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Forord

Denne masteroppgaven ble gjennomfgrt som et samarbeid mellom Norges Teknisk-
naturvitenskapelige Universitet og OsloMet - Storbyuniversitetet fra august 2019 til juni
2020. Laboratoriearbeid ble utfgrt pa farmasiutdanningen pa OsloMet. Prosjektet ble
veiledet av fgrsteamanuensis Eirik Johansson Solum (NTNU), og fgrsteamanuensis Bjgrg
Siw Mgller Tannaes (OsloMet).

Jeg gnsker a takke Eirik Solum for & ha gitt meg mulighet til 8 arbeide med et s
spennende prosjekt, og for a ha lagt til rette for god veiledning over Skype. Jeg gnsker
0gsa a takke Bjgrg M. Tannaes for all veiledning pa lab, tilrettelegging,
motivasjonssamtaler, og utallige timer brukt for & hjelpe meg med prosjektet. Denne
oppgaven hadde ikke veert mulig @ gjennomfgre uten hennes innsats og dyktighet. Jeg vil
ogsa takke kjemiingenigr Marius Landsverk for opplaering i analyseinstrumenter og
bestilling av kjemikalier.

En spesiell takk ma rettes til medstudent og labpartner Eivind Halvorsen Brenna for
samarbeidet i prosjektet. Dagene pa laboratoriet ville veert uutholdelige uten hans tgrre
vitser og morsomheter. Sammen har vi mgtt veggen opptil flere ganger, men vi har alltid
stgttet hverandre og lgftet hverandre opp.

Jeg gnsker ogsa a takke Professor Frode Rise og senioringenigr Dirk Petersen fra kjemisk
institutt pa Universitetet i Oslo for opplaering og veiledning i bruk av NMR, og for & ha gitt
meg mulighet til 8 benytte meg av instrumentene.

Sist, men ikke minst, gnsker jeg a takke min familie og venner for @ ha holdt ut med
meg i dette perioden. Spesielt gnsker jeg a takke min samboer for & ha mattet takle
mine darlige ettermiddager etter mislykkede forsgk pa laboratoriet, og for @ ha stgttet
meg hele veien.

Varen 2020 ble ikke helt som forutsett da pandemien covid-19 brgt Igs for alvor. 12.
mars innfgrte regjeringen tiltak som fgrte til blant annet stengte universiteter, noe denne
masteroppgaven baerer preg av. Det ble ikke mulig & gjennomfgre full spekterdekning av
syntetiserte forbindelser.



Sammendrag

En av de stgrste utfordringene i dagens samfunn er utviklingen av antibiotikaresistens
hos bakterier. For a forhindre at bakterielle infeksjoner blir like dgdelig som far
oppdagelsen av antibiotika er det helt avgjsrende & utvikle nye typer antibiotika samtidig
som bakterienes resistensmekanismer hemmes. Naturstoffer har tidligere vist seg a vaere
viktig i utviklingen av nye antibiotika. Oppdagelse, identifisering, og testing av nye
naturstoffer forskes derfor mye pa. Malet for denne masteroppgaven var a syntetisere to
nylig identifiserte naturstoffer fra den marine soppen Penicillin chrysogenum CHNSCLM-
0003, chrysogeamide A og B. Det var gnskelig a teste disse forbindelsene pa et bredt
spekter av bakterier for a8 undersgke eventuell antibakteriell effekt.

Syntesen av malmolekylene besto av blant annet peptidsyntese av et pentapeptid,
Negishi krysskobling, samt asymmetrisk syntese. Syntese av dipeptider ga hgye utbytter,
og det ble utarbeidet en prosedyre som ga kortere reaksjonstid og enklere opparbeidelse
enn publisert i litteraturprosedyrer. Peptidsyntese av tetrapeptid og pentapeptid derimot
viste seg a vaere utfordrende nar det kom til rensing av produktet. Etter prgving og
feiling ble det utviklet en metode som gjorde isolering av produktet enklere. Istedenfor a
benytte standard koblingsreagenser EDC, HOBt og DIPEA ble kun EDC og DIPEA
benyttet.

Negishi krysskobling med Pd-PEPPSI-IPr viste seg a vaere en utfordring da sidereaksjoner
som p-hydrid eliminering og homokobling var eneste produkter etter reaksjon. Variasjon i
temperatur og mengde katalysator ga ingen endringer av resultatet. En alternativ
syntesestrategi ble forsgkt for @ syntetisere malmolekylene uten Negishi krysskobling. En
sentral del av den nye strategien var asymmetrisk alkylering. Asymmetrisk alkylering har
tidligere vist god stereoselektivitet, men reaksjonen ga ikke produkt. Videre tester viste
ogsa vanskeligheter med aminolyse som skulle koble pentapeptidet sammen med ikke-
peptidfragmentene. Syntese av chrysogeamide A og B ble ikke fullfgrt, og det gjenstar
enda arbeid for 3 utvikle en syntesestrategi for forbindelsene.



Abstract

One of the greatest challenges the world is facing today is the development of bacteria
that are resistant to antibiotics. To avoid bacterial infections becoming as deadly as they
were before the discovery of antibiotics, it is crucial to develop new antibiotics and to
stop the resistance mechanism in bacteria. Natural products have played a central role in
the development of new antibiotics, and much of recent research has focused on the
discovery, identification and testing of new natural products. The aim of this master
thesis was to synthesize two newly identified natural products from the marine fungus
Penicillin chrysogenum CHNSCLM-0003, chrysogeamide A and B. These compounds
would then be tested on a wide range of bacteria in order to assess their antibiotic
properties.

The synthesis of the target compounds consisted mainly of peptide synthesis, Negishi
cross coupling and asymmetrical synthesis. Synthesis of dipeptides gave a high yield,
which inspired the design of a procedure that shortened reaction time and simplified
purification processes in comparison to methods shown in literature. The peptide
synthesis of tetra- and pentapeptides proved to be challenging during the purification
process, making isolating the product difficult. After a process of trial-and-error, it
became evident that the reaction gave the best results without using the reagent HOB,
making it possible to isolate the product.

Negishi cross coupling using the Pd-PEPPSI-IPr complex only gave S-hydride elimination
and homocoupled products. A variation in temperature or quantity of catalyst did not
change this outcome, making the cross coupling a challenge. An alternative synthesis
plan was therefore tried without the Negishi cross coupling. In the new plan,
asymmetrical alkylation played an important role. Asymmetric alkylation would
selectively give the chiral center needed, but the reaction failed. Further testing also
revealed challenges with aminolyses connecting the peptide with the non-peptide
fragment. Synthesis of chrysogeamide A and B was unsuccessful, making further
research necessary in order to properly synthesize these compounds.
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1. Bakgrunn og mal

I tiden fgr antibiotika ble oppdaget var bakterielle infeksjoner den tilstanden som krevde
flest menneskeliv. Dette kom av at det ikke fantes noen kur mot bakterielle infeksjoner,
sa et infisert sar kunne i verste fall vaere dgdelig. Ved en tilfeldighet ble Penicillinet
oppdaget i 1928 av den britiske forskeren Fleming. Det skulle likevel ta mange flere ar
for man klarte @ oppkonsentrere Penicillin i store nok mengder til at det kunne brukes i
behandling av pasienter. Den fgrste dokumenterte bruken av Penicillin hos en pasient var
i 1941, og det var i arene etter dette at Penicillin ble allment kjent som et mirakel. Det
ble syntetisert mange ulike typer antibiotika i arene som fulgte, slik at det ble mulig &
behandle bade gramnegative og grampositive bakterielle infeksjoner. Dette var et stort
skritt i medisinsk historie, og fgrte til at mange pasienter som fgr ville dgdd av
infeksjoner na overlevde. Antibiotikas gullalder stoppet midlertidig opp pa midten av
1960-tallet, og nesten alle typer antibiotika som benyttes i dag er oppdaget fgr 1970.
Utfordringen i dag er en stadig gkende antibiotikaresistens som fgrer til at de ulike
typene antibiotika mot bakterielle infeksjoner ikke vil vaere effektive i fremtiden. For &
unnga at bakterielle infeksjoner igjen blir dgdelig er effektive antibiotika en
ngdvendighet. A forhindre resistensutviklingen samfunnet star overfor i dag er mulig ved
& hemme resistensmekanismene, samtidig som nye og effektive antibiotika ma lages.!

Figur 1.1: I 1945 fikk A. Fleming, H. Florey og E. Chain nobelprisen i fysiologi eller medisin for
oppdagelsen av Penicillinet.!

Naturstoffer er substanser som er isolert fra levende organismer som sopp, bakterier
eller andre mikroorganismer. Marine sopper er verdifulle kilder til naturstoffer, og det er
funnet mer enn 1000 ulike derivater som er farmakologisk aktive. De farmakologisk
aktive derivatene har vist toksisk effekt mot bakterier, virus, sopp og kreft.2

Soppen Penicillin har over 200 arter i det marine gkosystemet, og enda er mange ikke
identifiserte. Over 660 ulike substanser er identifisert fra den marine Penicillin slekten,
der flere har spilt en viktig rolle for behandling av blant annet kreft. Det er derfor stort
potensiale for at det finnes flere substanser produsert av Penicillin-arten som kan ha en
viktig farmakologisk rolle.® Nylig ble flere nye forbindelser oppdaget, isolert og



identifisert fra marin Penicillin chrysogenum CHNSCLM-0003, chrysogeamide A-G,
nodupetide og scopularide A og B.3

Fellesnevneren for disse forbindelsene er at de er sykliske og bestar av ulike aminosyrer i
tillegg til et fragment bestaende av en ester og karbonkjeder av ulike lengder.
Forbindelsene chrysogeamide A og B bestar av fem aminosyrer; Glysin, D-Leusin, L-
alanin, og to L-valin. De har blitt testet pa sebrafiskembryoer, og vist tegn til & fremme
angiogenese i embryoene sammenlignet med kontrollprgven. De viste ingen apenbar
toksisk effekt pa embryoene. Chrysogeamide A og B er ogsa testet pa et utvalg bakterier
og virus uten 3 ha vist noen umiddelbar effekt alene. Malet med denne masteroppgaven
var a syntetisere chrysogeamide A og B, og teste deres effekt pa et bredt spekter av
bakterier som enda ikke er blitt undersgkt. Figur 1.2 viser en oversikt over noen av
forbindelsene som ble identifisert.?

L1

0]

T ke
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T

Chrysogeamide A (1) R = (CH,),CHs Chrysogeamide C (4) R = (CH3)4CH3
Chrysogeamide B (2) R = (CH,),CH3 Chrysogeamide D (5) R = CHg
Nodupetide (3) R=CHj, Chrysogeamide E (6) R = (CH2).CH3

Figur 1.2: Noen av forbindelsene som ble identifisert fra Penicillin chrysogenum CHNSCLM-0003.



2. Syntesestrategi og teori

Strukturene til chrysogeamide A og B kan deles inn i to hoveddeler, fem aminosyrer
(red), og et ikke-peptidfragment (bld), se figur 2.1. Det vil bli presentert to ulike
retrosyntetiske analyser for hvordan malmolekylene kan brytes ned til passende
byggesteiner.

Syntesevei 1:

Syntesevei 1 gir ikke-peptidfragmentene 8 og 9, og pentapeptidet 7 som passende
byggesteiner, vist i figur 2.1. Disse forbindelsene kan syntetiseres parallelt. Ved &
syntetisere pentapeptidet 7 og ikke-peptidfragmentene 8 og 9 samtidig kan de to
komponentene kobles sammen og sykliseres ved henholdsvis (1) aminolyse* og (2)
Steglich esterifiseringS. Aminolyse vil fgre til dannelse av amid mellom glysin pa
pentapeptidet og ketonet pa ikke-peptidfragmentet. Makrosyklisering med Steglich
esterifisering vil danne en ester mellom hydroksylgruppen og karboksylsyren pa valin
med DMAP og DCC som koblingsreagenser.

Syntesevei 1

@ Steglich esterifisering

Chrysogeamide A (1) R = (CH5),CH3
Chrysogeamide B (2) R = (CH5)4CH,

o) OH O S
H H i

HN N N P N
0 0 AL Bn)\/

Figur 2.1: Retrosyntetisk analyse med pentapeptid 7 og ikke-peptidfragmentene 8 og 9.



Syntesevei 2:

Figur 2.2 presenterer en retrosyntetisk analyse av malmolekylene der rekkefglgen pa
sykliseringen er noe annerledes enn i syntesevei 1. Til forskjell fra syntesevei 1 vil (1)
aminolyse kun veere mellom ikke-peptidfragmentene 8 og 9, og glysin t-butylester 11.
Dette vil gi aminolyseproduktene 12 og 13. Parallelt med syntese av forbindelse 12 og
13 vil tetrapeptid 10 syntetiseres ved standard peptidsyntese i Igsning. Tetrapeptid 10
vil bli koblet pa aminolyseproduktene 12/13 ved (2) Steglich esterifisering. TFA vil fjerne
Boc og t-butylgruppen pa glysin for makrosyklisering ved (3) peptidsyntese gir
malmolekylene med FDPP og DIPEA som koblingsreagenser.

Syntesevei 2

@ Steglich esterifisering

Oj:NH L
NH N0
H
OAVNTHW/\ (3) Peptidkobling
0o

T

Chrysogeamide A (1) R = (CH5),CH3
Chrysogeamide B (2) R = (CH,)4,CH;

OH O @ Aminolyse

@) @)
H H d
‘. O
BOC\NI(N L P
0 H o A 0
10

12.R = (CH2)4CH3
13: R = (CH,),CH,

OH O S
)\/ (0]
Bn
8 R= (CH2)4CH3 11
9: R = (CH,),CH5

Figur 2.2: Retrosyntetisk analyse av m&lmolekylene med peptidsyntese som siste trinn.



Syntesevei 1 (figur 2.1 side 3) bestar av to trinn, mens syntesevei 2 (figur 2.2 side 4)
bestar av tre trinn. Det ble besluttet & falge syntesestrategien presentert i syntesevei 1
da faerrest syntesetrinn ofte resulterer i hgyest totalt utbytte.

2.1 Syntese av ikke-peptidfragmentene 8 og 9

Det finnes flere strategier for & syntetisere forbindelse 8 og 9. Figur 2.3 presenterer to
ulike retrosyntetiske analyser. Syntesevei A deler ikke-peptidfragmentene i tre ulike
deler som gir forbindelsene 14/15, 16 og 17 som passende byggesteiner. Forbindelse
16 og 14/15 kan kobles sammen ved sp3-sp® Negishi krysskobling fgr esteren reduseres
til aldehyd og kobles med forbindelse 17 i «<non-Evans» syn aldolreaksjon. Syntesevei B
bryter ogsa ikke-peptidfragmentene ned til tre deler, forbindelse 18/19, 20/21 og 17.
Forbindelse 18/19 kobles pa forbindelse 20/21 under asymmetrisk alkylering for
reduksjon gir aldehydet som kan kobles med forbindelse 17 i en «non-Evans» syn
aldolreaksjon.

Syntesevei A Syntesevei B

Negishi krysskobling Eyans aldol Asymmetrisk alkylering  Evans aldol

R,"‘\‘/(i,H)OL )N;[(S/S R/T'\ O,H jLNJ?

Bn
8: R=(CH5)4CH; 8: R =(CH5)4CH3;
9: R = (CH,),CH; 9: R = (CH3)2CH3

e 3

)

X i QW

+ - R |+ +

e et I e s Re
Bn

14:R = (CH,)sCH; 16 17 18: R = (CH,),CH; 20: X

15: R = CH,CH; 19: R = (CH,),CH; 21: X

\ J

Figur 2.3: Retrosyntetiske analyser av ikke-peptidfragmentene 8 og 9.

Syntesevei A:

Syntesevei A bestar av tre syntesetrinn (vist i figur 2.4 side 6): Negishi krysskobling,
reduksjon med DIBAL-H og asymmetrisk aldolreaksjon. Forbindelse 16 er kommersielt
tilgjengelig og innehar et kiralt senter, noe som er fordelaktig.




e} o

. o~ + R._ZnBr Pd-PEPPSI-IPr, LiBr R o~ _DIBAL-H
THF:NMP (1:2) CHxCl;

-78 °C

16 14: R= (CH,)sCH; 22: R= (CH,)3CHj
15: R= CH,CH, 23: R= CH,CHj

K
O )\/S OH

R R
MH T|CI4, DIPEA J<

CH,Cly, -78 °C )\/S

24: R= (CH,)3CH; 8: R= (CH2)3CH3
25: R= CH2CH3 9:R= CH20H3

Figur 2.4: Syntesevei A for ikke-peptidfragmentene 8 og 9.

Syntesevei B:

Syntesevei B (vist i figur 2.5) bestar av fire trinn: acylering, asymmetrisk alkylering,

reduksjon med DIBAL-H og asymmetrisk aldolreaksjon. Denne syntesestrategien
forutsetter syntese av to kirale sentere.

X O

X

HN/[< n-BuLi, propanoylklorid \)L J( NaHMDS, R R NJ(
X THF, -78 °C THF, -78 °C X

o S ' /~

Bn

Bn
26: X=S 20: X=S 28: X='S, R= (CH,),CHj
27:X=0 21:X=0 29: X= 'S, R= (CH,),CHj
30: X= O, R= (CH2)4CH3
31: X= 0, R= (CH,),CH>
DIBAL-H
O s CH,Cl,
)LNJ(S -78°C
OH O S Bn)\/ o)
= N TiCl, DIPEA, 17 HNJ(
S H
J~/ CH,Cly, 78 °C )\/
Bn
8: R= (CH2)4CH3 26: X=S 24: R= (CH2)4CH3
9: R= (CH,),CHj; 27: X=0 25: R= (CH5),CH3

Figur 2.5: Synteseveij B.

Det ble bestemt & fglge syntesevei A da den har faerrest trinn, noe som ofte gir hgyere

totalt utbytte. I tillegg er det kun et kiralt senter som syntetiseres i syntesevei A, mot to
i syntesevei B.



2.2 Negishi krysskobling

Krysskoblinger er av stor betydning og mye brukt i organisk kjemi. Krysskobling er en
samlebetegnelse pa karbon-karbon kobling ved bruk av et katalysatorsystem, ofte med
palladium (Pd). Det finnes mange ulike metoder for krysskobling, noen av de kjente er
Heck, Stille, Suzuki, Sonogashira, Tsuji-Trost og Negishi.®

I Negishi krysskobling er reagensene som benyttes organosinkhalid og alkyl-, aryl- eller
alkenhalid. Alkyl-sinkhalidreagenser er en av de mest reaktive nukleofilene brukt i Pd-
krysskobling da de raskt inngar i transmetallering. Dette gjgr Negishi krysskobling egnet
til kobling utover standard sp?-sp? bindinger.® Denne egenskapen var bakgrunnen for
hvorfor Negishi krysskobling ble valgt i syntesevei A figur 2.4 side 6.

2.2.1 Reaksjonsmekanisme

Selv med mange ulike varianter av krysskobling fglger de fleste den samme generelle
sykliske mekanismen vist i figur 2.6 side 8. Pd (0) er den aktive formen av Pd-
katalysatoren. Det fgrste trinnet i katalysesirkelen er en oksidativ addisjon der R-X
komplekserer seg til Pd (0) og danner et organopalladium (II)-kompleks. Neste trinn er
transmetallering der et diorganopalladium (II)-kompleks dannes. Siste delen av
katalysesirkelen er selve krysskoblingen der karbon-karbon bindingen blir dannet under
reduktiv eliminasjon.”®

Krysskobling av aryler og alkener er godt dokumentert og har gode litteraturprosedyrer,

mens kobling av uaktiverte alkylhalider i lengre tid ikke var like godt dokumentert.® Det

ble foreslatt at arsaken til dette kunne vaere at oksidativ addisjon gikk veldig sakte mens
S-hydrid eliminasjon av alkylhalider gikk veldig raskt. Dette kan fgre til rask dannelse av
ugnsket eliminasjonsprodukt og lite gnsket produkt.

