (3.1 g,
40 mmol, 4.0 ekv). Omkrystallisering i etanol og terking i eksikator farte til renframstilling av
produktet 5 (40%, 1.4 g, 4.0 mmol).

IH NMR (400 MHz, DMSO): § 8.71 (s, 1H), 6.94 — 6.90 (m, 2H), 6.61 — 6.53 (M, 2H), 4.74
(s, 1H), 4.04 — 3.90 (m, 4H), 2.23 (s, 5H), 1.87 (s, 2H), 1.13 (t, J = 7.1 Hz, 6H).

13C NMR (100 MHz, DMS0): § 167.10, 155.46, 144.76, 138.88, 128.26, 114.52, 102.28,
58.88, 40.15, 39.94, 39.73, 39.52, 39.31, 39.10, 38.89, 37.86, 18.20, 14.21.

4.6.1.3 Syntese av 3,5-pyridindikarboksylsyre-1,4-dihydro-4-(4-hydroksy-3-
metoksifenyl)-2,6-dimetyl-3,5- dietylester (6)

Generell syntese ble fulgt med vanillin (1.5 g, 10 mmol, 1.0 ekv), etylacetoacetat (2.5 mL, 2.6
g, 20 mmol, 2.0 ekv), etanol (17 mL) og ammoniumacetat (0.77 g, 10 mmol, 1.0 ekv).
Omkrystallisering i etanol og terking i eksikator farte til renframstilling av produktet 6 (40%,
1.4 g, 4.0 mmol).
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IH NMR (400 MHz, CDCls): § 6.85 (d, ] = 1.6 Hz, 1H), 6.78 — 6.68 (m, 2H), 5.71 (s, 1H),
5.50 (s, 1H), 4.92 (s, 1H), 4.18 — 4.02 (m, 4H), 3.83 (s, 3H), 2.32 (s, 5H), 1.23 (t, J = 7.1 Hz,
6H).

13C NMR (100 MHz, CDCls): § 167.87, 145.91, 144.00, 143.73, 140.22, 120.60, 113.98,
111.02, 104.42, 77.48, 77.16, 76.84, 59.85, 55.87, 39.26, 19.74, 14.47.

4.6.2 Forsgk pa glykosylering av DHPy-er
4.6.2.1 Forsgk pa glykosylering av 5

PAc EtO,C
AcO O
AcO (0] NH
OAc
EtO,C
77

Generell glykosyleringsmetode 3¢ med 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosylbromid 10
(0.31 g, 0.75 mmol, 1.5 ekv), DHPy-en 5 (0.17 g, 0.50 mmol, 1.0 ekv), TBAB (0.081 g, 0.25
mmol, 0.50 ekv), CH2Cl> (4.0 mL), 0.50 M vandig K>COs (4.0 mL) og etylacetat (10 mL).
Vasket med vann (3x10 mL) og mettet saltlake (10 mL). Antydning av kobling ble vist i $3C
NMR-spekteret. Opprensing ble forsgkt ved flashkolonne med silikagel (heksan/EtOAc, 1:1).
Topp som indikerte dannelse av gnsket glykosid 77 var ikke lenger til stede i **C NMR-
spekteret etter forsgk pa opprensing.

4.6.2.2 Forsgk pa glykosylering av 6

QAc MeO Et0,C
AcO O
AcO 0 NH
OAc
EtO,C
78

Generell glykosyleringsmetode 3c med 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosylbromid 10
(0.31 g, 0.75 mmol, 1.5 ekv), DHPy-en 6 (0.19 g, 0.50 mmol, 1.0 ekv), TBAB (0.081 g, 0.25
mmol, 0.50 ekv), CH2Cl> (4.0 mL), 0.50 M vandig K>CO3 (4.0 mL) og etylacetat (10 mL).
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Vasket med vann (3x10 mL) og mettet saltlake (10 mL). Antydning av kobling ble vist i 3C
NMR-spekteret. Opprensing ble ikke gjort pa bakgrunn av lite gjenveerende tid.
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Figur 6- 1 'H NMR-spekter av 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranose (50).
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Figur 6- 2 1*C NMR-spekter av 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranose (50).
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Figur 6- 3 *H NMR-spekter etter mislykket forsgk pa syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-

glukopyranosid (11), ved metode 1, BF3zEt20.
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Figur 6- 5 'H NMR-spekter etter forsgk pa syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid (11),
ved metode 1, TMSOTH.
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Figur 6- 6 13C NMR-spekter etter mislykket forsgk pa syntese av av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-
glukopyranosid (11) ved metode 1, TMSOTHT.
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Figur 6- 7 'H NMR-spekter etter forsgk pa syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid (11)
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Figur 6- 8 13C NMR-spekter etter forsgk pa syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid (11)

