Tesi doctoral presentada per En/Na

Eulalia PINOL OLLE

amb el titol

" Disseny, sintesi i avaluacio d'inhibidors de
dimeritzacié de la proteasa del VIH-1"

per a I'obtencio del titol de Doctor/a en

FARMACIA

Barcelona, 20 de juny del 2007.

Facultat de Farmacia
Departament de Farmacologia i Quimica Terapéutica

Hem@s=ll  UNIVERSITAT DE BARCELONA



CAPITOL 2

2. SINTESI DELS PSEUDODIPEPTIDS

Tal i com s’ha comentat en el capitol d’'Introduccid, el principal objectiu de la present Tesi
doctoral es basa en la incorporacié de pseudodipéptids d’estructura de 3-aminolactam en les
cadenes peptidiques d’inhibidors de dimeritzacié de la proteasa del VIH-1. Per a aquest
objectiu, inicialment es van escollir dues estructures descrites recentment al nostre grup, que
encara no havien estat incorporades en cap péptid bioldgicament actiu: I'oxazolopiperidona 80 i
I'espirolactam 81. Com es veura posteriorment en aquest capitol, arrel de les dificultats que
sorgiren a I'’hora de reproduir la sintesi descrita de I'estructura d’espirolactam 81 i dels baixos
rendiments obtinguts que feien inviable la incorporacié d’aquesta estructura en cadenes
peptidiques, es va optar per sintetitzar el pseudodipéptid 82 de menor dificultat sintética
(Fig. 47).
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Figura 47: Estructures escollides per a la incorporacio en els inhibidors de dimeritzacié de la HIV-1 PR

2.1 Sintesi de I’'oxazolopiperidona 80

2.1.1 Antecedents

Un dels camps d'interés en el terreny dels peptidomimétics és el de la sintesi de dipéptids
restringits dins d’'una estructura biciclica.”" Una de les estructures bicicliques més estudiades
en aquest camp és la de la indolizidin-2-ona i els seus derivats. L’interés actual d’aquest tipus
d’estructures (tant amb I'esquelet carbonat com amb la preséncia d’algun heteroatom com S o
O) queda reflectit en la quantitat de sintesis descrites a la literatura en els darrers 5 anys,
alguns exemples de les quals es troben representades en la Figura 48."

Les indolizidin-2-ones i els seus derivats substituits amb esquelet carbonat s’han incorporat en
diferents péptids bioldgicament actius i se n’ha estudiat I'aplicaci6 com a inhibidors de

caspases,’ com a analegs de la gramicidina S (péptid antibacterial)’® i de la Leu-encefalina,”

™ a) Nagai, U.; Sato, K.; Tetrahedron Lett., 1985, 26, 647-650. b) Nagai, U.; Sato, K.; Nakamura, R.; Kato, R;
Tetrahedron, 1993, 49, 3577-3592. c) Hanessian, S.; Smith-Mc.Naughton, G.; Lombart, H.G.; Lubell, W.D;
Tetrahedron, 1997, 53, 12789-12854. d) Halab, L.; Gosselin, F.; Lubell, W.D.; Biopolymers, 2000, 55, 101-122.

72 a) Cluzeau, J.; Lubell, W.D.; Biopolymers, 2005, 80, 98-150. b) Manzoni, L.; Belvisi, L.; DiCarlo, E.; Forni, A.;
Invernizzi, D.; Scolastico, C.; Synthesis, 2006, 7, 1133-1140.

& Karanewsky, D.S.; Bai, X.; Linton, S.D.; Krebs, J.F.; Wu, J.; Phran, B.; Tomaselli, K.; J. Bioorg. Med. Chem. Lett.,
1998, 8, 2757-2762.
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CAPITOL 2

com a agonistes parcials del receptor de tiroliberina (un tripéptid de I'hipotalem que controla
I'alliberament de 'hnormona estimulant del tiroides),76 com a inhibidors de trombina’’ i com a

agonistes de colecistoquinina i de receptors opioides,78 entre d’altres.
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Figura 48: Exemples d’estructures d’indolizidinones i derivats sintetitzades en els darrers 5 anys

Pel que fa a les estructures bicicliques derivades de les indolizidinones i que incorporen un

heteroatom (S, O) en el seu esquelet, es troben varies aplicacions i sintesis descrites a la

™ Roy, S.; Lombart, H.G.; Lubell, W.D.; Hancock, R.E.W.; Farmer, S.W.; J. Peptide Res., 2002, 60, 198-214.

" Xiong, C.; Zhang, J.; Davis, P.; Wang, W.; Ying, J.; Porreca, F.; Hruby, VV.J.; Chem. Comm., 2003, 13, 1598-1599.

& a) Chu, W.; Perlman, J.H.; Gershengorn, M.C.; Moeller, K.D.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 3093-3096. b)
O’Dowd, B.F.; Lee, D.; Huang, W.; Nguyen, T.; Cheng, R.; Liu, Y.; Wang, B.; Gershengorn, M.C.; George, S.R.; Mol.
Endocrinol., 2000, 14, 183-193.

" Hanessian, S.; Therrien, E.; Granberg, K.; Nilsson, |.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 2000, 10, 243-247.

s Ndungu, J.M.; Cain, J.P.; Davis, P.; Ma, S-W.; Vanderah, T.W.; Lai, J.; Porreca, F.; Hruby, V.J.; Tetrahedron Lett.,

2006, 47, 2233-2236.
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literatura. Els treballs pioners de Nagai71 sobre la preparacio del bicicle 3-ftalimido-2-oxo-7,1-
tiazabiciclo[4.3.0]nonan-9-carboxilat de metil, 'anomenat BTD (s-turn dipeptide) actualment
disponible comercialment, i la seva posterior aplicacié en el desenvolupament d’inhibidors de
metal-loproteases, van impulsar el desenvolupament d’analegs tiaindolizidinics per a la seva
aplicacio en el camp dels peptidomimétics. Recentment, els grups de Hruby”® i Geyer® han
descrit noves sintesis de 6,5-tiazolidinlactams funcionalitzats, mentre que el grup de Gonzalez-
Mufiiz®' ha descrit la incorporacié de inductors de girs B com el BTD i I'IBTM en péptids

conformacionalment restringits derivats dels lligands de la colescistoquinina (Fig. 49).
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Figura 49: Estructures de dos mimétics de gir B

En canvi, el nombre d’articles publicats referents als analegs oxigenats és molt inferior en
relacié als seus homolegs de sofre. S’han publicat sintesis d’aquests 3-aminolactams biciclics
amb un atom d’oxigen incorporat en I'anell de 6 membres del bicicle, concretament en la

posicio o al cap de pont, com en els treballs de Moeller,?? Schofield,® Baldwin®® i Zhang.®

Pel que fa a estructures pseudodipeptidiques derivades d’oxaindolizidinones amb [I'atom
d’oxigen incorporat a I'anell de 5 membres, la sintesi descrita pel nostre grup és I'inica existent
fins al moment a la literatura.” La capacitat d’aquesta estructura per induir la formacio de girs
de tipus II' ens va empeényer a estudiar-ne la seva aplicacié per als nostres inhibidors de

dimeritzacié de la proteasa del VIH-1.

7 a) Ndungu, J.M.; Gu, X.; Gross, D.E.; Ying, J.; Hruby, V.J.; Tetrahedron Lett., 2004, 45, 3245-3247. b) Gu, X.; Tang,
X.; Cowell, S.; Ying, J.; Hruby, V.J.; Tetrahedron Lett., 2002, 43, 6669-6672.

& Tremmel, P.; Brand, J.; Knapp, V.; Geyer, A.; Eur. J. Org. Chem., 2003, 878-884.

8" Martin-Martinez, M.; de la Figuera, N.; LaTorre, M.; Garcia-Lopez, M.T.; Cenarruzabeitia, E.; Del Rio, J.; Gonzalez-
Mufiz, R.; J. Med. Chem., 2005, 48, 7667-7674.

82 a) Sun, H.; Moeller, K.D.; Org. Lett., 2002, 4, 1547-15550. b) Cornille, F.; Fobian, Y.M.; Slomczynska, U.; Beusen,
D.D.; Marshall, G.R.; Moeller, K.D.; Tetrahedron Lett., 1994, 35, 6989-6992. c) Cornille, F.; Slomczynska, U.; Smythe,
M.L.; Beusen, D.D.; Moeller, K.D.; Marshall, G.R.; J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 909-917. d) Slomczynska, U.;
Chalmers, D.K.; Cornille, F.; Smythe, M.L.; Beusen, D.D.; Moeller, K.D.; Marshall, G.R.; J. Org. Chem., 1996, 61, 1198-
1204.

® Claridge, T.D.W.; Hulme, C.; Kelly, R.J.; Lee, V.; Nash, I.A.; Schofield, C.J.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 1996, 935-936.
8 Baldwin, J.E.; Hulme, C.; Schofield, C.J.; Edwards, A.J.; J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1993, 30, 4019-4020.