Grunnen til at g-hydrid eliminasjon er spesielt for krysskobling med alkylhalider er fordi
de kan ha tilgjengelig g-hydrogener. Dette gir mulighet for Pd (II) til & bruke -
hydrogenet som en ligand, og eliminasjon i alkylhalidet kan forekomme (se figur 2.6,
side 8). Denne muligheten finnes ikke ved krysskobling av aryl-, alken- eller
benzylhalogener da de ikke har p-hydrogener.10



Reduktiv eliminasjon

R1/\/ R 0 X N R
L,Pd
>/’ \QOksidativ addisjon
R R
LPd > LPd" Y
R X H
\ Beta-hydrid eliminasjon
Jransmetallering H
LPd + SR
X
M-X M-R
X = halid
M = metall

Figur 2.6: Generell mekanisme for palladium-katalysert krysskobling.®

2.2.2 Ligander

Negishi krysskobling med uaktivert alkylhalid har blitt rapportert med opptil 80 %
eliminasjonsprodukt og 10 % gnsket produkt med PdClz2(dppf) i THF som
katalysatorsystem.!! Organ et al. rapporterte senere hvilken betydning valg av ligander
utgjorde for utbyttet under krysskoblingen.® Det ble rapportert 77 % utbytte da
Pd2(dba)s (2 mol %), IPr-HCI (8 mol %), THF:NMP (2:1) i romtemperatur over 24 timer
ble benyttet. Test av ulike Igsemidler viste at det var avgjgrende a ha et polart
lgsemiddel, enten DMA, DMI eller NMP for @ oppna hgyt utbytte. IPr-HCl er et N-
heterosyklisk karben (NHC), se figur 2.7, som er godt egnet som ligand til palladium.
Bruk av liganden NHC viste en hemmende effekt pa g-hydrid eliminasjon. Det ble
rapportert at kun sma endringer i den kjemiske sammensetningen til NHC-liganden ga
betydelig endring i utbytte. Den steriske hindringen pa N-substituenten pa
nitrogenatomet var avgjgrende. Ved a endre substituenten fra A (IPr) til B (IEt) falt
utbyttet fra 77 % til 17 %.° Arsaken ble foreslatt & vaere at mer sterisk hindring gjor

reduktiv eliminasjon raskere, og dette er med pa a forhindre ugnskede sidereaksjoner.?

Figur 2.7: NHC har vist gode egenskaper som ligand til palladium.*?



Katalysatorsystemet viste utfordringer ved bruk i stor skala. Det ble foreslatt at disse
utfordringene skyltes reagensenes sensitivitet overfor oksygen og vann. NHC-liganden er
sveert sensitiv for fuktighet og oksygen.!? Dannelsen av aktivt katalysatorsystem mellom
PdCl2. og NHC-ligand under krysskobling ble rapportert vanskelig a folge, og hgyst
sannsynlig ble store mengder av bade PdCl. og NHC-liganden gdelagt under
katalysatoraktiveringen. Organ et al. utarbeidet et Pd-kompleks bestdende av én NHC-
ligand, to anioniske ligander, ofte Cl, og en «throw-away» ligand, 3-klorpyridin.!? Dette
komplekset fikk navnet Pd-PEPPSI som star for «pyridine-enhanced precatalyst,
preparation, stabilization, and initiation». Pd-PEPPSI kan handteres og oppbevares i luft,
og reduseres enkelt til aktivt Pd (0)-NHC ved at 3-klorpyridin dissosierer fra Pd-
komplekset i Igsning med organosinkhalid, se figur 2.8.

«throw- away» ligand

/__\ 2 R- ZnBr QCI
N

Cl- Pd Cl PdOL
g |
\ Cl
Uaktivert Pd-PEPPSI-IPr Aktivert Pd-PEPPSI-IPr

Figur 2.8: Aktivering av Pd-PEPPSI-IPr.1?

Bruk av Pd-PEPPSI-IPr i Negishi krysskobling har vist lovende resultater med lite til ingen
dannelse av ugnskede produkter, og reaksjonene kan ga i romtemperatur. @kende bruk
av Pd-PEPPSI-IPr viste at metoden brukt for & lage organosinkhalidet hadde betydning
for utbyttet under krysskoblingen.!3 Det var i hovedsak to ulike metoder som var vanlig a
benytte for a lage organosinkhalider, Rieke eller Huo.!3 Da Rieke sin metode ble benyttet
ble det rapportert hgye utbytter. Bruk av Huo s metode ga derimot ikke produkt.
Mekanismen i de ulike metodene forklarte de observerte forskjellene.

Rieke “s metode:

ZnBr, Alkyl-Br
—_—

Li-naftalen —— = Zn +LiBr (2 eq.) Alkyl-ZnBr + 2 LiBr

Huo s metode:

Zn-stav, |, (kat.)
Alkyl-B >  Alkyl-ZnBr
g Polart Igsemiddel y




Rieke "s metode for organosinkbromiddannelse ga rester av saltet LiBr i raproduktet.
Raproduktet ble ofte brukt direkte videre i krysskoblingen med Pd-PEPPSI-IPr. Huo s
metode, som er en lettere metode for & danne organosinkbromid, ga ikke rester av LiBr i
raproduktet. Det har blitt utfgrt studier der utbytter i krysskoblingsforsgk ble
sammenlignet etter tilsetting av varierende ekvivalenter LiBr etter Huo "s metode for
organosinkbromidsyntese.!3 Ved 3 titrere opp mengden LiBr ble det bevist at ved mindre
enn 1 ekvivalent LiBr ble det ikke dannet produkt, men at mellom 1.4-2 ekvivalenter LiBr
ga hgye utbytter. Organ et al. foreslo at dette var fordi organosinkbromid ma aktiveres til
2Li*(Alkyl-Zn-Br3)? for & kunne transmetalleres.!3 Saltet LiBr er derfor ngdvendig for a
aktivere organosinkbromid fgr transmetallering.

2.3 Reduksjon med DIBAL-H

Det finnes flere ulike reduksjonsreagenser som kan benyttes for a redusere ester til
aldehyd, en av dem er DIBAL-H.14 DIBAL-H kan brukes til 8 redusere estere til aldehyd,
men ogsa til korresponderende alkohol. DIBAL-H virker ved a danne et intermediat med
esteren, se figur 2.9. Ved & holde temperaturen pa -78 °C vil intermediatet med DIBAL
holdes stabilt frem til opparbeidelsen. Ved hgyere temperaturer er intermediatet mer
ustabilt og kan gi aldehydet fgr opparbeidelse. Aldehydet kan reagere videre med DIBAL-
H og korresponderende alkohol blir dannet, som vist i figur 2.9.14

o Al(iBu),
DIBAL-H O
AN — H
R” “OR < oR
0
~ DIBAL-H P§

R OH - R H

Figur 2.9: Intermediat med DIBAL
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2.4 Asymmetrisk aldolreaksjon, «non-Evans» syn

En stor utfordring ved syntese av naturstoffer er a8 fa den rette stereokjemien i store og
komplekse molekyler. Det er derfor forsket mye pa, og utviklet flere metoder for
asymmetrisk syntese. En mye brukt metode er aldolreaksjon, en metode for karbon-
karbon kobling.'> Koblingen skjer mellom et enolat og et aldehyd. Evans et al.
introduserte i 1981 en metode der diastereomerisk selektivitet kan styres med et kiralt
hjelpestoff.® Det kirale hjelpestoffet kan vaere oksazolidinoner, oksazolidintioner eller
tiazolidintioner, se figur 2.10.7

X=Y=S = tiazolidintion
X=Y=0 = oksazolidinon
X =0, Y =S = oksazolidintion

Figur 2.10: Kirale hjelpestoff.

Evans sin metode ble valgt i syntesestrategien fordi den viser god selektivitet, og er godt
egnet til formalet. I tillegg er det dokumentert hgye utbytter ved direkte aminolyse av
hjelpestoffet tiazolidintion. Aminolyse er etter syntesevei 1 figur 2.1 side 3 neste trinn
etter aldolreaksjon. Tiazolidintion ble derfor valgt som kiralt hjelpestoff.®

2.4.1 Zimmerman-Traxler

Zimmerman og Traxler publiserte i 1957 en teori om hvordan overgangstilstanden
mellom enolatet og aldehydet ser ut for og under karbon-karbon kobling.!®
Overgangstilstanden ble foreslatt & vaere en seksringformasjon mellom aldehydet og
enolatet, med koordinering til metallet, se figur 2.11 side 12. Denne overgangstilstanden
forer enolatet og karbonylgruppen pa aldehydet i naerheten av hverandre. Det ble antatt
at elektronene i p-orbitalene til enolatet angriper det elektrofile karbonet pa aldehydet,
noe som fgrer til dannelse av en s-binding. Karbonet pa enolatet vil da ga fra a vaere sp?
hybridisert til & bli sp3 hybridisert.2° Interaksjonen med metallet er antatt 3 polarisere
karbonylgruppen. Zimmerman og Traxler foreslo at en «chair-like» konformasjon var
lavest i energi, og dermed mest sannsynlig favorisert. Det er senere blitt undersgkt og
bekreftet at Z-enolatet vil gi «chair-like» konformasjon om det koordinerer med metallet
titan.2! Figur 2.11 side 12 viser hvordan overgangstilstanden vil se ut. Syn-produktet vil
veere favorisert siden den gir minst interaksjon mellom R-gruppene i
overgangstilstanden. For E-enolatet vil anti-produktet vaere favorisert.

11



OML, R L
)\/CH3 H | O OH
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~0--M
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B BE:
R / L
R, | O OH
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O CHj3
H
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Minst stabilt

Figur 2.11: Z-enolatet vil gi mest syn produkt.

I Evans sin metode for asymmetrisk aldol med TiCls og DIPEA er produktene kun syn,
noe som betyr at det utelukkende er Z-enolatet som dannes. Dette kommer av sterisk
hindring mellom metylgruppen og det kirale hjelpestoffet pa nitrogenet. Derfor vil
dannelse av E-enolatet veere undertrykket, se figur 2.12.

Ho s H g
L L
O N > o) N
Me H 7) H Me))
Bn B
M M Sterisk hindring
2k
%
i 1
Bn Bn
20 20
Z-enolat E-enolat
Favorisert

Figur 2.12: Sterisk hindring forer til at Z-enolatet er sterkt favorisert.??
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Aldolreaksjon med aldehyd og Z-enolat vil gi en blanding av () syn produkter, vist i figur
2.13. Dette kommer av at elektronene i enolatet kan angripe karbonylen pa aldehydet
bade fra si- og re-siden.23 Hvis elektronene i enolatet angriper fra si-siden til re-siden av
karbonylen blir (R, S)-produktet dannet. Hvis elektronene pa enolatet angriper fra re-
siden til si-siden av karbonylen blir (S, R)-produktet dannet, som vist i figur 2.13.

HR O OH

\ o (R)

R —=[ Qi R (S"R4
1 ,
H Lo

HaC

Si—re

Figur 2.13: Racemisk blanding av syn aldolprodukter.

2.4.2 «Nagao chelated transition state»

Det kirale hjelpestoffet introdusert av Evans har den funksjonen a dirigere aldehydet i
forhold til enolatet slik at det selektivt kan styres om elektronene i enolatet angriper fra
re- eller si-siden.!¢ Diastereomerisk forhold styres av det kirale senteret pd hjelpestoffet,
C4, se figur 2.14. Substituenten pa C4, R, varierer, noen av de som brukes mest er
benzyl, iso-propyl og metyl.?* Substituenten vil ved sterisk hindring selektivt dirigere
aldehydet til enten re- eller si-siden av enolatet.

Figur 2.14: C4 og C5.

13



Det ble rapportert at det ikke bare var stereokjemien til substituenten pa C4 som
avgjorde stereokjemien i aldolproduktet. Nagao og Fujita publiserte i 1989 en artikkel der
det ble presentert ulike kompleks-konformasjoner som kunne oppsta i aldolreaksjonen da
tinn ble brukt som metall.25 De samme konformasjonene dannes ogsa ved bruk av titan
som metall. Nar N-acyl-tiazolidintion er i Igsning med TiCls og DIPEA vil det dannes et
kompleks som gir enolatdannelse. Tilsetting av aldehyd vil fgre til dannelse av
overgangstilstanden fgrst rapportert av Zimmerman og Traxler, som forklart i avsnitt
2.4.1. Komplekset som gir «non-Evans» syn produkt kalles «chelated transition state»,
og er nar titan-metallet koordinerer med oksygenet pa aldehydet som vist i figur 2.15, i
tillegg til amidet og tiokarbonyl pa N-acyl-tiazolidintion. Denne overgangstilstanden
skiller seg fra Zimmerman-Traxler overgangstilstanden ved at tiokarbonyl ogsa
koordinerer til titan. I dette komplekset er stereokjemien p& C4-substituenten
avgjgrende for hvor aldehydet vil fa plass i komplekset, og dermed ogsa for hvilken
stereokjemi som blir dannet nar elektronene i enolatet angriper aldehydet. Som vist i
figur 2.15 vil aldehydet koordinere til metallet titan fra motsatt side enn C4 substituenten
grunnet sterisk hindring. Denne overgangstilstanden kalles ogsa «Nagao chelated
transition state».”

I tillegg til «Nagao chelated transition state» ble det rapportert observasjon av en annen
overgangstilstand. Denne overgangstilstanden kalles «nonchelated transition state» og
gir «<Evans» syn produkt. «Nonchelated transition state» skiller seg fra fgrstnevnte ved at
metallet kun er i kompleks med to oksygenatomer, tilhgrende aldehydet og amidet.
«Nonchelated transition state» er lik overgangstilstanden fgrst presentert av Zimmerman
og Traxler.t”

S
C\])§ CI OH O S
A
ol e
7=0 © )\/
R Bn
Me
Chelated transition state «Non-Evans» syn

- DIPEA + DIPEA

L. 0S
Bn (N\’&

e (g
II\Q/Ie _Bn)\/
Nonchelated transition state «Evans» syn

Figur 2.15: «Chelated transition state» gir «non-Evans» syn produkt.
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Crimmins et al. utfgrte studier der resultater av aldolreaksjoner ble sammenlignet
avhengig av om det ble brukt oksazolidinoner, oksazolidintioner eller tiazolidintioner som
hjelpestoff.!” Forsgkene viste at mengden base og TiCls tilsatt var kritisk. For
tiazolidintioner ble det observert hgy stereoselektivitet av «non-Evans» syn ved 1 eq. av
bade TiCls og basen DIPEA. Det ble forsgkt & gke mengden DIPEA til 2.5 eq., og da
endret selektiviteten seg helt om og viste hgyt utbytte av «Evans» syn produktet. Dette
ble forklart ved at nar 2 eq. av DIPEA tilsettes vil aminet koordinere til titan-metallet, og
tiokarbonyl blir presset ut av metallkomplekset. Det ble foreslatt at metallet flytter seg til
motsatt side av hjelpestoffet, der det er mindre sterisk hindring. En «nonchelated
transition state» vil da vaere favorisert. Aldehydet vil bli angrepet fra re-siden i stedet for
si-siden i figur 2.15 side 14. Denne konformasjonen vil gi «Evans» syn produkt.

Mengden DIPEA i reaksjonsblandingen bestemmer om produktet blir «xnon-Evans» syn
eller «Evans» syn for hjelpestoff tiazolidintion. For oksazolidinon og oksazolidintion er
mengden TiClys i tillegg til mengden DIPEA avgjgrende for overgangstilstanden i
aldolreaksjonen.!”
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2.5 Asymmetrisk alkylering

I 1982 publiserte Evans et al. en artikkel om asymmetrisk alkylering av kirale
imidenolater.?6 Asymmetrisk alkylering, i likhet med asymmetrisk aldolreaksjon, er av
stor interesse og viktighet for syntese av kirale sentere. Prinsippet under alkyleringen har
mange likhetstrekk som under aldolreaksjonen. Det benyttes et kiralt hjelpestoff,
oksazolidinon. I aldolreaksjonen var det TiCls og DIPEA som dannet enolatet!’, mens i
alkyleringen benyttes det en sterk base, eksempelvis NaHMDS.?% Figur 2.16 viser
foreslatt Z-enolatdannelse med NaHMDS.

Na
O 9] O (o)
R\)LNJ( NaHMDS R\%N//(
) )\/O THF, -78 °C )\/O

n Bn

Figur 2.16: Foresldtt Z-enolatdannelse med NaHMDS.

Ved bruk av oksazolidinoner, oksazolidintioner eller tiazolidintioner vil Z-enolatet vaere
favorisert. Dette kommer av sterisk hindring under dannelse av E-enolatet, som vist i
figur 2.12 side 12.

Nar enolatet er dannet tilsettes det en elektrofil som vil vaere alkyleringsmiddelet.
Alkyleringsmiddelet er ofte organojodid eller organobromid. Andre gode utgaende
grupper enn jod og brom er ogsa rapportert benyttet. Det er foreslatt at substituenten pa
det kirale senteret, C4, pa oksazolidinon dirigerer alkyleringsmiddelet selektivt til re- eller
si-siden av enolatet. Substituenten gir sterisk hindring slik at angrep fra det elektronrike
enolatet kun vil vaere mulig fra re-siden i figur 2.17.26

Na
P
Bn)\/ Bn)\/
21 31

Figur 2.17: Elektrofilen blir angrepet fra re-siden av enolatet.

Andre baser enn NaHMDS har ogsa blitt benyttet i asymmetrisk alkylering med andre
metaller som litium eller kalium, men natrium har vist best stereoselektivitet.?®

16



2.6 Syntese av pentapeptidet 7 Gly-Val-Leu-Ala-Val-OMe

Forbindelse 7 bestar av fem aminosyrer koblet sammen til et pentapeptid. Det ble
planlagt 3 koble aminosyrene med standard peptidsyntese i Igsning. TFA og LiOH vil
fierne henholdsvis Boc- og metylesterbeskyttelsesgrupper pa aminosyrene. Se figur 2.18
for syntesestrategi for pentapetidet 7. Det ble planlagt 3 syntetisere to dipeptider
parallelt: Boc-Gly-Val-OH 34 og Leu-Ala-OMe 37. Dipeptidene 34 og 37 vil deretter bli
koblet sammen til tetrapeptidet Boc-Gly-Val-Leu-Ala-OH 38 fgr den siste aminosyren,
valin 33, blir koblet pa og gnsket pentapeptid 7 er syntetisert.

Boc-Gly + Val-OMe Boc-Leu + Ala-OMe
32 33 35 36
1.1 1.1
2.1l 2.1
Boc-Gly-Val-OH Leu-Ala-OMe
34 37
1.1
2.1

\

Boc-Gly-Val-Leu-Ala-OH
38

Gly-Val-Leu-Ala-Val-OMe
7

Figur 2.18: Syntesestrategi for pentapeptidet. (I) EDC, DIPEA, HOBt, CH:Cl;, 0 °C — r.t.; (II) LiOH,
THF:MeOH:H>0 (3:1:1), 0 °C; (III) TFA, CHxCl3, 0 °C; (IV) Val-OMe 33, EDC, DIPEA, HOBE,
CH>Cl5, 0 °C —» r.t.
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2.6.1 Peptidsyntese

Det finnes i dag flere ulike koblingsreagenser som kan benyttes til peptidsyntese, blant
annet DCC og EDC. EDC er mest brukt da den er lettere a fjerne under opparbeidelse
siden den er vannlgselig, i motsetning til DCC.2” Funksjonen til EDC er a aktivere
aminosyren med ubeskyttet karboksylsyre til esteren O-acylisourea som vist i figur 2.19.
Etter aktivering er den mottakelig for nukleofilt angrep av aminet pa en annen
aminosyre.?® Dermed kan aminosyrer kobles sammen til peptider. I tillegg til EDC blir det
ofte brukt et ekstra koblingsreagens.?® Det finnes flere av disse, deriblant HOBt, HOAt,
HATU og HBTU.?° Se figur 2.19 for oversikt over generell mekanisme ved bruk av EDC og
HOBt.

