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Introduccio

1 Introduccio

Gracies a certes propietats d’alguns sistemes biologics com el reconeixement
molecular, I'autoensamblatge i la capacitat de dur a terme processos fisicoquimics a
nivell supramolecular s’han pogut desenvolupar durant els Ultims anys noves técniques
biomediques, nous materials o nous métodes de deteccid, entre d’altres.’™ Un dels
sistemes més estudiat en aquest camp és el format per les proteines avidina i

estreptavidina amb el seu lligand natural, la biotina (vitamina H o B;).**

1.1 Quimica supramolecular i reconeixement biologic

La quimica supramolecular estudia les interaccions no covalents entre diferents
espécies discretes per formar estructures més grans o complexes; com per exemple els
acoblaments que donen lloc a les estructures quaternaries de les proteines o la doble
helix d’ADN, els complexos lligand-proteina i les arquitectures moleculars

. 2
mecanicament entrellacades, entre d’altres.*®

El reconeixement molecular és la base de molts processos biologics (quimica
enzimatica, anticossos-antigens, transport de membrana, etc.), aixi com la base del
desenvolupament de molts nous materials i avencos en nanotecnologia.® Les
interaccions implicades en tots aquests processos sén de caracter no covalent
(interaccions hidrofobiques, electrostatiques, de dipol induit, m-m i per pont
L 3 . . . .

d’hidrogen),” on juga també un paper molt important la complementarietat de formes

. . . . . ., 2
dels compostos implicats, que poden patir canvis conformacionals en la unio.

Aguests compostos implicats en el reconeixement molecular es poden classificar en
hosts —o receptors— (aquelles unitat que ‘acullen’) i guests —o lligands— (aquelles

unitats —generalment més petites que els hosts— que s’inclouen dins aquests ultims).

La interaccio host-guest déna lloc a un complex. La formacidé d’aquest tindra lloc si és
un procés termodinamicament favorable (AG° < 0). Per tant, es pot determinar una
constant d’afinitat (K,) associada al procés d’equilibri; aixi com els parametres de AH® i

AS° relacionats (Equacié 1).
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[HG]
H+G—=HG Ky=— "

[Hleq [Gleq

eq [
Equacio 1

El balang energétic del procés global comprén la contribucid energetica de cadascuna
de les etapes que el composen (solvatacié/desolvatacid, establiment/trencament

d’interaccions, canvis conformacionals, etc.).3'7'8

Moltes aplicacions s’han derivat de la recerca en el camp de la quimica
supramolecular, com és per exemple el cas de metodes analitics de separacié

11-13

\ 1 . N . ey <. 15 .
d’enantiomers,”® materials moleculars, catalisi,"* dispositius optics,™ interruptors

16,17 20,21

. . . 1 . N 1 .« . . N .
moleculars, biomedicina,*® informatica,”® administraci6 de farmacs i

22,2 2,2
sensors,*>? entre d’altres.”**

1.2 Les proteines avidina i estreptavidina

L'avidina (Av) i I'estreptavidina (SAv) sén proteines tetramériques (formades per

252 . g ,
42526 | 'avidina és una

quatre subunitats identiques) de 67 i 60 kDa respectivament.
proteina glicosilada d’origen animal (és abundant en la clara d’ou); en canvi,
I'estreptavidina és d’origen bacteria (expressada per |'espécie Streptomyces Avidinii).”’
Totes dues es consideren els hosts natural de la biotina i es creu que tenen la funcio

d’inhibir el creixement bacteria.*

Tot i ser molt similars en la seva estructura quaternaria, les dues proteines presenten
diferéncies en les seves seqliencies d’aminoacids; tot i aix0, comparteixen trets
estructurals als llocs d’unié que fa que tinguin en comu la capacitat de complexar

.. 2
biotina.**’

L’estructura basica de cada subunitat en ambdues proteines és un barril 3 format per
vuit fulls  antiparal-lels (Figura 1), la major part de les diferéncies en la seqliéncia

. . ; 28—
d’aminoacids que presenten sén als bucles que connecten els fulls 3. 830

Els monomers interaccionen entre si per donar lloc a I'estructura quaternaria (Figura
2). 'anomenada interaccié 1-4 (entre els monomers 1 i 4) és la més forta, aix0 és

degut a la gran superficie d’interaccié entre els dos barrils 3 gracies a interaccions de



Introduccio

Van der Waals i ponts d’hidrogen. De fet es considera que el tetramer és el resultat de

28,29,31-34

la interaccio de dos d’aquests dimers.

Figura 2. Estructura quaternaria de I'avidina, la biotina es representa en groc als llocs d’unid.
Interaccions entre monomers (a dalt i d’esquerra a dreta): interaccio 1-4, interaccio 1-3 i
interaccié 1-2. Donen com a resultat 'estructura quaternaria de I'avidina (a baix).”
D’altra banda, la interaccié 1-3 és producte només d’interaccions hidrofobiques en

I'avidina, pero en l'estreptavidina intervé una interaccié hidrofdbica i diverses de

polars. Finalment, la interaccié 1-2 ve donada principalment pel triptofan del bucle
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L7,8. Aquesta augmenta quan la biotina s’hi uneix, ja que desplaca el bucle i augmenta

. < s 2
la interaccid.?®*®

Les estructures quaternaries resultants deixen els quatre llocs d’unié disposats dos a

dos en cares oposades de la proteina (Figura 2, Figura 3).

Figura 3. Estructura quaternaria de I'estreptavidina on es veu la biotina al lloc d’unid al
monomer (A), el dimer 1-4 (B) i el tetramer resultant de la unid dels dos dimers (C).*°

1.3 Biotina

La biotina (1) és una vitamina hidrosoluble (B; o H), també coneguda com a coenzim R.
Uestructura es va determinar per Raigs X al 1966 per Trotter i Hamilton.>® Esta
composta per una estructura tipus biciclo[3.3.0], té un grup urea a un dels cicles i un
sofre en l'altre. A més, disposa d’una cadena lateral de valerat unida al carboni
adjacent a I'atom de sofre. Cal destacar la presencia de 3 centres estereogénics a
I’estructura (els 2 carbonis cap de pont i el que esta unit a la cadena de valerat), fet
gue provoca que puguin existir diferents estereoisomers. La forma natural és la
corresponent a la D-(+)-biotina, on els dos anells fusionats es troben en cis, aixi com la

cadena lateral, també en cis a I'anell d’imidazolidona.

La funcid biologica de la biotina és la de ser un transportador de CO,, per tant es tracta
d’un coenzim per diferents carboxilases.’” Aquestes estan implicades en la sintesi i
metabolisme d’acids grassos aixi com de diferents aminoacids. Quan una carboxilasa

es biotinila el transport de CO, es fa mitjancant 'extrem 1’-N de la biotina.**™*°
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A més, s’ha descobert que també juga un paper important en la regulacid en
I'expressié de gens (epigeneética), donant estructura a la cromatina via biotinilitzacio

. . . . . 1—
d’histones i en diversos processos de comunicacié cel-lular.*™

1.4 Els complexos avidina-biotina i estreptavidina-biotina

Les unions que formen aquestes proteines amb la biotina es consideren de les més
fortes que es coneixen en les quals intervingui algun compost de baix pes molecular.
Les constant d’associacié (K,) sén aproximadament d’1,6:10"> M en el cas de I'avidina
i de 2,510 M en el cas de I'esteptavidina,*?’ de manera que es consideren
complexacions gairebé irreversibles. La forta unid que presenten és deguda
principalment a tres tipus d’interaccions no covalents: hidrofobiques, de van der Waals
i ponts d’hidrogen, que es formen entre la biotina i els residus del lloc d’unié de les

proteines.

El lloc d’unié en I'avidina i I’estreptavidina es troba en I'obertura del barril , que té
una mida adequada per acollir el lligand (293 A® del lloc d’unié per 242 A® per la
biotina).** La biotina es disposa de manera que el sistema biciclic queda a la part més
profunda de la cavitat, en canvi, la cadena lateral esta més exposada a la superficie,
sent el carboxilat la part més accessible.*® Es per aixd que es poden derivatitzar
molécules de biotina per I'extrem del carboxilat que mantinguin una afinitat molt

elevada per 'avidina i I'estreptavidina.

Les interaccions entre la biotina i els aminoacids del lloc d’unié sén multiples. D’una
banda, hi ha diverses interaccions hidrofobiques entre el lligand i diferents residus
apolars, sobretot els triptofans, del lloc d’unié. En el cas de l'avidina és I'anell de
tetrahidrotiofé el que fa interaccions amb els residus aromatics Trp70, Phe79, Trp97,
Trp110.** En canvi, en el cas de I'estreptavidina, aquest interacciona amb el Trp70,
Trp92, Trp108 i Trp120 (Figura 4).> La complexacié provoca un canvi en I'entorn dels
triptofans, que implica un descens en la fluorescencia d’aquests, fet que es pot

aprofitar per fer determinacions quantitatives de proteina.”’



Tesi Doctoral

Figura 4. Representacio del lloc d’unid de I'estreptavidina on es mostren els triptofans que
estableixen interaccions hidrofobiques amb la biotina.*
D’altra banda, s’observen moltes interaccions per pont d’hidrogen entre la biotina i
alguns residus del lloc d’unié. Per un extrem, el fragment ureido en fa cinc i el sofre
una en ambdues proteines. Per I'altre extrem, el carboxilat n’estableix cinc en el cas de

I'avidina i només dues en el cas de I'estreptavidina (Figura 5).**™*

A B
Asn 12 (N§) Asn 23 (N&)
3.39 : 3.03' L3,4 loop
Tyra3(On) , Ser16(Oy) Tyr43(On) | Ser27(Oy)
3.15 ‘o' 3.03 2.77 "‘o' 2.70 T
Aspﬂs____HN)LNH.-‘g,u Asp128 ___ .y NH_.---
( 2.82 (O%) 2.88 3.06 -
1293
OH
$ S
3.24 ) o 332! o
The 77 (O s g The 0 (O {273
(Ser 73 (oY)) (Ser 75 (o,))
Ser 88 (Oy)

Figura 5. Esquema que representa les interaccions per pont d’hidrogen entre: (A) I'avidina i la
biotina i (B) I'estreptavidina i la biotina. S’indiquen els residus responsables d’aquestes.*®
Cal destacar que diversos d’aquests ponts d’hidrogen s’estableixen amb aminoacids
del bucle que uneix els fulls 3 i 4 (L3,4). Quan aix0 té lloc (en produir-se la
complexacio), el bucle passa d’estar desordenat a adoptar una conformacié fixada que
tanca la biotina en el lloc d’unid, fent la unié més forta (Figura 6). L’avidina té un bucle
de 12 aminoacids (del 36 al 44), tres aminoacids més llarg que el de |'estreptavidina
(del 45 al 52), fet que permet les interaccions extra, que bloquegen més efectivament

la biotina.***>4°

El nombre d’interaccions no covalents en el cas de l'avidina és superior a les de
I'estreptavidina, fet que unit a la millor proteccid que ofereix el bucle de I'avidina,

justifica, en part, la major afinitat de la biotina per a aquesta.*
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Figura 6. Representacio de la complexacio estreptavidina-biotina, on es veu el bucle L3,4 en la
conformacio oberta (en vermell, en abséncia de biotina) i en la conformacio tancada (en negre,
en preséncia de biotina al lloc d’unid).*

El sistema (estrept)avidina-biotina ha donat lloc a nombroses aplicacions en camps

50,51 53,54

T . ., 52 . . .7 N
com la catalisi, sistemes de deteccid,’®> administraci6 de farmacs,

biotecnologia,” assajos immunologics,®® o bioanalisi,>” entre d’altres.

1.5 Altres lligands de I'avidina i I’estreptavidina

1.5.1 Contribucio dels diferents trets estructurals de la biotina en I’afinitat

Tal com s’ha descrit a I'apartat 1.4, les nombroses interaccions que presenta la biotina
amb els residus dels llocs d’unid de 'avidina i I'estreptavidina fa que la unid sigui molt
forta. Es per aixd que s’ha estudiat I'efecte que tenen els diferents trets estructurals,

grups funcionals, etc. de la biotina en I'afinitat.

Alguns exemples a la literatura ens permeten avaluar aquests efectes segons les
constants d’afinitat trobades per a aquests derivats amb I'avidina (Figura 7) —els
valors de les constants d’afinitat d’aquests compostos es van determinar mitjancant

una valoracié espectrofotometrica directa—:*"®

- Lefecte d’intercanviar |'oxigen del grup ureido per un atom de sofre fa
disminuir I'afinitat (tiobiotina, K, = 2,0-102% M7, pH = 9,0), pero encara més si
se substitueix per un grup imino (iminobiotina, K, = 2,0-10'° M™, base lliure).

- S'obtenen afinitats també inferiors en treure I'atom de sofre del cicle
(destiobiotina, Kg=2,0-10*M™?, pH = 7,0). Lester metilic d’aquesta
destiobiotina té una afinitat una mica inferior (K, = 2,5-10" M, pH = 7,0), aixi

com el destiobiotinol (K, = 2,0-10° M, pH = 7,0).
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Figura 7. Diferents lligands d’avidina relacionats estructuralment amb la biotina.*”*®

- Esterificar la biotina (ester metilic) provoca una disminucié de I’afinitat molt
acusada en el cas de I'estreptavidina (K, = 2:10" M, pH = 7,0), perd no tant en
el cas de I'avidina (K, = 10" M, pH = 7,0) —en aquest cas la determinacié de
afinitat es va dur a terme mitjancant espectroscopia Raman—.>>*°

- Posar un substituent (en aquest cas un metoxicarbonil) sobre un dels nitrogens

del grup ureido fa disminuir molt Iafinitat (K, = 2,5:10° M, pH = 6,8) en el cas
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de fer la substitucié en el nitrogen 3’ i no tant (Ky = 1,0-10° M™%, pH = 6,8) en el
cas de fer-ho al nitrogen 1.

- Lafinitat per la molécula d’imidazolidin-2-ona és molt baixa (K, = 2,0-10° M,
pH =6,8), perd millora en afegir-hi una cadena d’hexil (K;=2,1-10° M7,
pH=7,0).

- Derivats d’oxazolidin-2-ona tenen afinitats molt més baixes que els
corresponents derivats d’imidazolidin-2-ona. La (R)-4-hexiloxazolidin-2-ona té
una K,=4,5:10°M™* a pH=7,0 i la (R)-5-hexiloxazolidin-2-ona té una
Ky=2,3-10°M™ta pH=7,0.

- Treure en grup C=0 de l'ureido de la biotina afecta greument a I'afinitat, ja que
la diamina resultant s’uneix a l'avidina molt deébilment (K, = 2,0-10° M7,
pH =4,6).

- Altres molécules que recorden certes parts de |'estructura de la biotina tenen
encara afinitat per l'avidina, com és el cas de la urea (K,= 2,8-10' M,
pH=6,8), lacid lipoic (K,=1,410°M", pH=6,8) o Iacid hexanoic
(K, =3,3:10° M, pH = 6,8).

A partir d’aquestes dades es pot observar que, d'una banda el grup ureido és molt
important, ja que si es modifica I'afinitat disminueix considerablement. De I'altra,
I’'atom de sofre de I'anell de tetrahidrotiofé no és tan important, ja que la destiobiotina
té una afinitat lleugerament inferior a la de la biotina. Aquests fets sén facilment
justificables si es tenen en compte el nombre d’interaccions que fan aquests grups
amb els aminoacids del lloc d’unid (Figura 5), on es pot veure que el grup ureido en fa

més que el sofre.

El fet de modificar la longitud de la cadena lateral pot provocar un canvi en les
interaccions que estableix el grup carboxilat. Aixi, s’han dissenyat un altre parell
d’analegs de la biotina amb diferent longitud de la cadena lateral d’acid carboxilic per
estudiar les interaccions que es guanyen o es perden en fer aquestes modificacions.
Aguests compostos sén I’homobiotina (cadena lateral de cinc metilens) i la norbiotina
(cadena lateral de tres metilens). Els estudis cristal-lografics dels complexos d’aquests
analegs amb l'avidina i 'estreptavidina han permes d’identificar les interaccions per

pont d’hidrogen que s’estableixen en cada cas (Figura 8).*
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Figura 8. Esquema que representa els ponts d’hidrogen entre: (C) I’avidina i la norbiotina, (D)
I’estreptavidina i la norbiotina, (E) I'avidina i ’homobiotina i (F) I’estreptavidina i
I’homobiotina.*®

La diferencia entre les interaccions d’aquestes molécules amb [lavidina i
I'estreptavidina rau en el fet que el bucle (L3,4), que es tanca en interaccionar
majoritariament amb el grup carboxilat de la biotina, forma unes interaccions
diferents. En el cas de |'estreptavidina tots dos analegs en poden seguir formant
(Figura 8 D i F). En canvi, en el cas de I'avidina, I’'homobiotina no en fa, de manera que

el bucle no queda en la conformacid tan tancada com en el cas de la biotina.

1.5.2 Altres compostos d’interés que s’uneixen a I’avidina i I’estreptavidina

Hi ha altres compostos naturals o d’interés que sén capacos d’unir-se a l'avidina i
I'estreptavidina al lloc d’unié de la biotina perdo amb una menor afinitat, com per
exemple certs medicaments o compostos naturals, que poden tenir repercussio en el
(x)-talidomida

camp de la biomedicina. Es el cas de la

(Ko(aparent) =2,9-10° M, pH=7,4), el (+)-ketoprofé (K.(aparent)=2,1-10°M™,

pH =7,4), I'oxaprozina (K,=3,3-10°M*, pH=7,4) o bilirubina (K, =1,3-10° M,

pH =7,4), entre d’altres.®’ També s’han desenvolupat oligonucledtids que tenen

10



Introduccio

62-65

afinitats elevades per I'estreptavidina (de 10° M™ o més elevades), aixi com

66-71

péptids capacos d’unir-se a |'estreptavidina també amb afinitats elevades. De fet,

aquests tipus de lligands es van comencar a desenvolupar quan, buscant a llibreries de
compostos, es va descobrir que hi havia certs péptids que podien unir-se a
I’estreptavidina. Schmidt i Skerra van descobrir que un péptid de 8 unitats anomenat
‘Strep-tag’ podia complexar I'estreptavidina aixi com la posterior versié optimitzada

‘Strep-tag I’ per complexar el mutant estrep-tactina.®®’?

Aguests peptids s'uneixen a |'estreptavidina i I'estrep-tactina al mateix lloc d’'unié on
ho fa la biotina, perd més a la superficie de la proteina, ja que els residus impedeixen
I’entrada total del lligand a la cavitat.®® Ho fan amb una K, de 2,7-104 M™ en el cas del

‘Strep-tag’ i de 1,3-:10*° M en el cas del ‘Strep-tag I’ amb 'estreptavidina i amb una K,

30,68

d’1,0:10° M™ en el cas del ‘Strep-tag I’ amb I'estrep-tactina. Aguests sistemes

s’han emprat en els Ultims anys, i amb un interés creixent, en diverses aplicacions, com

69,71,73

per exemple la purificacio de proteines en el camp de la proteomica, aixi com en

74,75

biomedicina, o estudis d’interaccié proteina-proteina, entre d’altres.”®

1.5.3 L’acid 2-(4’-hidroxifenil)azobenzoic (2)

Es conegut des de fa temps que I'acid 2-(4’-hidroxifenil)azobenzoic (o HABA per les
seves sigles en anglés, 2), un colorant azoic, és capag d’'unir-se a I'avidina -aixi com a

77-79

I'estreptavidina—. Aguest colorant ja havia estat emprat des de la década dels 50

. s . 1
per determinar I'albimina en sang.®®

L'afinitat d’aquest colorant per a aquestes
proteines és més baixa que la de la biotina: una K, d’1,7-10° M a pH = 7,0 per

I'avidina, i un K, d’1,0-10* M a pH = 7,0 per I'estreptavidina.”’

Aguest compost presenta tautomeria azo-hidrazona (Figura 9). Quan s’uneix a la

proteina ho fa mitjancant el tautomer hidrazona. En canvi, quan esta lliure en aigua a

. 2
pH neutre, predomina la forma azo.””®

Py = Ty
B _H
O O OH (e} (6] O

Figura 9. Tautomeria azo (a I’esquerra) i hidrazona (a la dreta) del monoanio de I’HABA.
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Cadascuna de les formes presenta un maxim d’absorcio a diferents longituds d’ona de
I'espectre visible (Amax = 345 nm per a la forma azo i Amsx =500 nm per a la forma
hidrazona), fet que comporta un canvi observable en el color de la dissolucié
(groguenc quan predomina la forma azo i vermellds quan ho fa la forma hidrazona).
Aqguest fet s’aprofita per fer determinacions quantitatives de I’activitat de I'avidina i
I’estreptavidina: una primera complexacido d’aquestes amb HABA forma el complex
proteina-HABA, una posterior addicid de biotina provoca l'alliberacid del colorant
(degut a la seva menor K,) en formar-se el complex proteina-biotina. Aixo déna com a
resultat una disminucié de la banda a 500 nm, que es pot emprar per determinar

quantitativament I'activitat de les proteines.””%

La unid de I'HABA a l'avidina i I’estreptavidina segueix un patré d’interaccions similar al
qgue dona lloc la unid de la biotina. En aquest cas és la part del carboxilat de I’'HABA la
gue queda més endins de la cavitat en ambdds casos. En el cas de I'avidina els dos
oxigens del carboxilat formen interaccions per pont d’hidrogen gairebé amb els
mateixos residus que ho fa el grup ureido de la biotina (Asn12, Ser16, Tyr33 i Thr35) a
part de I'enllag intramolecular del carboxilat amb el nitrogen de la hidrazona. A més,
I'anell de tipus benzoic de I'HABA també forma interaccions hidrofobiques amb els
residus Phe79, Trp97 i Trp110 (aquest ultim és un residu d’'un monomer adjacent que
gueda a prop). L'anell de tipus fenolic de ’'HABA pot establir menys ponts d’hidrogen
que el carboxilat de la biotina (només en fa un, amb la Ser73), pero conserva la

interaccio hidrofobica amb el Trp70, a més d’una que forma amb la Phe72 (Figura 10).

Figura 10. Vista del lloc d’unio de I’avidina on hi ha representades la biotina (en blau cel),
I’HABA (en vermell) i els residus apolars amb els quals formen interaccions hidrofobiques.®

12
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De fet, la interaccio amb el Trp70 es produeix entre I'anell aromatic de I'aminoacid i
I'anell de tipus fenolic de I'HABA, de manera que s’estableix un complex de
transferéncia de carrega (on el triptofan és el donador i I'anell de tipus quinona
I'acceptor), que a la vegada és el responsable de que la forma hidrazona pateixi un
desplacament cap al vermell tot i ser una espécie menys conjugada (no és plana) que

I’GZO 83,84

Quant al complex estreptavidina-HABA, s’observa que les interaccions per pont
d’hidrogen sén similars (Figura 11): I'anell de tipus benzoic de 'HABA en forma amb els
residus Asn23, Tyr43, Ser27 i Ser45, pero no en fa cap I'anell de tipus quinona. També
s’observa que les interaccions hidrofobiques es formen amb els aminoacids Trp92,
Trp108, Trp120 i Trp79 (aquest ultim essent el responsable de la formacio del complex

de transferéncia de carrega).”

Figura 11. Representacio de les interaccions per pont d’hidrogen que estableix ’THABA amb els
aminoacids del lloc d’unié de I’estreptavidina.
Les diferéncies entre les interaccions que estableix 'HABA amb les dues proteines
rauen en les que té la part de I'anell de tipus quinona, ja que en el complex amb SAv
mangquen el pont d’hidrogen i la interaccid hidrofobica que fan els residus Ser73 i
Phe72, respectivament, de I'avidina amb I’"HABA. Aix0 té lloc perque els aminoacids
corresponents en el cas de I'estreptavidina estan allotjats en un bucle que és més llarg
qgue en el de 'avidina, que no fa contacte amb el lligand. Es creu que aquest és el
motiu principal de la menor afinitat de I'HABA per l|'estreptavidina. Aixo també
succeeix en la unio de la biotina i reflecteix una similar tendencia d’afinitat. En tots dos

casos, el nombre d’interaccions que forma I’'HABA amb el bucle L3,4 de la proteina sén

13
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menors que els que en fa la biotina; com a conseqiiéncia, el bucle té més llibertat
conformacional i el lligand no queda tan tancat al lloc d’unig, fet que justifica, en part,
la diferéncia d’afinitats observada entre la biotina i I'HABA per l'avidina i

I'estreptavidina.’#®*

Per ultim, s’ha observat que en la unié de I’'HABA amb aquestes proteines predomina
el terme entropic. Aix0 suggereix una major contribucié6 de les interaccions
hidrofobiques a I'afinitat. Aixd contrasta amb el cas de la unié de la biotina, on el
terme entalpic, i per tant, les interaccions per pont d’hidrogen sén la contribucio

majoritaria a la variacié de 'energia lliure del procés.”

Diferents derivats o analegs d’azobenzens com I'HABA permeten d’obtenir una afinitat
diferent per l'avidina i I'estreptavidina, aixi com un ajust del desplacament de

I’equilibri tautomeéric azo-hidrazona per a potencials aplicacions.®%

1.5.4 Glicolurils i propandiurees

Es conegut que compostos amb estructura biciclica similar a la de la biotina també

tenen capacitat d’unir-se a I'avidina i I'estreptavidina.

1.5.4.1 Glicolurils i derivats

El glicoluril (3, Figura 12) és un compost, conegut ja des de principis del segle XX,2” amb
una estructura de tipus biciclo[3.3.0] amb un grup ureido en cadascun dels cicles. El
glicoluril també s’uneix a l'avidina i I'estreptavidina, perd amb afinitats bastant
inferiors a les de la biotina (K, de 2,2-:10° M™ a pH = 7,0 per I'avidina i K, de 4,7-10* M

a pH = 7,0 per I'estreptavidina).®®

0 o} o}
HNXNH HN” "NH 4 HN” “NH 5
H——{=H Hﬁ—F‘\_\_{ H=—{=H
HN_ NH HN._ _NH 0 HN N\A/YOH
N D N T
o} o}

3 OH o]

K, (Av) =2,2106 M1 K, (Av) =8,5103 M (+): K, (AV) = 2,6:10 M (-): K, (Av) = 1,2:105 M1
K, (SAV) =4,7-104 M K, (SAv) =7,610' M1 (+): K, (SAV) = 1,810 M-! (-): K, (SAV) = 1,1-104 M1

Figura 12. Glicoluril i alguns derivats amb les seves constants d’associacio amb avidina i
estreptavidina. Valors de K, determinats per valoracicé espectrofotométrica competitiva.®
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Comparant les estructures de raigs X dels complexos glicoluril-SAv i biotina-SAv
s’observa que un dels grups ureido del glicoluril forma interaccions per pont
d’hidrogen molt similars a les que forma el grup ureido de la biotina, amb els mateixos
cinc residus de I'SAv (Tyr4d3, Ser27, Asn23, Asp128 i Ser45). D’altra banda, I'atom
d’oxigen de I'altre grup ureido del glicoluril forma una interaccié per pont d’hidrogen
amb el residu Thr90 de I’'SAv, de manera analoga a com ho fa I'atom de sofre de la

biotina. &

Tot i conservar aquestes interaccions, el fet que el sistema biciclic sigui més llarg en el
glicoluril i la manca de cadena lateral (fet que fa perdre les interaccions per pont
d’hidrogen i apolars que en forma en la biotina), justifiquen en part la menor afinitat
d’aquest compost per I'avidina i I'estreptavidina.?* Com en el cas de la biotina, la
constant d’associacié del glicoluril amb I’Av és aproximadament 2 ordres de magnitud

superior a la del glicoluril amb I'SAv.

Per tal d’intentar augmentar |’afinitat del glicoluril per I’Av i I’'SAv, en el nostre grup es
van sintetitzar derivats del glicoluril amb una cadena lateral d’acid carboxilic. Es va
observar que I'afinitat depenia molt del punt d’'unié de la cadena lateral al sistema
biciclic (carboni cap de pont o atom de nitrogen) i de |'estereoquimica. Aixi, quan s’hi
uneix una cadena lateral de valerat al carboni cap de pont (4) del glicoluril la seva
afinitat per l'avidina i I'estreptavidina baixa considerablement (260 vegades amb
avidina i 620 amb estreptavidina). D’altra banda, si la cadena lateral de valerat s’uneix
a I'atom de nitrogen, s’obtenen compostos quirals i s'observen afinitats diferents per a
cada enantiomer (és el cas del compost 5). En el cas de I'enantiomer-(+) I'afinitat
augmenta respecte la del glicoluril (12 vegades més amb avidina i 38 vegades més amb
estreptavidina). En canvi, per a l'enantiomer-(-) I'afinitat disminueix respecte el
glicoluril (18 vegades inferior amb avidina i 4 vegades inferior amb estreptavidina).
Aix0 indica que la cadena lateral és util a ’"hora de formar noves interaccions, pero
només si esta unida amb I'estereoquimica adequada. Allargar de 4 a 5 metilens la
cadena lateral sobre el nitrogen provoca un petit augment (2 vegades) de I'afinitat en
I'enantiomer de major afinitat i una petita disminucié en I'enantiomer de menor

afinitat, tant per a I’Av com per a I’SAv.%®
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1.5.4.2 Propandiurees, dimetilpropandiurees i derivats

Un grup de compostos amb una estructura similar als glicolurils sén les anomenades
propandiurees (PDUs). Aquests presenten una estructura del tipus biciclo[3.3.1] i
tenen dues urees, una a cada cicle (6). Derivats d’aquests compostos poden complexar

diferents espécies quimiques segons la seva estructura i tenen diverses aplicacions en

el camp de la quimica supramolecular (Figura 13).°>
o) o}
HN)]\NH HN)J\NH
it IR
HN.__NH HN N~~~
e D coor
o) o}
K, (Av) =1,8-105 M- (+): K5 (Av) =3,1-107 M1 (-): K, (Av) =1,7-104 M1
K, (SAv) = 6,0-104 M-! (+): K, (SAV) = 3,1-108 M1 (-): K, (SAV) = 1,4:104 M-
o) o} o}
HN)]\NH HN)J\NH HN)J\NH 9
H—\A=H H—\L =~ COOH H—p\A=H
HN\H/NH HN\H/NH 10 HN\H/N\/\/\COOH
o 8 o) 0
K, (Av) = 1,5-108 M- K, (Av) =53105 M1 (+): K, (Av) = 8,0-106 M1 (-): K, (Av) =1,4:102 M-!
K, (SAV) =1,6:102M-1 K, (SAV) =2,8-103 M1 (+): K, (SAV) = 4,3-105 M"! (-): K, (SAv) = 7,5-102 M-!

Figura 13. Propandiurees, dimetilpropandiurees i els seus derivats amb les seves constants
d’associacio a avidina i estreptavidina. Valors de K, determinats per valoracio
espectrofotometrica competitiva i valoracié espectrofluorimétrica. °>**

Aguests compostos també tenen la capacitat d’unir-se a I'avidina i I'estreptavidina. La
propandiurea té una constant d’afinitat de 1,8:10°M™ a pH=7,0 per l'avidina
ide 6,0:10* M™ a pH=7,0 per I'estreptavidina.”* De la mateixa manera que amb el
glicoluril, en el nostre grup també s’han sintetitzat diferents analegs de la
propandiurea amb una cadena lateral d’acid carboxilic unida a un atom de nitrogen
amb la intencié d’augmentar la seva afinitat per I'Av i I'SAv. Quan s’introdueix una
cadena lateral de valerat (de 4 metilens, com en la biotina) (7), s'observa un gran
augment de I'afinitat (de 550 vegades en el cas de |'avidina i de 5200 vegades en el cas
de I'estreptavidina) si I'estereoquimica del lligand és I'adequada (enantiomer-(+)). En
canvi, per l'altre enantiomer, la introduccié de la cadena de valerat provoca una
disminucié d’afinitat de més de 10 vegades per l'avidina i de 13 vegades per
I'estreptavidina. Com en el cas dels glicolurils, allargar la cadena lateral de quatre a

cinc metilens provoca petits canvis en I'afinitat (Figura 13).%*
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Les dimetilpropandiurees (DMPDUs) sdn propandiurees que tenen un grup isopropil en
pont més curt (8, Figura 13). Les DMPDUs amb cadena de valerat unida a I'atom de
nitrogen presenten menor afinitat que els corresponents glicolurils o PDUs (9). Pero,
en canvi, la DMPDU amb la cadena de valerat unida al carboni cap de pont (10)
presenta major afinitat que el corresponent glicoluril (4). Aixo, junt amb el fet que el
compost 10 és aquiral i facil de sintetitzar, fa que s’hagi emprat com a entitat

monovalent en la sintesi de lligands divalents.”**

En resum, les diverses diurees bicicliques de tipus [3.3.0] (glicoluril) i de tipus [3.3.1]
(PDU i DMPDU) s’uneixen a Av i SAv amb afinitats moderades. Tot i aix0, es pot
incrementar considerablement les seves afinitats per a ambdues proteines si se les hi
incorpora una cadena lateral d’acid carboxilic de 4 o 5 metilens unida a un atom de

nitrogen amb I'estereoquimica adequada (enantiomer-(+)).

Comparant els lligands de major afinitat de cada tipus de sistema biciclic (glicoluril,
DMPDU i PDU) es va observar que el de major afinitat és la PDU amb cadena lateral de
valerat unida al nitrogen ((+)-7), seguit del corresponent derivat de glicoluril ((+)-5) i,
finalment, el corresponent derivat de la DMPDU ((+)-9). El fet que entre les diurees
bicicliques amb cadena lateral d’acid carboxilic, la de tipus [3.3.1] (PDU) tingui major
afinitat per Av i SAv que la de tipus [3.3.0] (glicoluril), sembla indicar que el lloc d’unié
d’aquestes dues proteines pot incorporar més favorablement lligands biciclics
lleugerament més voluminosos (de tipus [3.3.1]) que els menys voluminosos (de tipus
[3.3.0]). No obstant, les afinitats d’aquestes diurees bicicliques amb cadena lateral
d’acid carboxilic per I’Av i I’'SAv encara sén bastants ordres de magnitud inferiors a les
gue presenta la biotina per a aquestes proteines. Aquesta diferencia s’hauria d’atribuir
a la preséncia del segon grup ureido en lloc de I'anell de tetrahidrotiofé de la biotina.
Per tant, si es vol augmentar significativament I'afinitat dels lligands biciclics per I'Av i
I’'SAv, sembla que s’hauria de passar de diurees bicicligues a monourees bicicliques
amb una cadena lateral d’acid carboxilic a la posicid equivalent a la que aquesta

cadena té en la biotina.

Aixi, un dels objectius del nostre grup és el de sintetitzar nous lligands biciclics de tipus
[3.3.1] amb una Unica urea en un dels cicles, un atom de sofre a l’altre cicle i una

cadena lateral d’acid carboxilic de diferents longituds (diferent nombre de metilens)
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unida al sistema biciclic en una posicié analoga a la que aquesta cadena té en la biotina

i amb la mateixa estereoquimica.

Un altre objectiu (que s’ha abordat en aquesta Tesi) és el de sintetitzar lligands biciclics
de tipus [3.3.1] amb una urea en un dels cicles, només metilens en I'altre cicle, i

finalment, la corresponent cadena lateral d’acid carboxilic.

1.6 Multivaléncia

Una unié multivalent esta representada per diverses interaccions simultanies,
independents i de la mateixa naturalesa, entre dues (o més) especies
complementaries; donen lloc, aixi, a estructures supramoleculars, formades per un
receptor o host i un lligand o guest. La valéncia és el nombre de diferents connexions

del mateix tipus que s’estableixen.’

El fenomen de multivaléncia és freqlient en les interaccions biologiques. També s’ha
emprat recentment en diverses aplicacions en el camp de la quimica supramolecular,

ja que permet obtenir estructures funcionals ben definides.***°

Els lligands amb capacitat de complexaciéo multivalent estan formats per varies entitats

monovalents unides per un espaiador (espaiador).

Degut al fet que les interaccions que s’estableixen entre host i guest son multiples, hi
ha la possibilitat d’obtenir diferents estructures segons I'arquitectura de la unid; és a
dir, una vegada s’uneix una entitat monovalent a un receptor del host, la segona ho
pot fer a un altre receptor del mateix host (unié intramolecular) o al d’'un nou host
(unid intermolecular). Si ho fa intramolecularment, s’obtindra una estructura (complex
multivalent) ben definida, en canvi si ho fa intermolecularment, s’obtindran agregats i

polimers d’estructura no ben definida (Figura 14).%
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Figura 14. Representacio dels diferents tipus d’unions que es poden establir entre un receptor
divalent i un lligand divalent.

1.6.1 Concentracio efectiva i molaritat efectiva

El concepte de concentracio efectiva (Ce) representa la probabilitat d’interaccié de
dues entitats interconnectades, és per tant la concentracid “fisicament real” que
experimenta una d’aquestes entitats respecte I'altra. Aquest concepte es va comencar

. , 1 . . . s . 101
a emprar en I'estudi de polimers,'® i posteriorment en la formacié de macrocicles.*

En el camp de la quimica supramolecular es pot veure que després d’una primera unio
del lligand multivalent al receptor multivalent s’altera la concentracié de lligand que

experimenta el segon lloc d’unié del receptor multivalent.

Una vegada un lligand multivalent (per exemple un divalent) s’ha unit a un lloc d’unid
del receptor, el segon lligand (unit a I'extrem de I'espaiador) es pot trobar en punts
situats com a maxim al limit d’'una esfera de radi r, que correspon a la maxima extensié
de I'espaiador. Per tant, la concentracié efectiva en aquest volum es pot expressar
com la concentracid d’una “molécula” en un volum d’una esfera de radi r (Equacié 2).

). 3

C = = >
eff < . > 4 N, si es considera que 2 N3
— s

el host ocupa
la meitat del volum
accessible pel guest

Equacio 2
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Considerant que en una superficie no tot el volum és accessible ja que el receptor

“exclou” el lligand en la meitat del volum de I'esfera, la Ces es duplicara (Equacid 2).102

La distribucié del segon lligand després de la primera unié en realitat és probabilistica,

de manera que la distribucid de probabilitat és gaussiana si s’entén que I'espaiador

segueix un model de cami aleatori (com en el cas dels polimers). Aquest model té en

consideracié les diferents rotacions dels enllagcos que el formen, aixi com la longitud i

el nombre d’aquests. S’obté doncs, una concentracid efectiva per a cada punt

d’aquesta esfera que depén de la probabilitat de que aquest lligand estigui situat a una
. 103,104

distancia d del primer lloc d’unid. El que és clar és que la concentracid efectiva és

inversament proporcional al cub de la longitud de I'espaiador.

Si la Cefr €s major que la concentracid de lligand lliure la unioé sera intramolecular en
canvi, si és més petita, la unio intermolecular estara afavorida.” Per tant, I'associacié
“intramolecular” esta afavorida a concentracions baixes i la “intermolecular” a

concentracions elevades.

La molaritat efectiva (EM) és un concepte empiric, similar a la concentracid efectiva
(teoric). Aquesta té en consideracié la relacido entre I'associacid intramolecular i la
intermolecular. Per tant, déna una idea de cap a on estara desplacat aquest equilibri.
Per a un procés multivalent, la molaritat efectiva es pot calcular a partir de la constant
d’afinitat n-valent (K,) i la constant d’afinitat de la unid monovalent (K;), on b és un

terme estadistic que té en consideracio els diferents camins d’associacio possibles.

1/(n-1)

Kintra n
EM = =|—
Kinter b-K/
Equacio 3

La cooperativitat es considera com la capacitat d’efectuar un canvi en el receptor, en
unir-se el primer lligand, que provoca que la unié del segon sigui més (cooperativitat
positiva) o menys (negativa) forta que la del primer. El fenomen de cooperativitat esta
molt estés en el camp biologic, ja que molts enzims o cadenes de processos biologics
funcionen d’aquesta manera.'®® Es, per tant, important considerar la possibilitat de
I’existencia d’aquest fenomen en sistemes supramoleculars, tot i que normalment no

sén frequents.”
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1.6.2 Consideracions termodinamiques del procés. Influéncia de I’espaiador

En una unidé multivalent es pot considerar que la variacio d’energia lliure esta formada
per la variacid d’energia lliure dels n processos monovalents més un terme que

. . . Ny . . . 1
considera les variacions energetiques degut a la interaccié multivalent.'®

Les unions multivalents sén més fortes que les monovalents perqué en produir-se la
primera unid, el segon guest estara més a prop del segon lloc d’unié, de manera que el
cost entropic d’apropar un lligand que es troba en el si de la solucié al lloc d’unié ja

esta pagat (efecte quelat).’”’

Considerant que |'espaiador i el receptor no interaccionen, que no hi ha efectes
cooperatius i que tots els llocs d’unid estan ocupats, el terme esmentat corresponent a
la interaccid multivalent conté la variacié d’entropia conformacional de I'espaiador del
lligand multivalent en produir-se la unid multivalent (un procés generalment
desfavorable). Aquest terme, a més, esta relacionat amb la Ce i, per tant, amb la

distribucié de probabilitat P(r) del lligand a I’entorn del lloc d’unid.**®

Per tant, la unié sera més favorable com menys cost entropic es pagui en produir-se la
unié multivalent. Es sabut que si la restriccié conformacional de I'espaiador en tenir
lloc la unié multivalent és alta (és a dir, de tots els estats conformacionals, de rotacid i
de translacié que té la cadena lliure en dissolucid només uns pocs o un soén els que

% Tot i

adopta en fer una unié multivalent) el cost entropic de la unidé sera molt alt.
aix0, estudis recents mostren que no sempre és aixi, ja que en molt casos aquesta
cadena conserva una gran mobilitat després de la complexacid i, per tant, el cost

. , 1
entropic no és tan gran.'®®

Aqguests fets venen a dir que la EM sera la més elevada si la longitud de I'espaiador
coincideix amb la distancia entre els llocs d’unié. Si és més petita, la unid
intramolecular estara enormement desavaforida i si és més gran disminuira amb

\ ., , . 1
’augment de la llargada d’aquest, perd en una proporcié més baixa de I'esperada.’®

L'altre factor que afecta a la EM és la rigidesa de |'espaiador. Tot i que el cost entropic
en emprar lligands no rigids no és tan extrem com es podria pensar, una
preorganitzacio del lligand multivalent fa augmentar les afinitats si la longitud d’aquest

és I'adequada. Aixo és degut al fet que el segon lligand ja quedaria confinat en un espai
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més petit prop del lloc d’unid que si estigués unit a un espaiador amb més llibertat

. 107,11 .
conformacional.’?”!1° s;

la longitud de I'espaiador no fos I'adequada i la rigidesa fos
elevada els bloquejos per impediments estérics serien massa grans perqué es pogués

dur a terme la unio.