8 Zhang, X.; Jiang, W.; Schmitt, A.C.; Tetrahedron Lett., 2001, 42, 4943-4935.
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CAPITOL 2

2.1.2 Sintesi de 'oxazolopiperidona 80

La preparacio d’aquest derivat oxazolopiperidinic 80 es va realitzar seguint el métode descrit
pel nostre grup.70 La formacio del bicicle es dugué a terme en una unica etapa per condensacio
de I'éster metilic de la serina i I'aldehid 84, sintetitzat a partir de I'acid glutamic convenientment

protegit (Esquema 2).
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Esquema 2: Retrosintesi de I'oxazolopiperidona 80

a) Sintesi de I'aldehid de Fukuyama 84

Ruta inicial

Per a la sintesi de I'oxazolidinona 85 es va fer reaccionar a reflux durant 2 h I'acid (S)-glutamic
amb paraformaldehid, en preséncia d’acid p-toluensulfonic catalitic i benzé com a dissolvent.®
Aquesta reaccio es reprodui fins a una escala de 25 g i s'utilitza un sistema Dean-Stark per
anar eliminant I'H,O formada del medi de reaccié i desplagar d’aquesta manera I'equilibri cap a
la formacioé del producte desitjat.

Un cop obtinguda I'oxazolidinona 85 es va abordar la seva transformacié a aldehid, seguint
'aproximacié de Fukuyama, que ja s’havia utilitzat anteriorment en el nostre grup. Aquesta
metodologia es basa en la conversié de I'acid en tioéster® i la posterior reduccié amb Et;SiH i

Pd/C en condicions neutres.®® (Esquema 3).

HOTO (CH,0),, benzé, cat. PTSA (0 o DCC, DMAP ro ro
. N N, © + N, °©
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Esquema 3: Sintesi del tioéster 86

La reaccié de I'acid 85 amb etantiol, DCC i quantitats catalitiques de DMAP va proporcionar el
tioéster desitjat 86 amb un 52% de rendiment, juntament amb I'éster 87 com a subproducte, els

quals es separaren per cromatografia en columna. Aquests dos productes sén clarament

% Ben-Ishai, B.; J. Am. Chem. Soc., 1957, 79, 5736-5738. b) Itoh, M.; Chem. Pharm. Bull., 1969, 17, 1679-1686.
87 Neises, B.; Steglich, W.; Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1978, 17, 522-524.
® Fukuyama, T.; Lin, S.; Li, L.; J. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 7050-7051.
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diferenciables pel desplagcament quimic del senyal del grup CH, en 'H-RMN: en el cas de
I’'éster s’observa un quadruplet a 6 = 4,10 ppm, mentre que en el cas del tioéster la substitucié
d’'un oxigen per un sofre fa que el senyal s’apantalli a 8 = 2,86 ppm. La identitat dels dos
productes es corrobora també per espectroscopia de masses.

La reduccio del tioéster 86 amb Et;SiH i Pd/C procedi sense problemes, obtenint-se I'aldehid

desitjat 84 amb un 76% de rendiment, el qual s’utilitza sense purificar per a la seglient reaccié

(Esquema 4).
O, rO
NT 10) Et;SiH, Pd/C, acetona anh. N @)
" o
cbz” COSEt 76% Cbz CHO
g6 84

Esquema 4: Reduccié del tioéster 86 i obtencié de I'aldehid desitjat 84

El mecanisme d’aquesta reduccié s’inicia mitjangant una addicié oxidativa del Pd(0) a I'enllag
C(sp®)-S, seguida d’una transferéncia d’hidrogen del Et;SiH a I'espécie acilpal-ladi resultant.
Finalment, [l'eliminacié reductiva de Ihidrur d’acilpal-ladi condueix a [l'aldehid desitjat
(Esquema 5). Aquest compost es detecta facilment per RMN, mitjancant el senyal a
8 = 9,69 ppm corresponent al proté de I'aldehid en 'H-RMN i a & = 200,1 ppm corresponent al

grup carbonil de I'aldehid a ">C-RMN.
0}
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Esquema 5: Mecanisme de reaccié de la reduccié de Fukuyama

Ruta alternativa

En vista del baix rendiment obtingut en la formacio del tioéster es van valorar rutes alternatives
que ens permetessin I'obtencié de I'aldehid de forma més efectiva. Per un costat, es va provar
la metodologia descrita per Kubasch et al.®, que es basava en la reduccié de I'acid 85 a

alcohol amb BH3-SMe; i la posterior oxidacié a aldehid fent Us del periodina de Dess-Martin.%

® Kubasch, N.; Schmidt, R.R.; Eur. J. Org. Chem., 2002, 2710-2726.
% Dess, D.B.; Martin, J.C.; J. Am. Chem. Soc., 1991, 113, 7277-7287.
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Aquestes condicions permeteren I'obtencié de I'aldehid amb un rendiment analeg al del métode
del tioéster (52%). Aquesta estratégia presenta I'avantatge que evita I'is de reactius pudents
com l'etanotiol, pero el principal inconvenient és I'elevat preu del reactiu de Dess-Martin que
impossibilita el seu Us a gran escala i la dificultat de separaci6 del producte desitjat i el iodina

resultant (Esquema 6).
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Esquema 6: Formacié de I'aldehid 84 per reduccio de I'acid 85 i poserterir oxidacié amb el reactiu de Dess-Martin

Ruta optimitzada

Per aquest motiu, finalment ens vam decantar per modificar les condicions d’obtencié del
tioéster i continuar utilitzant les condicions de reduccié de Fukuyama. Per a la formaci6 del
tioéster es va utilitzar DPPA”' com a agent acoblant en lloc de DCC i d’aquesta manera es va
obtenir el tioéster amb un 96% de rendiment, sense detectar la preséncia de I'éster.

Un possible mecanisme de reaccié de la DPPA és el que es mostra a 'lEsquema 7, passant per
l'intermedi acil azida. Aquest tipus de reaccions s’han de fer a baixes temperatures degut a la
inestabilitat termica de les acil azides, que facilment pateixen una transposicié de Curtius per

donar lloc a I'isocianat corresponent.

j\ 2 oph )ol\@ ? )OJ\ EtSH 0
* - — Ii_OPh
- N3—~RJ ~p” =N*:N"- e + HN
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Esquema 7: Mecanisme de reaccié de la difosforilazida (DPPA)

ot a) Shiori, T.; Ninomiya, K.; Yamada, S.; J. Am. Chem. Soc., 1972, 94, 6203-6205. b) Yamada, S.; lkota, N.; Shiori, T.;
J. Am. Chem. Soc., 1975, 97, 7174-7175.
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b) Formacié de I'oxazolopiperidona 83

Un cop obtingut I'aldehid 84, es feu reaccionar amb I'éster metilic de la serina per proporcionar
el bicicle [4.3.0] desitjat 83. Aquest tipus de condensacio ha estat també descrita a la literatura
pels grups de Johnson® i Baldwin® i es caracteritza per temps de reaccid llargs i rendiments
moderats. En el nostre grup, aquesta reaccié havia estat anteriorment estudiada i optimitzada70
i s’havia observat que I'is de piridina anhidra com a dissolvent a temperatura ambient conduia
a la formacié de l'oxazolopiperidona 83 com a Unic diastereomer, mentre que I'us de

temperatures superiors promovia I'obtencié de mescles diasteromériques.70

Fent Us d’aquestes condicions descrites, s’obtingué el bicicle 83 com a unic diastereomer amb

un 45% de rendiment (Esquema 8).
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Esquema 8: Obtencio de 'oxazolopiperidona 83

Aquest producte s’identifica per espectrometria de masses i per la preséncia en I'espectre de
'H-RMN d'un sistema ABB, corresponent als senyals dels protons de les posicions 3 i 2 de
lanell (*®J=7,2 Hz, "®J = 8,4 Hz i ®®J = 9,2 Hz), aixi com per la preséncia en 'espectre de "°C-
RMN d’un senyal metinic a 8 = 88,3 ppm. L’esteroquimica del compost s’assigna per analogia

de les dades obtingudes per RMN amb les descrites anteriorment pel nostre grup.

Un possible mecanisme per aquesta reacci6 transcorreria via I'intermedi de sal d’N-acilimini 89 i
posterior atac del grup hidroxil per formar el bicicle 90, que en contacte amb el K,CO3; en MeOH
es transforma en el bicicle desitjat 83 (Esquema 8). L’'obtencié d’un sol isobmer es justificaria per

I'atac preferent del grup hidroxil per la cara menys impedida de I'anell del lactam.

c) Obtencié de la Fmoc-oxazolopiperidona 80

Per tal de poder adaptar I'estructura biciclica d’oxazolopiperidona 83 a la sintesi peptidica en
fase solida, es van dur a terme un seguit de transformacions, que s’iniciaren amb la reduccid
del grup protector Cbz mitjangant hidrogenacio catalitica amb Pd/C 10% (Esquema 9). El
producte desprotegit es pogué detectar facilment per la desaparicié dels senyals aromatics en
I'espectre de 'H-RMN.