HNTS

O
o) I H
H N N N s P
N . < \/\/ ~ - - /\/\
Boc” \)J\OH TN L Boc o N r\|l

32 EDC O-acylisourea

HOBt 33 /\N)J\N/\/\N/ . ©EN\N Boc
. H o H | N
H i . «Aktivert HOBt-ester»
Boc” N ~
H o
39

Figur 2.19: Generell mekanisme for peptidsyntese ved bruk av EDC og HOBt.%8

HOBLt eller lignende andre reagenser brukes ofte fordi de danner en mer stabil ester med
karboksylsyren enn O-acylisourea.?® Bruk av HOBt vil derfor kunne gi en gkning i total
koblingseffektivitet. Esteren som dannes mellom karboksylsyren og EDC, O-acylisourea,
se figur 2.20 side 19, er ustabil og kan reagere med vann eller rearrangere til N-acylurea
som er mer stabilt og ugnsket.?® N-acylurea er ikke reaktiv for primaere aminer, og vil
dermed ikke kunne koble med aminosyrer.3° HOBt brukes for @ unnga denne
sidereaksjonen.
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O-acylisourea N-acylurea

Figur 2.20: Rearrangering fra O-acylisourea til N-acylurea.3°

Grunnet utfordringer med Igselighet og isolering av produkt etter kobling benyttes ikke
peptidkobling i Igsning i stor skala. Fast fase peptidsyntese, introdusert i 1963, er i dag
den mest brukte metoden for peptidsyntese.3!
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2.7 Syntese av aminolyseproduktene 40 og 41

Syntesevei 1 (figur 2.1 side 3) bestar blant annet av aminolyse mellom ikke-
peptidfragmentene 8 og 9 og pentapeptidet 7. Figur 2.21 viser reaksjonsligningen som
gir aminolyseproduktene 40 og 41.

NH,-Gly-Val-Leu-Ala-Val-OMe

7
+
OH O s | OH O
R Imidazol R _Gly-Val-Leu-Ala-Val-OMe
\/\rk/U\)Ni(/S CH,Cl, H
Bn

8: R= (CH2)3CH3 40: R= (CH2)3CH3
9:R= CH2CH3 41: R= CH2CH3

Figur 2.21: Syntese av aminolyseproduktene 40 og 41.

2.7.1 Aminolyse

I 1980 ble det publisert en oversikt over aminolyse av tiazolidintioner.* En stor fordel
med denne reaksjonen er mulighetene det gir for videre syntese etter Evans
aldolreaksjon. Aminolyse, ogsa kalt transamidering, er en reaksjon der et amin byttes ut
med et annet. I dette tilfellet er det pentapeptidet 7 som blandes sammen med en
lgsning av N-acyl-tiazolidintion i CH2Cl2. Som vist i figur 2.22 vil det primaere aminet pa
glysin angripe karbonylgruppen, og tiazolidintion vil spaltes av. Tiazolidintion er en god
utgdende gruppe siden den negative ladningen kan stabiliseres pa bade nitrogenet og
svovel. Bade primaere og sekundaere aminer kan underga aminolyse, men reaksjonstiden
er ofte kortere for primaere aminer.*

2 ®
R“H H

O S
O.s ’
NH + R1JLN//< O/\y '*/)_\“\//<S 1lJ\ R2 + N—@/"<
R'" N

I Il 1] v

Figur 2.22: Generell mekanisme for aminolyse foresl8tt av Nagao et al.*
(I) pentapeptidet 7; (II) ikke-peptidfragmentene 8/9; (III) aminolyseproduktene 40/41; (IV)
forbindelse 26.

Reaksjonen kan monitoreres visuelt i og med at N-acyl-tiazolidintion er gul, mens
tiazolidintion er hvit. Dermed vil gulfarge indikere at reaksjonen ikke er ferdig mens
blank eller hvit farge indikerer at reaksjonen er ferdig.*
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3. Resultater og diskusjon

Malet med denne masteroppgaven var & syntetisere malmolekylene chrysogeamide A og
B ved a folge strategien beskrevet i syntesevei 1 (figur 2.1 side 3) og syntesevei A (figur
2.3 side 5) for ikke-peptidfragmentene 8 og 9. Resultatene fra forsgkene vil i denne
delen bli presentert og diskutert.

3.1 Negishi krysskobling

3.1.1 Forsgk pa syntese av metyl (S)-2-metyloktanoat 22

Det ble forsgkt & koble metyl (R)-(+)-3-brom-2-metylpropionat 16 med
pentylsinkbromid 14 til forbindelse 22 (se figur 3.1 side 22) under betingelser utarbeidet
av Organ et al.” Det viste seg at reaksjonen var vanskelig a falge pa TLC da det ikke var
mulig & fremkalle utgangsstoffene i de fremkallingsmetodene som var tilgjengelig: UV-
lys, kaliumpermanganat, anisaldehyd og PMA. Prosedyren ble likevel fulgt som beskrevet
i artikkelen, og det ble brukt GC-MS for a8 analysere raproduktet etter opparbeidelse. Pd-
PEPPSI-IPr og LiBr ble Igst i NMP under nitrogengass fgr pentylsinkbromid 14 ble tilsatt.
Det ble observert fargeendring fra lys brun til magrk brun/svart etter tilsetting av
forbindelse 14, noe som kunne indikere aktiveringen av Pd-PEPPSI-IPr-komplekset som
beskrevet i teoridelen pa side 9. Forbindelse 16 ble tilsatt og reaksjonen rgrte i 2 timer.
Reaksjonsblandingen ble opparbeidet og raproduktet ble analysert pa GC-MS.
Analyseresultatene var vanskelig a tolke da det var mye rester etter reagenser eller
biprodukter i raproduktet. Det eneste som kunne bekreftes av GC-MS i raproduktet var
Igsemiddelrester. Reaksjonen ble forsgkt to ganger til med samme betingelser, men ga
samme resultat. Etter &8 ha sammenlignet prosedyrer fra ulike artikler ble det oppdaget
at forholdet mellom Igsemidlene THF og NMP varierte.!3 Forholdet mellom Igsemidlene
THF og NMP var 1:2 i prosedyren fulgt etter Organ et al., mens i en annen publisert
artikkel var forholdet mellom Igsemidlene omvendt.!3 Reaksjonen ble derfor forsgkt
igjen, men denne gangen var Igsemiddelforholdet mellom THF og NMP 2:1. Etter
opparbeidelse ble raproduktet analysert pa GC-FID, og det var na to tydelige topper som
skilte seg ut som mye stgrre enn de andre. Raproduktet ble derfor analysert pa GC-MS,
og det ble tatt 'H-NMR. GC-MS bekreftet en liten mengde av dekan og en stgrre topp
med hva den med 87 % sikkerhet bekreftet & vaere g-hydrid eliminasjonsprodukt 42 (se
figur 3.1 side 22). Massespektrometeret som ble benyttet var koblet opp mot NIST 17
mass spectral library. Analyseinstrumentet bruker biblioteket den er koblet opp mot til &
ansla molekyler etter fragmenteringsmgnsteret. NMR-spekteret av raproduktet kunne
underbygge teorien om eliminasjonsprodukt da det var to topper i omradet hvor sp2-
hydridiserte protoner forventes: 5.97 ppm og 5.42 ppm. Det var ikke noe tegn til rester
av utgangsstoff 16, men heller ikke noe gnsket produkt 22. Det ble derfor forsgkt & ke
temperaturen i hap om det kunne gi produkt, men GC viste samme resultatet som ved
romtemperatur.
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S-hydrid eliminasjon i forbindelse 16 gir konjugasjon i produktet. Det kan antas at g-
hydrid eliminasjonsproduktet 42 er mer stabilt enn utgangsstoffet 16 siden
eliminasjonsproduktet er eneste produkt observert. Det kan ogsa antas at g-hydrid
eliminasjon skjer raskt, og at dette er med pa a undertrykke dannelse av gnsket produkt.
Pd-PEPPSI-IPr har vist gode resultater i Negishi krysskobling med andre alkylhalider,
men det ser ikke ut til at den er optimal ndr mulighet for konjugasjon i molekylet er
tilstede. Av tidligere publiserte artikler med bruk av Pd-PEPPSI-IPr er det ingen resultater
3 vise til der en g-hydrid eliminasjon fgrer til 1,3 konjugasjon med en karbonylgruppe.

0 Pd-PEPPSI-IPr, LiBr o
Bf/ﬁ)ko/ R THF:NMP (2:1) Mo/
16 14 22
o 0
Pd-PEPPSI-IPr, LiBr
Br/YJ\O/ NN 2N THF:NMP (2:1) %O/
16 14 42

Figur 3.1: Krysskoblingen var mislykket, med p-hydrid eliminasjonsprodukt 42 i
reaksjonsblandingen etter opparbeidelse.

Eliminasjon i forbindelse 16 ga den a-, f-umettede esteren 42, som betyr at
pentylsinkbromid 14 ikke hadde reagert med forbindelse 16. Forbindelse 14 var likevel
ikke detektert under GC-MS. Det kan antas at dette skyldes at pentylsinkbromid 14 ikke
er stabil i vandige forhold under opparbeidelsen av raproduktet. Organosinkhalogener er
sensitive for bade oksygen og vann, noe som kan forklare dette.®

Det var en liten andel med dekan i raproduktet etter endt reaksjon. Dette kan vaere et
tegn pa at aktiveringen av Pd-PEPPSI-IPr komplekset var vellykket. Som beskrevet i
teoridelen side 9 aktiveres komplekset ved at to organosinkbromider kobles sammen
mens 3-klorpyridin dissosieres. I dette tilfellet vil to pentylsinkbromider som kobles
sammen bli dekan. Det kan antas at Pd-PEPPSI-IPr komplekset var blitt aktivert, noe
fargeendringen observert ogsa er et tegn pa. Videre kan det verken bekreftes eller
avkreftes om mengden dekan i r@produktet var stgrre enn forventet. Dermed kan ikke
homokobling av forbindelse 14 utover aktivering av katalysatorkomplekset utelukkes.

Forholdet mellom Igsemidlene i denne reaksjonen viste tegn til @ ha betydning for
resultatet. Nar forholdet mellom THF og NMP ble endret fra 1:2 til 2:1 ble det observert
tydeligere topper pa GC. Valg av Igsemidler i en reaksjon er avgjgrende for resultatet da
alle reagensene ma vaere opplgst for a vaere tilgjengelig. I dette tilfellet var det to ulike
Igsemidler. NMP som er et polart Igsemiddel, og THF som er mindre polart. THF er
blandbar med NMP, s& kombinasjonen av NMP og THF er ikke et tofasesystem.
Organosinkbromidet ma aktiveres for & kunne transmetalleres som beskrevet pa side 10,
se figur 3.2 side 23. Aktiveringen er avhengig av saltdannelse, og for at dette skal vaere
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mulig ma det veere i et Igsemiddel som er polart. Det er ogsa helt essensielt at LiBr er
opplgst slik at organosinkbromidet kan aktiveres.!3

Br |
Br

Figur 3.2: Pentylsinkbromid aktivert for transmetallering.

3.1.2 Endring av syntesestrategi A

Etter flere forsgk med krysskobling mellom forbindelsene 16 og 14 uten gnsket produkt
ble det ngdvendig med endring i syntesestrategien. Det ble antatt at konjugasjonen i
eliminasjonsproduktet 42 (figur 3.1 side 22) var en mulig forklaring pa hvorfor
reaksjonen var mislykket. Det var derfor gnskelig & unnga konjugasjon i det eventuelle
eliminasjonsproduktet. Forbindelse 44 (figur 3.3) kunne syntetiseres ved & redusere
forbindelse 16 til korresponderende aldehyd 43 og deretter utfgre en aldolreaksjon
mellom aldehydet og forbindelse 17. g-hydrid eliminasjon av forbindelse 44 vil ikke gi
konjugasjon i eliminasjonsproduktet, og det ble derfor bestemt & forsgke krysskobling
mellom forbindelse 44 og 14/15, vist i figur 3.3.

O s
s
OH O S
0 0o Bn 17 //{
P DIBAL-H ar \
Br 0" CHycl, -78°Cc  B' H  TiCl,, DIPEA )qs
CH,Cl, -78 °C B
16 43 44
R.__ ZnBr o o
14: R = (CH,)3CHj S
15:R = CH20H3 R/\‘)\)J\N/[(S
Pd-PEPPSI-IPr, LiBr )\/
THF:NMP (2:1) Bn
8:R= (CH2)4CH3
9:R= (CH2)20H3

Figur 3.3: Ny plan for Negishi krysskobling.

En potensiell utfordring ved denne planen var hydroksylgruppen i forbindelse 44. Det ble
ikke funnet noen tidligere publiserte artikler med Negishi krysskobling der Pd-PEPPSI-IPr
var benyttet med en ubeskyttet hydroksylgruppe tilstede. Siden metyl (R)-(+)-3-brom-2-
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metylpropionat 16 var kostbar ble det bestemt & teste krysskobling av brometanol med
propylsinkbromid 15, se figur 3.4. Raproduktet ble analysert pa GC og det viste seg at
det ikke var dannet noe produkt, men at utgangsstoffet brometanol fortsatt var i
blandingen. Det ble antatt at krysskobling med ubeskyttet hydroksylgruppe var
utfordrende. For & unngd denne problematikken kunne hydroksylgruppen beskyttes med
en TBS-gruppe. Fgr det ble forsgkt krysskobling med TBS-beskyttet hydroksylgruppe var
det gnskelig a forsgke krysskobling med benzylbromid.

Pd-PEPPSI-IPr, LiBr

/\/OH + /\/ZI‘IBF > /\/\/OH
Br THF:NMP (2:1)

Brometanol 15 Pentanol

Figur 3.4: Testreaksjon med brometanol og propylsinkbromid 15.

3.1.3 Krysskobling med benzylbromid

Det var gnskelig a forsgke Negishi krysskobling med enklere og mindre kostbare
alkylhalider for @ undersgke om betingelsene benyttet under forsgk pa krysskobling av
forbindelse 22 (figur 3.1 side 22) var optimale. Av tilgjengelige reagenser var
benzylbromid best egnet. Benzylbromid har ingen g-hydrogener, og derfor vil pg-hydrid
eliminasjon ikke vaere en mulig sidereaksjon. Det ble forsgkt & krysskoble benzylbromid
med propylsinkbromid 15, se figur 3.5. Forsgket ble utfgrt flere ganger med ulike
betingelser, se tabell 1.

__znBr Pd-PEPPSI-IPr, LiBr
A@ wEnPGn )

Benzylbromid Butylbenzen

Figur 3.5: Testreaksjon mellom benzylbromid og propylsinkbromid 15.

Tabell 1: Resultater fra Negishi krysskobling med benzylbromid og propylsinkbromid 15
under varierende betingelser.

Forsgk Temp. Mol % kat.? % UtbytteP
r.t. 4 0
2 50 °C 10
3 60 °C 4 0
4 85 °C 10 0
5 r.t. 10 0

a pd-PEPPSI-IPr, ® Analysert p8 NMR.
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Organosinkreagenser er sensitive for oksygen og vann®, derfor gikk reaksjonene i tgrre
trykkrgr flushet med nitrogengass. Selv med varierende betingelser og gjentatte forsgk
var det ingen tegn til forventet produkt. Dette var noe overraskende resultater i og med
at tidligere publiserte artikler viste til hgye utbytter ved bruk av Pd-PEPPSI-IPr.” I alle
forsgkene viste TLC ingen tegn til at det var noe igjen av utgangsstoffet benzylbromid.
Siden det ikke var blitt noe produkt, men utgangsstoffet var fullstendig omsatt hadde det
mest sannsynlig skjedd en sidereaksjon, som ikke er sa uvanlig i krysskoblinger. De
vanligste sidereaksjonene utenom pg-hydrid eliminasjon er homokobling eller
dehalogenering.32 'H-NMR av fraksjonene etter rensing pa kolonne avslgrte at 1,2-
difenyletan var dannet. Det bekreftet homokobling av benzylbromid. Dette kan ha skjedd
ved at reaksjonen ikke hadde fulgt den generelle sykliseringsmekanismen som vist i figur
2.6 side 8 under reduktiv eliminasjon. For at krysskobling mellom karbonene kan
forekomme ma R-gruppene veere cis i forhold til hverandre for reduktiv eliminasjon.33 Nar
R-gruppene star cis for hverandre kan et bytte i R-grupper mellom to Pd-komplekser
skje, som vist i figur 3.6. Dette vil fgre til at like R-grupper sta cis i forhold til hverandre
pa samme Pd, og homokobling mellom bade R og R: forekommer.3* Det kan antas at
denne mekanismen har skjedd under reaksjonen, og fgrt til dannelse av 1,2-difenyletan.

L L L

2 L-Pd-R <— L-Pd&-R, * L-PdR R-R + R{—R
R, R, R
cis

Figur 3.6: Foreslatt likevekt som gir homokobling.33

1,2-difenyletan ble bekreftet av NMR, og utfra den antatte mekanismen vist i figur 3.6 vil
ogsa homokobling av organosinkbromid forekomme. Propylsinkbromid 3 vil gi heksan
som homokoblet produkt. Det var ikke mulig & bekrefte heksan i reaksjonsblandingen
siden raproduktet hadde veert renset pa flashkolonne og dampet inn pa rotavapor
gjentatte ganger. Heksan kan ha blitt dampet av, og det ble antatt at det var grunnen til
at heksan ikke var synlig i *H-NMR-spekteret.

3.2 Reduksjon til (R)-3-brom-2-metylpropanal 43

Syntesevei A ble endret som vist i figur 3.3 side 23 til at reduksjon fra esteren 16 til
aldehyd 43 er fgrste trinnet i syntesestrategien. Hensikten med & redusere esteren til
aldehyd var for & reagere aldehydet videre i en aldolreaksjon i neste trinn. Produktet
etter aldolreaksjonen, forbindelse 44, var som forklart pa side 23 gnskelig @ krysskoble
med pentylsinkbromid 14 og propylsinkbromid 15 for a gi ikke-peptidfragmentene 8 og
9.

Metyl (R)-(+)-3-brom-2-metylpropionat 16 ble redusert til (R)-3-brom-2-metylpropanal
43, se figur 3.7 side 26, etter prosedyre utarbeidet av Olivo et al.3* Etter quenching med
MeOH og mettet vandig Igsning Rochelle salt ble Igsemiddelet forsiktig dampet av under
redusert trykk. Det ble tatt et 1H-NMR-spekter av raproduktet og analysen viste en

enkelt topp pa 9.62 ppm som er forventet omrade for aldehyder. Bdde NMR og TLC viste
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imidlertid at det var ngdvendig & rense raproduktet fgr videre bruk. Raproduktet ble
derfor forsgkt renset pa kort kolonne med silikagel. Kort kolonne er en kolonne der det
benyttes mindre silikagel enn flashkolonne. I tillegg blir Igsemiddelet presset gjennom
silikagelen med vannstralevakuum i stedet for nitrogengass ovenfra. Kort kolonne kan
benyttes nar produktet som skal isoleres har en betydelig hgyere R~verdi enn
biprodukter og rester av reagenser den gnskes isolert fra. Fordelen med & bruke kort
kolonne fremfor flashkolonne er lavere forbruk av silikagel og Igsemidler. Rensing pa kort
kolonne vil ogsa ta kortere tid enn isolering av produkt pa flashkolonne.

