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Sammendrag

| denne oppgaven ble det forsgkt syntetisert en rekke fenoliske glykokonjugater med antatt
prebiotisk effekt. Det ble benyttet D-glukose og vanillin for & undersgke ulike strategier for a
danne glykosidet vanillin-D-glukopyranosid. | testsystemet ble det prgvd fem syntesestrategier
med ulike glykosyldonorer og aktivatorer, for a finne en generell syntesestrategi for syntese av
fenoliske glykokonjugater.

For fire av syntesestrategiene var det ngdvendig a beskytte og aktivere glykosyldonoren far
glykosylering, mens den siste strategien benyttet 1,3-dimetyl-2- klorimidazoliniumklorid, et
koblingsreagens, for direkte glykosylering av D-glukose med vanillin. Av de fem
syntesestrategiene var det kun glykosyleringsreaksjonen med vanillin og 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-
D-glukopyranosylbromid i bifasisk system bestdende av CH2Cl. og basisk vandig lgsning som
ga rent isolert produkt. Strategien ga et totalutbytte av vanillin-D-glukopyranosid pa 42% over

fire steg.

Den vellykkede glykosyleringsreaksjonen ble videre benyttet som generell syntesestrategi for a
danne andre fenoliske glykokonjugater. Det ble brukt mannose som glykosyldonor for & danne 4-
formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranosid, men det lot seg ikke gjere &

isolere produktet.

Det ble ogsa forsgkt & danne matairesinol-4,4-di-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranosid, men

det ble ikke observert produktdannelse fra glykosyleringreaksjonen.

For syntese av vanillinglykosid med B-MOS skulle det benyttes preparativ HPLC for
opprensning, men da dette ikke kunne gjennomfgres innenfor tidsrammen av oppgaven ble alle
stegene i glykosyleringsreaksjonen utfgrt uten a isolere produktet etter hvert steg. Det ble

observert mulig dannet peracetylert glykosidprodukt.

For & danne matairesinol-di-O-D-mannopyranosid ble det forsgkt en strategi med benzoylering
og trikloracetimidat-aktivering av glykosyldonoren. Syntesen av glykosyldonoren ga et utbytte
pa 56% over 3 steg, og analyse med HPLC-MS av raprodukt for glykosyleringsreaksjonen viste
dannelse av matairesinol-4,4-di-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-mannopyranosid. Ved forsgk pa
avbeskyttelse for a danne malmolekylet matairesinol-di-O-D-mannopyranosid ble det ikke

observert dannelse av produkt.



Abstract

In this thesis, there was attempted to synthesize several phenolic glycoconjugates with an
assumed prebiotic effect. D-glucose and vanillin were used to investigate various strategies to
form the glycoside vanillin-D-glucopyranoside. In the test system, five synthesis strategies were
attempted with various glycosylic donors and activators to find a general synthesis strategy for

synthesizing phenolic glycoconjugates.

In four of the synthesis strategies, it was necessary to protect and activate the glycosylic donor
prior to glycosylation, while the final strategy used 2-chloro-1,3-dimethylimidazolinium
chloride, a coupling reagent, for direct glycosylation of D-glucose with vanillin. Of the five
synthesis strategies, only the glycosylation reaction with vanillin and 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-
glucopyranosy! bromide in the biphasic system consisting of CH2Cl, and basic aqueous solution
gave a pure isolated product. The strategy gave a total yield of Vanillin-D-glucopyranoside of
42% through four steps.

The successful glycosylation reaction was further used as a general synthesis strategy to form
other phenolic glycoconjugates. Mannose was used as a glycosyl donor to form 4-formy|-2-
methoxyphenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranoside, but it was not possible to isolate the

product.

An attempt was made to form matairesinol-4,4-di-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranoside,

but product formation was not observed from the glycosylation reaction.

For the synthesis of vanillin glycoside with B-MOS, preparative HPLC should be used for clean-
up. Unfortunately, this could not be carried out within the time frame of the thesis, and all steps
of the glycosylation reaction were performed without isolating the product after each step. A

possible peracetylated glycoside product was observed.

To form matairesinol-di-O-D mannopyranoside, a strategy of benzoylation and
trichloroacetimidate activation of the glycosyl donor was attempted. The synthesis of the
glycosylic donor gave a 56% yield over three steps, and analysis with HPLC-MS of the crude
sample from the glycosylation reaction showed the formation of matairesinol-4,4-di-2,3,4,6-
tetra-O-benzoyl-D-mannopyranoside. Despite this, attempted deprotection to form the target

molecule matairesinol-di-O-D-mannopyranoside, the product was not observed.



Forkortelser og begreper

Forkortelser

Ac Acetyl

ATP Adenosin trifosfat

Bn Benzyl

Bz Benzoyl

B-MOS -mannanoligosakkarider

DBU 1,8-Diazabicyclo(5.4.0)undec-7-ene
DMAP 4-dimetylaminopyridin

DMC 1,3-dimetyl-2-klorimidazoliniumklorid
LG Utgaende gruppe (leaving group)
TBAB Tetra-n-butylammoniumbromid
TBAF Tetra-n-butylammoniumfluorid
TBDMS tert-butyldimetylsilyl

TBDPS tert-butyldifenylsilyl

TMS Trimetylsilyl



Begreper

Aglykon: Glykosidkomponent som er igjen etter avspaltning av karbohydrat.

B-MOS: p-mannanoligosakkarider; en blanding av monomer og korte rettkjedede oligomerer av

B-mannose.

Glykokonjugat: Generell beskrivelse av karbohydrater bundet til andre biomolekyler, som

lipider, proteiner og peptider.

Glykosid: En forbindelse der en funksjonell gruppe eller molekyl er bundet til karbohydrat via
en glykosidbinding. Glukosid og mannosid brukes om glykosider med henholdsvis glukose eller

mannnose som glykosylgruppe.

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

anomert karbon i resulterende glykosidbinding.
Glykosylgruppe: Karbohydratkomponenten i et molekyl.

Prebiotika: Forbindelser i mat som induserer vekst eller aktivitet til gunstige mikroorganismer.

Vi
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1 Introduksjon

1.1 Mal for oppgaven

Malet med dette prosjektet var a finne en generell strategi for syntese av fenoliske glykosider, for
a syntetisere en rekke fenoliske glykokonjugater med antatt prebiotisk effekt. Det var gnskelig a
undersgke glykokonjugatenes effekt i grisefor, og det ble benyttet reaktanter som kan utvinnes i

stor skala fra restprodukter fra industriell foredling av temmer.?

Det ble tatt utgangspunkt i syntese av et vanillinglykosid (1), og det ble benyttet et utvalg
strategier med ulike glykosyldonorer og aktivatorer. Videre var det gnskelig & benytte den best
egnede strategien til & danne vanillin-glykokonjugater med mannose og p-MOS (B-mannan-
oligosakkarider). Det var ogsa gnskelig a syntetisere glykosid med det polyfenoliske aglykonet

matairesinol (4) for & gi matairesinol-di-O-D-mannosid (5).
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5: matairesinol-di-O-D-mannosid



1.2 Prebiotika

Kostfiber og dets positive helseeffekt har veert kjent i lang tid, og siden antikkens Hellas har folk
hatt kunnskap om grovt mel sin effekt mot forstoppelse.? Siden den gang har inntak av kostfiber
blitt koblet opp mot lavere risiko for enkelte typer kreft, hjerte- og karsykdommer, diabetes og

overvekt, 4

| senere tid har det blitt beskrevet en gruppe kostfibre som kalles prebiotika, som trolig bidrar til
mange av helseeffektene som er koblet opp mot kostfiber. Prebiotika er forbindelser som ikke
brytes ned av magesyre eller enzymer, men brukes utelukkende av gunstige mikroorganismer
som melkesyrebaktereier i fordgyelsessystemet til en vert. > ® Prebiotika defineres som et
substrat som selektivt metaboliseres av tarmbakterier, og bidrar til en positiv helseeffekt for

verten gjennom gkt vekst av gunstig tarmflora.’

Vanlige former for prebiotika er karbohydrater som resistent stivelse (amylose og amylopektin),
cellulose og hemicellulose (xylan, mannan, B-glukan og xyloglukan).®-1° Fenoliske forbindelser
som lignin, lignaner og andre fenoliske forbindelser kan ogsa ha prebiotisk effekt, der fenoliske
glykosider har ulike biologiske egenskaper fra frie aglykoner. 1*12 | tarmen metaboliserer de

gunstige bakteriene disse forbindelsene om til kortkjedede fettsyrer og fenoliske metabolitter.*>
14

De vanligste kildene til disse prebiotiske forbindelsene er planter, korn, frukt, grannsaker og frg,
men med et stadig skende matbehov kan nye kilder til naring bli viktig. 1> 16 Trevirke
inneholder store mengder av karbohydrater og fenoliske forbindelser, og det er derfor gnskelig &
undersgke om disse kan nyttiggjares enten til dyrefor eller som tilsetning i menneskemat. 1"-1° P3
grunn av den gkende interessen for, og pagaende forskning pa forbindelsenes biologiske

aktivitet, rapporteres det om stadig nye fenoliske glykosider som er isolerte fra planteverden.
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Skjema 1-1 Syntese av glykosid 5, med reaktanter isolert fra trevirke. %

Syntese av disse forbindelsene krever at det tas hensyn til mange kjemiske aspekter som blir tatt

for seg i kapittel 1.5, og feltet er under stadig utvikling.?! Ekholm et al. rapporterte i 2010 om en

syntese av lignanglykosidet matairesinol-di-O-D-dimannosid(5) vist i skjema 1-1, som kan

produseres fra D-mannosid (7) og hydroksymatairesinol (6), som begge kan utvinnes fra

trevirke.> 2% | 2018 rapporterte Yan et al. om en syntese av to nylig isolerte fenoliske glykosider

vitexnegheteroin A (11) og ovatoside D (12), vist i skjema 1-2.2
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1.3 Naturprodukter

Naturprodukter er forbindelser som kan biosyntetiseres i levende organismer, og kan deles inn i
to kategorier, primere metabolitter og sekundaere metabolitter, ut fra hvilken funksjon de har i
organismer. Primere metabolitter er felles for alle former for liv, og har livsngdvendige
funksjoner for vekst og reproduksjon. Eksempel pa primaere metabolitter som er essensielle for

alt liv er karbohydrater, nukleinsyrer og proteiner.?3

Sekundeere metabolitter finnes kun i enkelte grupper organismer, og har ofte en begrenset
biologisk funksjon. Eksempel pa sekundzre metabolitter er glykosider, fenoliske forbindelser og
terpener. Mange av disse sekundaere metabolittene har ogsa funksjoner som er gunstige i andre
sammenhenger enn de egentlig er ment for. Eksemplene er utallige, blant annet er mange
virkestoffer i produkter som benyttes for deres funksjon innen medisin, industri og landbruk.
Naturproduktene er enten isolert fra naturen, syntetisert eller semisyntetisert ved modifisering av

naturproduktene. 24
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Figur 1-2 Struktur for penicillin G (13), fluoruracil (14) og pyretrin | (15).

Figur 1-2 viser et utvalg sekundaere metabolitter. Penicillin G (13) er et naturprodukt som farst
ble ekstrahert fra Penicillum sopp da det ble oppdaget av Alexander Fleming i 1928. Den
antibiotiske forbindelsen er pa WHOs liste over essensielle medisiner, og brukes i behandling av
bakterielle infeksjoner som lungebetennelse, syfilis, difteri og flere ulike bakterielle infeksjoner
i sr, hud og blgtvev.? 26 Fluoruracil (14) ble p& 50-tallet syntetisert som et derivat av
nitrogenbasen uracil i RNA, og har i lang tid blitt brukt i cellegiftkurer mot tarm-, mage-, bryst-
og livmorhalskreft, for & nevne noen.?” Det var farst over 50 &r senere, i 2003, at fluoruracil ble
observert som en naturlig sekundar metabolitt, da den ble isolert fra sjgsvampen Phakellia

fusca.?® Denne oppdagelsen gjer fluoruracil (14) til et av f& naturprodukter som ble kjemisk



syntetisert far det ble oppdaget og isolert fra en naturlig kilde, i tillegg til at det er et av fa
naturstoffer som inneholder fluor. Pyretrin | (15) kommer fra planten Tanacetum cinerariifolium,
og er et insektsmiddel som enten dreper eller frastgter insekter.?® Pyretrin | (15) brukes bade i
landbruket og som insektsmiddel til privat bruk, og er lett biologisk nedbrytbart og relativt

harmlgst for pattedyr og mennesker.30 31
1.4 Karbohydrater

Betegnelsen karbohydrat ble forst brukt om en gruppe biomolekyler bygd opp av en eller flere
sukkerenheter, med generell formel Cn(H20)m. | dag brukes betegnelsen karbohydrat om
forbindelser som er polyhydroksialdehyder og -ketoner, eller som omdannes til det via

hydrolyse.

Karbohydrater klassifiseres etter antall sukkerenheter i forbindelsen, og hvilke sukkerenheter de
er bygget opp av. Monosakkarider bestar av kun en sukkerenhet, oligosakkarider er oftest satt
sammen av to-ti sukkerenheter og polysakkarider bestar av alt fra ti til flere tusen sukkerenheter.
Eksempel pa et monosakkarid er glukose og mannose, et eksempel pa oligosakkarid er
disakkaridet sukrose, bedre kjent som bordsukker, og de vanligste polysakkaridene er cellulose

og stivelse (amylose og amylopektin).