1.6.3 Lligands divalents d’avidina i estreptavidina

El fet que les proteines avidina i estreptavidina tinguin els quatre llocs d’unié disposats
dos a dos en cares oposades (Pagina 2) permet I'Us de lligands divalents per formar
estructures d’arquitectura supramolecular ben definida. Aquesta estrategia permet
I'ds d’aquest sistema per a diferents camps com, per exemple, en la formacio
d’estructures bidimensionals sobre monocapes autoensamblades (SAMs) que té

. . . . . . U 111,112
potencials aplicacions en materials, biosensors, reconeixement biologic, etc.”™™

Aprofitant aquests fets s’han sintetitzat, ja des de fa temps, diferents lligands divalents
basats en la biotina i amb espaiadors de diferent naturalesa. Utilitzant técniques com
la microscopia electronica o la cromatografia d’exclusié molecular, s’observa que per a
espaiadors curts la unid6 amb [l'avidina i [I'estreptavidina és basicament
“intramolecular”, perdo que amb espaiadors llargs hi predomina la “intermolecular”

. . . 2y 113,11
(oligomeritzacio).****

Degut al fet que la biotina s’uneix tan fort a aquestes proteines,
no s’ha pogut determinar les constants d’afinitat d’aquests complexos, fet que dificulta
I'optimitzacié de I'espaiador per tal d’afavorir la formacié del complex divalent (unid
“intramolecular”) i minimitzar I'oligomeritzacié (unié “intermolecular”). Aixo es pot
solucionar emprant lligands amb una menor afinitat de manera que aquesta sigui facil

de determinar.”®

Elucidar quin és I'espaiador optim per a aquests tipus d’unions divalents és possible
comparant les constant d’afinitat de lligands divalents basats en la mateixa entitat
monovalent pero amb diferents espaiadors. Si I'entitat monovalent presenta una
afinitat moderada per Av i SAv I'afinitat dels corresponents lligands divalents es podria
determinar facilment, de manera que aquesta afinitat ens guiaria en |'optimitzacio de
I’espaiador. Per tant, I'espaiador optim sera aquell que, una vegada incorporat a un
lligand divalent, faci que la seva afinitat sigui la més elevada de tota la série de lligands

divalents.
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Aguesta aproximacié ha estat utilitzada en el grup per tal d’optimitzar I'espaiador dels
lligands divalents d’Av i SAv.”*®* Aixi, es va sintetitzar tota una série de lligands
divalents (Figura 15) amb diferents espaiadors perd sempre amb la mateixa entitat
monovalent en els extrems, concretament el compost de tipus DMPDU 10 (K, = 5,3-10°

M™a pH =7,0amb 'avidina i K, = 2,8:10° M™ a pH = 7,0 amb I'estreptavidina).”>**

Es coneix que la distancia entre carboxilats quan dues biotines lliures s’uneixen a dos

llocs d’unid propers (d’un mateix costat de la proteina) en el cas de 'avidina és de 25 A

27,34

i de 20 A en el cas de I'estreptavidina. Per tant, tots els lligands divalents haurien

de tenir un espaiador que, en la seva conformacié totalment estesa, tingués una

longitud superior als 25 A.

OH

HN O

N o
= NH
HN(
o)
o 0
NH HN
HN
o}
HN

K, (SAv) =1,1-106 M-1
H 27 A

O%l/ NH y HN NH
HN P O N o 0
N® "0 NH
H HN IS
N"0 o H
H YN H
HN NH H O
S o
H O 12 H

K, (SAv) = 3,3-10'M"'
274

Figura 15. Lligands divalents basats en I’entitat monovalent de tipus DMPDU (10) ordenats de
menor a major longitud de I’espaiador. S’indica la constant d’afinitat d’aquests per
I’estreptavidina a pH = 7,0, aixi com la distancia entre els carbonils de I’enlla¢ amida entre
I’entitat monovalent i I'espaiador en una conformacié totalment estesa.’>** (Continua a la
pagina seglient)
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Comparant les afinitats d’aquests lligands divalents s’observen variacions segons tres
propietats de I'espaiador. En primer lloc, comparant lligands amb la mateixa longitud
de I'espaiador, per exemple els de 27 A de llarg, s’observa que a major rigidesa, major
és |'afinitat. En segon lloc, en lligands amb una rigidesa similar i amb el mateix tipus
d’espaiador, com ara el que té grups etilenglicol, s'observa que en anar augmentant la
longitud de I'espaiador, la K, primer augmenta pero a longituds més grans aquesta
disminueix. Finalment, la naturalesa de I'espaiador també influeix, ja que les
interaccions amb el solvent i/o el cost entropic de fixar de manera parcial la
conformacio varien segons la naturalesa quimica de I'espaiador. En la série de lligands
de la Figura 15 s’observa que entre lligands de similar rigidesa i longitud, el que té com
a espaiador una cadena hidrocarbonada (11 i 12) té major afinitat per I'SAv que el que

té grups derivats de I'etilenglicol.

De tota aquesta serie de lligands basats en I'entitat monovalent DMPDU, el que va
presentar major afinitat per I'SAv va resultar ser el que tenia un espaiador semi-rigid,
amb un anell benzénic meta-disusbtituit unit, mitjancant enllacos amida, a dues
cadenes alquiliques de 8 metilens amb un total de 26 enllagos entre els carbonils de les

dues unitats de DMPDU (11).

Amb l'objectiu d’obtenir lligands divalents amb afinitats més elevades, es va pensar en
augmentar la rigidesa de l'espaiador. Eva Ayet durant la seva Tesi Doctoral va
comencar a explorar la sintesi de lligands amb un espaiador basat en un anell aromatic
amb acetilens en posicid relativa meta. La primera aproximacié va ser la de lligands
amb una unitat central rigida derivada de I'acid 3,5-bis(butadiinil)benzoic, pero tots els
intents que es van dur a terme per obtenir lligands divalents basats en aquest tipus
d’espaiador no van donar bons resultats, degut principalment a la inestabilitat

d’aquest tipus d’estructures.”****

A continuacid es va comencar a abordar la sintesi de lligands divalents amb una unitat

11
> La ruta

central menys rigida, derivada de l'acid 3,5-dietinilbenzoic (Figura 16).
sintética que es va seguir va consistir en unir en primer lloc, mitjancant un enllag
amida, l'entitat monovalent DMPDU (10) a la part no rigida de |'espaiador. A
continuacio es va acoblar I'acid 4-pentinoic a I'altre extrem de I'espaiador no rigid

(Figura 17), restant només la unié de I’alqui terminal a I'acid 3,5-diiodobenzoic.'*
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Per tant, el primer objectiu d’aquesta Tesi va consistir en continuar i optimitzar amb

una nova aproximacié sintetica la preparacido d’aquest tipus de lligands divalents

semi-rigids.
COOH
o o)
HN)J\NH Q H H 0 HN)J\NH
W”www Z A NWHW
HN.__NH HN._ _NH
g 0 0 g
o o]

Figura 16. Estructura general dels lligands divalents semi-rigids basats en una unitat central
derivada de I’acid 3,5-dietinilbenzoic.
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Figura 17. Aproximacio sintética sequida per a la preparacio dels intermedis amb un grup alqui
terminal.
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2 Objectius

L'objectiu principal d’aquest treball consisteix en desenvolupar nous lligands per a les
proteines avidina i estreptavidina amb diferents trets estructurals que, segons les
nostres hipotesis, provoquin un augment en I'afinitat d’aquests lligands per a aquestes

proteines. Es a dir:

- Continuar i optimitzar la sintesi de lligands divalents semi-rigids per a les
proteines avidina i estreptavidina on la part rigida de I'espaiador contingui el
grup acid 3,5-dietinilbenzoic.

- Sintetitzar lligands monovalents de tipus biciclo[3.3.1] amb un Unic grup ureido
en un dels cicles i cadenes laterals d’acid carboxilic de diferent longitud en
I'altre cicle.

- Mesurar les constants d’afinitat de tots els Iligands sintetitzats (monovalents i

divalents) per a les proteines avidina i estreptavidina.
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3 Lligands divalents semi-rigids

3.1 Estructura dels lligands divalents

L'objectiu d’aquest capitol consisteix en sintetitzar lligands divalents semi-rigids per
I'avidina i I'estreptavidina, determinar les constants d’afinitat per a aquestes proteines
i analitzar I'efecte de la rigidesa d’aquest espaiador sobre I'afinitat i la molaritat

efectiva (EM) dels lligands divalents.

Com s’ha exposat en la introduccid, I'Us de lligands divalents és una estratégia util per
tal d’augmentar I'afinitat en sistemes multivalents. Per tal d’optimitzar I'espaiador dels
lligands divalents d’Av i SAv ja s’havia iniciat la sintesi de lligands amb un espaiador

semi-rigid, amb una estructura generica que s’indica a 'Esquema 1.

Per tant, els lligands objectiu, haurien de tenir un espaiador format per un nucli rigid al

centre i unes parts no rigides als extrems per on s’unirien les entitats monovalents.

COCH
O
HN)]\ NH —
W‘\/\/\\H\Y N
HN NH '
hig °
° |
Entitat Part Nucli Part Entitat
monovalent no rigida rigid no rigida monovalent
Espaiador

Esquema 1. Estructura general dels lligands divalents objectius i les possibles desconnexions
retrosintetiques.
L’entitat monovalent d’aquests lligands es va escollir que fos la DMPDU (10) ja que la
seva moderada afinitat permetria que les afinitats dels corresponents lligands
divalents no fossin molt elevades, facilitant aixi la seva determinacid. A més, en ser la
mateixa entitat monovalent que en altres lligands divalents anteriors, ens permetria

atribuir les diferéncies en les afinitats obtingudes a les propietats de I'espaiador.
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La part rigida de I'espaiador es va escollir que fos derivada de I'acid 3,5-dietinilbenzoic.
Aixi, en ser més rigida que la dels lligands divalents sintetitzats préviament en el grup,
esperariem que la K, a Av i/o SAv també fos major que la dels lligands menys rigids

(menys preorganitzats).

Per tal d’assolir una longitud propera a lI'Optima, el nombre d’enllacos entre els
carbonils de les dues entitats monovalents hauria de ser d’aproximadament 26 (Figura
15). Per poder optimitzar la longitud de I'espaiador en aquests nous lligands es va

decidir d’emprar dos espaiadors no rigids de diferent longitud: de 6 i de 4 metilens.

3.2 Plantejament sinteétic

A I'hora de procedir sinteticament es van haver de plantejar les diferents
aproximacions sintetiques possibles, ja que hi havia diferents maneres de dur a terme

la formacié de I'esquelet carbonat (Esquema 1).

Per exemple, es podria comencar des del nucli rigid i anar allargant I’esquelet carbonat
per dues bandes fins als extrems; o també es podria construir al revés, comencant per
les entitats monovalents, a les quals s’anirien unint els diferents elements estructurals
(part no rigida de l'espaiador, I'alqui terminal, etc.) fins a I'acoblament a I'anell
aromatic; o dur a terme una sintesi convergent formant diferents fragments que
s’unirien en etapes finals. Totes aquestes aproximacions sintetiques tenen els seus

avantatges i els seus inconvenients (versatilitat, rendiments, etc.).

Es van plantejar, finalment, dues aproximacions on una etapa clau és I'acoblament
entre un carboni aromatic (sp®) i un de tipus acetilenic (sp). D’una banda, es va
plantejar partir de I'entitat monovalent (10), unir-hi I'espaiador no rigid, unir-hi el
fragment amb l'alqui terminal i finalment acoblar aquest fragment al nucli aromatic
(Aproximacid |, que ja s’havia comencat a explorar en treballs previs, com s’ha dit a la

introduccid) (Esquema 2).'**
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COOH

WAMH

o)
P HN)LNH —
HO\”/\/ + MNWNHz
< p
o) HN.__NH o
o)
Aproximaci6 sintética | U
o)
H HN)]\NH
NN NG+ NS Co0H
n HN__NH
Y 10
o]
Esquema 2

De I'altra, es va pensar en dur a terme una sintesi convergent on, d’una banda, s’uniria
I’entitat monovalent (10) a I'espaiador no rigid, de I'altra, s’uniria I'anell aromatic a
I'alqui terminal i, finalment, s’unirien els dos fragments per formar el lligand divalent

(Aproximacid Il) (Esquema 3).
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COOH
]
HNW(NH 0
o]

COOMe

COOMe

s H
+ RO = H
\H/\/ H2N\H/N\Cbz + W/\/\/COOH
0 Q H

N
10

O
N)LNH
NH
e
O

Aproximacio sinteética ll

Esquema 3

Ambdues aproximacions inclouen una etapa de formacioé d’un enllag C-C entre I'alqui

terminal i I'anell aromatic.

Al 1975, i gairebé simultaniament, tres grups de recerca van demostrar que és possible
acoblar halurs de vinil o aril amb alquins terminals emprant pal-ladi com a catalitzador,

. . s 116-11
ampliant I'abast de la reaccié de Heck.''®™*®

D’aquests tres metodes, la reaccid de
Sonogashira en concret permet dur a terme aquest acoblament emprant un halur de
Cu(l) com a cocatalitzador, fet que suavitza les condicions de reaccié.!*® El mecanisme
proposat més ampliament acceptat per a aquesta reaccié segueix |'esquema classic
dels acoblaments catalitzats per pal-ladi, pero amb certes modificacions degut a la

presencia del Cu(l) (Esquema 4).
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R———=—R Producte
d'homoacoblament

[ox]

PhsP.!" CI R+B
PhsP~ °Cl
CuXv/ PhyP-. n)/ \__/ Pl x
PhsP~ Transmetal-lacié Ph3p

Transmetal-lacié

Addicié
oxidant

Eliminacio
reductora

Y

R'X
0) (0)
PhsPp / Pd(PPhs),
PhsP \ Eliminacié
reductora Producte
R————=——R d'homoacoblament

Esquema 4. Mecanisme proposat per la reaccio de Sonogashira catalitzada per [PdCl,(PPhs),] i
emprant Cu(l) com a cocatalitzador, s’indica la reaccié secundaria d’homoacoblament que té
lloc tant inevitablement per generar I'espécie de Pd activa, com la produida per la reaccid
secundaria de Hay-Glaser. **°
El primer pas és la formacié de I'especie activa de pal-ladi, Pd(0)L,. Aquesta pot
provenir d’un catalitzador com el [Pd(PPhs)s] que perd dos lligands per donar lloc a
I’espécie activa de 14 electrons. En canvi, si es parteix d’un catalitzador de Pd(ll) com el
[PACIy(PPhs),], la formacio de I'especie activa seria diferent: primer es formaria un
alquinil de coure per coordinacio d’aquest metall amb I'alqui terminal de partida, amb
una posterior desprotonacié per part de la base. Seguidament dues d’aquetes unitats
patirien una transmetal-lacié amb el catalitzador [PdCl;(PPhs),] per donar una espécie

doblement coordinada que, finalment i via una eliminacio reductora, forniria I'especie

activa de Pd(ll) i un equivalent del producte no desitjat d’homoacoblament (Esquema

4).119,120

Una vegada aquesta espécie activa esta formada, entra al primer cicle catalitic, que
segueix I'esquema classic dels acoblaments creuats. Primer es produeix una addicié
oxidant de I’halur d’aril o vinil, que s’ha demostrat que és |’etapa limitant. En paral-lel,
el coure(l) dona lloc a I'especie d’alquinil de coure de la mateixa manera que s’ha

explicat abans per a la formacié de l'espécie activa de Pd(ll) si es parteix de
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[PACIy(PPhs),]. Aquesta espécie pateix una transmetal-lacio amb el complex que havia
coordinat I’halur de vinil o aril. Una eliminacié reductora forneix el producte

. . s . . . 119,12
d’acoblament creuat, aixi com la recuperacié de 'espécie activa de catalitzador.'***%

Com s’ha vist, I'Gs d’un catalitzador del tipus [PdCl,(PPhs),] forma inevitablement un
equivalent del producte d’homoacoblament. Tot i aquest desavantatge, aquest
catalitzador té els avantatges de ser més estable i més economic que el [Pd(PPhs)s]. La
formacid del producte d’homoacoblament pot augmentar degut a la preséncia del
coure, ja que quan hi ha algun oxidant al medi, com per exemple |'oxigen, pot tenir la

., - ., 121,122
formacio d’aquest producte secundari via una reaccié de Hay-Glaser.” ™

Un altre aspecte a considerar és la reactivitat relativa dels halurs d’aril, ja que I'addicid
oxidant d’aquests és I'etapa limitant de la velocitat de la reaccié. Els més reactius sén
els iodurs d’aril, seguits dels bromurs, essent els clorurs els menys reactius. Els iodurs
d’aril reaccionen en condicions suaus, en canvi els bromurs i clorurs necessiten
temperatures elevades. Els substituents de I'anell també fan la seva contribucid ja que

. , . . . , N . 123,12
els halurs d’aril més deficients d’electrons reaccionen més rapidament.*?>*?*

Aqguesta reaccié també es pot dur a terme en absencia de coure. El mecanisme
proposat és lleugerament diferent, ja que després de I'addicié oxidant de I’halur, té
lloc la coordinacio de I’alqui al pal-ladi (i no al coure), que és qui augmenta |'acidesa del

, ;. . .. 12
proté alquinic. La resta del cicle transcorre d’una manera similar.**

3.3 Sintesi dels lligands divalents semi-rigids

3.3.1 Sintesi lineal des dels extrems cap al nucli rigid (Aproximacio I)

En aquesta aproximacid es van unint seqgliencialment, mitjancant enllacos amida,
I’entitat monovalent (DMPDU, 10) a l'espaiador no rigid i, després de desprotegir
I'amina, el producte resultant s’uneix a I'acid 4-pentinoic. Finalment, I'acoblament de
Sonogashira de l'alqui terminal amb el 3,5-diiodobenzoat de metil, seguit de la

saponificacié de I’ester metilic, proporciona el lligand divalent (Esquema 2).
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3.3.1.1 Sintesi del lligand divalent 24

Seguint aquesta aproximacié es va comencar per la monoproteccio6 amb el grup
benziloxicarbonil (Cbz o Z) de la 1,6-hexandiamina (la part no rigida de I'espaiador), per
tal de poder acoblar-la al lligand monovalent 10. Es va escollir aquest grup protector
per la gran facilitat de desproteccié (hidrogenacid benzilica) i perqué aquesta deixa

I'amina en forma neutra.

Aquesta proteccié és complicada ja que s’ha d’emprar una quantitat adequada de
cloroformiat de benzil per tal d’evitar la formacié excessiva del subproducte de doble
proteccid; aix0 s’aconsegueix emprant un excés de diamina i una addicié lenta del
cloroformiat de benzil. També és important controlar el pH del medi ja que la
proteccié va generant HCl que, si fa baixar prou el pH (per sota de 3,5) protona les
amines i n'impedeix la proteccié. Tanmateix el pH es pot controlar amb I'addicié

d’acetat de sodi al medi.'*®

Tot i aix0 sempre s’ailla una certa quantitat de producte de
doble proteccié 13. Es va obtenir el producte desitjat (14) amb un 32 % de rendiment,

baix pero similar al descrit per a diamines similars.

O\H/CI
©/ O 0,9eq H

AN
o~~~ NH, _P-TSOH-H,02,0eq _ HoN Cbz

HoN EtOH, H,O, dimetoxieta 14
pH=35-45 R

25°C,2h

CbZHN/\/\/\/NHCbZ
32 % 13
Esquema 5

El seglient pas va ser I'acoblament d’aquesta amina al lligand monovalent 10 que ja
teniem preparat al laboratori.”® Aquests tipus de compostos, que presenten diurees a
la seva estructura (com el compost 10 o els derivats de PDU i glicolurils), son
normalment poc solubles en la majoria de dissolvents organics convencionals, ja que la
gran capacitat que tenen per formar enllacos per pont d’hidrogen fa que siguin
necessaris solvents molt polars capacos de trencar-los i aconseguir solubilitzar-los. Per

tant, els millors dissolvents per a aquest proposit sén el DMSO, el metanol, etc.

Es per aixd que aquesta reaccid es va dur a terme emprant DPPA com a agent

d’acoblament i NEt; com a base, fent servir DMSO anhidre com a dissolvent. La DPPA

35



Tesi Doctoral

forma un ester activat de I'acid que pot rebre facilment I'atac nucleofilic de 'amina. La
purificacié d’aguests compostos també és complicada ja que moltes vegades no es
poden purificar mitjancant cromatografies en columna flash o s’ha de fer emprant
mescles de dissolvents molt polars que arrosseguen inevitablement certa quantitat de
silice en el procés. En aquest cas es va poder fer la purificacio per recristal-litzacié en
aigua, de manera que es va aillar el producte pur (15) amb un modest 28 % de

rendiment (Esquema 6).

o}
HN)LNH
WCOOH
HN\”/NH o
o) 10 DPPA 1,5 eq HNANH 0
. NEtz15eq WN/\/\/\/NHCM
( oseasn MM "
PO NN N ’ \ﬂ/
H2N Cbz 28 % (6]
14 15
Esquema 6

El seglient pas va ser la desproteccié de I'amina del compost 15. Es va aconseguir
mitjancant un hidrogenolisi benzilica emprant H, i Pd/C. Aquesta reaccidé va ser molt
neta ja que la conversio va ser total i només es va detectar el producte desitjat 16,

aillat amb un 92 % de rendiment (Esquema 7).

(0] (0]
HNJ\NH 9 H, 1 atm )I\
NHCbz G2 7maro> NH,
N7 > PA/C10 % N/\/\/\/

HN.__NH H MeOH
\”/ 25°C,14 h \“/
(0] (0]

15 92 % 16
Esquema 7

El seglient pas va ser I'acoblament de I'acid 4-pentinoic mitjancant la formacié d’un
enlla¢ amida. Com s’ha exposat (Apartat 1.6.3) ja s’havien fet estudis sobre aquests
tipus d’unions. L'Us de carbodiimides com a agents d’acoblament (com I'EDC-HCI)

115

donava lloc al producte amb molt baix rendiment.'” Es per aixd que es va decidir

formar un ester activat d’aquest acid. Es va formar [|‘ester activat de
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126

2,3,5,6-tetrafluorofenol de I'acid 4-pentinoic seguint un procediment descrit.” Es va

aillar 17 amb un 86 % de rendiment (Esquema 8).

OH Q
F F o)
COOH DCC 2,2 eq 4
i j@: THF F F
E F 25°C,16 h
2,0 eq 86 % F F
17
Esquema 8

Llavors, es va sintetitzar I'alqui 18 per reaccid de 'amina 16 amb I'ester activat 17. Es
va dur a terme en DMF emprant un excés d’ester activat. El producte es va haver de
purificar per HPLC semi-preparatiu. Mitjancant aquest acoblament es van millorar els

rendiments previs fins al 65 % (Esquema 9).

)OL 0
HN” NH 0 Mo
WN/\/\/\/NHZ . 7 F. i F
HN.__NH H
\[O( 16 F F
17
3,6 eq

H H =
=
WNWNW
H H o
18

o)
N)LNH o
N. _NH

il

o}

Esquema 9

Una vegada es va tenir l'alqui 18 el seglient pas va ser acoblar-lo doblement al
3,5-diiodobenzoat de metil via una reaccié de Sonogashira per tenir aixi format
I’esquelet carbonat del lligand divalent. Es va plantejar d’emprar el derivat diiodat ja
que és conegut que els Csp’-l sén més reactius que els Csp’-Br i els Csp?-Cl en

. . 12
reaccions d’acoblament de Sonogashira.**

Per tal d’obtenir el corresponent compost diiodat es va partir de [I'acid
3,5-diaminobenzoic. Aquest es va transformar en la sal de diazoni corresponent
emprant NaNO, en medi acid. Seguidament, mitjancant una reaccié de Sandmeyer es

va substituir el grup diazoni amb iodur de potassi per donar lloc al compost 19. El
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rendiment global va ser del 39 %. A continuacid, I'esterificacido en medi acid i MeOH va

fornir I'ester metilic desitjat (20) amb un 98 % de rendiment (Esquema 10).**’

COOH 1) NaNO, 2,2 eq COOH COOMe

H,S0,, H,0 MeOH

0°C,2h H,S0, cat

H,N NH, 2) Kl 5,0 eq I | reflux, 4 h | |
ta.ab5°C
19 98% 20
39%
Esquema 10

Una vegada obtinguts els compostos 20 i 18 es va procedir a la seva unié mitjancant la
reaccio de Sonogashira. Es van investigar diferents condicions de reaccié i dissolvents
per tal d’optimitzar la reaccié, sempre emprant PdCl,(PPhs), com a catalitzador, Cul

com a cocatalitzador, PPhs i NEts com a base (Esquema 11).

COOMe

H H =

/@\ + WN/\/\/\/N\H/\//
| | H H o)

20

o)
N*NH o
N_ _NH

g

0

PdCIy(PPhg), 5 % mol | NEt; 6,5 eq
PPh3; 20 % mol | dissolvent, temps, temperatura

Cul 10 % mol
COOMe
x X
(0} (e}
HN"" ~NH H P> S H HN"" NH
Z
W/\/\)J\N/\/\/\/N N\/\/\/\N)J\/\/W
H H
HN\[]/NH O (0] HNYNH
(0] 21 (6]
+
X
O
HNW /\/\/\/H &
N
HNYNH H (0]
(e}
22 2
+
COOMe
X
(0]
| \\ H\/\/\/\ )WWH
N
O H HN\H/NH
23 0
Esquema 11
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A la Taula 1 es recullen els resultats d’aquestes proves. Primer es va emprar DMF com
a dissolvent, tant amb escalfament extern (Entrada 1) com emprant el reactor de
microones (Entrada 2). A més, es va decidir utilitzar un petit defecte de I'alqui 18 ja
qgue era el compost sintéticament més avancgat (1,9 equivalents). En tots dos casos es
van detectar només traces del producte de doble acoblament 21 i, com a producte
majoritari, el subproducte d’homoacoblament 22 i. Sabem que el producte
d’homoacoblament s’ha de formar en una quantitat com a minim igual a la de
catalitzador, perd en veure que era tan majoritari era clar que s’estava produint per
altres factors, com per exemple, via la reaccid secundaria de Hay-Glaser, ja que és
conegut que la preséncia d’oxigen afavoreix aquesta reaccid.’*®**! També és possible
gue el dissolvent contribuis a la formacio del producte d’homoacoblament 22, ja que la
solubilitat del material de partida 18 en DMF no és molt elevada, degut a la tendéncia
a formar agregats intermolecular mitjancant enllacos per pont d’hidrogen. En aquests

agregats, la major proximitat dels grups alqui terminal podria facilitar la unié entre

aquests dos fragments per donar el subproducte 22.

20 (mmol) 18 (mmol) Dissolvent Temperaturai Temps 21 22 23 18
1 0,023 0,044 DMF t.a.16 hie0°C3,5h traces majoritari - -
2 0,028 0,084 DMF 120°C (MW) 40 min traces majoritari - traces
3 0,026 0,052 DMmso® t.a. 48 h 10 % 39 % traces  traces "
4 0,026 0,052 pmso'? t.a. 48 h 15 / 15 / 35 / 350
5 0,026 0,052 bpmso'? 55 °C 4 dies 26 % 14 % - -
6 0,108 0,052 pmso'? 55 °C 5 dies 28 % 14 % - -

Taula 1. Condicions i resultats per les proves d’acoblament de Sonogashira entre 20 i 18.

() Proporcié determinada per *H-RMN. ) Rendiment de productes aillats. © Eliminacié de
I'oxigen molecular mitjangant bombolleig d’argé al medi de reaccid. @Eliminacic de I'oxigen
molecular mitjancant cicles de buit i purga amb argo.

Per tal d’evitar aquestes complicacions es va procedir a intentar treure la major part
de l'oxigen del medi i dur a terme la reaccidé escalfant en bany extern i no en
microones per tal que les condicions fossin més suaus i poder seguir-ne I'evolucié. En
primer lloc es va utilitzar DMSO, com a dissolvent ja que permetia una millor
solubilitzacid dels reactius, i es va bombollejar argd per la dissolucio (Entrada 3). En
aquest cas es va obtenir un 10 % del producte desitjat (21), juntament amb producte

d’homoacoblament 22 (39 %) i traces de material de partida 18 i producte de

monoacoblament 23. Possiblement el metode per desgasar no era prou efectiu ja que
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encara s’observaven grans quantitats del producte 22, aixi que es va provar un métode
que consisteix en fer diferents cicles de purga amb argd combinats amb buit per
extreure la major quantitat d’oxigen possible. Seguint aquest métode, i després de 48
h a temperatura ambient, es va aconseguir augmentar el rendiment del producte
desitjat (21) fins al 15 %, perd es va obtenir també un 15 % del producte
d’homoacoblament (22), un 35% del producte de monoacoblament (23) i es va

recuperar un 35 % del reactiu inicial (18) (Entrada 4).

A continuacid, es va decidir escalfar a 55 °C i allargar el temps de reaccio per veure si
evolucionava més rapidament i la conversid final era més alta. En aquest cas, es va
aillar un 26 % del producte desitjat (21) i un 14 % del producte d’homoacoblament 22,
sense detectar materials de partida ni producte de monoacoblament. Tot i aix0, els
dos productes obtinguts 21 i 22 es van haver de separar per HPLC semi-preparatiu
(Entrada 5). Un escalat d’aquesta reaccid va permetre d’obtenir el producte desitjat

(21) amb un 28 % de rendiment, el millor que es va poder aconseguir (Entrada 6).

Una vegada aillat I'ester 21, es va saponificar per obtenir el lligand divalent 24 en
forma d’acid carboxilic (Esquema 12). Per tant, ja s’havia sintetitzat un dels dos Iligands

divalents objectiu.

COOMe
X X
0 o)

HN” “NH H _ S H HN” “NH
= S
W\/\)J\N/\/\/\/N N\/\/\/\N)J\/\/W
H H
HN\[(NH 0 o} HN\H/NH
(e} 21 (0]
KOH

70 % | MeOH, H,0
reflux, 3h
[ COOH )
X X
0 o)
HN” “NH H = S H HN”" “NH
7 S
W/\/\)j\N/\/\/\/N N\/\/\/\N)J\/\/W
HN. _NH H o 0 H HN. _NH
i i
o] o]
24
Esquema 12
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3.3.1.2 Sintesi del lligand divalent 25

Amb la sintesi total del compost 24 s’havia establert una ruta sintetica que es podia
utilitzar per preparar altres lligands divalents amb diferent longitud de la part no rigida
de I'espaiador. Per tant, i seguint les mateixes desconnexions, es va abordar la sintesi

del lligand 25 (amb un espaiador més curt).

Primer, es va comencar una altra vegada per la monoproteccié de la diamina, en
aquest cas de I'1,4-diaminobuta, amb el grup Cbz (26), on també va formar-se
producte de doble proteccié (27). Seguidament, es va acoblar I'amina 26 al compost 10
amb DPPA i NEt; per obtenir el compost 28. La desproteccid del grup Cbz per
hidrogenolisi de la posicié benzilica va fornir el producte 29. Seguidament aquest va
acoblar-se a l'ester activat 17, emprant DIPEA, per obtenir I'alqui terminal 30. Els
rendiments d’aquestes etapes van resultar ser similars als obtinguts a la sintesi de

I'analeg d’espaiador no rigid de sis metilens (Esquema 13).

o. cl p-TsOH-H,0 2,0 eq
EtOH, H,0, dimetoxieta NHCbz
NH 2 N
HANT 02 @ T oA=85-45 e

O
25°C,90 min 18 % 26
1,6 eq
O
)L DPPA 2,0 eq
HN NH NEt; 4,0 eq
COOH —>1DMSO anh
HN\H/NH 21%|25°C, 50 h
o) 10
0 (0]
HN O NH 0 Pd|-/lé11 oo AN Q
PdC10 % NHCbz
WN/\A/NHZ MeOH W\/\)J\N/\/\/
HN\”/NH H 25°C, 16 h HN\H/NH
titatil
o 29 Quantitatiu o) 28

0
DIPEA 1,2 eq /\)k
DMF & Q

° F F
25°C, 16 h[ o, 2.0eq
17
F F

(0]
HN)]\NH Q H =
WJ\N/\/\/NW
HN\n/NH H 0
© 30

Esquema 13

41



Tesi Doctoral

El doble acoblament de I'alqui 30 al 3,5-diiodobenzoat de metil 20 es va dur a terme
sota les condicions que millor resultat van donar en la sintesi de I'analeg 21 (Taula 1).
En aquest cas, i després de la purificacido per HPLC semi-preparatiu es va obtenir el
compost 31 amb un 60 % de rendiment, es va detectar preséncia de producte
d’homoacoblament, perdo no de monoacoblament. Finalment es va saponificar I'ester

31, es va obtenir I'acid carboxilic 25 amb un rendiment de 57 % (Esquema 14).

(0]
COOMe
HN)LNH 0 H =
+ WN/\A/ W
| | HN NH H (0]
20
o 30 2,1eq
PdCI(PPhj), cat| NEt;
PPh3 cat| DMSO anh
Cul cat| 50°C, 16 h
60 %
COOMe
(0] (0]
HN)]\NH Q H // \\ H Q HN)]\NH
WN/\/\/ \/\/\Nk/\/\m
HNYNH H o} o} H HN\[(NH
0 31 0
KOH
57% |MeOH, H,0,
reflux, 16 h
COOH
x X
(0] (0]
HN™ “NH H = X H HN" “NH
7 X
WN/\/\/N N\/\/\Nk/\/\w
H H
HNYNH (0] (0] HNYNH
O (0]
25
Esquema 14

Arribats a aquest punt, i fent una valoracié d’aquesta aproximacid sintética per obtenir
aquest tipus de lligands divalents, es pot concloure que, per un costat, els rendiments
son, en general, baixos, fet preocupant sobretot en |'etapa d’acoblament doble de
Sonogashira. A més, i pensant sobretot en aquesta etapa de doble acoblament, es
formen molts subproductes no desitjats de reactius molt avancats sinteticament.
També, la purificacié dels compostos és costosa i s’ha de fer per HPLC ja que la diurea
biciclica forma agregats, que fa que no es pugin separar els productes per

cromatografia flash en fase normal. Finalment, cal tenir en compte que aquesta
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aproximacio no és gaire versatil ja que el lligand divalent es construeix a partir d'un
intermedi que conté l'alqui terminal, I'espaiador no rigid i I’entitat monovalent, de
manera que qualsevol canvi que es vulgui introduir en I'espaiador no rigid o en 'entitat

monovalent implica que s’ha de fer la sintesi de novo.

3.3.2 Sintesi convergent del lligand divalent 25 (Aproximacio Il)

Després de l'aproximacio lineal que s’havia dut a terme, es va abordar la segona
aproximacio plantejada (més convergent), esperant millorant d’aquesta manera la

versatilitat i el rendiment global de la sintesi (Esquema 3).

En aquesta aproximacio, en primer lloc, es formaria el nucli rigid de I'espaiador per
I’'acoblament de Sonogashira d’un derivat de I'acid 4-pentinoic al 3,5-diiodobenzoat de
metil (20). Per un altre costat, s’uniria I'entitat monovalent DMPDU (10) a la diamina
monoprotegida 26 mitjancant un enllag amida. A continuacid, s’'unirien els dos
intermedis mitjancant enllacos amida. Finalment, la saponificacié de I'ester metilic

proporcionaria el lligand divalent desitjat.

Aqguesta aproximacio tindria certs avantatges. Per un costat seria més versatil ja que a
partir d’un nucli rigid comu es podrien sintetitzar diferents lligands divalents amb
espaiadors no rigids i entitats monovalents diferents. A més, en fer un acoblament de
Sonogashira amb un material menys avancat sintéticament, els possibles subproductes
gue es formessin no suposarien una pérdua tan greu. També, la sintesi esdevindria
més convergent i, per tant, el rendiment global podria ser més elevat. Aixi mateix, la
introduccid de fragments que contenen les diurees més tard a la sintesi permetria que
hi hagués menys etapes amb purificacions costoses. Per ultim, cal observar que per als
lligands divalents objectiu d’aquest treball (24 i 25) es podrien aprofitar productes ja
sintetitzats comuns a les dues aproximacions. Aquesta nova aproximacio s’ha seguit

per tornar a preparar el lligand 25.

Es va comencar per la sintesi del nucli rigid de I'espaiador, el qual es va preparar per
acoblament de Sonogashira del 3,5-diiodobenzoat de metil (20) amb un ester activat
de I'acid 4-pentinoic. Aixi teniem el grup carboxilat protegit i a la vegada activat per a
I'atac nucleofil de I'amina, ja que la unid a la part no rigida de I'espaiador es faria

mitjancant un enllag amida.
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A l'apartat 3.3.1.1 ja s’ha descrit la sintesi de I'ester activat de 2,3,5,6-tetrafluorofenol
de I'acid 4-pentinoic (17) (Esquema 8, Pagina 37), i es va decidir aprofitar-lo per a
aquesta nova aproximacié. Aixi, el primer pas va ser l'acoblament doble de

Sonogashira de I'alqui 17 amb el 3,5-diiodobenzoat de metil (20) (Esquema 15).
0
COOMe
/\)J\O

20 17

PdClIy(PPh3), 5 % mol
PPh3 20 % mol

Cul 10 % mol

NEt; 6,5 eq

THf anh

reflux, 72 h

COOMe COOMe

4
o
o
AN
4
o

33 32
Esquema 15

Primer es va provar de sintetitzar-lo en les condicions d’acoblament de Sonogashira
gue s’havien optimitzat per a I’'acoblament dels alquins 18 i 30 al dihaloaré 20, pero no
eren adequades per aquest substrat i no es va obtenir producte (Taula 2, Entrada 1).
Aixi que es va provar de canviar el dissolvent a THF. En aquest cas i després de 20 h a
reflux es va obtenir el producte 32 amb un pobre 11 % de rendiment, pero
acompanyat d’un 44 % de producte de monoacoblament (33), tot i haver emprat un

excés de I'alqui 17 (Entrada 2).

20 (mmol) 17 (mmol) Dissolvent Temperatura Temps 32 33
1 0,515 1,62 DMSO 50 °C 5 dies - -
2 0,134 0,402 THF reflux 20 h 11% 44 %
3 2,07 5,18 THF reflux 72 h 31%  traces

Taula 2. Condicions i resultats obtinguts per les proves d’acoblament de Sonogashira de 20i 17.
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En escalar aquesta reaccio, en les condicions anteriors i allargant el temps de reaccid a
72 h, es va poder aillar el producte desitjat (32) amb un millorable 31 % de rendiment

(Entrada 3).

Aquest nucli rigid amb doble ester activat (32) es va unir a I'amina 29 que ja s’havia
sintetitzat en I'aproximacio | (Apartat 3.3.1.2, Pagina 41), i aixi es va obtenir el
producte 31 amb un 80 % de rendiment (Esquema 16). Finalment, i de la mateixa
manera que en l'aproximacié anterior (Esquema 14, Pagina 42) es va saponificar I'ester

31 per obtenir I’acid carboxilic 25 amb un 57 % de rendiment.

COOMe

(0]

F F HN)LNH o NH
F o Z X o F + W\/\)J\H/\/\/ 2
HN NH
e O e
F F ©
32 29 2,7 eq
DIPEA 3,3 eq
80 % |DMSO anh
50°C,72h
COOMe
X X
O O
HN” “NH H p N H HN™ “NH
W/\/\)J\N/\/\/N = = N\A/\N)WW
H H
HNYNH O O HNYNH
(0] O
31
Esquema 16
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3.4 Determinacio de les constants d’associacio dels lligands 24 i 25 a

Av i SAv

Una vegada es va disposar dels compostos 24 i 25 es va procedir a determinar si
s’unien a les proteines avidina i estreptavidina i amb quina afinitat. Hi ha diversos
metodes descrits per determinar les constants d’afinitat de lligands per a proteines o
altres receptors (espectrofotometria, fluorimetria, espectroscopia d’RMN,

. . 12
potenciometria, etc.).!®

3.4.1 Meétode de la valoracio espectrofotometrica competitiva

Una metodologia que ha estat emprada amb exit previament per la determinacié de
I'afinitat d’analegs de la biotina per I'Av i I'SAv és la valoracid espectrofotomeétrica

88,94

competitiva. Quan la complexacié no produeix un canvi espectral significatiu la

constant d’afinitat no es pot determinar directament ja que I'error seria molt gran.

Aguest meétode de competicid consisteix en la formacié d’'un complex amb un lligand
gue presenta canvis espectrals significatius quan s’uneix a la proteina. A continuacié

se’l desplaca per valoracié amb el lligand d’interés.

Com s’ha comentat a I'apartat 1.5.3 (pagina 11), I'acid 2-(4’-hidroxifenil)azobenzoic
(HABA, 2) és capac d’unir-se a I’Av i I'SAv pero molt més feblement que la biotina (1)
(K, d’1,7:10° M™* a pH = 7,0 per l'avidina, i un K, d’1,0:10*M™ a pH=7,0 per
I'estreptavidina).”’ A més, presenta un equilibri tautomeéric entre la forma azo i la
forma hidrazona (Figura 9) amb maxims d’absorcié d’aquests dos tautomers a 345 nmii
500 nm respectivament. Quan s’uneix a I'Av i I'SAv ho fa mitjancant la forma
hidrazona, fet que comporta un augment en I'absorcio de la dissolucié a 500 nm —
solucié de color vermell—; en canvi, quan esta lliure en dissolucié predomina la forma
azo i, per tant, s'observa un augment a la banda de 345 nm —solucié de color
groguenc—. Aquest fet fa que sigui un indicador adient i es puguin dur a terme

valoracions espectrofotometriques competitives per competicié amb un altre lligand.

Es a dir, si es té una dissolucié formada per Av o SAv i HABA (2) i sobre aquesta es van
fent addicions d’un lligand que desplaci l'indicador (HABA), s’observa un canvi

progressiu a I'espectre d’UV-Vis: la banda a 500 nm anira disminuint (i la de 345 nm
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anira augmentant) a mesura que el nou lligand vagi desplacant I'indicador. Com que
les K, de 'HABA amb I'avidina i I'estreptavidina son conegudes, es poden determinar

les del lligand d’interés (Figura 18).

9 S50

+ 4Q = + 4
o o o
S)Av-HABA
) *  Lligand (S)Av-Lligand HABA
Amax 500 nm Amax 345 nm

Figura 18. Representacio de I’equilibri que té lloc durant la valoracio espectrofotométrica
competitiva de I'Av i I’'SAv amb un lligand emprant HABA com a indicador.
3.4.1.1 Model d’unié d’una valoracié espectrofotométrica competitiva d’Av o SAv

amb un lligand divalent

Com que I'Av i I’'SAv sén proteines tetrameriques amb els llocs d’unié col-locats dos a
dos en cares oposades, es pot representar la unié d’un lligand divalent com es mostra

a la Figura 19.

\ \

) o . 9P
. 5

proteina lligand complex
tetravalent divalent divalent

Figura 19. Representacio de la unié d’un lligand divalent a un receptor tetravalent donant lloc a
un complex divalent d’estequiometria 1:2.

Aquest model es pot simplificar si suposem que no hi ha efectes cooperatius, és a dir,

les dues subunitats properes sén independents de les altres dues i, per tant, les podem

considerar per separat a efectes de la complexacid, com si es tractessin de

bis-subunitats independents. Aixd dona lloc a un model en el que es considera que es

forma un complex d’estequiometria 1:1 (Figura 20).

9 5O — &R
receptor lligand complex

divalent divalent divalent

Figura 20. Model per a la unié d’un receptor divalent amb un lligand divalent.