92 Subasinghe, N.L.; Bontemps, R.J.; Mcintee, E.; Mishra, R.K.; Johnson, R.L.; J. Med. Chem., 1993, 36, 2356-2361.
% Baldwin, J.E.; Lee, E.; Tetrahedron, 1986, 42, 6551-6554.
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HsCO,C, HsCO,C,, H3CO,C, HO,C,
O M. ,0 Ho, PdiC,MeOH 0 MO Fmoc-OSu, dioxa:H,0 0w N_,O HCI1,5M o N/’TO
pH=8
CszNU 2% U FmocHNU 98 % U
HzN 88% FmocHN
83 78 91 80

Esquema 9: Transformacions per adaptar el compost 83 a la sintesi peptidica en fase solida

A continuacid es protegi el grup amino lliure amb Fmoc, per tal de possibilitar I'is de I'estratégia
de proteccié Fmoc/Bu per a la sintesi peptidica en fase solida dels inhibidors de dimeritzacio.
El grup Fmoc gaudeix d’'una gran popularitat en la SPPS gracies a la seva estabilitat en medi
acid i labilitat sota condicions basiques suaus, la qual cosa evita I'Us reiterat d’acid en la
sequéncia sintética. Per a aquest objectiu, es va escollir el métode estandard que consisteix en
fer reaccionar I'amina amb el derivat succinimidic (Fmoc-OSu) a pH = 8.** La introduccio
d’aquest grup es feu palesa en 'espectre de 'H-RMN pels senyals aromatics corresponents al
grup fluorenil i 'aparicié d’'un nou senyal a 6 = 4,40 ppm corresponent al nou grup metile.
Finalment, es dugué a terme la hidrolisi de I'éster metilic en medi acid per tractament amb HCI
1,5 M. La formacio de I'acid 80 es posa de manifest per I'aparicié d’'una banda d’absorcié ampla
en l'espectre d'IR a ~ 3300 cmila desaparicio del senyal corresponent al grup metil tant en
I'espectre de "H-RMN com en el de "*C-RMN.

D’aquesta manera s’obtingué el compost desitjat 80, apte ja per a la incorporacié en les

cadenes peptidiques dels potencials inhibidors de dimeritzacié de la proteasa del VIH-1.

o a) Paquet, A.; Can. J. Chem., 1982, 60, 976-980. b) Henklein, P.; Heyne, H.-U.; Halatsch, W.-R.; Niedrich, H.;
Synthesis, 1987, 166-167.
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2.2 Sintesi de I’espirolactam 81

2.2.1 Antecedents

Els nuclis espiranics juguen un paper important en els desenvolupament de noves substancies
bioactives®™ i es troben presents en una gran quantitat d’esteroides.”® Entre les multiples
estratégies desenvolupades per la construccié de mimeétics de girs B, la introduccié d’un
sistema espiranic ha resultat ser una manera util pel disseny d’'una gran varietat de dianes
terapéutiques rellevants.”’

Atés linterés del grup en els pseudodipeptids basats en I'estructura de 3-aminopiperidona, el
nostre grup ha desenvolupat recentment la sintesi d’'un espirovalerolactam, el qual ha
demostrat induir la formacié de gir de tipus “y-B |l distorsionat”, segons estudis de RMN i de
modelitzacié molecular.®®

La sintesi d’aquest tipus d’estructures espiraniques amb un anell de piperidona incorporat no
ha estat tan estudiada com la dels seus homolegs de 4 o 5 membres. Alguns exemples de les

estructures descrites en la literatura es mostren en la Figura 50.

P S o E/\ Q S
N N._CO,CHj W\) W\)kocm Q\rN\E)kofBu %J
! CO,CH,

| | bo M éOC (@) ’\\l
Cbz O Boc O 2Ne Y Cbz O
92 93 94 95 96
Johnson Johnson Castelhano Casamitjana Johnson
J. Org. Chem., 1993, 860  J. Med. Chem., 1999, 628 Bioorg. Med. Chem. Lett., J. Org. Chem., 2002, 7587 . Org. Chem., 2005, 5954
1998, 3137

Figura 50: Exemples d’espirovalerolactams descrits a la literatura

El grup de Johnson va sintetitzar I'espirolactam 92 a partir de I'acid pipecdlic, mitjangant un
acoblament peptidic, seguit d’'una sequéncia de dihidroxilacid, rutpura oxidativa, reduccié a

alcohol i finalment ciclacié sota condicions de Mitsunobu (Esquema 10a).98 El mateix grup

% a) Boivin, T.L.B.; Tetrahedron, 1987, 43, 3309-3362. b) Kotha, S.; Deb, A.S.; Kumar, R.V.; Bioorg. Med. Chem. Lett.,
2005, 75, 1039-1043.

% a) Kende, A.S.; Hernando, J.I.M.; Milbank, J.B.; Tetrahedron, 2002, 58, 61-74. b) Suga, S.; Watanabe, M.; Yoshida,
J.l., J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 14824-14825.

o7 a) Mueller, R.; Revesz, L.; Tetrahedron Lett., 1994, 35, 4091-4092. b) Reddy, P.; Hsiang, B.; Latifi, T.; Hill, M;
Woodward, K.; Rothman, S.; Ferrendelli, J.; Covey, D.; J. Med. Chem., 1996, 39, 1898-1906. c) Batey, R.; Mackay, D.;
Tetrahedron Lett., 2000, 41, 9935-9938. d) Vitry, C.; Vasse, J.L.; Dupas, G.; Levacher, V.; Queguiner, G.; Bourguignon,
J.; Tetrahedron, 2001, 57, 3087-3098. e) Nagata, T.; Nishida, A.; Nakagawa, M.; Tetrahedron Lett., 2001, 42, 8345-
8349. f) Herrero, S.; Garcia-Lopez, M.; Latorre, M.; Cenarruzabeitia, E.; Del Rio, J.; Herranz, R.; J. Org. Chem., 2002,
67, 3866-3873.

% Genin, M.J.; Gleason, W.B.; Johnson, R.L.; J. Org. Chem., 1993, 58, 860-866.
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també descriu la sintesi de I'espirolactam biciclic ﬂgg (Esquema 10b) i la seva incorporacié en

un pseudotripéptid analeg de Pro-Leu-GIy.100

>:

a)

1)NaOH 2 N 1) LDA, THF; -78 °C
O\ 2) PhCH,0COCI Q H,SO,, Et,0 Q 2) Bromur d'al-li (j(f
N CO,H H
H 2 89% N0 58% N” ~CO,Bu 74% N co,Bu
Cbz Cbz Cbz

1) TFA, CH,Cl, Va 1) 0s0,, NalO, OH
2) H-Gly-OCHj, DCC, HOBY, DIEA " 2) NaBH, H PhsP, DEAD, THF
N N._CO,CHj, N N._CO,CHs N N._CO,CH;
83% \ 24% \ 60%

I
Cbz O Cbz O Cbz O
93
b)
1) LDA, THF; -78 °C _ oH D-Cys-OCH3HCI, s
Q 2) Bromur daki (j(// 050, NalO;, THF/H;0 NaHCOs, H;0, EOH (jﬂ ]
—_— 0 N™"co,cH
N >COoH N o N N N ,CHs
909 | 2 74% 759 ol
Boc % Boc ° Boc 0 % Ly O02
s
Et;N, CHClj, rfix J
N, LA X . N~
40% ) CO,CH3
Boc O
o7

Esquema 10: Sintesis de Johnson per els espirolactams 92 i 97

Els unics exemples descrits de 1,7-diazaespiro[4.5]decans els trobem en els treballs de

Vi Casamitjana.69 La sintesi de Castelhano proporciona la mescla racémica de

Castelhano™®
I'espiro-6-lactam 94 (Esquema 11), partint de la 2-al‘lilprolina i a través d’'una sequéncia
d’hidroxilacié anti-Markovnikoff del doble enllag, oxidaci6 de Swern de l'alcohol resultant,

aminacio reductiva amb la H-Gly-OMe i ciclacié mitjangant un agent acoblant.

1) BHg THF o

CO,CH
/ 2) KOH, H,0, H 1) H-Gly-OCH; DIEA, MeOH Nﬁ e
3) Ox. Swern 2) NaBH, H
N COzBn 81% N" "COzBn 78% N” °CcO,Bn
Boc Boc Boc
ﬁCOch:;
N
H,, Pd(OH),/C H EDCI, NMM
N Nﬁ
X N %
90-94% 1 CO,H 85-90% Boc O  CO,CH,

Esquema 11: Sintesi de I'espiro-3-lactam 94 segons Castelhano

% Somu, R.V.; Johnson, R.L.; J. Org. Chem., 2005, 70, 5954-5963.

1% Khalil, E.M.; Ojala, W.H.; Pradhan, A.; Nair, V.D.; Gleason, W.B.; Mishra, R.K.; Johnson, R.L.; J. Med. Chem.; 1999,
42,628-637.

%" Witter, D.J.; Famiglietti, S.J.; Cambier, J.C.; Castelhano, A.L.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 3137-3142.
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En canvi, I'estratégia desenvolupada en el nostre grup es basa en una sintesi estereoselectiva

de I'espirolactam 95, partint de la 2-al-lilprolina quiral (Esquema 12).

X >_><COZ'Bu >_>—coszu
e NH

U;J (X U\JNH ~
N Yco,CH; N" 7COLHs N"Nco,cH, N YcoH
ViaA/ Boc Boc Boc Boc \
29 100 X = OH 102 103
101 X =1
J/ /\
C\\ X N
Boc Boc O CO,Bu
28 95

o /

S S H
s N “x
Voo y VYT R
Boc O O CO,B
0C Boc 2 BU 0,Bu

Boc O C

"/
1§
()
Hg

104 10 1% 107

Esquema 12: Rutes sintétiques descrites per Casamitjana per a I'obtencié de I'espirolactam 95

Tal i com s’observa en I'Esquema 13, I'espirolactam 95 s’obtingué a partir de dues vies

alternatives:

= Via A: consisteix en la hidroboracié-oxidacié del doble enllag de I'éster metilic de la N-Boc-
al-lilprolina, seguida de la conversié en iodur de I'alcohol 100 resultant i posterior substitucio
nucledfila amb la H-Leu-O'Bu. Finalment, la hidrolisi de I'éster metilic 102 i un acoblament
intramolecular amb DCC com a agent activant forniren I'espirolactam 95, amb un 11% de

rendiment global a partir de la N-al-lilprolina.