Karbohydrater er de vanligste organiske forbindelsene i naturen, der de produseres via
fotosyntese i planter, planteplankton og alger. Som en av byggesteinene til alt liv inngar
karbohydrater i alle biologiske systemer og utgjer blant annet strukturelementer i DNA og
cellemembraner. Polysakkarider benyttes som beskyttelse for mange typer celler og organismer.
Det vanligste polysakkaridet er cellulose som benyttes av grgnne planter til & danne cellevegg. |
celleveggen i sopp, og i det ytre skjelettet til skalldyr og insekter er det kitin som benyttes. 3233
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Figur 1-3 utsnitt av polysakkaridet heparin (16) 3

Figur 1-3 viser heparin (16), som ble oppdaget i 1916, og er et antikoagulerende middel som
dannes i bindevev. ** Heparin (16) er en heterogen gruppe med sveert sulfatsubstituerte
polysakkarider kalt glykosaminoglykaner. Den antikoagulerende forbindelsen benyttes ofte pa
hydrolysert form som oligosakkarider med ulik molekyllengde, og har siden oppdagelsen blitt

brukt som et legemiddel for & forhindre blodproppdannelse. %

Mennesker trenger store mengder karbohydrater i kostholdet, og det er anbefalt at omtrent
halvparten av kaloriene man spiser bar komme fra karbohydrater.®” Oksidasjon av karbohydrater
er den viktigste energikilden i de fleste celler som ikke benytter fotosyntese, og den starste
andelen av karbohydrater gar til dette.®® Gjennom glykolyse av karbohydrater til pyruvat, som
deretter brukes i sitronsyresyklusen, blir den kjemiske energien i karbohydrater omdannet til
adenosintrifosfat (ATP) vist i Figur 1-4, via fosforylering av ADP. ATP kan deretter brukes som

energikilde for enzymer og strukturelle proteiner til & utfare biosyntetiske reaksjoner i celler. °

NH,

N N

N

0808, (T

‘O-P-O-P-O0-P-0O N “Z

| | | N
O O O O

HO OH
17

Figur 1-4 Nukleotidet adenosintrifosfat (ATP), med glykosylgruppen i radt

Ut over a veere en viktig energikilde, har karbohydrater ogsa stor innvirkning pa mange
biologiske prosesser i kroppen. Pa overflaten av nesten alle eukaryote celler finnes spesifikke

oligosakkaridkjeder som gir cellens ekstracelluleere miljg viktig informasjon.32 | de fleste tilfeller
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vil disse informasjonsrike karbohydratene vere kovalent bundet til et protein eller et lipid for &
danne et biologisk aktivt glykokonjugat. Glykokonjugater er essensielle i & regulere
kommunikasjon mellom celler, samt kontrollerer proteintransport, proteinfolding,

immunrespons, og hvilke proteiner som skal brytes ned.*%-4?
1.4.1 Glykosider og Glykokonjugater

Glykosider er forbindelser som bestar av en karbohydratdel bundet til en funksjonell gruppe via
en glykosidbinding. Karbohydratdelen kalles glykosid, mens den funksjonelle gruppen kalles
aglykon, som vist i Figur 1-5 av glykosidet amygdalin (18).

Figur 1-5 glykosidet amygdalin (18), med aglykonet i rgdt

Amygdalin (18) er et glykosid som ble isolert fra bitre mandler for fgrste gang i 1830, og er
ellers & finne i fra i kjernen av frukter som eple, aprikos, plommer og fersken. % En av
funksjonene til amygdalin i planter er & beskytte plantens frg, eller andre deler av planten som
inneholder glykosidet, fra & bli spist, da amygdalin har toksisk effekt pa dyr og mennesker. 44
Glykosidet brytes ned av enzymer i kroppen, og vil frigi nitrilgruppen i form av hydrogencyanid,

som kan fare til cyanidforgiftning. °

Glykosider og glykokonjugater kan ha bade sma og store grupper pa begge sider av
glykosidbindingen. Glykosylgruppen kan besta av monosakkarider og sma aglykoner, som
vanillinglykosidet (1), eller ha lange oligosakkarider bundet med proteiner, som proteoglykanene
nevnt i kapittel 1.4. Glykokonjugater er glykosider der aglykonet er biomolekyler, ofte proteiner,
lipider og peptider.

Fenoliske glykokonjugater er sekundare metabolitter som produseres av planter, og bestar av et
karbohydrat bundet til et fenolisk aglykon via en O-glykosidbinding.*® Planter har i lang tid blitt
brukt innen farmakologi, og det har senere blitt bevist at fenoliske glykokonjugater har hatt den

medisinske effekten fra planten. 22 | planter er de biologisk aktive forbindelsene ofte glykosylert,

og ved inntak kan disse glykosidene enten ha en biologisk effekt som glykosid, der



glykosylgruppen spiller en avgjgrende rolle, eller sa kan den biologiske aktiviteten tre i kraft ved

hydrolyse av glykosidbindingen. 4

1.5 Kjemisk bakgrunn

1.5.1 Karbohydratkjemi

1.5.1.1 Syntetisk framstilling av glykosider

En glykosyleringsreaksjon er en koblingsreakjson som danner en glykosidbinding mellom en
glykosyldonor og -akseptor. Glykosyldonoren er et karbohydrat med en utgaende gruppe ved det
anomere senteret. Glykosylakseptoren er en forbindelse med en nukleofil gruppe som kan

reagere med glykosyldonoren.

Generell syntetisk framstilling av glykosider benytter en strategi som bestar av fire hovedtrinn,
vist i Skjema 1-3. 1) beskyttelse av hydroksylgrupper med beskyttelsesgrupper (PG), 2)
aktivering av glykosyldonor 3) koblingsreaksjon som danner glykosidbinding mellom

glykosylakseptor og glykosyldonor, 4) avbeskytting, fjerning av beskyttelsesgrupper.

-0 Beskyttelse Aktivering

Glykosylering

Avbeskyttelse H -0

0 ™
PGO \NMOR - o \NMOR

Skjema 1-3 Generell strategi for syntetisk framstilling av glykosider

Pa grunn av at bruken av beskyttelsesgrupper farer til flere syntesetrinn, er det utarbeidet
metoder for a utfgre glykosyleringsreaksjoner pa ubeskyttede sukker. Qiu og Fairbanks har
rapportert at ved bruk av et koblingsreagens, 1,3-dimetyl-2-klorimidazoliniumklorid (DMC)
(21), kan et bredt utvalg av nukleofiler kobles til anomer posisjon pa ubeskyttede karbohydrater,

som vist i Skjema 1-4. 47

G
\N \N+/
OH \/ OH
0 21 0
OH OH EtsN, H,0, -10° C ol 0 NO,
19 20 22

Skjema 1-4 Glykosylering av D-glukose (19) og p-nitrofenol (20) med koblingsreagenset DMC(21)*



1.5.1.2 Reaksjonsmekanisme

Den generelle mekanismen for glykosyleringsreaksjonen kan beskrives som en Sn1-reaksjon og

bestér av fire trinn, vist i skjema 1-5: 4

1) reversibel eller irreversibel dannelse av donor-promotor-kompleks, 2) ionisering av
glykosyldonoren, normalt et irreversibelt steg og det mest langsomme trinnet i reaksjonen 3)
nukleofilt angrep fra glykosylakseptoren, og 4) protonoverfaring for a gi ngytralt glykosid.

.y
o)
1. Aktivering 2. Dissosiering p@
(RDS) OR
N p glykosyl-kation
Tte F A Cle®
OR promotor OR
oksokarbeg)ium-ion
glykosyldonor donor-promotor- o
kompleks :) g \|
OR\\\' I|II °
a|
3. Nukleofilt | GO
angrep H o
o
protonerte
glykosider ROO
H @
4. Proton-
overfering
9 o]
1,2-cis glykosid 1,2-trans glykosid
hovedprodukt

Skjema 1-5 Mekanismen og de viktigste intermediatene for glykolyseringsreaksjon.*°

Skjema 1-5 viser i steg 1. en glykosyldonor med en utgaende gruppe (Leaving group (LG)) som
er en nukleofil (halogen, OR, SR, ol.), som danner et donor-promotor-kompleks med en

elektrofil promotor/aktivator (P). Dette komplekset omdannes i steg 2. til et glykosyl-



karbokation, som resonansstabiliseres med et oksokarbenium-ion. | oksokarbenium-ionet er det
anomere karbonet sp-hybridisert, og gir glykosyldonoren en flat halv-stolkonformasjon. Dermed
er det i steg 3. mulig med nukleofilt angrep fra glykosylakseptoren fra bade undersiden (a) og
oversiden (b) av glykosyldonoren for & danne henholdsvis a- eller B-glykosidbinding. I steg 4. vil

tap av proton gi de ngytrale (cis)a- eller (trans)B-glykosidene.*®

1.5.2 Beskyttelsesgrupper

| organisk syntese forekommer det situasjoner hvor en reaksjon kan ha flere mulige utfall enn
gnsket produkt, enten det skyldes mangel pa kjemo-, regio- eller stereoselektivitet. For a styre
reaksjonen mot det gnskede resultatet, kan beskyttelsesgrupper benyttes for a skjule en
funksjonell gruppe, og bevare gruppen gjennom reaksjonen. En viktig del av karbohydratkjemi
er & beskytte hydroksylgrupper, differensiere mellom ulike grupper, og & kunne fjerne
beskyttelsesgruppene uten a pavirke glykosidbindingen eller andre deler av molekylet. God
forstaelse av fordeler og ulemper ved de forskijellige beskyttelsesgruppene er derfor viktig for a
styre syntesen i riktig retning. Et utvalg av beskyttelsesgrupper for karbohydrater vises i

Tabell 1-1.

Tabell 1-1 viktige beskyttelsesgrupper i karbohydratkjemi for beskyttelse av hydroksylgrupper®

Funksjonalitet | Beskyttelsesgr. Struktur Beskyttelse Avbeskytte
Ester Acetyl @) Ac20, pyridin CH3ONa og
%H)J\ MeOH
NHsz og MeOH
MeOH/THF/H20
Benzoyl O BzCl, pyridin CH3ONa og
E)b MeOH
NH3 og MeOH
MeOH/THF/H20
Eter Benzyl BnBr, NaH H> og Pd/C,
E/\© Na og NH3
BCls
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Trimetylsilyl | TMSCI, pyridin ~ H* og H20,
bLLL/Si\
TBAF
Sykliske Benzyliden -0 Dimetoksy- AcOH eller TFA
acetaler (til —O>_® metylbenzen eller
dioler) benzaldehyd, H*
Isopropyliden -0 Dimetoksypropan AcOH eller TFA
—O>< eller aceton, H*

1.5.2.1 Ester

Acetater og benzoater er mye brukt som beskyttelsesgrupper i karbohydratkjemi, da de er enkle a
introdusere og fjerne. Acylering av karbohydrater gjares vanligvis ved bruk av anhydrider eller
syreklorider, ofte sammen en med base, som pyridin, trietylamin eller 4-dimetylaminopyridin
(DMAP), vist i Skjema 1-6.%1%2 Den vanligste formen for avbeskyttelse er Zemplén betingelser
med natriummetoksid i metanol.>®* Om det kreves, kan avbeskyttelse gjgres med andre basiske

betingelser, som med NHj eller trietylamin i metanol eller andre polare lgsningsmiddel. 2

OH OAc OH
0 Ac,0/pyridin 0O NaOMe/MeOH (@)
HO —» AcO —— > HO
HO AcO HO
OH L. AcO OAc oH OH
19 22 19

Skjema 1-6 Acetylering av D-glukose (19) med eddiksyreanhydrid, og avbeskyttelse under Zemplén betingelser. 5% 53
1.5.2.2 Eter

Benzyletere er stabile ved bade sure og basiske betingelser, og kan fjernes med katalytisk
hydrogenering.>* Dette gjar benzylgrupper til en av de de vanligst brukte beskyttelsesgruppene.
Standard betingelser for benzylering er bruk av benzylbromid og natriumhydrid i et aprotisk
polart lgsningsmiddel som THF, EtOAc eller DMF (Skjema 1-7). Skulle det veere ngdvendig a
benzylere i sure eller svakt basiske betingelser kan Ag>O benyttes som base, eventuelt
benzyltrikloracetimidat eller benzyltriflat som reagens. Disse reagensene er snillere mot labile

grupper, men reaksjonen vil gi et lavere utbytte.>°

11



For avbeskyttelse av benzyletere er det vanlig a bruke hydrogenolyse med Pd-katalysator, eller

Birch-reduksjon med Na/flytende ammoniakk.