Etter rensing pa kort kolonne ble det tatt nytt *H-NMR-spekter, men resultatene var ikke
som gnsket. Det var tre topper i aldehydomradet der det tidligere kun var én. Dette
indikerte at forbindelse 43 enten ikke talte a bli renset, at den dekomponerte over tid,
eller en kombinasjon av begge. I et senere forsgk ble det igjen tatt *H-NMR av
raproduktet, men denne prgven ble stdende noen timer fgr analysen ble kjgrt. NMR-
spekteret viste flere topper i aldehydomradet. Det kan antas at aldehyd 43 var ustabilt
og derfor kan ha dekomponert ved henstand.

0] )

Br/\‘)ko/ DIBAL-H Br/YLH
CH,Cl, -78 °C

16 43

Figur 3.7: Reduksjon av forbindelse 16 til aldehydet 43

Grunnet rask dekomponering av aldehyd 43 ble det besluttet 8 bruke raproduktet direkte
videre i neste reaksjonstrinn, «non-Evans» syn aldolreaksjon, figur 3.8.

3.3 Asymmetrisk aldolreaksjon

Aldolreaksjon ble forsgkt med aldehyd 43 direkte etter reduksjon med DIBAL-H og
hjelpestoffet 17 som vist i figur 3.8. Fgr aldolreaksjonen kunne gjennomfgres matte
forbindelse 17 syntetiseres.

i i 7 TiCl, DIPEA e 7
Br/\HLH * )LNXS Ic?HW’ BrWNis
Bn)\/ Bn)\/

43 17 44

Figur 3.8: Aldolreaksjon med forbindelse 43 og 17.
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3.3.1 Acylering av (R)-1-(4-benzyl-2-tioksotiazolidin-3-yl) etan-1-on

Det kirale hjelpestoffet 17 som ble brukt i aldolreaksjonen var ikke kommersielt
tilgjengelig, og matte syntetiseres fra (R)-4-benzyltiazolidin-2-tion 26, se figur 3.9. Dette
ble gjort ved & acylere forbindelse 26 med acetylklorid ved bruk av n-BuLi i THF ved -78
°C, etter en prosedyre publisert av Urpi et al.3>

S O s

HN//< n-BulLli, acetylklorid /U\NJ<
S THF, -78 °C S
Bn)\/ Bn)\/

26 17

Figur 3.9: Acylering av (R)-1-(4-benzyl-2-tioksotiazolidin-3-yl) etan-1-on, 17

Etter opparbeidelse var raproduktet en gul olje, og etter rensing pa flashkolonne var
produktet et gult fast stoff. Forbindelse 17 ble bekreftet med H-NMR.

3.3.2 «Non-Evans» syn aldol

Aldolreaksjon ble utfgrt etter prosedyre publisert av Olivo et al. som rapporterte 92 %
isolert utbytte av «non-Evans» syn aldolprodukt, 98:2 dr.3* Fgrste forsgk pa
aldolreaksjon mellom (R)-3-brom-2-metylpropanal 43 og hjelpestoffet 17 (se figur 3.8
side 26) ga kun 27 % isolert utbytte. I tillegg var diastereomerisk forhold darligere enn
forventet. Det ble observert tre nye flekker pa TLC, og NMR bekreftet at to av de var
produkt. Det kunne antas at bade R og S-enantiomeren av aldolproduktet 44 var blitt
dannet. Prosedyren ble forsgkt to ganger, men med like darlig resultat. Siden aldehyd 43
som ble brukt var direkte reagert videre fra forrige trinn, reduksjon med DIBAL-H, var
det vanskelig @ bestemme hvilket trinn som ikke var optimalt. For & fa klarhet i dette ble
kommersielt tilgjengelig oktanal brukt som test i «non-Evans» syn aldolreaksjon, se figur
3.10 side 28. Testreaksjonen viste seg a gi like darlig utbytte, se forsgk 1 tabell 2 side
28. Det var derfor ngdvendig a utarbeide en bedre prosedyre for aldolreaksjonen.

Enolatdannelsen er den sentrale og kritiske delen av aldolreaksjonen, som beskrevet i
teoridelen side 14. Det har blitt rapportert lite til ingen forskjell i utbytte og
diastereomerisk forhold om det benyttes 1 eller 2 ekvivalenter med TiCls 0og aldehyd. Det
som er rapportert av betydning er ekvivalenten base som er benyttet. 1 ekvivalent DIPEA
skal selektivt gi «<non-Evans» syn produkt mens 2 eller mer ekvivalenter DIPEA gir
«Evans» syn produkt.!” I prosedyren fulgt etter Olivo et al.3* var det benyttet 1 eq. TiCls
0og 1.05 eq. aldehyd, noe som i teorien er innenfor rapporterte anbefalte mengder.
Ekvivalenten DIPEA derimot var pa 0.47 som er under halvparten av teoretisk rapportert
optimal mengde. Dette kunne vaere en arsak til darlig utbytte. Selv om mindre mengde
av DIPEA var brukt ble den dype rgdfargen som indikerer enolatdannelse og
kompleksering med TiCls17 observert under reaksjonen. Under drapevis tilsetting av
oktanal ble det observert fargeendring fra dyp ra@d til brun fgr aldehydet var ferdig tilsatt.
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Dette kunne om mulig vaere et tegn pa at det ikke var mer enolat igjen i
reaksjonsblandingen fgr all oktanalen var tilsatt. Aldolreaksjonen er avhengig av
elonatdannelse for & reagere, sa det kan antas at lav ekvivalent DIPEA var arsaken til
lavt utbytte. Det ble forsgk nye reaksjoner med 1 ekvivalent DIPEA, og det ble observert
at rgdfargen ikke forsvant under tilsetting av oktanal, men holdt seg fram til quenching
med halvmettet vandig NH4Cl-lgsning. Fargeendringen observert under tilsetting av
aldehyd ndr mindre mengde base var benyttet kan bekrefte viktigheten av basen for
enolatdannelsen. For lite base i reaksjonsblandingen kan antas & hindre enolatdannelse
mellom TiCls og forbindelse 17, noe som vil fgre til darlig utbytte.

O s OH O S
AL

S
0 87 )P
/\/\/\)J\ 17 - 45a Bn
H  Ticl, DIPEA
4, «Non-Evans» syn

Oktanal CHyCly, +

C:)H O S
/\/\/\/\)J\N%S
Bn)\/
45b

«Evans» syn

Figur 3.10: Testreaksjon med oktanal for 8 optimalisere reaksjonsbetingelsene.

Tabell 2: Forsgk med oktanal med ulike temperaturer, mengde aldehyd og DIPEA.

Forsgk Temp. Eq. DIPEA % Utbytte 45a:45b
1 -78 °C 0,47 30 64:36°
2 0 °C 1 19 58:42°
3 0->-78°C 1 45 100:0¢
42 0->-78°C 1 43 100:0¢

a 2 ekvivalenter oktanal, ® Analysert p§ NMR, ¢ Etter observasjon p8 TLC

Variasjon i ekvivalent DIPEA viste at den er avgjgrende for resultatet i aldolreaksjonen.
Dobbel mengde aldehyd (forsgk 4, tabell 2) ga ingen markant endring i utbytte.
Sammenligning av ulike artikler og prosedyrer viste at det var brukt ulike temperaturer
under aldolreaksjonen. Crimmins et al. rapporterte hgye utbytter av aldolreaksjon der
hele prosedyren foregikk i 0 °C ved bruk av tiazolidintion.*® Andre rapportert hgye
utbytter nar reaksjonen gikk ved 0 °C for sa a bli kjglt ned til -78 °C fgr tilsetting av
aldehyd.36-38 For @ undersgke om temperaturen var av betydning ble det gjort forsgk med
ulike temperaturer. Forsgk 2, tabell 2 gikk ved 0 °C, men ga kun 19 % utbytte, og
dessuten var stereoselektiviteten darlig. Bade forsgk 3 og 4 startet ved 0 °C, og ble kjglt
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ned til -78 °C fgr oktanal ble drapevis tilsatt. Utbyttene pa mellom 43-45 % var en
forbedring, noe som bekreftet at reaksjonen bgr ga i lave temperaturer. Det var planlagt
a forsgke en reaksjon med oktanal der hele reaksjonen skulle ga ved -78 °C, men dette
ble ikke gjort grunnet situasjonen med koronaviruset. Selv om det ikke ble forsgkt en
aldolreaksjon pa -78 °C med 1 eq. DIPEA tyder observerte resultater pa at det er en
fordel med lave temperaturer for bedre utbytte og stereoselektivitet.

3.3.3 Bestemmmelse av stereokjemi

'H-NMR-spektre av forbindelse 45 ble sammenlignet med publiserte spekterdata for
lignende strukturer der diastereomerisk forhold hadde blitt bestemt p& HPLC (Dynamax-
60 A, 1 mL/min, 30 % EtOAc/heksan).!” Spekterdataene viste en trend der «non-Evans»
syn produkter ga hgyere ppm-verdi pa H8 enn i «Evans» syn produkter (se figur 3.11).
Dette samsvarer med observerte resultater i aldolreaksjonen. Det kan derfor antas at
samme trend vil gjelde for forbindelse 45a og 45b. «Non-Evans» syn aldolprodukt 45a
vil ha H8 med ppm-verdi 4.16, mens 45b har H8 med ppm-verdi 4.07, som er de to
diastereomerene observert pa H-NMR.

10 13 18 10 13 18
OH O S OH O S
2 4 6 12 2 4 6 B 12
17 J<17
8 1N 8 11
1 3 5 7 9 S 16 1 5 5 7 &g N *g e
19 14 45 19 14 45
20 5 20
21 21
45a . 45b 24
22 22
23 23

Figur 3.11: Aldolproduktene nummerert.

De to aldolproduktene var utfordrende & isolere fra hverandre da de oppfgrte seg likt i
eluentsystemer. Forbindelse 45b ble isolert og analysert, mens forbindelse 45a ikke ble
fullstendig isolert fgr etter apning av OsloMet etter koronastenging. NMR-spektre ble tatt
av forventet produkt 45a, men viste tegn til nedbrytning. Det var etter omstendighetene
ikke mulig 8 gjennomfgre en ny aldolreaksjon.
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3.4 Syntesevei B

Den opprinnelige planen for & syntetisere ikke-peptidfragmentene 8 og 9, syntesevei A
(figur 2.4 side 6), viste seg & vaere en utfordring grunnet mislykkede forsgk av Negishi
krysskobling. Resultatene etter krysskoblingstestreaksjon med benzylbromid og
propylsinkbromid 15 (figur 3.5 side 24) viste vanskeligheter med Negishi krysskobling.
Organosinkreagenser er i tillegg ikke kompatible med flere vanlige funksjonelle grupper.®
Dette kunne potensielt gitt utfordringer med forbindelse 44 (figur 3.3 side 23) da den
inneholder en hydroksylgruppe og et tioimid. Dette, i kombinasjon med begrenset tid i en
masteroppgave, og den hgye kostnaden til metyl (R)-(+)-3-brom-2-metylpropionat 16
ga grunnlag for & forsgke & syntetisere ikke-peptidfragmentene 8 og 9 uten Negishi
krysskobling.

Det ble bestemt a forsgke & syntetisere ikke-peptidfragmentene 8 og 9 etter syntesevei
B (figur 3.12). Syntesevei B bestar av flere av de samme mekanismene forsgkt i
syntesevei A: acylering, reduksjon med DIBAL-H og «non-Evans» syn aldol. Det er ett
trinn som er nytt, asymmetrisk alkylering med butyljodid og heksyljodid.

HNJ{ n-BuLi, propanoylklorid \)kNJ( NaHMDS, R R NJ(X
X THF, -78 °C X THF, -78 °C
Bn)\/ Bn)\/ Bn)\/
26: X=S 20: X=S 28: X='S, R= (CH,),CHj3
27:X=0 21:X=0 29: X='S, R= (CH,),CHj3
30: X= O, R= (CH,),CH;
31: X= 0, R= (CH,),CHs
DIBAL-H
O s CH,Cl,
ANA S -78°C
OH O s /~ X
Bn (0]
= v _TiCl, DIPEA, 17 i~
S X + R H
J—/ CH,Cl,, -78 °C Py
Bn Bn
8: R= (CH,),CH, 26: X=S 24: R= (CH;)4,CH3
9: R= (CH,),CH; 27:X=0 25: R= (CH;),CH;

Figur 3.12: Syntesevei B.
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3.5 Asymmetrisk alkylering

Asymmetrisk alkylering er rapportert ved bruk av oksazolidinon som kiralt hjelpestoff.2®
Det ble derfor besluttet & benytte forbindelse 21 under alkylering (se figur 3.13). Neste
trinn i syntesevei B present i figur 3.12 side 30 etter alkylering er reduksjon til aldehyd
med DIBAL-H. Det er rapportert direkte reduksjon til tilsvarende aldehyd fra N-acyl-
tiazolidintion, men det ble ikke funnet lignende litteratur for N-acyl-oksazolidinon.!8 P3
bakgrunn av dette ble det besluttet a forsgke alkylering med forbindelse 20 i tillegg.

3.5.1 Acylering av (R)-1-(4-benzyl-2-tioksotiazolidin-3-yl)propan-1-on
20 og (R)-4-benzyl-3-propionyloksazolidin-2-on 21

Acylering av forbindelse 20 og 21 ble utfgrt etter samme prosedyre som ble benyttet
under acylering av forbindelse 17 (avsnitt 3.3.1 side 27).3° Propanoylklorid ble benyttet i
stedet for acetylklorid. Etter opparbeidelse bekreftet 'H-NMR riktige produkter, med hgye
utbytter.

X O X
HN/[< Propanoylklorid, n-BuLi \)J\N/[(
P THF, 78°C )\/X
Bn ’

Bn
26: X=S 20: X =S
27: X=0 21: X=0

Figur 3.13: Asymmetrisk alkylering ble forsgkt med b8de forbindelse 20 og 21.

3.5.2  Forsgk pa syntese av (R)-4-benzyl-3-((S)-2-
metylheksanoyl)oksazolidin-2-on 31

Alkylering (figur 3.14 side 32) ble forsgkt utfgrt etter prosedyre publisert av Schinzer et
al.3® Under alkylering av forbindelse 21, (R)-4-benzyl-3-propionyloksazolidin-2-on, med
butanjodid ble det jevnlig tatt ut prgver til TLC. TLC-platene var vanskelige & tolke da R¢
verdien til 21 potensielt var lik produktet, forbindelse 31. Alle TLC-prgvene som var tatt
viste UV-absorpsjon med samme Rrverdi uavhengig av hvor lenge reaksjonen hadde
statt, og om butanjodid var tilsatt eller ikke. Det var derfor vanskelig & si med sikkerhet
om det hadde skjedd en reaksjon. Raproduktet ble analysert p& NMR. H-NMR viste at
utgangsstoffet 21 fortsatt var i blandingen, i tillegg til rester av reagenser. Butanjodid
var i stort overskudd i reaksjonen, sa det var ikke uventet at det var rester av den i
raproduktet. Det var ingen tegn til produkt.
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O o O
A A NaHMDS, butanjodid N
"o THF, -78°C O
Bn Bn
21 31

Figur 3.14: Det ble forspkt 8 syntetisere forbindelse 31.

Tidligere publiserte artikler om asymmetrisk alkylering med alkyljodid viser en trend i
isolert utbytte.?® Evans et al. benyttet metanjodid og etanjodid som elektrofil under
alkylering, men utbyttene viser stor forskjell mellom disse to. N-acyl-oksazolidinon
alkylert med metanjodid ga 79 % isolert utbytte mens samme prosedyre med etanjodid
kun ga 36 % isolert utbytte.?® Det er en markant nedgang i utbytte, med jodreagenset
som eneste variabel av betydning. Dette tyder pa nedgang i reaktivitet jo stgrre
alkylkjeden er. Det kan potensielt veere flere arsaker til nedsatt reaktivitet. Sterisk
hindring kan vaere en arsak, eller at jo lenger alkylkjeden er, jo darligere er jod som en
utgdende gruppe.

Det ble oppdaget litteratur der det var forsgkt lignende alkyleringsreaksjon med
heksyljodid som feilet. Heksan ble gjort mer reaktiv ved a erstatte jod med triflat, og
isolert utbytte ble da rapportert til 69 %.%° Dette kan tyde pa at sterisk hindring ikke er
arsaken til nedsatt reaktivitet da triflat er en stgrre utgdende gruppe enn jod. Triflat er
sammenlignet med jod, en bedre utgdende gruppe da den negative ladningen kan
stabiliseres av bade svovel og tre oksygenatomer. I dette tilfellet kan det antas at
arsaken til mislykkede reaksjoner var at jod ikke var en god nok utgdende gruppe.

Det var gnskelig a forsgke asymmetrisk alkylering med butyltriflat og heksyltriflat, og
sammenligne resultatene. Dessverre ble ikke dette mulig grunnet tidsbegrensninger i
koronapandemien.

3.5.3  Forsgk pa syntese av (S)-1-((R)-4-benzyl-2-tioksotiazolidin-3-
yl)-2-metylheksan-1-on 29

Det ble forsgkt & alkylere (R)-1-(4-benzyl-2-tioksotiazolidin-3-yl) propan-1-on 20 med
butanjodid etter samme prosedyre som i avsnitt 3.5.2. Denne reaksjonen ble ogsa fulgt
med TLC underveis. Da basen NaHMDS og forbindelse 20 var blandet sammen i -78 °C
viste TLC UV-absorpsjon sterkest pa samme Reverdi som forbindelse 26 (se figur 3.15
side 33). Siden NaHMDS danner et enolat med forbindelse 20, vil mest sannsynlig en
TLC ikke gi et godt innblikk av hva som er i reaksjonsblandingen da enolatet trolig vil
opplgses pa TLC-platen. Etter tilsetting av jodbutan sa TLC-platen likevel lik ut som fgr
butanjodid ble tilsatt. Reaksjonen ble opparbeidet, og ny TLC viste samme resultatet. Det
ble tatt en GC-FID av raproduktet, og den bekreftet at blandingen inneholdt mest av (R)-
4-benzyltiazolidin-2-tion 26. Dette var et overraskende resultat, og en indikasjon pa at
N-acyl-tiazolidintion ikke taler NaHMDS pa samme mate som N-acyl-oksazolidinon. Figur
3.15 side 33 viser et forslag til mekanisme for hva som kan ha skjedd under reaksjonen.
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Figur 3.15: Forslag til hvordan basen spalter forbindelse 20 tilbake til utgangsstoffet 26.

Resultatene er interessante siden de viser stor forskjell mellom oksazolidinoner og
tiazolidintioner i blanding med NaHMDS. Oksazolidinoner viser ingen tegn til a bli brutt
ned til utgangsstoffet. Resultatet stgtter andre publikasjoner som pastar tiazolidintioner
kan vaere en fordel @ benytte i aldolreaksjon siden de lett kan spaltes av og erstattes
med andre funksjonelle grupper.® Nar det gjelder asymmetrisk alkylering med NaHMDS
vil ikke tiazolidintioner vaere anbefalt siden de ikke taler basen. En mulig arsak til den
store forskjellen kan veere at svovel, selv om den er mindre elektronegativ enn oksygen,
har et elektronskall mer enn oksygen og derfor er stgrre, og mer effektiv til a stabilisere
den negative ladningen.*!