Els lligands divalents també, en principi, podrien formar complexos diferents al

representat a la Figura 20. Aquests podrien tenir estequiometries diferents o fins i tot
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presentar una complexacio de tipus “intermolecular” (oligomeritzacid). La formacid de
diferents complexos donaria lloc a un sistema amb multiples espécies, fet que a més,
complicaria I'analisi matematic que permet deduir les constants d’afinitat a partir dels

valors d’absorbancia observats a I’'UV-Vis (Figura 21).

LD - ® —_ 08\, ) unié monovalent
. :—( ) doble
I + Zdb = Og\' ) unié monovalent

W,
2 bdhd + 6b — ja\ oligomeritzacié
9

Figura 21. Representacio dels altres complexos que pot formar un lligand divalent amb un
receptor divalent.
Un dels avantatges d’emprar lligands divalents amb un espaiador rigid és que, si estan
ben dissenyats, es facilita la unié divalent intramolecular, ja que la concentracid
efectiva de la segona entitat monovalent una vegada s’ha produit la primera unié és
més elevada, degut a la preorganitzacié que presenta. Per tant, cal esperar que la unid

sigui gairebé completament divalent.

El procés de valoracido competitiva, doncs, consisteix en complexar la proteina amb un
excés d’indicador (HABA, 2). Aquesta solucié tindra un espectre d’UV-Vis amb una
determinada absorbancia a 500 nm (maxim de la forma hidrazona, que es forma en
complexar-se a la proteina). Posteriors addicions consecutives del lligand produiran un
descens en el valor d’absorbancia a aquesta longitud d’ona ja que el lligand desplaca

I'HABA, que passa a estar en la forma azo en estar lliure en dissolucid (Figura 22).
D - SO — D . -

Figura 22. Model representatiu de I’equilibri que té lloc en una valoracio espectrofotométrica
competitiva d’Av o SAv emprant HABA com a indicador i valorant amb un lligand divalent.

Els equilibris que es poden establir durant la valoracié competitiva sén els mostrats a la
Figura 23 on (i a partir d’ara): /; és la concentracié total d’indicador, S; és la

concentracio total de bis-subunitats de proteina, L; és la concentracié total de lligand,
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[/] és la concentracié d’indicador lliure, [S] és la concentracié de bis-subunitats de
proteina lliures, [L] és la concentracié de lligand lliure, [S/] és la concentracié de
complex S, [S/,] és la concentracié de complex S/, [S=L] és la concentracid del complex

S=L, Ks; és la constant d’associacié de I'indicador i Ks-; és la constant d’associacio del

lligand.

! \‘ \ + D q‘ \ X [S1]
S o+ 1| —= sl CT
A\ e
s+ 1 —— s, e s

W9 30— D [S=L]

ST

S o+ L =— 5= [SIH]

Figura 23. Model del equilibris presents en la valoracio.

El valor de I'absorbancia a 500 nm ve donat per I'Equacio 4, on gso0) €s I'absortivitat
molar de I'indicador lliure a 500 nm i €gs00) €s I'absortivitat molar del complex SI a 500

nm. El complex Sl, té una absorbancia el doble que la del complex SI.
Asoo = €soo)lll + €si500 S/ + 2€s1500) S/ 2]
Equacio 4
Els balancos de matéria soén:

Stot = [S] + [S/] + [SI] + [S=L] lot =11 + [SN] + 2[Sl] Liot=[L] +[S=L]

Per tant:

Stot

1+ Ksll] + Ksoy[L] + KsKsidll?

l tot Ltot

= (L]= —————
1+ KSI[S](1+2KSI2[I]) 1+ KS:L[S]

[SN = KslS]l/] [Sl2] = Ksid/I[ST] [S=L] = Ks1[SIIL]

L'ajust dels valors de I'absorbancia a 500 nm calculada respecte els valors

experimentals es fa per minims quadrats. Aquest ajust proporciona, llavors, un valor
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de K, que es donara per bo si les corbes s’ajusten bé. En cas contrari pot ser que
estiguin tenint lloc altres equilibris fora de la complexacié divalent intramolecular

(Figura 23) i/o efectes cooperatius.”

3.4.2 Resultats de les valoracions d’Av i SAv amb lligands divalents 24 i 25

En dur a terme els experiments de competicio es va comprovar com els compostos 24 i
25 provocaven una disminucié de la banda de 500 nm en afegir-los a la solucié del
complex proteina-HABA; aix0 és el que caldria esperar degut al fet que I'entitat
monovalent és la DMPDU (10), que s’uneix a les proteines avidina i estreptavidina al

mateix lloc d’unié que ho fan la biotina (1) i ’'HABA (2) (Figura 24).

Absorbancia corregida (U.A.)

200 300 400 500 600 700 800
Longitud d'ona (nm)

Figura 24. Variacio de I'espectre d’absorciéo UV-Vis a mesura que es fan addicions del lligand
divalent 25 a una solucié d’estreptavidina i HABA en tampd fosfats 0,1 M a pH = 7,0.
Aquests lligands estan proveits d’un grup acid carboxilic per facilitar la seva dissolucio
en medi aquds a pH = 7, pero tot i aixd no sdn completament solubles. Aixo és degut,
segurament, al ponts d’hidrogen intermoleculars que es poden formar molt
efectivament entre els grups ureido; és per aixd que es va haver d’addicionar DMSO
(1% en volum) per poder solubilitzar-los completament. Estudis previs al grup de
recerca han demostrat que l'activitat de la proteina no es veu afectada en preséncia

d’un baix percentatge (menys del 5 %) de DMS0.**

Els ajustos al model matematic d’unié divalent en els experiments de valoracid
espectrofotometrica competitiva van ser bons i, per tant, es poden excloure
I'existéncia d’efectes cooperatius, interaccions no especifiques i/o formacié

d’oligomers (Figura 25, Figura 27, Figura 26, Figura 28).
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Absorbancia a 500 nm (U.A.)
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[24] / [Bis-subunitats Av]

Figura 25. Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié d’avidina (0,76 uM en

bis-subunitats) i HABA (112 uM) en tampaé fosfats 0,1 M a pH = 7,0 amb el lligand divalent 24
en tampo fosfats 0,1 M + 1 % de DMSO a pH = 7,0. La linia continua representa I’ajust de les
dades d’acord amb el model d’unid 1:1 i els punts representen els valors experimentals.
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Figura 26. Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié d’avidina (0,75 uM en
bis-subunitats) i HABA (112 uM)en tampd fosfats 0,1 M a pH = 7,0 amb el lligand divalent 25
en tampo fosfats 0,1 M + 1 % de DMSO a pH = 7,0. La linia continua representa I’ajust de les

dades d’acord amb el model d’unid 1:1 i els punts representen els valors experimentals.
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[24] / [Bis-subunitats SAv]

Figura 27. Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracid d’estreptavidina (1,39 uM en
bis-subunitats) i HABA (112 uM)en tampd fosfats 0,1 M a pH = 7,0 amb el lligand divalent 24
en tampo fosfats 0,1 M + 1 % de DMSO a pH = 7,0. La linia continua representa I’ajust de les

dades d’acord amb el model d’unid 1:1 i els punts representen els valors experimentals.
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Figura 28. Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracid d’estreptavidina (1,09 uM en
bis-subunitats) i HABA (112 uM)en tampd fosfats 0,1 M a pH = 7,0 amb el lligand divalent 25
en tampo fosfats 0,1 M + 1 % de DMSO a pH = 7,0. La linia continua representa I’ajust de les

dades d’acord amb el model d’unid 1:1 i els punts representen els valors experimentals.

Segons els valors de K, obtinguts per la Dra. Ayet per a altres lligands divalents amb
una part rigida de I'espaiador no tan extensa, es va deduir que la distancia optima de
I’espaiador (tal com s’ha definit a 'Esquema 1, Pagina 29) era de 26 enllacos per a I'SAv
(Figura 15; Apartat 1.6.3; Pagina 23), que corresponen a uns 32 A si tingués una

conformacié totalment estesa. Per a I’Av, en canvi, I'afinitat és més alta en el cas del

lligand amb un espaiador amb 22 enllacos.

Quant als lligands divalents sintetitzats en el present treball, s’observa que en el cas
del lligand divalent amb I'espaiador més curt (25) s’observen afinitats per a I'Av i I'SAv

lleugerament superiors a les del lligand divalent d’espaiador més llarg (24) (Taula 3).

Uigand g peesiotor o | KeAVIMT)  EM (VM) | KoSAv(MY)  EM (M)
24 30 (6,8+0,3)-100 0,094 | (6,1+0,3)-10 2,1
25 26 (1,0£0,3)-10° 0,139 >1,0-10° 26,2

11> 26 1,3-10’ 0,018 7,8:10’ 2,7
12> 22 2,5-10 0,035 3,3:10’ 1,1

Taula 3. Valors de les constants d’afinitat dels lligands 24 i 25, aixi com dels lligands 11 12
amb avidina i estreptavidina, determinades per valoracio espectrofotométrica competitiva amb
HABA a pH = 7,0. @ Entre els dos carbonils de la cadena lateral de valerat de les entitats
monovalents tal i com s’ha definit a I'Esquema 1.

Per tant, en el cas d’aquests lligands amb un espaiador més rigid observem que

I’espaiador de 26 enllagos (lligand 25) és més adient que el de 30 enllagos (lligand 24).
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La menor afinitat del lligand 24 podria ser deguda al fet que té les entitats
monovalents més allunyades, fet que implica una menor concentracid efectiva (Cef) de

la segona entitat monovalent una vegada s’ha unit la primera entitat monovalent.

Les molaritats efectives dels lligands divalents en la complexacié amb |'avidina i
I’estreptavidina posen de manifest el caracter divalent de la unid (Taula 3). Aquestes
s’han calculat prenent com a lligand monovalent de referéncia el compost 34 i

emprant I'Equacio 3.

o)

HN)LNH 34

HHN N " N
\”/ \Mr \/\/\/\NHZ
o) o

K, (Av) = 1,9-104 M1
K, (SAv) = 3,8-103 M-!

En el cas de I’'SAv les molaritats efectives son més elevades que en el cas de I'Av. De fet
son tan altes (2,1 M per al lligand 24 i 6,2 M per al 25) que es pot considerar que la
unio és divalent en tot el rang de concentracions assolibles experimentalment en
aquest medi. En canvi, en el cas de I'avidina sén més baixes (0,094 M per al lligand 24 i
0,139 M per al 25), pero tot i aixo encara prou elevades com perqué es consideri que la
unio sera divalent en tot el rang de concentracions assolibles experimentalment en

aquest medi.

En el cas de I'avidina, comparant el millor lligand divalent sintetitzat en aquest treball
(25) amb el lligand 11 descrit préviament®™ (tots dos amb DMPDUs com a entitats
monovalents i espaiador de 26 enllacos de longitud), s’observa que en augmentar la
rigidesa de I'espaiador I'afinitat augmenta gairebé 8 vegades. Aquest augment es
podria atribuir a la major preorganitzacié del lligand 25. Tot i aix0, entre els lligands
amb nucli central de tipus benzénic descrits préviament,® el que presenta major
afinitat per a I’Av és el lligand 12, que té un espaiador de 22 enllacos de longitud.** Per
tant, si se sintetitzés un lligand divalent amb un nucli central rigid de tipus
3,5-dietinilbenzoic, pero amb un espaiador més curt que el de 25, podria ser que

I’afinitat per a I'avidina fos major que la del lligand 25.

Si ara es compara |'afinitat dels lligands 25 i 11 per a |'estreptavidina també s’observa

gque augmenta en augmentar la rigidesa de I'espaiador. En aquest cas, I'augment
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d’afinitat és de com a minim 1,7 vegades, ja que I'afinitat del lligand 25 és major que el
limit superior que permet determinar el metode emprat. En aquest cas, el lligand de
tipus benzénic de major afinitat per I’'SAv (11) si que té el mateix nombre d’enllagos en

I’espaiador que el lligand 25.

Com s’ha vist, el valor de K, obtingut pel lligand 25 amb estreptavidina, mitjancant una
valoracié espectrofotomeétrica competitiva, correspon a un limit inferior. Es a dir, el
valor és com a minim de 1,0-108 M, pero aquest métode no és adequat per poder

determinar constants d’afinitat tan elevades amb I’'SAv.

Normalment, el metode alternatiu que permet determinar constants d’afinitat més
elevades és una valoracido espectrofluorimetrica, ja que aquesta técnica és més
sensible i permet treballar en condicions de més alta dilucid. Aquest metode aprofita
la fluorescencia dels triptofans dels llocs d’unié de la proteina i el canvi que
experimenta quan s’uneix un lligand. L’avantatge és que no es necessita un
competidor, és a dir, la valoracid es directa (el lligand sobre la proteina). El problema
és que cal excitar a una longitud d’ona en la qual es va comprovar que els lligands
divalents 24 i 25 també s’exciten i emeten a longituds d’ona que interfereixen amb les
dels triptofans, fet que impossibilita la determinacié de la K, per aquest metode. Per
exemple, el lligand divalent 24 emet intensament a 350 nm (amb maxim a 330 nm)
guan s’excita a 290 nm (la longitud d’ona de treball per I'avidina i I'estreptavidina), de

manera que interferiria en la valoracid.

54



Resultats i Discussio | Lligands divalents semi-rigids

3.5 Conclusions sobre els lligands divalents

S’han sintetitzat dos lligands divalents semi-rigids (24 i 25) que difereixen en la
longitud de la part no rigida de I'espaiador. Ambdés lligands segueixen I'estructura
general de I'Esquema 1, amb un nucli aromatic directament unit a dos alquins en
posicid relativa meta, els quals estan units a I'entitat monovalent 10 a través d’un

espaiador no rigid.

El lligand divalent 25 s’ha sintetitzat seguint dues aproximacions diferents.
L'aproximacio Il (convergent) és millor que I'aproximacio I, tant en rendiment global

com en versatilitat, facilitat de purificacié dels intermedis i valor dels subproductes.

S’han determinat les constants d’afinitat dels lligands divalents 24 i 25 per a les
proteines Av i SAv i s’ha observat que el que té |'espaiador més curt (25, 26 enllagos)
és el que presenta major afinitat per a ambdues proteines (1,0-:10° M™ amb Av i

>1,0-10 M amb SAv).

Les K, (i en conseqliencia les molaritats efectives) del lligand divalent 25 per a
ambdues proteines també son superiors a les dels millors lligands divalents menys

rigids descrits previament.
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4 Lligands monovalents quirals

L'objectiu d’aquest capitol consisteix en sintetitzar lligands monovalents quirals per a
I'avidina i l'estreptavidina i determinar les constants d’afinitat per a aquestes

proteines.

4.1 Disseny dels lligands monovalents

Treballs previs en el nostre grup indiquen que, en el cas de les diurees bicicliques amb
una cadena lateral d’acid carboxilic unida a un atom de nitrogen, les que tenen un
sistema biciclic de tipus [3.3.1] presenten majors afinitats per I'avidina i
I'estreptavidina que les que el tenen de tipus [3.3.0].>* Tot i aix0, les seves afinitats
amb I’Av i I’'SAv sén encara bastant inferiors a les de la biotina (1), fet que s’atribueix a

la presencia d’un segon grup ureido en I'anell que conté la cadena lateral.

Fins al moment el lligand monovalent de tipus urea biciclica amb major afinitat per
I'avidina i 'estreptavidina ha estat el compost (+)-7 (K, d’1,0-108 M™ per Iavidina a pH
= 7,0 i de 3,0-10% M per I'estreptavidina a pH = 7,0), amb afinitats encara bastants
ordres de magnitud inferiors a la biotina (1). Es aquest rang, entre 102 M™ i els valors
amb la biotina (K, = 10" M amb avidina i K, = 10> M amb estreptavidina) el que ens

interessa explorar amb nous lligands.

Per aquest motiu, el segon objectiu d’aquesta Tesi va ser la sintesi i mesures d’afinitat
de nous lligands amb estructura de tipus biciclo[3.3.1] amb un Unic grup ureido en un
dels cicles i una cadena lateral d’acid carboxilic en I'altre cicle. El lloc d’unié de la
cadena lateral al sistema biciclic hauria de ser en a respecte el carboni cap de pont
(posicio analoga a la de la biotina), ja que cal esperar que tinguin una afinitat més alta
aquells lligands amb una configuracid que els permeti adoptar una estructura
tridimensional (configuracié i confirmacid) el més similar a la de la biotina. Aixi,
I’estructura general que es va proposar és la de la Figura 29, que recull tots els trets
estructurals esmentats, ja que és de tipus biciclo[3.3.1], té un grup ureido a un dels

cicles i una cadena lateral d’acid carboxilic de longitud variable en I'altre cicle.
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Figura 29. Esquema general dels lligands monovalents objectiu.

Aguesta cadena lateral és de 4 metilens en el cas de la biotina (1), és a dir un valerat.
Com s’ha vist, la longitud d’aquesta cadena afecta a I'afinitat degut a les diferents
interaccions (en nombre i en efectivitat) que pot establir al lloc d’unié de les proteines.
En el cas dels nous lligands la longitud optima pot variar lleugerament ja que
I’estructura no és la mateixa que la de la biotina i, per tant, creiem que és interessant

explorar-ho.

Per ultim, I'estereoquimica escollida tant d’aquesta cadena com del sistema biciclic és
un factor molt important, ja que afecta I'afinitat. Es va optar per una configuracio
analoga a la de la biotina. Cal remarcar que, dels dos enantiomers amb aquesta
configuracio relativa entre cadena i cicle, un d’ells tindra una afinitat major que I'altre.
Per tant es va creure que la configuracié absoluta més adequada era la indicada a la

Figura 29.

4.2 Aproximacio sintéetica enantioselectiva

Una vegada decidida I'estructura objectiu es va haver de plantejar com se sintetitzaria.
Va ser clar que calia abordar una sintesi estereoselectiva on el control estereoquimic

havia de ser clau.

4.2.1 Analisi retrosintétic enantioselectiu

(] 0 |I':WG %WG NHR

HN™ "NH HN)kNH
HUH — H..E;b :§ HN, LG j HN
"'I/H,;COOH xR CE \@

Esquema 17. Analisi retrosintétic enantioselctiu proposat on s’indiquen les etapes clau en la
formacio dels estereocentres, on EWG es refereix a un grup atraient de densitat electronica.

A I'Esquema 17 s’indica I'analisi retrosintétic que es va proposar inicialment. Primer es

formaria una urea d’una ciclohexanona substituida a la posici6 4. Llavors, la
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dessimetritzacid d’aquesta tindria lloc gracies a una reaccié de funcionalitzacié en a al
carbonil mitjancant una reaccié estereoselectiva. Seguidament, una ciclacié
intramolecular per part de I'atom de nitrogen de la urea sobre la posicié en a donaria
lloc a I'important intermedi biciclic que, a més, forniria dos dels estereocentres
necessaris. Per tal que aquesta ciclacio sigui efectiva, cal que la urea introduida tingui
un grup atraient d’electrons sobre I’'atom de nitrogen terminal per tal que I'acidesa del
protd corresponent augmenti i, aixi, emprant una base adient, doni lloc a I'intermedi
biciclic mitjancant una substitucid nucleofila per desplacament del grup sortint de la
posicio a.

El tercer estereocentre es formaria gracies a una hidrogenacié d’una olefina formada a
partir de la cetona, aquesta reduccio caldria esperar que tingués lloc per la cara menys
impedida de I’estructura biciclica i que, per tant, donés lloc al tercer estereocentre (el

de la cadena lateral) per efecte del mateix substrat.

Aguesta aproximacio té els avantatges de formar dos dels estereocentres en una sola
etapa i el tercer induit pel mateix substrat, pero I'inconvenient rau en aconseguir una
dessimetritzacié de la ciclohexanona 4-substituida de manera selectiva i amb bons

rendiments.

4.2.2 Proves de dessimetritzacio via una reaccié organocatalitica

El primer pas a I’hora d’abordar la sintesi va ser estudiar les possibilitats que hi ha per
dessimetritzar cetones 4-substituides. El substrat de partida havia de tenir un grup
nitrogenat a la posicio 4, ja que d’aqui s’havia de poder formar la urea necessaria per a

la ciclacio intramolecular.

4.2.2.1 Dessimetritzacio de ciclohexanones 4-substituides

A la literatura hi ha descrites multiples metodologies per funcionalitzar de manera

129,130

enantioselectiva cetones a la posicid a. Tot i aix0 s’han descrit poques reaccions

gue permetin dessimetritzar ciclohexanones 4-substituides amb éxit (Esquema 18).

Aguestes reaccions han de fornir el producte desitjat preferiblement amb una alta
diastereoselectivitat (sin/anti), enantioselectivitat i bon rendiment. El control de la

selectivitat en les funcionalitzacions en o a carbonils es fa normalment amb
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catalitzadors quirals (normalment per catalisi amb metalls de transicid6 o

(0] O
Y
—_—
Dessimetritzacio
X

X

organocatalisi).

Esquema 18. Esquema general de les reaccions de dessimetritzacio de ciclohexanones
4-substituides on X i Y son atoms o grups diferents d’H.
Els metodes descrits a la literatura que permeten fer aquest tipus de transformacio
complint aquests requisits sén basicament aldoliques o arilacions (és a dir, formen

131-1 . . . . .
317134 pquestes metodologies no ens servien ja que el nostre objectiu era

enllagos C-C).
introduir un grup que es pogués transformar en un bon grup sortint en la ciclacié

intramolecular (Esquema 19).

o)

o L
—_—

i HNw N

X i

0]

G

"EWG

Esquema 19. Transformacions necessaries sobre el material de partida per poder dur a terme la
ciclacid intramolecular on X és un grup nitrogenat, LG un bon grup sortint i EWG un grup
atraient de d’electrons.

En el nostre cas era necessaria la introduccié d’'un heteroatom. Existeixen diverses
maneres de fer aquesta transformacio, pero els metodes en general no sén del tot
adequats perque, o bé les diastereoselectivitats son elevades perd no hi ha control
sobre I’enantioselectivitat, o bé I'enantioselectivitat és bona pero Ila

. .. , 135-1
diastereoselectivitat no ho és.'>>7*%’

Cal observar que dels dos diastereomers que es poden format (sin i anti) el desitjat és
I'anti, ja que la ciclacié intramolecular via Sy2 ha de fer-se necessariament partint
d’aquesta disposicio relativa, ja que d’altra manera seria impossible degut al fet que

I'orientacié relativa dels dos grups no ho permetria.

La reaccié d’aminoxilacio en a a carbonils catalitzada per prolina (o derivats) o metalls

ha estat ampliament estudiada tant per a aldehids com per a cetones, amb |'obtencid

135,138,139

de productes amb elevada enantioselectivitat. Hayashi i col-laboradors han
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descrit la dessimetritzacié d’algunes d’aquestes cetones amb excel-lents

enantioselectivitats i rendiments, tot i que amb pobres o nul-les diastereoselectivitats,

. N <oy . . 1
emprant nitrosobenzé com a electrofil i prolina com a catalitzador (Esquema 20).**°

(0]
Ph/ é
L-prolina, DMF
Bu By
50 : 50
>99 % ee 94 % ee
]
WV [fj
L-prolina, DMF
OTBDPS OTBDPS OTBDPS
67 : 33
>99 % ee 94 % ee

Esquema 20. Proves de dessimetritzacio de ciclohexanones 4-substituides per aminoxilacio en a
emprant nitrosobenzé i catalisi d’L-prolina descrites per Hayashi et. al.**
El mecanisme proposat indica que es forma I'enamina de la cetona amb la prolina (el
nucleofil) i que aquesta ataca el nitrosobenze (I’electrofil). Aquest atac esta dirigit pel
carboxilat de la prolina ja que el nitrosobenzé s’hi coordina i, per tant, I'electrofil entra
per aquella cara gairebé exclusivament (Esquema 21). El producte majoritari és el
d’aminoxilacié i no el d’hidroxiaminacié perque el nitrogen, en ser més basic que
I'oxigen, es coordina més efectivament al hidrogen del grup carboxilic i, per tant,

. , . vy 1
'oxigen és qui rep I'atac del nucleofil. **°

O O

Moo om L
- N Phay--H
L-prolina, DMF @

79 %, >99 % ee

Esquema 21. Reaccid d’aminoxilacié en o a la ciclohexanona amb nitrosobenzé catalitzada per
L-prolina on s’indica el model d’estat de transicié segons el mecanisme proposat.**

En el cas de les ciclohexanones 4-substituides també cal tenir en compte la

diastereoselectivitat (sin/anti). El control d’aquesta és més complicat ja que depéen de

la naturalesa del grup de la posicido 4, que determina quina és I'’enamina formada

majoritariament (Esquema 22).
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(o (A
R R
Esquema 22. Representacio de les dues possibles enamines formades entre una ciclohexanona
4-substituida i L-prolina.
El resultat és dificil de predir, perd en general les selectivitats son nul-les o baixes a
favor del producte sin (Esquema 20). Tot i aix0 és probable que els dos diastereomers

formats siguin separables i, per tant, es pugui continuar la sintesi amb el producte amb

la configuracié adequada.

4.2.2.2 Aminoxilacio selectiva en a a ciclohexanones 4-substituides amb nitrogen

Com s’ha vist, en el nostre cas s’havia de partir d’'una ciclohexanona amb un grup
nitrogenat a la posicio 4, ja que és necessaria la preséncia de la urea per tal de produir
la ciclacié intramolecular (Esquema 19, Pagina 60). Com que la naturalesa del grup a la
posicid 4 és el fet que determina la diastereoselectivitat, es va decidir explorar la
reactivitat sobre dos substrats nitrogenats diferents. D’una banda amb la urea ja
formada a la posicié 4 (35) i, de I'altra, amb una acetamida a la posicid 4 (36), de

manera que la urea es formés posteriorment a I'etapa de dessimetritzacid (Esquema

23).
O
ONHPh ¢ ¢ ONHPh
ammoxﬂauo amlnoxnauo H
HN

" Ty e
] o ¢}
37 36 35 41
Esquema 23

4.2.2.2.1 Proves d’aminoxilacio sobre el compost 36 (acetamida)

Primer es va prendre com a model la ciclohexanona 36 per assajar la reaccié. Per tal de
dur a terme aquesta transformacié normalment es requereix que hi hagi un excés de
cetona ja que si el nitrosobenze no és el reactiu limitant existeix el risc que es

produeixi doble aminoxilacié de manera abundant. Aixo s’evita amb una addicié lenta
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de I'electrofil i a baixa temperatura. Cal, també, un dissolvent adequat (generalment

DMF o DMSQ) que pugui dissoldre totes les especies.

Sota les condicions indicades a 'Esquema 24, es va formar el producte desitjat 37 amb
un 50 % de rendiment i una relacié diastereomeérica de 2 a 1 (determinada per *H-RMN
degut al diferent desplacament quimic que presenten els protons adjacents al grup
ONHPh) essent tots dos isomers separables. A més, es va observar la formacié d’un
subproducte, que en altres proves similars es va aillar amb fins un 17 % de rendiment.
Aqguest subproducte creiem que és el compost 38 que provindria de la reaccio

secundaria d’hidroxiaminacio seguida d’una eliminacio.

) 0] O
PhNO 0,5 eq ONHPh NHPh
L-prolina 0,3 eq o +
DMF
-10 °C, 3 h d'addicio

HN HN
NN N N
(@] (6] (@]
37

36 38
50% (r.d. 2:1) 17 %
Esquema 24

El seglient pas de la sintesi va ser la reduccié de I'enllag O-N per tal d’obtenir I'alcohol
lliure. S’ha descrit aquesta transformacié emprant CuSO4,**° perd en intentar-ho sobre
el nostre substrat, es va obtenir una mescla complexa on no es va detectar producte
(39) ni material de partida (Esquema 25). Es va optar, doncs, per assajar aquest

procediment amb la urea 35.

0 O
ONHPh OH
Cus0,03eq /|
MeOH
°C,16 h
HN\”/ 5°C, 16 HNY
0 (0]
37 39
Esquema 25

4.2.2.2.2 Proves d’aminoxilacio sobre el compost 35 (tosilurea)

Es va decidir provar amb la cetona 35 ja que es va pensar que oferia dos avantatges.
Primer, el grup de la posicid 4 és més voluminds i, per tant, caldria esperar una

diastereoselectivitat major; segon, aquest material de partida ja té la urea formada, en
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canvi, a altres cetones com la 36 s’hauria d’introduir posteriorment la urea,

transformacid que podria ser problematica en etapes més avancades de la sintesi.

Primer de tot es va haver de preparar aquesta cetona. Es va partir de la cetona 36 que,
per hidrolisi de 'amida en medi acid, va donar lloc al corresponent hidroclorur d’amoni
(40).**' Seguidament, la reaccié d’aquest amb isocianat de tosil va fornir la urea

desitjada 35 amb un 71 % de rendiment global (Esquema 26).

O

0 TsNCO 1,4 eq
HCI 6 M NEt; 2,2 eq
reflux, 16 h DCM anh
HN 0°Cata.,16h b H
i *NH,CI T
36 35
71 % (2 etapes)
Esquema 26

En dur a terme la reaccié d’aminoxilacié sobre la cetona 35 sota les condicions
emprades per a la cetona 36, es va obtenir el producte d’aminoxilacié 41 amb un 30 %
de rendiment i una diastereoselectivitat elevada (> 95:5). També es va observar en

aquest cas la formacié del subproducte corresponent 42 (Esquema 27).24°

0 o} o}
PhNO 0,5 eq ONHPh NHPh
L-prolina 0,3 eq o +
DMF
H -10 °C, 2 h d'addici6 H H
HN N. HN N.
HN\”/N\TS \”/ Ts \ﬂ/ Ts
o o} o}
41
35 42
30%(r.d. >955) 25 9%
Esquema 27

Ja que el resultat va ser prometedor perod lluny d’ideal, es va decidir d’optimitzar la
reaccid. Una mescla equimolar de cetona i nitrosobenzé va millorar el rendiment al
45 % mantenint I'excel-lent diastereoselectivitat tot i que encara es va observar

presencia del subproducte 42.

La reduccio de I'enllag O-N en aquest cas segons les condicions descrites si que va
funcionar (producte 43), tot i que amb rendiments baixos (propers al 30 %), i amb una

lleugera disminucié de la diastereoselectivitat (r.d. 9:1) (Esquema 28).
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(0] O
ONHPh OH
CuS0, 0,35 eq
MeOH
° H
HN H 5°C,16 h HN N.
YT ) T
o 30 % o
41 43
r.d. > 95:5 rd. 9:1
Esquema 28

Ja que els rendiments van ser moderats, es va intentar dur a terme la reaccié de
reduccid de I'enllag O-N sense aillar el producte, per tal d’evitar etapes de purificacio
que poguessin degradar el producte d’aminoxilacié. Aixi doncs es va dur a terme la
reaccio sota les mateixes condicions i es va intentar reduir el producte contingut al cru
obtingut (Esquema 29). Es va obtenir el producte desitjat amb un 30 % de rendiment

global per les dues etapes conservant el bon excés diastereomeéric, una millora

significativa.
o e i Q
PhNO 0,5 eq ONHPh OH
L-prolina 0,3 eq CuS0, 0,35 eq
DMF " MeOH H
H -10 °C, 2 h d'addicio 5°C,16 h HN N
HN._ _N. , .
HN\H/N\TS \ﬂ/ Ts \ﬂ/ Ts
o) 0 ©
41 43
35
30% (r.d.9:1)

Producte no aillat

Esquema 29

Per tal d’obtenir un millor resultat es va decidir dur a terme les dues reaccions one-pot,
perd no es va obtenir producte en cap dels intents tot i haver provat diferents

dissolvents i combinacions d’ells (DMF, DMSO, NMP i MeOH).

4.2.3 Proves de ciclacio intramolecular

Tot i no haver obtingut uns resultats excel-lents amb aquestes proves, es va voler
assajar la reaccio de ciclacid intramolecular per tal de veure si realment esta afavorida

i sota quines condicions.

Aqguesta reaccid es va esperar que es produis via una Sy2 com s’ha discutit a I'apartat
4.2.2.1 (Pagina 59), aixi que la formacid del producte seria una confirmacié del fet que

I'isomer anti és el que es forma majoritariament, ja que només aquest pot patir
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aquesta transformacio; a més, és la configuracié relativa desitjada segons I'estructura

objectiu proposada (Esquema 17, Pagina 58).

Es van seguir dues estrategies per aconseguir aquesta ciclacié. Primer es va provar de
formar un ester sulfonic de I'alcohol. Aquest producte (44) es va obtenir emprant
clorur de mesil i NEts amb un rendiment del 40 %, tanmateix, en intentar que es
produis la ciclacié intramolecular emprant DBU, es va detectar traces del producte

desitjat 45 en un cru complex (Esquema 30).

Q ) 0 o)
OH MsCI exces OMs
NEt; excés DBU15eq //. _Ts
CH,Cl,anh DCE anh 7/ N
H t.a., 16 h H reflux, 8 h N/&O
oyt Tyt !
)
o) 40% o) 45
43 44
Esquema 30

En intentar la ciclacié one-pot es van obtenir resultats similars. També es va provar de
dur a terme la ciclacié mitjancant una reaccié de Mitsunobu. Per a tal fi es van emprar
DIAD i DEAD com a azacarboxilats. En aquest cas, també es van detectar traces de

producte de ciclacié 45 en un cru molt complex, tant a 0 °C com a reflux de CH,Cl,.

En resum, I'aproximacié enantioselectiva explorada no va donar prou bons resultats
per comencar la sintesi d’aquests lligands, ja que els rendiments van ser massa baixos
per ser acceptables per a etapes inicials d’una sintesi. Es va plantejar-nos, doncs,

canviar |'estrategia sintética.

4.3 Aproximacio no enantioselectiva

En vista dels resultats obtinguts en les proves d’aminoxilacié enantioselectiva de les
ciclohexanones 36 i 35, es va decidir abordar la sintesi dels lligands d’'una manera no
enantioselectiva per diverses raons. Primer, cal esperar rendiments més elevats, ja que
es coneixen moltes maneres de funcionalitzar cetones en a no enantioselectivament.
A més, els reactius i materials son més economics i accessibles seguint aquesta ruta.

Per ultim, sintetitzar els lligands d’una manera no enantioselectiva permetria
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obtenir-los en forma racemica i poder fer proves preliminars d’afinitat, per després

decidir si val la pena separa-los o abordar una nova sintesi enantioselectiva.

4.3.1 Analisi retrosintétic no enantioselectiu

A I'Esquema 31 s’indica I'analisi retrosintétic no enantioselectiu proposat. Cal veure,

tot i aix0, que si es diastereoselectiu, ja que es controla la configuracié relativa dels

estereocentres.
it bt O RH O RH
HN™ “NH L M e — Y N
HUH H—bj:H/ HN/,_ LG HN
““Ahcoon SR (IO o 0
(racémic) (racémic) (racémic)

Esquema 31. Analisi retrosintétic no enantioselctiu proposat on s’indiquen les etapes clau en la
formacio dels estereocentres, on EWG es refereix a un grup atraient de densitat electronica.
La retrosintesi és molt similar, doncs, a la proposada amb anterioritat (Apartat 4.2.1,
Pagina 58). Primer es formaria, de la mateixa manera, una urea d’una ciclohexanona
substituida a la posicid 4 (el compost 35). Llavors, aquesta cetona es funcionalitzaria en
a al carbonil mitjancant una reaccidé no enantioselectiva. Seguidament, una ciclacié
intramolecular per part del nitrogen nucleofil de la urea (degut al grup atraient de
carrega) donaria lloc a I'important intermedi biciclic que, a més, forniria dos dels
estereocentres necessaris. El tercer es formaria gracies a una hidrogenaciéo d’una
olefina formada a partir de la cetona, aquesta reduccid caldria esperar que tingués lloc
per la cara menys impedida de I'estructura biciclica, i que per tant, donés lloc al tercer

estereocentre (el de la cadena lateral) per efecte del mateix substrat.

Aguesta aproximacié també té els avantatges de formar dos dels estereocentres en
una sola etapa i el tercer induit pel mateix substrat, pero I'inconvenient rau en el fet

que s’obté una mescla racémica dels productes.
4.3.2 Obtencid de I'intermedi biciclic 45

4.3.2.1 Bromacio en a al carbonil

La reaccid que va substituir 'aminoxilacié en aquesta aproximacio va ser una bromacio

en a al carbonil de la cetona. Es una reaccié classica que es pot fer de diverses
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142 .
2 Com ja s’ha

maneres amb, generalment, bones regioselectivitats i rendiments.
comentat, I'inconvenient és que s’obtenen els dos possibles isomers configuracionals.
En el nostre cas, ja que partim d’una ciclohexanona 4-substituida, es poden formar fins

a quatre estereoisomers diferents, enantiomers entre ells dos a dos (Esquema 32).

O
Bromacio en o o i i
N o

HN \ﬂ/ N. Ts I
(0]
35 . a6 46
sin (rac) anti(rac)
Esquema 32

Es va voler partir de la cetona 35 per tal d’obtenir I'halocetona 46. L’halogenacié amb

NBS i p-TsOH no va funcionar, aixi que es va decidir fer-ho amb Br, (Esquema 33).

(0] O O
Br Br Br
Br, acid
H Dissolvent, temperatura, temps' H . H
N\H/N‘Ts HN\H/N‘TS HN\H/N‘TS
O (0] O
35 46 47

Esquema 33

L'avantatge d’aquesta la reacci6 és la regioselectivitat a la posicié a de la cetona, pero
I'inconvenient rau en la possible formacido del subproducte de doble bromacio
L b . D . ,
(producte 47). Aixo és perque I’halogenacié en medi acid transcorre a través de I'enol
de la cetona, llavors aquest ataca I'electrofil (Bry), amb una recuperacid final del
carbonil, de manera que si hi ha un excés d’electrofil, aguest pot continuar reaccionant

sempre i quan tingui atoms d’H en a per seguir formant enols (Esquema 34).

/‘H-X) o o
4 OH B/ HY
™ H R Br~ Ow Br Br Br
@/\ M e
— —_— H I H
HN_ _N. H H ﬂ HN\H/N\TS HN\H/N\TS
T HN- N HN.__N. HX
o I N Ts 0 o}
o)
35 46 a7
Esquema 34
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Es van assajar diferents condicions de reaccié (dissolvents, additius, temps,

concentracions i temperatura), que es resumeixen a la Taula 4.

35 Dissolvent Br, Temps Tempsi Relacio
mmo eq a . brp emperatura B
( 1) [35] (eq) dd. Br; (h) T 35/46,/465/47/45
CH,Cl,/MeOH 0°C1lh
0,64 2Clo/ 1,0 ; 44/37/15/--
0,10 M t.a.16 h
AcOH, HBr
0,32 2 1,0 - t.a.16 h 31/31/31/6/-®
0,13 M
AcOH, HBr
4,80 2 1,0 - t.a.16 h 21/15/20/37/-@
0,20 M
AcOH, HBr 32/36/32/-/-®
2,00 080 - t.a. 16 h /36/32// @)
0,02 M 25/33/33/-/7
CH,Cl,, HBr 1,5 h 0°C1lh
4,40 2ro TP g 85 22/44/30/4/-°
0,02 M (en CH,Cl,) ta.2h
CH,Cl,, HBr
DS 8h 0 °C (addici6) )
10,9 0,035 M 0,90 36/20/15/30/-
o (en CH,CIy) ta.1lh
(suspensio)
CH,Cl,, HBr 2h 0 °C (addicié
3,40 x50 ( ) 53/24/19/4/-?
0,02 M (en CH,Cl,) t.a.16 h
CH,Cl, 6h 0 °C (addicid) )
1,83 0,85 Recuperacio 35
0,02 M (en CH,Cl,) t.a.16 h
32/36/28/5/-
CH,Cl,, HBr,q 1,5 h 0 °C (addicid) /36/28/ /(C)
5,81 0,85 -/33/57/7/3
0,02 M (en CH,Cl,) ta.1lh _
(rendiment 55 %)
34/35/27/4/-®
CH,Cl,, HBr,q 1,5 h 0 °C (addicid) /35127141 ©
4,02 0,80 -/42/35/6/17
0,012 M (en CH,Cl,) t.a.16 h .
(rendiment 55 %)
1,0 20/37/37/6/-®
AcOH, HBryq 37737/ /(b)
1,00 1,5 - t.a. -/30/30/42/-
0,20 M e
2,0 47 quantitatiu

Taula 4. Relacid dels resultats més destacats de la bromacid de la cetona 35 amb Br,. A I'ultima
columna de cada entrada s’indica la relacid dels productes obtinguts on 46, i 46g representen
la relacio entre els dos diastereomers (sin i anti sense assignar) del producte 46 que
s’obtenen.” Relacié determinada per RMN de protd del cru de reaccid una vegada s’ha aturat
la reaccio amb solucié aquosa tamponada a pH = 5 i extrets el components organics amb
CH,Cl,. ™ Relacié determinada per RMN de protd del cru de reaccid. © Fraccié aillada per
cromatografia flash.

Va ser necessari optimitzar aquesta reaccid ja que com es pot veure es forma molt
facilment el producte de doble bromacio (47). Sempre s’obté una barreja, en diferents
proporcions, de material de partida no transformat (35), producte de bromacio -els

2 diastereomers— (46, i 46g) i producte de doble bromacio (47) (Figura 30).
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O O
o Br Br
H
H HN H H HN H
HN N. “Ts “Ts
\n/ Ts \ﬂ/ \ﬂ/
o (0] (0]
46, 46,
35 (sin o anti) (anti o sin)

° Ml”

J{ )
ﬂ : @
JMWWWMWLWWM' .W:MM/V\M"MW \mw

=T v T T T T T L ¥ T ™ T T T T T v ! T ™ T v | — ! T T ) g T L S T e
57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37
f1 (pprm)

Figura 30. Fragment del RMN de protd d’un cru d’una reaccié de bromacid on s’assignen els
diferents senyals observats als H de les diferents espécies del medi.
Cal treballar en condicions diluides per evitar la formacid de 47 (comparar entrades 2 i
3), pero no és tant important el temps de reaccio ja que sembla que aquesta és molt
rapida (comparar entrades 9 i 10). La naturalesa del dissolvent determina la solubilitat
de la cetona 35; aixi, tant I’AcOH com el CH,Cl, van ser dissolvents adequats per dur a
terme la reaccid (entrades 2 i 5). Tot i que el material de partida és molt més soluble
en el primer que en el segon, és més facil treballar amb CH,Cl, que amb AcOH. La
doble bromacié es minimitza quan la concentracié és menor de 0,20 M en el cas de

I’AcOH (entrades 2 i 3) i menor de 0,02 M en el cas de CH,Cl, (entrades 5 6).

L’4s d’un equivalent o menys de Br; és I'ideal ja que un excés afavoreix enormement la
doble bromacié (entrada 11); tot i aix0, si se n"'empra poc, el rendiment és molt baix
(entrada 7). La quantitat optima trobada va ser entre 0,8 i 0,9 equivalents de Br,. A
més, és imprescindible la preséncia d’un acid, classicament HBr, si el dissolvent és

aprotic (entrada 1), perd no si és protic (entrada 8).**

Com es pot veure, a vegades, el tractament aquds del cru (entrada 4) i, sobretot, la
purificacié per columna flash, provoquen que part del producte pateixi la reaccié de
ciclacio intramolecular espontaniament (entrades 9 i 10). Aquest producte (45,
Esquema 35) s’ailla juntament amb el producte de bromacié (46). De fet, per columna

flash només es pot separar el material de partida (35) que queda sense
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reaccionar -que es recupera- de la resta (producte de bromacié 46 més producte de
doble bromacié 47 més producte de ciclacié 45). Aquesta ultima barreja és la que es va

emprar com a material de partida per a la reaccié de ciclacié intramolecular.