OH OBn OH
(@) BnBr/NaH/DMF (@) H,/Pd(C)/EtOH @)
HO A BnO 2 (€) > HO
HO BnO eller HO
OH Na/NH;(l
OMe BnO e s OH OMe
23 24 23

Skjema 1-7 Metode for benzylering og avbeskyttelse.>°

Silyletere er en gruppe silisiumbaserte etere med et vidt spekter av egenskaper, avhengig av
substituentene koblet til silisiumatomet. Sma substituenter pa trimetylsilyl (TMS) gjer TMS
utsatt for hydrolyse fra svakt nukleofile betingelser som silikagel, eller svakt basisk eller sur
vandig lgsning. > Ved & bytte ut en metylgruppe med stgrre substituenter som eksempel fenol-
eller butylgrupper, far tert-butyldimetylsilyl (TBDMS) og tert-butyldifenylsilyl (TBDPS) mer
sterisk hindring mot silisiumatomet. Den steriske hindringen gker med starrelsen pa
substituentene, og gjar det mulig a bruke TBDMS og TBDPS som beskyttelsesgrupper i arbeid
med vandige lgsninger eller silikagel. Standard betingelser for silylering er silylklorid i pyridin.
Silyletere kan fjernes med fluorider, og vanlige metoder benytter tetra-n-butylammoniumfluorid
(TBAF) eller HF/pyridin (Skjema 1-8).%

OH OTMS OH
O TMSCl/pyridin o) TBAF o
HO — = EET—
m RO cler > HO,
OH T™MSO  OTmS HF/pyridin OH OH
OH
19 25 19

Skjema 1-8 Beskyttelse og avbeskyttelse av glukose med bruk av beskyttelsesgruppen TMS. 5657

Det finnes flere ulike beskyttelsesgrupper som det ikke blir gétt dypere inn pa, men som er nevnt

med eksempel i Figur 1-6.

o™ OO ¥
Si ~si—

RO RO OR R
allyl p-metoksibenzyl TBDPS TBDMS

Figur 1-6 Vanlige beskyttelsesgrupper
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1.5.2.3 Sykliske acetaler

Sykliske acetaler kan brukes for & beskytte to hydroksylgrupper samtidig. Beskyttelse med
sykliske acetaler skjer ved syrekatalyse med enten aldehydet, ketonet eller metoksi-acetalet av
beskyttelsesgruppen. Avbeskyttelse skjer ved syrehydrolyse med enten eddiksyre eller
trifloureddiksyre.>® Benzaldehyd brukes oftest til beskyttelse av 1,3-dioler, mens

isopropylidenacetaler danner syklisk acetal med cis-vicinale hydroksylgrupper. 8 °

OR OR 07\

Figur 1-7 Karbohydrater beskyttet med benzyliden og isopropyliden

1.5.3 Aktivering av glykosyldonor

Innenfor karbohydratkjemi er glykosyleringsreaksjonen kanskje den viktigste og mest
utfordrende reaksjonen. Det er derfor ngdvendig med en glykosyldonor som er aktivert, i form
av en god utgaende gruppe som er egnet for den gnskede reaksjonen. Ofte fjernes den utgaende
gruppen ved hjelp av en promotor eller en aktivator, og gir et resonansstabilisert karbokation i
anomer posisjon, hvor glykosylakseptoren kan angripe for & danne en glykosidbinding, som vist i
Skjema 1-5. Noen vanlige aktiveringsgrupper for glykosyleringsreaksjoner er acylgrupper,

halider og trikloracetimidater.
1.5.3.1 Glykosylacetater

Acetylgrupper brukes vanligvis som beskyttelsesgrupper, men kan ogsa fungere som en
utgaende gruppe for glykosyleringsreaksjon. En lewissyre kan bidra til & aktivere en acetylert
glykosyldonor for & danne glykosid, som vist i Skjema 1-9.%° Det behgves ofte kun katalytiske
mengder aktivator for & gjennomfare glykosyleringsreaksjon.®* En fordel med bruk av 1-O-
acetylgrupper er at det kan redusere antall steg i syntesen, ved at glykosyldonoren blir beskyttet

og aktivert i samme trinn.

OAc OAc
0 ROX, aktivator o
AcO —» AcO
AcO AcO
AcO  OAc AcO OR
22

Skjema 1-9 Bruk av acetylgruppe som utgaende gruppe
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Acetylgruppen kan ogsa fungere som utgaende grupper til fordel for andre aktiveringsgrupper,

slik at det om ngdvendig kan dannes andre glykosyldonorer.

1.5.3.2 Glykosylhalider

Koenigs og Knorr rapporterte i 1901 om en glykosyleringsreaksjon mellom et tetra-O-acetylert
glykosylbromid og en alkohol.®? Noen &r tidligere hadde Michael brukt et tetra-O-acetylert
glykosylklorid for & lage et fenolisk glykokosid.®® Disse reaksjonene, sammen med arbeidet til
Fischer og Armstrong i 1901 var begynnelsen av glykosyleringsreaksjoner med glykosylhalider

som glykosyldonor.*3 64

Glykosylklorider og glykosylbromider kan dannes pa ulike mater. For dannelse av
glykosylklorider er det vanligst med bruk av PClz, SOCIl, med SnClseller MeOCHCI; og
ZnCl,.% For & danne glykosylbromider er den vanligste metoden & benytte en blanding av

hydrogenbromid i eddiksyre (Skjema 1-10). 6

OAc OAc
(o) HBr/AcOH 0]
AcO —» AcO
AcO OA AcO
AcO c AcO Br
22 10

Skjema 1-10 Syntese av glykosylbromid

Koenigs og Knorrs syntese med glykosylbromid utnytter sglvsalter som Ag2COs og Ag.O til &
ngytralisere syrebiproduktet, og som aktivator av koblingsreaksjon. 5! Den originale intensjonen
med sglvsaltene var at de skulle fungere som baser, og fjerne hydrogenhalidet som dannes som
biprodukt. | ettertid har det vist seg at et kompleks mellom glykosylbromidet (10) og sglvsaltet
gjer det anomere senteret mer utsatt for nukleofilt angrep, vist i Skjema 1-11.4®

Ag,0, CaSO o) 26 OAc o] o)
Aco’é% % . Aﬁ%&ﬁ_\ Ao 0 OAc

AcO CHC]3 AcO OAc

Skjema 1-11 Koenigs-Knorr glykosylering promotert av ulgselige sglvsalter.*

| senere tid har det blitt utviklet nye glykosyeringsstrategier for glykosyl-klorider og -bromider.

Noen av disse benytter Lewissyrer som BF3-OEt; eller SnCls. ®7 Faseoverfaringskatalysatorer
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som tetra-n-butylammoniumbromid (TBAB) og benzyltrietylammonium bromid er vist & vere
nyttige blant annet i syntese av fenoliske glykosider. 52 %8 | et bifasisk system med CH2Cl, og
basisk vandig lgsning viste faseoverfaringskatalysatorene a vere stereospesifikke i dannelse av
a-anomer av glykosidene, samtidig som de er milde nok til & ivareta aromatiske substituenter

som aldehyder og nitrilgrupper.®®

| senere tid har ogsa glykosylfluorider og -jodider blitt tatt i bruk til glykosyleringsreaksjoner.
Glykosylfluorider som glykosyldonor ble fgrst rapportert av Mukajyama et al. i 1981. Viktige
egenskaper ved glykosylfluorider er at de kan aktiveres under milde betingelser som ikke
gdelegger beskyttelsesgruppene pa glykosidet. ° P& grunn av den hgye bindingsenergien i C-F-
bindingen, har glykosylfluoridene en hgyere stabilitet enn de andre glykosylhalidene, og
opprensing av glykosylfluorider kan gjares ved bruk av bade destillasjon og silikagel

kolonnekromatografi.’®

Glykosyljodid ble farst rapportert brukt av Thiem og Meyer i 1980.”* Glykosyljodider er
ustabile, og mer reaktive enn de andre glykosylhalidene. Dette gjar opprensing av
glykosyldonoren vanskelig, men til gjengjeld kan glykosyleringsreaksjonen reagere effektivt ved

ngytrale betingelser.”
1.5.3.3 Glykosyltrikloracetimidater

| 1980 utviklet Schmidt og Michel trikloracetimidater som et nytt alternativ til utgaende gruppe
for glykosyleringsreaksjoner. " Glykosyltrikloracetimidater lages ved addisjon av
trikloracetonitril (CCIsCN) under basiske betingelser til beskyttet sukker med fri anomer
hydroksylgruppe. Ved bruk av en sterk base, som 1,8-Diazabicyclo(5.4.0)undec-7-ene (DBU)
eller NaH, vil det mest stabile termodynamiske produktet B-imidat dannes, og ved bruk en svak
base, som K2COs, vil hovedproduktet vaere det kinetiske produktet a-imidat som vist i Skjema 1-
12. 7
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OR
a 0
— > RO
RO O\H/CCI3
RO NH

OR
(@)
R%m
RO  OH
OR
b (@)
L = RO
Rm
RO O\H/CCI3
NH

Skjema 1-12 Syntese av glykosyltrikloracetimidater, a: CCIsCN, K,COs3 (aq), CH2Cl,, b: : CCIsCN, DBU eller NaH,
CHCl,.

Glykosyltrikloracetimidatene er relativt stabile under basiske og ngytrale forhold, men er
reaktive ved sure betingelser. For glykosylering med sure nukleofiler, som Brendstedsyrer, er det
rapportert dannelse av glykosidprodukt uten bruk av katalysator.” Glykosyleringsreaksjon under
ngytrale betingelser gjores ofte med katalytiske mengder Bronsted eller Lewissyre, der de
vanligste syrene er TSOH, TMSOTf eller BF3-OEt,. 2757
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2 Resultater og diskusjon

2.1 Bestemmelse av strategi for syntese av 4-formyl-2-metoksifenyl-D-
glukopyranosid
Farst skulle det etableres den best egnede strategien for syntese av fenoliske glykosider. Det ble

derfor benyttet et testsystem bestdende av glukose og vanillin til & danne vanillinglukosidet vist

i skjema 2-1, der fem ulike linezre syntesestrategier ble utprgvd.

OH OAc OAc
o i iii (0]
HO P AcO 0 P  AcO
HO AcO AcO OH
oH L, AcO  OAc AcO
19 22 . 28
Vi
OAc
" iv
viii ii ACO 0
AcO
AcO
I Br
vii 10
OH OAc
0 MeO v o
HO 4— AcO AcO
HO o CHO AcO AcO
OH AcO 0. _CCly
1 29
NH

Skjema 2-1 Syntesestrategier for glykosylering Beskyttelse: i) Ac,O, pyridin. Strategi 1: ii) vanillin, CH.Cl, og Lewissyre (BFs-OEt,,
In(OTf)s, TMSOTf eller HAUCI43H,0). Strategi 2: iii) AcOH, N2Hs-H20 og DMF. iv) CCI;CN, DBU, CHCl.. v) vanillin, TMSOTHf,
CH.Cl,. Strategi 3: vi) HBr/AcOH. vii) vanillin, TBAB, basisk vandig lgsning (1.0 M NaOH, 0.25 M K,COgzeller 0.5 M K,COs),
CH2Cl,. Strategi 4: vii) vanillin, Ag20, pyridin. Strategi 5: viii) vanillin, EtsN, H,O, DMC. Avbeskyttelse: ix) NaOMe/MeOH

Syntesestrategiene 1-4 benytter acetylgrupper som beskyttelsesgrupper, og gir peracetylert

vanillinglukosid (30). Strategiene 1-3 ble utfart etter prosedyre av Yan et al.?> mens strategi 4

baseres pa en Koenigs-Knorr-reaksjon etter prosedyre av Miyagawa et al.>® Disse fire strategiene

tar utgangspunkt i peracetylert glukose (22), der det peracetylerte glukosemolekylet enten ble

koblet direkte til det fenoliske aglykonet ved bruk av en lewissyre, eller at det anomere karbonet

farst ble aktivert. Resultatet av glykosyleringsreaksjonene 1-4 er oppsummert i tabell 2-1. |

strategi 5 ble det forsgkt en koblingsreaksjon med ubeskyttet sukker, der koblingsreagenset

DMC (21) ble benyttet for a danne malmolekylet (1) i ett trinn, etter prosedyre av Qiu og

Fairbanks.””
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Tabell 2-1 Forsgkte glykosyleringsstrategier med vanillin og glykosyldonor for syntese av acetylert vanillinglykosid,

der utbytte kun er oppgitt i strategier med isolert produkt

Strategi Glykosyldonor Betingelser Utbytte
la OAc BF3-OEt,, CH.Cl» -
A
T OAC
1b OAc In(OTf)s, CH2Cl -
e
AcO OAc
1c OAc TMSOTT, CH2Cl; -
e
AcO OAc
1d OAc HAuCl4-3H20, CH.Cl> -
N
AcO OAc
2 OAc TMSOTf, CH2Cl: -
Aco%
AcO
AcO o cay
NH
3a OAc TBAB, 1.0 M NaOH (aq), 42%
0
A(A%m CH:Cl
AcO Br
3b OAc TBAB, 0.25 M K,CO3 (aq),  41%
(0]
Acﬁm CH:Cl2
AcO Br
3c OAc TBAB, 0.5 M K>CO3 (aq), 53%
(0]
Acﬁm CH:Cl>
AcO Br
4 OAc Ag20, pyridin -
oﬁﬂ
AcO
AcO Br
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2.2 Syntese av 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranosid

OH _ OAc
|
0 0
HO —» AcO
HO AcO OAc
OH OH AcO
19 22

Skjema 2-2 i) Ac20 og pyridin

For & danne vanillinglukosidet (30) fra strategi 1-4 matte det farst dannes beskyttet glukose (22).
Dette ble utfart etter prosedyre av Wu et al.> der glukose (19) og eddiksyreanhydrid i pyridin ga
produkt peracetylert glukose (22). Etter opparbeiding viste *H og *C-NMR rester av pyridin,
som ble fjernet med azeotrop-destillering med toluen. Det ble ogsa pravd a omkrystallisere i
etanol, men dette fgrte ogsa til tap av produkt og ga lavere utbytte. Opprensning med flash
kolonnekromatografi ga rent produkt, men var en mer tidkrevende metode. Det ble besluttet at
azeotrop-destillering var tilstrekkelig, og gjentatte azeotrop-destilleringer ga til slutt rent
peracetylert glukose (22) som hvitt fast stoff med utbytte pa 89%. Wu et al. har rapportert

kvantitativt utbytte, med flash kolonnekromatografi som opprensingsmetode. *

Spektrale data var i overenstemmelse med rapporterte verdier.’® Skiftverdier for produkt ble
observert i *H-NMR med 15 hydrogen i omradet 2.01-2.18 ppm, som tilsvarer de 5
acetylgruppene. Begge anomerene ble dannet, med et forhold a:p = 10:1. Skiftverdiene for det
anomere hydrogenet var 6.33 ppm (d, J=3.7 Hz) for a og 5.71 ppm (d, J= 8.7 Hz) for B-
anomeren. | *C-NMR kommer acetylgruppene med fem topper med skiftverdier mellom 20.50-
21.00 ppm og fem topper mellom 168.88-170.76 ppm. Pa grunn av den lave andelen B-anomer,
ble kun a-anomert karbon observert, med topp pa 89.07 ppm.