3.5.4 Asymmetrisk alkylering med TiCls og DIPEA

Hensikten til NaHMDS under asymmetrisk alkylering var & danne enolatet av
hjelpestoffet, som er det samme som skjer nar komplekset med kiralt hjelpestoff, TiCls
og DIPEA i aldolreaksjonen dannes. Siden det allerede var bevist at N-acyl-tiazolidintion
taler TiCls og DIPEA, ble det forsgkt & bruke samme mekanisme som i aldolreaksjonen i
stedet for basen NaHMDS. Det ble ikke tilsatt et aldehyd, men butanjodid.
Forhapentligvis ville butanjodid reagere med enolatet da det var dannet et kompleks med
TiCls og DIPEA. Reaksjonen ble ngye fulgt med TLC, og en dyp-rgdfarge i
reaksjonsblandingen indikerte enolatdannelse. Butanjodid ble tilsatt ved -78 °C og
reaksjonen ble fulgt med TLC. Etter en time var det ikke observert noen endring.
Temperaturen ble derfor sakte justert opp under oppfglging pa TLC. Da temperaturen
nadde 0 °C viste TLC fortsatt ingen endring, sa reaksjonen ble sakte temperert til
romtemperatur og sto videre pa rgring. Etter 12 timer ble det observert at den dype
rgdfargen var borte, noe som indikerte at enolat-komplekset ikke var i blandingen
lenger. TLC bekreftet at det var kommet et nytt produkt, og det ble tatt *H-NMR av
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dette. NMR-spekteret viste flere nye topper, men det karakteristiske mgnsteret til
tiazolidintion var ikke lenger i blandingen. Reaksjonen var mislykket.

Det neste trinnet i syntesestrategien (figur 3.12 side 30) er reduksjon med DIBAL-H til
aldehydet. Tidligere publikasjoner viser hgye utbytter ved reduksjon av
tiazolidintioner.18:24 Det er ikke funnet noen publikasjoner av denne typen reduksjon med
oksazolidinoner som hjelpestoff, kun over to steg der korresponderende alkohol
fremstilles forst.3? Det ville derfor vaert interessant a undersgke hvilke forskjeller
reduksjonen med DIBAL-H ville vist med de ulike hjelpestoffene.

Grunnet mislykkede alkyleringsreaksjoner og begrensninger grunnet koronaviruset ble
det ikke arbeidet mer med denne syntesestrategien.
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3.6 Peptidsyntese

Peptidsyntese var en sentral del av syntesestrategien for 8 oppna malmolekylene.
Peptidsyntesen foregikk i Igsning da utstyr for fast fase ikke var tilgjengelig.
Koblingsreagenser som ble brukt var EDC, DIPEA og HOBt. For & fjerne Boc-gruppene ble
TFA brukt, og for @ avbeskytte metylesteren pa karboksylgruppen ble LiOH benyttet.
Prosedyrene ble utfgrt etter publikasjon av Chandrasekhar et al.*> Reaksjonene kunne
falges pa TLC-plater med ninhydrin som fremkallingsvaeske.

Syntesestrategien presentert i syntesevei 1 (figur 2.1 side 3) ble fulgt under
peptidsyntesen. Malet med syntesevei 1 var & syntetisere pentapeptidet Gly-Val-Leu-Ala-
Val-OMe 7. For & syntetisere pentapeptid 7 var det planlagt & syntetisere dipeptidene
Boc-Gly-Val-OMe 39 og Boc-Leu-Ala-OMe 46 parallelt, for deretter & koble de sammen til
tetrapeptidet 47, se figur 3.16. Nar tetrapeptid 47 var syntetisert vil avbeskyttelse av
metylester med LiOH, deretter kobling med Val-OMe 33 gi gnsket pentapeptid 7 etter
fjerning av Boc.

o)
H
Boc. H EDC, DIPEA, HOBt Boc. N ~
NN O HZI\I(O\ N \E)Lo
H § -

CH,Cl H :
0] 22 O _~
32 33 39
e
LiOH Boc. N
THF:MeOH:H,0 N \;:)J\OH
O /_\
34

)\ O

H
: EDC, DIPEA, HOBt  gog- ¥ NJ}(O\
: O H

Boc. OH * H.N CH,CI
N 2 2Ll (0]
N 5
(0]
35 36 46

o
TFA H2N N /'\[(O\
CH,Cl; Ho g
37

H @ ¢ n ©
34+ 37 EDC, DIPEA, HOBt BOC\N/\H/N\E)J\H/\H/N\E)J\O/
= e} =

CH,Cl, H 5
PN
47

Figur 3.16: Syntesestrategi for tetrapeptid 47.
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3.6.1 Syntese av dipeptidet Boc-Gly-Val-OMe 39

Dipeptidet Boc-Gly-Val-OMe 39 ble syntetisert etter prosedyre publisert av
Chandrasekhar et al.*2 Det ble observert pa TLC at utgangsstoffene Boc-Gly og Val-OMe
ikke ble fullstendig omsatt, uavhengig av om reaksjonen sto tre eller 24 timer pa
omrgring. I tillegg ble det observert en UV-flekk med hgyere R~verdi enn produktet pa
TLC-platen. Produktet ble renset pa flashkolonne. Utbyttet ble lavere enn rapportert i
litteraturen, se forsgk 1 tabell 3. Prosedyren fulgt benyttet stort overskudd av
koblingsreagenser, noe som ga utfellinger i reaksjonsblandingen. Store mengder av
koblingsreagenser gir mye overskudd i reaksjonsblandingen som ma renses ut fra
raproduktet. Det er ikke gnskelig @ bruke mer reagenser enn hva som er ngdvendig for &
fullfgre reaksjonen. En publikasjon av Chakraborty et al. viser til hgye utbytter av
peptidkoblinger ved bruk av faerre ekvivalenter koblingsreagenser.3 Det ble forsgk &
syntetisere dipeptidet 39 under betingelsene utarbeidet av Chakraborty et al. Etter
opparbeidelse var utbyttet hgyere enn forsgket med stort overskudd koblingsreagenser,
se forsgk 2 tabell 3. Det ble derfor konkludert at det ikke var ngdvendig & bruke stort
overskudd av koblingsreagenser.

Tabell 3: Syntese av dipeptid 39 under ulike ekvivalenter av DIPEA, HOBt og EDC.

Forsgk Eg. 32 og 33 Eq. DIPEA Eqg. HOBt og % Utbytte
EDC
1 1 3 3 46
2 1 2 1 82
3@ 1 2 1 87

@ Reaksjonen ble stoppet etter 1 time.

Observasjoner pa TLC viste at UV-flekken med hgyere R~verdi enn produktet ikke dukket
opp for etter 1-2 timer etter reaksjonsstart. Det ble derfor testet @ avbryte reaksjonen
etter 1 time (forsgk 3 tabell 3). Fordelen med a avslutte reaksjonen fgr UV-flekken
dukket opp var at det ville vaere mulig a rense dipeptidet pa kort kolonne i stedet for
flashkolonne. Det er flere grunner til at det er gnskelig, blant annet for @ spare tid,
silikagel og lgsemidler. Det vil ogsa vaere mindre svinn av produktet under rensing pa
kort kolonne. Testproduktet ble renset pa kort kolonne, og isolert utbytte var enda
hgyere enn for reaksjoner som hadde statt i flere timer og blitt renset pa flashkolonne.

Forsgk 3 (tabell 3) ga like hgyt utbytte som rapporterte utbytter i litteraturen. Til forskjell
fra litteraturprosedyrer for peptidsyntese i Igsning ga prosedyren utarbeidet i dette
prosjektet en betraktelig kortere reaksjonstid, og en enklere metode for opparbeidelse.
Forsgk 3 var derfor utfgrt etter en prosedyre bedre enn litteraturprosedyrer.
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3.6.2 Syntese av tetrapeptidet Boc-Gly-Val-Leu-Ala-OMe 47

Prosedyrene publisert av Chakraborty et al. ble fulgt for @ avbeskytte dipeptidene Boc-
Leu-Ala-OMe 46 og Boc-Gly-Val-OMe 39, se figur 3.16 side 35.3 Det var gnskelig a
koble disse sammen til tetrapeptidet 47. Boc-Gly-Val-OMe ble avesterifisert med LiOH til
Boc-Gly-Val-OH 34, mens Boc-Leu-Ala-OMe fikk fjernet Boc under naerveaer av TFA.
Reaksjonene ble avsluttet da TLC viste fullstendig omsetting av utgangsstoff i
reaksjonsblandingene. Syntese av tetrapeptid 47 ble utfgrt under samme betingelser
som dipeptidene (forsgk 3 tabell 3 side 36). Etter 1 time viste TLC-platen kun svakt spor
etter produkt, og det ble besluttet at reaksjonen skulle rgre videre. Etter 12 timer ble
reaksjonen opparbeidet. Det var ngdvendig a rense produktet pa flashkolonne da det var
tegn til rester av reagenser i raproduktet. Det viste seg a vaere vanskelig a rense
tetrapeptidet pa flashkolonne. Selv med god separasjon mellom produktet og rester av
reagenser i utvalgt eluent kom bade produkt og urenheter i samme fraksjoner. Samme
raprodukt ble forsgkt renset 3 ganger med ulike eluenter fgr produktet ble isolert.
Raproduktet ble fgrst forsgkt renset pa flashkolonne med EtOAc uten hell, deretter ble
det forsgkt renset med blanding av heksan og EtOAc med forhold 1:3 som eluent. Da
heller ikke denne flashkromatografien ga rent produkt ble det igjen forsgkt renset pa
flashkolonne med MeOH og CH2Cl; i forhold 1:20 som eluent. Produktet ble isolert fra
reagenser, men med lavt utbytte.

Bruk av fast fase peptidsyntese hadde vaert en fordel & benytte siden det var ngdvendig
& koble sammen aminosyrer til et pentapeptid. Ved fast fase peptidkobling kan
biprodukter og rester av reagenser enkelt vaskes bort.3! Om det kun skulle syntetiseres
dipeptider hadde kobling i lgsning veaert like optimalt som fast fase, men som resultatene
ved syntese av tetrapeptid 47 viser er ikke syntese i Igsning optimalt.

3.6.3 Peptidsyntese uten HOBt

Prosedyren benyttet for 8 syntetisere tetrapeptidet 47 var ikke optimal. Det var behov
for & endre prosedyren slik at produktet kunne isoleres fra biprodukter og reagenser i
raproduktet. Det ble derfor tatt 'H-NMR av isolert UV-flekk med R~verdi hgyere enn
produktet. NMR-spekteret viste at det var et biprodukt av koblingsreagenset HOBt. Det
var derfor gnskelig a forsgke peptidkobling uten HOBt. I en prosedyre publisert av
Tullberg et al. var det kun brukt EDC og NMM som koblingsreagenser. Opparbeidelsen
bestod av vasking med 10 % vandig sitronsyre.** NMM var ikke tilgjengelig pa
laboratoriet, men siden det er en base ble det forsgkt @ benytte basen DIPEA isteden.
Prosedyren publisert av Tullberg et al. ble forsgkt med dipeptidet Boc-Gly-Val-OMe 39,
og etter vasking med 10 % vandig sitronsyre 3 ganger var raproduktet sa rent at det
ikke var ngdvendig med noe videre rensing. Utbyttet ble veldig hgyt, 89 %. Det kan
antas at HOBt ikke var absolutt ngdvendig for kobling av peptider. I teoridelen om
peptidsyntese presentert pa side 18 er det EDC som er koblingsreagenset mens basen
som benyttes, ofte DIPEA, er en protonplukker. Basen er viktig for a aktivere
metylesteraminosyren som kommersielt tilgjengelig er et hydroklorid. Den aktive formen
av aminosyren er R-NH2, og det er basen som aktiverer den fra R-NHs*Cl".
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Kobling uten HOBt ga hgyt utbytte, og det virket derfor ikke som dannelse av N-acylurea
(figur 2.20 side 19) var problematisk. Det ble forsgkt & syntetisere tripeptid Boc-Val-Leu-
Ala-OMe 49 (figur 3.18) etter avbeskyttelse av Boc til dipeptidet Leu-Ala-OMe 37. Etter
endt reaksjon og opparbeidelse viste TLC rent produkt, noe som var et godt tegn.
Overraskende nok var isolert utbytte 47 %, som var lavere enn forventet (forsgk 1 tabell
4 side 40). Dette var om mulig en indikasjon pa at det var behov for forbedring av
prosedyre for avbeskyttelse av Boc.

o] y o
HoN N/'ﬁ(o\ + Boc\N OH M Boc\N N N o
H H H

A I CH,Cl, o o

37 48 49

Figur 3.18: Tripeptid 49.

3.6.4 Forbedring av prosedyre for avbeskyttelse av Boc

Boc-gruppen ble fjernet med syren TFA. Da reaksjonen var fullfgrt ble kolben med
reaksjonsblandingen satt direkte pa rotavapor der Igsemiddelet, CH>Cl>, og TFA ble
dampet av. Etter inndamping ble raproduktet brukt direkte videre i peptidkobling. Under
avbeskyttelse med TFA ble det brukt et overskudd av syren, som ble dampet av pa
rotavapor etter endt reaksjon. Kokepunktet til TFA er pa 72.4 °C, sa det er mulig at ikke
alt overskuddet av TFA ble dampet av. Det var derfor gnskelig & undersgke om bruk av
hgyvakuum fgr videre kobling kunne fjerne eventuelle rester av TFA og dermed gi bedre
utbytte.

Det ble testet a fjerne eventuelle TFA-rester ved a sette reaksjonskolben med Boc-
avbeskyttet dipeptid Gly-Phe-OMe 51 pa hgyvakuum-pumpe etter inndamping pa
rotavapor (figur 3.19 side 39). Etter 24 timer pa hgyvakuum ble det observert
krystalldannelse i kolben. Det ble forsgk & koble pa en ny aminosyre, Boc-Gly-OH 32,
etter prosedyre publisert av Tullberg et al. Ved a koble pa ny aminosyre kunne utbyttet
sammenlignes med tidligere koblingsforsgk. Etter endt reaksjon ble rdproduktet vasket
med 10 % vandig sitronsyre. TLC viste at raproduktet ikke ble isolert etter vasking. Det
ble tatt 'H-NMR av raproduktet for @ undersgke hva den inneholdt. NMR-spekteret viste
at det i hovedsak var Boc-Gly-OH 32 i raproduktet (forsgk 2 tabell 4 side 40). Forsgket
var mislykket da det ikke ble observert produkt.
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Figur 3.19: Testreaksjon med tripeptid 52 som produkt.

Ved & se naermere pa reaksjonsmekanismen for avbeskyttelse med TFA kan det lave
utbyttet forklares. Nar Boc-gruppen er fjernet fra aminosyren blir det dannet et salt
mellom TFA og aminosyren, se figur 3.20.

i P 1. i
+ ® O
Rﬂj\o HO™ “CF, R-NH; O)J\CFQ,
TFA
overskudd

Figur 3.20: TFA og aminosyren blir et salt.

Under peptidkobling er den aktive formen av aminet R-NHz, og det er basen DIPEA som
plukker det ekstra protonet slik at aminet blir aktivert. I prosedyren fulgt etter Tullberg
et al. var ekvivalenten DIPEA lik ekvivalenten av avbeskyttet Boc-peptid.** Det kunne
dermed vaere en mulighet at mengden DIPEA var for liten i forhold til TFA om det var et
overskudd av TFA tilstede i raproduktet, selv etter 24 timer pa hgyvakuum. For &
undersgke dette ble det benyttet pH-sticks for a falge pH etterhvert som DIPEA ble tilsatt
kolben med TFA-Gly-Phe-OMe 51. Da det var tilsatt lik mengde DIPEA som TFA-Gly-Phe-
OMe var reaksjonsblandingen fortsatt sur, pH 5. Etter at ytterligere 0.3 ekvivalenter med
DIPEA var tilsatt, ble pH malt til mellom 7 og 8. Det ble da forsgkt
peptidkoblingsreaksjon. Etter endt reaksjon viste TLC tydelig produkt i tillegg til noen
rester etter reagenser. Etter opparbeidelse med 10 % vandig sitronsyre var raproduktet
rent, og det var ikke ngdvendig med videre rensing. Isolert utbyttet ble 76 %, forsgk 3
tabell 4 side 40. Dette var et hgyt utbytte, og det viser at DIPEA var viktig for a aktivere
aminet slik at peptidkoblingen ble vellykket.

39



Tabell 4: Oversikt over utbytte av peptidkobling etter avbeskyttelse av Boc.

Forsgk Produkt Eq. DIPEA Timer pa % Utbytte
hgyvakuum?
1 49 1 0 47°
2 52 1 24 oc
3 52 1.3 24 76°

a Fgr peptidkobling, ® Isolert utbytte, € 1H-NMR av r8produkt
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3.7 Syntesevei 2

Det ble oppdaget at lignende strukturer som chrysogeamide A og B tidligere er forsgkt
syntetisert. En lighende syntesestrategi som presentert i syntesevei 1 figur 2.1 side 3 ble
forsgkt, men feilet under makrosyklisering med Steglich esterifisering.*> Denne
problemstillingen ble Igst ved & koble aminosyrer pa begge endene av ikke-
peptidfragmentet fgrst, for sa @ makrosyklisere med peptidkobling som siste trinn ved
bruk at koblingsreagensene FDPP og DIPEA. P& bakgrunn dette ble det besluttet a folge
retrosyntetisk analyse presentert i figur 2.2 side 4, syntesevei 2.

Syntesevei 2 (figur 3.21) ble utarbeidet basert pa vellykkede synteser av lignende
strukturer.*¢ Malet var & syntetisere aminolyseproduktene 12 og 13, og koble disse med
tetrapeptidet Boc-Val-Leu-Ala-Val-OH 10 under Steglish esterifisering. Forbindelse 53 og
54 kan makrosykliseres ved a fjerne Boc og t-butylester med TFA for syklisering med
FDPP og DIPEA for & oppna malmolekylene.

OH 0 s OH O
o) Imidazol @)
R NJ< + HoN \’< RWN j<
W)\/S ) /\([)( Ch.oL H/\[O(
Bn
8: R = (CH,),CH3 11 12: R = (CHy)4CH3
9: R = (CH,),CHs 13: R = (CHy),CH3

Boc-Val-Leu-Ala-Val-OH

e )\H 0 e %
10 BOC/NQLNWNQLN OI"QN\)LO
EDC, DMAP Hog iR b [ ]
R

/:\

CH,Cl,

63:R= (CH2)20H3
54: R = (CHy)4CHs

1. TFA
CH,Cl,

2. FDPP, DIPEA
CH5CN

Chrysogeamide A (1) R = (CH5),CH3
Chrysogeamide B (2) R = (CH,)4CH3

Figur 3.21: Syntesevei 2.
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For & fglge syntesevei 2 (figur 3.21 side 41) matte ikke-peptidfragmentene 8 og 9
syntetiseres. Disse forbindelsene hadde ikke blitt syntetiser grunnet utfordringer med
bade Negishi krysskobling og asymmetrisk alkylering. Under test av aldolreaksjonen ble
forbindelse 45a syntetisert. Aldolproduktet 45a ligner strukturelt pa ikke-
peptidfragmentene 8 og 9, eneste forskjellen er en kiral metylgruppe. Aldolproduktet
45a ble brukt som en test i aminolysetrinnet, se figur 3.23 side 43. Det var gnskelig &
forsgke syklisering med test-aldolproduktet 45a da ikke-peptidfragmentene 8 og 9 ikke
ble syntetisert.