4.3.2.2 Ciclacio intramolecular

Una vegada s’havia obtingut el producte de bromacié, es va abordar la ciclacid

intramolecular per tal d’obtenir I'important intermedi 45.

Es important considerar, en aquest punt, els efectes de I'obtencié dels dos
diastereomers de 46 en la ciclacié. La substitucid nucleofila intramolecular del brom
pel nitrogen de la urea pot tenir lloc via un mecanisme tipus Sy2 o Sy1. Si la ciclacid
funciona per un mecanisme tipus Sy2 exclusivament, cal esperar només la formacié del
bicicle que provingués de I'isdbmer anti; en canvi, si els dos mecanismes competeixen,
tots dos isomers forniran el compost desitjat (Esquema 35). Cal esperar, pero, que la
ciclacio tingui lloc facilment, ja que s’ha observat la formacid espontania del bicicle en

la purificacié del compost bromat.

0 Base
inacic Ciclacio O
Eliminacio 46
H NTs
HN N.
\ﬂ/ Ts N" 0

o) H

48 Eliminacio 45

(rac)

(sin, rac)

Esquema 35

Aguesta reaccioé s’ha de dur a terme en medi basic per tal d’accentuar la nucleofilia del
nitrogen de la urea. Aixd te com a inconvenient que es pugui produir la reaccié no
desitjada d’eliminacié del bromur, per donar la corresponent cetona conjugada 48

(Esquema 35).
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Per tal de decidir quina base era I'adequada, a una escala petita de treball (aprox.
0,15 mmol de producte bromat 46) i fent un escombratge de diverses d’aquestes, es
va poder observar la formacié del producte desitjat 45. D’una banda, el Cs,CO3 va
donar com a unic producte el de ciclacid, aixi com el pivaloat de cesi. De I'altra, la NEt3
també va formar el producte (que es va aillar amb un 75 % de rendiment) perd també
va formar un subproducte no desitjat (25 %). Per ultim, amb DBU es va formar també
tant el producte desitjat com el subproducte, pero en aquest cas amb una proporcio
de 85 a 15. Aquest subproducte va resultar ser el compost biciclic 49 que, creiem, es va
formar a partir del producte d’eliminacié 48 seguida d’un atac conjugat del nitrogen
nucleofil de la urea (Esquema 36). Es un subproducte que té la mateixa massa que el
producte esperat, perd el desplacament quimic dels protons i carbonis adjacents al

carbonil indicaven la diferent connectivitat d’aquest respecte el producte esperat (45).

H..
(o o}
@ K
A\H . NTs
HN\n/N\TS NTs HN—(
HN 0
0 ‘ﬁo 49
48 (rac)

(rac)
Esquema 36

Es va escollir, doncs, el Cs;CO3 com a base per treballar a escala preparativa ja que
aquesta no generava el subproducte 49. Aixi, en escalar la reacci6 a 0,5 mmol
aproximadament es va observar, pero, que el rendiment era molt baix

(aproximadament del 25 %) tot i haver emprat 2,2 equivalents de base.

Es van voler tornar a explorar les bases que s’havien descartat en fer les proves a
petita escala perque formaven el subproducte 49 per veure si els rendiments a més
gran escala milloraven respecte els obtinguts amb Cs,COs. D’aquesta manera, emprant
2,2 equivalents de NEt; es va aillar el producte 45 amb un 54 % de rendiment i el
subproducte 49 amb un 29 % i la DBU va fornir el producte 45 amb un 57 % de

rendiment amb menys del 10 % de formacid del subproducte 49.
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En vista de la millora de resultats en emprar la DBU es va escollir aquesta base com a
I'optima per dur a terme aquesta ciclacid (Esquema 37). Aixi, en augmentar I'escala
fins a 4 mmol es van assolir rendiments propers al 70 %.

o o]
Br  DBU22eq

CH,Cl,anh NTs
H reflux, 1 h H o
HN._ _N.
\ﬂ/ Ts 67% 45 (rac)
(0]
46
Esquema 37

Com que en cap cas es va detectar el compost bromat 46 en el cru de reaccid i els
rendiments obtinguts pel compost 45 superaven el 50 %, es pot concloure que tots dos
diastereomers van patir la ciclacié intramolecular, fet que confirma les hipotesis
mecanistiques exposades a I'Esquema 35, és a dir, I'isomer sin cicla via un mecanisme
tipus Sy1 i l'anti ho fa via Syl i/o Sn2. Es tracta, per tant, d’una reaccid
estereoconvergent, on les dues parelles de diastereomers (4 estereocisomers en total)

van fornir un producte de forma racémica (2 estereoisomers en total).

Es va poder d’aquesta manera sintetitzar I'important intermedi biciclic 45 de forma
diastereoselectiva mitjancant 'estrategia de bromacié en a seguit de ciclacio amb

bons rendiments, obrint una ruta sintética cap a la formacio dels lligands objectiu.

4.3.2.3 Proves d’eliminacio del grup tosil de la urea

Una vegada es va formar |’estructura biciclica, el grup auxiliar tosil d’aquesta ja no era
necessari i, de fet, necessitavem eliminar-lo en algun punt de la sintesi ja que al
producte final no esta present. Aquest grup s’ha emprat extensament com a protector
de grups nitrogenats (tipicament amines i amides). Els metodes de desproteccid sén
. 143 \ / . . . . . ,
diversos,”™ pero els més comuns impliquen reduccions radicalaries, com és el cas de la
metodologia més emprada, la reduccio de I'enllag N-S emprant naftaleniur de sodi o
liti. Hi ha una gran quantitat de casos a la literatura on s’ha fet servir aquesta

144-146

metodologia per desprotegir amines i amides tosilades, pero en canvi, en el cas

d’urees es troben molt poques desproteccions d’aquest tipus, i a més, es duen a terme

per reduccié amb Mg en MeOH.**’

73



Tesi Doctoral

Es va assajar I’eliminacio del grup tosil de la urea 45 emprant tant naftaleniur de sodi
com Mg en MeOH." Malauradament cap de les dues metodologies va funcionar, ja
gue en ambdds casos es va obtenir una mescla complexa amb degradacio del material
de partida, sense que es detectés en cap dels dos casos el producte desitjat 50

(Esquema 38).

o Mg 20 eq 0

MeOH /]
iFN;rs reflux, 3 h // KFNH
A N o

” O Nasb,0eq // .
naftalé 6,0 eq
45 THF /s
-78 °C

H
0
Esquema 38

Es va decidir, per tant, intentar treure el grup tosil en una etapa més avancada de la
sintesi, ja que és possible que les condicions no foren compatibles amb el grup

funcional cetona al sistema biciclic.

4.3.3 Estudis sobre la construccio de la cadena lateral

Arribats a aquest punt es va abordar la construccid de la cadena lateral generant, a la

vegada, el tercer estereocentre.

4.3.3.1 Proves d’olefinacié del carbonil

Com s’indica a I'analisi retrosintétic, es va decidir formar el tercer estereocentre per
hidrogenacid de la olefina exociclica derivada del carbonil del compost 45. Per tant, es
va pensar en formar aquesta olefina de dues maneres: d’un costat, emprant un reactiu
organometal-lic per formar I'enllag C-C amb una posterior deshidratacié per obtenir el
doble enllag; de l'altre, mitjancant una olefinacié directa via una reaccié de tipus

Wittig.

4.3.3.1.1 Formacio de I’enlla¢ C-C per atac d’un organometal-lic sobre el carbonil

La primera aproximacio va ser emprant reactius de Grignard comercials per estudiar la
seva reactivitat. El bromur d’etilmagnesi no es va addicionar al carbonil sind que va
formar I'alcohol 51 degut al caracter reductor d’aquest reactiu (Esquema 39). D’altra

banda, I'Gs d’un gran excés del reactiu de Grignard format in situ a partir del bromur
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d’n-heptil no va fornir el producte d’addicid (52), sind que va donar lloc a una mescla
del producte de reduccié 51 més producte d’addicié —i posterior eliminacié— del
reactiu de Grignard sobre el carbonil de la urea (53). Creiem que aquest fet esta
afavorit degut a I'efecte electroatraient del grup tosil sobre el nitrogen, que el fa molt
bon grup sortint (Esquema 39). A la vista d’aquests resultats es va decidir abandonar

aquesta aproximacio.

OH
NHTs oH 2) THF anh Q oH
_Ts 78 °C ata. Ts EtMgBr 2,2 eq Ts
+ /’L 16 h )'l THF anh /'L
0°Cata,30min
HN.__C7Hss H o 1) Mg 1 eq ” ¢} N o
hg BrCH,CH,Br cat
0o 51 THF anh 45 o 51
53 40% 50 °C a t.a. CrH1s 33%
20% 2h T
NS Br 52 ” ©
Esquema 39

L'altra aproximacio va consistir en emprar reactius organolitics. L’addicié d’nBuli sobre
el carbonil de 45 va ser exitosa, ja que es van obtenir els dos diastereomers de
I'alcohol 54, separables per cromatografia flash, amb bon rendiment i en proporcié 60

a 40 (Esquema 40).

(0]
Ts nBuLi 6,2 eq OH
N THF anh o Ts
o 78T i
H 30 min N0
a5 82% H
54
r.d. 60:40

Esquema 40

En vista de I'éxit obtingut emprant I'nBuli com a model, es va decidir emprar un
reactiu organolitic que tingués el nombre de carbonis i la funcionalitat adequades al
nostre objectiu sintétic. Per exemple, aquest fragment podria estar format per una
cadena de cinc metilens, essent l'Ultim d’ells funcionalitzat de manera que
posteriorment es pogués transformar en l'acid carboxilic desitjat. Aixi, es va decidir
sintetitzar els compostos 55 i 56 a partir de I'1,5-pentandiol, via els intermedis 57 i 58

respectivament (Esquema 41).*4%?
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TBDPSCI 0,5 eq
g ’ PBr; 2,0 e
imidazol 1,0 eq HO” """ 0OTBDPS tolué3 anh 9 Br >""""OTBDPS
orn  DMF anh 57 reflux, 2 55
-25°Cata., 16 h ’
81 % 40 %
HO™ >"">""0H
w/i PPh;1,0 eq
NaH 1,2 eq Br, 1,0 eq TN
BnBr 1,0 eq HO" ™"~ 0Bn  piridina 1,0 eq Br OBn
THF anh 58 CH.CI 56
0°Cata.16h 0°CGata. 16h
88 %
Esquema 41

D’aquests bromurs es va formar els organolitics, que es van addicionar sobre la cetona
45 sense haver-los aillat. En aquests casos, no es van detectar els alcohols

corresponents 59 i 60, només degradacid del material de partida (Esquema 42).

O OGP
N/Ts
NS0
Br- " 0cP [Li/\/\/\OGP ] 45 H // OH
1BuLi1,0-2,0eq [ J THFanh  // NS
GP =Bn 56 THF anh -78°C PY
GP = TBDPS 55 78 °C N“~o
GP =Bn 59
GP = TBDPS 60

Esquema 42

Paral-lelament, els nombrosos intents de deshidratacido de I’alcohol 54 format van
provocar també la degradacié del material de partida sense que detectéssim en cap
cas l'olefina 61 (Esquema 43). Aquestes proves van consistir en I’is d’acids (com H,S04,
H3PO,4 o BF3),"****® agents deshidratants (com POCI5)*** o eliminacions activant el grup

155,156

hidroxil (formacioé d’un ester sulfonic o substitucidé per un halogen). Tampoc va

funcionar I’eliminacié del grup tosil a aquest nivell per obtenir 62 (Esquema 43).

C4Hg OH C4Hg OH
Ts
NS\ RO NS Mg20eq  // NH
MeOH /&
ﬁAO W H’go reflux, 16 h I N0
61 54 62
Esquema 43
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A conseqliencia dels mals resultats d’aquesta via, es va optar per una altra

aproximacio.

4.3.3.1.2 Olefinacio de tipus Wittig de la cetona

Es va provar de formar I’enllag C=C mitjancant una olefinacié. La primera aproximacio
va consistir en emprar un ilur no estabilitzat per obtenir I'olefina via una reaccié de
Wittig classica. EIl model emprat va ser el nBuPPhsBr, del qual es va intentar formar
I'ilur amb nBuli i LIHMDS. Només en el cas de la primera base es va poder detectar el

producte 63 (20 %) amb degradacid de la resta del material de partida (Esquema 44).

0 g

Meo) | Ts |
. //  PhsP=CHCOOEt 4,0 eq N nBuPPhBr 6,0 eq TS
N7 // THF anh N/&O nBuLi 6,0 eq /)\\
P t.a. 16 h, reflux 4 h H THF anh N0
N O 45 -50 °C a 0°C a reflux H
64 20 % 63
Esquema 44

En emprar un ilur estabilitzat no es va degradar el material de partida, perd no es va
observar el producte 64 (Esquema 44). De fet, és conegut que els ilurs estabilitzats no

. N . . . . e 1
reaccionen facilment amb carbonils impedits estéricament.™’

L’dltima de les aproximacions va consistir en fer I'olefinacié mitjancant una modificacio
de la reaccié de Wittig de tipus Horner-Wadsworth-Emmons en condicions de
Masamune,™® ja que voliem evitar al maxim la degradacié de la cetona. Els resultats
van ser satisfactoris i es va obtenir el producte 65. Després d’una optimitzacié de la

guantitat de reactius, es va poder aillar amb un 77 % de rendiment (Esquema 45).

O COOEt
7o (E10),P(0)CH,COOEt 1,1 eq |
/NI; DBU 2,2 eq NS
LiClI 3,0 eq -
N" O CH,Clyanh N/&O
0°Cata., 16 h H
45 65
77 %
r.d. 55:45
Esquema 45

Aqguesta reaccié genera dos estereoisomers deguts al doble enllag (E i Z). En el nostre

cas es va obtenir una mescla gairebé equimolar de tots dos. Aquests dos isomers no
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son facilment separables, pero tot aixd0 no va suposar cap problema ja que un pas

proper en la sintesi seria la hidrogenacio d’aquest doble enllag.

4.3.3.1.3 Generacio del tercer estereocentre

Tal i com s’havia plantejat la sintesi, la formacié de I'estereocentre corresponent a
I'orientacié de la cadena lateral I’hauriem de fer per hidrogenacié del doble enllag d’un
compost com el 65. Aquesta hidrogenacid tindria lloc més favorablement per una cara

de I'olefina degut a I'impediment que genera I'estructura biciclica.

El compost 65 ens va permetre d’estudiar aquesta reaccié i comprovar si aquesta

hipotesi es complia (Esquema 46).

COOEt COOEt _COOEt

| :
[H,]
N 2 Ny Q?\N _Ts

N /&O N /&O N /&O

H H H

65 66, 66,
(rac) (rac) (rac)

Esquema 46. Representacio dels possibles isomers resultants de dur a terme la hidrogenacio de
I'olefina 65.
Sota condicions classiques d’hidrogenacié amb catalisi heterogenia es va observar la
formacio del producte 66 (Esquema 57), on un dels dos diastereomers possibles es va
formar majoritariament. La conversio del material de partida va ser completa, pero es
van detectar quantitats importants d’un subproducte (67). Aquest va correspondre al
producte d’hidrogenaci6 amb una posterior obertura del cicle de la urea per
trencament de I'enllag C-NTs. Aixo té lloc, creiem, degut al caracter relativament labil

de I'esmentat enllag per I'efecte electroatraient del grup tosil (Esquema 47).

COOEt COOEt COOEt

|
NS Hp1atm NEL
/& Pd/C cat /g

N~ ~0 MeOH N O HN

H temps H \ﬂ/ NHTs

65 66,/66 o
(rac) 67

Esquema 47
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Disminuint la carrega de catalitzador i el temps de reaccid es va aconseguir minimitzar
la formacié del subproducte 67. A més, es va poder escalar la reaccid a quantitats de

grams tot mantenint els bons rendiments i selectivitats (Taula 5).

65 (mmol) % en pes Pd/C  Temps (h) Relaci6 66/67 Rendiment 66 (r.d.)

1 0,40 10 16 66/33 56 % (90:10)
2 0,53 6,5 7 70/30 70 % (82:18)
3 0,53 6,5 6 68/32 68 % (86:14)
4 4,2 6,5 4 76/24 71 % (90:10)

Taula 5. Relacié dels resultats de la reaccié d’hidrogenacio de 65.

La purificacié dels crus obtinguts va ser dificil per dos motius. Primer, la formacié del
subproducte 67 té una polaritat similar al producte 66, de manera que la separacié
d’aquests per cromatografia en columna flash va ser possible pero dificultosa. Segon,
voliem separar els dos diastereomers del producte (664i 66g) per poder determinar la
configuracid relativa de cadascun d’ells i aixi poder confirmar la hipotesi sobre la

generacio del tercer estereocentre.

Finalment i, mitjancant HPLC, es va poder obtenir una mostra pura de cadascun dels

diastereomers per tal d’enregistrar els corresponents espectres de NOESY-2D.

Tal i com s’indica a la Figura 31, es va pensar que la hidrogenacio tindria lloc per la
banda de l'olefina menys impedida, és a dir, oposada al cicle de la urea. Una
hidrogenacid del doble enllag per aquesta cara donaria lloc al producte 66,4, on la
cadena lateral quedaria orientada cap a la urea. En canvi, una hidrogenacié per I'altra

banda, forniria I'altre diastereomer (66g).

e &L

G-o—@ G ¢
o2 L s,\ 3
Bﬁ‘}:—‘)&w ? 1 —e< ‘y,/ 9
&J?/L ls ; 66, (rac) k\.-k' 665 (rac)
A ¢ ke

Figura 31. A I’'esquerra, estructura tridimensional d’un dels enantiomers (isomer Z) del compost
65 on es mostra una de les conformacions més estables. Les fletxes indiquen les dues cares de
l'olefina, per les quals pot tenir lloc la hidrogenacid. A la dreta els dos possibles estereoisomers
productes de la reduccié del doble enllac.
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Els espectres bidimensionals de correlacié en I'espai de NOESY-2D van confirmar que
I'isomer majoritari (66a) (Figura 32) era el producte amb la configuracié relativa

esperada i el minoritari (66g) (Figura 33) va correspondre a l'altre.

lm J‘ﬂﬁLwl"'L.,"‘.uh’J"v’f\_" | N—

r2

r3

f1 (ppm)

8

5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8

3.2
f2 (ppm)

Figura 32. Espectre de RMN NOESY-2D del compost 66,4 on s’indiquen les diferents interaccions

en l'espai observades per als nuclis indicats amb les etiquetes A-F. Els punts clau en I’assignacié

son la interaccid entre A i B i Cil’abséncia d’interaccid entre A i F, ja que el protd Hy, és el que té
orientacio diferent segons I’esterecisomer (veure Figura 33).

Com s’indica a les figures, I’hidrogen del carboni on s’uneix la cadena lateral (Ha)

guedara orientat cap a una cara del sistema biciclic o I'altra segons el diastereomer. La

presencia o no d’interaccions d’aquest nucli amb els aromatics del grup tosil (Hg) i/o els

axials de la cadira de ciclohexa (Hg i Hc) ens va permetre fer I'assignacio.

El diasteredmer majoritari presenta interaccio entre el nucli Ha i els nuclis Hg i Hc, i no
amb I'aromatic Hf, de manera que es confirma que aquest és el diastereomer amb la
disposicid relativa desitjada. En canvi, l'altre diastereomer presenta interaccions
oposades, és a dir, el nucli Hy no presenta interaccions amb els axials de la cadira (Hg i
Hc). D’aquesta manera es va confirmar que el diastereomer majoritari era el desitjat i,

gue per tant, el plantejament sintétic que s’havia fet era encertat.
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L
Y e N A

!

N T A
’

|
'
i
|
f1 (ppm)

G-F
. —~F N
-8
r—r—r—T7T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.2 48 44 4.0 3.6 3.2 2.8 24 2.0 1.6 1.2
f2 (ppm)

Figura 33. Espectre de RMN NOESY-2D del compost 66 on s’indiquen les diferents interaccions
en l'espai observades per als nuclis indicats amb les etiquetes A-G. Els punts clau en
I'assignacio son la interaccié C-E i 'abséncia d’interaccid A-C, ja que el protd Hy, és el que té
orientacio diferent segons I’esterecisomer (veure Figura 32).

A continuacio es va intentar I’eliminacio del grup tosil, en aquest cas amb exit emprant

143,147

naftaleniur de sodi, al contrari al que va succeir emprant Mg i MeOH. Sembla que

aquest sistema amb el grup funcional ester etilic si suporta bé aquestes condicions de

reduccid. Es va obtenir el producte 68 amb un 80 % de rendiment (Esquema 48).

COOEt Mg 20 eq COOEt

MeOH

flux, 16 h
S 77 "

/g Na 6,0 eq /&O

N” “O  naftale 6,0 eq N
H THF ;
66 -78 °C, 30 min 68

80 %

Esquema 48

Finalment, doncs, es va poder formar I'esquelet de la molecula amb la configuracid

relativa adequada, aixi com establir un metode efectiu per eliminar el tosil.

81



Tesi Doctoral

4.3.4 Sintesi d’analegs amb diferents longituds de la cadena lateral

El fet d’haver obtingut el compost 66 ens va obrir les portes a la sintesi de més lligands
que diferissin en la longitud de la cadena lateral, ja que a partir de I'esmentat compost
66 es podria allargar la cadena. Aquesta estrategia seria més versatil ja que no
s'introduiria el fragment de la cadena lateral en un pas. Per tant, I'ester 66 va

esdevenir un precursor comu als diferents analegs que es van plantejar sintetitzar.

D’una banda, una hidrolisi de I'ester del compost 68 donaria lloc a un analeg amb una
cadena lateral d’un metile de longitud. De I'altra, I'aldehid producte de la reduccié de
I'ester (69) permetria allargar la cadena mitjancant una nova olefinacid, per obtenir

analegs de diferents longituds de cadena lateral (Esquema 49).

COOEt

Eliminacié del grup tosil Hidrolisi (n =1
COOEt é X >\£CooH
HO
R

educcié Ts
Olefinacio _Ts

O N
N/&O
H

69

Esquema 49

4.3.4.1 Obtencio del lligand monovalent amb 1 metilé a la cadena lateral

L'ester etilic del compost 68 es va hidrolitzar quantitativament en medi basic aquds.
Aqguesta saponificacié va fornir I'acid carboxilic 70, un dels compostos objectiu
(Esquema 50), que es va aillar i caracteritzar després de purificar-lo per HPLC

semi-preparatiu.

COOEt COOH o
NaOH18eq HN)kNH
NH H,O NH =
L, A g
N - N -
N"o 8 N“So ,,_COOH
68 Quantitatiu 70 70
(rac) (rac) (rac)
Esquema 50
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4.3.4.2 Obtencio del lligand monovalent amb 3 metilens a la cadena lateral

Seguint la via plantejada a I'Esquema 49, la resta de lligands amb longituds superiors
de cadena lateral, es va obtenir a partir d’'un precursor comu a aquest grup de

productes, derivats del compost 69.

4.3.4.2.1 Reduccio de I’ester 66 a I'aldehid 69

Es va decidir dur a terme la transformacié de I'ester 66 a I'aldehid corresponent (69)
emprant DIBAL com a reductor. Aquesta va resultar ser complicada degut a la formacié
del subproducte de sobrerreducciéo 71. En molts casos es va obtenir I'alcohol en
guantitats elevades, de manera que va ser necessaria |'optimitzacio de les condicions
d’aquesta reaccié (Esquema 51). Aixi, va ser clau el control de la temperatura, del

temps i sobretot, dels equivalents de reductor emprats (Taula 7).

OH
COOEt
H
/T DIBAL /T /T
N CH,Cl, anh N7+ N7
N /go temperatura N /& o N /& o
H temps H H
66 69 71
(rac) (rac) (rac)
Esquema 51
66 (mmol) Eq DIBAL Condicions Relaci6 66/69/71
1 0,063 1,2 -78 °C (addicié) > -50 °C 4 h 85/15/-
s 8 78 °C (1a addicié) > 0°C 16 h
S S 2 0,063 1,0+ 1,0 ) 7 33/66/-
g 2 - -78 °C (2a addicié) > 0 °C
i 3 0,063 6,0 -50°C2,5h>0°C1,5h -/95/5
4 0,363 5,5 50°C2,5h>0°C2h -/40/60
5 0,342 3,2 50°C2,5h>0°C2h -/30/70
6 0,395 1,20 -50°C2h > ta.16h 58/23/13 @
o *g 7 0,189 1,60 + 0,40 -78°C1,5h 12/72/14®
2 & 8 0,526 1,80 -78°C1h 34/63/2
9 0,526 2,10 -78°C1h 15/83/3
10 0,476 2,20 -78°C1h 7/93/-
11  0,374-0,389 2,25 -78°C1h 69 quantitatiu

Taula 6. Resultats obtinguts en I'optimitzacid de les condicions de la reduccié de I'ester 66 amb
DIBAL. La relacié de productes va ser determinada per 'H-RMN. Tots els productes van ser
aillats cromatograficament. @) No s’observa la preséncia de 71 per CCP abans d’elevar la
temperatura. ®) No s’observa preséncia de 71 per CCP abans de la segona addicié de DIBAL.
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Afortunadament, en aquest cas, quan partiem d’'una mescla de diastereomers de
I'ester 66, els diastereomers de l'aldehid corresponent (69) si es podien separar
facilment, de manera que es va poder continuar amb la sintesi amb només el
diastereomer desitjat. La relacid diastereomérica del material de partida es va
conservar en dur a terme la reaccid, de manera que no es va produir epimeritzacié en

el centre estereogénic de la cadena lateral, com era d’esperar.

Es va comencar fent proves a escala petita (entrades 1 a 3 de la Taula 6). Es va
observar que era necessari més d’'un equivalent de DIBAL (fins a 6) per obtenir una
conversido completa del material de partida. A més, un augment de la temperatura de
treball fins a 0 °C, aixi com fer addicions consecutives de DIBAL no generaven |'alcohol

71.

En passar a treballar a escales més grans, aquest excés de DIBAL si va provocar la
sobrerreduccio del producte i es va observar una gran formacié de l'alcohol 71
(entrades 4 i 5). En disminuir la quantitat d’hidrur es va observar una disminucié
d’aquest fenomen, pero la conversié també va disminuir (entrada 6). Addicions
consecutives de DIBAL van afavorir la formacié de I'alcohol (entrada 7), aixi com elevar
la temperatura per sobre de -78 °C (entrada 6). Finalment es va optimitzar la quantitat
de DIBAL a 2,25 equivalents a -78 °C, condicions que van donar com a Unic producte

I'aldehid 69, amb una conversié completa del material de partida.

En paral-lel i, ja que la reaccié d’hidrogenacié de 65 i la posterior reduccié a I'aldehid
69 donaven lloc freqlentment a subproductes no desitjats, es van explorar les
mateixes reaccions amb |’ester metilic 72 en comptes de I'etilic, per si oferia la mateixa

reactivitat.

Aguest es va sintetitzar de la mateixa manera que el compost 66, és a dir, mitjancant
una reaccié d’olefinacid de tipus Horner-Wadsworth-Emmons en condicions de
Masamune. La hidrogenaciéo d’aquest va donar lloc al compost 73 i al producte
d’obertura del cicle (74) en quantitats similars a les obtingudes per a I'ester etilic. La
reduccio de I'ester va formar també I'aldehid 69, aixi com el subproducte 71. Per tant,

I’Gs de I'ester metilic no va solucionar els problemes que donava I'etilic (Esquema 52).
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0 COOMe COOMe COOMe
15 (MeO),P(0)CH,COOMe 1,1 eq |
N DBU 2,2 eq N~ Hp1atm N+
N&O LiCl 3,0 eq I PdiCi0% BN
H CH,CI, anh N” ~O MeOH N~ >0 HN.__NHTs
45 0°Cata,16h : ta,6h H
(rac) 75 % 2 73 °
7 70 % 74
25%
DIBAL
CH,Cl, anh
OH
H
N/Ts + N/Ts
N/&O N/&O
H H
69 71
(rac) (rac)
Esquema 52

4.3.4.2.2 Transformacions per obtenir el lligand amb 3 metilens a la cadena lateral

Partint de I'aldehid 694, es va allargar la cadena lateral mitjangcant una nova olefinacid
(Esquema 53). En aquest cas es va fer mitjancant un ilur de Wittig estabilitzat que si va

formar quantitativament el producte desitjat amb un Unic diasteredmer (75).

Q COOMe COOMe
H |
N~ TS PhgP=CHCOOMe 2,0 eq Hp1atm
/& CH.CI, NI Pd/C 10 % N-Te
N0 O0°Cata.,16h /g MeOH /&
69, Quantitatiu H 97 % H
(rac) 75 76
(rac) (rac)
Na 6,0 eq
naftalé 6,0 eq
88 % | THF anh
-78 °C, 45 min
COOH COOMe
(0]
HN)J\NH
H H = \H _ NaOH 1,5 eq
COOH H0 NH
N \ ta., 48 h A
O N™ -0
78 H H
(rac) 78 77
(rac) (rac)
Esquema 53

85



Tesi Doctoral

Posteriorment es va hidrogenar el doble enlla¢ format per obtenir el producte 76 amb
un 97 % de rendiment. L’eliminacié del tosil també va fornir el producte 77 amb un

3 Finalment la saponificacié de I'ester va generar I'acid

rendiment excel-lent (88 %).
78 —amb una conversié total del material de partida— que va ser purificat per HPLC

semi-preparatiu.

4.3.4.3 Obtencio del lligand monovalent amb 4 metilens a la cadena lateral

L'analeg amb quatre metilens és el compost més similar a la biotina, ja que tenen en
comu la longitud de la cadena lateral. La sintesi d’aquest va partir també de I'aldehid

69a.

4.3.4.3.1 Estudis de I'olefinacio de I'aldehid 69, amb un fragment amb 3 metilens

En aquest cas es va voler allargar la cadena lateral amb tres carbonis més en total (dos
metilens i el carboxilat final) per tal d’obtenir la cadena de valerat (com la de la
biotina). Per tant, necessitavem un ilur no estabilitzat per dur a terme la reaccié de
Wittig un metilé més llarg del que es va emprar per I'analeg de tres metilens (Esquema

54).

Hi ha pocs casos descrits a la literatura on es facin servir aquests tipus d’ilurs, de

manera que es va haver de sintetitzar aquest fragment i fer proves de reactivitat amb

. . . 159,1
ilurs amb diferents grups funcionals (Esquema 54).%>%*¢°
o] rx
H |
X
NS PhaP
NAO X = COOH, COOR, OR... NI
H
69 N/&O
A H

(rac)
Esquema 54

Es va decidir fer aquestes proves amb un aldehid model (el dihidrocinamaldehid) per

tal d’assajar la seva reactivitat.

Primer de tot i, per similitud amb l'ilur emprat per I'altre lligand, es va comencar

emprant un ilur amb un grup ester metilic terminal, el compost 79 (Esquema 55).
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161 N
®1 perd en fer-lo

Aqguest es va sintetitzar a partir del 3-bromopropionat de metil (80),
reaccionar amb I'aldehid model usant nBuLi com a base, es va degradar el material de

partida sense veure formacio del producte desitjat (81) (Esquema 55).

g~~~ -COOMe 80

PPh; 0,9 eq
98 % | CH3CN
reflux, 16 h COOMe

o 79

Brphp~ - COOMe // |
H mBuLi20eq 7]
THF anh

-78 °C a t.a. 81

Esquema 55

Es va provar, doncs, 'ilur amb el grup acid lliure terminal (82), ja que es va trobar I'Us

159,162-165

d’aquest en alguns casos a la literatura. Es va sintetitzar facilment a partir de

1 .
® En fer-lo reaccionar amb el

I'acid 3-bromopropionic (83) (Esquema 56).
dihidrocinamaldehid emprant diferents bases i condicions, es va aillar el producte 84,
pero amb rendiments molt baixos (< 31 %) o degradacié del material de partida (Taula
7) per donar PPhs, degut principalment a la reaccié secundaria d’eliminacié d’aquest

grup que genera un doble enllag conjugat a I'acid carboxilic.

5 ~~-COOH 83

PPh; 0,9 eq
72 %| CHZCN
reflux, 16 h COOH
o 82
Base
84
Esquema 56
82 (eq) Base (eq) Condicions Rendiment
1'% 3,0 LiHMDS (5,0) THF -10 °C 31%
216 1,0 NaH (3,8) THF/DMSO 1:10 0°C Degradacio
3 1,0 nBuli (3,9) THF/DMSO 4:1 -10 °C 15 %
4'% 2,0 ‘BuOK (3,7) THF 0 °C Degradacié
516 1,1 nBuli (2,2) THF -25 °C 25 %
6 2,1 nBuli (4,2) THF -78 °C Degradacid

Taula 7. Relacio dels resultats obtinguts en dur a terme I'olefinacié de Wittig (Esquema 56).
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A continuacio6 es va voler fer la reaccié amb un ilur amb un grup alcohol a I'extrem, ja
qgue el podriem oxidar posteriorment. Primer es va provar de fer-ho amb |'alcohol

. 160
lliure,

a tal efecte es va sintetitzar el producte 85 (Esquema 57) mitjancant la
reduccié gairebé quantitativa del 3-bromopropionat de metil (80) i la posterior
formacié de la sal de fosfoni (70 %) de I'alcohol 86 resultant.'®’ La reaccié de Wittig
amb el dihidrocinamaldehid, emprant nBuLi com a base, va fornir el producte 87 amb

un 31 % de rendiment.

o}
©/\)J\H
cooMe DIBAL 2,25 eq PPh; 0,7 eq AN
Br CH,Cl, anh Br” ""OH “CH,CN = BrPhsP OH
80 -78°Ca0°C 86 reflux 85
16 h 16 h
6 nBulLi 3,0 eq |31 %
98 % 70 % THF
-78°Ca0°C

S
= 87

Esquema 57

En obtenir un rendiment baix, es va pensar en protegir I'alcohol. Es va optar pel grup
benzil ja que es podria eliminar sota les condicions de reaccié de les etapes posteriors.
Aixi, aquesta eliminacidé podria tenir lloc en I'etapa d’hidrogenacié del doble enllag per
hidrogenolisi de la posicié benzilica, o durant I’eliminacié del grup tosil, ja que sota les

condicions de reduccié de I'enllag N-S també es pot desprotegir I'alcohol benzilic.*®®

Per tal d’obtenir la sal de fosfoni 88 (Esquema 58), es va partir de I'1,3-propandiol (89).

1) NaH 1,2 eq PPh3 1,0 eq
THF Br, 1,0 eq
HO™ ™" 0H 0 °C 30 min HO™ ™" 0Bn piridina 1,0 6 Br->"0Bn
89 2) BnBr 110 eq 90 CH20|2 91
THF _ 0°Cata.,16h
0 °C 30 min
% 3
98 % reflux, 16 h
BrPh,P” """ 0Bn
88
Esquema 58
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Es va protegir un dels alcohols emprant hidrur de sodi i bromur de benzil per obtenir el
compost monoprotegit 90 (18 % de rendiment). Seguidament es va intercanviar

I’hidroxil per un brom amb un 82 % de rendiment via la formacié de la sal

169

d’alcoxifosfoni, (91) i a continuacid es va obtenir la corresponent sal de

149,170,171

trifenilfosfoni 88 amb rendiments molt elevats. Per ultim, es va formar l'ilur

d’aquesta sal i el es va fer reaccionar amb I’aldehid model emprant ‘BuOK per obtenir
'olefina 92 amb un 66 % de rendiment (Esquema 59).%"2

OBn
BrPh;P” " “0Bn $42 r

1,3 eq |
BuOK 1,3 eq
THF 0 °C

66 % 92

N\ 7/
T

Esquema 59

Es va decidir provar aquesta metodologia amb I'aldehid 694. L'olefinacié de Wittig va
resultar amb un 75 % de rendiment partint d’'una gran quantitat d’aldehid (escala de
treball de més d’1 mmol), on es va aillar el producte 93 amb un 75 % de rendiment i la

formacid d’un Unic diasteredmer (E o Z, que no es van assignar) (Esquema 60).

OBn
0 [
H |
BrPh;P” "\ 0Bn $42
Ts
1,3 eq T
~1S
k. ™BuOK13eq N
N"70  THF N
0°C,2h H
69,
(rac) 75 % 3
(rac)
Esquema 60

4.3.4.3.2 Sintesi final del lligand monovalent amb 4 metilens a la cadena lateral

En aquest punt |'estructura carbonada del lligand estava formada, de manera que la
seglient etapa va ser la hidrogenacié del doble enllag. Aquesta va tenir lloc sota
condicions tipiques d’hidrogenacié en catalisi heterogenia. Va fornir un 80 % del
producte d’hidrogenacid 94 sense eliminacié del benzil i un 10 % del producte

d’hidrogenacié i amb I'alcohol desprotegit 95 (Esquema 61).
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rOBn OBn OH
|
H, 1 atm
_Ts Pd/C 10 % Ts Ts
_— - -
/l MeOH /’L + i
H H H
93 94 95
(rac) (rac) (rac)
80 % 10%
Na 7,0 eq
67 % |naftalé 6,0 eq
THF anh
-78 °C, 30 min
OH
/’K‘ 96
N“ >0 (rac)
H
Esquema 61

Va ser sota condicions de reduccié de I'enllag N-S amb Na i naftalé quan també va
reduir-se I'enllag O-Bn, de manera que es van obtenir I'alcohol i la urea lliures en un sol

pas (96) amb un 67 % de rendiment (Esquema 61).

La petita part d’alcohol que es va formar en la hidrogenacid (95) es va poder separar
facilment del producte no desprotegit (94). Sobre aquest substrat es va intentar
I’eliminacié del grup tosil, perd aquesta va donar lloc al producte 96 amb molt baix

rendiment.

Finalment, es va voler oxidar I'alcohol 96 per tal d’obtenir el corresponent acid
carboxilic. Una primera prova d’oxidaciéo amb reactiu de Jones en acetona va donar lloc
a I'acid en molt petites quantitats en una mescla complexa on no va quedar material
de partida. Es va voler dur a terme la transformacio sota condicions més suaus, oxidant
primer amb periodina de Dess-Martin (DMP) per obtenir I'aldehid 97 (Esquema 62).
Aqguesta reaccio va funcionar i es va aillar I'aldehid que, rapidament, es va transformar

173
k.

en l'acid carboxilic 98 via una oxidacié de Pinnic El rendiment global va ser del

74 % després de purificar-lo per HPLC semi-preparatiu.
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OH — —
CHO
o)
DMP 1,5 eq NaClO, 5,0 eq HN)LNH
ny  NaHCO; 4,0 eq NH NaH,PO,42H,0 10,0 eq
Y CH,CI, anh X 2-metil-2-buté 48 eq H H

N o O °Cat.a., 3h N (o) tBUOH/HZO 1:1 "'//\/\COOH

H H 0°C 15 min 98

96 97 ta., 2h (rac)
(rac) (rac)

L _ 74 %
Esquema 62

4.3.4.4 Separacio dels enantiomers per HPLC amb fase estacionaria quiral

La sintesi d’aquests tres compostos, com que s’ha fet per una ruta sintética no
enantioselectiva, condueix als corresponents racémics. Per tal de determinar les seves
afinitats amb les proteines es va procedir a separar els dos enantiomers ja que cal
esperar afinitats diferents per a cadascun d’ells. A aquest efecte, es va provar la
separacio per HPLC emprant una columna amb fase estacionaria quiral. Es va escollir
una columna amb un suport quiral basat en un glicopeptid amfoter unit a gel de silice.
Aqguest suport permet la separacid mitjancant interaccions per pont d’hidrogen aixi
com interaccions entre sistemes aromatics. A més de variar la composicié de la fase
mobil, aguesta columna va permetre treballar a diferents temperatures per aconseguir

millors separacions.

Es van aconseguir separar els dos enantiomers del lligand 78 i del 98, pero no es va
aconseguir separar els dos enantiomers del lligand de cadena lateral més curta (70)
amb aquesta columna. Per tant, es van poder determinar les constants d’afinitat dels
dos enantidomers per separat de 78 i 98, pero es van haver de determinar I'afinitat dels

enantiomers de 70 a partir de la mescla racémica.

91



Tesi Doctoral

4.4 Determinacio de les constants d’associacid dels lligands

monovalents a Av i SAv

Per tal de determinar les constants d’afinitat dels lligands monovalents sintetitzats (70,

78 98), es va procedir de manera similar a com es va fer amb els divalents.

4.4.1 Meétode de la valoracio espectrofotomeétrica competitiva

La tecnica emprada va ser la mateixa que per als lligands divalents (Apartat 3.4.1,

Pagina 46), pero per als lligands monovalents el model d’unié varia.

4.4.1.1 Model d’unié d’una valoracié espectrofotométrica competitiva d’Av o SAv

amb un lligand monovalent tnic

La unid d’un lligand monovalent a I'avidina o |'estreptavidina es pot representar com

(Figura 34):
2 \t \ '3\'(3\
+ 4 O LS
X! Lo o
proteina lligand complex
tetravalent monovalent monovalent

Figura 34. Representacio de la unié d’un lligand monovalent a un receptor tetravalent donant
lloc a un complex d’estequiometria 1:4.
Si suposem que no hi ha efectes cooperatius positius ni negatius, podem tractar cada
subunitat de la proteina independentment, de manera que s’obté el representat a la
Figura 35.
! \ + O _— m

receptor lligand complex
monovalent monovalent monovalent

Figura 35. Model per a la unié d’un receptor monovalent amb un lligand monovalent.

El procés de valoracid consisteix en el mateix procediment que es va dur a terme pels
lligands divalents, és a dir, primer es complexa la proteina amb un excés d’indicador
(HABA, 2), de manera que aquesta solucié tindra un espectre d’UV-Vis amb una
determinada absorbancia inicial a 500 nm (maxim d’absorcié de la forma hidrazona,

majoritaria en complexar-se a la proteina); a continuacié, addicions consecutives del
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lligand produiran un descens en el valor d’absorbancia a 500 nm ja que aquest

desplaca I'HABA, que passa a estar en la forma azo en passar a estar lliure en solucio.

En el cas dels lligands monovalents que s’han aillat enantioméricament purs, és a dir,
el (+)-78, el (-)-78, el (+)-98 i el (-)-98, el model matematic de la unid esta basat en els

equilibris mostrats a la Figura 36.

A les equacions i balancos seglients es defineix el model on (i a partir d’ara): I; és la
concentracio total d’indicador, S; és la concentraci6 total de subunitats de proteina, L;
és la concentracio total de lligand, [/] és la concentracié d’indicador lliure, [S] és la
concentracio total de subunitats de proteina lliures, [L] és la concentracio de lligand
lliure, [S/] és la concentracié de complex SI, [SL] és la concentracié del complex SL, K
és la constant d’associacio de l'indicador i Ks; és la constant d’associacié del lligand

monovalent.