2.3 Synteser mot 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-
glukopyranosid

2.3.1 Strategi 1

OAc OAc
o ii 0 MeO
AcO —» AcO
AcO AcO
AcO OAc AcO (0] CHO
22 30

Skjema 2-3 ii) vanillin, CH,Cl, og Lewissyre (BFs-OEt,, In(OTf)3, TMSOTf eller HAuCl43H0).
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Syntesestrategi 1 for koblingsreaksjon ble utfart etter publisert arbeid av Yan et al. 22 Her ble
peracetylert glukose (22) benyttet som glykosyldonor, der det beskyttede anomere karbonatomet
skulle aktiveres med en lewissyre og kobles til fenolgruppen pa vanillin. Dette syntesetrinnet ble
forsgkt flere ganger med totalt fire ulike lewissyrer som aktivator, vist i Skjema 2-3.
Glykosyldonor 22 og vanillin (9) ble lgst i terr diklormetan far lewissyren ble tilsatt. | arbeidet til
Yan et al.?? ble lewissyren BFs-OEt, benyttet som aktivator, og i tillegg prevde vi samme
reaksjon med lewissyrene In(OTf)s3, TMSOTf og HAuCl4-3H0.

Reaksjonene ble gjennomfart med overskudd av glykosyldonor tilsvarende 1.5 ekvivialenter
glykosyldonor 22 relativt til glykosylakseptoren 9, mens aktivator ble benyttet i stakiometriske

mengder.

Reaksjonen med BFs-OEt, som aktivator ble forsgkt flere ganger, for a forsgke a fa dannet
produkt. Det ble forsgkt a destillere aktivatoren fagr bruk for a fjerne urenheter, og det ble
benyttet 4A molekylarsiler for & fjerne mulig tilstedevaerende vann i reaksjonen. Ingen av

forsgkene viste rapporterte verdier i NMR-spekter som tilsvarer produkt. 22

Reaksjonen med In(OTf); som aktivator viste ingen produktdannelse pa NMR-spektra av
raproduktet. Det ble ikke tatt med i strategien at ved bruk av In(OTf)s bar praven filtreres med

Celite, sa dermed ble denne tykk, klebrig og vanskelig & rense, og denne ble ikke viderefart.

TMSOTT er rapportert brukt som aktivator i glykosyleringsreaksjoner, og det ble derfor forsgkt a
bruke TMSOTf som aktivator med fremgangsmaéten til Yan et al. 2% 22 NMR-spektra av rastoff
viste mulig dannelse av produkt, med topp i **C-NMR ved 99.70 ppm, men ogsa store mengder
urenheter. Det ble forsgkt & rense opp produktet ved flash kolonnekromatografi, men NMR-
spektra viste fortsatt urent produkt, med rester av utgangsstoffer og at det mulig var dannet
halvacetalet 28 via hydrolyse av glykosidet. Det var flere topper i *C-NMR med skift 90-100
ppm, som er i omradet for rapporterte skiftverdier for anomert karbon for bade biproduktet 28 og
produkt 30. 225179 Sjden glykosylbindingen til produktet kan hydrolysere i surt miljg burde
silikagelen i kolonnen veert ngytralisert med trietylamin, men pa bakgrunn av lavt utbytte far
opprensning ble ikke metoden utprgvd videre.

Det ble ogsa forsgkt a bruke lewissyren HAuCls-3H>0 som aktivator i glykosyleringsreaksjon.
Denne ga omtrent samme resultat som for glykosyleringen med TMSOTT, der det ble observert
sma mengder produkt, med store mengder utgangsstoff til stede, og denne metoden ble ikke

utprevd videre.
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2.3.2 Strategi 2

m g ﬁ/wm A
C!
AcO

CCI3
28

Skjema 2-4 iii) AcOH, NoH4H,0 og DMF. iv) CCIsCN, DBU, CH,Cl,. v) vanillin, TMSOTf, CH,Cls

Syntesestrategi 2 gikk over tre steg. | farste steg ble penta-acetylert glukose (22) omdannet til
tilherende halvacetal 28, i det andre steget ble det anomere karbonet aktivert som glykosyldonor
29, far den aktiverte glykosyldonoren i det tredje trinnet skulle reageres med aglykonet 9 og

danne glykosidet 30.

Avbeskytting av den anomere acetylgruppen til 22 ble gjort etter prosedyre fra Zuffo et al.”,
med N2Hs-H>0 og eddiksyre i DMF. Opprensing av produktet ble gjort med flash-
kolonnekromatografi, til 37% utbytte, mot 86% i litteratur. NMR-spektra viser gjendannelse av
halvacetal pa anomert karbon, med en blanding av a- og B-anomer. *H-NMR viser H-1 for o-
konfigurasjon ved 5.31 ppm (d, J=3.6 Hz) og for 3-konfigurasjon ved 4.65 ppm (d, J= 8.0 Hz), i
forholdet o::p=3:1. 3C-NMR viser C-1 ved 89.76 ppm for a-anomer og 95.04 ppm for B-anomer.
IR-spekter viste dannelse av hydroksylgruppe ved 3450 cm™.

For & lage den aktiverte glykosyldonoren 29 fra halvacetalet 28 ble det benyttet CCIsCN og
DBU, etter prosedyre av Stanca-Kaposta et al.® Réproduktet ble renset med Celite og forsgkt
isolert med flash-kolonnekromatografi. Ut fra analyse med NMR ble det vist en blanding av
produkt 30 og utgangsstoff 28, da NMR-spektrene viste sma topper av signalene for 28, blant
annet med topper i omradet 90-95 ppm. Det er mulig at noe av produktet har reagert med den
svakt sure silikagelen og hydrolysert. Spektrale data viser *H-NMR-topper for dannelse av o-
anomer av produkt, ved at H-1 har gkt i skiftverdi til 6.41 ppm (d, 1H, J=3.7 Hz), og et nytt
signal ved 8.70 ppm (s, 1H) fra imidat-protonet. Toppene for imidatet var ogsé synlige i *3C-
NMR der de kom ved 93.04 ppm og 161.06 ppm. Utbytte ble estimert fra intensiteten av
forventede topper i *H-NMR til 40%, som er relativt lavt i forhold til 99% rapportert av Stanca-
Kaposta et al.

For koblingsreaksjon ble prosedyre fra arbeidet til Yan et al. som benytter en lewissyre som
aktivator. Trikloracetimidatet 29 og vanillin 9 ble lgst i CH2Cl> far katalytisk mengde av
aktivatoren TMSOTT ble tilsatt. NMR-spektra av raprodukt av glykosidet 30 viste blanding av
flere forbindelser, men forsgk pa opprensing med flash kolonnekromatografi viste kun sma
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mengder av gnsket glykosid. Samme prosedyre, med BF3-OEt, som aktivator, ble ogsa forsgkt,
uten at det ga bedre resultater. Et tydelig tegn pa at reaksjonen ikke fungerte som den skulle, var
toppen for aldehydet i vanillin. Ved 9.77 ppm kom kun en liten topp pa ca 1/20-del av topper i

omradet for aromater og karbohydrater.

2.3.3 Strategi 3
OAc OAc OAc
o vi o vii 0 MeQ
AcO P AcO — AcO
AcO AcO AcO
22 10 30

Skjema 2-5 vi) HBr/AcOH. vii) vanillin, TBAB, basisk vandig lasning (1.0 M NaOH, 0.25 M K,COseller 0.5 M
K2COs3), CH,Clo.

Strategi 3 gikk over to trinn, der det farst ble dannet glykosylonor 10 fra 22, fer en
glykosyleringsreaksjon i et bifasisk system skulle brukes for a gi vanillinglykosidet 30.

Brom-aktivering av sukkeret 22 ble gjort etter prosedyre av Huang.®! Til acetylert glukosid 22
ble det tilsatt en lgsning av HBr i eddiksyre for a danne glykosyldonor 10. Reaksjonen ga et
utbytte pa 94%, mot 97% rapportert av Huang. NMR-spektra viste dannelse av kun a-anomer av
glukosebromidet, med en *H-NMR-topp 6.58 ppm (d, J= 4.0 Hz) og **C-NMR viser topp for
anomert karbon ved 86.68 ppm. Spektrale data samsvarer med publiserte resultater av Huang.

For den bifasiske koblingsreakjsonen ble glukosebromid 10, vanillin 9 og TBAB lgst i CH2Cl»
og basisk vannfase (1.0 M NaOH, 0.25 M K>COs eller 0.5 M K>COg), etter prosedyre av Yan et
al.?2 Omkrystallisering ble benyttet for & fa rent produkt 30, og som vist i tabell 2-1 ga
reaksjonene utbytte pa hhv 42% for 1.0 M NaOH, 41% for 0.25 M K2CO3 0g 53% 0.5 M
K2COs.Yan et al. rapporterte henholdsvis 68%, 79% og 91% for reaksjonene, men ut fra oppgitt

vekt produkt kan det se ut som det er gjort en regnefeil, og korrekt utbytte skal veere 56%, 65%
0g 75%. Reaksjonen med 0.5 M K>COz ga best utbytte, og NMR-spektra viste dannelse av
glykosid 30 med signal i *H-NMR pd 5.13 ppm (d, J= 7.7 Hz), som tilsvarer B-konfigurasjon.? |
13C-NMR ble det observert signal for kobling hos anomert karbon ved 99.86 ppm. Resten av

spektra var i samsvar med litteraturen.??
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2.3.4 Strategi 4

OA

OAc c OAc
0 Vi o vii e} MeO
AcO —»  AcO —» AcO
AcO AcO AcO
22 10 30

Skjema 2-6 vi) HBr/AcOH. vii) vanillin, Ag>O, pyridin.

Syntesestrategi 4 for glykosylering av glykosyldonor 10 og vanillin 9 baserte seg pa Koenigs-
Knorr-reaksjon etter prosedyre av Miyagawa et al.>® Bruken av kinolin som lgsningsmiddel ble
byttet ut med pyridin, da forsgk pa syntesen viste at kinolin ikke lot seg fijerne fra
reaksjonsblandingen med den beskrevne fremgangsmaten til Miyagawa et al.>® Glykosyleringen
ble dermed gjort med glykosylbromid 10 , vanillin 9 og Ag20 i pyridin. Det ble ikke observert
karakteristiske topper for glykosylert produkt 30 i *H-NMR og C-NMR, og videre opprensing

eller gjentagelse av strategien ble ikke gjort.

2.3.5 Strategi 5 — direkte syntese av 4-formyl-2-metoksifenyl-D-glukopyranosid

OH OH
o vii 6 MeO
"o - ¥ MY C
OH &y OH © CHO
19 1

Skjema 2-7 viii) vanillin 9, EtsN, H,O, DMC (21).

Det ble gjort et forsgk pa en ett-trinns syntese av 4-formyl-2-metoksifenyl-D-glukopyranosid 1
etter prosedyre av Qiu og Fairbanks.”” Qui og Fairbanks brukte 12 ekvivalenter av p-nitrofenol
20 som glykosylakseptor, det ble derimot brukt to ekvivalenter av vanillin 9 i dette forsgket.
Strategien baserer seg pa a benytte koblingsreagenset 21 i basisk miljg for & danne kobling
mellom vanillin 9 og glukose 19 uten bruk av beskyttelsesgrupper. Spektrale data av raprodukt
viste dannelse av glykosidprodukt 1, ved signal i *H-NMR for anomert hydrogen pa glukose ved
5.24 ppm og topp i 3C-NMR ved 99.59 ppm for C-1 i glykosidet 1. Det ble ogsé observert en
forurensning, med topper ved 23.34 ppm og 181.46 ppm i *C-NMR. Dette er muligens rester av

koblingsreagenset 21 eller et derivat av dette.

Det skulle foretas en opprensing med flash kolonnekromatografi, men pa grunn av lite tid ble
ikke dette gjort.
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2.3.6  Avbeskyttelse av acetylert vannilinglykosid

OAc . OH
o o MeO X o o MeO
—
Ao HO
AcO O CHO OH 'O CHO
30 1

Skjema 2-8 ix) NaOMe/MeOH

For a avbeskytte vanillinglykosid 30 ble det gjort en deacetylering etter publisert arbeid av
Miyagawa et al.>® Denne reaksjonen er en transesterifisering som ble gjort under Zemplén-
betingelser, med 25% natriummetoksid i metanol, fgr preven ble filtrert gjennom et
ionebytteresin (DOWEX 50W-8X). Miyagawa et al. brukte preparativ-TLC for a fa rent isolert
produkt 1, men pa bakgrunn av spektrale data fra NMR ble det konkludert med at inndampet
produkt ikke trengte videre opprensing. Karakteristiske topper i tH-NMR ble observert ved 5.10
ppm for anomert hydrogen i glykosylgruppen, og aldehydproton i aglykonet ved 9.86 ppm. Alle
andre topper i *H-NMR og *C-NMR var i samsvar med litteraturen.>® Reaksjonen hadde et
utbytte pa 95%.

Totalsyntese av malmolekylet 1 fra D-glukose 19 og vanillin 9 ga et utbytte pa 42% over fire

steg for reaksjonene, vist i Skjema 2-9.

OH OAc OAc
(@] 0] (0]
Ham ., AcO v AgQ
89% 0 ¢
OH AcO ~OAc 94% AcO
OH 10 r
19 22
53%\ Vii
OH OAc
0O MeO ix 0] MeO
HO AcO
HO 95% AcO
OH (0] CHO 0 AcO 0] CHO
1 30

Skjema 2-9 Totalsyntese av glykosidet 1, med betingelser og utbytte for reaksjonene: i) Ac,O, pyridin. vi)
HBr/AcOH. vii) vanillin, TBAB, basisk vandig lgsning (0.5 M K,CQgz), CH2Cl,. ix) NaOMe/MeOH
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2.4 Syntese mot glykosider med mannose

Ut fra resultatene fra testsystemet ble det besluttet & forsgke syntesestrategi 3 med bifasisk
system med 0.5 M vandig K>COs for videre reaksjoner, dannelse av glykosider med mannose

som glykosiddonor, og vanillin 9 og matairesinol 4 som glykosylakseptorer.