3.8 Aminolysetest

Det ble gjennomfgrt en aminolysetest etter prosedyren beskrevet av Nagao et al.* Testen
ble gjort med valin metylester hydroklorid 33 og forbindelse 17 (figur 3.22). Forbindelse
33 ble Igst i CH2Cl2 og deretter overfgrt til en lgsning av forbindelse 17 i CH2Clz. Det ble
satt opp to parallelle reaksjoner. Forsgk 1 tabell 5 side 44 der forbindelse 33 og 17 ble
lgst i CH2Cl2 i romtemperatur, og forsgk 2 tabell 5 side 44 der det i tillegg ble tilsatt 3
ekvivalenter av basen imidazol. Imidazol ble tilsatt fordi aminosyren valin 33 var et
hydroklorid, og det tidligere var rapportert bruk av imidazol i aminolysereaksjoner ved
bruk av hydroklorid-versjonen av aminet.'® Ved reaksjonsstart var begge
reaksjonsblandingene gule, og det var liten visuell endring eller to timer. Reaksjonen sto
videre pa rgring i romtemperatur. Etter 12 timer var forsgk 1 tabell 5 side 44 fortsatt gul
i fargen, og TLC viste ingen endring. Forsgk 2 tabell 5 side 44 hadde blankt innhold med
hvite utfellinger. TLC viste fullstendig omsatt utgangsstoff 17, i tillegg til sterk UV-
absorpsjon pa samme Rr~verdi som tidligere observert for forbindelse 26. Det var kun litt
rester igjen etter forbindelse 33 pa TLC, og i tillegg var det en ny flekk pa TLC som ble
synlig under fremkalling med kaliumpermanganat. Valin 33 var i overskudd i reaksjonen,
sa det kunne forklare hvorfor den ikke var blitt fullstendig omsatt. Reaksjonsblandingen
ble opparbeidet og renset pa kort kolonne med eluentgradiering. *H-NMR bekreftet
produkt, med et isolert utbytte pa 78 % (forsgk 2 tabell 5 side 44).

o g S
o _Imidazol
CTHAN On # /U\)N\J(/S "CH,Cl, )L oS + NJ<S
33 5 47 55 26

Figur 3.22: Aminolysetest ga hgye utbytter med imidazol.

Siden forbindelsene 8 og 9 ikke hadde blitt syntetisert ble aminolyse testet med Gly-OMe
HCI 56 og aldolproduktet 45a for a gi forbindelse 57, se figur 3.23 side 43. I
syntesestrategien presentert i figur 3.21 side 41 er det tert-butylesteren av glysin 11
som skal benyttes, men siden den var kostbar ble det testet med metylester i fgrste
omgang.
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Figur 3.23: Aminolyse med aldolproduktet 45a.

Det ble observert at Gly-OMe HCI 56 ikke var Igselig i CH2Cl.. Dette gjorde overfgringen
av forbindelse 56 til reaksjonskolben med forbindelse 45a vanskelig. Det var derfor ikke
mulig i utfgre reaksjonen pa samme mate som testreaksjonen med valin 33 og 17
(forsgk 1 og 2 tabell 5 side 44). Forbindelse 56 ble tilsatt som tgrrstoff direkte i
reaksjonskolben med forbindelse 45a, etterfulgt av imidazol, forsgk 3 tabell 5 side 44.
Etter 24 timer under omrgring var fargen pa reaksjonsblandingen fortsatt gul, og TLC
viste ingen nye produktflekker. Det var i tillegg vanskelig & se om det var blitt dannet
noe av forbindelse 26 siden Rr-verdiene til 26 og 45a var like, uavhengig av type eluent
som ble brukt. Forbindelse 26 er gnsket biprodukt etter endt reaksjon, se figur 3.23. Det
ble antatt at arsaken til at reaksjonen var mislykket hadde sammenheng med at
forbindelse 56 ikke var Igselig i CH2Cl>. Det ble derfor testet & blande imidazol i en kolbe
med Gly-OMe HCI 56 i CH2Cl.. Det ble straks «nye» hvite utfellinger. Dette ble overfgrt
med en glasspipette til en kolbe med forbindelse 45a (forsgk 4 tabell 5 side 44).
Tilsvarende ble ogsa gjort til en annen koble med forbindelse 17 figur 3.24 (forsgk 5
tabell 5 side 44). Etter 12 timer var kolben med forbindelse 17 og 56 blitt blank med
hvite utfellinger, og TLC bekreftet gnsket biprodukt 26. Forsgk 4 tabell 5 side 44,
reaksjonen med aldolprodukt 45a og glysin 56 var fortsatt gul. TLC viste ingen endring.
Resultatet tydet pa at Igseligheten til forbindelse 56 ikke hadde noen betydning for
aminolysereaksjonen da forsgk 5 tabell 5 side 44 var vellykket. Det ble forsgkt @ bruke
DIPEA som base i stedet for imidazol, men heller ikke dette ga produkt (forsgk 6 tabell 5
side 44). Aminolyseprodukt 57 ble ikke syntetisert. Det kunne antas at noe ved
forbindelse 45a var arsaken til mislykkede forsgk.

@) S O S

0 ® o) )L i _Imidazol )J\ o) A
CIHNT Yy > % N"Ys " en.cl NS F HNT
0 o~ 2z e o~

56 17 58 26

Figur 3.24: Aminolyse mellom Gly-OMe 56 og forbindelse 17.
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Tabell 5: Forsgk pa aminolyse med ulike reagenser og baser.

Forsgk Reagens 1 Reagens 2 Base Produkt % Utbytte
1 33 17 - 55 0
2 33 17 Imidazol 55 78°P
32 56 45a Imidazol 57 0
4 56 45a Imidazol 57 0
5 56 17 Imidazol 58 100¢
6 56 45a DIPEA 57 0

a Forbindelse 56 og imidazol ble tilsatt reaksjonskolben tort, © Isolert utbytte, < Vurdert p§ TLC

Forskjellen mellom forbindelse 17 og 45a er hydroksylgruppen, samt lengen pa
karbonkjeden. Posisjonen til hydroksylgruppen er slik at det kan dannes en
intramolekylzer hydrogenbinding mellom karbonylen og hydrogenet, se figur 3.25. Det
antas at dette vil fgre til at karbonet som i utgangspunktet vil veere elektrofilt vil bli enda
mer elektrofilt, og enda mer utsatt for angrep av en nukleofil.

/H~ S
O O S
LS
n
Figur 3.25: Hydroksylgruppen vil i teorien fgre til sterkere d*-ladning p& karbonet enn uten
hydroksylgruppen.

{

R S
B

I teorien vil dette fgre til at reaksjonen bgr skjer raskere. Crimmins et al. har rapportert
aminolyse med aldolprodukter, altsd med en hydroksylgruppe i samme posisjon som
forbindelse 45a, med utbytte pd 77 %.!8 Det var derfor overraskende at det ikke ble
dannet produkt, og det var vanskelig & finne en forklaring pa hvorfor dette var tilfellet.

En mulig forklaring var at forbindelse 45a ikke var intakt ved reaksjonsstart. En GC-FID
av forbindelse 45a som var brukt i aminolyseforsgkene viste tegn til urenheter som ikke
var synlig pa TLC. Disse urenhetene kunne potensielt vaere oktanal som ikke hadde
reagert under aldolreaksjonen og ikke blitt borte under rensing pa kolonne. Dette ville
potensielt fgre til at mengde 45a oppveid var feil.

'H-NMR av forbindelse 45a fgr aminolyse ville avslgrt mulige rester av reagenser eller
biprodukter. Det ble antatt at urenheter fra aldolprodukt 45a var arsaken til mislykkede
aminolysereaksjoner. Det var gnskelig @ ta !H-NMR av aldolprodukt 45a for
aminolyseforsgk, men dette kunne ikke utfgres grunnet stenging av universiteter. Om
NMR hadde vist at aldolproduktet 45a var rent men likevel ikke ga produkt under
aminolyseforsgk kunne katalytiske menger av DMAP forsgkes tilsatt. DMAP er en sterk
base, og den vil, som vist i figur 3.15 side 33, spalte av forbindelse 26. Det kan antas at
dette ville forkortet reaksjonstiden.
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3.9 Test av Steglich esterifisering

Prosedyren som ble fulgt var utarbeidet av Pradhan et al.*®¢ Reagensene som ble brukt i
denne prosedyren var DCC og DMAP i CH2Cl>. DCC var ikke tilgjengelig pa laboratoriet,
sa det ble testet om bruk av EDC ville gi samme resultat. DCC og EDC er relativt like
strukturelt sett, men det er ofte en fordel @ bruke EDC da den er lettere @ vaske bort fra
raproduktet. Testen som ble utfgrt var mellom Boc-Gly-OH 32 og 2-oktanol, se figur
3.26. Det ble tilsatt katalytiske mengder DMAP, og 3 ekvivalenter av EDC. TLC viste
umiddelbart etter reaksjonsstart en ny flekk samtidig som Boc-Gly ikke lenger var synlig.
Reaksjonen sto pa rgring i 3 timer fgr den ble opparbeidet da TLC ikke viste noen
endring. Etter opparbeidelse viste TLC-platen et relativt rent raprodukt, og det ble tatt
'H-NMR av dette. NMR-spekteret bekreftet at forventet produktet 59 var dannet.

H

(3\\/N*Boc
OH o
M N Boc\N/\[(OH DMAP, EDC M
H o) CH,CI,
2-oktanol 32 59

Figur 3.26: Test med 2-oktanol var vellykket.

Aminolyseproduktene 12, 13 og 57 hadde ikke blitt syntetisert. Det var derfor ikke
mulig & utfgre Steglich esterifisering som planlagt i syntesevei 2 (figur 3.21 side 41).
Derimot ble det testet & esterifisere Boc-Val-OH 48 og aldolproduktet 45a for 3
undersgke om det kunne vaere mulig & endre pa rekkefglgen i syntesevei 2. I sa fall
kunne det undersgkes om esterifiseringen kunne gjgres fgr aminolyse, og kanskje det
kunne gi bedre resultater for aminolysereaksjonen.

Steglich esterifisering med Boc-Val-OH 48 og forbindelse 45a (figur 3.27) ble forsgkt
utfgrt etter samme prosedyre som testreaksjonen mellom 2-oktanol og glysin 32 figur
3.26. Reaksjonen ble fulgt med TLC, og den viste at jo lenger reaksjonen sto, jo mer
«grums» som ble dratt oppover fra grunnlinja ble synlig. Samtidig var det heller ikke noe
tegn til nytt produkt. Reaksjonen ble opparbeidet selv om det fortsatt ikke noe tegn til
produkt. DMAP er en base og en nukleofil, og det finnes en mulighet for at den kan
reagere inn pa karbonylgruppen til forbindelse 45a og spalte av forbindelse 26 som vist i
figur 3.15, side 33.

OH O S
RM //< + Boc. OH DMAP =b¢ )\)J\ /\)]\ J(
)N\/s N c;H2<:|2
0]

Bn
45a 48 60

R =(CH3)sCHs

Figur 3.27: Det ble forsgkt Steglich esterifisering mellom aldolprodukt 45a og Boc-Val-OH 48.

45



At DMAP kan fgre til at forbindelse 45a spalter av forbindelse 26 forklarer likevel ikke
grumset i UV-lys som observeres pa TLC. En mulig forklaring kan veere at det har skjedd
en Yamaguchi esterifisering. Yamaguchi esterifisering er dannelse av en ester fra et
anhydrid og en alkohol med DMAP som katalysator.4” Dermed kan det ikke utelukkes at
det kan ha oppstatt en form for dimerisering og dannelse av forbindelse 61, som vist i
figur 3.28.

OH O N OH O S

S
15§ W R
S | )\/S
)\/ 7 ITI/ Bri

45a Bn 26

OHO s R
R\/'\)LNJ(S OH O R/\OL s
452 Br” RMO\" N

R = (CH2)5CH3 61

Figur 3.28: Yamaguchi esterifisering.

DMAP kan tenkes a erstattes med en annen base som ikke er en nukleofil. DIPEA er en
base, men den er ikke en nukleofil. Det ble derfor testet om 2-oktanol og Boc-Gly-OH 32
ville reagere om DMAP ble erstattet med DIPEA. Reaksjonen ble fulgt med TLC, men det
ble ikke noe produkt uten DMAP som vist i figur 3.29.

Q K
~Boc
e DIPEA, EDC 0>\\/
Boc OH )
M + °N g )\/\/\/
N /\”/

5 CH,Cl,

2-oktanol 32 59

Figur 3.29: Uten DMAP som katalysator blir det ikke produkt.

For a fa gnsket produkt er det ngdvendig med katalytiske mengder DMAP, og den kan
ikke erstattes med en annen base som ikke ogsa er en nukleofil. For a forstd hvorfor
dette er tilfellet er det ngdvendig @ undersgke hvilken funksjon DMAP har i
reaksjonsmekanismen (figur 3.30 side 47). Karboksylsyren blir aktivert til O-acylisourea
av EDC. Deretter er det foreslatt at DMAP, pa samme mate som i Yamaguchi
esterifiseringen, vil reagere inn ved det elektrofile karbonyl-karbonet. Intermediatet med
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DMAP er mer stabil enn O-acylisourea, noe som undertrykker ugnskede sidereaksjoner. I
tillegg er det lettere for hydroksylgrupper & reagere inn og danne en ester med DMAP-
intermediatet, se figur 3.30.>48

Q 'Tl Q /\NO EDC 0 N|
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I P B N® — | R0 H/\
| ~N: O-acylisourea

H ASN— H\/: R™ O

B = Base
| = Boc-Gly 32
Il = 2-oktanol

Figur 3.30: Reaksjonsmekanisme for Steglich esterifisering mellom Boc-Gly 32 og 2-oktanol.*8

DMAP sin rolle i mekanismen er derfor som en nukleofil, og den kan ikke erstattes med
DIPEA som ikke er en nukleofil.

Forbindelse 45a (figur 3.28 side 46) kunne ikke esterifiseres ved bruk av DMAP og EDC
med Boc-Val-OH 48 uten ugnskede sidereaksjoner. Det var derfor essensielt at
aminolysetrinnet var fgrst, som planlagt i syntesevei 2 (figur 3.21 side 41).
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4. Konklusjon

Malet med denne masteroppgaven var & syntetisere og teste antimikrobiell effekt av to
forbindelser, chrysogeamide A og B. Malet ble ikke oppnadd da syntesestrategiene
utarbeidet ga uforutsette utfordringer som fgrte til mislykkede forsgk. Negishi
krysskobling som var en del av syntesevei A ga kun sidereaksjoner som p-hydrid
eliminasjon og homokobling. Asymmetrisk alkylering med butyljodid og heksyljodid som
var en del av syntesevei B var heller ikke vellykket, tross forsgk med bade oksazolidinon
og tiazolidintion som kiralt hjelpestoff.

Aldolreaksjonen viste ogsa utfordringer med lavere utbytte enn forventet, i tillegg til
darligere selektiv stereokjemi enn rapportert i litteraturen. Ulike temperaturer og
ekvivalenter av reagenser ble prgvd ut, men hgyeste utbytte var likevel ikke mer enn 45
%. Aldoltestreaksjon med aldehydet oktanal ga forbindelse 45a som ble brukt som test
for den planlagte syntesestrategien for syklisering. Forsgk med a koble forbindelse 45a
med glysin ved aminolyse ga ikke produkt. Esterifisering mellom forbindelse 45a og valin
ble forsgkt, men var mislykket da ugnskede sidereaksjoner med katalysatoren DMAP fant
sted.

Peptidsyntese var en vesentlig del av prosjektet, og viste hgye utbytter ved syntese av
dipeptider. Likevel, ved syntese av tripeptid eller tetrapeptid ble det utfordrende & fa
renset produktet fra reaksjonsreagenser, og dette fgrte til mye arbeid ved opprensing og
lave utbytter. Det ble forsgkt peptidkobling uten koblingsreagensen HOBt, noe som
gjorde opprensingen betraktelig lettere, og med hgyere utbytter.

Det gjenstar fortsatt mye arbeid for & utvikle en god syntesestrategi for @ syntetisere

malmolekylene. Forhapentligvis vil resultatene i denne masteroppgaven gi viktig
informasjon til videre arbeid i syntese av chrysogeamide A og B.
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5. Fremtidig arbeid

Malemolekylene ble ikke fremstilt og testet for antimikrobiell effekt. Syntesestrategien
har behov for videre utarbeidelse far malmolekylene kan syntetiseres. Denne delen av
masteroppgaven vil ta for seg forslag til videre forskning for @ syntetisere chrysogeamide
A og B.

Den opprinnelige planen for & syntetisere ikke-peptidfragmentene 8 og 9 feilet grunnet
sidereaksjoner som undertrykket dannelse av produkt under Negishi krysskobling. Det er
rapportert at stgrre sterisk hindring pa NHC-liganden kan gi en hemmende effekt for g
hydrid eliminasjon.® Det kunne derfor vaert forsgkt a benytte katalysatoren Pd-PEPPSI-
IPent for & undersgke om den kunne gitt mindre g-hydrid eliminasjonsprodukt 42. Det er
likevel stor sannsynlighet for sidereaksjon grunnet konjugasjon i eliminasjonsproduktet.

Syntesevei B for ikke-peptidfragmentene 8 og 9 med asymmetrisk alkylering var
mislykket grunnet en for lite reaktiv utgdende gruppe pa elektrofilen. En mulighet for a
lgse denne problemstillingen ville vaert @ bytte ut den utgdende gruppen jod med triflat.
Det er publisert asymmetrisk alkylering med heksyltriflat og N-acyl-oksazolidinon som
kiralt hjelpestoff.*®© Om det ikke er mulig & benytte seg av triflatet ville en annen
mulighet veere & ha motsatt stereokjemi pa hjelpestoffet, og acylert med heksanoylklorid
og oktanoylklorid. Dermed kunne elektrofilen under alkyleringen vaere metyljodid, som
det gjentatte ganger er rapportert hgye utbytter pa.26

Ved bruk av oksazolidinon er det uvisst om DIBAL-H ville gitt aldehydet direkte slik som
rapportert for tiazolidintion. Oksazolidinon har vist seg & veere mer robust, og det kan
ikke garanteres at den vil spaltes av pa samme mate som tiazolidintion. Det er rapportert
hgye utbytter ved & redusere til alkoholen med LAH for deretter & oksidere til aldehydet
ved bruk av TPAP/NMO.3 Videre vil «non-Evans» syn aldol gi ikke-peptidfragmentene 8
0g 9. Lavt utbytte av aldolreaksjonen gir grunnlag for forbedring av dette trinnet. Lave
temperaturer viste bedre resultater, og derfor bgr det forsgkes 3 utfgre hele reaksjonen
pa -78 °C. Se figur 5.1 for forslag til ny syntesestrategi for ikke-peptidfragmentene.

o o o o o o
A Bl A~~~ e~ A M NaHMDS, metyljodid A
HN N N
e THF, -78 °C P THF, -78 °C L P
B n\\ B n\“ B n\\u
62 63 64
0 s
AGA
o} HS OH O s
LAH on NMO, TPAP ., TiCls, DIPEA,Bn \ A
“E50,0°C /\/\‘A CH,Cl, CH.Cly, -78 °C )\/S
65 25 9 Bn

Figur 5.1: Forslag til syntesestrategi for ikke-peptidfragmentet. Prosedyren m§ gjores med b8de
heksanoylklorid og oktanoylklorid.
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Syntese av tripeptider eller tetrapeptider i Igsning viste darlige utbytter da isolering av
produkt etter reaksjon var utfordrende. Ved syntese av peptider stgrre enn dipeptider vil
fast fase peptidsyntese vaere et bedre alternativ. Fast fase peptidsyntese gir mulighet for
skylling og rensing som ikke er mulig for reaksjoner gjort i Igsning.

Kobling av aldolprodukt 45a og aminosyrer viste utfordringer. Aminolyse ga ikke produkt
under forsgk med aldolproduktet 45a og glysin. Det ble ikke funnet noe forklaring pa
hvorfor reaksjonen ikke skulle ga da lignende reaksjoner har vist hgye utbytter. Om
begge utgangsstoffene var helt rene men likevel ikke ga produkt kunne det vaert aktuelt
a benytte katalytiske mengder av DMAP. Om det likevel ikke skulle gi noe produkt kan
hydroksylgruppen forsgkes & beskyttes. Ved beskyttelse av hydroksylgruppen kan ikke
DMAP benyttes som katalysator grunnet sidereaksjoner observert mellom DMAP og
aldolprodukter. TBS-beskyttelse av sekundaere alkoholer kan oppnas ved bruk av TBSCI
og imidazol i DMF.