! \ + Rt (—\ (SN

Ksj=———
o s

S + | == Sl

W + 0 — @ p [SL]

SL=
S + L = sl [SIL]

Figura 36. Model dels equilibris presents en la valoracio.

El valor de I'absorbancia a 500 nm a cada moment ve donat per I'Equacid 5, on €500 €S
I’absortivitat molar de I'indicador lliure a 500 nm i €s00) €s I"absortivitat molar del

complex S/ a 500 nm.

Asoo = €isoo)lll + €si500[ S

Equacio 5
Els balancos de mateéria sén, llavors:
Stor = [S] + [SN +[SL] lot =[N +[S]] Lior =[L] +[SL]
Per tant:
[SN = KsiS]I/] [SL] = Ksi[S]IL]

93



Tesi Doctoral

S tot l tot Ltot

[S1= U L= —
1+ Kslll + KgilL] 1+ Ks[S] 1+ Kg/[S]

De la mateixa manera que es fa pels lligands divalents, I'ajust dels valors de
I’'absorbancia a 500 nm calculada respecte els valors experimentals es fa per minims
qguadrats. Aquest ajust proporciona un valor de K, que es donara per bo si les corbes
s'ajusten bé (i per tant no hi ha efectes cooperatius o altres interaccions no

especifiques).

4.4.1.2 Model d’unié d’una valoracié espectrofotométrica competitiva d’Av o SAv

amb un lligand racémic

Quan s’obté un lligand en forma de racemic i ambdds enantiomers es poden unir,
encara que amb diferents afinitats, al mateix receptor enantiomeéricament pur (com
ara una proteina), també és possible obtenir simultaniament els valors de les constants
d’afinitat d’ambdds enantiomers per a la proteina. Aixo s’aconsegueix duent a terme
una valoracié de la proteina amb el lligand en forma de racémic i processant els
resultats utilitzant un model que contempli la formacié de dos complexos

. .. 1
dlastereomerlcs.ss' 7

Obviament, aquesta metodologia no permet assignar a quin
enantiomer li correspon cada valor de K, obtingut, perd déna una estimacio dels

valors.

Aguest metode s’ha utilitzat amb els lligands 78, ja que al no poder separar els dos
enantiomers, es va haver de dur a terme la valoracié amb la mescla racémica (Figura

37).

2 \ ¥ @ _— m

receptor lligand complex
monovalent monovalent monovalent
enantiomer A amb A

\ \ + @ _— @

receptor lligand complex
monovalent monovalent monovalent
enantiomer B amb B

Figura 37. Model dels equilibris presents en la valoracié d’una receptor enantioméricament pur
amb un lligand en forma de racemic.
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El model matematic és molt similar al del lligand monovalent unic, pero cal tenir en

consideraci6 els equilibris mostrats a la Figura 38.

M -+ —

(SN

Ksi=—crn

S 4+ | == s [SIn
w + @ — @ [SL,]
ST

S + LA SLA [ ][ A]
KSLB=7

[SIILg]

S + Llg == Sl
Figura 38. Model dels equilibris presents en la valoracio.

En aquest cas s’ha de considerar la formacio dels complexos SL, i SLg que tenen una

afinitat per la proteina de Ks4 i Ks 5 respectivament.

De la mateixa manera que tenia lloc amb el lligand monovalent unic, el valor de
I’absorbancia a 500 nm ve donat per I'Equacio 6, on gso0) €s I'absortivitat molar de

I'indicador lliure a 500 nm i €s)(500) €s I"absortivitat molar del complex S/ .a 500 nm.
Asoo = eysoo)lll + €si500)[ ST

Equacio 6

Pero en aquest cas els balancos de materia son:

Siot = [S] + [SI] + [SL 4] + [SLg] liot =1+ [S1] Latwr=[Lal +[SLAl  Lptot=I[Lg]l +[SLg]
Per tant:
Stot ltot
[S]= = ———
1+ Kslll + Kspallal + KsiglLg] 1+ Kg[S]
L LA,tot ! LB,tot
(EAl= 1+ KAl S] (el = 1+ Ks8lS]

[SN=KslSI  [SLal=KsalSIILAl  [SLgl = Ks1alSIILel

L'ajust dels valors de I'absorbancia a 500 nm calculada respecte els valors

experimentals es fa per minims quadrats. Aquest ajust proporciona dos valors de K,
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que es donaran per bons si les corbes s’ajusten bé (i per tant no hi ha efectes

cooperatius o altres interaccions no especifiques).

4.4.2 Meétode de la valoracio espectrofluorimeétrica

Una altra tecnica que permet obtenir les constants d’afinitat d’un lligand amb una

proteina mitjancant una valoracio és la fluorimetria.

La luminiscencia consisteix en I'emissié de llum per part d’'una molécula a partir d’un
estat excitat. Aquesta engloba els fenomens de fluorescencia i fosforescéncia.

. e sy . s 175,1
L’excitacié és deguda a I'absorcié de llum.'7>*7®

Quan l'estat excitat és singlet (I'electré a I'estat excitat esta aparellat —té espin
oposat— a l'electrd de I'estat fonamental) el retorn a I'estat basal esta permés per
I'espin i té lloc rapidament amb I'emissié d’un foté (temps de vida mitja aprox. 10% s);

aquest és el fenomen de fluorescencia.

En canvi, quan I'estat excitat és triplet (I'electrd a I’estat excitat té el mateix espin que
I'electré de I'estat fonamental) el retorn a I'estat basal no esta permeés quanticament i,
per tant, I'emissié és lenta (aprox. 10% - 10° s o fins i tot més); aquest és el fenomen de

fosforescencia.

Els fluorofors sén aquells compostos, atoms, complexos, etc. que poden donar lloc a
aquests fenomens de luminiscencia. Dins de les molécules organiques, normalment ho

son les aromatiques.

A la Figura 39 es representa un diagrama de Jablonski. Aquest és una representacio
resumida de les transicions electroniques que poden tenir lloc durant els fenomens de

luminiscéncia.

A tots els estats (So, S1, S, etc.) el fluorofor pot estar en diferents estats vibracionals
(0,1,2...) d’energia poc diferent entre ells. En absorbir llum, s’excita des de I'estat
fonamental (Sg) cap a un estat excitat (S;, S,, etc.). En aquest punt, es produeix una
relaxacié térmica molt rapida (aprox. 10™2 s) a estats vibracionals de baixa energia de
I'estat excitat S;, fenomen que es coneix com a conversié interna. Llavors té lloc la
relaxacié des d’aquest nivell excitat fins a un dels nivells vibracionals de I'estat basal

(So), que s"acompanya de I'emissié d’un fotd, és a dir, el fenomen de fluorescéncia.
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Conversio interna

; A S .
0 ¥ ! Creuament entre sistemes
\ ,
T

1

0
h —hVg,
—
Vabs hadan— QY ‘fluo
h Vv ANt
abs v AV
fluo —h Vfosforescéncia
B \
1 Y so

Figura 39. Diagrama de Jablonski on es representen les principals transicions que donen lloc als
fenomens de luminiscéncia.'”

Cal tenir en compte que des de l'estat excitat pot tenir lloc un creuament entre

sistemes que fa que es passi de |'estat excitat singlet (S1) a un estat excitat triplet (T.).

L'emissié de llum des d’aquest estat triplet fins al fonamental és el fenomen de

fosforescencia. Aquest dona lloc a longituds d’ona d’emissié encara més elevades

(menys energetiques).

A més dels fenomens de luminiscéncia, poden tenir lloc altres mecanismes de relaxacio
(termics, de transferéncia electronica, etc.). El rendiment quantic (Q) d’un fenomen de
fluorescéncia és la relacié entre els fotons emesos mitjancant aquest fenomen

respecte el nombre de fotons absorbits.

El fenomen conegut com a quenching es defineix com la disminucio de la intensitat de
fluorescéncia degut a diverses causes. Normalment té lloc per col-lisid, és a dir, té lloc
guan un estat excitat es desactiva per contacte del fluorofor amb una altra moléecula
en la solucio (quencher). Aquest torna a |'estat no excitat per un mecanisme de difusié
per contacte, un procés que no modifica quimicament els compostos. Aquest fenomen

depen molt de la naturalesa del fluorofor, del gquencher, del dissolvent, etc.

A les proteines es troben tres aminoacids que poden donar lloc a fluorescencia: la
fenilalanina (Phe, F), la tirosina (Tyr, Y) i el triptofan (Trp, W). Cadascun d’ells té una

zona d’absorcid i d’excitacié diferents (Figura 40).
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Figura 40. Espectres d’absorcid (A) i d’emissid (E) dels aminodcids fluorescents a pH = 7.'"

La fenilalanina té el maxim d’emissid a 282 nm (emet entre 260 nm i 330 nm
aproximadament) i I'absorcié té lloc per sota dels 270 nm, pero el seu rendiment

guantic de fluorescencia és molt baix i, per tant, dificilment s’observa en proteines.

La tirosina presenta un maxim d’emissid a 303 nm (emet entre 280 nm i 370 nm
aprox.) i I'absorcié té lloc fins a 290 nm. Tot i tenir un rendiment quantic de
fluorescéncia més elevat, no acostuma a ser Util en els estudis amb proteines ja que

pateix un quenching molt rapid.

En canvi, el triptofan presenta un maxim d’emissié a 350 nm (emet de 300 nm a més
de 400 nm) i la seva absorcié té lloc fins als 310 nm. Aquest és I'aminoacid per
excel-léncia en estudis amb proteines ja que és molt poc abundant, té un rendiment
guantic de fluorescencia elevat i la seva emissié depén molt de I’entorn, ja que es veu
molt afectat pel dissolvent i pel quenching per altres residus o molecules del medi,

entre d’altres. Els triptofans que es trobin a la superficie de les proteines es veuran
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més afectats per aquests fendmens que els que estiguin a l'interior o als llocs d’unid,

per tant, la fluorescéncia observada és una mitjana de la fluorescéncia de cada residu.

L'associacié d’un lligand al lloc d’'unié d’una proteina amb triptofans provoca un
quenching de la fluorescéncia d’aquests, de manera que es pot enregistrar la variacié
de l'espectre d’emissio del complex, ja que es produeix una disminucio del rendiment

\ . \ . . . . . . .,1281 1
quantic de fluorescéncia i un canvi de la longitud d’ona del maxim d’emissio.*2%17>17

4.4.2.1 Model d’unié d’una valoracio espectrofluorimétrica d’Av o SAv amb

lligands monovalents

L'avidina i I'estreptavidina presenten diversos triptofans als llocs d’unid. En
consequiencia, la unié de la biotina a aquestes proteines provoca una disminucio de la

intensitat de fluorescencia degut a la modificacié dels entorns d’aquests aminoacids
(quenching).*”’

Es possible, per tant, determinar la quantitat de proteina activa en una dissolucié'’®
afegint petits volums d’una dissolucié de biotina de concentracié coneguda sobre la
proteina i mesurar la fluorescéencia després de cada addicié (Figura 41). La mostra
s’excita a 290 nm (on s’excita el triptofan majoritariament i en menor mesura la
tirosina) i s’enregistra I'emissid6 a 350 nm (on emet el triptofan en maxims i molt

residualment la tirosina).
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1000000 //
800000 7
600000

400000

200000 |

Fluorescéncia (unitats arbitraries)

0 !
300 320 340 360 380 400
Longitud d'ona d'emissié (nm)

Figura 41. Variacio de I'espectre de fluorescéncia de I’avidina (amb excitacié a 290 nm) a
mesura que es va afegint biotina.

D’aquest experiment s’obté una disminucié lineal de la fluorescencia a 350 nm versus

la quantitat de biotina afegida, fins a arribar al punt d’equivaléncia en el qual tota la
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proteina esta complexada i la relacié molar entre la biotina i les subunitats de proteina

és 1 (Figura 42).

1.500.000
1.400.000

1.300.000 < ®

1.200.000 L]
1.100.000 .
1.000.000 L
900.000

800.000 I .
700.000

Fluorescéncia (unitats arbitraries)
]

600.000
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60 1,80

[Bt] / [Subunitats]

Figura 42. Variacio de la fluorescéncia a 350 nm corregida per dilucié en addicionar una solucié
de biotina 40 uM (1) en tampd fosfats 50 mM a pH = 7,0 a una dissolucié d’avidina 1,87 uM en
subunitats en tampo fosfats 50 mM a pH = 7,0. Longitud d’ona d’excitacid: 290 nm.

De la mateixa manera que ho fa la biotina, altres lligands també poden provocar una
disminucio de la fluorescencia. Si s'uneixen amb afinitats inferiors la representacié
donara lloc a una corba (unié més feble). A partir de I'ajust de la corba teorica

(deduida a partir del model d’unié) a la corba experimental, es pot determinar la

constant d’afinitat (K,) d’aquests lligands per a I'avidina i I'estreptavidina.

L'avantatge principal d’aquesta técnica respecte d’altres (com la espectrofotomeétrica
competitiva) rau en l'elevada selectivitat i sensibilitat que presenta, ja que és
necessaria menys quantitat de mostra i, per tant, es poden arribar a determinar K, més

elevades en treballar a dilucions més altes.

Si suposem que no hi ha efectes cooperatius, podem tractar cada subunitat de la
proteina independentment, i aix0 ens permet tractar I'equilibri com si fos el de

formacio d’un complex d’estequiometria 1:1 (Figura 43).

D - 0 — @ k. lsw

. T
receptor lligand complex
monovalent monovalent monovalent
[S] [L] [SL]

Figura 43. Model d’unié dels lligands monovalents a avidina i estreptavidina.
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En qualsevol punt de la valoracid, la intensitat de fluorescéncia ve donada per
I’'Equacio 7, essent F;la intensitat de fluorescéncia a cada mesura (i), la qual és la suma
de les contribucions de la fluorescéncia de la proteina lliure (Fs) i la del complex (Fs).
On [S] és la concentracid de proteina lliure, [SL] és la concentracié de complexi fsi fs;

s6n les constants de proporcionalitat.’?®
Fi=Fg+ Fg =14[S] + fg [SL]
Equacio 7

A partir dels balangos de mateéria, on Ly i S0t representen les concentracions totals d’L

i S respectivament,
[S]= St - [SL] [L]= Lyt - [SL]
podem expressar el valor de la intensitat de fluorescencia (F;) com (Equacio 8):
Fi=fs(Stor[SL]) + fs[SL] = fsSior + (fs-f)[SL]
Equacid 8
Que, a partir de I'equacio de I'equilibri, es pot expressar com (Equacio 9):

[S][L] _ (Stot'[SL])(Ltot'[SL]) _ StotLtot = Stor[SL] - Ltor[SL] + [SL]2
Ko Ky - Kq

[SL]=

Equacid 9
Escrivint aquesta equacio com una de segon grau (Equacié 10):
0 = SporLtot - (Stor+LiortK)ISL] + [SLI?
Equacioé 10

Que té una solucio d’equacié de segon grau per a la incognita [SL], de manera que si

unim aquesta solucio a 'Equacio6 8, obtenim (Equacio 11):

(fst-fs)
Fi=fsSor + 5 [(Ltor+StortKa)-((Lior+StortKg)>-4L 10tS1o1) 2]

Equacio 11

La constant de proporcionalitat f;s es calcula a partir de la fluorescéncia en el punt just

abans de comencar a afegir lligand (Equacid 12):
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F
fg = o
Stot
Equacio 12

El valor de f5 s’obté a partir del valor final de la fluorescencia (Ffinas), Suposant que la
proteina es troba completament complexada i, per tant, la concentracido de complex

equival a la concentracié de subunitats de proteina (Equacid 13):

; Finai
sL=
Stot
Equacio 13

Com que la tirosina té una emissié petita pero no negligible a 350 nm, es va utilitzar el
valor de la intensitat de fluorescencia a 370 nm per tal d’assegurar que la contribucié a
la fluorescencia fos només deguda als triptofans. L'ajust dels valors de la fluorescéncia
a 370 nm, calculats respecte els experimentals es fa per minims quadrats. Aquest ajust
ddna un valor de Ky (I'invers de la K,) que es donara per bo si les corbes s’ajusten bé (i

per tant no tenen lloc efectes cooperatius o altres interaccions no especifiques).

4.4.3 Determinacio de les K, dels lligands monovalents a I'avidina

Primer de tot es van dur a terme els experiments de competicid. Es va fer per als
compostos (+)-78, (-)-78, (+)-98 i (-)-98, aixi com per a la mescla raceémica de 70 (Figura

44).
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Figura 44. Variacio de I'espectre d’absorciéo UV-Vis a mesura que es fan addicions del lligand
monovalent (-)-98 a una solucio d’avidina i HABA en tampo fosfats 0,1 M a pH = 7,0.
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Es va comprovar com tots aquests provocaven una disminucio de la banda de 500 nm
en afegir-los a la solucié del complex proteina-HABA; per tant es va confirmar que
aquests compostos son, efectivament, lligands per I'avidina i, a més, s’uneixen al

mateix lloc d’'unid en el que ho fan la biotina (1) i 'HABA (2).

Es va observar pero que pel metode de competicié espectrofotométrica UV-Vis els
compostos (+)-98 i (+)-78 s’unien a l'avidina amb una afinitat més gran del limit
superior que aquest métode ens permetia obtenir. Es per aixo que les K, d’aquests dos
lligands amb I'avidina es van haver de determinar pel metode de fluorescéncia (Figura

45).
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Figura 45. Variacid de I’espectre de fluorescéncia de I'avidina (0,020 uM en subunitats) a
pH = 7,0 a mesura que es fan addicions successives del lligand (+)-98. Longitud d’ona
d’excitacid: 290 nm.
En el cas de la valoracio espectrofotométrica competitiva, el limit superior del valor de
la constant d’afinitat a avidina que aquesta técnica ens va permetre determinar per a
aquest sistema va ser aproximadament de 10° M%; és a dir, no es va poder distingir
entre constants superiors a aquest valor. En el cas de la fluorescencia, degut a la major

sensibilitat de la técnica, es van aconseguir determinar constants d’afinitat de fins a

10 M amb fiabilitat.

Els ajustos al model matematic d’'unié monovalent per als diferents experiments de
valoracié van ser bons en tots els casos i, per tant, podem excloure I'existéncia
d’efectes cooperatius, interaccions no especifiques i/o formacié d’oligomers (de la
Figura 46 a la Figura 50 per a les valoracions competitives amb avidina i Figura 51 i

Figura 52 per a les valoracions fluorimetriques amb avidina).
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Figura 46. Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracid d’avidina (1,01 uM en subunitats) i
HABA (172 uM) en tampd fosfats 0,1 M a pH = 7,0 amb el lligand monovalent (+)-98 en tampé
fosfats 0,1 M + 1 % de DMSO a pH = 7,0. La linia continua representa I'ajust de les dades
d’acord amb el model d’unié 1:1 i els punts representen els valors experimentals.
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Figura 47. Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié d’avidina (1,16 uM en subunitats) i
HABA (172 uM) en tampé fosfats 0,1 M a pH = 7,0 amb el lligand monovalent (-)-98 en tamp?d
fosfats 0,1 M + 1 % de DMSO a pH = 7,0. La linia continua representa I'ajust de les dades
d’acord amb el model d’unié 1:1 i els punts representen els valors experimentals.
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Figura 48. Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracid d’avidina (1,40 uM en subunitats) i
HABA (172 uM)en tampd fosfats 0,1 M a pH = 7,0 amb el lligand monovalent (+)-78 en tampod
fosfats 0,1 M + 1 % de DMSO a pH = 7,0. La linia continua representa I'ajust de les dades
d’acord amb el model d’unié 1:1 i els punts representen els valors experimentals.
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Figura 49. Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracid d’avidina (1,15 uM en subunitats) i
HABA (147 uM) en tampd fosfats 0,1 M a pH = 7,0 amb el lligand monovalent (-)-78 en tamp?d
fosfats 0,1 M + 1 % de DMSO a pH = 7,0. La linia continua representa I'ajust de les dades
d’acord amb el model d’unié 1:1 i els punts representen els valors experimentals.
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Figura 50. Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracid d’avidina (1,13 uM en subunitats) i
HABA (172 uM) en tampd fosfats 0,1 M a pH = 7,0 amb el lligand monovalent (+)-70 en tamp?é
fosfats 0,1 M + 1 % de DMSO a pH = 7,0. La linia continua representa I'ajust de les dades
d’acord amb el model d’unié 1:1 i els punts representen els valors experimentals.
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Figura 51. Canvi de la fluorescéncia a 370 nm en la valoracié d’avidina (0,020 uM en
subunitats) amb el lligand monovalent (+)-98 pH = 7,0. La linia continua representa I'ajust de
les dades d’acord amb el model d’unid 1:1 i els punts representen els valors experimentals.
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Figura 52. Canvi de la fluorescéncia a 370 nm en la valoracié d’avidina (0,019 uM en

subunitats) amb el lligand monovalent (+)-78 pH = 7,0. La linia continua representa I'ajust de

les dades d’acord amb el model d’unid 1:1 i els punts representen els valors experimentals.

Ala Taula 8 s’indiquen els valors obtinguts per a les K, dels lligands amb I'avidina.

Lligand(a) Enantidbmer K, Avidina (M™) 4G (kJ-mol™) ES
)OL >1,0-10°® <-50,3
(+)-98
HN™ “NH (1,1+0,1)-10°“ -50,7 £ 0,2
N 18
1" SCOOH (-)-98 (6,0 + 1,6)-10"® -43,3+0,7
i >1,0-10°® <-50,3
(+)-78
HN™ “NH (2,2 +0,2)-10° -52,2+0,2
H—M‘H 1800
w1, COOH (-)-78 (1,2 +0,1)-10°® 34,0+ 0,3
(0]
HN)I\NH (1,3 £0,5)-10°i 2-22,3i
70 (rac) 4(b) >130
H H <1,0-10 (-33,9 £ 0,9)-
., COOH
O
HN)J\NH
H—h_Af—=H (+)-7 3,1-10"@ -42,7+0,1 6250
HN\”/N\/\/\COOH
0

Taula 8. Valors de les constants d’afinitat obtingudes pels lligands monovalents amb avidina a

pH = 7,0. L’Gltima entrada correspon al lligand monovalent de referéncia.’* @ Configuracio
relativa. ® Pel métode de valoracié espectrofotométrica competitiva amb HABA a pH = 7,0.
©) pe| metode de valoracié espectrofluorimétrica a pH = 7,0.

Dels valors obtinguts es poden treure diverses conclusions.

Primer, en aquells casos en els quals s’ha aconseguit separar els dos enantiomers

s’observa que els enantiomers (+) tenen una K, més gran que els enantiomers (-).
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Aguest fenomen també s’havia observat amb els lligands de tipus PDU (7) i DMPDU
(9).

Segon, l'augment d’afinitat tan gran que té lloc en passar de 70 (considerant
I’enantiomer de major afinitat) a (+)-78 (1700 vegades) i (+)-98 (850 vegades) sembla
indicar que la preséncia d’'una cadena lateral de determinada longitud és clau en
I'afinitat. En 70 la cadena lateral probablement no és prou llarga com perque el
carboxilat de I'extrem pugui formar interaccions per pont d’hidrogen amb els mateixos
residus amb els que ho fa la biotina amb I'avidina, mentre que en el cas de (+)-78 i (+)-
98 si que seria prou llarga com per formar-les. Per a I'avidina, la petita disminucio de la
K, en passar de (+)-78 a (+)-98 indica que la longitud optima de la cadena lateral

d’aquest tipus de lligands és de 3 metilens.

L’enantioselectivitat (ES, entesa com el quocient entre la K, major i la K, menor d’una
parella d’enantiomers) arriba a ser de 1800 en el cas del lligand 78, mentre que en el
cas del lligand 98 és només de 18. Si se suposa que aquests lligands s’uneixen al lloc
d’unié de I'avidina amb la mateixa disposicié que ho fa la biotina es pot veure que,
com en el cas de la norbiotina (Figura 8, Pagina 10), una cadena lateral amb tres
metilens és prou llarga com perqué el carboxilat pugui establir interaccions per pont
d’hidrogen amb els mateixos residus amb els que ho fa la biotina. Probablement, en el
cas del lligand 78, només el carboxilat de I'enantiomer-(+) pot formar interaccions per
pont d’hidrogen amb els residus de I'avidina, i per aixo té una enantioselectivitat tant
elevada. Aleshores, un petit augment de només un metilé en la longitud de
I’espaiador, ja fa que I'enantioselectivitat baixi molt, degut probablement al fet que els
carboxilats d’ambdds enantiomers ja poden formar interaccions per pont d’hidrogen

amb els residus de I’avidina.

Tercer, el fet de passar d’un lligand amb un grup ureido a cada cicle (lligand (+)-7) a un
lligand amb Unic grup ureido en un dels cicles (lligands (+)-78 i (+)-98) ha provocat un
augment en I'afinitat d’entre 35 i 70 vegades. Aquest augment important en I'afinitat
per al lligand (+)-78 confirma les hipotesis que es van fer a I’hora de dissenyar aquests

nous lligands amb un Unic grup ureido per al cas de la seva complexaciéo amb avidina.
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4.4.4 Determinacio de les K, dels lligands monovalents a I’estreptavidina

De la mateixa manera que es va procedir per al cas de 'avidina, es van dur a terme els
experiments de competicié per determinar les K, dels lligands monovalents a I'SAv
(Figura 53). Es va fer per als compostos (+)-78, (-)-78, (+)-98 i (-)-98, aixi com per a la
mescla racémica de 70. Es va comprovar com tots aquests provocaven una disminucio
de la banda de 500 nm en afegir-los a la solucio del complex SAv-HABA; per tant es va
confirmar que aquests compostos sén, efectivament, lligands per I'avidina i, a més,

s’uneixen al mateix lloc d’unid en el que ho fan la biotina (1) i ’'HABA (2).
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Figura 53. Variacio de I'espectre d’absorcié UV-Vis a mesura que es fan addicions del lligand
monovalent (-)-98 a una solucio d’estreptavidina i HABA en tampd fosfats 0,1 M a pH = 7,0.
Els ajustos al model matematic d’'unié monovalent per als diferents experiments de
valoracié van ser bons en tots els casos (des de la Figura 54 a la Figura 58) i, per tant,
podem excloure I'existéncia d’efectes cooperatius, interaccions no especifiques i/o

formacié de complexos oligdmerics.
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Figura 54. Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracid d’estreptavidina (1,93 uM en
subunitats) i HABA (172 uM) en tamp0 fosfats 0,1 M a pH = 7,0 amb el lligand monovalent
(+)-98 en tampd fosfats 0,1 M + 1 % de DMSO a pH = 7,0. La linia continua representa I'ajust de
les dades d’acord amb el model d’unid 1:1 i els punts els valors experimentals.
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Figura 55. Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracid d’estreptavidina (1,83 uM en
subunitats) i HABA (172 uM) en tampd fosfats 0,1 M a pH = 7,0 amb el lligand monovalent
(-)-98 en tampo fosfats 0,1 M + 1 % de DMSO a pH = 7,0. La linia continua representa I'ajust de
les dades d’acord amb el model d’unid 1:1 i els punts els valors experimentals.
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Figura 56. Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracid d’estreptavidina (1,80 uM en
subunitats) i HABA (172 uM) en tamp0 fosfats 0,1 M a pH = 7,0 amb el lligand monovalent
(+)-78 en tamp0 fosfats 0,1 M + 1 % de DMSO a pH = 7,0. La linia continua representa I'ajust de
les dades d’acord amb el model d’unid 1:1 i els punts els valors experimentals.
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Figura 57. Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracid d’estreptavidina (1,67 uM en
subunitats) i HABA (172 uM) en tampa fosfats 0,1 M a pH = 7,0 amb el lligand monovalent
(-)-78 en tampo fosfats 0,1 M + 1 % de DMSO a pH = 7,0. La linia continua representa I'ajust de
les dades d’acord amb el model d’unid 1:1 i els punts els valors experimentals.
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Figura 58. Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracid d’estreptavidina (2,74 uM en
subunitats) i HABA (172 uM) en tamp0 fosfats 0,1 M a pH = 7,0 amb el lligand monovalent
(£)-70 en tampo fosfats 0,1 M + 1 % de DMSO a pH = 7,0. La linia continua representa I'ajust de
les dades d’acord amb el model d’unid 1:1 i els punts els valors experimentals.

Ala Taula 9 s’indiquen els valors de K, obtinguts per als lligands amb I'estreptavidina.

Lligand(a) Enantidmer K, Estreptavidina (M™) 4G (kJ-mol™) ES
o 6 (b)
Py (+)-98 (8,1+0,1)-10 -38,6+0,1
HN NH
N i
NN COOH (-)-98 (8,6 +0,4)-10°® -33,210,2
Q (+)-78 (2,7 £0,2)-10°® 35,9+0,2
Py
HHN NHH 210
—MT,/\/COOH (-)-78 (1,0+0,8)-10"® 21,1£2,7
(0]
HN)]\NH (3,00,9)-10% 2-16,81
70 (rac) 3 (b) >30
H H o0 <1,0-10 (-24,9 £ 0,8)-
o
0
HN)LNH
H—f_A=H (+)-7 3,1-10° -48,4+0,2 22100
HN\”/N\/\/\COOH
0

Taula 9. Valors de les constants d’afinitat obtingudes pels lligands monovalents amb
estreptavidina a pH = 7,0. L’dltima entrada correspon al lligand monovalent de referéncia.”
(@) Configuracio relativa. ) pe| métode de valoracié espectrofotomeétrica competitiva amb HABA
apH=70. () pe| metode de valoracié espectrofluorimetrica a pH = 7,0.

Dels valors obtinguts es poden treure diverses conclusions.
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Primer, en aquells casos en els quals s’ha aconseguit separar els dos enantiomers
s’observa que els enantiomers (+) tenen una K, més gran que els enantiomers (-).

Aguesta tendencia és analoga a I'observada en el cas de 'avidina.

També, en aquest cas, té lloc un augment de I'afinitat en passar de 70 (considerant
I’enantiomer de major afinitat) a (+)-78 (90 vegades) i a (+)-98 (270 vegades). Tot i
aix0, 'augment no és tan gran com en el cas de I'avidina. Aix0 podria ser degut al
nombre d’interaccions per pont d’hidrogen que pot formar la cadena lateral amb
I’estreptavidina, que podria ser menor que les que formés amb I'avidina. En el cas dels
complexos de la biotina s’ha vist que la cadena lateral forma cinc interaccions per pont
d’hidrogen amb I'avidina i només dues amb I'estreptavidina (Figura 5, Pagina 6). De
fet, aquest ultim ((+)-98) és el lligand amb major afinitat per a I’'SAv, de manera que no
es pot descartar que un lligand amb un metilé de més a la cadena lateral tingui una

afinitat encara major per a I’'SAv.

D’altra banda, les enantioselectivitats de 78, 98 i 70 en la seva complexacié a SAv (de
210 en el millor dels casos) son inferiors a les observades en els complexos amb Av (de
1800 en el millor dels casos) i aix0 podria ser degut també al fet que el nombre
d’interaccions per pont d’hidrogen que podria formar el carboxilat del lligand amb I’Av

fos major que les que podria formar amb la SAv.

Igual que en el cas de I'Av, el lligand amb cadena lateral de tres metilens (78) també és
el que presenta major enantioselectivitat amb I'SAv, i la justificacido també podria ser
similar. Es a dir, una cadena lateral amb tres metilens probablement ja és prou llarga
com perquée el carboxilat pugui establir interaccions per pont d’hidrogen amb els
mateixos residus amb els que ho fa la biotina, perd només si I'estereoquimica és
I'adequada (enantiomer-(+)). Aleshores, un petit augment de només un metilé en la
longitud de I'espaiador, ja fa que I'enantioselectivitat baixi molt, degut probablement
al fet que els carboxilats d’ambdds enantiomers ja poden formar interaccions per pont

d’hidrogen amb els residus de I'estreptavidina.

Finalment, en el cas de I'estreptavidina, el fet de passar d’un lligand amb dos grups
ureido a cada cicle (lligand (+)-7) a un lligand amb un Unic grup ureido en un dels cicles
(Nigands (+)-78 i (+)-98) ha provocat una disminucié en l'afinitat, de manera que les

interaccions que s’estableixen entre aquests ultims i I’estreptavidina no sén tan bones
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com en el cas dels lligands de tipus diurea biciclica [3.3.1]. No obstant, s’haurien de
determinar les K, de (+)-78 i (+)-98 pel metode de fluorescéncia de manera que la

comparacio amb la K, de (+)-7 fos més significativa.
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4.5 Conclusions sobre els lligands monovalents

S’han sintetitzat tres nous lligands monovalents (78, 98, 70) amb una estructura de
tipus biciclo[3.3.1] amb una urea en un dels cicles i una cadena lateral d’acid carboxilic

de diferents longituds en I'altre cicle.

S’han determinat les constants d’afinitat dels lligands monovalents 78, 98 i 70 per a les
proteines Av i SAv i s’ha observat que, en tots els casos en els que s’han pogut separar
els enantiomers, el (+) presenta una major afinitat que el (-), tant per a I’Av com per a

I’'SAv.

En el cas de I'Av el lligand de major afinitat és el (+)-78 (K, = 2,2:10° M™%, lligand amb
cadena lateral de 3 metilens), perd per a I’'SAv és el (+)-98 (K, = 8,1-10° M™%, lligand amb
cadena lateral de 4 metilens). Aquestes afinitats son superiors a les que presentaven
les diurees bicicliques de tipus [3.3.1], només en el cas de 'avidina. Per a ambdues
proteines, el lligand que presenta majors enantioselectivitats (ES) es el lligand 78

(cadena lateral de tres metilens).
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5 Part experimental

5.1 Materials i metodes

Els dissolvents usats com a medi de reaccié han estat purificats i assecats, si calia,
N \ 1 . .
segons els metodes estandard.'”® Els dissolvents emprats en cromatografia (clorur de

metile, acetat d’etil, metanol) es van purificar per destil-lacid, excepte I’hexa.

L'avidina emprada era en forma de pols liofilitzat sense sals de la marca Invitrogen.
L'estreptavidina emprada s’ha adquirit de Sigma-Aldrich. La resta de reactius i

dissolvents es van utilitzar directament a no ser que s’especifiqui el contrari.
Les reaccions sota atmosfera inert es van dur a terme sota N, o Ar.

Les cromatografies en capa prima (CCP) es van fer utilitzant una fase estacionaria de
gel de silice sobre suport d’alumini de 0,25 mm de gruix (F254). La fase mobil és la
indicada en cada cas. Es van revelar amb llum UV (254 nm) / activitat de fluorescéncia
(365 nm) o solucié de permanganat o immersié en atmosfera de Cl, i revelat amb

solucié de 4,4’-metilenbis(N,N-dimetilanilina) (TDM) o revelador d’anisaldehid.

Per a les cromatografies en columna o flash es va utilitzar gel de silice 60

(0,040- 0,063 mm) de la marca Merck.

Els espectres de ressonancia magnética nuclear (RMN) de H (400 MHz) i *3C
(100,6 MHz) van ser registrats en un aparell Varian Mercury-400. Els dissolvents
deuterats emprats van ser els comercials. Els acoblaments es descriuen amb s (singlet)

d (doblet), t (triplet), q (quadruplet), m (multiplet) i ampla.

Els espectres d’infraroig (IR) es van enregistrar en un aparell Nicolet FT-IR 6700 en

mode ATR i en alguns casos en solucio de cloroform.

Els espectres UV-Visible es van realitzar amb un espectrofotometre CARY 500 Scan /

UV-Vis-NIR.

Els punts de fusio es van determinar mitjancant un aparell Kofler Reichert Thermovar

amb llum polaritzada.
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Els espectres de masses s’han realitzat en un aparell Hewlett-Packard 5890, utilitzant

la técnica d’electrospray d’alta resolucid.

La cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC) es va dur a terme utilitzant un aparell
Shimadzu amb bombes LC9A i LC10A i detector de diode-array. Les columnes
utilitzades van ser una Kromaphase C18 (30 x 0,46 cm @) i Kromasil C18 (15 x 4,5 cm

@). La columna amb fase estacionaria quiral va ser una Chirobiotic T (30 x 0,21 cm @).
Les mesures de pH es van dur a terme mitjancant un pH-metre Cyberscan 510.

Quant a les reaccions en microones, s’ha treballat amb I'aparell monomode MW
Biotage amb capacitat per a un reactor amb volum de 0,5-10 mL, el qual pot treballar a

un maxim de 20 barsia 250 °C.

Els valor de rotacid optica van ser mesurats a temperatura ambient (25 °C) en un
polarimetre Perkin Elmer 241 MC. Les mesures van ser preses a 589 nm (linia D del

sodi) en una cel-la de 1 dm de longitud i 1 mL de capacitat.

5.2 Lligands divalents semi-rigids

Sintesi del compost 14'%

HQN/\/\/\/

T
o

Es dissolen 5,85 g d’1,6-hexandiamina (50,3 mmol) en 15 mL d’aigua i s’afegeixen
19,05 g d’acid p-toluensulfonic (100,1 mmol) dissolts en 10 mL d’aigua obtenint-se
pH = 3. S’addicionen 50 mL d’etanol i s’agita a 25 °C durant 10 minuts. Seguidament
s’addiciona durant 15 minuts una solucié de 6,3 mL de cloroformiat de benzil
(45 mmol) en 15 mL de dimetoxieta, d’aquesta manera s’evita al maxim la possible
diproteccid. Finalitzada I’addicid, es controla el que el pH es mantingui entre 3,5 4,5
afegint solucio d’acetat de sodi al 25 % (p/v) si baixa molt, per neutralitzar el HCl que
es genera. Al cap de 60 minuts el pH és constant i es deixa 1 hora més. Passat aquest
temps s’evapora el dissolvent i el cru es redissol en aigua. Es filtra al buit obtenint-se
un solid (producte diprotegit) (555 mg). El filtrat es basifica amb solucié aquosa de

NaOH al 40 % i s’extreu amb CH,Cl, (5 x 75 mL). La fase organica s’asseca amb MgSQy,,
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es filtra i evapora. S'observa que encara queda producte diprotegit (13) que en fer més
rentats no marxa. S’obté aixi el producte (3,568 g, 14,25 mmol) amb un rendiment del

32 %, lleugerament impurificat amb diprotegit.

Cera blanca
CCP (SiO,; MeOH/NH3(35 % aq) 9:1) Rf= 0,30

'H-RMN (CDCls, 300 MHz) & (ppm) 1,31-1,51 (8H, m, CH,), 2,65 (2H, t, J = 6,6 Hz,
CH,NH,), 3,17 (2H, dt, J; = 6,6 Hz, J; = 6,6 Hz, CH,NHCbz), 4,65 (1H, s, ampla, NH), 5,08
(2H, s, CH»Ar), 7,33 (5H, m, Ar-H)

Sintesi del compost 15°
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Es dissol el compost 10 (604 mg, 2,00 mmol) en 50 mL de DMSO anhidre i s’addiciona
DPPA (844 mg, 3,01 mmol) i NEts (0,4 mL, 3 mmol). En un altre matras es dissol el
6-aminohexilcarbamat de benzil (14) (840 mg, 1,68 mmol) en 10 mL de DMSO anhidre i
s’addiciona sobre la mescla anterior a través de canula. La barreja s’agita a
temperatura ambient sota atmosfera de N, durant 2 dies. Aleshores s’evapora el
DMSO a pressio reduida. El cru de reaccid es redissol en CH,Cl, i s’extreu amb HCl 2 M
(2 x 50 mL) i NaOH aquoés al 40 % (2 x 50 mL) per tal d’eliminar sals de trietilamoni i de
DPPA. La fase organica s’asseca amb Na,SQ,, es filtra i s’evapora a sequedat i el cru
resultant es purifica per cromatografia flash (SiO,; CH,Cl,/MeOH, des de 100 % CH,Cl,
fins a 3:2). S'obté el producte desitjat impurificat amb DPPA ja que tots dos compostos
tenen una polaritat molt similar. La purificacié es pot dur a terme amb éxit per
cristal-litzacid en aigua: s’addicionen 20 mL d’aigua obtenint-se una suspensié blanca
que se centrifuga a 1500 rpm durant 10 minuts. Seguidament es dissol el solid en 600

mL d’aigua a 80 °C, es filtra en calent i es deixa cristal-litzar durant 14h a 4 °C, es
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decanta i la suspensio del fons se centrifuga. Les aiglies de la centrifugacid es poden
reconcentrar per provocar més cristal-litzacié. Finalment s’obtenen 291 mg de

producte (0,563 mmol) que representen un rendiment del 28 %.

Solid blanc
CCP (SiOy; CH,Cl,/MeOH 2:1) R;= 0,30

'H-RMN (CD;0D, 400 MHz) & (ppm) 1,24 (6H, s, CHs), 1,37 (4H, m, CH), 1,53 (6H, m,
CH,), 1,67 (2H, m, CH,), 1,77 (2H, m, CH,), 2,65 (2H, t, J = 7,2 Hz, CH,CO), 3,14 (2H, t,
J=7,2 Hz, CH,NHCbz), 3,19 (2H, t, J = 7,2 Hz, CH,NH), 4,09 (1H, s, CH), 5,09 (2H, s,
CH>Ar), 7,36 (5H, m, Ar-H)

IR v (ATR, cm™) 1129, 1254, 1455, 1538, 1651 (C=0), 1697 (C=0), 1857, 1930, 3079,
3240, 3310

HPLC (Kromasil C18 analitica, f = 0,8 mL/min, H,0/MeOH; 35:65) t, = 13,7 min

Sintesi del compost 16

(0]
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Es dissolen 62 mg (0,12 mmol) del compost 15 en 15 mL de MeOH i es purga la solucid
amb N,. S’addicionen 6 mg de Pd/C i es purga amb més N,. Es bombolleja H, durant 1
h amb forta agitacio. Després es deixa en atmosfera d’hidrogen durant 14 h. Llavors, es
comprova perqué no queda reactiu de partida per CCP. Es filtra el cru sobre Celite i
s’evapora el dissolvent, s’obtenen 42 mg (0,11 mmol) de producte, que suposen un 92

% de rendiment.
Film transparent

CCP (SiO,; MeOH/NHs(35 % aq) 9:1) R¢ = 0,35

118



Part experimental

'H-RMN (CD50D, 300 MHz) & (ppm) 1,24 (6H, s, CHs), 1,37 (4H, m, CH,), 1,53 (6H, m,
CH,), 1,67 (2H, m, CH>), 1,77 (2H, m, CH>), 2,27 (2H, t, J = 7,2 Hz, CH,CO), 2,71 (2H, t,
J=7,2 Hz, CH>-NH>), 3,21 (2H, t, J = 7,2 Hz, CH»-NH), 4,10 (1H, s, CH)

IR v (ATR, cm™) 1129, 1204, 1309, 1530, 1640 (C=0), 1692 (C=0), 2860, 2933, 3075,
3232 (ampla)

Sintesi del compost 172

F
F
///\)LOFF

Sobre una suspensid de DCC (6,126 g, 29,41 mmol) i acid 4-pentinoic (1,375 g,
13,63 mmol) en 25 mL de THF anhidre s’addicionen 4,588 g (27,61 mmol) de
2,3,5,6-tetrafluorofenol dissolts en 10 mL de THF anhidre. La mescla s’agita a
temperatura ambient i sota atmosfera de N, durant 16 h. Passat aquest temps
s’afegeix a la barreja solucié aquosa 0,1 M d’acid acetic per formar la DCU (que
precipita en el medi) corresponent a I’excés de DCC. La suspensid es filtra, i es renta el
precipitat amb més THF. El dissolvent del filtrat s’evapora a sequedat i es redissol en
hexa, on s’observa un nou precipitat (més DCU), que es torna a filtrar i rentar amb més
hexa. El filtrat es renta amb H,0 (40 mL) i la fase organica s’asseca amb MgSO0,, es filtra
i s’evapora a sequedat. S’obté un cru que es purifica per columna flash (SiO,,
hexa/AcOEt 99:1). Saillen 2,875 g de producte (11,72 mmol) que representen un 86 %

de rendiment.