= Via B: es basa en l'activacié de 'acid carboxilic de 98 en forma d’éster pentafluorofenilic,
seguida de la hidroboracié-oxidacid del doble enllag, obtenint-se d’aquesta manera
I'espirolactona 105. La conversid de I'espirolactona 105 en I'espirolactam 95 es dugué a
terme a través de I'obertura de la lactona per mitja de la H-Leu-O'Bu, conversio de I'alcohol
resultant 106 en el mesilat 107 i posterior alquilacié intramolecular. Aquesta ruta

proporciona I'espirolactam desitjat amb un rendiment global del 20%.

Conegudes aquestes dades, es va procedir a reproduir la sintesi de I'espirolactam 95 descrita
pel nostre grup seguint el métode que proporciona millors rendiments (via B), amb la finalitat

d’incorporar-lo en els inhibidors de dimeritzacié de la proteasa del VIH-1.

2.2.2 Sintesi de la (S)-2-al-lilprolina 108

Per a la reproduccié de la sintesi de I'espirolactam 95 descrita anteriorment en el nostre grup69
(Esquema 12), en primer lloc va ser necessari sintetitzar la (S)-2-al-lilprolina. La sintesi d’aquest
compost ens presenta un seguit de dificultats, que ens portaren a analitzar les diferents rutes

de sintesi que es troben descrites a continuacio.
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a) Sintesi de I'al-lilprolina via I’oxazolidinona 109

El primer grup en descriure una metodologia per a la sintesi de prolines oa-substituides
enantidbmericament pures fou Seebach'® 'any 1983. Aquesta estratégia, batejada amb el nom
de “autoreproduccio de la quiralitat”, es caracteritza per ser una substitucié electrofila en el Ca
de la prolina amb retencié de configuracio, via I'oxazolidinona 109 i sense fer Us d'un auxiliar

quiral tal i com es mostra a 'Esquema 13.

Alquilacié amb retencio

O\H de la configuracié O\ //
N° "COOH  ~-77rmmmrmmmmoommmmommmmm e > N~ "COOH
H H
L-prolina 108
%—CHO
control
cat. TFA, penta, | termodinamic hidralisi | 3 NHCI, A
A, 144 h
\\\H LDA, 78 °C Z 0 /\/ \\\‘— //
N o] N Br N o)
H%—O desprotonacio H S 0 control cinetic H%_O
109 110 111

Esquema 13: Estratégia d’autoreproduccié de la quiralitat desenvolupada per Seebach

L’any 1997, el grup de Sisti va publicar una sintesi alternativa'® de I'oxazolidinona 109 degut a
la seva incapacitat per reproduir els resultats descrits anteriorment per Seebach. Aquest mateix
problema d’irreproduibilitat dels resultats descrits per Seebach es manifesta en la tesi de
Montserrat Fernandez, cosa que ens feu decantar en un primer moment a utilitzar I'aproximacié
de Sisti per a la proteccio de la prolina.

Aquesta estratégia transforma la S-prolina en I'oxazolidinona 109 via I'éster trimetilsililic de la

N-trimetilsililprolina 112 (Esquema 14).

%»CHO WH
O{H 1) HMDS, cat. H,SO4 A &H o

H COOH 2) TMSCI ’\\l CO,SiMe; Penta
SiMe; 7\

L-prolina 1 109

Esquema 14: Estratégia per a la sintesi de I'oxazolidinona 109 desenvolupada per Sisti

En intentar reproduir aquesta via sintética vam topar amb diferents dificultats, principalment

provocades per:

192 3) Seebach, D.; Boes, M.; Naef, R.; Schweizer, W.B.; J. Am. Chem. Soc., 1983, 105, 5390-5398. b) Beck, A.K.;
Blank, S.; Job, D.; Seebach, D.; Sommerfeld, T.; Org. Synth., 1992, 72, 62-73.
'% Annunziata, R.; Ferrari, M.; Papeo, G.; Resmini, M.; Sisti, M.; Synth. Comm., 1997, 27, 23-38.
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= Jelevada sensibilitat de I'oxazolidinona 109 a laire i la humitat. Per resoldre aquest
problema s’intenta treballar en tot moment sota atmosfera d’argé i es va adaptar un sistema
d’evaporacid del dissolvent i de I'excés dels reactius sililants a la vitrina per tal de

minimitzar el contacte del producte amb I'exterior.

= |a dificultat de purificacié de I'oxazolidinona 109. Seebach descriu la purificacié d’aquest
compost per destil-lacié (70 °C a 0,0005 mm de Hg o 90 °C a 0,04 mm de Hg). Aconseguir
un bon buit va resultar ser d'importancia crucial per aquesta destil-lacid, ja que I'is de
temperatures majors de 100 °C comporta la descomposicid del producte i pérdua de CO,,
per via d’una cicloaddicié dipolar [3+2] inversa.'®'™ Com que la difusora de la Facultat de
Farmacia que anteriorment s’havia fet servir per obtenir aquest buit i poder realitzar
aquesta sintesi, ja no estava disponible i no se'n va poder trobar cap més a les
instal-lacions del Parc Cientific ni de la Universitat de Barcelona, després d’obtenir varies
vegades mescles de productes de degradacio, es va optar per seguir endavant amb el cru

de reaccié i purificar en una etapa més avangada de sintesi.

Es va tractar el cru de reaccié de I'oxazolidinona 109 amb LDA en THF a —-78 °C i es va dur a

terme I'alquilacié de la posicié a de la prolina amb bromur d’al-lil. A continuacio, tingué lloc la

105

hidrolisi del bicicle seguint el procediment desenvolupat per Johnson, ~> basat en I'agitacio en

silica gel en una mescla de MeOH/H,O (Esquema 15).

N O 1)LDA, THF, -78 °C N~ N\=0  SiOp, MeOH:H,0 O\J
HA—O Hel

S 2 0 N~ YCOOH
7\‘ ) g 7\ H

109 111 108

[a]p = -48,6 (¢ 1, H,0)
Lit."% [a]p = -50,0 (¢ 0,65 , H,0)

Esquema 15: Alquilacio i hidrolisi de I'oxazolidinona 109

Finalment, es dugué a terme una purificacié per cromatografia en columna, que rendi la (S)-2-
al-lilprolina desitjada, amb un rendiment total del 20% (en 4 passos). Aquest producte es
caracteritza per 'H-RMN per la preséncia dels senyals tipics del grup al-lil a 6 = 5,18, 5,26 i
5,79 ppm. En "C-RMN, es distingi un senyal de C quaternari a & = 73,9 ppm, un senyal a
8 =173,9 ppm corresponent al grup carboxil i dos senyals a 6 = 119,2 ppm i 6 = 131,8 ppm del

grup al-lil. Aquestes dades i les del poder rotatori observat concorden amb les de la literatura.’®

Tanmateix, donat el baix rendiment obtingut i el fet que el métode de Seebach fos el més

emprat a la literatura, varem decidir provar-lo (Esquema 13), pero els resultats obtinguts no

1% Bjanchi, G.; De Micheli, C.; Gandolfi, R.; Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1979, 18, 721-738.
1% Genin, M.J.; Baures, P.W.; Johnson, R.L.; Tetrahedron Lett., 1994, 35, 4967-4968.
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foren millors, ja que els temps de reaccié foren més llargs i el rendiment global obtingut per a la

sintesi de la (S)-2-al'lilprolina en 3 passos fou del 9%.

b) Sintesi de I'al-lilprolina via I’'oxazolidinona 113

En vista dels baixos rendiments obtinguts per les vies de Seebach i Sisti, vam provar una ruta

alternativa a través de la tricloroxazolidinona 113, descrita per Orsini (Esquema 16).106

Aquesta estrategia, derivada de les anteriors, es basa en fer reaccionar la prolina amb cloral en

lloc del pivalaldehid. Els principals avantatges que ofereix aquesta ruta envers de les

comentades anteriorment son'"":

» La major estabilitat de 'oxazolidinona 113 envers l'aire i la humitat respecte al seu analeg
no halogenat 109

= Els menors temps de reaccio de formacié de I'oxazolidinona 113 (1,5 h enfront les 144 h
necessaries en el métode de Seebach)

= El menor nombre d’equivalents d’aldehid necessaris (2 eq. de cloral enfront els 7 eq. de
pivalaldehid)

= El menor cost de 'aldehid (~ 0,5 €/g de cloral comparat amb els ~ 4 €/g de pivaldehid)

Cl

CI%CHO, MeCN H
(A 2 NP0
N~ "COOH H\LO
H Cl—t
L-prolina 113

Esquema 16: Formacio de la tricloroxazolidinona 113

A la literatura es troben descrites diferents condicions per a la sintesi de I'oxazolidinona 113,
que difereixen en els dissolvents, la temperatura, el temps de reaccio i I'is de cloral o hidrat de
cloral.

En primer lloc vam provar les condicions descrites per Wang i Germanas'” ja que son les més
suaus perqué fan servir MeCN a t.a., perd no s’observa reaccié del producte de partida, a
causa de la insolubilitat de la L-prolina en MeCN.