2.4.1 Syntese av mannose-glykosyldonor

OH ) OAc
|
HO oo Ly CQO —»
HO AcO AcO
AcO AcO
, OH

31
Skjema 2-10 i) AcO pyridin. vi) HBr/AcOH.

For & kunne danne glykosiddonoren 32 matte det farst lages peracetylert mannose (31). Dette ble
gjort pd samme mate som for D-glukose, etter publisert arbeid av Wu et al.> med D-mannose
(7) og eddiksyreanhydrid i pyridin. Azeotropdestillering med toluen under redusert trykk ble
brukt for a fjerne rester av pyridin. Reaksjonen ga 89% utbytte, likt som peracetylering av
glukose, med et forhold mellom anomerene a:p = 1:1.9. I *H- spektra kom topper for det
anomere hydrogenet ved 6.07 ppm (d, J=2.0 Hz) for a og 5.85 ppm (d, J= 1.2 Hz) for -
anomeren. *C-NMR viste de karakteristiske toppene for C-1 anomerene ved 90.72 og 90.54

ppm. Resten av skiftverdiene fra spektra var i overenstemmelse med rapporterte verdier.®?

For & danne aktivert glykosyldonor 32 ble det tilsatt HBr i eddiksyre (33%) til peracetylert
mannose 31, etter publisert prosedyre av Huang.®! Denne reaksjonen ga a-anomeren av
mannosylbromidet med 77% utbytte, som er noe lavere enn for tilsvarende reaksjon med glukose
(94%) og prosedyren til Huang med glaktose (97%). | *H-NMR-spekteret var skiftverdien for
anomert hydrogen, H-1, p& 6.28 ppm (d, J= 1.7 Hz), som tilsvarte a-anomeren, og i **C-NMR-
spektra ga anomert karbon skiftverdi pa 83.15 ppm, og alle topper var i samsvar med
litteraturen.®? Det ble ogsa observert rester av eddiksyre, ved ekstra signaler i *C-NMR ved

177.02 ppm og ca. 20 ppm.

2.4.1.1 Glykosylering med acetylert mannose og vanillin

OAc OAc
AcO 0 vii AcO 0 MeQ,
AcO — A(,:AO o
AcO ¢ (0] CHO
32 Br 33

Skjema 2-11 vii) vanillin, TBAB, basisk vandig lgsning (0.5 M K>CO3), CH2Cl..
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For & danne vanillinglykosidet 33 ble det benyttet en koblingsreaksjon tilsvarende
glykosyleringsstrategi 3, etter prosedyre av Yan et al.?? Det ble brukt acetylert mannosebromid,
vanillin og TBAB i bifasisk lgsning bestdende av 0.50 M vandig K-CO3 og CH2Cl. I raoljen ble
det observert signaler i *C-NMR som indikerte dannelse av gnsket glykosid 33, med topper for
anomert karbon pa 97.53 ppm og 92.21 ppm. | tillegg til gnsket produkt ble det observert
signaler som indikerer biprodukt. Dette biproduktet er trolig hydrolysert glykosylbromid, som gir
halvacetalet 34. Ureagert vanillin kunne ogsa observeres i *H-NMR med topp for aldehydet ved
9.78 ppm, sammenlignet med glykosidet der aldehydsignalet kommer ved 9.86 ppm. Det ble
forsgkt opprensing med omkrystallisering i etanol uten gnsket resultat, far et forsgk med flash
kolonnekromatografi, men glykosidet ble trolig hydrolysert av silikagel og ga ikke rent produkt.
Ut fra tolkning av integral for signaler i 1H-NMR-spektra ble det anslatt et utbytte pa 25% av
produkt 33 far forsgk pa opprensning, som er relativt lavt i forhold til 53% isolert produkt for

tilsvarende reaksjon for dannelse av vanillinglukosid 1.

978

T T
o 2
.= B

[— ——r -
9.90 9.85 980 975 970

Figur 2-1 Utsnitt av *H-NMR-spekteret i omradet for signal fra CHO i raolje av 33
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2.4.1.2 Glykosylering med acetylert mannose og matairesinol

OAc
AcO 0
AcO
HQ AcO ACO
MeO c
OAc o AcO OAc
o AcO 0 MeO
Ac + —
AcO OH 8AC
Br © 3
32 mOMe - ©
0] (0]
4 OMe

Skjema 2-12 vii) vanillin, TBAB, basisk vandig lgsning (0.5 M K,CO3), CH,Cl,.

Strategi 3 etter Yan et al.?? ble ogsa forsgkt for & danne glykosid 35 med to mannosylenheter
koblet til aglykonet matairesinol 4. Det ble brukt acetylert mannosebromid 32, vanillin og TBAB
i bifasisk lgsning bestdende av 0.50 M vandig K2COs og CH.Cl,. NMR-spektra av raproduktet
viste ingen dannelse av glykosidprodukt 35. | omradet for acetalsignaler i 3 C-NMR ble det
observert signal ved 83.16 ppm som tilsvarer ureagert glykosylbromid og 91.91 ppm som

tilsvarer det hydrolyserte halvacetalet av glykosidet 34, som kan dannes som biprodukt. &

2.5 Syntese mot glykosid med B-MOS og vannilin

Parallelt med syntesen av acetylerte mannoseforbindelser ble de samme reaksjonene utfart pa en
blanding av rettkjedede oligomerer av mannan (-MOS). Siden forbindelsene inneholder flere
oligomerer av ulik lengde, vil ikke opprensingsmetoder som er brukt tidligere veere gunstige. |
stedet skulle pravene renframstilles ved bruk av preparativ HPLC, men ble ikke mulig &

gjennomfare innenfor tidsrammen for dette prosjektet.

Beskyttelse av mannan 36 med acetylgrupper ble gjort med eddiksyreanhydrid i pyridin, etter
prosedyre av Wu et al. ® Spektrale data for peracetylert mannan 37 viste flere topper som
bekrefter dannelse av produkt. 1 *C-NMR er det tre ulike topper i omrédet for anomert karbon,
med skiftverdier p& 89.30, 92.10 og 92.16 ppm. Ogsa i *H-NMR var det lignende topper som for
peracetylert mannose 31, men denne gang i form av en rekke overlappende signaler, og dermed
vanskeligere a tolke. | omradet for anomert hydrogen (ca 5.75-6.25 ppm) ble det observert flere

par dubletter. En intens singlett ved 2.18 ppm tyder pa rester av eddiksyre i praven.
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For & danne glykosylbromid (38) ble 37 tilsatt en lgsning av HBr i eddiksyre. Dette ga en
forflytning av dublettene som ble observert i *H-NMR, der signalene hadde skiftverdier i
omradet 6.35-6.60 ppm, noe hgyere enn for tilsvarende monomer av mannose. Det ble ogsa

observert en vesentlig andel utgangsstoff 37 i bade karbon- og proton-NMR,

Uten videre form for opprensing, ble blandingen av glykosyldonorer 38, TBAB og vanillin
reagert i et bifasisk systembestaende av CH>Cl, og 0.5 M K,COa. Spektrale data viste at toppene
i omradet 6.35-6.60 ppm i tH-NMR nd var borte, mens det var en gkning i topper i omradet 5.00-
5.40 ppm, som kan tilsi dannelse av produkt 43. Fire tydelige topper i omradet for aldehyd,

mellom 9.80 og 9.95 ppm kan tyde pa dannelse av flere glykosid av ulike oligomerer.

Sammen med de vedvarende toppene fra peracetyleringen av mannan, kan det ogsa veere rester

av ureagert vanillin til stede. Det ble ikke gjort forsgk pa avbeskyttelse av glykosid-raoljen.

Da analyse med NMR var utfordrende, ble det bestemt at produktet 43 skulle undersgkes pa
HPLC og MALDI-TOF, men disse analysene ble ikke utfgrt innenfor tidsskjemaet for dette

masterprosjektet.
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2.6 Syntese mot glykosylering av benzoylert mannose (39) og matairesinol (4)

OH OBz OBz OBz
HO [ BzO 0 i BzO 0 i BzQO
HO 0 —_— stom —_— BzBo 5 — > Bz0 ©
HO z 0Bz z OH Bz0
7 OH 39 40 M oﬁ(cm3
NH
iv
OH OBz
BzO o
HO 0 0 BzO
H BzO
BzO
o BzO

(¢}
HO
(0} OH OH OBz
MeO MeO
OH v OBz
0 e}
W o ~ o~
(0]
mOMe OMe

0}
(6] 5 42

Skjema 2-13 i)BzCl, DMAP, pyridin. ii) CH,Cl,, HBr/AcOH = aceton, H,0, Ag,CQs. iii) CH,Cl,, K;CO3, CCI3CN.
iv) matairesinol 4, CH,Cl,, BF3-OEt,. v) MeOHI/THF/H,O/EtsN

Etter mislykket forsgk pa & danne matairesinol-mannosid 5 etter prosedyre av Yan et al.?? via
acetylert mannosebromid 35, ble det besluttet & forsgke en glykosyleringsstrategi lignende
Strategi 2 fra Yan et al.?? Den nye strategien for glykosylering etter prosedyre av Ekholm et al.?°
benytter benzoylgrupper i stedet for acetylgrupper som beskyttelsesgrupper, pa grunn av
observert deaktivering av anomert karbon fra migrering av acetylgruppe i C-2 posisjon.? Dette
betydde at D-mannose 7 farst matte beskyttes med benzoylgrupper, dette ble gjort etter
prosedyre av Brimble et al.>2

D-mannose 7 og DMAP i pyridin pa isbad ble tilsatt overskudd av benzoylklorid, og sto i 16
timer. Far raproduktet ble vasket matte det tilsettes is for a reagere med eventuelle rester av
benzoylklorid. Etter flere runder med vasking ble det besluttet at preven var ren nok for videre
bruk, selv om det fortsatt var rester av benzoat i *H-NMR- spektra. Dette ble besluttet ut fra at
det totale integralet for toppene i aromatomradet mellom 7.1 ppm og 8.3 ppm var hgyere enn
forventet. Benzoyleringen ga en blanding av a-og B- anomer av produkt 39, der det ut fra *H-
NMR ble bestemt et forhold mellom anomerene a:p=2:9. aH-1 kommer med skiftverdi pa 6.68
ppm (J=1.9 Hz) mens PH-1 har skiftverdi p 6.48 ppm (J=1.2 Hz). | 3C-NMR ble begge
anomerene observert, med skift pa hhv. 91.28 ppm og 91.40 ppm. Utover dette var det

overenstemmelse mellom observerte spektra og data fra litteratur.> 8
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Figur 2-2 signal for anomere a- og f-hydrogen for benzoylert mannose 39

For & regioselektivt avbeskytte det anomere karbonet ble det gjort en reaksjon over to trinn etter
metode beskrevet av Pilgrim et al.3* Det ble farst gjort en bromering av pentabenzoylert
mannose 39 med HBr i eddiksyre, far halvacetalet 40 ble dannet ved a hydrolysere bromidet med

Ag2CO3 i aceton og vann. Opprensning med flash-kolonnekromatografi ga 40 med 82% utbytte

over to steg, mot kvantitativt utbytte som rapportert av Pilgrim og Murphy.

For & bekrefte avbeskyttelse av det anomere karbonet, og dannelsen av 40 ble det tatt opp et IR-
spekter med forventing om et OH-strekk. Spekteret viste absorbsjon ved 3463 cm™ for OH, og
karbonyl-strekken ved 1722 cm™. *H-NMR viste dannelse av halvacetal med at protonet fra den
nye OH-gruppa resonerte ved 3.50 ppm som en bred topp, og at anomert hydrogen fra
pentabenzoylert mannose (39) ved 6.68 ppm og 6.48 ppm kun var til stede som forurensning,
men i sa sma mengder at videre opprensing ikke ble prioritert. Med unntak av rester av etylacetat
og sma mengder utgangsstoff 39, var resultatene for IR, 3 C-NMR og *H-NMR i

overenstemmelse med rapporterte resultater fra litteraturen.>?
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Det neste trinnet innebar aktiveringen av glykosyldonoren. I likhet med strategi 2 fra
testsystemet for dannelse av vanillinglukosid 1, skulle det ogsa her benyttes halvacetal 40 og
CCIsCN for a danne trikloracetimidatet 41, men denne gangen med strategi etter arbeidet til
Brimble et al.*?, som brukte K.CO3s som base i diklormetan. Siden forsgk pa & danne
trikloracetimidatet 41 med metoden til Stanca-Kaposta et al.&° viste at den aktiverte
glykosyldonoren var sensitiv for hydrolyse av silikagel, var det gnskelig a forsgke a fa rent
produkt uten bruk av kolonnekromatografi. Ved a benytte K»COs fikk vi en promotor som enkelt
kunne filtreres og vaskes vekk etter fullstendig konvertering av halvacetalet 40 til
trikloracetimidatet 41. Lasningen ble filtrert og dampet inn til gnsket forbindelse og 94% utbytte,
likt som rapportert i litteraturen.>? Tolking av spektra viste tilnaermet rent produkt 41 uten bruk
av videre opprensing. | *H-NMR-spekeret ga anomert hydrogen resonans ved 6.58 ppm, med
koblingskonstant J=1.9 Hz, som tilsvarer a-anomer. En ny singlet dukket opp ved 8.87 ppm, og
dette er i samsvar med skiftverdi for N-H-hydrogenet i det nylig dannede imidatet. | spektra for
13C-NMR var det ogsd kommet to nye topper, begge fra trikloracetimidatet, CClz kommer ved
90.64 ppm og C=NH ved 159.88 ppm.

Glykosyleringsreaksjonen ble gjort etter det publiserte arbeidet til Ekholm et al.?°
Glykosyldonoren 41 og matairesinol 4 lgst i CH2Cl., for BF3-OEt> ble tilsatt ved 0°C. Spektrale
data fra *H-NMR og 3C-NMR viste mange topper som gjorde det vanskelig & identifisere
karakteristiske topper fra litteraturen, men en topp med lav intensitet ved 5.80 ppm (J=2.0 Hz)
samsvarer med litteraturen for anomert hydrogen i glykosylert produkt 42. Siden dette gjorde
tolkningen vanskelig, ble det bestemt & benytte MALDI-TOF. MS-spekter av forbindelsen viser
et signal ved 975.304 m/z som svarer til matairesinol-mono-mannosid, og et signal ved 1553.528

m/z som stemmer med forventet masse for produktet matairesinol-di-mannosid (42).
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Figur 2-3 MS-spekter av matairesinol-di-mannosid og matairesinol-mono-mannosid 42.