Steglich esterifisering ble ikke forsgkt pa planlagte forbindelser. Planen var & koble
tetrapeptidet 10 direkte pa hydroksylgruppen til ikke-peptidfragmentet. Dette er ikke
prgvd fgr, og det kunne by pa utfordringer grunnet store molekyler med sterisk hindring.
Lignende syntese er rapportert vellykket der kun én aminosyre er koblet pa ved
esterdannelse. Ved a ha Cbz beskyttelse pa denne aminosyren, altsa valin, kunne den
blitt avbeskyttet uten at t-butylgruppen pa glysin hadde blitt fjernet. Dermed kunne
tripeptidet Boc-Val-Leu-Ala-OH kobles pa valin ved en vanlig peptidsyntesekobling i
Igsning. Avbeskyttelse med TFA og makrosyklisering med FDPP og DIPEA er rapportert
med tilfredsstillende utbytter.#¢ Se figur 5.2 for alternativ sykliseringsstrategi.

OH O g o OH O
A HNTYN o
R N s ) Imidazol R N/\n/ \K
P CH,Cl, H &
Bn
8: R= (CH,)4CH3 12: R= (CH,)4CHj3
9: R= (CH,),CHj3 H 13: R= (CH2).CH3
N
Cbz~
Cbz. OH

H O EDC,DMAP H,, Pd/C
CH,Cl, /\[f j< EtOAC

66: R= (CH,) 4CH3
67: R= (CH,),CHj

HoN M
1.Boc-Val-Leu-Ala-OH o
0~ o0 O EDC, DIPEA
O CHQC|2

CH,Cl,
68: R= (CH,)4CH3 3.FDPP, DIPEA
69: R= (CH2)2CH3 CH3CN

Figur 5.2: Alternativ syntesestrategi for syklisering.
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6. Eksperimentell del

6.1. Generelt

Alle reagenser og Igsemidler brukt var kommersielt tilgjengelig fra Merck og brukt uten
videre rensing. Tgrre Igsemidler ble ikke videre behandlet fgr bruk. Alle tgrre reaksjoner
ble utfgrt med glassutstyr tgrket i varmeskap pa 150 °C, og flushet med nitrogengass.
Reaksjoner som gikk pa temperaturer hgyere enn romtemperatur ble utfgrt i et
silikonoljebad under omrgring. Reaksjoner pa 0 °C gikk i et bad med isbiter og vann. Et
acetonbad med tgrris ble benyttet for & kjgle reaksjoner ned til -78 °C. Alle reaksjonene
ble monitorert med TLC-plater (silikagel 60 F2s4 pa aluminiumsplater) fra VWR. Ulike
fremkallingsmidler ble benyttet for 8 analysere TLC-platene: UV-lys (254 nm), ninhydrin
og kaliumpermanganat. Kolonnekromatografi ble utfgrt med silikagel (40-63 um, 60 A)
med varierende eluent. Eluent benyttet for separasjon er spesifisert i hvert trinn.

1H, 13C, COSY, NOESY, HSQC og HMBC NMR ble analysert pa Bruker Avance AVII400,
AVIII400 eller AVII600 med CDCls som Igsemiddel. Kjemisk skift er oppgitt som & (ppm)
kalibrert etter CDCls (8H = 7.24 ppm, 6C = 77.0 ppm). Koblingskonstanter, J, oppgis i
Hz. Signaler i *H-NMR defineres etter deres splittingsmgnster: s (singlett), d (dublett), dd
(dobbel dublett), t (triplett), br (brede topper) eller m (multiplett) som oppgis som
intervaller. GC-MS analyser ble utfgrt pa en MS-ISQ QD single quad mass
SPECTROMETER oppkoblet til NIST 17 mass spectral library.
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6.2. Syntese av forbindelse 43, (R)-3-brom-2-metylpropanal3*
o) o)

Br/\‘)ko/ DIBAL-H R Br/YJ\H
CHyCl, -78 °C

16 43

En tgrr rundkolbe ble tilsatt eggmagnet under nitrogengass fgr et septum ble pamontert.
Metyl(R)-(+)-3-brom-2-metylpropionat 16 (0.07 mL, 0.55 mmol, 1 eq.), ble trukket opp
med en glassprgyte og tilsatt rundkolben gjennom septumet. 30 mL CH2Cl2 ble deretter
tilsatt gjennom septumet via en gasstett sprgyte. Kolben ble deretter kjglt ned til -78 °C
pa et aceton-tgrrisbad. 1M DIBAL-H i heksan (0.58 mL, 0.58 mmol, 1.05 eq.) ble trukket
opp med en gasstett sprgyte og drapevis tilsatt rundkolben gjennom septumet.
Blandingen rgrte i 15 minutter i -78 °C fgr den ble quenchet med 0.4 mL MeOH.
Blandingen rgrte deretter i 5 nye minutter fgr 15 mL mettet vandig Igsning av Rochelles
salt ble tilsatt og tgrrisbadet ble fjernet. Blandingen rgrte 30 minutter i romtemperatur
fgr den ble ekstrahert tre ganger med CH2Clz og organiske faser ble samlet og tgrket
over MgS0s. Etter 30 minutter tgrking i kjgleskap ble organisk fase filtrert gjennom et
foldefilter og filtratet ble dampet inn pa rotavapor under kontrollert vakuum. Raproduktet
ble ikke videre renset, og derfor finnes det urenheter i spekterdataene for denne
forbindelsen.

Spektroskopisk data for forbindelse 43 (Vedlegg A):

H-NMR (400 MHz, CDCls) &: 9.62 (s, 1H, CHO), 3.56-3.55 (m, 1H, BrCHz), 3.53-3.52
(m, 1H, BrCHa), 2.82-2-77 (m, 1H, CH), 1.24 (d, J = 7.12 Hz, 3H, CHs)

6.3. Syntese av forbindelse 17, (R)-1-(4-benzyl-2-
tioksotiazolidin-3-yl)etan-1-on3°

S Q s

HN//< n-BulLli, acetylklorid /U\NJ<
S THF, -78 °C S
Bn)\/ Bn)\/

26 17

En tgrr tohalset-rundkolbe ble flushet med nitrogengass og tilsatt en eggmagnet. (R)-4-
benzyltioazolidin-2-tion 26 (0.626 g, 3 mmol, 1 eq.) ble veid i et halvtdramsglass under
nitrogengass og tilsatt rundkolben. Pa det ene slipet av kolben ble det pamontert et
septum, mens pa det andre ble et kuldetermometer montert. Tgrr THF (10 mL) ble
trukket opp med en gasstett sprgyte og tilsatt kolben. Kolben ble deretter satt i et
kuldebad og kjglt ned til -78 °C. 1.6 M n-BulLi i heksan (2.05 mL, 3.3 mmol, 1.1 eq.) ble
trukket opp med en gasstett sprgyte og drapevis tilsatt blandingen sa temperaturen i
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kolben ikke kom over -70 °C. Blandingen sto pa rgring i 15 minutter fgr acetylklorid
(0.28 mL, 3.9 mmol, 1.3 eq.) drapevis ble tilsatt blandingen uten at den interne
temperaturen kom over -70 °C. Deretter sto blandingen pa rgring i 5 minutter fgr
kuldebadet ble fjernet og reaksjonen ble varmet til romtemperatur. Blandingen rgrte pa
romtemperatur i 1.5 timer fgr den ble satt pa isbad og quenchet med en vandig mettet
Igsning NH4Cl (1.2 mL) og vann (3 mL). Blandingen ble deretter overfgrt til en skilletrakt
og ekstrahert med CH2Clz tre ganger fgr organiske faser ble samlet i en
erlendmeyerkolbe og tgrket over MgSO4. Organisk fase ble deretter filtrert gjennom et
foldefilter, dampet inn og renset pa flashkolonne med CH2Cl> som eluent. Isolert utbytte
ble 96 %.

Spektroskopisk data for forbindelse 17 (Vedlegg B):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) &: 7.38-7.27 (m, 5H, Ph-H), 5.42-5.36 (m, 1H, CH), 3.39 (dd,
J=7.2,11.4 Hz, 1H, PhCH2CHCH2), 3.23 (dd, J = 3.7, 13.1 Hz, 1H, PhCH2), 3.05 (dd, J
= 13.1, 10.4 Hz, 1H, PhCH2), 2.9 (d, J = 11.4 Hz, 1H, PhCH2CHCH-), 2.81 (s, 3H,
COCHSs)

6.4. Syntese av forbindelse 20, (R)-1-(4-benzyl-2-
tioksotioazolidin-3-yl)propan-1-on

S o g
HNJ< n-BuLi, propanoylklorid \/U\N J(
S THF, -78 °C S
Bn)\/ Bn)\/

26 20

En tgrr tohalset-rundkolbe ble flushet med nitrogengass og tilsatt en eggmagnet. (R)-4-
benzyltioazolidin-2-tion 26 (0.627 g, 3 mmol, 1 eq.) ble veid i et halvtdramsglass under
nitrogengass og tilsatt rundkolben. Pa det ene slipet av kolben ble det pamontert et
septum, mens pa det andre ble et kuldetermometer montert. Tgrr THF (10 mL) ble
trukket opp med en gasstett sprgyte og tilsatt kolben. Kolben ble deretter kjglt ned til -
78 °C i et kuldebad. 1.6 M n-Buli i heksan (2.0 mL, 3.3 mmol, 1.1 eq.) ble trukket opp
med en gasstett sproyte og drapevis tilsatt blandingen sa temperaturen i kolben ikke
kom over -70 °C. Blandingen sto pa rgring i 15 minutter fgr propanoylklorid (0.34 mL,
3,9 mmol, 1.3 eq.) drapevis ble tilsatt blandingen uten at den interne temperaturen kom
over -70 °C. Deretter sto blandingen pa rgring i 5 minutter fgr kuldebadet ble fjernet og
reaksjonen ble varmet til romtemperatur. Blandingen rgrte pa romtemperatur i 1.5 timer
for den ble satt pa isbad og quenchet med en vandig mettet Igsning NH4Cl (1.2 mL) og
vann (3 mL). Blandingen ble deretter overfgrt til en skilletrakt og ekstrahert med CH:Cl:
tre ganger fgr organiske faser ble samlet i en erlendmeyerkolbe og tgrket over MgSQOa.
Organisk fase ble deretter filtrert gjennom et foldefilter, dampet inn og renset pa
flashkolonne med CH2Cl2 som eluent. Isolert utbytte ble 97 %.
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Spektroskopisk data for forbindelse 20 (Vedlegg C):

'H-NMR (400 MHz, CDCI3) &: 7.30-7.28 (m, 5H, Ph-H), 5.39-5.33 (m, 1H, CH), 3.49-3.43
(m, 1H, COCH2CH3), 3.41-3.38 (m, 1H, PhCH2CHCH-) 3.24 (dd, J = 3.7, 13.1 Hz, 1H,
PhCH2), 3.15-3.07 (m, 1H, COCH2CHs), 3.03 (dd, J = 10.5, 13.1 Hz, 1H, PhCH>), 2.86 (d,
J =11.4 Hz, 1H, PhCH2CHCH-), 1.17 (t, J = 7.1 Hz, 3H, COCH2CH?3)

6.5. Syntese av forbindelse 21, (R)-4-benzyl-3-
propionyloksazolidin-2-on

@) ) o
HN//< n-BuLi, propanoylklorid \/U\N//<
= THF, -78 °C O
Bn)\/ Bn)\/

27 21

En tgrr tohalset-rundkolbe ble flushet med nitrogengass og tilsatt en eggmagnet. (R)-4-
benzyloksazolidin-2-on 27 (0.532 g, 3 mmol, 1 eq.) ble veid i et halvtdramsglass under
nitrogengass og tilsatt rundkolben. Pa det ene slipet av kolben ble det pamontert et
septum, mens pa det andre ble et kuldetermometer montert. Tgrr THF (10 mL) ble
trukket opp med en gasstett sprgyte og tilsatt kolben. Kolben ble deretter satt i et
kuldebad med aceton og tgrris og kjglt ned til -78 °C. 1.6 M n-BulLi i heksan (2.0 mL, 3.3
mmol, 1.1 eq.) ble trukket opp med en gasstett sprgyte og drapevis tilsatt blandingen sa
temperaturen i kolben ikke kom over -70 °C. Blandingen sto pa rgring i 15 minutter fgr
propanoylklorid (0.34 mL, 3.9 mmol, 1.3 eq.) drapevis ble tilsatt blandingen uten at den
interne temperaturen kom over -70 °C. Deretter sto blandingen pa rgring i 5 minutter fgr
kuldebadet ble fjernet og reaksjonen ble varmet til romtemperatur. Blandingen rgrte pa
romtemperatur i 1.5 timer fgr den ble satt pa isbad og quenchet med en vandig mettet
Igsning NH4Cl (1.2 mL) og vann (3 mL). Blandingen ble deretter overfgrt til en skilletrakt
og ekstrahert med CH2Clz tre ganger fgr organiske faser ble samlet i en
erlendmeyerkolbe og tgrket over MgSO4. Organisk fase ble deretter filtrert gjennom et
foldefilter og dampet inn pa rotavapor. Utbytte ble 96 %.

Spektroskopisk data for forbindelse 21 (Vedlegg D):

!H-NMR (400 MHz, CDCI3) &: 7.37-7-22 (m, 5H, Ph-H), 4.72-4.66 (m, 1H, CH), 4.24-4.17
(m, 2H, PhCH2CHCH?), 3.32 (dd, J = 3.3, 13.3 Hz, 1H, PhCH:), 3.06-2.88 (m, 2H,
COCH2CH3), 2.79 (dd, J = 9.5, 13.3 Hz, 1H, PhCH2), 1.22 (t, J = 7.3 Hz, 3H, COCH2CH?3)
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6.6. Syntese av forbindelse 44, (35,4R)-1-((R)-4-benzyl-2-
tioksotiazolidin-3-yl)-5-brom-3-hydroksy-4-metylpentan-1-
on

@) O S OH O S
TiCl, DIPEA
Br/\‘)kH * )LN/MS &W’ BFWNAS
Bn)\/ Bn)\/
43 17 44

(R)-1-(4-benzyl-2-tioksotiazolidin-3-yl)etan-1-on 17 (0.2332 g, 0.9 mmol, 0.86 eq.) ble
veid i en tgrr rundkolbe. 6 mL t@grr CH2Cl2 ble trukket opp med en gasstett sprgyte og
tilsatt rundkolben. En eggmagnet ble tilsatt rundkolben fgr et septum ble pamontert og
kolben kjglt ned til -78 °C. 1M TiCls (CH2Cl2)(1.0 mL, 1.0 mmol, 0.95 eq.) ble trukket opp
med en gasstett sproyte og drapevis tilsatt rundkolben gjennom septumet. Etter 10
minutter pa omrgring ble DIPEA (0.09 mL, 0.46 mmol, 0.44 eq.) opplgst i 1.2 mL tarr
CH2Cl> trukket opp med en gasstett sprgyte og tilsatt reaksjonsblandingen drapevis.
Blandingen sto 30 minutter under omrgring fgr aldehydet (R)-3-brom-2-metylpropanal
43 (0.1524 g, 0.05 mmol, 1 eq.) opplgst i 2 mL tgrr CH2Clz ble trukket opp med en
gasstett sproyte og drapevis tilsatt reaksjonsblandingen. Etter 3 timer under omrgring pa
-78 °C ble reaksjonen quenchet med 0.4 mL mettet vandig Igsning NH4Cl. Etter 5
minutter ble kuldebadet fjernet og blandingen temperert til romtemperatur. Separert
organisk fase ble tgrket over MgSO0s, filtrert gjennom et foldefilter og dampet inn pa
rotavapor. Raproduktet ble renset pa flashkolonne med CH2Cl> som eluent. Isolert
utbytte ble 27 %.

Spektroskopisk data for forbindelse 44 (Vedlegg E):

'H-NMR (400 MHz, CDCI3) &: 7.39-7.28 (m, 5H, Ph-H), 5.46-5.41 (m, 1H, PhCH.CH),
4.43-4.38 (m, 1H, CHOH), 3.64-3.56 (m, 2H, BrCH2 og COCHz), 3.46-3.37 (m, 2H,
PhCH2CHCH- og BrCHz), 3.30-3.23 (m, 2H, PhCH2 og COCH-), 3.07 (dd, J = 10.3, 13.0
Hz, 1H, PhCH2), 2.93 (d, J = 11.5 Hz, 1H, PhCH2CHCH>), 2.73 (d, J = 4.0 Hz, 1H, OH),
2.03-1.95 (m, 1H, BrCH>CH), 1.10 (d, J = 6.8 Hz, 3H, BrCH2CHCH3). 3C-NMR (100 MHz,
CDCI3) &: 201.5, 172.9, 136.3, 129.4, 128.9, 127.3, 68.3, 68.2, 43.6, 40.4, 36.9 (20),
32.1, 13.3.
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6.7. Syntese av forbindelse 45a, (R)-1-((R)-4-benzyl-2-
tioksotioazolidin-3-yl)3-hydroksydekan-1-on

O s
)LNJ(S
o Bn)w OH 0 g
17 /\/\/\/‘\/U\
/\/\/\)J\H : > NJ<
TICI4’ DIPEA S
CH,Cl, )\/
Oktanal ; 45a Bn

Forbindelse 17 (0.1257 g, 0.5 mmol, 1 eq.) ble veid opp i en 25 mL tgrr rundkolbe og
flushet med nitrogengass. En eggmagnet ble tilsatt under nitrogen. 2 mL tgrr CH2Clz ble
trukket opp med en 5 mL gasstett sprgyte og tilsatt rundkolben. Kolben ble satt pa isbad
med rgring. 1M TiCls i CH2Cl2 (0.65 mL, 0.65 mmol, 1.3 eq.) ble trukket opp med en 2.5
mL gasstett sprgyte og drapevis tilsatt rundkolben. Blandingen rgrte i 10 minutter fgr
DIPEA (0.095 mL, 0.5 mmol, 1 eq.) blandet i 1 mL tgrr CH2Cl> drapevis ble tilsatt
reaksjonsblandingen. Den rgde blandingen rgrte i 20 minutter fgr kolben ble kjglt ned til
-78 °C i et aceton-tgrrisbad. Oktanal (0.078 mL, 0.5 mmol, 1 eq.) ble fortynneti 2 mL
terr CH2Cl2 og drapeuvis tilsatt rundkolben. Reaksjonen stod under omrgring pa
tgrrisbadet i 1 time fgr badet ble fjernet og blandingen temperert. Reaksjonen ble
quenchet med 1 mL halvmettet vandig Igsning NH4Cl og overfgrt til en skilletrakt. Fasene
ble separert og vannfasen ble ekstrahert med CH2Clz fgr organiske faser ble samlet og
tgrket over MgS0O4. MgSO4 ble filtrert bort gjennom et foldefilter, filtratet ble
oppkonsentrert pa rotavapor og renset pa kort kolonne med gradieringseluent (CH2Cl>,
deretter heksan 1:1 EtOAc), og ga 45 % isolert utbytte. Det ble kun tatt rene spektre av
forbindelse 45b med rester av oktanal.