1% que es basen en I'is

En segon lloc, vam provar les condicions descrites per Hoffmann et al.,
de benzé com a dissolvent a 80 °C. Tot i obtenir el producte desitjat, es varen observar millors
rendiments amb I'addicié d’'una petita quantitat de DMSO per afavorir la solubilitat de la prolina
de partida. Es van fer varies reaccions en paral-lel per intentar minimitzar la quantitat de DMSO
afegida i afavorir la posterior eliminacié d’aquest dissolvent de punt d’ebullicié elevat. Finalment
es va trobar que una relacié de benz&:DMSO (15:1) proporciona I'oxazolodinona 113 amb un

80% de rendiment. Aquestes condicions permeteren escalar la reacci6 fins 19 g. L'intent de

'% Orsini, F.; Pelizzoni, F.; Forte, M.; Sisti, M.; Bombieri, G.; Benetollo, F.; J. Heterocyclic Chem., 1989, 26, 837-841.
' Wang, H.; Germanas, J.P.; Synlett, 1999, 1, 33-36.
"% Hoffmann, T.; Lanig, H.; Waibel, R.; Gmeiner, P.; Angew. Chem. Int. Ed.; 2001, 40, 3361-3364.
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substituir el benzé per un dissolvent de menys toxicitat com el tolué va conduir a rendiments

inferiors (Taula 5).

Dissolvents Temperatura (°C) | Rendiment
MeCN t.a. -
Benzé rflx 18%
Benzé : DMSO (5 :1) rflx 23%
Benzé : DMSO (10 :1) rflx 46%
Benzé : DMSO (15 :1) rflx 80%
Benzeé : DMSO (25 :1) rflx 75%
Tolué rflx 15%
Tolué : DMSO (15: 1) rflx 64%

Taula 5: Optimitzacié del dissolvent en la reaccié de formacioé de I'oxazolidinona 113

L’oxazolidinona 113 es caracteritza per I'aparicié d’un singulet a 6 = 5,16 ppm en I'espectre de

'H-RMN, corresponent al protd metinic i pel senyal de C quaternari (CCl3) a 6 = 100,8 ppm en

I'espectre de "*C-RMN.
H 7
Q\fo 1) THF, LDA Q\fo
24 R

H
Clr 2) Br/\/

Cl" g Cl" g

13 11

Esquema 17: Alquilacié de la tricloroxazolidinona 113

L’alquilacio de la posicio a de la prolina es dugué a terme de manera analoga a la comentada
anteriorment, per tractament de I'oxazolidinona 113 amb LDA en THF a —78°C i posterior
addicio de bromur d’al'lil (Esquema 17). El rendiment obtingut fou del 66% i el producte es
caracteritza per I'aparicié dels senyals tipics del grup al'lil (dos dobles doblets a 6 = 5,18 i
5,21 ppm i un multiplet a § = 5,90 ppm) en I'espectre de 'H-RMN i en I'espectre de '>C-RMN per
I'aparicié d’'un nou C quaternari a & = 71,5 i 3 nous senyals corresponents al grup al-lil (6 = 41,8,
120,11 132,2 ppm).

Esquema 18: Hidrolisi de I'oxazolodinona 114
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El principal problema d’aquesta ruta sintética fou la hidrdlisi de 'oxazolodinona al-lilada 114. La
seva elevada estabilitat respecte el seu analeg no halogenat feu impossible la hidrolisi en les
condicions suaus de SiO, en MeOH:H,0 utilitzades en I'estratégia anterior. Per a la hidrolisi
d’aquesta oxazolidinona fou necessari el tractament amb HCI 6 N a reflux durant 2,5 h, la qual
cosa causa alguns problemes en fer la reaccié a gran escala degut a la necessitat d’evaporar
grans quantitats d’HCI concentrat.

Els intents infructuosos de cristal-litzacié ens van portar a provar rutes alternatives d’aillament
del producte desitjat. S’intenta neutralitzar la soluci6 amb NaOH per obtenir la forma
zwitterionica de la (S)-2-al‘lilprolina, perd les espumes que es crearen a 'hora d’intentar

evaporar el dissolvent d’aquesta substancia feren inviable aquesta ruta.

També es prova de purificar I'hidroclorur obtingut mitjangant una columna d’intercanvi cationic i
tot i obtenir el producte desitjat, aquesta opcidé no és Optima per a la sintesi en gran escala a
causa dels grans volums d’H,O que s’han d’evaporar procedents de les diferents fraccions i de
la poca reproduibilitat dels rendiments obtinguts.

Com a ultima opcid, es mira d'utilitzar el cru de reaccié en el segient pas sintétic, que
consisteix en la proteccié de I'atom de nitrogen de la prolina en forma de Boc. Tot i afegir la
quantitat de base necessaria per neutralitzar I'hidroclorur, seguida de (Boc),0, aquesta reaccid

tingué lloc amb un rendiment molt baix (29%).

c) Sintesi de ’al-lilprolina via la boroxazolodinona 115

S’estudia una nova via de formacié de la (S)-2-al-lilprolina a través d’un complex de bor. En el
nostre grup, s’ha desenvolupat un métode per a la sintesi de la (S)-5-hidroxinorvalina, basat en
la proteccié simultania dels grups o-amino i a-carboxil de I'acid glutamic per formacié d’'una

boroxazolodinona i posterior reduccié selectiva del grup carboxilic de la cadena lateral
109

(Esquema 20).
H 1. BH3THF, DME, 0°C, 24 h
. H™ s 2 HCI15N
BEt; THF, DME “ ,
Hy NH, 3 ' N—B i H, NH,
HOMOH 100°C, 48 h HOM\O)\ 3. IRA-400 (OH") HO M(OH
(0] (0] 92% o) o 70% 0
Acid L-glutamic (S)-5-hidroxinorvalina

Esquema 19: Sintesi de la 5-hidroxinorvalina desenvolupada en el nostre grup

Nefkens i Zwanenburg'"

descriuen la formacié de boroxazolidones com a forma de proteccié
dels grups amino i carboxil de nombrosos aminoacids pero la proteccié de la prolina no es troba

descrita (Esquema 20).

% Garcia, M.; Serra, A.; Rubiralta, M.; Diez, A Segarra, V.; Lozoya, E.; Ryder, H.; Palacios, J.M.; Tetrahedron:
Asymmetry, 2000, 11, 991-994.
"% Nefkens, G.H.L.; Zwanenburg, B.; Tetrahedron, 1983, 39, 2995-2998.
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H
NF 3
R)ﬁfOH BEty THF, THF H N8
- R o

o 65-100%

R = CH,Ph
R = CH,CO,H

R = CH,CH,CO,H
R = CH,SH

R = (CH,)sNH,-HCI

Esquema 20: Formacié de boroxazolidones a partir de diferents aminoacids

En el nostre cas, es va voler comprovar si es podia protegir de forma analoga el grup amino i
carboxil de la prolina mitjangant la formacié de la boroxazolodinona 115 i si aquesta era
resistent a les condicions d’alquilacio, permetent d’aquesta manera la formacioé de l'al-lilprolina i

en cas que fos possible, estudiar I'estereoselectiviat del procés.

Amb aquesta finalitat, es va fer reaccionar la L-prolina amb BEt; en DME a 70 °C, obtenint-se
d’aquesta manera la boroxazolodinona 115 desijtada (Esquema 21). El producte s’identifica per
"H-RMN, on s'observa I'aparicid de nous senyals molt apantallats corresponents als 2 grups etil
no equivalents units a I'atom de bor (2 triplets a 6 = 0,53 i 0,57 ppm dels grups CHj i un
multiplet a 6 = - 0,02 -0,17 ppm dels grups CH,). En I'espectre de *C-RMN també s'observa la
preséncia de 4 nous senyals corresponents als dos grups etil (6 = 9,51 10,0 ppm pels CHj i
8=10,6i 13,3 ppm pels CH,).

& BEt; THF, DME, 70 °C OY
N~ TCOH N

H 91% \ W
‘\
15

L-prolina

Esquema 21: Formacié de la boroxazolidinona 115 a partir de la L-prolina

A continuacié es va sotmetre la boroxazolodinona 115 a un tractament amb LDA en THF a
-78 °C, seguit de I'addicié de bromur d’al-lil. Després d’extreure amb una mescla de CH,CI, i
H,O i de purificar la fase aquosa mitjangant cromatografia en columna, s’obtingué el producte

116 que s’identifica per les seves dades espectroscopiques com a N-al-lilprolina.

1. LDA, THF -78°C 1. LDA, THF, -78 °C
7/ 2.8 2.8 N [\
Oi 3. HZO 3. H,0 N CO,H
N~ YCOH O}; P
H ‘\ 48% H
108
108 15 116

Esquema 22: Sintesi de la N-al-lilprolina a través via la boroxazolodinona 115
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Comparant els espectres de 'H de la (S)-2-al'lilprolina i de la N-al-lilprolina, es pot observar que
en el cas d’aquest darrer compost apareixen dos senyals més desapantallats a 5 = 3,76 ppmia

8 = 3,80-3,88 ppm, corresponents als H-1’ unit a nitrogen i a I'H-2 respectivament (Fig. 51).

w4
H-1"b Az A
H-3’ N H-3a N~ "COOH N~ "COOH
1 >
Hii5b E‘ib I
H-3b
‘ H-1'a H-5a H-4a
H-2 H-5a
H-1’
H-5b
-2 .
J H-3a H-4b

Figura 51: Espectres de 'H-RMN de la (S)-2-al'lilprolina i de la N-al-lilprolina

Els trets caracteristics que corroboren la identitat d’aquesta substancia sén I'abséncia d’'un
senyal de C quaternari a & = 73,9 ppm, la preséncia dels senyals allilics (6 = 124,8 i
127,7 ppm) i la preséncia d'un senyal metinic a 8 = 68,6 ppm corresponent al Ca en I'espectre
de "*C-RMN (Fig. 52).