Raproduktet etter glykosyleringsreaksjonen ble uten videre opprensing forsgkt avbeskyttet. For &
avbeskytte den dannede forbindelsen ble det brukt en strategi etter Ekholm et al.?°, som
rapporterte at Zemplén-betingelser ble for kraftige, og trolig ga ringapning i laktonet pa
aglykonet. Det ble i stedet benyttet en mildere metode for avbeskyttelsen, med metanol, THF,
vann og trietylamin ved 50°C, for kjemoselektiv reaksjon mot benzoylesterene. Da det kun var
sma mengder stoff, med lav andel reaktant 42, viste NMR-spekter av avbeskyttet glykosid ingen
dannelse av malmolekyl 5. Det var planlagt a gjennomfare MS-analyse ogsa av denne

forbindelsen, men pa grunn av manglende tid ble ikke dette gjennomfart.
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3 Konklusjon og videre arbeid

| denne oppgaven ble det forsgkt a finne en generell syntesestrategi for syntese av en rekke
fenoliske glykosider. Det ble forsgkt flere strategier for glykosyleringsreaksjoner, hvor det ble
benyttet ulike glykosyldonorer og -akseptorer under ulike glykosyleringsbetingelser for a danne

glykosidene 1, 2, 3, og 5.

| et testsystem med D-glukose (19) og vanillin (9) ble det prevd ulike strategier for & danne
vanillinglukosid 1 fra fire ulike glykosyldonorer. Glykosyleringsreaksjonene ble forsgkt med de
tre beskyttede og aktiverte forbindelsene peracetylert glukose (22), glykosylbromid (10),
glykosyltrikloracetimidat (29), og den siste glykosyleringsreakjsonen benyttet D-glukose (19)
sammen med koblingsreagenset DMC (21). Av de utprgvde strategiene var det kun
koblingsreaksjon med glykosylbromid 10 i bifasisk system med CH2Cl> og basisk vandig lasning
med faseoverfgringsreagenset TBAB som ga rent isolert produkt 30.

Den totale syntesestrategien for syntese av glykosidet 1 ble da pa 4 trinn med totalt utbytte pa
42%, der trinnet med koblingsreaksjonen kun ga 53% utbytte, og var den stgrste begrensningen i

strategien.

Den vellykkede syntesestrategien ble overfart til glykosyldonorer av mannose (7) og B-MOS
(36), for & danne glykosidene 2, 3 og 5. Det ble kun observert lav konvertering til peracetylerte
glykosider 30, 35 og 43 ved forsgk pa glykosylering, og det kan vaere gnskelig a tilpasse og
forbedre glykosyleringsreaksjonen for disse forbindelsene.

Pa grunn av den lave observerte dannelsen av glykosidene, ble det for glykosidet 5 ogsa forsgkt
en strategi med benzoylert mannosyltrikloracetimidat (41) som glykosyldonor, men ogsa her ble
det kun observert sma mengder konvertering til benzoylglykosid 42 ved

glykosyleringsreaksjonen.

Forbindelsene av mannose og B-MOS viste seg vanskelig a renframstille som isolert produkt,
seerlig siden opprensning med preparativ HPLC ikke kunne gjennomfgres innen tidsrommet for

oppgaven.

For videre arbeid med syntese av fenoliske glykokonjygater vil forbedring av
glykosyleringsstrategien veere viktig for a gke det totale utbyttet av syntesen. For synteser pa
starre skala vil utbedringer av beskyttelsesgrupper spille inn som et viktig gkonomisk aspekt,
hvor bruk beskyttelsesfri direkte syntese kan gi et lavere forbruk av ressurser, sett opp mot bruk

av beskyttelsesgrupper som acetyl- og benzoylgrupper.
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4 Eksperimentelt

Alle reaksjonene ble utfart under N2- atmosfaere. Alle reagensene ble brukt som de ble kjapt fra

kommersielle leverandgrer med mindre noe annet er nevnt.

Tynnsjiktkromatografi (TLC) ble utfert pa TLC silika gel F254 plater. KMnO4 og H2S04 (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 *C-NMR. CDCI3, D20, 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.

Syntese mot 4-formyl-2-metoksifenyl-D-glukopyranosid (1)

4.1 Syntese av 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranosid (22)

OAc

(@)
ACAOM
¢ OA

AcO ¢
22

Syntesen ble utfgrt i henhold til det publiserte arbeid av Wu et al.>!

En lgsning av D-glukose 19 (5.0 g, 28 mmol, 1.0 ekv) og Ac20 (25mL, 320 mmol, 11.4 ekv) i
pyridin (50 mL) sto pa rering i 24 timer ved romtemperatur og deretter oppkonsentrert under
redusert trykk og lgst i CH2Cl2 (30 mL). Organisk fase ble vasket med mettet vandig NaHCOs3
(3x20 mL), 1M HCI (3x20 mL) og mettet vandig lgsning av NaCl(20 mL), terket med Na>SO4
og inndampet under redusert trykk. Azeotropdestillering med toluen ble benyttet for a fjerne

rester av pyridin. Dette ga 22 som hvitt fast stoff (89%, 9.7 g, 25 mmol).
'H-NMR (400 MHz, CDCls): § 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).
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13C-NMR (100 MHz, CDCI3): 5 170.78, 170.37, 169.80, 169.54, 168.90, 89.20, 77.48, 77.16,
76.84, 72.93, 69.96, 69.33, 68.02, 61.59, 21.02, 20.84, 20.80, 20.70, 20.59

4.2 Syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid
(30)

4.2.1 Glykosylering strategi 1

OAc
o) MeQO
AcO
AcO
AcO (0] CHO

Synteser ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Yan et al.?? og er beskrevet under
4.2.1.1 Med BF3-OEt; som aktivator

1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranose 22 (2.6 g, 6.7 mmol, 1.5 ekv) og vanillin (0.61 g, 4.0
mmol, 1.0 ekv) ble lgst i vannfri CH2Cl2 (50 mL) med 4A molekylzarsiler (0.2 g) i en rundkolbe
dekket med aluminiumsfolie for & beskytte reaksjonen mot lys. BF3-OEt2(0.65 mL, 5.3 mmol,
1.3 ekv) ble tilsatt drapevis og sto med rgring i 24 timer. Lgsningen ble vasket med mettet
vandig lgsning av NaHCOs3 (2x 50 mL), vann (2x 50 mL), tarket med Na>SO4 og dampet inn
under redusert trykk. **C-NMR viste ingen dannelse av glykosid 30 da det ikke ble observert

karakteristisk topp glykosylert anomert karbon.
4.2.1.2 Med In(OTf); som aktivator

1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranose 22 (0.29 g, 0.75 mmol, 1.5 ekv) og vanillin (0.076 g,
0.5 mmol, 1.0 ekv) ble lgst i vannfri CH2Cl2 (15 mL) i en rundkolbe dekket med aluminiumsfolie
for & beskytte reaksjonen mot lys. In(OTf)s (0.65 mL, 5.3 mmol, 1.3 ekv) ble tilsatt posjonsvis
0g sto med rgring i 24 timer. Resulterende produkt ble vasket med mettet vandig lgsning av
NaHCO3 (2x 50 mL), vann (2x 50 mL), terket med Na>SO4 og dampet inn under redusert trykk.

Lesningen viste seg & vere vanskelig a rense opp, og metoden ble dermed forkastet.

4.2.1.3 Med TMSOTf som aktivator

1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranose 22(2.6 g, 6.7 mmol, 1.5 ekv) og vanillin (0.68 g, 4.5

mmol, 1.0 ekv) ble lgst i vannfri CH.Cl, (50 mL) i en rundkolbe dekket med aluminiumsfolie for
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a beskytte reaksjonen mot lys. TMSOTf (0.81 mL, 4.7 mmol, 1.0 ekv) ble tilsatt porsjonsvis og
sto med rgring i 24 timer. Deretter ble prgven vasket med mettet lgsning av vandig NaHCO3 (2x
50 mL), vann (2x 50 mL), tarket med Na,SO4 0g dampet inn under redusert trykk. Resulterende
produkt ble forsgkt renset ved flash kolonnekromatografi (heksan:EtOAc, 1:2). Forsgkt renset
prgve viste seg a vaere en blanding av utgangsstoff 22 og produkt 30. Metoden ble ikke benyttet
videre pa grunn av beregnet darlig utbytte, ut fra NMR-spektra.

4.2.1.4 Med HAuCls-:3H,0 som aktivator

1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranose 22 (0.29 g, 0.75 mmol, 1.5 ekv) og vanillin (0.076 g,
0.5 mmol, 1.0 ekv) ble lgst i vannfri CH2Cl, (15 mL) i en rundkolbe dekket med aluminiumsfolie
for & beskytte reaksjonen mot lys. HAuCIl43H20 (0.197 g, 0.5 mmol, 1.0 ekv) ble tilsatt og sto
med rering i 24 timer. Prgven ble vasket med mettet lgsning av vandig NaHCO3z (2x 50 mL),
vann (2x 50 mL), terket med Na>,SO4 og dampet inn under redusert trykk. Det inndampede
raproduktet ble forsgkt renset med flash kolonnekromatografi (heksan:EtOAc, 1:2). Forsgkt
renset prgve viste ut fra karakteristiske topper i 13C-NMR-spektra a vaere en blanding av

utgangsstoff 22 og produkt 30, og pa grunn av lavt utbytte ble ikke videre opprensing utfert.

4.2.2 Glykosylering strategi 2
4.2.2.1 Syntese av 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranose (28)

OAc

0]
N
¢ OH

AcO
28

Syntesen ble utfgrt i henhold til det publiserte arbeid av Zuffo et al.”

Til en lgsning av 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranose 22 (1.2 g, 3.1mmol, 1.0 ekv) i DMF
(7mL) ble eddiksyre (0.21 mL, 3.7 mmol, 1.2 ekv) og N2H4-H>0 (0.30 mL, 6.2 mmol, 2.0 ekv)
tilsatt drapevis. Reaksjonen sto med omrgring i romtemperatur i 3 timer far den ble fortynnet
med vann (20 mL) og ekstrahert med EtOAc (3x25 mL). Organisk fase ble terket med MgSOa4
og konsentrert under redusert trykk. Forbindelsen ble renset ved bruk av flash
kolonnekromatografi (heksan:EtOAc, 1:1 ->1:2) og ga produkt 28 (37%, 0.40 g, 1.4 mmol),
a:p=3:1.
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IH-NMR (400 MHz, CDCls): 5 5.39 (t, J = 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, CDCls): : § 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.

4.2.2.2 Syntese av 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosyltrikloracetimidat (29)

OAc

(@)
AcO
AcO
AcO

O. _CCl,

T

29 NH
Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Stanca-Kaposta et al.&

2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranose 28 (0.40 g, 1.2 mmol, 1.0 ekv) og CCI:CN (1.1 mL, 11
mmol, 10 ekv) ble lgst i vannfri CH,Cl (8 mL) med aktivert 4A molekylarsiler (0.2 g) og sto i 1
time ved 0°C. DBU(0.034 mL, 0.23 mmol, 0.2 ekv) ble tilsatt far reaksjonen sto med rering i 90
minutter, til TLC (heksan:EtOAc, 1:1, Rf=0.50) viste fullstendig konvertering av 2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-D-glukopyranose. Deretter ble reaksjonsblandingen filtrert gjennom Celite og konsentrert
pa rotavapor. Réoljen ble renset med flash kolonnekromatografi (heksan:EtOAc, 7:3 = 1:1) og
NMR viste dannelse av 29 med sma rester av utgangsstoff 28. Ut fra NMR-spekter ble mengde
produkt estimert til 40% (0.24 g, 0.48 mmol).

IH-NMR (400 MHz, CDCls): & 8.67 (s, 1H), 6.40 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 5.40 (t, J = 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.

4.2.2.3 Syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid (30)

OAc
o) MeO
AcO
AcO
AcO (0] CHO

Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Yan et al.?
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2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosyltrikloracetimidat 29 (0.35 g, 0.71 mmol, 1.2 ekv) og
vanillin (0.091 g, 0.59 mmol, 1.0 ekv) ble Igst i CH2Cl2(8 mL) med 4A molekylersiler (0.15 g)
ved -20°C, og tilsatt 0.02M TMSOTT i DMC (0.44 mL). Reaksjonen sto ved romtemperatur over
natta, fer lgsningen ble fortynnet med CH2Cl. og vasket med mettet vandig NaHCO3 (2x50 mL)
og vann (2x50 mL), tarket over Na,SOa. Lasningen ble dampet inn pa rotavapor og forsgkt
renset med flash kolonnekromatografi (heksan:EtOAc, 4:1 - 1:1). Analyse av NMR viste en
blanding av flere forbindelser, men lite av gnsket produkt 30. Videre forsgk pa opprensing ble
ikke gjort.

4.2.3 Glykosylering strategi 3
4.2.3.1 Syntese av 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosylbromid (10)
OAc

(0]
AcO
AcO
AcO

Br
10

Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Huang.8!

HBr i eddiksyre (33%, 100 mL) ble tilsatt drapevis til 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranose
22 (10.0 g, 25.6 mmol) ved 0°C. Etter rgring ved romtemperatur i to timer ble Igsningen
fortynnet med CH2Cl, (250mL), vasket forsiktig med isvann, tarket med MgSO4 og inndampet
under redusert trykk som ga a-anomeren av produkt 10 som 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 (d, J = 2.3
Hz, 6H), 2.02 (d, J = 7.1 Hz, 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): § 170.56, 169.91, 169.85, 169.53, 86.68, 77.48, 77.36, 77.16,
76.84, 72.24,70.69, 70.26, 67.27, 61.05, 20.74, 20.72, 20.69, 20.62.