Spektroskopisk data for forbindelse 45a (Vedlegg F)

'H-NMR (400 MHz, CDCI3) &: 7.39-7.22 (m, 5H, Ph-H), 5.44-5.38 (m, 1H, PhCH.CH),
4.18-4.14 (m, 1H, CHOH), 3.68-3.61 (m, 1H, COCH-), 3.46-3.38 (m, 1H, PhCH2CHCH.),
3.23 (dd, J = 3.8, 13.1 Hz, 1H, PhCH-), 3.18-3.09 (m, 1H, COCH2), 3.06-3.00 (m, 1H,
PhCH2), 2.91 (d, J = 11.5 Hz, 1H, PhCH2CHCH-), 2.58 (br, 1H, OH), 1.66-1.49 (m, 2H,
CHOHCH2), 1.31-1.26 (m, 10H, CHOHCH2(CH2)sCHs), 0.91-0.88 (m, 3H,
CHOH(CH2)sCHSs).

Spektroskopisk data for forbindelse 45b (Vedlegg F-2):

'H-NMR (400 MHz, CDCI3) &: 7.29-7.19 (m, 5H, Ph-H), 5.35-5.30 (m, 1H, PhCH.CH),
4.10-4.01 (m, 1H, CHOH), 3.57 (dd, J = 2.4, 17.8 Hz, 1H, COCH-), 3.33 (dd, J = 7.2,
11.4 Hz, 1H, PhCH2CHCH>), 3.15 (dd, J = 3.9, 13.2 Hz, 1H, PhCH2), 3.05 (dd, J = 9.5,
17.8 Hz, 1H, COCH-), 2.97 (dd, J = 10.3, 17.0 Hz, 1H, PhCH2), 2.82 (d, J = 11.4 Hz, 1H,
PhCH2CHCH-), 2.34 (br, 1H, OH), 1.55-1.39 (m, 2H, CHOHCH2), 1.23-1.21 (m, 10H,
CHOHCH2(CH2)sCH3s), 0.83-0.79 (m, 3H, CHOH(CH2)sCHs).
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6.8. Syntese av forbindelse 39, Boc-Gly-Val-OMe

H
EDC, DIPEA
Boc. OH (0] == PPN Boce. N -
”/\ﬂ/ HoN o CHCl ”/\[( JJ\O
O O O _~~
32 33 39

Val-OMe (0.1108 g, 0.64 mmol, 1.27 eq.) ble veid i et halvtdramsglass og overfgrt til en
terr rundkolbe med eggmagnet under nitrogengass. 5 mL tgrr CH2Cl2 ble trukket opp
med en gasstett sprgyte og tilsatt rundkolben. Kolben ble satt pa isbad fer DIPEA (0.12
mL, 0.64 mmol, 1.27 eq.) ble trukket opp med en gasstett sprgyte og tilsatt rundkolben.
Etter 40 minutter omrgring pa isbad ble Boc-Gly (0.088 g, 0.5 mmol, 1 eq.) og EDC
(0.122 g, 0.64 mmol, 1.27 eq.) tilsatt reaksjonsblandingen. Blandingen rgrte i 3 timer pa
isbad fgr isbadet ble fjernet. Reaksjonsblandingen rgrte p& romtemperatur over natten.
Blandingen ble overfgrt til en skilletrakt og vasket med 10 % vandig sitronsyre 4 ganger.
Organisk fase ble tgrket over MgSQOsa, filtrert gjennom foldefilter og lgsemiddelet dampet
inn (det er rester av EtOAc i spekteret). Isolert utbytte ble 89 %.

Spektroskopisk data for forbindelse 39 (Vedlegg G):
'H-NMR (400 MHz, CDCI3) &: 6.84 (br, 1H, NHCH2), 5.46 (br, 1H, NHCH), 4.45 (dd, J =
5.0, 8.6 Hz, 1H, NHCHCH(CH3)2), 3.82-3.68 (m, 2H, NHCH-), 3.64 (s, 3H, OCHs), 2.12-

2.03 (m, 1H, NHCHCH(CHs)2), 1.36 (s, 9H, OC(CHs)3), 0.83 (dd, J = 6.7, 14.8 Hz, 6H,
NHCHCH(CHs)2).

6.9. Syntese av forbindelse 46, Boc-Leu-Ala-OMe*

b O e
N o) EDC, DIPEA
Boc” OH + HZNJ}( ~ - Boc N NJ\WO\
CH2C|2 H
o)
35

36 46

\

Ala-OMe (0.544 g, 3.9 mmol, 1.3 eq.) ble veid i et halvtdramsglass under nitrogengass
og tilsatt en tgrr rundkolbe med eggmagnet. 9 mL tgrr CH2Clz ble trukket opp og tilsatt
kolben med en gasstett sprgyte. Blandingen ble deretter satt pa rgring i et isbad. DIPEA
(0.75 mL, 3.9 mmol, 1.3 eq.) ble trukket opp med en gasstett sprgyte og tilsatt kolben.
Blandingen sto pa rgring i 40 minutter fgr EDC (0.748 g, 3.9 mmol, 1.3 eq.) og Boc-Leu
(0.696 g, 3.0 mmol, 1 eq.) ble tilsatt. Blanding rgrte pa 0 °C i 3 timer fgr isbadet ble
fjernet, og blandingen rgrte i romtemperatur i 12 timer. Blandingen ble deretter
fortynnet med CH2Cl; og vasket med 10 % vandig sitronsyre fire ganger. Organisk fase
ble tgrket over MgSOs, filtrert og konsentrert under vakuum (det er rester av EtOAc i
spekteret). Forbindelse 46 var et hvitt fast stoff. Isolert utbytte ble 68 %.
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Spektroskopisk data for forbindelse 46 (Vedlegg H):

'H-NMR (400 MHz, CDCI3) &: 6.90 (br, 1H, NHCHCH3), 5.09 (br, 1H, NHCHCH), 4.52-
4.44 (m, 1H, NHCHCHs), 4.11 (br, 1H, NHCHCH), 3.64 (s, 3H, OCH3), 1.59-1.56 (m, 2H,
NHCHCH-), 1.44-1.40 (m, 1H, NHCHCH2CH), 1.36 (s, 9H, OC(CHs)3), 1.31 (d, J = 7.1 Hz,
3H, NHCHCHs), 0.86-0.84 (m, 6H, CH(CHs)z2).

6.10. Syntese av forbindelse 47, Boc-Gly-Val-Leu-Ala-OMe

THF:MeOH:H,0

H Q 9
OC\H/\H/N\;)J\O/ LiOH o BOC\N/\H/H\:)J\OH
O _~ "o Al

39 34

@)
/'\[( _TFA _ HoN N J\[(O
CHZCI2 H o
37

HO?)\HO
oc. N\)J\TN\)J\/
TN

P

EDC, DIPEA, HOBt
CH,Cl,

34 + 37

47

Boc-Gly-Val-OMe (0.1157 g, 0.422 mmol, 1 eq.) ble overfgrt til en rundkolbe med
eggmagnet og opplgst i 3 mL THF:MeOH:H-0 (3:1:1). Rundkolben ble satt pa isbad
under omrgring. LiOH (0.032 g, 1.266 mmol, 3 eq.) ble tilsatt rundkolben fgr
reaksjonsblandingen sto pa rgring i 1 time. pH ble justert til 2 med 1M HCI fgr blandingen
ble fortynnet med EtOAc, vasket med mettet vandig Igsning NaCl, tgrket over MgSOQOs,
filtrert og konsentrert pa rotavapor. Forbindelse 34 ble ikke isolert fgr videre bruk.

Boc-Leu-Ala-OMe (0.091 g, 0.41 mmol) ble opplgst i 2 mL tgrr CH2Clz2 i en tgrr rundkolbe
og satt pa isbad under omrgring med eggmagnet. 1 mL TFA ble trukket opp med en
gasstett sproyte og tilsatt rundkolben. Reaksjonsblandingen sto pa rgring i 30 minutter
for rundkolben ble satt pa rotavapor der Igsemiddel og overskudds-TFA ble dampet av.
Forbindelse 37 ble ikke isolert fgr videre bruk.
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Det ble tilsatt en eggmagnet og 2 mL tgrr CH2Cl2 i rundkolben med Boc-Gly-Val.
Blandingen ble satt pa isbad fgr HOBt (0.0617 g, 0.421 mmol, 1 eq.) og EDC (0.081 g,
0.421 mmol, 1 eq.) ble tilsatt under nitrogengass og septum pamontert. Blandingen rgrte
i 15 minutter fgr Leu-Ala-OMe opplgst i 2 mL tgrr CH2Cl; ble overfgrt gjennom et
teflonrgr til rundkolben. DIPEA (0.16 mL, 0.842 mmol, 2 eq.) ble trukket opp med en
gasstett sprgyte og tilsatt blandingen gjennom septumet. Isbadet ble fjernet og
reaksjonen sto pa rgring i romtemperatur i 12 timer. Reaksjonsblandingen ble fortynnet
med EtOAc og overfgrt til en skilletrakt. Organisk fase ble vasket med mettet vandig
Igsning NH4Cl og NaCl fgr organisk fase ble tgrket over MgSOa, filtrert og konsentrert i
rotavapor. Raproduktet ble renset pa kolonne med EtOAc som eluent (det er rester av
EtOAc i spekteret) og ga 52 % utbytte.

Spektroskopisk data for forbindelse 47 (vedlegg I):

'H-NMR (400 MHz, CDCI3) &: 7.38 (s, 1H, NH), 7.20 (s, 1H, NH), 6.97 (s, 1H, NH), 5.59
(s, 1H, NH), 4.52-4.47 (m, 2H, NHCH og NHCH), 4.23-4.20 (m, 1H, NHCHCH?3), 3.86 (s,
2H, NHCH>), 3.67 (s, 3H, OCHs), 2.13-2.05 (m, 1H, NHCHCH), 1.67-1.63 (m, 1H,
NHCHCH2CH), 1.61-1.51 (m, 2H, NHCHCH2), 1.40 (s, 9H, OC(CHs)3), 1.36-1.33 (m, 3H,
NHCHCHs), 0.93-0.84 (m, 12H, CH(CHs3)2 og CH(CH?3)2).

6.11. Syntese av forbindelse 55, metyl acetyl-L-valinat

0
S
o ® _Imidazol
Cl HaN Ol /ILNJ(S "CH,Cl, )L
0 . P
n
33 17 55

(R)-1-(4-benzyl-2-tioksotiazolidin-3-yl)etan-1-on 17 (0.050 g, 0.2 mmol, 1 eq.) ble veid
opp i et halvtdramsglass og tilsatt en 5 mL rundkolbe med en eggmagnet. Val-OMeHCI
33 (0.037 g, 0.22 mmol, 1.1 eq.) ble vei i et halvtdramsglass og tilsatt en 5 mL
paerekolbe. 1 mL tgrr CH2Cl2 ble trukket opp med en gasstett sprgyte og tilsatt
rundkolben. 1 mL tgrr CH2Cl> ble ogsa tilsatt paerekolben. Innholdet i paerekolben ble
trukket opp med en gasstett sprgyte og overfgrt til rundkolben. Deretter ble imidazol
(0.041 g, 0.6 mmol, 3 eq.) veid i et halvdramsglass og tilsatt rundkolben.
Reaksjonsblandingen rgrte i romtemperatur i 12 timer. Blandingen ble fortynnet med
CH2Clz2 og overfgrt til en skilletrakt fgr vasking med mettet vandig lgsning av NH4Cl x 2.
Organisk fase ble tgrket over MgSOs, filtrert gjennom et foldefilter og konsentrert pa
rotavapor. Raproduktet ble renset pa kort kolonne med gradieringseluent. Fgrst heksan
1:1 EtOAc (det er rester av EtOAc i spekteret), deretter CH2Cl2 10:1 MeOH og ga isolert
utbytte pa 78 %.

Spektorskopisk data for forbindelse 55 (Vedlegg J):

'H-NMR (400 MHz, CDClI3) &: 6.08 (br, 1H, NH), 4.51 (dd, J = 5.0, 8.5 Hz, 1H, NHCH),
3.68 (s, 3H, OCHs), 2.12-2.06 (m, 1H, NHCHCH), 1.98 (s, 3H, COCHs), 0.87 (dd, J =
6.8, 18.6 Hz, 6H, CH(CHs)=2).
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6.12. Syntese av forbindelse 59, oktan-2-yl(tert-
butoksykarbonyl) glysinat

OH o
Boc.
S~~~ , Boc NSO DMAPEDC T
H 5 CH,Cl,
2-oktanol 32 59

Boc-Gly 32 (0.098 g, 0.56 mmol, 1.5 eq.) ble veid i et halvtdramsglass og tilsatt en tgrr
nitrogengass-flushet 5 mL rundkolbe med eggmagnet. 0.5 mL tgrr CH2Cl2 ble trukket opp
med en gasstett sprgyte og tilsatt rundkolben. 2-oktanol (0.058 mL, 0.37 mmol, 1 eq.)
ble trukket opp med en gasstett sprgyte og tilsatt rundkolben. Kolben ble satt pa isbad
under omrgring. EDC (0.215 g, 1.12 mmol, 3 eq.) og DMAP (0.006 g, 0.05 mmol, 0.135
eq.) ble veid opp i hvert sitt halvtdramsglass og tilsatt rundkolben under nitrogengass.
Isbadet ble fjernet, og reaksjonen sto pa rgring i 3 timer. Blandingen ble deretter filtrert
igjennom 0.5 cm Celite i en kort kolonne under vannstralevakuum. Filtratet ble dampet
inn pa rotavapor og fortynnet med EtOAc og CHzCl2 og overfgrt til en skilletrakt. Organisk
fase ble vasket med mettet vandig NH4Cl Igsning og mettet Igsning av NaCl (brine) fgr
den ble tgrket over MgSO0s, filtrert og konsentrert pa rotavapor. Spekterdataene for
denne forbindelsen er av raproduktet og inneholder derfor urenheter.

Spektroskopisk data for forbindelse 59 (Vedlegg K):

!H-NMR (600 MHz, CDCI3) 6: 5.13 (br, 1H, NH), 4.85-4.80 (m, 1H, OCH), 3.74 (d, J =
5.4 Hz, 2H, NHCH2), 1.48-1.34 (m, 2H, OCHCH2), 1.32 (s, 9H, OC(CHs)3), 1.17-1.13 (m,
11H, CH3CHCH2(CH2)4CHs), 0.76-0.74 (m, 3H, CH2CH?3).
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Introduction

Complex organic molecules, being shaped by the evolutionary process, have emerged from natural sources. These complex molecules have been utilized in the clinic for
the treatment of various kinds of infections. Among the diverse microbial phyla in marine ecosystems, the genus Penicillium is represented by more than two hundred
species. Over the last years several interesting compounds, among them a novel series of cyclohexadepsipeptides, chrysogeamides A-G, nodupetide and scopularides A
and B have been isolated from marine-derived Penicillium.

Retrosynthetic analysis

Cyclodepsipeptides

Cyclodepsipeptides are a large group of cyclic peptides characterized by the
presence of at least one ester bond as part of their backbone.l!! They have
received enduring attention for a wide range of bioactivities. Several

ﬁ»

[Common ‘etrapepllde
Peptide couplings

N G\y*Val*Leu*A\a”Val

(Common tetrapephde
\Q Peptide couplings
O\ N G\y*Val*Leu*A\aﬁPTe

representative members have been approved for pharmaceutical use, such as
emodepsin/ and aplidin®.

Macrolactonization

1: Chrysogeamide A: R=(CH,),CH;
2: Chrysogeamide B: R=(CH,),CHj

Macrolactonization|

3: Scopularide A: R=(CH,),CHj
4: Scopularide B: R=(CH,),CHs

Structurally, the diversity of hydroxy acid building blocks has been well

characterized in cyclodepsipeptides.!]l.: Two members, the 3-hydroxy-4- Fraament:
methyldecanoic acid (HMDA) 5 and 3-hydroxy-4-methyloctanoic acid (HMOA)
moieties are encountered in both chrysogeamides- and scopularides A and B 1- [ el @
4. Furthermore, the structural similarities between the four compounds goes N OH
i included i M
even further as the same tetrapeptide 15 are included in all four compounds. e |Nagao ace
5

Synthesis of the pentapeptide-fragments

The two key pentapeptides 16 and 17 are synthesized by using standard peptide couplings methods, employing EDC/HOBt as reagents for the peptide couplings. The
common tetrapeptide fragment 15 is a key intermediate, as all four molecules share this structural motif. From this key intermediate valine is added to the C-terminal to
get to the chrysogeamide-pentapeptide and phenylalanine to the same C-terminal to get to the scopularide-pentapeptide.

EDC, HOBY, LioH, ® MG W © W ©
DIPEA THF:MeOH:H,0 3:1:1 N N N
EWN/YOH NP~ OMe N\AI‘/ PMeORI0 3T N\)khI(OH 1 Lon, - JK” ﬂjﬁ( %om
2 H
H 5 o il El) LI! THF:MeOH:H,0 3:1:1, ® @ A
6 7 Boc-N-Gly-Val-OH (10) h

65+ .,7% Boc-N-Gly-Val-Leu-Ala-Val-OMe (16)

eoc. Host,  H oM
coom I( J\r :
8h, DCM

EDC, HOBY, 2 yarome or C N ® -
HN. oM Boc-N-Gly-Val-Leu-Ala-OMe (15) Phe-OMe { q o
Boc., OH N%(OMe BIREA J\(ome TFA, DCM, & Jﬁ( e o EDC, HOBY, e \)ku N \}OME
i o 1h, Tnoow o DIPEA, 8h, o o =
o o
DCM

1 12 NHg-Leu-Ala-OMe (14) Boc-N-Gly-Val-Leu-Ala-Phe-OMe (17)

70-86%

Non-peptide fragment

The synthesis of the non-peptide HMDA fragment 23 commenced with a reduction using diisobutylaluminium hydride (DIBAL-H) of the ester 18 to the corresponding
aldehyde 19. Then, an Evans—Nagao acetate aldol reaction yielding intermediate 21, hereby establishing the correct configuration of the 4-methyl group.” Then, the Pd-
PEPPSI™:-IPr catalyzed Negishi cross coupling reaction is employed to couple the alkyl zinc-bromide 22 to the primary alkyl bromine 21. The protocol developed by Organ
and coworkers has previously been applied with success in the total synthesis of natural products.l® The sp?— sp3 Negishi cross coupling will be performed with both
pentyl zinc-bromide 22 as well as propyl zinc-bromide in order to achieve both the desired non-peptide fragments, HMDA 5/23 and HMOA.

Several efforts were conducted to couple compound 12 directly to the alkyl zinc-bromide 22 using the described Negishi sp* — sp? cross coupling reaction. However, the
reaction gave limited success, giving the conjugated beta-hydride elimination product 25. The desired product 24 was not observed. This observation was confirmed with
both NMR as well as GC-MS.

o
R
OMe
s o~ ZNBr o~ ZnBr Me
o 2
Brf 2
o o OH 0 s OH O s o _
DIBAL-H 20 [ Pa-PEPPSLIPr, LiBr z L /\HJ\OM PG-PEPPSI-IPr, LiBr o
Br OMe ——————>= Br H ————————> Br N~ g N ' M : THF:NMP
B DCM, -78 °C Mo DIPEA, TiCl, Me J~ THF:NMP Me P 18 YkOMe
DCM, -78 °C Bn =1} Me
18 19 21 23 Beta-hydride elimination
product (25)

Assembly of the fragments and cyclization
The assembly of the non-amino acid fragment and the N-deprotected pentapeptide is conducted by a procedure, developed by Crimmins and co-workers.[! Then
hydrolysis of the methyl ester and subsequently macrolactonization using the Yamaguchi protocol to finish Scopularide A 3.7

NVWL J( 1. TFA, & @ 1. LiOH, Me
DCM, 4h THF:MeOH:H,0 (3:1:1), 1h ..
23 m NwN*GIy-VaI-Leu-AIa-Phe-OMe - j\ ufGnyvralfLequlafPhe
+ : Me 2. TCBC, Et;N, DMAP
Boc-N-Gly-Val-Leu-Ala-Phe-OMe (17) 26 Scopularide A (3)
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