N~ “CO,H c-1
ﬁ C-2
C-4
C-5
C-3
C-22 C-3
-CO,H
L "
Yo e 1 i e e Ve o T e

Figura 52: Espectre de "*C-RMN de la N-al'lilprolina

En la Taula 6 es troben resumides les diferents aproximacions que s’han dut a terme per a la

sintesi de la (S)-2-al'lilprolina i els resultats obtinguts:
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Métode Intermedi Dificultats trobades Rendiment
Q\COZSiMe3 = Inestabilitat de I'oxazolidinona 109

Sisti'® SiMe, - .. . . 20%
= Impossibilitat de purificar els intermedis
112

»e

(0]
102 3 = Inestabilitat de I'oxazolidinona 109
Seebach o a ) ) 9%
= Impossibilitat de purificar els intermedis
109
QYO = Hidrolisi de [Il'oxazolodinona 114 sota
Orsini'® cl ° condicions extremes (HCI 6 N) 33%
@ a = Purificacio per columna d’intercanvi ionic
113
N o]
Via boroxazolodinona \ob-0 = Obtencid de la N-al-lilprolina (~44%) -

-
iy
(3]

Taula 6: Resum de les diferents aproximacions provades per a la sintesi de la (S)-2-al-lilprolina 108

2.2.3 Transformacions de la (S)-2-al-lilprolina 108

Tot i els baixos rendiments obtinguts, es va optar per continuar endavant sense invertir més
temps en I'optimitzacié de la sintesi ja que I'objectiu principal de la Tesi consistia en I'aplicacio

d’aquestes estructures pseudodipeptidiques als inhibidors de dimeritzacié de la proteasa.

Amb aquesta finalitat, es van unir els diferents lots de (S)-2-allilprolina obtinguda per les
diferents vies (després de comprovar-ne la puresa enantiomérica mitjangant mesures

polarimétriques) i es prossegui amb la sintesi de I'espirolactam desitjat.

Tal i com s’ha comentat, ens varem proposar seguir la ruta que havia donat millors resultats en
treball anteriors del nostre grup.69 Aquesta ruta passa per la formacié de la lactona 105, la seva
obertura per accié de I'amina desitjada i finalment el tancament de l'anell de lactam per

formacio de I'enllag N4-C¢ (Esquema 12).

En primer lloc, es va protegir 'atom de nitrogen de la (S)-2-al-lilprolina 108 en forma de Boc per
tractament amb hidroxid de tetrametilamoni'"" i (Boc),0, obtenint-se el producte desitjat 97 amb

un 94% de rendiment.

A continuacio, es va fer reaccionar la N-Boc-al-lilprolina 98 amb pentafluorofenol i DCC en THF,
obtenint I'éster desitjat 104 amb un 96% de rendiment (Esquema 23). El cru obtingut s’utilitza

en la seguent reaccio sense prévia purificacié, degut a la descomposicié de I'éster 104 en SiO,.

™ Khalil, E.M.; Subasinghe, N.L.; Johnson, R.L.; Tetrahedron Lett., 1996, 37, 3441-3444.
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Aquest compost es caracteritza per la preséncia dels senyals corresponents als atoms de

carboni del sistema aromatic entre § = 136-143 ppm en I'espectre de >C-RMN.

/ \\\/
O\\/ (Boc)z0, TMAH, MeCN O&Co ., DCC, CoFsOH, THF 4
N —_—m M m-
H CO,H 9% 1 2 96% N" "CO-CeFs
Boc
1
108 o8 104

Esquema 23: Formacié de I'éster pentafluorofenilic 104

El seglient pas d’aquesta ruta sintética descrita anteriorment en el grup consistia en la
hidroboracié-oxidacié del grup al'lii de I'éster de pentafluorofenol 104. Les condicions de
reaccio descrites en la tesi de la Montserrat Fernandez es basen en I'is d’'un excés d’agent
reductor (2,4 eq. de BH; THF, 1 M). Tanmateix, en reproduir aquestes condicions, s’obtingué el
diol 117 com a unic producte de reacci6 (Esquema 24).

1. BHy THF, THF

1. BHy THF, THF y OH
CO,CeF X
I}l l}l 2LeMs ,I\l

68%
Boc O Boc ° Boc

10 104 117

Esquema 24: Hidroboracié-oxidacié de I'éster de pentafluorofenol 104

Aquest producte s’identifica per la desaparicio dels senyals aromatics, olefinics i del carbonil en
I'espectre de C-RMN i per la preséncia de dos nous senyals metilenics a 6 = 63,1 i 69,1 ppm,

corresponents als dos grups CH,OH formats.

Es van reduir en primer lloc els equivalents de BH;-THF emprats a 1,1 eq., per tal de comprovar
si la manca dun excés de reductor ens permetia l'obtenci6 del producte desitjat.
Malauradament, en aquest cas no s’observa transformacio del producte de partida i en anar

afegint progressivament més agent reductor es detecta novament la formacio del diol 117.

A la vista d’aquests resultats, ens vam plantejar una nova sequéncia sintética, consistent en fer
reaccionar en primer lloc el grup carboxilic de la N-Boc-al-lilprolina amb I'aminoacid H-Leu-O'Bu

i dur a terme posteriorment la hidroboraci6-oxidacié del grup al-lilic.

Amb aquest objectiu, es va fer 'acoblament entre la N-Boc-al-lilprolina 98 i I'éster tert-butilic de
la leucina, fent servir PyBOP com a agent acoblant (Esquema 25). D’aquesta manera, després
d’'una purificacié per cromatografia en columna s’obtingué el dipéptid 118 desitjat amb un 81%
de rendiment. Aquest producte s’identifica per RMN, on s’observa la preséncia de rotamers. En
'H-RMN s’identificaren el senyal corresponents a I'Ho (8 = 4,35 i 4,48 ppm) de la Leu i els
senyals de I'éster tert-butilic (56 = 1,46 ppm) i del grup isobutil de la Leu, mentre que en
I'espectre de *C-RMN s’observa la preséncia de 3 senyals carbonilics, desdoblats a causa de

la preséncia de rotamers (6 = 153,91 155,4 ppm, 172,1 ppm, 174,2 i 174,4 ppm).
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O\ H-Leu-O'Bu, PyBOP, DIEA < _N__co,Bu
N" YCOH N
Boc 81% Boc O

98 118

Esquema 25: Acoblament de la N-Boc al-lilprolina amb la H-Leu-O'Bu

A continuacio, s’assajaren diferents condicions d’hidroboracio-oxidacio del dipéptid 118, variant
els equivalents d’agent reductor, aixi com el tipus de complex de bora (BH;-THF o BH3-SMe,)
(Taula 7). Tot i que I'agent reductor classic utilitzat per a les reaccions de hidroboracié
d’alquens és el BH3THF, sovint s'utilitza alternativament el BH;-SMe,, ja que presenta
aventatges d’estabilitat, solubilitat en diferents dissolvents i és assequible comercialment a
concentracions més elevades (10 M pel BH3;-SMe, envers 1 M pel BH3- THF).

1. BH3THF 0 BHz'SMe,,

_[oH 1. BHy THF, THF, 0°C N THF, 0°C FOH jOH
" 2. H,0, NaOH 0 2. H,0, NaOH o
O\\TN COBU ~ Q}rN coBu — ,Bu + oBu
N
Boc O \E( Boc O \%/ Boc \%/ Boc O
105 118
P.M.: 442,6 g/mol P.M.: 428,6 g/mol P.M.: 428,6 g/mol

Esquema 26: Hidroboracié-oxidacié del dipéptid 118

©

Agent reductor 119 | 120
0,33 eq. BH; THF (1 M) -
1,1 eq. BH3 THF (1 M) - -
1,5 eq. BH; THF (1 M) - -
2 eq. BH3 THF (1 M) 20% | -
3 eq. BH; THF (1 M) 37% | -

2 eq. BHy:SMe, (10 M) | 24% | 25%

Taula 7: Condicions de reacci6 assajades per la hidroboracié-oxidacié del dipéptid 118

Tal i com es pot observar en la Taula 7, en sotmetre el dipéptid allilat 118 a les condicions
d’hidroboracié-oxidacié utilitzant fins a 1,5 eq. de BH;-THF no s’observa conversié del producte
de partida. En canvi, en augmentar el nombre d’equivalents fins a 2, s’obtingué una mescla de
productes, de la qual se’n pogué aillar el compost 119. En incrementar el nombre d’equivalents
fins a 3 eq. s’aconsegui augmentar el rendiment de reaccid, cosa que també s’observa en
utilitzar el BH; complexat amb SMe,. En aquest ultim cas, s’ailla el compost 120 juntament amb

el compost 119. Els dos compostos aillats presentaven la mateixa massa (P.M. = 428 g/mol),
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perd diferien en 14 unitats amb la massa de I'alcohol desitjat 105 (P.M. = 442 g/mol). Aixd ens

permeté deduir que un dels grups carbonil del compost 118 s’havia reduit. Aquesta hipotesi es

corrobora per la preséncia d'un unic senyal de carbonil en els espectres de C-RMN de les

dues substancies, a part del senyal corresponent al carbamat. Per tal d’esbrinar la identitat

d’aquestes dues substancies, va ser necessari un estudi més detallat dels espectres de 'H-

RMN i C-RMN, aixi com dels espectres de correlacio 'H-'H i 'H-">C que ens permeteren

I'assignacio dels senyals observats (Fig. 53):

Un dels compostos presenta un singulet ample a &4 = 5,61 ppm, tipic del proté amidic, i un
apantallament (A8 =-0,72 ppm) del proté o de la Leu en I'espectre de 'H-RMN, mentre
que en l'espectre de 3C-RMN s’observen els senyals de 2 grups tert-butilics (5. = 28,1 i
28,6 ppmid, = 80,3 i 83,0 ppm) i el senyal de dos carbonis metilénics a 6 =~ 62 ppm.
Aquestes dades posen de manifest que es tracta del compost 120, fruit de la reduccié de
I'éster tert-butilic. Tot i que caldria esperar que el producte de reduccié de I'éster tert-butilic
donés lloc a I'alcohol primari derivat de la leucina, tant 'espectrometria de masses com els
espectres de 'H i "°C ens revelen que es tracta de I'éter tert-butilic 120. Aquest fet es podria
explicar tenint en compte la basicitat del medi, que podria potenciar la formacié de I'éter

tert-butilic un cop obtingut reduit I'éster a alcohol.