4.2.3.2 Syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid (30)

OAc
0 MeO
AcO
AcO
AcO (0] CHO

Bifasiske glykosyleringsreaksjoner
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Synteser ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Yan et al.??
4.2.3.2.1 Med bruk av 1.0 M NaOH (aq) og TBAB

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) og TBAB (0.26 g, 0.81 mmol, 0.5 ekv) ble lgst i CH2Cl> (8.0 mL) og 1.0 M
NaOH (8.0 mL). Den bifasiske reaksjonen ble ragrt over natta ved 40°C, far det ble tilsatt EtOAc
(15 mL). Fasene ble skilt, og organisk fase ble vasket med vann (3x15 mL), mettet vandig NaCl
(15mL), tarket med NazSO4 og konsentrert under redusert trykk. Raoljen ble renset med
omkrystallisering i etanol til produkt 30 (42%, 0.34 g, 0.70 mmol), Rf: 0.62 (heksan: EtOAc,
1:1).

IH-NMR (400 MHz, 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 (100 MHz, CDCls): § 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.

4.2.3.2.2 Med brukav 0.25 M K,COs3 (aq) og TBAB

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) og TBAB (0.60 g, 1.9 mmol, 0.5 ekv) ble lgst i CH2Cl (12 mL) og 0.25 M
K2COs (12 mL). Den bifasiske reaksjonen ble rert over natta ved 40°C, for det ble tilsatt EtOAc
(25 mL). Fasene ble skilt, og organisk fase ble vasket med vann (3x30 mL), mettet vandig NaCl
(30mL), terket med NaSO4 og konsentrert under redusert trykk. Réaoljen ble renset med
omkrystallisering i etanol til rent produkt 30 (41%, 0.75 g, 1.6 mmol).

IH-NMR (400 MHz, CDCls): 5 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, CDCls):5 191.05, 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.

4.2.3.2.3 Med bruk av 0.5 M K,COs (ag) og TBAB

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) og TBAB (2.5 g, 7.6 mmol, 0.5 ekv) ble lgst i CH2Cl>(45 mL) og 0.5 M K2CO3
(45 mL). Den bifasiske reaksjonen ble rgrt over natta ved 40°C, far det ble tilsatt EtOAc (90

mL). Fasene ble skilt, og organisk fase ble vasket med vann (3x60 mL), mettet vandig NaCl (60
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mL), terket med Na,SO4 og konsentrert under redusert trykk. Réaoljen ble renset med

omkrystallisering i etanol til rent produkt 30 (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), 59
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.

4.2.4  Glykosylering strategi 4 — Koenigs-Knorr-reaksjon

4.2.4.1 Syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid (30)

OAc
0 MeO
AcO
AcO
AcO (0] CHO

30

Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Miyagawa et al.>

2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosylbromid 10 (0.22 g, 0.54 mmol, 1.0 ekv) og vanillin
(0.081g, 0.54 mmol, 1.0 ekv) ble lgst i pyridin (2.5mL) ved 0°C. Ag20 (0.13g, 0.54 mmol) ble
tilsatt og reaksjonen sto ved rgring i romtemperatur over natta. Reaksjonsblandingen ble deretter
filtrert gjennom Celite med CH2Cl>, vasket med mettet vandig NaHCOs3 (3x25 mL), vann (2x25
mL) og mettet vandig NaCl (25 mL), fer organisk fase ble tarket med Na>SO4 og konsentrert
under redusert trykk. Deretter ble rdoljen forsgkt renset med flash kolonnekromatografi
(heksan:EtOAc, 1:1 - 1:2). NMR viste ingen produktdannelse.

4.2.5 Glykosylering strategi 5

4.2.5.1 Syntese av mdlmolekylet 4-formyl-2-metoksifenyl-D-glukopyranosid (1)

OH
0] MeO
HO
HO
OH ©O CHO

1

Syntesen ble utfgrt i henhold til det publiserte arbeid av Qiu og Fairbanks.”’

Til en lgsning av D-glukose 19 (0.5 g, 2.8 mmol, 1.0 ekv) i vann (3.0 mL) og trietylamin
(3.9mL, 28 mmol, 10 ekv) ble det tilsatt vanillin 9 (0.84g, 5.6 mmol, 2.0 ekv). Lagsningen ble rart
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kraftig i 10 min og avkjglt til -10°C med kryostat, tilsatt DMC 21 (1.4 g, 8.2 mmol, 3 ekv.), og

rert i 30 min fagr den ble brakt til romtemperatur.

Lasningen ble fortynnet med vann (20 mL) og ngytralisert til pH 7 med eddiksyre. Deretter ble
organisk fase ekstrahert med eter (2x10 mL) og vasket med vann (10 mL). Vannfasene ble

samlet og fortynnet med 25% NH4OH (2x20 mL) og dampet inn under redusert trykk.

NMR av raproduktet viste flere uidentifiserte forurensninger, sa blandingen ble lgst i mettet
vandig Na>COsz (50mL), vasket med CH2Cl> (3x50 mL), MeOH (2x50mL) og dampet inn under
redusert trykk.

NMR av raproduktet viste produktdannelse av 1 og ukjent forurensning, men videre arbeid ble

ikke utfgrt pa grunn av manglende tid.

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

0] MeO
HO
HO
OH ©O CHO

Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Miyagawa et al.>

Til en lgsning av 4-formyl-2- metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid 30 (0.48 g,
1.0 mmol) i metanol (40 mL) ved 0°C ble det drapeuvis tilsatt 25% NaOMe i metanol (0.92 mL).
Lasningen ble rgrt ved romtemperatur i 1 time, for pH ble ngytralisert ved a filtreres gjennom
DOWEX 50W-X8 kationbytteresin (ca 0.5 g), konsentrert under redusert trykk og ga
malmolekyl 1 (95%, 0.30 g, 0.95 mmol).

IH NMR (400 MHz, D20): § 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), 4.79 (s, 24H), 3.98 — 3.86 (m, 1H), 3.78 (dd,
J=12.5,5.5 Hz, 1H), 3.73 - 3.60 (m, 3H), 3.60 — 3.50 (M, 1H).

13C NMR (101 MHz, D,0): § 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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4.4 Syntese mot 4-formyl-2-metoksifenyl-D-mannopyranosid (2)
4.4.1 Syntese av 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-mannopyranosid (33)

OAc

AcO 0
A?M
¢ OA

31

C

Syntesen ble utfgrt i henhold til det publiserte arbeid av Wu et al.>!

En lgsning av D-mannose 7 (5.0 g, 28 mmol, 1.0 ekv) og Ac.0 (25mL, 320 mmol, 11.4 ekv) i
pyridin (50 mL) sto pa rgring i 24 timer ved romtemperatur og deretter oppkonsentrert under
redusert trykk og lgst i CH2Cl> (20 mL). Organisk fase ble vasket med mettet vandig NaHCOs
(3x20m L), 1M HCI (3x20 mL) og mettet vandig NaCl(20 mL), tarket med Na>SO4 og
inndampet under redusert trykk. Inndamping med toluen gjentatte ganger ble benyttet for & fjerne
rester av pyridin. Dette ga peracetylert mannose 31 som en brun olje (89%, 9.7 g, 24,7 mmol)

med et forhold mellom anomerene a:p=1:1.9.

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 6.08 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.85 (d, J = 1.2 Hz, 2H), 5.48 (dd, J =
3.3, 1.2 Hz, 2H), 5.38 — 5.22 (m, 5H), 5.12 (dd, J = 10.0, 3.3 Hz, 2H), 4.28 (ddd, J = 12.4, 10.2,
5.1 Hz, 3H), 4.17 — 4.09 (m, 4H), 4.09 — 4.00 (m, 2H), 3.80 (ddd, J = 9.8, 5.3, 2.4 Hz, 2H), 2.23
~2.13 (m, 13H), 2.13 — 1.97 (m, 37H), 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): § 170.77, 170.32, 170.11, 169.92, 169.69, 168.49, 168.18, 90.72,
90.54, 77.48, 77.16, 76.84, 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, 20.76, 20.65, 14.32.

4.4.2 Syntese av 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranosylbromid (32)
OAc

AcO 0o
AcO
AcO

32 pr

Syntesen ble utfgrt i henhold til det publiserte arbeid av Huang.*

HBr i eddiksyre (33%, 100 mL) ble tilsatt drapevis til 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-
mannopyranose 31(9.6 g, 24.6 mmol) ved 0°C og brakt til romtemperatur. Etter rgring ved

romtemperatur i to timer ble lgsningen fortynnet med CH2Cl>(250mL), vasket forsiktig med
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isvann, terket med MgSO4 og inndampet under redusert trykk til rent produkt, a-anomer av
mannosylbromid 32 (77%, 7.8 g, 18.9 mmol).

'H NMR (400 MHz, CDCls): § 6.28 (dd, J = 1.7, 0.7 Hz, 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), 2.11 — 2.03
(m, 9H), 1.99 (s, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): § 177.02, 170.69, 169.85, 169.71, 83.15, 77.48, 77.16, 76.84,
72.93, 72.25, 68.05, 65.42, 61.57, 20.86, 20.82, 20.77, 20.74, 20.67.

4.4.3 Syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranosid (33)

OAc
cQ0 MeO
AcO
AcO 0] CHO
33

Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Yan et al.??

2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranosylbromid 32(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 CH.Cl, (15 mL) og 0.5 M
K2COs (15 mL). Den bifasiske reaksjonen ble rort i 3 timer ved 40°C, far det ble tilsatt EtOAc
(70 mL). Fasene ble skilt og organisk fase ble vasket med vann (3x50 mL), mettet vandig NaCl
(50mL), terket med NaSO4 og konsentrert under redusert trykk. Raoljen ble forsgkt renset med
bade omkrystallisering i etanol og flash kolonnekromatografi, men ga ikke isolert produkt. NMR

av rdoljen viser dannelse av produkt 33 til ca 25% utbytte (beregnet fra 3 C-NMR).
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4.5 Syntese mot matairesinol-4,4-di-O-D-mannosid (5)

45.1 Forsgk pa syntese av matairesinol-4,4-di-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranosid (35)

OAc

cO0

AcO
Ac
AcO

O
0] AcO OAG
MeO
OAc
O
N o
(0]

OMe

0] 35

Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Yan et al.?

2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranosylbromid 32 (1.36 g, 3.3 mmol, 3 ekv), vanillin (0.4 g,
1.1 mmol, 1.0 ekv) og TBAB (0.2 g, 0.62 mmol, 0.56 ekv) ble lgst i CH>Cl>(5 mL) og 0.5 M
K2COs (5 mL). Den bifasiske reaksjonen ble rart i 3 timer ved 40°C, far det ble tilsatt EtOAc (70
mL). Fasene ble skilt og organisk fase ble vasket med vann (3x50 mL), mettet vandig NaCl
(50mL), terket med Na>SO4 og konsentrert under redusert trykk. Det ble ikke identifisert produkt
35 med glykosidbinding ved analyse av spektrale data fra NMR.

4.5.2 Syntese av 1,2,3,4,6-penta-O-benzoyl-D-mannopyranose (39)

OBz

BzO 0
BZBO o
z OB

39 z

Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Brimble et al.>?

D-mannose 7 (2.0 g, 11.1 mmol, 1.0 ekv) og DMAP (0.04 g, 0.32mmol, 0,03 ekv) ble lgst i
pyridin (24 mL). Ved 0 °C ble benzoylklorid (8.0 mL, 69 mmol, 6.2 ekv) tilsatt drapevis fer
Igsningen sto ved romtemperatur i 16 timer. Lgsningen ble inndampet under redusert trykk,
fortynnet med CH2Cl, (50mL) og tilsatt 10g is, vasket med mettet vandig NaCl (50 mL), 1M
HCI (50 mL), mettet vandig NaHCO3 (5x50 mL) og mettet vandig NaCl (50 mL). Organisk fase
ble deretter tarket med MgSO4 og dampet inn til perbenzoylert mannose 39 (73%, 5.7 g, 8.1

mmol)
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IH NMR (400 MHz, CDCls): § 8.25 — 8.07 (m, 9H), 8.01 — 7.84 (m, 6H), 7.73 — 7.22 (m, 25H),
7.21-7.12 (m, 3H), 6.46 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 6.25 — 6.06 (M, 2H), 5.83 (dd, J = 10.0, 3.2 Hz,
1H), 4.82 — 4.68 (M, 1H), 4.64 — 4.48 (m, 1H), 4.39 (ddd, J = 9.7, 4.3, 2.8 Hz, 1H), 2.36 (s, 2H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): § 166.22, 165.70, 165.60, 165.40, 164.23, 162.48, 137.98, 134.66,
133.87, 133.68, 133.53, 133.19, 130.69, 130.26, 130.13, 130.08, 129.97, 129.93, 129.89, 129.49,
129.15, 129.00, 128.97, 128.89, 128.82, 128.78, 128.64, 128.61, 128.56, 128.54, 128.49, 128.34,
125.42,91.37, 77.48, 77.16, 76.84, 73.44, 71.68, 71.32, 69.53, 66.53, 62.78, 21.57.

4.5.3 Syntese av 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-mannopyranosid (40)

OBz

BzO. o
B220
z OH

40

Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Pilgrim et al.8

1,2,3,4,6-penta-0O-benzoyl-D-mannopyranose 39 (4.6 g, 6.5 mmol, 1.0 ekv) ble lgst i CH,Cl (30
mL), avkjglt til 0 °C og tilsatt HBr i eddiksyre (33%, 12 mL) og sto over natta ved
romtemperatur. Lgsningen ble fortynnet med eter (50mL) og ngytralisert med is (10 g), vasket
med vann (50 mL), mettet vandig NaHCO3 (50 mL), vann (50 mL), mettet vandig NaCl (50
mL), terket med Na>SOs far lasemiddel ble dampet vekk under redusert trykk.

Resterende raprodukt (5.3g) ble lgst i aceton (100 mL) og vann (2 mL), og tilsatt Ag.COs (1.0g,
3.8 mmol, 0,58 ekv) far den sto over natta ved romtemperatur. Lgsningen ble filtrert gjennom
Celite, deretter tarket med MgSQO4 og konsentrert under redusert trykk til produkt tetra
benzoylmannose 40 (82%, 3.2g, 5.3 mmol) som hvitt fast stoff.