Solid blanc
CCP (SiOy; hexa/AcOEt 95:5) R¢ = 0,45

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 2,56 (2H, td, J; = 6,9 Hz, Jy = 2,7 Hz,
HC=CCH,CH,), 2,90 (1H, t, J; = 2,7 Hz, HC=C), 3,00 (2H, t, J; = 6,9 Hz, CH,CH,COOAr),
7,94 (1H, tt, J; = 10,9 Hz, J; = 7,4 Hz, Ar-H)
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IR v (ATR, cm™) 1098, 1185, 1268, 1280, 1379, 1410, 1437, 1485, 1512, 1525, 1788
(C=0), 2943 3091, 3301

Sintesi del compost 18
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Es dissolen 170 mg (0,444 mmol) de I'amina 16 en 100 mL de DMF anhidra, cal sonicar
i escalfar lleugerament per acabar de dissoldre-la. D’altra banda es dissolen 175 mg
(1,60 mmol) de I'ester activat 17 en uns altres 50 mL de DMF anhidra. S’addiciona la
segona solucio sobre la primera durant 15 min i es deixa agitant sota atmosfera de N,
durant 16 h. Passat aquest temps s’evapora el dissolvent i el cru resultant es purifica
per columna flash (SiO,; AcOEt/EtOH, des de 3:7 fins a 100 % EtOH). S’obté una fraccié
que conté el producte impurificat. Aquesta es purifica per HPLC semipreparatiu
(Kromasil C18, columna semipreparativa; f = 4 mL/min; H,0/MeOH, 50:50, t, = 9 min).

Finalment s’obtenen 132 mg (0,285 mmol) que representen un 65 % de rendiment.

Solid blanc
CCP (SiO; AcOEt/MeOH 1:1) Rf= 0,40

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,06 (6H, s, CHs), 1,15-1,60 (14H, m, CH), 2,04
(2H, t, J = 6,9 Hz, CH,CONH), 2,24 (2H, t, J = 6,9 Hz, CH,CONH), 2,34 (2H, td, J;= 6,9 Hz,
Jg= 2,6 Hz, CH,C=CH), 2,74 (1H, t, J; = 2,6 Hz, C=CH), 3,07-3,25 (4H, m, CH,NHCO), 3,79
(1H, t, Jy = 4,5 Hz, CH), 6,53 (2H, d, J5 = 1,9 Hz, HNCONH), 7,01 (2H, d, Js = 1,9 Hz,
HNCONH), 7,72 (1H, t, J: = 5,5 Hz, CONH), 7,83 (1H, t, J; = 5,5 Hz, CONH)

3C-.RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz) & (ppm) 14,3, 21,2, 21,6, 25,9, 26,0, 26,1, 29,1, 29,2,
33,3, 33,8, 34,2, 35,2, 38,3, 38,4, 65,8, 69,6, 71,2, 83,8, 154,5, 170,0, 171,8

IR v (ATR, cm™) 1132, 1433, 1530, 1546, 1645 (C=0), 2872, 2934, 3082, 3245, 3408
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LRMS (ESI+) m/z 485,09 corresponent a [M+Na]", 947,38 corresponent a [2M+Na]"

HPLC (Kromasil C18 analitica, f = 0,8 mL/min, H,0/MeOH; 55:45) t, = 7,0 min

Sintesi del compost 19’

COOH

En un matras erlenmeyer es pesen 3,001 g (19,74 mmol) d’acid 3,5-diaminobenzoic i
s’addicionen en agitacio 30 mL d’H,SO4; concentrat. A aquesta solucié gris fosca
s’afegeixen 35 mL d’aigua i es posa en un bany de gel i sal a -5 °C. D’altra banda es
pesen 2,932 g (42,51 mmol) de NaNO. i es dissolen en 15 mL d’aigua que es refreda en
un bany de gel. Gota a gota s’addiciona la solucié de nitrit a la solucid sulfurica
obtenint-se una solucid ataronjada. Llavors es deixa al bany a 0 °C durant 2 h. Passat
aquest temps s’afegeixen 0,52 g (8,3 mmol) d’urea per destruir el nitrit sobrant. En
aquest punt s’addiciona gota a gota una solucié de Kl (16,46 g, 99,16 mmol), moment
en el qual s’observa la formacid d’'un precipitat marré fosc molt dens, s’afegeix més
aigua freda si cal; es deixa 1,5 h més al bany sota agitacio i després a temperatura
ambient durant 15 h. Passat aquest temps la mescla s’escalfa a 55 °C i s’aboca sobre
200 mL d’aigua freda. La suspensio resultant es filtra, el solid es renta amb més aigua
freda i es deixa assecar. Llavors es redissol en Et,0 i es renta amb una solucié aquosa
de metabisulfit de sodi al 20 % (p/v) fins que la fase aquosa sigui transparent
(4 x 100 mL). La fase organica s’evapora i asseca i es recristal-litza en tolué. S’obté aixi
el producte desitjat lleugerament impurificat (2,884 g, 7,712 mmol, 39 %) pero prou

pur per continuar amb la sintesi.

Solid marro

CCP (THF) Ry = 0,70

IR v (ATR, cm™) 1280, 1396, 1439, 1691 (C=0), 2523, 2638, 2821 (ampla)
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Sintesi del compost 20

COOMe

En 10 mL de MeOH es dissolen 1,034 mg (2,771 mmol) d’acid 3,5-diiodobenzoic 19.
S’addicionen 1,2 mL (21 mmol) d’acid sulfiric concentrat gota a gota i la mescla es
porta a reflux protegit de la humitat durant 4 hores. A continuacié la mescla es
neutralitza amb solucié saturada de NaHCOs i s’extreu amb CH,Cl, (3 x 50 mL). Les
fases organiques combinades s’assequen amb MgSQ,, es filtren i s’evapora el

dissolvent, s’obté el producte (1,05 g, 2,71 mmol) amb un rendiment del 98 %.

Solid marro
CCP (SiO,; AcOEt) Rf=0,75

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) 6 (ppm) 3,92 (3H, s, CHs), 8,23 (1H, t, J = 1,6 Hz, Ar-H), 8,32
(1H, d, J = 1,6 Hz, Ar-H)

IR v (ATR, cm™) 1262, 1412, 1431, 1542, 1710 (C=0), 2104, 2950, 3061

Sintesi del compost 21

COOMe
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Purgant amb argo

Es dissolen 10,36 mg (0,02671 mmol) de 3,5-diiodobenzoat de metil (20), 25,46 mg
(0,05503 mmol) de I'alqui 18, 0,95 mg (0,0014 mmol) de PdCl,(PPhs), 1,36 mg de PPh;
(0,0052 mmol) i 0,48 mg de Cul (0,0025 mmol) en 3 mL de DMSO. La solucié es
bombolleja amb argd durant 25 minuts, llavors s’addicionen 24 pL de NEt3 (0,17 mmol)

i la mescla s’agita sota atmosfera d’argd a temperatura ambient. Se segueix I'evolucié
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per "H-RMN i s’observa que a les 48 h ja no queda material de partida. El dissolvent
s’evapora i el cru es purifica per columna flash (SiO,; AcOEt/MeOH, des de 1:1 fins a
100 % MeOH). S’obté una fraccid6 mescla de producte més subproducte
d’homoacoblament (22). Aquests se separen per HPL semipreparatiu (Kromasil C18,
columna semipreparativa; f=4 mL/min; H,0/MeOH, 35:65, t;22=3,9 — 7,3 min,
tr21)= 7,8 — 10,9 min). S’aillen aixi 2,7 mg de producte (0,0026 mmol, 10 % rendiment) i
9,9 mg de subproducte 22 (0,011 mmol, 39 % de rendiment).

Desgasant la solucio

En un matras tipus Schlenk es dissolen 42,4 mg (0,109 mmol) de 3,5-diiodobenzoat de
metil (20), 100 mg (0,216 mmol) de I'alqui 18, 3,8 mg (0,0054 mmol) de PdCl,(PPhs),
6,0 mg de PPhs (0,023 mmol) i 2,0 mg de Cul (0,011 mmol) en 4 mL de DMSO-ds. El
matras es tanca i es fa el buit per tal de treure 'O, de la solucié i es purga amb argg,
tot repetint aquest cicle diverses vegades per tal d’assegurar que no queda aire dissolt
a la mescla. Finalment s’afegeix la NEt; a través del séptum (100 uL, 0,714 mmol) i la
mescla s’agita a 55 °C sota atmosfera d’argd. La reaccié se segueix per ‘H-RMN,
passats 4 dies ja no s’observa la presencia de material de partida i s’evapora el
dissolvent. El cru es purifica per columna flash (SiO,; AcOEt/MeOH/DMSO, de 2:1:0 a
1:2:0,1 a 0:1:1 fins a 100 % DMSQO) i s’obté una fraccié que conté el producte desitjat i
el subproducte d’homoacoblament 22. El producte es purifica per HPLC
semipreparatiu  (Kromasil ~C18, columna  semipreparativa; f=4 mL/min;
H,0/MeOH/DMSO, 35:65:2, t.=10,5 min). S‘obtenen 32,1 mg (0,0304 mmol) que

suposen un 28 % de rendiment.

Solid blanc
CCP (SiO,; AcOEt/MeOH 1:2) Rf= 0,20

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,05 (12H, s, CHs), 1,15-1,60 (28H, m, CH,), 2,04
(4H, t, J = 6,9 Hz, CCH,CH,CH,CH,CONH), 2,35 (4H, t, J = 7,0 Hz, CH,CH,C=C), 2,63 (4H,
t, J = 7,0 Hz, CH,CH,C=C), 2,96 (4H, m, CCH,CH,CH,CH,CONHCH,), 3,04 (4H, m,
CH,NHCOCH,CH,C=C), 3,80 (1H, t, J = 4,5 Hz, CH), 3,85 (3H, s, COOCH;), 6,53 (4H, s,
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NHCONHCCH,), 7,05 (4H, d, J = 4,5 Hz, NHCONHCH), 7,54 (1H, t, J = 1,6 Hz, Ar-H), 7,70
(2H, t, J = 5,5 Hz, CH,CH,CH,CONH), 7,80 (2H, d, J = 1,6 Hz, Ar-H), 7,93 (2H, t, J = 5,4 Hz,
C=CCH,CH,NHCO)

3C-RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz) & (ppm) 15,4, 21,2, 21,6, 26,0, 26,1, 26,1, 29,1, 29,2,
33,3, 33,8, 34,2, 35,2, 38,3, 38,5, 52,6, 65,8, 69,6, 78,8, 92,1, 124,2, 130,6, 131,0,
137,5, 154,6, 164,9, 170,0, 171,9

IR v (ATR, cm™) 1015, 1125, 1233, 1631 (C=0), 1642 (C=0), 1649 (C=0), 1657 (C=0),
1692 (C=0), 2853, 2942, 3248

MALDI-MS m/z 1079,6 corresponent a [M+Na]"
HPLC (Kromasil C18 analitica, f = 0,8 mL/min, H,0/MeOH; 40:60) t, = 9,8 min

UV-Vis (Amax (nm), MeOH) 240 (¢ = 38553 cm™*M™), 254 (¢ = 22029 cm™*M™?)

Subproducte 22:

Solid blanc

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,06 (12H, s, CHs), 1,15-1,60 (28H, m CH,), 2,05
(4H, t, J = 6,5 Hz, CH,CH,CH,CH,CONH), 2,25 (4H, t, J = 7,2 Hz, CH,CH,C=C), 2,47 (4H,
m, CH,CH,C=C), 3,01 (8H, m, CH,NHCO), 3,80 (1H, t, J: = 4,5 Hz, CH), 6,54 (2H, s,
HNCONH), 7,05 (2H, s, HNCONH), 7,77 (1H, m, CONH), 7,90 (1H, m, CONH)

MALDI-MS m/z 945,6 corresponent a [M+Na]"

124



Part experimental

Sintesi del compost 24
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Es dissolen 37,4 mg (0,0354 mmol) de I'ester 21 en una dissolucié de 45 mg de KOH
(0,80 mmol) en 20 mL de MeOH i 5 mL d’H,0. La solucio es porta a reflux suau. Al cap
de 3 h I'analisi de la mescla per CCP i HPLC analitic no mostra presencia de material de
partida. El dissolvent s’evapora i s’acidifica el cru amb HClI 1 M (aprox. 10 mL) fins que
s’observi una terbolesa persistent. La suspensid es recristal-litza afegint més aigua
(40 mL) i MeOH si cal (400 uL en total), escalfant a 95 °C. Després de deixar precipitar
el producte durant 16 h la barreja se centrifuga i s’obté aixi un solid corresponent al
producte, que es liofilitza i s’asseca. Les aiglies mares s’evaporen i es tornen a
recristal-litzar, aquest procés es repeteix diverses vegades fins que no s’indueix més
precipitacié. S'obtenen, combinant els diversos productes de les recristal-litzacions,

28,0 mg de producte (0,0245 mmol) que representen un 70 % de rendiment.

Solid blanc
CCP (SiO,; AcOEt/MeOH 1:2) Rf= 0,35

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,05 (12H, s, CHs), 1,15-1,60 (28H, m, CH,), 2,04
(4H, t, J = 6,8 Hz, CH,CONHCH,CH,CH,), 2,34 (4H, t, J = 7,1 Hz, CH,CH,C=C), 2,63 (4H, t,
J=7,1 Hz, CH,CH,C=C), 2,98 (4H, dd, Js = 12,6 Hz, Js = 66 Hz
CONHCH,CH,CH,CH,DMPDU), 3,04 (4H, dd, Jy = 12,6 Hz Js = 66 Hz
CH,NHCOCH,CH,C=C), 3,80 (1H, t, J = 4,5 Hz, CH), 6,56 (4H, s, NHCONHCCH,), 7,05 (4H,
d, J4 = 4,5 Hz, NHCONHCH), 7,51 (1H, t, J = 1,5 Hz, Ar-H), 7,70 (2H, t, J=5,5 Hz,
CH,CH,CH,CONH) 7,78 (2H, d, J = 1,5 Hz, Ar-H), 7,92 (2H, t, J = 55 Hz,
C=CCH,CH,CONH)

3C-RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz) & (ppm) 15,4, 21,2, 21,6, 26,0, 26,1, 26,1, 29,1, 29,2,
33,3, 33,8, 34,3, 35,2, 38,3, 38,5, 65,8, 69,7, 79,0, 91,8, 124,0, 130,2, 131,8, 137,1,
154,6, 166,0, 170,1, 171,9
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IR v (ATR, cm™) 1129, 1204, 1437, 1539, 1652 (C=0), 1698 (C=0), 2857, 2932, 3080,
3246 (ampla)

HRMS (ESI+) m/z Calculada per Cs3H77N1,019 [M-H] 1041,5891, trobada 1041,5862
UV-Vis (Amax (nm), MeOH) 240 (¢ = 44600 cm™*M™), 254 (¢ = 25800 cm™*M™)
P¢ (°C) 191-192

Analisi elemental Cs3H7gN1;019:2MeOH-2H,0 + 3 % mateéria inert calculat (%): 56,09 C,
7,70 H, 14,27 N. Trobat (%): 56,30 C, 7,68 H, 14,23 N

Sintesi del compost 26'%

H
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Es prepara una dissolucié de 43,045 g de p-TsOH (220,66 mmol) en 25 mL d’H,0.
D’altra banda es dissolen 10,026 g (113,73 mmol) d’1,4-butandiamina en 35 mL més
d’H,0. S’aboca la primera solucié sobre la segona i a |la barreja se li afegeixen 110 mL
d’EtOH i indicador de verd de bromocresol (solucié de color groc). Es dissolen 26 mL de
cloroformiat de benzil (180 mmol) en 60 mL de dimetoxieta i s’afegeixen a la solucid
de I'amina gota a gota durant 45 min mitjancant un embut d’addicid. Durant el temps
que dura I'addicié i durant 45 min més es va controlant que el pH es mantingui entre
3,5 i 4 afegint, si cal, solucié d’acetat de sodi al 25 % (p/v). Una vegada el pH roman
estable la suspensid formada es filtra, s’obté un solid (producte de diproteccid) i el
filtrat es basifica amb NaOH al 40 % (p/v) fins pH aproximadament 9. Aquesta fase
aquosa s’extreu amb tolue (3 x 100 mL), les fases organiques combinades s’assequen
amb MgS0,, es filtren i s’evapora el dissolvent. S’aillen 4,425 g (19,91 mmol) de

producte (18 % de rendiment)

Cera blanca

CCP (SiO,; EtOH/NHs(35 % aq) 9:1) Re = 0,40
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'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,31-1,50 (4H, m, CH,), 2,54 (2H, m, CH,NH,),
2,99 (2H, dd, J; = 6,6 Hz, J; = 12,8 Hz, CH,NHCbz), 4,59 (1H, s, ampla, NH), 5,0 (2H, s,
CH,Ar), 7,31 (5H, m, Ar-H)

IR v (ATR, cm™) 1136, 1237, 1452, 1529, 1685 (C=0), 2857, 2935, 3328

Sintesi del compost 28

o)

0
HNWN/\/\/NHCW
N N H
o)
Es dissolen 4,408 g de 4-aminobutilcarbamat de benzil (26) (19,83 mmol) i 4,289 g
(14,16 mmol) del lligand 10 en 200 mL de DMSO anhidre. Seguidament s’addicionen
6,5 mL de DPPA (28 mmol) i 6,0 mL de NEt; (42 mmol). La mescla s’agita a temperatura
ambient sota atmosfera de N,. Se segueix 'evolucié de la reaccié mitjancant *H-RMN
d’aliquotes i es comprova que passades 65 h no queda material de partida. Llavors, el
dissolvent s’evapora i el cru resultant s’asseca a baixa pressidé per assegurar que no
quedi DMSO. La barreja resultant es recristal-litza en H,0 acidificada amb AcOH a
95 °C. Després de deixar refredar la solucido s’obté un precipitat que se separa per
centrifugacié. Aquest solid correspon al producte (1,449 g, 2,966 mmol, 21 % de

rendiment).
Solid blanc
CCP (SiO,; CH,Cl,/MeOH 3:1) Rf= 0,40

"H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,05 (6H, s, CHs), 1,43 (10H, m, CH,), 2,04 (2H, t,
J = 6,7 Hz, CH,CONH), 2,99 (4H, m, CH2NH), 3,79 (1H, t, J = 4,4, CH), 5,00 (2H, s, CH.Ph),
6,51 (2H, s, NHCONHCH), 7,00 (2H, d, J = 4,4 Hz, NHCONHCH), 7,24 (1H, t, J = 5,4 Hz,
NHCOOBN), 7,34 (5H, m, Ar-H), 7,73 (1H, t, J = 5,4 Hz, NHCOCH,)

B3C.RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz) & (ppm) 21,2, 21,6, 26,0, 26,6, 26,9, 33,3, 33,8, 35,2,
38,1, 39,2, 65,1, 65,8, 69,6, 127,7, 128,3, 137,3, 154,5, 156,1, 171,9
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IR v (ATR, cm™) 1124, 1244, 1454, 1526, 1635 (C=0), 1660 (C=0) 1732 (C=0), 2939,
3064, 3238, 3361

LRMS (ESI+) m/z 511,15 corresponent a [M+Na]", 999,44 corresponent a [2M+Na]*

Sintesi del compost 29

N/\/\/NHZ
H

o}
HN)kNH o
HN _ _NH
bl
o}
Es dissolen 104 mg (0,213 mmol) del compost 28 en 15 mL de MeOH i es purga la
solucié amb N,. S’addicionen 10 mg de Pd/C i es purga amb més N,. Es bombolleja H,
durant 1 h amb forta agitacid. Després es deixa en atmosfera d’hidrogen durant 16 h.
Llavors, es comprova perqué no queda reactiu de partida per CCP. Es filtra el cru sobre
Celite i s’evapora el dissolvent, s’obtenen 85 mg (0,24 mmol) de producte

lleugerament impurificat, pero prou pur per continuar endavant amb la sintesi.

Film transparent
CCP (SiO,; MeOH/NH3(35 % aqg) 9:1) Rf= 0,15

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,06 (6H, s, CH3), 1,3-1,6 (10H, m, CH,), 2,04
(2H, t, J = 7,0 Hz, CH,CONH), 2,47 (2H, m, CH;NH,) 3,01 (2H, dt, Jy = 6,5, J; = 6,4 Hz,
CONHCH,), 3,79 (1H, t, J; = 4,5 Hz, CH), 6,52 (2H, m, NHCONH), 7,01 (2H, m, NHCONH),
7,76 (1H, t, J = 6,5 Hz, CONHCH,)

IR v (ATR, cm™) 1127, 1199, 1456, 1520, 1644 (C=0), 1683 (C=0), 2930, 3067, 3226
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Sintesi del compost 30

0
HN)kNH H =
HNWH/\/\/ E(\/

g

o)
Es dissolen 65 mg (0,18 mmol) de I'amina 29 en 35 mL de DMF anhidra, sonicant i
escalfant. D’altra banda, es prepara una dissolucid de I'ester activat 17 (69 mg,
0,28 mmol) en 7 mL de DMF anhidra. S’addiciona la segona solucid sobre |la primera via
canula i la mescla s’agita a temperatura ambient sota atmosfera de N,. Passades 16 h
es comprova que la reaccié encara no és complerta i s’afegeixen 22 mg (0,089 mmol)
més d’ester activat i s’escalfa la mescla a 40 °C, al cap de 2 h es comprova per CCP que
no avanca més. S’addicionen 39 pL de DIPEA (0,22 mmol) i es deixa reaccionar durant
16 h. Passat aquest temps ja no s’observa material de partida, llavors s’evapora la DMF
i el cru es purifica per columna flash (SiO,; AcOEt/EtOH, des de 1:1 fins a 100 % EtOH).
S’obté una fraccid que conté el producte impurificat amb gel de silice, aquest es
purifica per HPLC semipreparatiu (Kromasil C18, columna semipreparativa;
f =4 mL/min; H,O/MeOH, 60:40, t, = 8,5 min). S’'obtenen 38 mg (0,087 mmol) de

producte (71 % de rendiment).
Solid blanc
CCP (SiO; AcOEt/EtOH 1:1) Rf= 0,25

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,06 (6H, s, CHs), 1,30-1,60 (10H, m, CH), 2,04
(2H, t, J = 6,9 Hz, CCH,CH,CH,CH,CONH), 2,24 (2H, t, J = 6,9 Hz, CH,CH,C=CH), 2,34 (2H,
td, Jy = 6,9 Hz, J4 = 2,6 Hz, CH,CH,C=CH), 2,73 (1H, t, J= 2,6 Hz, CH,CH,C=CH) 3,02 (2H,
m, CONHCH,), 3,80 (1H, t, J = 4,5 Hz, CH), 6,58 (2H, s, NHCONH), 7,06 (2H, s, NHCONH),
7,76 (1H, t,J = 5,5 Hz, CONH), 7,87 (1H, t, J = 5,5 Hz, CONH)

3C-.RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz) & (ppm) 14,3, 21,2, 21,6, 26,0, 26,6, 26,7, 33,3, 33,8,
34,2, 35,2, 38,1, 38,3, 65,8, 69,7, 71,3, 83,8, 154,7, 170,1, 172,0

IR v (ATR, cm™) 1025, 1130, 1436, 1523, 1641 (C=0, ampla), 2255, 2930, 3070, 3323
HRMS (ESI+) m/z Calculada per C>1H34NgNaO4 [M+Na]" 457,2534, trobada 457,2551

HPLC (Kromasil C18 analitica, f = 0,8 mL/min, H,0/MeOH; 60:40) t, = 7,3 min
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Sintesi del compost 31

COOMe
0 0
AN N 0 H — N H 2 NN
W/\/\/U\N/\/\/N = S N\/\/\NJ\/\/\MH
N N H ol 0 H N N
0 0

Via reaccié de Sonogashira

En un matras Schlenk es dissolen 42,6 mg (0,110 mmol) de 3,5-diiodobenzoat de metil,
100 mg de I'alqui 30 (0,230 mmol), 2,2 mg de Cul (0,012 mmol), 4,0 mg de PdCl,(PPhs),
(0,057 mmol) i 6,0 mg de PPh3 (0,023 mmol) en 3,5 mL de DMSO-dg. El matras es tanca
i es fa el buit per tal de treure 'O, de la solucié i es purga amb argé. Llavors s’addiciona
la NEt3 (97 uL, 0,69 mmol) i s’agita la mescla a 50 °C. L'aveng de la reaccid se segueix
per 'H-RMN i es comprova que passades 16 h ja no s’observa preséncia de material de
partida. S’evapora el dissolvent i el cru es purifica directament per HPLC
semipreparatiu (Kromasil C18, columna semipreparativa; f=4 mL/min; H,0/MeOH,
41:59, t, = 10,6 min). S’obtenen aixi 65,5 mg de producte (0,0654 mmol) que

representen un rendiment del 60 %.

Via acoblament amb I’ester activat

Es dissolen 101 mg (0,162 mmol) del producte 32 i 158 mg de I'amina 29 (0,446 mmol)
en 17 mL de DMSO anhidre i seguidament s’addicionen 75 pL de DIPEA anhidra (0,43
mmol). S’agita la mescla a 50 °C sota atmosfera inert de N,. Al cap de 16 h un control
per CCP indica que encara no ha acabat la reaccid i s’afegeixen 20 uL de DIPEA més
(0,11 mmol). Passades 72 h en total s’evapora el dissolvent i la mescla es dissol en una
barreja de MeOH/H,0 6:4 (23,8 mL). S'observa que part no és soluble i se separen
sobrenedant de precipitat. Es torna a repetir 'operacié amb aquest precipitat obtingut
i els sobrenedant s’ajunten i s’evaporen a sequedat. De la mescla resultant s’ailla el
producte per HPLC semipreparatiu (Kromasil C18, columna semipreparativa;
f =4 mL/min; H,0/MeOH, 41:59, t, = 10,6 min). S’obtenen 129 mg (0,129 mmol), que

representen un 80 % de rendiment.
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Solid blanc

CCP (SiO,; ACOEt/MeOH 1:2) R¢= 0,15

'H-RMN (DMSO-dg, 400 MHz) 6 (ppm) 1,05 (12H, s, CHs), 1,15-1,60 (20H, m, CH,), 2,02
(4H, t, J = 6,7 Hz, CCH,CH,CH,CH,CONH), 2,34 (4H, t, J = 7,2 Hz, CH,CH,C=C), 2,61 (4H,
t, J = 7,2 Hz, CH,CH,C=C), 2,97 (4H, m, CCH,CH,CH,CH,CONHCH,), 3,04 (4H, m,
CH,NHCOCH,CH,C=C), 3,78 (1H, t, J = 4,5 Hz, CH), 3,85 (3H, s, COOCH;), 6,58 (4H, s,
NHCONHCCH,), 7,05 (4H, m, NHCONHCH), 7,53 (1H, t, J = 1,6 Hz, Ar-H), 7,71 (2H, t,
J=5,6 Hz, CH,CH,CH,CONH), 7,77 (2H, d, J = 1,6 Hz, Ar-H), 7,93 (2H, t, J = 5,6 Hz,
C=CCH,CH,NHCO)

3C-.RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz) & (ppm) 15,4, 21,2, 21,6, 26,0, 26,7, 26,7, 33,3, 33,8,
34,2, 35,2, 38,1, 38,3, 52,6, 65,8, 69,6, 78,7, 92,2, 124,2, 130,6, 130,9, 137,5, 154,7,
164,9, 170,1, 171,9

IR v (ATR, cm™) 1121, 1236, 1435, 1515, 1643 (C=0, ampla), 1726, 2324, 1931, 3246
MALDI-MS m/z 1023,6 corresponent a [M+Na]"

HPLC (Kromasil C18 analitica, f = 0,8 mL/min, H,0/MeOH; 41:59) t, = 7,3 min

UV-Vis (Amax (nM), MeOH) 240 (¢ = 48400 cm™*M™), 254 (¢ = 27000 cm™*M™)

Sintesi del compost 32

COOMe
F F
F o Z X o F
F O ©
F F

En un balé de tres boques es pesen 803 mg (2,07 mmol) del 3,5-diiodobenzoat de
metil (20), 1274 mg (5,175 mmol) de l'ester activat (17), 72 mg (0,10 mmol) de
PdCl,(PPhs),, 39 mg (0,20 mmol) de Cul i 107 mg (0,195 mmol) de PPhs. El sistema es
proveeix d’'un refrigerant tipus Liebig i es purga amb argd. S’addicionen seguidament,

60 mL de THF anhidre i 1,88 mL (13,4 mmol) de NEts. La mescla s’agita a temperatura
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de reflux. L'evolucié se segueix per CCP i al cap de 16 h s’observa que encara queda
material de partida. S’afegeix 1 mL de NEtz més (7 mmol). Passades 72 h s’observa que
no queda material de partida, pero es detecten traces del subproducte de
monosubstitucid (33). El cru es filtra sobre Celite i es renta amb Et,0. La barreja es
purifica per cromatografia flash (SiO,; hexa/AcOEt, de 98:2 fins a 9:1). S'obté el

producte amb un millorable 31 % de rendiment (405 mg, 0,649 mmol).

Solid blanc
CCP (SiOy; hexa/AcOEt 8:2) Rf = 0,40

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 2,86 (4H, t, J = 6,8 Hz, CH,CH,COAr), 3,13 (2H, t,
J = 6,8 Hz, CH,COAr), 3,85 (3H, s, CHs), 7,57 (1H, t, J = 1,6 Hz, Ar-H), 7,84 (2H, d,
J=1,6 Hz, Ar-H), 7,93 (1H, tt, J, = 10,9 Hz, J; = 7,4 Hz, TFP-H)

BC.RMN (DMSO-dg, 100,6 MHz) 6 (ppm) 14,7, 32,1, 52,5, 79,2, 90,4, 104,5, 123,9,
130,7, 131,2, 137,5, 139,9, 145,6, 164,7, 168,2

IRv (ATR, cm™) 1107, 1236, 1487, 1521, 1717, 1780, 2841, 2923, 2955, 3063

LRMS (ESI+) m/z 642,12 Corresponent a [M+NH,4]"

COOMe

Subproducte 33:

Oli groc
CCP (SiO;; hexa/AcOEt 9:1) R = 0,30

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) 2,88 (2H, t, J = 6,8 Hz, CH,), 3,01 (2H, t, J = 6,8 Hz,
CH,), 3,70 (3H, s, CHs), 7,01 (1H, m, TFP-H), 7,91 (1H, t, J = 1,6 Hz, Ar-H), 8,02 (1H, t,
J=1,6 Hz, Ar-H), 8,28 (1H, t, J = 1,6 Hz, Ar-H)

LRMS (ESI+) m/z 528,96 corresponent a [M+Na]"
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Sintesi del compost 25

COOH
(0] (0]
HNJ\NH 2 H = \ H o HNJ\NH
MH/\/\)H\,/\/\/N Z N N\/\/\NJ\/\/\W
HN\ﬂ/NH H (0] (0] H HN\H/NH
0 0

Es dissolen 115,8 mg de I'ester 31 (0,1157 mmol) en 15 mL de MeOH i una dissolucid
de 115 mg de KOH (2,05 mmol) en 3 mL d’aigua. La mescla s’agita a reflux. Després de
16 h s’observa, mitjancant un analisi d’'una aliquota de la barreja de reaccié per HPLC,
gue no queda material de partida. El dissolvent s’evapora i es redissol en HCI 0,2 M fins
pH entre 1i2 (25 mL) perd no s’observa cap precipitat. S’evapora el dissolvent un altre
cop i el cru es recristal-litza en H,0, en refredar s’observa I'aparicié d’'un solid que
precipita. Les aiglies mares se separen del solid i s’evaporen i assequen. El solid es
torna a recristal-litzar, precipitar i centrifugar. S'obtenen, després de liofilitzar-lo,
65 mg de producte (0,066 mmol), que representen un 57 % de rendiment (sense

recuperar més producte de les aiglies mares)

Solid blanc
CCP (SiO,; AcOEt/MeOH 1:2) Rf= 0,20

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,05 (12H, s, CHs), 1,20-1,60 (20H, m, CH,), 2,02
(4H, t, J = 6,9 Hz, CCH,CH,CH,CH,CONH), 2,34 (4H, t, J = 7,2 Hz, CH,CH,C=C), 2,61 (4H,
t, J = 7,2 Hz, CH,CH,C=C), 2,97 (4H, m, CONHCH,CH,CH,CH,DMPDU), 3,02 (4H, m,
CH,NHCOCH,CH,C=C), 3,78 (1H, t, J = 4,5 Hz, CH), 6,54 (4H, d, J = 2,1 Hz
NHCONHCCH,), 7,03 (4H, dd, Jy = 4,4 Hz, J = 2,1 Hz, NHCONHCH), 7,50 (1H, t, J = 1,6 Hz,
Ar-H), 7,70 (2H, t, J = 5,7 Hz, CH,CH,CH,CONH) 7,77 (2H, d, J = 1,6 Hz, Ar-H), 7,92 (2H, t,
J = 5,4 Hz, C=CCH,CH,CONH)

3C-.RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz) & (ppm) 15,4, 21,2, 21,6, 26,0, 26,7, 26,7, 33,3, 33,8,
34,2, 35,2, 38,1, 38,3, 65,8, 69,6, 78,8, 91,8, 124,0, 131,1, 131,8, 137,1, 154,6, 165,0,
170,1,171,9

IR v (ATR, cm™) 1124, 1200, 1439, 1522, 1645 (C=0, ampla), 2944, 3255
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HRMS (ESI+) m/z Calculada per CagHgoN1,010 [M+Na]* 985,5265, trobada 985,5278

HPLC (Kromasil C18 analitica, f = 0,8 mL/min, H,0/MeOH; 41:59) t, = 5,0 min

5.3 Procediment general de les valoracions espectrofotometriques

competitives dels lligands divalents

Les valoracions espectrofotomeétriques competitives es van dur a terme en una cel-la
de petit volum inicial (aprox. 80 pL) i d’1 cm de pas de llum. Es van addicionar aliquotes
de dissolucions de lligand (entre 0,7 i 1,8 uM) en tampé fosfats 0,1 M de pH = 7,0 amb
un 1 % de DMSO sobre una dissolucio de proteina (entre 0,7 i 1,4 uM en
bis-subunitats) i HABA 112 uM en tampo fosfats 0,1 M a pH = 7,0. Es va enregistrar
I’espectre d’absorcid entre 200 i 800 nm després de cada addicié i homogeneitzacié de
la barreja. Els valors de I'absorbancia a 500 nm després de cada addicid es van ajustar
per minims quadrats als valors calculats segons el model d’unié divalent 1:1 (Apartat

3.4.1.1, Pagina 47) i, d’aqui es van obtenir els valors de les constants d’afinitat.

5.4 Lligands monovalents quirals

Sintesi del compost 37

(0]

¢/ONHPh

HN\H/

o)

Es dissolen 192 mg (1,20 mmol) de 4-acetamidociclohexanona (36) i 10,4 mg
(0,0910 mmol) d’L-prolina en 2,7 mL de DMF. La solucié es refreda en un bany de
gel-aigua-sal a -10 °C. D’altra banda es prepara una dissolucié de 67 mg de
nitrosobenze (0,610 mmol) en 1 mL de DMF. Aquesta ultima s’addiciona sobre la
primera sota agitacié constant durant 3 h mantenint la baixa temperatura. Passat
aquest temps la barreja es deixa agitant 1 h fins que arriba a 0 °C. Llavors, s’addiciona
solucié aquosa saturada de NH4Cl i s’extreu amb AcOEt (3 x 10 mL) Les fases

organiques combinades s’assequen amb MgSQ,, es filtren i s’evaporen. El cru obtingut
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es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH 97:3). S'obtenen dues fraccions
corresponents a cada un dels diasteredomers (A i B sense assignar) del producte desitjat
37 (una de 54 mg, 0,204 mmol, 33 % de rendiment i una altra de 29 mg, 0,112 mmol,

18 % de rendiment), aixi com una fraccié corresponent al subproducte 38.

Diastereomer A:

Oli groguenc
CCP (SiO,, AcOEt) Rf=0,20

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,50 - 1,70 (1H, m, CHH), 1,82 (1H, m, CHH),
1,99 (3H, s, CHs), 2,27 (1H, m, CHH), 2,49 (1H + 1H, m, CHH + CHH), 2,65 (1H, m, CHH),
4,42 (1H, m, CHNHCOCH:;), 4,49 (1H, dd, Jg = 12,2 Hz, J4 = 6,2 Hz, CHONHPh), 5,53 (1H,
d, J = 7,7 Hz, CHNHCOCH3), 6,90 - 7,30 (5H, m, Ar-H), 7,77 (1H, s, ONHPh)

Diastereomer B:

Oli groguenc
CCP (SiO,, AcOEt) Rf=0,20

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,90 - 2,00 (1H, m, CHH), 2,04 (3H, s, CHs), 2,13
(1H, m, CHH), 2,29 (1H + 1H, m, CHH + CHH), 2,44 (1H, m, CHH), 2,67 (1H, m, CHH),
4,38 (1H, dd, J4 = 8,7 Hz, J4 = 5,5 Hz, CHONHPh), 4,52 (1H, m, CHNHCOCHs), 5,59 (1H, d,
J = 4,0 Hz, CHNHCOCH3), 6,80 - 7,30 (5H, m, Ar-H), 7,60 (1H, s, ONHPh)

Subproducte 38:
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Oli groguenc
CCP (SiO,, AcOEt) Rf=0,30

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,90 (1H, m, CHH), 2,00 (2H, m, CHs), 2,33 (1H,
m, CHH), 2,55 (1H, m, CHH), 2,70 (1H, m, CHH), 4,96 (1H, m, CHNHCOCHs), 5,65 (1H, d,
J = 7,4 Hz, NHCOCHs), 6,26 (1H, d, J; = 3,8 Hz, C=CH), 6,44 (1H, ampla, NHPh),
6,80 - 7,30 (5H, m, Ar-H)

LRMS (ESI+) m/z 267,12 corresponent a [M+Na]"

Intents de sintesi del compost 39**°

OH

HN\H/

)

Es dissolen 15 mg (0,057 mmol) del compost 37 (mescla dels dos diastereomers) en
1 mL de MeOH i es porta la barreja a 0 °C. A part, es prepara una suspensio de CuSQ,
(3,0 mg, 0,019 mmol) en 0,4 mL de MeOH. Aquesta ultima s’addiciona sobre la
primera. La barreja resultant s’agita durant 16 h a 5 °C. Passat aquest temps,
s’addiciona solucié aquosa saturada de NH4Cl i s’extreu amb CH,Cl, (1 x 15 mL) i AcOEt
(3 x 15 mL). Les fases organiques combinades s’assequen amb MgSQ,, es filtren i
s’evaporen. S’obté una mescla complexa on no es detecta ni material de partida ni

producte esperat.

Sintesi del compost 40"

*NH5CI”

Es dissolen 8,568 g (55,2 mmol) de 4-acetamidocilohexanona en 400 mL d’una

dissolucid 6 M de HCl. Aquesta solucié es porta a reflux i es manté aixi durant 16 h.
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Seguidament s’evapora el dissolvent i el solid resultant s’asseca al buit. L’analisi
1 ., . . . .

d’aquest cru per "H-RMN revela una conversié quantitativa del material de partida en

producte i cap altra impuresa organica. S’obté aixi el producte en forma de solid marré

(10,920 g, puresa del 75 %, 55,77 mmol).

Solid marro
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH/NHs(35 % aq) 8:2:0,2) Rf =0,70

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,80 (2H, m, CHHCHNH;CHH), 2,20 (2H, m,
CHHCHNHsCHH), 2,29 (2H, m, CHHCOCHH), 2,44 (2H, m, CHHCOCHH), 3,49 (1H, m,
CHNHs), 8,38 (3H, ampla, NHs)

IR v (ATR, cm™) 1146, 1483, 1707 (C=0), 2049, 1949 (ampla)

Sintesi del compost 35

HN\H/H\TS
o
Una dissolucio de 3,000 g (15,0 mmol) del compost 40 en 100 mL CH,Cl, anhidre es
refreda a 0 °C en un bany de gel. Seguidament se |i afegeix isocianat de
p-toluensulfonil (3,4 mL, 21,0 mmol) i NEt3 anhidra (4,6 mL, 33,0 mmol). La reaccid
s’agita a temperatura ambient durant 16 h sota atmosfera de N,. Llavors la reaccié
s’atura mitjancant I'addicié d’una dissolucié tampd de pH = 5. La barreja s’extreu amb
més CH,Cl, (5 x 100 mL), les fases organiques combinades s’assequen amb Na,S0,, es
filtren i s’evaporen. El cru resultant es purifica per cromatografia en columna flash
(SiO,, CH,Cl,/MeOH 98:2). S’obtenen 3,294 g (10,62 mmol) del producte desitjat en
forma de solid blanc, que representen un 71 % del rendiment. S’ailla com a

subproducte (traces) el corresponent cetal dimetilic que es forma a la columna.
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CCP (SiO,, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,35

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,64 (2H, m, CHHCHNH;CHH), 1,92 (2H, m,
CHHCHNHsCHH), 2,18 (2H, m, CHHCOCHH), 2,39 + 2,40 (2H + 3H, m + s, CHHCOCHH +
Ar-CHs), 3,78 (1H, m, CHNHCONH), 6,54 (1H, d, J= 7,4 Hz, NHCONHSO,Ar), 7,40 (2H, d,
J=8,2 Hz, Ar-Homome), 7,80 (2H, d, J = 8,2 Hz, Ar-Hmetame), 10,38 (1H, ampla,
NHCONHSO,Ar)

3C.RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz) & (ppm) 21,0, 31,0, 38,4, 46,2, 127,3, 129,2, 137,4,
143,6, 150,8, 209,3

IR v (ATR, cm™) 1089, 1157, 1343, 1453, 1536, 1651 (C=0), 1709 (C=0), 2887, 2951,
3080, 3334

HRMS (ESI+) m/z Calculada per C14H19N>04S [M+H]" 311,1060, trobada 311,1063

Ps (°C) 167-169

MeO_ OMe

H
HN N

\ﬂ/ Ts
(6]
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,45

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,30 (4H, m, CH,), 1,55 (2H, m, CH,), 1,75 (2H,
m, CH,), 2,38 (3H, s, Ar-CHs), 3,04 (6H, s, OCH;), 3,55 (1H, m, CHNH), 6,37 (1H, d,
J=7,5Hz, NHCONHSO,Ar), 7,40 (2H, d, J = 8,3 Hz, Ar-Horome), 7,76 (2H, d, J = 8,3 Hz,
Ar-Hpetame), 10,26 (1H, ampla, NHCONHSO-Ar)

BC.RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz) & (ppm) 21,0, 28,1, 29,7, 46,8, 47,1, 98,6, 127,3,
129,2, 137,4, 143,6, 150,6

IR v (ATR, cm®) 1050, 1164, 1444, 1535, 1664 (C=0), 2829, 2950, 3349

LRMS (ESI+) m/z 379,13 corresponent a [M+Na]"
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Sintesi del compost 41'%°

Es dissolen 158 mg (0,510 mmol) de la cetona 35 i 5,0 mg (0,043 mmol) d’L-prolina en
4 mL de DMF. La solucio es refreda en un bany de gel-aigua-sal a -10 °C. D’altra banda
es prepara una dissoluciéo de 28 mg de nitrosobenze (0,25 mmol) en 1 mL de DMF.
Aguesta Ultima s’addiciona sobre la primera sota agitacid constant durant 2 h
mantenint la baixa temperatura. Passat aquest temps la barreja es deixa agitant 1 h
fins que arriba a 3 °C. Llavors, s’addiciona solucié aquosa saturada de NH4Cl i s’extreu
amb AcOEt (3 x 15 mL) Les fases organiques combinades s’assequen amb MgSQ,, es
filtren i s’evaporen. El cru obtingut es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH
99:1). S’obté una fraccidé corresponent al producte 41 (27 mg, 0,065 mmol, r.d. > 95:5,
30 % de rendiment) i una altra corresponent al subproducte 42 (23 mg, 0,057 mmol,

r.d.>95:5, 25 % de rendiment).