Pel que fa a la identitat de l'altra substancia, en I'espectre de 'H-RMN no s’observa el
singulet ample tipic de les amides entre & = 5-6 ppm i en I'espectre de 3C-RMN els dos
grups metilénics es troben més separats que en el cas de l'altre compost (un a ~ 63 ppm i
I'altre a ~ 55 ppm). El senyal més desapantallat (6 ~ 63 ppm) es va assignar al grup CH,OH
procedent de la hidroboracié-oxidaci6 del doble enllag, mentre que [laltre senyal

(6 ~ 55 ppm) es va assignar al grup CH,-NH, procedent de la reduccio del grup amida.

s'observen rotamers

8 = 3,63 ppm (1) 8 = 3,57-3,68 ppm (M)

/ 8¢ = 62,8 ppm / 8c = 63,21 63,5 ppm

[ OH 814 = 2,93 ppm (dd); 3,24 ppm (dd) /—OH
E H /7 7 .= 61,8ppm O‘\/H )
N O,BU N N C02 Bu
E":oc O éoc > \%/

8n = 2,281 2,48 ppm (d); 3,08 i 3,12 ppm (d)

O = 5,61 ppm (sa) 5c=54,21 55,3 ppm
C — 3 3

120 1

Figura 53: Estructures i desplagaments quimics dels dos compostos obtinguts en la hidroboracié-oxidacié

A la literatura es troba descrita la capacitat del bora per reduir una gran varietat de grups

funcionals, seguint generalment el seglent ordre de prioritat: acids carboxilics > olefines >
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"2 per aquest motiu totes les

cetones > nitrils > epdxids > amides > ésters > halurs d’acil,
addicions de bora es feren a 0 °C, per0 tot i aixi no s’aconsegui que la reaccidé fos

quimioselectiva envers la hidroboracio del grup al-lil.

Arribats a aquest punt, no vam creure convenient invertir més temps i esforgos en la sintesi de
I'espirolactam 81, ja que les dificultats sintétiques amb les que toparem feien inviable la

incorporacio d’aquesta estructura en els inhibidors de dimeritzacié de la proteasa del VIH-1.

Tanmateix, com que encara disposavem d’una petita quantitat de compost 119, es va provar
d’obtenir I'espirolactam 121, per conversié de I'alcohol en grup mesilat i posterior ciclacié per

tractament amb NaH i éter 15-corona-5 (Esquema 27).

8y = 357-3,68 ppm (m) 8y = 3,25-3,61 ppm (m)

5c =63,2163,5

/ C =02 1035 ppm 5c = 48,5 i 48,6 ppm
JOH /
T H 1. MsCl, piridina, CH,Cl, 7°%

Q‘\/N CO,Bu 2. NaH, THF, 15-corona-5 N {2 N.__CO,Bu
|
éoc 75% Boc
119 121

Esquema 27: Sintesi de 'espirolactam 121

D’aquesta manera, s’obtingué el compost espiranic 121 amb un 75% de rendiment, que es
caracteritza per un pic molecular a m/z = 411,41 en EM i en I'espectre de ¥C-RMN pel senyal
d’'un grup metilé a 5. = 48,6 ppm, corresponent al C6 que s’ha apantallat (A5 = -15 ppm) en

passar de carbinol a estar unit a nitrogen.

Malauradament, les dificultats sintétiques observades per a la sintesi d’aquestes estructures
espirolactamiques no ens van permetre obtenir les estructures desitjades en suficient quantitat
com per incorporar-les en la sintesi peptidica dels inhibidors de dimeritzacié de la HIV-1 PR.

Recentment, en el grup s’ha aconseguit desenvolupar una metodologia no esteroeselectiva que
proporciona sistemes espiranics analegs en 4 passos i amb un rendiment global del 10% a

partir de la N-Boc-prolina.

"2 3) Brown, H.C.; Subba Rao, B.C.; J. Am. Chem. Soc., 1960, 82, 681-686. b) Brown H.C.; Korytnyk, W.; J. Am.
Chem. Soc., 1960, 82, 3866-3869. c) Brown, H.C.; Keblys, K.A.; J. Am. Chem. Soc., 1964, 86, 1795-1801. d) Brown,
H.C.; Heim, P.; Yoon, N.M.; J. Am. Chem. Soc., 1970, 92, 1637-1646. e) Brown, H.C.; Choi, Y.M.; Narasimhan, S.; J.
Org. Chem., 1982, 47, 3153-3163. f) Brown, H.C.; Heim, P.; J. Org. Chem., 1973, 38, 912-916.
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2.3 Sintesi del lactam de Freidinger 82

Donades les dificultats sintetiques amb les que toparem durant la sintesi de I'espirolactam 81,
ens vam decantar per un altre 3-aminolactam més facilment assequible sintéticament, amb
I'objectiu de poder incorporar-lo en els inhibidors de dimeritzacié de la HIV-1 PR i avaluar-ne la

seva activitat.

2.3.1 Antecedents

Entre les nombroses estratégies per a la restriccié conformacional de péptids, la incorporacio

de l'esquelet carbonat en una estructura de “lactam de Freidinger"68

ha estat ampliament
utilitzada per al disseny d’una gran varietat de dianes terapeutiques rellevants,'" especialment
en el camp dels inhibidors de proteases i peptidases.'"

Aquest tipus de ciclacié de I'esquelet carbonat fixa I'angle ® fent que I'amida adopti la
conformacié trans, limita la rotacié dels angles v i x4 i restringeix en certa manera els angles

veins ¢1 i ¢, (Fig. 54).

Figura 54: Restriccions conformacionals de I'esquelet carbonat per mitja d’'un lactam de Freidinger

De les estratégies existents per a 'obtencié de lactams, les aproximacions més emprades per a
la sintesi de lactams dipeptidics es poden resumir en (Fig. 55):

= Tancament de I'enlla¢ N4-Cg de dipéptids 122 (via 1)

»  Acoblament intramolecular (via 2)

» Insercié d’una unitat de C per condensacié amb formaldehid (via 3)

= N-alquilacié del lactam préviament format a partir de I'ornitina o de la lisina'"® (via 4)

= Reaccié de metatesi de tancament d’anell per a I'obtencié de lactams insaturats

Un métode ideal hauria de ser aplicable a lactams de diferents mides, permetre la insercié de
fragments d’aminoacids cars o estranys en una etapa avancada de la sintesi, incorporar
esquemes de proteccid compatibles amb la sintesi peptidica estandard i permetre un control

sobre I'estereoquimica relativa o absoluta.

"3 Samanen, J.; Cash, T.; Narindray, D.; Brandeis, E.; Adams, W.Jr.; Weideman, H.; Yellin, T.; J. Med. Chem., 1991,
34, 3036-3043. b) Ede, N.J.; Rae, I.D.; Hearn, M.T.W.; Tetrahedron Lett., 1990, 31, 6071-6074.

" perdih, A.; Kikelj, D.; Curr. Med. Chem., 2006, 13, 1525-1556.