IH NMR (400 MHz, CDCls): & 8.12 (dt, J = 8.4, 1.5 Hz, 5H), 8.11 — 8.00 (m, 2H), 8.00 — 7.89
(m, 2H), 7.89 — 7.78 (m, 2H), 7.67 — 7.51 (m, 4H), 7.55 — 7.32 (m, 11H), 7.31 — 7.23 (m, 2H),
6.17 (t, J = 10.1 Hz, 1H), 6.01 (dd, J = 10.2, 3.2 Hz, 1H), 5.75 (dd, J = 3.3, 1.9 Hz, 1H), 5.54 (d,
J=1.9Hz, 1H), 4.76 (dd, J = 12.2, 2.7 Hz, 1H), 4.68 (dt, J = 10.0, 3.2 Hz, 1H), 4.55 — 4.42 (m,
1H), 4.12 (g, J = 7.1 Hz, 1H), 3.45 (s, 1H), 2.05 (s, 1H), 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCls):  171.82, 166.52, 165.75, 165.65, 133.91, 133.58, 133.32, 133.23,
130.34, 129.98, 129.95, 129.90, 129.41, 129.21, 129.14, 128.70, 128.62, 128.59, 128.44, 92.52,
77.48, 77.16, 76.84, 71.02, 69.94, 69.02, 67.02, 62.89, 31.72, 22.79, 14.26.
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4.5.4 Syntese av 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-mannopyranosyl trikloracetimidat (41)

OBz

BzO.0
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41 \n/
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Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Brimble et al.>?

2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-mannopyranosid 40 (1.1g, 1.8 mmol, 1.0 ekv) ble lgst i CH2Cl> (20
mL) og tilsatt K.COs (0.45¢g, 3.26 mmol, 1.8 ekv). Lagsningen ble rgrt i 10 minutter far CCIsCN
(0.9 mL, 8.97 mmol, 5.0 ekv) ble tilsatt drapevis, og lgsningen sto i 3 dggn ved romtemperatur.
Deretter ble lgsningen filtrert, vasket med mettet vandig NaHCOs3 (20 mL), mettet vandig NaCl
(20 mL), terket med Na>SO4 og dampet inn til produkt 41 (94%, 1.25 g, 1.69 mmol)

IH NMR (400 MHz, CDCls): & 8.74 (s, 1H), 7.95 (ddt, J = 8.4, 6.9, 1.3 Hz, 4H), 7.88 — 7.79 (m,

2H), 7.76 — 7.68 (m, 2H), 7.53 — 7.35 (m, 3H), 7.35 — 7.21 (m, 7H), 7.25 — 7.14 (m, 1H), 7.17 -

7.11 (m, 2H), 6.45 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 6.11 (t, J = 10.1 Hz, 1H), 5.89 — 5.73 (m, 2H), 4.60 (dd, J
=12.3, 2.5 Hz, 1H), 4.51 (ddd, J = 10.2, 4.2, 2.4 Hz, 1H), 4.38 (dd, J = 12.3, 4.2 Hz, 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): & 166.17, 165.62, 165.51, 165.25, 160.01, 133.83, 133.73, 133.49,
133.24, 130.09, 130.00, 129.91, 129.07, 128.96, 128.88, 128.81, 128.63, 128.58, 128.52, 94.80,
90.77,77.48, 77.16, 76.84, 71.68, 69.95, 68.98, 66.19, 62.51.

4.5.5 Syntese av matairesinol-4,4-di-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-mannopyranosid (42)
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Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Ekholm et al.?°
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2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-mannopyranosyl trikloracetimidat 41 (0.60g, 0.81 mmol, 2.6 ekv) og
matairesinol 4 (0.113g, 0.31 mmol, 1.0 ekv) og aktiverte 4A molekylersiler (0.1g) ble lgst i
CH2Cl, (10mL) far BF3-OEt, (0.05 mL, 0.3 mmol, 1.0 ekv) ble tilsatt ved 0 °C. Etter 2 timer ble
Igsningen varmet til romtemperatur, vasket med mettet vandig NaHCO3 (10 mL), terket med
Na>SO4 og dampet inn under redusert trykk.Ved undersgkelse av raprodukt med HPLC og
MALDI-TOF ble det observert mulig dannet produkt 42 og matairesinol-mono-

tetrabenzoylmannosid.

4.5.6 Syntese av matairesinol-4,4-di-D-mannopyranosid (5)
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Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Ekholm et al.?°

Raolje av matairesinol-di-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-mannopyranosid 42(73 mg) ble lgst i en
blanding av metanol/THF/H2O/EtsN (2.5 ml/3 mL/0.5 mL/1 mL) ved 55°C og sto med rgring i 4
degn. Prgven ble dampet inn under redusert trykk. Da analyse med NMR var utfordrende, ble det
bestemt at raproduktet skulle undersgkes pa HPLC og MALDI-TOF, men disse analysene ble

ikke utfert innenfor tidsskjemaet for dette masterprosjektet.

4.6 Syntese mot vanillinglykosid av -MOS (3)

Syntesen ble utfgrt i henhold til det publiserte arbeid av Wu et al.>!
4.6.1 Syntese av peracetylerte mannaner (37)

En lgsning av B-MOS (36) (0.95 g) og Ac20 (15 mL, 160 mmol) i pyridin (15 mL) sto pa rgring
i 24 timer ved romtemperatur og ble deretter oppkonsentrert under redusert trykk og lgst i
CH2Cl2 (30 mL). Organisk fase ble vasket med mettet vandig NaHCO3 (3x30mL), 1M HCI
(3x30 mL) og mettet vandig NaCl (30 mL), tarket med Na>,SO4 og inndampet under redusert
trykk. Azeotropdestillering med toluen ble benyttet for a fjerne rester av pyridin. Dette ga
peracetylerte mannaner (37) (68%, 1.29)
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IH NMR (400 MHz, CDCls): § 5.72 — 5.59 (m, 1H), 5.48 — 5.37 (m, 1H), 5.37 — 5.23 (m, 1H),
5.23 —5.13 (m, 1H), 5.05 — 4.95 (m, 2H), 5.00 — 4.88 (m, 1H), 4.31 — 4.20 (m, 1H), 4.17 — 3.96
(m, 6H), 3.80 — 3.63 (M, 1H), 2.33 (s, 3H), 2.19 (s, 10H), 2.27 — 2.07 (m, 7H), 2.08 (d, J = 4.4
Hz, 5H), 2.07 — 1.93 (m, 27H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 7H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): § 171.22, 170.59, 170.20, 169.90, 169.88, 169.38, 166.48, 92.186,
92.10, 89.30, 77.48, 77.16, 76.84, 71.04, 69.91, 69.55, 69.41, 68.72, 68.38, 68.13, 62.84, 62.31,
60.70, 60.45, 22.21, 21.08, 20.90, 20.85, 20.76, 20.73, 20.70, 20.65, 20.59, 20.53, 14.24.

4.6.2 Syntese av peracetylerte mannanbromider (38)
Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Huang.8!

HBr i eddiksyre (33%, 10mL) ble tilsatt drapevis til peracetylerte mannaner (37) (1.5 g) ved 0°C.
Etter raring ved romtemperatur i to timer ble lgsningen fortynnet med CH>Cl> (100mL), vasket
forsiktig med isvann, tearket med MgSO4 og inndampet under redusert trykk som ga

mannanbromider 38 (1.19).
'H NMR (400 MHz, CDCly): & 7.54 (s, 4H), 6.56 — 6.44 (m, 1H), 5.45 — 5.32 (m, 1H), 5.35 —

5.19 (m, 2H), 5.23 — 4.98 (m, 1H), 4.98 — 4.78 (m, 2H), 4.68 (td, J = 9.4, 3.7 Hz, 1H), 4.25 —
3.87 (M, 4H), 3.87 — 3.59 (M, 2H), 2.14 — 1.99 (m, 4H), 2.04 — 1.83 (m, 26H), 1.86 (s, 1H).

4.6.3 Forsgk pa syntese av peracetylerte mannanvanilliner (43)
Syntesen ble utfart i henhold til det publiserte arbeid av Yan et al.??

Mannanbromider 38(1.1 g), vanillin (0.2 g, 1.3 mmol, 1.5 ekv) og TBAB (0.20 g, 0.62 mmol,
0.72 ekv) ble lgst i CH2Cl2 (30 mL) og 0.5 M K2COs (30 mL). Den bifasiske reaksjonen ble rart
over natta ved 45°C, far det ble tilsatt EtOAc (70 mL). Fasene ble skilt og organisk fase ble
vasket med vann (3x50 mL), mettet vandig NaCl (50mL), tarket med Na>SO4 og konsentrert
under redusert trykk til 0.6 g raolje av produkt 43.

IH NMR (400 MHz, CDCls): § 9.88 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 7.49 — 7.38 (m, 2H), 5.51 — 5.08 (m,

4H), 4.40 — 4.02 (m, 6H), 3.99 — 3.89 (m, 1H), 3.92 — 3.85 (m, 3H), 2.23 — 1.96 (M, 32H), 1.25
(t, J = 7.1 Hz, 4H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): § 190.99, 171.29, 169.95, 152.04, 147.38, 129.86, 127.63, 125.85,
114.59, 110.52, 108.94, 98.50, 77.48, 77.16, 76.84, 69.58, 69.29, 68.17, 62.35, 61.60, 60.50,
56.19, 56.09, 21.13, 20.80, 14.28.
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Figur 6-1'H- NMR-spekter av 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranose (22)
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Figur 6-2 3C- NMR-spekter av 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-glukopyranose (22)
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Figur 6-3 *H-NMR-spekter for forsgk pa syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-
glukopyranosid (30) med BFsEtO;
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Figur 6-4 3C-NMR-spekter for forsgk pa syntese av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-
glukopyranosid (30) med BFsEtO;
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Figur 6-14 3C-NMR-spekter av forsgkt syntese pa glykosid av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-
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Figur 6-22 13C-NMR-spekter av 4-formyl-2-metoksyfenyl-D-glukopyranosid (1)
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Figur 6-23 *H-NMR-spekter av 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-mannopyranosid (31)
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Figur 6-24 13C-NMR-spekter av 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-D-mannopyranosid (31)
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Figur 6-25 *H-NMR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-acetylert-D-mannopyranosylbromid (32)
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Figur 6-26 *C-NMR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-acetylert-D-mannopyranosylbromid (32)
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Figur 6-27 *H-NMR-spekter av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranosid (33)
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Figur 6-28 13C-NMR-spekter av 4-formyl-2-metoksyfenyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-mannopyranosid (33)
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Figur 6-30 *3C-NMR-spekter av acetylerte mannaner (37)
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Figur 6-31 *H-NMR-spekter av bromaktiverte mannaner (38)
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Figur 6-32 13C-NMR-spekter av bromaktiverte mannaner (38)
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Figur 6-33 *H-NMR-spekter av forsgk pa syntese av acetylert mannanvanilliner (43)
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Figur 6-35 *H-NMR-spekter av 1,2,3,4,6-penta-O-benzoyl-D-mannopyranose (39)
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Figur 6-37 *H-NMR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-mannopyranosid (40)

91



sbumn

LLrprr-3

SBITI~_
ca.aal

av.2al
2a.2al >-

IeEEL
82.EEL
SEEEL
EC.EEL
REOEL
8285t
2e.esr

0e.esr
kst
ISesr
kLEED
0%.85t
Sa.851
22,851
#p,BEL

20 8k.T%

[alata =T

2D pE.av
20.I%—
Pe.2A-T
=0.23
jaeRY:]
08.59

SVIE—

ev.e5—

o pL—

T T T T T T T T T T
0<r  0Er  Odr O2F OBl ONF 08F  0er  00S OIS

T
Orr

oe

0%

0e

0

0r-

000002
0000k
0000048
00002 E
00000€-
0000c<+
00000<+
000001+

0000t

Figur 6-38 3C-NMR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-mannopyranosid (40)

0000z

00002+

(maaq) It

92



o o o o o o o =) o
[=] [=] =] =] [=] [=] [=] =] [=] [=] [=] [=] =] [=] [=] [=] =] =1
[=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] =1
[=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] [=] =1
I 2 R F ] & ] g g g ] g g g = g g =
— — — — — — — — a [-=) P~ =1 ["s] <+ (5] o~ — = ]
| | 1 | L L 1 1 1 1 L L 1 1 1 1 1 | |
OgH §b'1 e
EED T
PEY
9Ed
LEF
9b'k =
s =
i
b
133
bt 2
05h
05t
9gh
5y ‘ =
[1%3 =
09t -
(33 |
s "
645 — L
[T} -
05
195
85 — =
£8'5 . F o
PE'S —
909
809
119 "
' [ e
£b'9
e
e
v Lo
ETL m
(a3
PTY
ST
e Fa
104
L
D00 vEL
bTs .
9T 3 o
i
{ai 5
8T
I
+
[=]
[ A
's]
[ A
[=]
[ o
['s]
[
o
[~
.
[
=
]
['s]
]
3
=)
[ o
['s]
[ o
=
= B =]
RIS -
PR TS
B o 5677
o5 s64q ]
th T8 =
w s
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Figur 6-40 *C-NMR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-mannopyranosyltrikloroacetimidat (41)
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Figur 6-41 *H-NMR-spekter av matairesinol 4,4-di-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-mannopyranosid (42)
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Figur 6-42 3C-NMR-spekter av matairesinol 4,4-di-2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-mannopyranosid (42)
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6.2 IR-spektra
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Figur 6-43 IR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glukopyranosid (28)
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Figur 6-44 IR-spekter av 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-D-mannopyranosid (40)
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6.3 MS-spektra
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Figur 6-45 MS-spektra av 1,2,3,4,6-penta-O-benzoyl-D-mannopyranose (39) og matairesinol 4,4-di-2,3,4,6-tetra-O-

benzoyl-D-mannopyranosid (42)
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