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,40

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,59 (1H, m, CHH), 1,74 (1H, m, CHH), 1,94 (1H,
m, CHH), 2,19 (1H, m, CHH), 2,39 (3H + 1H + 1H, m, CH3 + CHH + CHH), 3,99 (1H, m,
CHNHCONHTS), 4,49 (1H, dd, Jg4 = 12,4 Hz, J; = 6,0 Hz, CHONHPh), 6,59 (1H, d,
J=7,6 Hz, NHCONHTS), 6,80 - 7,30 (5H, m, Ar-H), 7,41 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-Hortome),
7,78 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-Hmetane), 7,95 (1H, s, ONHPh), 10,53 (1H, ampla, NHCONHTSs)

3C-.RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz) & (ppm) 21,0, 30,8, 31,7, 35,8, 36,9, 36,9, 45,6, 83,0,
113,5, 120,5, 127,3, 128,5, 129,4, 137,4, 143,6, 149,2, 150,8, 162,3, 207,3
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Subproducte 42:

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,45

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 2,39 (3H + 2H, m, CH; + CH,), 2,60 (2H, m, CH,),
3,99 (1H, m, CHNHCONHTSs), 6,31 (1H, dd, Js = 5,4 Hz, J; = 4,2 Hz, C=CH), 6,70 - 7,30
(5H+1H, m, Ar-H + NHCONHTs), 7,40 (2H, d, J = 7,8 Hz, Ar-Horone), 7,78 (2H, d,
J=7,8 Hz, Ar-Hpmetane)

3C.RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz) & (ppm) 21,0, 30,2, 43,3, 45,7, 115,2, 118,0, 120,0,
125,6, 127,3, 128,8, 128,9, 129,3, 129,4, 136,0, 137,3, 142,4, 143,7, 150,8, 193,2

IR v (ATR, cm™) 1160, 1301, 1519, 1668 (C=0), 2919, 3050, 3349

LRMS (ESI+) m/z 400,13 corresponent a [M+H]"

Sintesi del compost 43

OH

s
HN\”/ Ts

0]

Es dissolen 50 mg (0,12 mmol) del compost 41 en 30 mL de MeOH. Aquesta barreja es
refreda a 0 °C amb un bany de gel i aigua. Paral-lelament, es forma una suspensié de
CuSOq4 (7,0 mg, 0,044 mmol) en 1 mL més de MeOH que s’addiciona sobre la primera
dissolucid. La barreja s’agita durant 16 h a 5 °C. Passat aquest temps, s’evapora el
dissolvent i el cru es redissol en solucié aquosa saturada de NaCl, que s’extreu amb
AcOEt (4 x 20 mL). Les fases organiques combinades s’assequen amb MgSOQ,, es filtren i

s’evaporen. El cru obtingut es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeQOH 97:3).
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S’ailla el producte (12 mg, 0,037 mmol) amb un 30 % de rendiment i una relacié

diastereomeéricade 9a1l,

Diastereomer majoritari:

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 97:3) Rf = 0,10

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,49 (1H + 1H, m, CHH + CHH), 1,92 (1H, m,
CHH), 2,14 (1H + 1H, m, CHH + CHH), 2,39 (3H + 1H, m, Ar-CH3 + CHH), 3,88 (1H, m,
CHNHCONHTSs), 4,11 (1H, m, CHOH), 5,08 (1H, ampla, CHOH), 6,58 (1H, d, J=6,6 Hz,
NHCONHTs), 7,40 (2H, d, J=8,1 Hz, Ar-Hortome), 7,78 (2H, d, J = 8,1 Hz, Ar-Hmetame),
10,50 (1H, ampla, NHCONHTSs)

BC.RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz) & (ppm) 21,0, 31,9, 36,3, 40,8, 45,7, 72,0, 127,3,
129,3, 137,4, 143,6, 150,8, 209,7
IRv (ATR, cm™) 1155, 1336, 1537, 1651 (C=0), 1714 (C=0), 2889, 3078, 3330

HRMS (ESI+) m/z Calculada per C14H19N>04S* [M+H]" 327,1009, trobada 327,1011

Sintesi del compost 44

Es dissolen 45 mg (0,14 mmol) de I'alcohol 43 en 10 mL de CH,Cl, anhidre. Aquesta
solucié es porta a 0 °C mitjangcant un bany de gel i aigua. Mantenint aquesta
temperatura s’addicionen 48 uL de clorur de mesil (0,61 mmol) i 87 uL de NEts
(0,61 mmol). La barreja s’agita durant 16 h a temperatura ambient sota atmosfera de
N,. Passat aquest temps s’addiciona dissolucid tamponada de pH = 5 i s’extreu amb

CH,CI; (3 x 20 mL). Les fases organiques combinades s’assequen amb Na,SQy, es filtren
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i s’evaporen. El cru obtingut es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH 98:2).

S’ailla el producte (23 mg, 0,057 mmol) amb un 41 % de rendiment.

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 97:3) Rf = 0,30

'H-RMN (CDCI3, 400 MHz) & (ppm) 1,5 - 2,5 (9H en total, m, CH; + 3 x CH>), 4,23 (1H,
m, CHNHCONHTS), 5,12 (1H, dd, J; = 12,2 Hz, J; = 6,4 Hz, CHOMs), 6,61 (1H, d,
J=6,0 Hz, NHCONHTSs), 7,40 (2H, d, J=8,3 Hz, Ar-Homome), 7,77 (2H, d, J = 8,3 Hz,
Ar-Hmetame)

Intents de sintesi del compost 45

(0]
iI%\N,Ts
B
H

o

A partir del compost mesilat

Es dissolen 9,0 mg (0,022 mmol) del compost 44 en 10 mL d’1,2-dicloroeta anhidre. A
aquesta dissolucié se li addicionen 5 pL (0,03 mmol) de DBU en 1 mL del mateix
dissolvent. La mescla s’agita a temperatura ambient sota atmosfera de N, durant 4 h
sense que s’observi evolucid. Llavors, s’escalfa a reflux durant 8 h. Passat aquest temps
es deixa refredar a temperatura ambient i se li addiciona dissolucié tamponada de
pH =5 i s’extreu amb CH,Cl,. La fase organica s’asseca amb MgSQy,, es filtra i s’evapora.
El cru obtingut es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH 98:2). S’obté una

fraccié que pesa menys d’1 mg on es detecta presencia del producte, molt impur.

Via una reaccié de Mitsunobu

Es dissolen 36 mg (0,11 mmol) de I'alcohol 43 i 35 mg (0,13 mmol) de PPhs en 6 mL de

CH,CI, anhidre. La solucié es refreda en un bany de gel i aigua a 0 °C. Seguidament
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s’addicionen 28 uL de DIAD (0,13 mmol) i la barreja resultant s’agita a 0 °C durant 1 h.
Després es deixa arribar a temperatura ambient i es porta a reflux durant 1 h més. Un
analisi de cru complex indica que no hi ha material de partida, perd tampoc es detecta

producte.

Sintesi del compost 46
Br

H
HN\H/N\_I_S

0]

Es dissolen 1,852 g (5,813 mmol) de la cetona 35 en 300 mL de CH,Cl,, sonicant i
escalfant. Seguidament s’afegeixen 1,4 mL de HBr (solucidé aquosa al 48 %, 12 mmol) i
es porta la dissolucid a 0 °C en un bany de gel. Paral-lelament es prepara una dissolucié
de Br, (250 pL, 4,93 mmol) en 4,1 mL de CH,Cl,. S’afegeix aquesta ultima sobre la
primera, mantenint el bany de gel, durant 1,5h. Acabada I'addicié es porta a
temperatura ambient i es deixa reaccionar durant 1 h. Seguidament s’atura la reaccio
mitjancant I'addicié d’una dissolucié tamponada de pH = 5. La barreja s’extreu amb
CH,CI; (4 x 100 mL), les fases organiques combinades s’assequen amb MgSOQy, es filtren
i s’evapora el dissolvent. S’obté un cru que es purifica per columna flash (SiO,,
CH,Cl,/MeOH 99:1). S’obté una fraccié de 1153 mg formada per un 91 % del producte
desitjat (2,7 mmol, 55 % de rendiment) amb una relacié diastereomeérica A/B de 45:55,
un 6 % de producte de doble bromacié (47) i un 3 % de producte de ciclacid

intramolecular 45.

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,40

'H-RMN (DMSO-dg, 400 MHz) & (ppm) Mescla diastereomérica sense assignar (464/468

45:55) 1,60 — 1,85 (1H + 1H, m, COCH,CHH 464 + COCH,CHH 465), 1,90 — 2,00 (1H + 1H,
m, COCH,CHH 465 + COCH,CHH 46g), 2,04 (1H, m, CHBrCHH 465), 2,21 (1H, m,
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CHBrCHH 46,), 2,30 — 2,37 (1H + 1H, m, COCHH 464 + CHBrCHH 46,), 2,40 (1H + 3H +
3H, m +s, COCHH 465 + Ar-CH; 46, + Ar-CH; 46g), 2,50 (1H, m, CHBrCHH 465), 2,60 (1H,
m, COCHH 46g), 2,89 (1H, m, COCHH 46,), 3,96 (1H, m, CHNH 46g), 4,03 (1H, m, CHNH
46,), 4,64 (1H, dd, Jy = 4,1 Hz, Jg = 4,1 Hz, CHBr 46,), 5,16 (1H, dd, J; = 13,5 Hz,
J4=6,3Hz, CHBr 46g), 6,58 (1H, m, NHCONHSO,Ar 46g), 6,75 (1H, d, J = 7,5 Hz,
NHCONHSO,Ar 464), 7,42 (2H + 2H, m, Ar-Horome 464 + 463), 7,80 (2H + 2H, m,
Ar-Hmetave 464 + 468), 10,47 (1H, s, NHCONHSO,Ar), 10,54 (1H, s, NHCONHSO,Ar)

3C-RMN (DMSO-dg, 100,6 MHz) 6 (ppm) 21,1, 30,5 (A), 31,1 (B), 34,3 (A), 37,0 (B), 39,7
(A), 43,2 (B), 43,9 (A), 47,1 (B), 51,1 (A), 53,8 (B), 127,3, 129,4, 137,3, 143,7, 150,38,
200,5 (A), 201,9 (B)

IR v (ATR, cm™) 1339, 1450, 1531, 1652 (C=0), 1687, 1716 (C=0), 2898, 3151, 3324

HRMS (ESI+) m/z Calculada per C14H1gBrN,0,S" [M+H]" 389,0165, trobada 389,0163

Br Br

Subproducte 47:

CCP (SiO,, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,40

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) 6 (ppm) Senvyals caracteristics 3,96 (1H, m, CHsinaNH),

4,04 (1H, m, CHspzNH), 4,23 (1H, m, CHyneiNH), 4,77 (1H, m, CHynBr), 5,15 (2H, m,
CHanZBr)I 5120 (ZHI m, CHanlBr)I 5168 (1HI m, CHanthr)

LRMS (ESI+) m/z 465,9 corresponent a [M+Na]"

Sintesi del compost 45
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Es dissolen 200 mg del compost bromat 46 del 91 % de puresa (0,468 mmol) en 8 mL
de CH,Cl, anhidre en un matras equipat amb un refrigerant, sota atmosfera de N,.
Seguidament s’afegeixen 175 ulL (1,14 mmol) de DBU i la solucié es porta a reflux.
Passada 1 h s’observa la preséncia de producte i no es detecta material de partida per
'H-RMN, tot i que si s’observa un 10 % de subproducte 49. Llavors, la reaccié s’atura
addicionant solucié tamponada de pH = 7. La fase aquosa s’extreu amb CH,Cl,
(5x30mL), les fases organiques combinades s’assequen amb MgSQ,, es filtren i
s’evapora el dissolvent. El cru obtingut es purifica per columna flash (SiO,,

CH,Cl,/MeOH 99:1). S’ailla el producte (82 mg, 0,27 mmol) amb un 57 % de rendiment.

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,35

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,85 — 2,00 (2H, m, CHCHNH), 2,10 — 2,25 (2H +
1H, m, CHNTsCH,CHNH + CHHCO), 2,37 (1H, m, CHHCO), 2,38 (3H, s, CHs), 3,58 (1H, m,
CHNH), 4,75 (1H, m, CHNTSs), 7,38 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-Hortome), 7,70 (2H, d, J = 8,4 Hz,
Ar-Hmetame), 7,77 (1H, d, J = 4,7 Hz, NHCONTS)

BC.RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz) & (ppm) 21,0, 30,6, 32,8, 33,6, 44,0, 60,4, 127,9,
129,2, 136,9, 144,1, 150,1, 205,6

IRv (ATR, cm'l) 1159, 1338, 1434, 1682 (C=0, ampla), 2924, 3345
HRMS (ESI+) m/z Calculada per C14H17N>04S* [M+H]" 309,0904, trobada 309,0901

Ps (°C) 193-195

Subproducte 49:

Solid blanc

CCP (SiO,, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,30
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'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1,90 — 2,25 (5H, m, 2 x CH, + CHH), 2,35 (3H, s,
CHs), 2,39 (1H, m, CHH), 3,78 (1H, m, CHNH), 4,62 (1H, m, CHNTs), 7,29 (2H, d,
J=8,2 Hz, Ar-Hortome), 7,62 (2H, d, J = 8,2 Hz, Ar-Hmetae), 9,16 (1H, d, J = 4,5 Hz,
NHCONTS)

BC.RMN (DMSO-ds, 100,6 MHz) & (ppm) 20,9, 27,8, 31,7, 32,7, 42,9, 79,7, 126,1,
128,0, 140,8, 141,5, 155,8, 202,5

LRMS (ESI+) m/z 309,1 corresponent a [M+H]"

Intent de sintesi del compost 52

C7Hys OH
Ts

N/
N/go
H

En un baldé de dos boques es disposen 50 mg (2,1 mmol) de magnesi en pols i s’escalfa
el bald al buit. Seguidament s’afegeixen 2 mL de THF anhidre i 1 gota de dibromoeta
per activar el magnesi. S’escalfa la mescla a 50 °C i al cap de 20 minuts se |li addiciona,
gota a gota, una solucié d’1-bromohepta (330 uL, 2,08 mmol) en 2 mL més de THF
anhidre. Acabada I'addicid es deixa reaccionar a temperatura ambient durant 2 h més.
D’altra banda, es dissolen 25 mg de la cetona 45 (0,081 mmol) en 2 mL de THF anhidre
i es porta la mescla a -78 °C. Es prenen 1,7 mL de la primera solucio (aprox. un 40 %) i
s’addicionen sobre la segona a -78 °C. S’agita a aquesta temperatura durant 1 h més i
després es deixa arribar a temperatura ambient durant 16 h. Passat aquest temps
s’addiciona HCl 2M i la fase aquosa s’extreu amb CH,Cl, (5 x 10 mL). Les fases
organiques combinades s’assequen amb MgS0,, es filtren i s’evapora el dissolvent.
S’obté un cru que es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH, de 98:2 a 97:3).
S’ailla una fraccié majoritaria que correspon a una mescla dels subproductes 51 (dos
diastereomers) i 53 amb una relacié aproximada de 2 a 1, que corresponen

conjuntament aproximadament a un 60 % de rendiment.
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OH
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Subproductes 51 i 53:

Solid blanc

CCP (SiO,, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,35

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) Senyals de 51 i caracteristics dels diasteredmers 53a
i 530,88 (3H, m, CH,CH3 53, + 535), 1,26 (8H, m, CH, 534 + 53g), 1,30 - 2,10 (CH, 51 +
53 + 53g), 2,40 (3H, s, Ar-CH; 51 + 53, + 53g), 3,01 (1H, m, OH 51), 3,11 (1H, m,
CHNHCO 53g), 3,52 (1H, m, CHNHCO 51 + 53,), 3,65 (1H, m, CHNHTs 53, + 533), 3,81
(1H, m, CHNTs 51), 4,88 (1H, m, CHOH 51), 5,66 (1H, m, NHCO 53,), 5,76 (1H, m, NHCO
51), 5,86 (1H, m, NHCO 53g), 7,26 (2H, m, Ar-H 51), 7,72 (2H, m, Ar-H 53g), 7,84 (2H, m,
Ar-H 53,), 7,97 (2H, m, Ar-H 51)

LRMS (ESI+) m/z 311,1 corresponent a [M+H]" (51), 411,2 corresponent a [M+H]" (53)

Sintesi del compost 54

Es un balé a -78 °C s’addiciona 1 mL de THF anhidre i 450 uL (2,5 M en hexa,
1,13 mmol) d’nBuli. D’altra banda es dissolen 55 mg de la cetona 45 (0,181 mmol) en
4 mL de THF anhidre més. S’addiciona la segona solucié sobre la primera via canula tot
mantenint la temperatura a -78 °C. La barreja s’agita durant 16 h deixant-la arribar a
temperatura ambient durant aquest temps. Seguidament, s’addiciona solucié aquosa
tamponada a pH = 5 i la fase aquosa s’extreu amb CH,Cl, (5 x 15 mL). Les fases

organiques combinades s’assequen amb Na,SO,, es filtren i s’evapora el dissolvent. El
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cru resultant es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeQOH, 97:3) i s’aillen dues
fraccions corresponents als dos possibles diasteredmers del producte esperat: 22 mg
(0,060 mmol) d'un d’ells (diastereomer A) i 31 mg (0,085 mmol) de [laltre

(diastereomer B), que representen un rendiment combinat del 82 %.

Diastereomer A:

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,35

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) 0,94 (3H, t, J = 7,1 Hz, CH,CH3), 1,20 — 2,10 (12H, m,
CH,), 2,40 (3H, s, Ar-CHs), 2,57 (1H, m, OH), 3,53 (1H, m, CHNHCO), 4,64 (1H, m,
CHNTSs), 5,69 (1H, m, NHCO), 7,26 (2H, d, J = 7,7 Hz, Ar-H), 7,92 (2H, d, J = 7,7 Hz, Ar-H)

3C-.RMN (CDCl3, 100,6 MHz) & (ppm) 13,8, 21,4, 23,0, 24,6, 27,6, 29,9, 36,6, 45,3, 58,7,
73,5, 129,0, 130,2, 138,1, 144,5, 153,5

LRMS (ESI+) m/z 384,2 corresponent a [M+NH,]"

Diastereomer B:

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,30

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) 0,84 (3H, t, J = 7,1 Hz, CH,CH3), 1,20 — 2,35 (12H, m,
CH,), 2,40 (3H, s, Ar-CHs), 3,23 (1H, m, CHNHCO), 3,48 (1H, m, CHNTs), 6,60 (1H, m,
NHCO), 6,81 (1H, m, OH), 7,26 (2H, d, J = 8,3 Hz, Ar-H), 7,76 (2H, d, J = 8,3 Hz, Ar-H)

3C-.RMN (CDCl3, 100,6 MHz) & (ppm) 14,0, 21,6, 23,1, 24,7, 25,9, 29,4, 37,3, 38,1, 45,8,
54,7, 85,1, 126,9, 129,8, 139,3, 143,2, 157,9

IRv (ATR, cm™) 1157, 1324, 1435, 1678 (C=0), 2929, 3359

LRMS (ESI+) m/z 384,2 corresponent a [M+NH,]"
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Sintesi del compost 58"

HO~ >">>""0Bn

Es forma una suspensid d’NaH (4,578 g, 60 % en oli mineral, 114,4 mmol) en 90 mL de
THF anhidre. D’altra banda es prepara una dissolucié de 10,936 g d’1,5-pentandiol
(95,822 mmol) en 10 mL de THF anhidre. S’addiciona el diol sobre la suspensid d’hidrur
via canula a temperatura ambient durant 20 minuts. Acabada I'addicio la mescla
s’agita durant 45 minuts més. Seguidament es refreda a 0 °C i s’addiciona bromur de
benzil (11,9 mL, 95,8 mmol) durant 1 h mantenint el bany a 0 °C. La barreja es deixa
agitant que arribi a temperatura ambient durant 16 h. Passat aquest temps s’addiciona
H,0 poc a poc i la fase aquosa s’extreu amb Et,O (3 x 100 mL). Les fases organiques
combinades s’assequen amb MgSQ,, es filtren i s’evapora el dissolvent. El cru resultant
es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH 99:1). S’obté el producte (3,414 g,

17,57 mmol) amb un 19 % de rendiment.

Oli transparent
CCP (SiO,, CH,Cl,/MeOH 99:1) Rf = 0,30

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) 1,40 — 1,60 (6H, m, CH,), 3,48 (2H, t, J = 6,5 Hz,
CH,0Bn), 3,65 (2H, t, J = 6,5 Hz, CH,0H), 4,50 (2H, s, OCH,Ph), 7,33 (5H, m, Ar-H)

Sintesi del compost 56*°

Br” >""~""0Bn

Es dissolen 4,723 g de PPhs (17,99 mmol) en 20 mL de CH,Cl, i es porta a 0 °C. D’altra
banda es dissolen 900 uL (17,6 mmol) de Br, en 15 mL de CH,Cl, més. S’addiciona la
segona solucid sobre la primera via canula, mantenint el bany a 0 °C i s’observa que es
forma una suspensié groguenca. En un altre matras es barregen 1,5 mL (18 mmol) de
piridina, 3,414 g de I'alcohol 58 i 25 mL de CH,Cl,. Aquesta mescla s’addiciona via
canula sobre la primera durant 15 min i mantenint la temperatura a 0 °C. S'observa

com gradualment es va desfent la suspensid i s’'obté una solucid translucida. Es deixa la
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mescla en agitacié arribar a temperatura ambient durant 16 h. Passat aquest temps
s’observa I'aparicié d’'un precipitat blanc d’oxid de trifenilfosfina. El cru s’evapora a
sequedat i se’n fa una suspensié afegint-hi hexa. El solid es filtra i es renta amb
abundant hexa. El filtrat s’evapora i I'oli resultant es purifica per columna flash (SiO,,
hexa/AcOEt des de 99:1 fins a 98:2). S’ailla el producte (3,966 g, 15,42 mmol) amb un

88 % de rendiment.

Oli transparent
CCP (SiO,, hexa/AcOEt 1:1) Rf = 0,40

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) 1,40 — 1,90 (6H, m, CH,), 3,41 (2H, t, J = 6,8 Hz,
CH,Br), 3,48 (2H, t, J = 6,4 Hz, CH,0Bn), 4,50 (2H, s, OCH,Ph), 7,34 (5H, m, Ar-H)

Sintesi del compost 57°°

HO™ """ 0TBDPS

Es dissolen 1,360 g (12,51 mmol) d’1,5-pentandiol i 679 mg d’imidazol (10,0 mmol) en
5 mL de DMF anhidra. La barreja es porta a -25 °C i se li addiciona clorur de
tert-butildifenilsilil (1,4 mL, 5,0 mmol) gota a gota durant 1 h mantenint la temperatura
baixa. Acabada I'addicié es deixa arribar la barreja sota agitacio fins a temperatura
ambient durant 16 h. Seguidament, la mescla es dilueix amb Et,O (50 mL) i la solucié
organica resultant es renta amb H,0 (6 x 25 mL). La fase organica s’asseca amb Na,SO4,
es filtra i s’evapora. S’obté un cru que es purifica per columna flash (SiO,, hexa/AcOEt
des de 8:2 fins a 7:3). S'obté una fraccié que correspon al producte (1,387 g,
4,051 mmol) amb un 81 % de rendiment i una altra corresponent al subproducte de

diproteccio (254 mg, 0,437 mmol) que representa un 17 % de rendiment.

Oli transparent

CCP (SiO,, hexa/AcOEt 8:2) Rf = 0,30
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'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) 1,05 (9H, s, CHs), 1,40 — 1,60 (6H, m, CH.), 3,62 (2H,
t, J = 6,4 Hz, CH,OTBDPS), 3,67 (2H, t, J = 6,4 Hz, CH,OH), 7,34 (6H, m, Ar-H), 7,66 (4H,
m, Ar-H)

TBDPSO” """ 0TBDPS

Oli transparent
CCP (SiO,, hexa/AcOEt 8:2) Rf = 0,80

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) 1,05 (18H, s, CHs), 1,40 — 1,60 (6H, m, CH.), 3,65
(4H, t, J = 6,3 Hz, CH,OTBDPS), 7,37 (12H, m, Ar-H), 7,66 (8H, m, Ar—H)

Sintesi del compost 55"

Br” """ 0OTBDPS

Es dissolen 500 mg (1,462 mmol) en 10 mL de tolue anhidre en un matras proveit d’un
refrigerant. Seguidament s’addicionen 275 ul (2,92 mmol) de PBrs i la mescla s’escalfa
a reflux durant 2 h. Passat aquest temps es deixa refredar i se li aboquen 80 mL de
solucié semi-saturada d’NaHCOs. La fase aquosa s’extreu amb AcOEt (3 x 75 mL). Les
fases organiques combinades s’assequen amb NaSO,, es filtren i s’evaporen. El cru
obtingut es purifica per columna flash (SiO,, hexa/AcOEt 95:5). S'obtenen 234 mg de

producte (0,577 mmol) que representen un 40 % de rendiment.

Oli transparent
CCP (SiO,, hexa/AcOEt 95:5) Rf = 0,65

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) 1,04 (9H, s, CHs), 1,40 — 2,00 (6H, m, CH>), 3,38 (2H,
t, J = 6,9 Hz, CH,Br), 3,67 (2H, t, J = 6,1 Hz, CH,OTBDPS), 7,38 (6H, m, Ar-H), 7,65 (4H,
m, Ar-H)
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Intents de sintesi dels productes d’addicié sobre el carbonil (59 i 60)

OBn OTBDPS
OH OH
/[Ts /[Ts

Procediment general

Es dissol en THF anhidre el corresponent bromoderivat i es porta a -78 °C.
Seguidament s’addiciona el ‘BuLi gota a gota mantenint la temperatura. D’altra banda
es prepara una solucié de la cetona 45 en més THF anhidre i s’addiciona aquesta sobre
la primera solucié via canula a baixa temperatura. La barreja es deixa arribar a
temperatura ambient. Passat un temps s’addiciona solucié aquosa tamponadaa pH =5
i la fase aguosa s’extreu amb CH,Cl, (5 vegades). Les fases organiques combinades

s’assequen amb MgSQ,, es filtren i s’evaporen. El cru resultant es purifica per columna

flash.

A partir del compost 56:

Es parteix de 130 mg del bromoderivat 56 (0,501 mmol) en 1 mL de THF. S’empren 300
ulL de ‘Buli (1,7 M en penta, 0,50 mmol) i 25 mg de la cetona 45 (0,081 mmol) dissolta
en 4 mL de THF. Després de I'addicio a baixa temperatura, es deixa arribar la barreja a
temperatura ambient sota agitacido i atmosfera de N, durant 16 h. Després de la
purificacié s’obté una mescla complexa on no s’observa preséncia del producte 59 ni

de materials de partida, només producte d’hidrolisi del compost organolitic generat.

A partir del compost 55:

Es parteix de 110 mg del bromoderivat 55 (0,203 mmol) en 1 mL de THF. S’empren 430
uL de Buli (1,7 M en penta, 0,406 mmol) i 10 mg de la cetona 45 (0,034 mmol)
dissolta en 2 mL de THF. Després de I'addicid a baixa temperatura, es deixa arribar la

barreja a temperatura ambient sota agitacio i atmosfera de N, durant 16 h. Després de
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la purificacié s’obté una mescla complexa on no s’observa preséncia del producte 60 ni

de materials de partida, només producte d’hidrolisi del compost organolitic generat.

Intent de sintesi del compost 64

Es forma una suspensié de 25 mg (0,081 mmol) de la cetona 45 i 119 mg (0,340 mmol)
de PPhsCHCOOEt en 3 mL de THF anhidre. La mescla s’agita fortament a temperatura
ambient durant 16 h i a reflux durant 4 hores més. Passat aquest temps, s’afegeix
solucié tamponada de pH = 7 i la fase aquosa s’extreu amb CH,Cl, (4 x 15 mL). S’obté

un cru on no es detecta producte, només material de partida.

Sintesi del compost 65

COOEt

Es dissolen 828 mg (2,69 mmol) del compost 45 i 354 mg (8,35 mmol) de LiCl, assecat
préeviament a la flama, en 53 mL de CH,Cl, anhidre. La barreja es refreda a 0 °C i
seguidament s’afegeix el fosfonoacetat de trietil (600 uL, 3,09 mmol). Finalment i
mantenint la temperatura, s’addicionen 830 uL (5,89 mmol) de DBU gota a gota durant
20 minuts. La barreja s’agita a temperatura ambient sota atmosfera de N, durant 16 h.
Passat aquest temps s’addiciona solucié aquosa tamponada a pH = 7. La fase aquosa
s’extreu amb CH,Cl, (5 x 50 mL) i les fases organiques combinades s’assequen amb
Na,S0,, es filtren i s’evapora el dissolvent. S’'obté un cru que es purifica per columna

flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH 98:2). S’ailla el producte (785 mg, 2,03 mmol) com a mescla
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dels diastereomers E/Z amb una relacid 55:45 (sense assignar), que representa un

rendiment del 77 %.

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,40

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) Mescla diastereomérica E/Z sense assignar (654/658

55:45) 1,34 (3H + 3H, t, J = 7,1 Hz, CH,CH3 65, + 65g), 1,55 — 2,25 (CH, 654 + 658), 2,40
(3H + 3H, s, Ar-CH3 654 + 65g), 2,43 (2H + 2H, m, CH,C=CHCOOEt 654 + 655), 3,65 (1H +
1H, m, CHNH 65, + 65g), 4,15 — 4,30 (2H + 2H, m, CH,CH; 654 + 65g), 5,07 (1H, m,
CHNTSs 65g), 5,43 (1H + 1H, m, CHNH 654 + 65g), 5,84 (1H, m, CHCOOEt 65,), 6,07 (1H,
m, CHCOOEt 65g), 6,55 (1H, m, CHNTs 654), 7,24 (2H + 2H, m, Ar-H 65, + 65g), 7,82 (2H
+2H, m, Ar-H 654 + 658)

IR v (ATR, cm™) 1211, 1345, 1684 (C=0), 1710 (C=0), 2922, 3215

LRMS (ESI+) m/z 379,1 corresponent a [M+H]"

Sintesi del compost 66

COOEt

T
N s

N o
H

Es dissolen 1602 mg (4,233 mmol) de l'olefina 65 en 160 mL de MeOH. Seguidament,
s’addicionen 104 mg de Pd/C i es purga el sistema amb H,. La barreja s’agita sota
atmosfera d’H, durant 4 hores i 15 minuts a temperatura ambient. En aquest punt es
filtra la suspensié sobre Celite i el filtrat s’evapora a sequedat. El cru obtingut es
purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH 99:1). S’obté una fraccié formada pel
producte desitjat amb una relacié diastereomeérica A/B de 82:12 (659 mg, 1,94 mmol),
una altra formada pel subproducte 67 (297 mg, 0,777 mmol), i una tercera formada

per una barreja de diastereomer majoritari (A) del producte desitjat (66) i subproducte
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67. Aquesta fracci6 mescla es torna a purificar per cromatografia flash (SiO,,
CH,Cl,/MeOH 99:1) i s’obtenen dues fraccions més: una formada uUnicament pel
diastereomer majoritari (A) del producte 66 (411 mg, 1,08 mmol) i una altra pel
subproducte 67 (140 mg, 0,366 mmol). En total, 1070 mg (3,015 mmol) del producte
es van obtenir, amb una diastereoselectivitat global A/B de 90:10 i un rendiment total
del 71 %. El diastereomer minoritari (B) es va aillar de la fraccid6 mescla mitjancant
HPLC semipreparatiu (Kromasil C18, columna semipreparativa; f=4 mL/min;
H,O/MeOH, 38:62, t, = 11,9 min). La configuracié relativa de cada un dels

diastereomers es va determinar per RMN mitjancant un experiment NOESY-2D.

COOEt

Diastereomer A:

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,35

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) 1,25 (3H, t, J = 7,1 Hz CH,CHs), 1,45 (1H, m,
CHHCHCH,COOEt), 1,60 (2H, m, CHHCHCH,COOEt + CHHCHNH), 1,74 (1H, m,
CHHCHNH), 1,86 (1H, m, CHHCHNTs), 1,98 (1H, CHHCHNTs), 2,21 (1H, m,
CHCH,COOEt), 2,32 (1H, dd, J4= 17,0 Hz, J; = 6,8 Hz, CHHCOOE), 2,40 (3H, s, Ar-CHj),
2,77 (1H, dd, Jg = 17,0 Hz, Jg= 7,5 Hz, CHHCOOEt), 3,57 (1H, m, CHNH), 4,17 (2H, m,
CH,CHs), 4,89 (1H, m, CHNTs), 5,36 (1H, d, Jg = 3,9 Hz, NH), 7,27 (2H, d, Js = 8,1 Hz,
Ar-Hortome), 7,81 (2H, d, Jg = 8,1 Hz, Ar-Hmetame)

3C-.RMN (CDCl3, 100,6 MHz) & (ppm) 14,3, 21,7, 22,4, 30,8, 32,0, 37,8, 38,4, 45,9, 54,8,
60,5, 128,5, 129,2, 137,3, 144,1, 153,3, 172,6

IR v (ATR, cm™) 1163, 1264, 1298, 1436, 1655 (C=0), 1699, 1719 (C=0), 2939, 3335
LRMS (ESI+) m/z 381,2 corresponent a [M+H]"

HPLC (Kromasil C18 analitica, f = 0,8 mL/min, H,0/MeOH; 30:70) t, = 7,0 min
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Ps (°C) 235-236

_/COOEt

QN _Ts
o
H

(rac)

Diastereomer B:

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,35

"H-RMN (CDCl3, 400 MHz) & (ppm) 1,31 (3H, t, J = 7,1 Hz, CH,CHs), 1,40 — 2,1 (7H, m,
CHCH,COOEt + 3 x CH,), 2,41 (3H, s, Ar-CHs), 2,43 (1H, m, CHHCOOEt), 2,72 (1H, m,
CHHCOOEL), 3,58 (1H, m, CHNH), 4,19 (2H, m, CH,CHs), 4,62 (1H, m, CHNTSs), 4,96 (1H,
m, NH), 7,30 (2H, d, J4 = 8,3 Hz, Ar-Hortome), 7,89 (2H, d, Jg = 8,3 Hz, Ar-Hmetame)

IR v (ATR, cm™) 1163, 1264, 1298, 1436, 1655 (C=0), 1699, 1719 (C=0), 2939, 3335
LRMS (ESI+) m/z 381,2 corresponent a [M+H]"

HPLC (Kromasil C18 analitica, f = 0,8 mL/min, H,0/MeOH; 30:60) t, = 12,3 min

COOEt
H
HN\H/N\TS
o}
Subproducte 67:
Solid blanc

CCP (SiO,, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,40

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) Mescla diastereomérica A/B sense assignar

(674/67g 60:40) 1,0 — 2,0 (24H en total, m, CH,CH; (674 + 675) + CHCH,COOEt (674 +
67s) + 4 x CH, 674 + 4 x CH, 673), 2,17 (2H, d, J = 6,7 Hz, CH,COOEt 674), 2,25 (2H, d,
J=7,2 Hz, CH,COOEt 678), 2,43 (3H + 3H, s, Ar-CH; 674 + 67g), 3,54 (1H, m, CHNH 67,),
3,89 (1H, m, CHNH 67), 4,13 (2H + 2H, m, CH,CH; 674 + 67g), 6,38 (1H, d, J = 7,9 Hz,
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NHCONHTSs 674), 6,73 (1H, d, J = 7,2 Hz, NHCONHTSs 67z), 7,32 (2H + 2H, m, Ar-H 674 +
67g), 7,78 (2H + 2H, m, Ar-H 674 + 673)

IR v (ATR, cm™) 1158, 1232, 1335, 1446, 1530, 1666 (C=0), 1727 (C=0), 2926, 3350

LRMS (ESI+) m/z 383,2 corresponent a [M+H]"

Sintesi del compost 68

COOEt

NH

(rac)

Emprant Mg en MeOH'"’

En un balé de dues boques s’assequen a la flama 13 mg (0,526 mmol) de Mg en pols.
D’altra banda, es dissolen 10 mg de I'ester 66 (0,026 mmol) en 3 mL de MeOH anhidre.
S’addiciona la solucid sobre el Mg i s’escalfa la mescla a reflux sota atmosfera d’argé.
Al cap de 3 h s’observa per CCP que no queda ester de partida. Es refreda la mescla a
temperatura ambient i s’evapora el dissolvent. Llavors s’addiciona al cru solucio
aquosa de pH =5 i la fase aquosa resultant s’extreu amb CH,Cl, (5 x 10 mL). Les fases
organiques combinades s’assequen amb MgS0,, es filtren i s’evapora el dissolvent.

S’obté una mescla complexa on no s’observa ni material de partida ni producte.

Emprant Na i naftalé*®

Es un matras es pesen 23 mg de Na a trossos petits (1,0 mmol) i 128 mg de naftale
(1,0 mmol). S’addicionen 11 mL de THF anhidre i la solucié s’agita a temperatura
ambient. Passada 1 h s’observa com s’ha tornat de color verd fosc i es porta a -78 °C.
Paral-lelament, es dissolen 63 mg (0,17 mmol) de I'ester 66 (100 % del diasteredmer A)
en 11 mL de THF anhidre. S’addiciona aquesta solucié sobre la primer via canula a
baixa temperatura durant 10 min. Acabada I'addicié es deixa 30 min sota agitacio i

atmosfera de N,. Passat aquest temps s’observa per CCP que no queda material de
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partida. La reaccié s’atura addicionant a poc a poc solucié aquosa de pH =7 enfredies
deixa arribar a temperatura ambient. En aquest punt s’evapora el THF i la fase aquosa
resultant s’extreu amb CH,Cl, (5 x 15 mL). Les fases organiques combinades s’assequen
amb MgSQy, es filtren i s’evapora el dissolvent. El cru obtingut es purifica per columna
flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH, de 99:1 a 95:5). S’obté, aixi, el producte (30 mg, 0,13 mmol)

amb un 80 % de rendiment.

Oli transparent
CCP (SiO,, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,20

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz) & (ppm) 1,23 (3H, t, J = 7,2 Hz, CH,CH3), 1,40 — 1,60 (2H +
1H, m, CH,CHCH,COOEt + CHHCH,CHCH,COOEt), 1,65 — 1,80 (1H + 1H,
CHHCH,CHCH,COOEt + CHNHCHHCHNH), 1,90 — 2,10 (1H + 1H, m, CHNHCHHCHNH +
CHCH,COOE), 2,21 (1H, dd, J4 = 15,1 Hz, J4 = 6,6 Hz, CHHCOOEL), 2,29 (1H, dd, J, = 15,1
Hz, Jg = 8,2 Hz, CHHCOOEL), 3,44 (1H, m, CHCHCH,COOEt), 3,59 (1H, m, CH,CH,CHNH),
4,10 (2H, g, J = 7,1 Hz, CH,CHs), 5,60 (1H, m, CHCHNH), 5,75 (1H, m, CH,CH,CHNH)

B3C.RMN (CDCls, 100,6 MHz) & (ppm) 14,4, 22,9, 30,2, 33,2, 38,4, 39,6, 45,3, 48,8, 60,6,
158,3,172,6

IR v (ATR, cm™) 1152, 1175, 1449, 1518, 1676 (C=0), 1721 (C=0), 2927, 3227
LRMS (ESI+) m/z 227,1 corresponent a [M+H]"

Ps (°C) 120-122

Sintesi del compost 70
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Es dissolen 28 mg (0,12 mmol) de I'ester 68 en 20 mL d’aigua i s’afegeixen 3,5 mL
d’una solucié aquosa d’NaOH 0,053 M (0,19 mmol). S’agita la mescla a temperatura
ambient durant 3 h. Un control per CCP indica que encara queda material de partida,
per tant s’afegeixen 0,7 mL de la solucié d’'NaOH més (0,04 mmol). Passades 16 h ja no
s’observa preséncia de material de partida. Llavors la solucié s’acidifica amb solucié
aquosa de HCl 2 M fins pH aproximadament 2. S’evapora 'aigua i el solid obtingut es
purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH 7:3). S’obté una fraccié composta pel
producte impurificada amb silice. El solid obtingut s’acaba de purificar mitjancant HPLC
semipreparatiu (Kromasil C18, columna semipreparativa; f=4 mL/min; H,0/MeOH,
85:15, t, = 12,5 min). S’aillen, aixi, 18,9 mg del producte (0,0953 mmol), que

representen un 80 % de rendiment.