"% Pellegata, R.; Pinza, M.; Pefferi, G.; Synthesis, 1978, 614-616.
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Figura 55: Rutes sintétiques que condueixen a la formacié de dipéptids lactamics saturats

En la Figura 56 es mostren alguns dels 3-aminolactams sintetitzats en els darrers anys seguint
alguna de les aproximacions comentades anteriorment.

o
OH
O,

)

H,NT > 0R
OH

Diez

Tetrahedron Lett., 1999, 4865
Lactamitzacio

(0]

coztN, I ~co,et

BocHN

Tanaka
Tetrahedron: Asymmetry,
2005, 1989
Lactamitzacié

0]

BocHN
oc \@ACOZH

Semple
J. Med. Chem., 1996, 4531
Lactamitzacio

(0]

BocHN COo,Me
Piscopio
Tetrahedron Lett. 1997, 7143
Metatesi

O R
HoN,
2Zme N/kCOZH
Grieco

J. Peptide Res., 2005, 231
Acoblament intramolecular

o R
CbzHN
Ph N~ “CO,Me

Dellaria
J. Org. Chem., 1988, 5607
Lactamitzacio

Figura 56: Exemples de 3-aminolactams descrits a la literatura
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Tal i com s’ha comentat en la Introduccié de la present Tesi doctoral, el nostre grup compta

amb l'experiéncia en la sintesi de lactams de Freidinger de 6 membres i en l'aplicacié

d’aquestes estructures en compostos d’'importancia biolc‘)gica.116

Basant-nos en criteris de simplicitat sintética, es va optar per sintetitzar la 3-aminopiperidona

116a
[

132 mimeética del dipéptid {Ala-Gly}, estructura préviament sintetitzada en el nostre grup

també descrita en la literatura pels grups de Freidinger,’®® Thorsett'"” i O’Donell.""®

L’estratégia original de Freidinger s’inicia amb la desproteccié de la cadena lateral de I'ornitina
comercial 126 per hidrogenolisi amb Pd/C com a catalitzador, seguida de I'alquilacié reductiva
in situ amb acid glioxilic per donar el compost dicarboxilic 127, el qual finalment cicla lentament

a temperatura ambient per donar el lactam 128 protegit amb el grup Boc (Esquema 28).680

NH-Cbz 1) Ha Pd/C

H
2) OHC-CO,H N._COzH  550°c DMF
BocHN OH OH BocHN N COH
0

BocHN
O

(e}

-
[=2]
-
~

128

Esquema 28: Procediment orginal de Freidinger per a la sintesi del lactam 128

Aquest compost ha estat reconegut com a inhibidor de I'enzim conversor d’angiotensina per
Thorsett et al. Aquest grup ha desenvolupat una estratégia sintética alternativa per aquesta

classe de compostos, basada en I'alquilacié de la 3-amino-2-piperidona’'® (Esquema 29)."""

% o}

1. TFA
o N N Hko 2. H,, PdiC HKOH
ij (Boc),0, Et;N ij ICH,CO,CH,Ph, NaH oj/\Nj - Mg, 0w N

HoN BocHN BocHN HzNj/\j

129 130 131 132

Esquema 29: Estratégia sintética desenvolupada per Thorsett

O’Donnell en va descriure una sintesi en fase solida I'any 2004, partint d’'un dipéptid Gly-Gly
unit a la resina Wang.118 L’activacié de la posicié o mitjangant la formacié d’'una difenilimina,
seguida d’alquilaci6 i posterior ciclacié promoguda per una base (BTTP), rendiren la piperidona

desitjada 137, que finalment fou protegida amb el grup Fmoc (Esquema 30)."%

1 a) Garcia, M.; del Rio, X.; Silvestre, S.; Rubiralta, M.; Lozoya, E.; Segarra, V.; Fernandez, D.; Miralpeix, M.; Aparici,
M.; Diez, A.; Org. Biomol. Chem., 2004, 2, 1633-1642. b) Forns, P.; Pir6, J.; Cuevas, C.; Garcia, M.; Rubiralta, M.;
Giralt, E.; Diez, A.; J. Med. Chem., 2003, 46, 5825-5833. c) Ecija, M.; Diez, A.; Rubiralta, M.; Casamitjana, N.; Kogan,
M.J.; Giralt, E.; J. Org. Chem., 2003, 68, 9541-9553. d) Ref. 69

" Thorsett, E.D.; Harris, E.E.; Aster, S.D.; Peterson, E.R.; Synder, J.P.; Springer, J.P.; Hirshfield, J.; Tristram, E.W.;
Patchett, A..A.; Ulm, E.H.; Vassil, T.C.; J. Med. Chem., 1986, 29, 251-260.

""® Scott, W.L.; Alsina, J.; Kennedy, J.H.; O’Donell, M.J.; Org. Lett., 2004, 6, 1629-1632.
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cl
B "l
H 9 PhyC=NH, ACOH, NMP  py, o BTTP. NMP Ph w0
H ’
HZNWN%O/O Ph)\\N/}(N\)kO/O N N\)kOD
0 o o}
133 134 135

3) TFATIS (95:5) S
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BTTP, NMP, 85 °C Ph o} 2) Fmoc-Cl, DIEA, NMP
PN N\)k D )rmee Fmoc-HN*" N\)kOH
Ph” N 0
o

136 137

Esquema 30: Estratégia sintética d’O’Donnell per a la 3-aminopiperidona 137

17

En el nostre cas, es va optar per una sintesi analoga a la de Thorsett''* a través de la N-

alquilacié de la ciclornitina, ruta que en estudis anteriors en el grup havia presentat millors

rendiments (Esquema 31).""°

0O

%OH H H
O N Os_N Os N Os_OH _NH,
— = = IJ
PG-HN PG-HN H,N HN™
82 L-ornitina

Esquema 31: Analisi retrosintética per a la sintesi de la 3-aminopiperidona 82

Com a protector del grup amino es va escollir el grup al-liloxicarbonil ja que és compatible amb
el medi basic necessari per la N-alquilacié i és un grup ortogonal amb les condicions d’escissio

de la resina en la sintesi peptidica en fase solida.

2.3.2 Ciclacio, proteccioé i alquilacio de la L-ornitina

En primer lloc es dugué a terme la ciclacié de la L-ornitina mitjangant una deshidratacié amb
alumina en tolué a reflux (Esquema 32).119 Aquestes condicions van proporcionar el producte
desitjat 129 en forma racemica amb un 82% de rendiment. La 3-aminopiperidona 129 es va
identificar per espectroscopia de masses i per 'H-RMN, on es van poder distingir dos tipus de
senyals diferents pels protons NH, un senyal a 8 = 1,80 ppm corresponent al grup NH, i un

senyal a & = 6,64 ppm, corresponent al NH del grup amida.

e a) Blade-Font, A.; Tetrahedron Lett., 1980, 21, 2443-2446. b) Hutchinson, I.S.; Matlin, S.A.; Mete, A.; Tetrahedron,
2002, 58, 3137-3143.
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Esquema 32: Ciclacié de la L-ornitina

A continuacid, es va protegir el grup amino amb Al-loc, fent reaccionar el lactam obtingut amb
cloroformiat d’al‘lil en THF anhidre i preséncia de piridina anhidra a 0 °C (Esquema 33).120 El
producte protegit 130, obtingut amb un 87% de rendiment, es caracteritza per la desaparicio del
senyal del grup amino a & = 1,80 ppm i I'aparicid d’'un nou senyal corresponent al NH del
carbamat a 8 = 5,69 ppm en l'espectre de 'H-RMN, juntamement amb dos dobles doblets a

8 =5,2115,51 ppm i un multiplet a 6 = 5,88-5,97 ppm, caracteristics del grup al-lil.

H
Q N

H O
Ox N \/\o)k(] , piridina, 0 °C Ij
HN
HN 87% ) SN
129 130

Esquema 33: Sintesi de la N-Al-loc cicloornitina 130

El seglent pas d’aquesta estratégia consistia en l'alquilaci6 del grup amida per tal de

mimetitzar el residu de Gly, reaccié que es troba ampliament descrita a la literatura.'®'

Quan es va assajar I'alquilacio de la ciclornitina 130 emprant NaH coma base,""” tinicament es
recupera producte de partida, la qual cosa s’explica per I'acidesa del proté o del bromoacetat
d’etil. Per tal d’evitar la transferéncia de proté entre 'amidat i el bromoacetat d’etil, es dugué a
terme l'alquilacié de la piperidona en una reaccié de transferéncia de fase per tractament amb
K,CO5 i TBAB."? L’obtencié del producte desijtat 131 s'identifica pels senyals del grup etil (a
8 =1,28 ppm i d ~ 4,20 ppm) i la preséncia d'un sistema AB a & = 3,92 ppm i & = 4,24 ppm.

Tot i el rendiment moderat (50%), es pogué recuperar el producte de partida restant, facilment
separable per cromatografia en columna.

Finalment, es dugué a terme la saponificacié de I'éster per tractament amb NaOH, obtenint-se
d’aquesta manera l'acid 82 amb un 82% de rendiment. La identitat d’aquest producte es
corrobora per la desaparicié dels senyals del grup etil en I""H-RMN i per la preséncia d’'una
banda ampla en lespectre dIR a v = 3319 cm™. D’aquesta manera s’obtingué el

pseudodipéptid {Ala-Gly}, apte per a la sintesi peptidica en fase solida.

20 Corey, E.J.; Suggs, J.W.; J. Org. Chem., 1973, 38, 3223-3224.

'2! Oligaruso, M.A.; Wolfe, J.F.; Synthesis of lactones and lactams, Ed. John Wiley and Sons, 1993, 662-695.

122 a) Watthey, J.W.; Stanton, J.L.; Desai, M.; Barbiarz, J.E.; Finn, B.M.; J. Med. Chem., 1985, 28, 1511-1516. b)
Reuschling, D.; Pietsch, H.; Linkies, A.; Tetrahedron Lett., 1978, 19, 615-618. c) Tesi doctoral Marta Ecija.
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Esquema 34: Alquilacié de la N-Al-loc cicloornitina i hidrolisi de I'éster etilic

2.4 Recapitulacioé

Tot i que la sintesi de I'espirolactam 81 va resultar ser més problematica del que es preveia i es
va acabar descartant com a estructura viable per als nostres objectius, es van preparar en
escala de 2 g les 3-aminopiperidones 80 i 82. Aixd ens permeté la continuacio del treball amb la

sintesi d’inhibidors de la HIV-1 PR (Capitol 4).
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