ved metode 1, HAuCls3H20.
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Figur 6- 9 'H NMR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-acetylert-D-glukopyranosid (51).
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Figur 6- 10 3C NMR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-acetylert-D-glukopyranosid (51).
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Figur 6- 11 'H NMR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosyltrikloroacetimidat (61).
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Figur 6- 12 13C NMR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosyltrikloroacetimidat (61).
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Figur 6- 13 *H NMR-spekter av forsgkt syntese pa glykosid av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-

glukopyranosid (11) ved metode 2.
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Figur 6- 14 13C NMR-spekter av forsgkt syntese pa 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid (11)

ved metode 2.
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Figur 6- 15 'H NMR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosylbromid (10).
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Figur 6- 16 *C NMR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosylbromid (10).
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Figur 6- 17 'H NMR-spekter av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid (11), ved metode 3.
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Figur 6- 18 3C NMR-spekter av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid (11), ved metode 3.
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Figur 6- 19 'H NMR-spekter av mislykket forsgk pa syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-
glukopyranosid (11) ved metode 4.
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Figur 6- 20 1*C NMR-spekter av mislykket forsgk pa syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-
glukopyranosid (11) ved metode 4.



o o o o o o o o o o o o o o o
(=) o o o o o o o o o (=) o o o o o
o o o o o o o o o o o o o (=) o I=)
o o o (=) o o o o o o o o o o o o
n o un o n o n o n o n o n o o n
~N ~N O O n n < < ™ ™M [a\] (oY — ~— n o 1
L Il n 1 n L " 1 n 1 L Il n 1 n Il L 1 n 1 n Il n 1 n 1 L I n 1 n Il n 1
€T
SEF Eeres
Yaais

89
6v°9
0s9

2
159
89

8T°L

J\a

6T°L
0cL
008
108

0'Q

*%v'\w
—
I

€08

¥0'8
L1°8
81’8
81’8
0c'8
0’8

KM-UNitro.10.1.1r
masse crude

Figur 6- 21 'H NMR-spekter av forsgk pa syntese av 4-nitrofenyl-D-glukopyranosid (42) ved metode 5.
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Figur 6- 22 13C NMR-spekter av forsgk pa syntese av 4-nitrofenyl-D-glukopyranosid (42) ved metode 5.
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Figur 6- 23 'H NMR-spekter av forsgk pa syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-D-glukopyranosid (1) ved metode 5.
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Figur 6- 24 13C NMR-spekter av forsgk pa syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-D-glukopyranosid (1) ved metode 5.
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Figur 6- 25 'H NMR-spekter av 4-formyl-2-metoksyfenyl-D-glukopyranosid (1).
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Figur 6- 26 13C NMR-spekter av 4-formyl-2-metoksyfenyl-D-glukopyranosid (1).
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Figur 6- 28 13C NMR-spekter av 4-nitrofenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-galaktopyranosid (63), ved glykosyleringsmetode 3.
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Figur 6- 29 'H NMR-spekter av 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-mannopyranosid (79).
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Figur 6- 30 3C NMR-spekter av 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-mannopyranosid (79).
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Figur 6- 31 'H NMR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-acetylert-D-mannopyranosylbromid (80).
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Figur 6- 32 13C NMR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-acetylert-D-mannopyranosylbromid (80).
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Figur 6- 33 'H NMR-spekter etter forsgk pa syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranosid
(64), ved metode 3.
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Figur 6- 34 13C NMR-spekter etter forsgk pa syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranosid
(64), ved metode 3.
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Figur 6- 35 'H NMR-spekter etter peracetylering av blanding av mannoseoligomerer.
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Figur 6- 36 13C NMR-spekter etter peracetylering av blanding av mannoseoligomerer.
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Figur 6- 37 'H NMR-spekter av acetylbeskyttede mannanbromider.
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Figur 6- 38 3C NMR-spekter av acetylbeskyttede mannanbromider.
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Figur 6- 39 'H NMR-spekter av acetylbeskyttede mannanvanilliner.
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Figur 6- 40 3C NMR-spekter av acetylbeskyttede mannanvanilliner.
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Figur 6- 41 'H NMR-spekter av mannanvanilliner.
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Figur 6- 42 13C NMR-spekter av mannanvanilliner.
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Figur 6- 43 'H NMR-spekter av 1,2,3,4,6-penta-O-benzoyl-D-glukopyranose (65).
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