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 8:2) Rf = 0,15

'H-RMN (CD;0D, 400 MHz) & (ppm) 1,20 -1,90 (6H en total, m, 3 x CH,), 2,01 (1H, m,
CHCH,COOH), 2,16 (1H, dd, Jg = 15,7 Hz, J4 = 6,9 Hz, CHHCOOH), 2,33 (1H, dd,
J4=15,7Hz, J;=7,5 Hz, CHHCOOH), 3,49 (1H, m, CHNH), 3,58 (1H, m, CHNH)

3C.RMN (CD50D, 100,6 MHz) & (ppm) 24,0, 30,8, 34,0, 38,9, 40,7, 46,4, 49,9, 160,7,
176,3

IR v (ATR, cm™) 1228, 1401, 1536, 1633 (C=0), 1693 (C=0), 2923, 3246 (ampla)
HRMS (ESI-) m/z Calculada per CoH13N,03" [M-H] 197,0932, trobada 197,0930

HPLC (Kromaphase C18 analitica, f = 0,8 mL/min, H,0/MeOH; 85:15) t, = 10,0 min

Sintesi del compost 69
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A partir de I’'ester de metil 73

Es dissolen 58 mg (0,158 mmol) de I'ester 73 (un Unic diasteredmer, sense assignar) en
3,8 mL de CH,Cl, anhidre. La solucid es porta a -78 °C i s’addiciona DIBAL (1 M en hexa)
gota a gota durant 3 h (560 pL, 0,560 mmol). Seguidament, s’agita la mescla sota
atmosfera de N, mantenint la baixa temperatura. S’addiciona en fred i poc a poc
solucié saturada de tartrat de sodi i potassi i es deixa arribar a temperatura ambient.
La fase aquosa s’extreu amb CH,Cl, (5 x 25 mL) i les fases combinades s’assequen amb
Na,S0,, es filtren i s’evapora el dissolvent. S’'obté un cru que es purifica per columna
flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH, de 98:2 a 97:3). Sailla el producte (25 mg, 0,074 mmol) amb
un 47 % de rendiment. A més, s’obté el subproducte de sobrerreduccio 71 (18 mg,

0,053 mmol) amb un 34 % de rendiment.

A partir de I’ester d’etil 66

Es preparen en paral-lel tres dissolucions de I'ester 66 (mescla de diastereomers A/B
75:25) en 13 mL de CH,Cl; anhidre cadascuna (142 mg, 0,374 mmol; 144 mg, 0,379
mmol; 148 mg, 0,389 mmol). Es porten a -78 °C i se les addiciona DIBAL (1 M en hexa)
gota a gota (0,84 mL; 0,85 mL; 0,87 mL) durant 15 minuts. S’agiten a baixa
temperatura i sota atmosfera de N, durant 1 h. Passat aquest temps s’addiciona MeOH
(3 mL), encara en fred, i es deixen arribar a 0 °C. Llavors s’addiciona solucio saturada
de tartrat de sodi i potassi i es deixen agitant durant 16 h que arribin a temperatura
ambient. La fase aquosa formada s’extreu amb CH,Cl, (5 x 15 mL) i les fases organiques
combinades de totes s’assequen amb MgS0,, es filtren i s’evapora el dissolvent. El cru
resultant es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH, de 98:2 a 97:3). S’obté una
fraccid corresponent al producte derivat del diasteredmer A (257 mg, 0,764 mmol) que
representa un 70 % de rendiment. D’altra banda s’obté una fraccio de I'aldehid esperat
provinent de I'altre diastereomer (B) (82 mg, 0,244 mmol) que representa un 21 % de

rendiment.
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Diastereomer A:

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,35

*H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) 1,45 — 2,10 (6H, m, 3 x CH,), 2,30 — 2,50 (3H + 1H +
1H, s + m, Ar-CHs; + CHCH,CHO + CHHCHO), 3,12 (1H, dd, Js = 18,5 Hz, Js = 7,8 Hz,
CHHCHO), 3,58 (1H, m, CHNH), 4,78 (1H, m, CHNTs), 4,99 (1H, m, NH), 7,28 (2H, d,
J=8,4 Hz, Ar-Hortome), 7,80 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-Hmetame), 9,84 (1H, s, CHO)

3C.RMN (CDCl;, 100,6 MHz) & (ppm) 21,8, 22,5, 30,9, 32,1, 35,9, 46,2, 47,2, 54,8,
128,5, 129,3, 137,1, 144,4, 153,1, 201,0

IR v (ATR, cm™) 1165, 1440, 1650 (C=0), 1692 (C=0), 2923, 3344
HRMS (ESI+) m/z Calculada per Ci6H21N204S" [M+H]" 337,1217, trobada 337,1217

P; (°C) 193-195 (descomposa)

0]

A
Q\>\N/Ts
v No
H
(rac)

Diastereomer B:

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,35

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) 1,38 (1H, m, CHHCHCH,CHO), 1,57 (2H, m,
CH,CH,CHCH,CHO), 1,76 (1H, m, CHHCHNTs), 1,87 (1H, m, CHHCHCH,CHO), 1,97 (1H,
m, CHHCHNTS), 2,41 (3H, s, Ar-CHs), 2,53 (2H, dd, J4 = 7,3 Hz, J4 = 2,0 Hz, CH,CHO), 2,83
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(1H, m, CHCH,CHO), 3,54 (1H, m, CHNH), 4,52 (1H, m, CHNTs), 5,81 (1H, d, J = 4,3 Hz,
NH), 7,29 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-Horome), 7,85 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-Hmetame), 9,79 (1H, t,
J=2,0 Hz, CHO)

3C.RMN (CDCl;, 100,6 MHz) & (ppm) 19,1, 21,7, 25,8, 27,1, 33,5, 44,8, 45,6, 55,0,
128,5, 129,3, 137,4, 144,3, 152,9, 200,5

OH
N/Ts
NS0
H
Subproducte 71:
Solid blanc

CCP (SiO,, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,30

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) 6 (ppm) 1,35 — 1,80 (5H en total, m, CH-), 1,80 — 2,10 (4H en
total, m, CH, + CHCH,CH,OH), 2,40 (3H, s, Ar-CHs), 3,55 (1H, m, CHNH), 3,74 (1H, m,
CHHOH), 3,84 (1H, m, CHHOH), 4,83 (1H, m, CHNTSs), 5,44 (1H, m, NH), 7,27 (2H, d,
J=8,4 Hz, Ar-Horome), 7,80 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-Hmetane)

B3C.RMN (CDCls, 100,6 MHz) & (ppm) 21,6, 22,6, 31,0, 32,3, 36,0, 38,8, 46,3, 55,7, 60,5,
128,5,129,2, 137,4, 144,1, 153,2

IR v (ATR, cm™) 1159, 1297, 1337, 1436, 1652 (C=0), 2924, 3357

LRMS (ESI+) m/z 339,1 corresponent a [M+H]"

Sintesi del compost 722

162



Part experimental

Es dissolen 62 mg (0,19 mmol) del compost 45 i 25 mg (0,58 mmol) de LiCl, assecat
préeviament a la flama, en 4 mL de CH,Cl, anhidre. La barreja es refreda a 0 °C i
seguidament s’afegeix el fosfonoacetat de trimetil (31 uL, 0,21 mmol). Finalment i
mantenint la temperatura, s’addicionen 60 ulL (0,43 mmol) de DBU gota a gota durant
10 minuts. La barreja s’agita a temperatura ambient sota atmosfera de N, durant 16 h.
Passat aquest temps s’addiciona solucié aquosa tamponada a pH = 7. La fase aquosa
s’extreu amb CH,Cl, (4 x 15 mL) i les fases organiques combinades s’assequen amb
Na,S0,, es filtren i s’evapora el dissolvent. S’'obté un cru que es purifica per columna
flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH 99:1). S’ailla el producte (52 mg, 0,14 mmol) com a mescla
dels diastereomers E/Z amb una relacié 2:1 (sense assignar), que representa un

rendiment del 75 %.

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,40

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) Mescla diastereomérica E/Z sense assignar (724/72g

65:35) 1,50 - 2,30 (12H en total, m, 4 x CH, 725 + 4 x CH, 723), 2,39 (3H + 3H, s, Ar-CH3
724 + 728), 3,67 (1H + 1H, m, CHNH 724 + 72g), 3,76 (3H, s, COOCH; 724), 3,79 (3H, s,
COOCH; 72g), 5,06 (1H, m, CHNTs 72,), 5,85 (1H, m, CHCOOMe 72g), 6,06 (1H, m,
CHCOOMe 724), 6,12 (1H + 1H, NH 724 + 723), 6,52 (1H, m, CHNTs 72g), 7,25 (2H + 2H,
m, Ar-H 72, + 72g), 7,78 (2H + 2H, m, Ar-H 72, + 723)

IR v (ATR, cm™) 1159, 1233, 1339, 1433, 1681 (ampla, C=0), 2927, 3341

LRMS (ESI+) m/z 387,1 corresponent a [M+Na]"

Sintesi del compost 73
COOMe

Ts

Iz
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Es dissolen 51 mg (0,14 mmol) de l'olefina 72 en 5 mL de MeOH. Seguidament,
s’addicionen 5 mg de Pd/C i es purga el sistema amb H,. La barreja s’agita sota
atmosfera d’H, durant 16 h a temperatura ambient. En aquest punt es filtra la
suspensio sobre Celite i el filtrat s’evapora a sequedat. El cru obtingut es purifica per
columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH 99:1). S’obté una fraccid6 formada pel producte
desitjat on només s’observa un Unic diastereomer (34 mg, 0,093 mmol) que representa
un 70 % de rendiment. D’altra banda s’obté una altra fraccié formada pel subproducte

74 (13 mg, 0,035 mmol) que representa un 25 % de rendiment.

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,50

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) Unic diasteredmer 1,44 (1H, m, CHHCHCH,COOMe),

1,59 (1H,m, CHHCHCH,COOMe), 1,70 — 2,00 (2H + 2H, m, CH,CH,CHCH,COOMe +
CH,CHNTSs), 2,20 (1H, m, CHCH,COOMe), 2,30 (1H, dd, Js = 17,2 Hz, J4 = 6,5 Hz,
CHHCOOMe), 2,75 (1H, dd, J = 17,2 Hz, J4 = 7,8 Hz, CHHCOOMe), 3,55 (1H, m, CHNH),
3,69 (3H, s, COOCH;), 4,87 (1H, m, CHNTs), 5,69 (1H, m, NH), 7,25 (2H, d, J = 8,1 Hz,
Ar-Hortome), 7,81 (2H, d, J = 8,1 Hz, Ar-Hmetame)

3C-.RMN (CDCl3, 100,6 MHz) & (ppm) 21,7, 22,3, 30,8, 32,0, 37,6, 38,4, 46,0, 51,7, 54,7,
128,5,129,2, 137,2, 144,2, 153,3, 173,1

IR v (ATR, cm™) 1159, 1337, 1425, 1685 (C=0), 1727 (C=0), 29219, 3088

LRMS (ESI+) m/z 367,1 corresponent a [M+H]"

COOMe
HN._ _NHTs
g
o)
Subproducte 74:
Solid blanc
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CCP (SiO,, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,55

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) Mescla diastereomérica A/B sense assignar

(744/74g 60:40) 1,0 — 2,0 (18H en total, m, CHCH,COOMe (745 + 74g) + 4 x CH, 744 +
4xCH, 74g), 2,20 (2H, d, J = 6,8 Hz, CH,COOMe 74,), 2,27 (2H, d, J = 7,2 Hz
CH,COOMe 74g), 2,44 (3H + 3H, s, Ar-CH; 74, + 74g), 3,54 (1H, m, CHNH 74,), 3,67 (3H,
s, COOCH; 74,), 3,69 (3H, s, COOCH; 74g), 3,90 (1H, m, CHNH 74s), 6,38 (1H, d,
J=7,8Hz, NHCONHTs 74,), 6,73 (1H, d, J = 7,2 Hz, NHCONHTs 74g), 7,32 (2H + 2H, m,
Ar-H 744 + 74g), 7,77 (2H + 2H, m, Ar-H 744 + 745)

IR v (ATR, cm™) 1160, 1444, 1536, 1665 (C=0), 1721 (C=0), 2844, 3350

LRMS (ESI+) m/z 391,1 corresponent a [M+Na]"

Sintesi del producte 75

COOMe

A
NS

N0
H

(rac)

Es dissolen 444 mg (1,32 mmol) de l'aldehid 69, i 888 mg (2,66 mmol) de
PhsCHCOOMe en 44 mL de CH,Cl, anhidre en fred (0 °C) i sota atmosfera de N,. La
barreja s’agita deixant-la arribar a temperatura ambient durant 16 h. Passat aquest
temps s’addiciona solucié aquosa tamponada de pH = 7. La fase aquosa formada
s’extreu amb CH,Cl; (5 x 30 mL). Les fases organiques combinades s’assequen amb
MgSQ,, es filtren i s’evapora el dissolvent. El cru resultant es purifica per columna flash
(SiO,, hexa/AcOEt 1:1). S’obté el producte (531 mg, 1,32 mmol) amb una relacié

diastereomerica E/Z 95:5 sense determinar que representa un rendiment quantitatiu.

Solid blanc

CCP (SiO,, AcOEt) Rf = 0,35
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'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) Mescla diastereomérica E/Z sense assignar (75a/758

95:5). Senyals del component majoritari 1,30 — 1,70 (2H + 1H, m, CH, + CHH),

1,70 - 1,80 (1H + 1H, m, CHH + CHCH,CH=CHCOOMe), 1,90 (2H, m, CH,CHNTs), 2,25
(1H, m, CHHCH=CHCOOMe), 2,40 (3H, s, Ar-CHs), 2,68 (1H, m, CHHCH=CHCOOMe),
3,56 (1H, m, CHNH), 3,73 (3H, s, COOCH;), 4,83 (1H, m, CHNTs), 5,73 (1H, m, NH), 5,90
(1H, d, Jo = Hz, CHCOOMe), 6,98 (1H, m, CH=CHCOOMe), 7,26 (2H, d, J = 8,2 Hz,
Ar-Hortome), 7,80 (2H, d, J = 8,2 Hz, Ar-Hmetame)

BC.RMN (CDCl;, 100,6 MHz) & (ppm) Mescla diastereomérica E/Z sense assignar

75,/75g 95:5). Senyals del component majoritari 21,4, 21,8, 30,7, 31,7, 36,1, 41,6,

45,9,51,4, 55,3, 123,1, 128,8, 129,5, 137,7, 144,6, 147,6, 153,6, 167,6
IR v (ATR, cm™) 1153, 1301, 1440, 1655, 1693 (C=0), 1725 (C=0), 2850, 2922, 3385

LRMS (ESI+) m/z 415,1 corresponent a [M+Na]"

Sintesi del compost 76

COOMe

(rac)

Es dissolen 531 mg (1,29 mmol) de l'olefina 75 en 75 mL de MeOH. Seguidament,
s’addicionen 50 mg de Pd/C i es purga el sistema amb H,. La barreja s’agita sota
atmosfera d’H, durant 16 h a temperatura ambient. En aquest punt es filtra la
suspensio sobre Celite i el filtrat s’evapora a sequedat. El cru obtingut es purifica per
columna flash (SiO,, hexa/AcOEt 1:1). Es va aillar el producte desitjat (490 mg, 1,24

mmol) amb un 97 % de rendiment.

Solid blanc

CCP (SiO,, hexd/AcOEt 1:1) Rf = 0,05

166



Part experimental

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) 1,25 - 1,90 (11H, m, 5 x CH, +
CHCH,CH,CH,COOMe), 2,35 (2H, m, CH,COOMe), 2,40 (3H, s, Ar-CHs), 3,55 (1H, m,
CHNH), 4,79 (1H, m, CHNTSs), 5,44 (1H, d, J = 3,1 Hz, NH), 7,27 (2H, d, J = 8,4 Hz
Ar-Hortome), 7,81 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-Hmetame)

3C-.RMN (CDCl3, 100,6 MHz) & (ppm) 21,7, 22,4, 22,6, 31,1, 32,3, 32,7, 34,2, 42,4, 46,4,
51,6, 55,3, 128,5, 129,2, 137,6, 144,1, 153,2, 174,3

IR v (ATR, cm™) 1155, 1298, 1436, 1654, 1698 (C=0), 1730 (C=0), 2873, 2928, 3332
LRMS (ESI+) m/z 417,1 corresponent a [M+Na]"

Ps (°C) 163-165

Sintesi del compost 77'*

COOMe

NH

N/&O
H

(rac)

Es un matras es pesen 38 mg de Na a trossos petits (1,7 mmol) i 214 mg de naftale
(1,67 mmol). S’addicionen 19 mL de THF anhidre i la solucié s’agita a temperatura
ambient. Passats 45 min s’observa com s’ha tornat de color verd fosc i es porta
a -78 °C. Paral-lelament, es dissolen 110 mg de I'ester 76 (0,279 mmol) en 19 mL de
THF anhidre. S’addiciona aquesta solucid sobre la primer via canula a baixa
temperatura durant 10 min. Acabada l'addicid es deixa 50 min sota agitacid i
atmosfera de N,. Passat aquest temps s’observa per CCP que no queda material de
partida. La reaccié s’atura addicionant a poc a poc solucié aquosa de pH =7 enfredies
deixa arribar a temperatura ambient. En aquest punt s’evapora el THF i la fase aquosa
resultant s’extreu amb CH,Cl, (5 x 15 mL). Les fases organiques combinades s’assequen
amb Na,SO0,, es filtren i s’evapora el dissolvent. Seguint el mateix procediment es
prepara la mateixa reacciéo amb una altra aliquota de I'ester 76 (118 mg, 0,299 mmol) i

emprant 40 mg (1,7 mmol) de Na i 195 mg (1,5 mmol) de naftale. Els dos crus
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obtinguts després de les extraccions es purifiguen de forma conjunta mitjancant
cromatografia flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH 98:2). S’obtenen aixi 123 mg (0,512 mmol) del

producte esperat, que representa un 88 % de rendiment.

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,15

'H-RMN (CDCl5, 400 MHz) & (ppm) 1,20 — 1,80 (10H en total, m, 4 x CH, + CHCHNH +
NHCHCHHCHNH), 1,98 (1H, m, NHCHCHHCHNH), 2,30 (2H, td, J: = 7,2 Hz, J; = 1,0 Hz,
CH,COOMe), 3,44 (1H, m, CHCHNH), 3,60 (1H, m, CH,CHNHCH,), 5,23 (1H, m,
CH,CHNHCHS,), 5,28 (1H, m, CHCHNH)

3C-.RMN (CDCl3, 100,6 MHz) & (ppm) 22,0, 23,0, 30,5, 32,7, 33,5, 34,1, 42,3, 45,8, 49,0,
51,7, 158,1, 174,1

IR v (ATR, cm™) 1201, 1430, 1522, 1671 (C=0), 1728 (C=0), 2851, 2920, 3055, 3201
HRMS (ESI+) m/z Calculada per C1,H»1N>03" [M+H]" 241,1547, trobada 241,1546
HPLC (Kromaphase C18 analitica, f = 0,8 mL/min, H,0/MeOH; 35:65) t, = 5,6 min

Pf (°C) 203 — 205 (descomposa)

Sintesi del compost 78

(0]

HN)]\NH
H H
..., _~~_-COOH

(rac)

Es dissolen 66 mg (0,28 mmol) de I'ester 77 en 50 mL d’H,0. Seguidament s’addicionen
8,0 mL d’una solucié aquosa de NaOH 0,05 M (0,42 mmol). S’agita la mescla a
temperatura ambient durant 24 h. Passat aquest temps no s’observa preséncia de
material de partida 77 per HPLC i només un pic nou que podria correspondre al

producte desitjat. Llavors, s’acidifica la barreja amb HCl aquds 2 M fins pH = 3 i
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s’evapora el dissolvent. El cru resultant es recristal-litza en H,O filtrant en calent abans
de deixar cristal-litzar. Després de deixar la solucid refredar a temperatura ambient
durant 16 h i d’estar a 4 °C durant 24 h més, es decanten les aiglies mares del solid
precipitat després d’una centrifugacid. El solid s’asseca i s’acaba purificant per HPLC
semipreparatiu (Kromasil C18, columna semipreparativa; f=4 mL/min; H,0/MeOH,
37:43, t, = 11,0 min). S'obtenen 19,9 mg (0,0880 mmol) de producte desitjat que
representen un rendiment del 31 % sense haver recuperat la part que ha quedat a les

aiglies mares.

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 8:2) Rf = 0,15

'H-RMN (CD;OD, 400 MHz) & (ppm) 1,15 — 1,90 (11H en total, m, 5 x CH, +
CH,CHCHNH), 2,29 (2H, t, J = 7,3 Hz, CH,COOH), 3,43 (1H, m, CHNH), 3,56 (1H, m,
CHNH)

3C.RMN (CD;0D, 100,6 MHz) 6 (ppm) 24,3, 31,0, 34,0, 34,3, 35,2, 43,6, 46,7, 49,7,
160,8, 177,9

IR v (ATR, cm™) 1218, 1307, 1315, 1514, 1633 (C=0), 1689 (C=0), 2838, 2940, 3241

(ampla)
HRMS (ESI-) m/z Calculada per C11H17N,03" [M-H] 225,1245, trobada 225,1242

HPLC (Kromaphase C18 analitica, f = 0,8 mL/min, H,0/MeOH; 50:50) t, = 6,8 min

La resolucié del racemic d’aquest acid ((*)-78) s’aconsegueix mitjancant HPLC emprant
una columna quiral (Chirobiotic® T, ASTEC Inc, U.S.A., f = 0,3 mL/min, H,0/MeOH;
60:40, temperatura = 40 °C). S’obtenen els dos enantiomers: el (+)-78 entre 4,1i 7,1

min i el (-)-78 entre 11,5 18,0 min.

(+)-78: [a]p>>© = +41 (c = 1,40 mg/mL, MeOH)

(-)-78: [a]o>>© = -48 (c = 0,90 m2g/mL, MeOH)
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Sintesi del compost 79

Brphp~ - COOMe
Es dissolen 500 mg (2,99 mmol) de 3-bromopropionat de metil i 692 mg de PPhs
(2,64 mmol) en 2,6 mL de CHsCN. La barreja es porta a reflux i s’agita sota atmosfera
de N, durant 16 h. Passat aquest temps es deixa arribar a temperatura ambient i
s’evapora el dissolvent. El cru obtingut es purifica per columna flash (SiO,,

CH,Cl,/MeOH 95:5). S'obté el producte desitjat (1118 mg, 2,587 mmol) amb un 98 %

de rendiment.

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,20

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) 2,90 (2H, dt, J; = 18,6 Hz, J; = 6,8 Hz
CH,CH,COOMe), 3,37 (3H, s, COOMe), 4,11 (2H, dt, Jy = 12,4 Hz, J = 6,8 Hz
CH,CH,COOMe), 7,60 — 7,90 (15H, m, Ar-H)

13C-.RMN (CDCl;, 100,6 MHz) 6 (ppm) 18,2, 27,1, 52,3, 118,0, 130,5, 133,7, 135,3, 170,6
IRv (ATR, cm™) 1111, 1214, 1359, 1436, 1731 (C=0), 2916, 3444

LRMS (ESI+) m/z 349,1 corresponent a [M-Br]*

Sintesi del compost 82"

COOH
BrPhsP” >

Es dissolen 1017 mg (6,45 mmol) d’acid 3-bromopropionic i 1662 mg (6,27 mmol) de
PPhs en 10 mL de CHsCN. La barreja es porta a reflux i s’agita sota atmosfera de N,
durant 16 h. Passat aquest temps es deixa arribar a temperatura ambient i s’evapora el
dissolvent. El cru obtingut es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH, de 97:3 a
9:1). S’obté el producte desitjat (1880 mg, 4,514 mmol) amb un 72 % de rendiment.
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Solid blanc

CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,15

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) 3,05 (2H, m, CH,), 3,74 (2H, m, CH,), 7,60 — 7,90
(15H, m, Ar-H)

IRv (ATR, cm™) 1105, 1229, 1319, 1382, 1435, 1745 (C=0), 2916, 2857

Sintesi del compost 86

Br” >""OH

Es dissolen 500 plL (4,44 mmol) de 3-bromopropionat de metil en 30 mL de CH,Cl,
anhidre i es porta la mescla a -78 °C. Seguidament s’addiciona DIBAL (10 mL, 1 M en
hexa, 10 mmol) gota a gota durant 40 min. Llavors s’agita la barreja mantenint la baixa
temperatura i sota atmosfera de N, durant 1 hi a 0 °C durant 1 h més. Passat aquest
temps s’addiciona MeOH a la mescla i solucié saturada de tartrat de sodi i potassi i
s’agita durant 4 h. La fase aquosa formada s’extreu amb CH,Cl, (2 x 30 mL) i les fases
organiques combinades s’assequen amb Na,SQ4, es filtren i s’evaporen. S’obté el

producte amb un rendiment quantitatiu (616 mg, 4,44 mmol).

Oli transparent
CCP (SiO,, hexa/AcOEt 9:1) Rf = 0,10

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) 1,44 (1H, t, J = 5,1 Hz, OH), 2,10 (2H, m, CH,CH,OH),
3,55 (2H, t, J = 6,4 Hz, CH,Br), 3,82 (2H, dt, J, = 5,7 Hz, J; = 5,4 Hz, CH,OH)

Sintesi del compost 85"’

BrPhsP” ™" “OH

171



Tesi Doctoral

Es dissolen 616 mg (4,44 mmol) de 'alcohol 86 i 844 mg (3,19 mmol) de PPhs en 7 mL
de CHsCN. La barreja s’escalfa reflux i s’agita sota atmosfera de N, durant 16 h. Passat
aquest temps es deixa arribar a temperatura ambient i s’evapora el dissolvent. El cru
obtingut es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH 95:5). S’obté el producte
desitjat (899 mg, 2,24 mmol) amb un 70 % de rendiment.

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,15

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) 1,84 (2H, m, CH,CH,CH>), 3,70 — 3,90 (2H + 2H, m,
CH,Br + CH,P), 4,96 (1H, t, J = 7,0 Hz, OH), 7,60 — 7,90 (15H, m, Ar-H)

IR v (ATR, cm™) 1109, 1229, 1319, 1435, 1745 (C=0), 2887

Sintesi del compost 90*7°

HO™ ™>""0Bn

Es dissolen 4177 mg d’NaH al 60 % en pes en oli mineral (104 mmol) en 120 mL de THF
anhidre a 0 °C. A la solucid se |li addiciona gota a gota una solucié d’1,3-propandiol
(6,5 mL, 88 mmol) en 10 mL de THF anhidre. La mescla resultant s’agita en fred 30 min
més sota atmosfera de N, i després se |li afegeixen 11 mL de bromur de benzil
(90 mmol) durant 30 min. La barreja es deixa arribar a temperatura ambient. En aquest
punt s’addiciona aigua poc a poc fins que no s’observi bombolleig. Seguidament
s’afegeix AcOEt i la fase aquosa resultant s’extreu amb més AcOEt (6 x 60 mL en total).
Les fases organiques combinades s’assequen amb MgSQy,, es filtren i s’evaporen. El cru
obtingut es purifica per columna flash (SiO,, hexa/AcOEt 6:4). S’obté el producte
(2,696 g, 16,22 mmol) amb un 18 % de rendiment.

Oli transparent

CCP (SiO,, hexd/AcOEt 6:4) Rf = 0,25
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'H-RMN (CDCl5, 400 MHz) & (ppm) 1,88 (2H, m, CH,CH,CH,), 2,24 (1H, t, J = 5,4 Hz,
OH), 3,67 (2H, t, J = 5,8 Hz, CH,0Bn), 3,79 (2H, dt, J, = 5,5 Hz, J; = 5,4 Hz, CH,0OH), 4,53
(2H, s, CH»Ar), 7,34 (5H, m, Ar-H)

Sintesi del compost 91'*°

Br” >""0Bn

A 0 °C es dissolen 4255 mg (16,22 mmol) de PPh3 en 15 mL de CH,Cl,. D’altra banda es
dissolen 830 pL de Br, (16,26 mmol) en 12,5 mL de CH,Cl,. La segona solucié
s’addiciona sobre la primera en fred via canula. Es prepara una tercera solucié
composta per 2696 mg (16,22 mmol) de I'alcohol 90 i 1,3 mL (16,07 mmol) de piridina
en 24 mL de CH,Cly). Aquesta ultima s’afegeix sobre la barreja anterior en fred via
canula. La mescla resultant es deixa sota agitacid arribar a temperatura ambient
durant 16 h. Passat aquest temps s’evapora el dissolvent i es cru es redissol en hexa. Es
filtra i el solid es renta amb més hexa. El filtrat s’evapora i es purifica per columna flash
(SiO,, hexa/AcOEt 99:1). S’ailla el producte (3047 mg, 13,30 mmol) amb un 82 % de

rendiment.

Oli transparent
CCP (SiO,, CH,Cl,) Rf = 0,65

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm) 2,14 (2H, tt, J; = 6,6 Hz, J; = 5,9 Hz, CH,CH,CH,), 3,54
(1H, t, J = 6,6 Hz, CH,Br), 3,61 (2H, t, J = 5,9 Hz, CH,0Bn), 4,52 (2H, s, CH,Ar), 7,34 (5H,
m, CH,Ar-H)

Sintesi del compost 88"

BrPhsP” """ 0Bn
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Es dissolen 266 mg (1,16 mmol) del producte 91 i 609 mg (2,32 mmol) de PPhs en 2 mL
de CHsCN. La barreja s’escalfa reflux i s’agita sota atmosfera de N, durant 16 h. Passat
aquest temps es deixa arribar a temperatura ambient i s’evapora el dissolvent. El cru
obtingut es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH 95:5). S’obté el producte
desitjat (558 mg, 1,14 mmol) amb un 98 % de rendiment.

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,15

'H-RMN (CDCl5, 400 MHz) & (ppm) 2,00 (2H, m, CH,CH,CH,), 3,86 (2H, t, J = 5,8 Hz,
CH,OBn), 4,04 (2H, m, CH,P), 4,50 (2H, s, CH»Ar), 7,30 (5H, m, CH,Ar-H), 7,60 — 7,90
(15H, m, Ar-H)

IR v (ATR, cm™) 1099, 1112, 1359, 1411, 1437, 2860

P; (°C) 144-145 (literatura 152)

Sintesi del compost 93

OBn

(rac)

Es dissolen 1161 mg de la sal 88 (2,36 mmol) en 16 mL de THF anhidre. La solucid es
refreda a 0 °C i s’afegeix poc a poc ‘BuOK (1 M en THF, 2,4 mL, 2,4 mmol) mantenint la
temperatura baixa, la solucié adquireix una coloracié ataronjada. Passat aquest temps
es deixa a temperatura ambient durant 10 min. D’altra banda es forma una suspensié
de I'aldehid 694 (400 mg, 1,99 mmol) en 35 mL de THF anhidre. S’afegeix la segona
solucié sobre la primer via canula a 0 °C. Acabada I'addicid s’observa que el color de la

suspensio formada es groc. S’agita la mescla a 0 °C durant 2 h més i passat aquest
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temps s’afegeix solucié aquosa saturada de NH4Cl. La fase aquosa formada s’extreu
amb CH,Cl, (5 x 60 mL). Les fases organiques combinades s’assequen amb Na,SO,, es
filtren i s’evaporen. El cru resultant es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH
99:1). S'obté el producte (Unic diasteredbmer E o Z sense assignar) amb un 75 % de

rendiment (416 mg, 0,888 mmol).

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,65

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) Unic diasteredmer E/Z sense assignar 1,25 — 1,90

(7H en total, m, 3 x CH, + CHCHNTs), 2,19 (1H, m, CHCHHCH=CH), 2,35 — 2,45 (3H + 2H
+ 1H, m, Ar-CH; + CH=CHCH,CH,0Bn + CHCHHCH=CH), 3,45 — 3-65 (2H + 1H, t + m,
J=6,7 Hz, CH,0Bn + CHNH), 4,52 (2H, s, CH,Ar), 4,83 (1H, m, CHNTSs), 5,29 (1H, d,
J=4,1Hz, NH), 5,55 (2H, m, CH=CH), 7,20 — 7,40 (2H + 5H, d + m, J = 8,4 Hz, Ar-Hortome
+ CH,Ar-H), 7,84 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-Humetame)-

3C-.RMN (CDCl3, 100,6 MHz) & (ppm) 21,7, 22,0, 28,2, 31,1, 31,6, 32,3, 43,0, 46,4, 55,7,
70,0, 72,9, 127,6, 127,8, 127,8, 128,4, 128,6, 129,2, 137,6, 138,8, 144,1, 153,2

HRMS (ESI+) m/z Calculada per Cy6H33N204S" [M+H]" 469,2156, trobada 469,2156

Sintesi del compost 94

OBn

(rac)

Es dissolen 31 mg (0,066 mmol) de l'olefina 93 en 3 mL de MeOH. Seguidament,
s’addicionen 3,1 mg de Pd/C i es purga el sistema amb H,. La barreja s’agita sota

atmosfera d’H, durant 16 h a temperatura ambient. En aquest punt es filtra la
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suspensio sobre Celite i el filtrat s’evapora a sequedat. El cru obtingut es purifica per
columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH, de 98:2 a 97:3). Es va aillar el producte desitjat
(20 mg, 0,042 mmol) amb un 80 % de rendiment. També s’ailla un 10 % del

corresponent producte de desproteccio de I’alcohol (95).

Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,45

'H-RMN (CDCl5, 400 MHz) & (ppm) 1,25 — 1,70 (13H en total, m, 6 x CH, + CHCHNTS),
1,88 (2H, m, CH,CHNTs), 2,40 (3H, s, Ar-CH3), 3,45 — 3-65 (2H + 1H, t + m, J = 6,6 Hz,
CH,OBn + CHNH), 4,51 (2H, s, CH,Ar), 4,79 (1H, m, CHNTSs), 5,41 (1H, d, J = 4,3 Hz, NH),
7,20 — 7,40 (2H + 5H, d + m, J = 8,3 Hz, Ar-Honome + CH,Ar-H), 7,82 (2H, d, J = 8,3 Hz,
Ar-Hmetame)-

3C-.RMN (CDCl3, 100,6 MHz) & (ppm) 21,7, 22,4, 26,4, 26,9, 29,9, 31,1, 32,4, 33,2, 42,3,
46,4, 55,6, 70,6, 73,0, 127,6, 127,8, 128,4, 128,6, 129,1, 137,7, 138,9, 144,0, 153,3

IR v (ATR, cm™) 1159, 1334, 1452, 1650 (C=0), 1686, 2851, 2927, 3327
LRMS (ESI+) m/z 471,2 corresponent a [M+H]"

Ps (°C) 119-120

OH

Subproducte 95:

Solid blanc

CCP (SiO,, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,20
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'H-RMN (CDCl5, 400 MHz) & (ppm) 1,25 — 1,70 (13H en total, m, 6 x CH, + CHCHNTS),
1,88 (2H, m, CH,CHNTs), 2,40 (3H, s, Ar-CHs), 3,55 (1H, m, CHNH), 3,64 (2H, t,
J=6,6 Hz, CH,0H), 4,79 (1H, m, CHNTs), 5,51 (1H, m, NH), 7,24 (2H, d, J = 8,3 Hz,
Ar-Hortome), 7,80 (2H, d, J = 8,3 Hz, Ar-Hmetame)-

B3C-.RMN (CDCl3, 100,6 MHz) & (ppm) 21,7, 22,5, 25,9, 26,7, 31,0, 32,3, 32,7, 33,2, 42,4,
46,4, 55,5, 63,0, 128,5, 129,1, 137,6, 144,0, 153,3

IRv (ATR, cm™) 1161, 1337, 1438, 1677 (C=0), 2856, 2926, 3341 (ampla)

LRMS (ESI+) m/z 381,2 corresponent a [M+H]"

Sintesi del compost 96'*

OH

NH

N“~o

(rac)
Es un matras es pesen 7 mg de Na a trossos petits (0,3 mmol) i 34 mg de naftale
(0,27 mmol). S’addicionen 3 mL de THF anhidre i la solucié s’agita a temperatura
ambient. Passats 60 min s’observa com s’ha tornat de color verd fosc i es porta
a -78 °C. Paral-lelament, es dissolen 20 mg de I'ester 94 (0,043 mmol) en 3 mL de THF
anhidre. S’addiciona aquesta solucio sobre la primer via canula a baixa temperatura
durant 10 min. Acabada I'addicid es deixa 2,5 h sota agitacié i atmosfera de N,. Passat
aquest temps s’observa per CCP que no queda material de partida i la solucié té un
color vermell intens. La reaccid s’atura addicionant a poc a poc solucié aquosa de
pH=7 en fred i es deixa arribar a temperatura ambient. La fase aquosa resultant
s’extreu amb CH,Cl; (5 x 10 mL). Les fases organiques combinades s’assequen amb
Na,S0O4, es filtren i s’evapora el dissolvent. El cru obtingut es purifica mitjancant
cromatografia flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH. De 95:5 a 9:1). S'obtenen aixi 6,1 mg

(0,027 mmol) del producte esperat, que representa un 67 % de rendiment.
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Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 95:5) Rf = 0,10

'H-RMN (CDCl5, 400 MHz) & (ppm) 1,15 — 1,80 (14H en total, m, 6 x CH, + CHCHNH +
CHNHCHHCHNH), 1,94 (1H, m, CHNHCHHCHNH), 3,22 (1H, m, OH), 3,44 (1H, m,
CHCHNH), 3,55 — 3,75 (2H + 1H, m, CH,OH + CH,CHNHCH,), 540 (1H, m, +
CH,CHNHCHS,), 6,47 (1H, m, CHCHNH)

3C-.RMN (CDCl3, 100,6 MHz) & (ppm) 23,6, 25,7, 25,9, 30,3, 32,2, 33,5, 33,5, 42,5, 45,8,
48,2, 62,0, 159,0

IR v (ATR, cm™) 1192, 1306, 1416, 1520, 1651 (C=0), 1665, 2849, 2921, 3211 (ampla)

LRMS (ESI+) m/z 227,2 corresponent a [M+H]"

Sintesi del compost 98

(0]

HN)]\NH
H—M—H
" COO0H
(rac)

Intent de sintesi en una etapa emprant oxidants de crom

Es dissolen 5 mg (0,02 mmol) de I'alcohol 96 en 3 mL d’acetona i es porta la solucié a 0
°C. Seguidament s’addicionen 10 plL de solucié de reactiu de Jones (excés). Passats 20
min encara s’observa gran quantitat de material de partida per CCP. S’addicionen més
aliquotes de 10 pL de la solucié de reactiu de Jones fins que no s’observa més evolucié
per CCP (4 en total). Llavors el cru es dilueix en CH,Cl, i s’addiciona solucié aquosa
saturada d’NaHSOs; i solucid aquosa de HCl 1 M fins pH aproximadament 2. La fase
aquosa s’extreu amb CH,Cl, (5 x 10 mL). Les fases organiques combinades s’assequen
amb MgSQ0,, es filtren i s’evaporen. Un analisi per espectrometria de masses indica la
preséncia de producte al cru. Aquest es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH,
de 97:3 a 8:2) de només 0,3 mg corresponent al producte impurificat amb silice

(menys d’'un 6 % de rendiment).
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En dues etapes'’

Es dissolen 19 mg (0,084 mmol) de I'alcohol 96 en 2 mL de CH,Cl, anhidre. La solucid es
porta a 0 °C i seguidament s’addicionen 55 mg (0,13 mmol) de perdiodina de
Dess-Martin i 28 mg (0,34 mmol) de NaHCOs. La suspensid resultant s’agita a 0 °C sota
atmosfera d’Ar i es deixa arribar a temperatura ambient durant 3 h. Passat aquest
temps es comprova per CCP que no queda material de partida i s’afegeix solucio
aquosa saturada de Na,S,0s. La fase aquosa resultant s’extreu amb CH,Cl, (5 x 15 mL).
Les fases aquoses combinades s’assequen amb Na,SQO,, es filtren i s’evaporen. El cru
resultant es purifica per columna flash (SiO,, CH,Cl,/MeOH 95:5). S’obté una fraccié
corresponent a l'aldehid esperat 97 (14 mg). Aquesta fraccio rapidament es dissol en
una mescla de ‘BUOH/H,0 1:1 (6 mL) a 0 °C. Mantenint la temperatura s’afegeixen en
el seglient ordre: 350 uL (2,98 mmol) de 2-metil-2-buté, 96 mg (0,63 mmol) de
NaH,P04:2H,0 i 35 mg (0,31 mmol) de NaClO,. S’agita la barreja a 0 °C durant 15 min i
després es deixa arribar a temperatura ambient durant 30 min i 2 h més a aquesta
temperatura. Seguidament s’addiciona solucié aquosa de HCl 1 M. La fase aquosa
resultant s’extreu amb CH,Cl, (5 x 15 mL). Les fases aquoses combinades s’assequen
amb Na,SO,, es filtren i s’evaporen. El cru obtingut es purifica per columna flash (SiO,,
CH,Cl,/MeOH 8:2). S’ailla el producte (14 mg, 0,058 mmol) amb un rendiment global
de les dues etapes del 70 %. El solid obtingut s’acaba de purificar per treure traces de
silice que s’hagin pogut arrossegar per HPLC semipreparatiu (Kromasil C18, columna

semipreparativa; f = 4 mL/min; H,0/MeOH, 50:50, t, = 8,8 min).
Solid blanc
CCP (SiO;, CH,Cl,/MeOH 8:2) Rf = 0,35

'H-RMN (CD;OD, 400 MHz) & (ppm) 1,20 — 1,90 (13H en total, m, 6 x CH, +
CH,CHCHNH), 2,30 (2H, t, J = 7,4 Hz, CH,COOH), 3,41 (1H, m, CHNH), 3,56 (1H, m,
CHNH)

3C-.RMN (CD;0D, 100,6 MHz) & (ppm) 31,0, 34,2, 34,3, 35,0, 43,6, 46,8, 49,9, 160,8,
177,9

IR v (ATR, cm™) 1308, 1515, 1635 (C=0), 1688 (C=0), 2941, 3250 (ampla)

HRMS (ESI-) m/z Calculada per C1,H19N,03” [M-H] 239,1401, trobada 239,1397
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HPLC (Kromaphase C18 analitica, f = 0,8 mL/min, H,0/MeOH; 50:50) t, = 7,6 min

La resolucié del racemic d’aquest acid ((*)-98) s’aconsegueix mitjancant HPLC emprant
una columna quiral (Chirobiotic® T, ASTEC Inc, U.S.A., f = 0,3 mL/min, H,0/MeOH;
90:10, temperatura = 40 °C). S’obtenen els dos enantiomers: el (+)-98 entre 5,5 9,5

min i el (-)-98 entre 10,5i 16,0 min.

(+)-98: [a]p>>© = +44 (c = 1,30 mg/mL, MeOH)

(-)-98: [a]p>> " = -49 (c = 1,05 mg/mL, MeOH)

5.5 Procediment general de les valoracions espectrofotometriques

competitives dels lligands monovalents

Les valoracions espectrofotomeétriques competitives es van dur a terme en una cel-la
de petit volum inicial (aprox. 80 pL) i d’1 cm de pas de llum. Es van addicionar aliquotes
de dissolucions de lligand (entre 0,83 i 438 uM) en tampé fosfats 0,1 M de pH = 7,0
amb 1 % de DMSO sobre una dissolucié de proteina (entre 1,1 1,8 uM en subunitats) i
HABA 142 uM en tampod fosfats 0,1 M a pH = 7,0. Es va enregistrar |'espectre
d’absorcié entre 200 i 800 nm després de cada addicié i homogeneitzacio de la barreja.
Els valors de I'absorbancia a 500 nm després de cada addicié es van ajustar per minims
quadrats als valors calculats segons els models d’unié monovalent 1:1 (Apartat 4.4.1.1,
Pagina 92 i Apartat 4.4.1.2, Pagina 94) i d’aqui es van obtenir els valors de les constants

d’afinitat.

5.6 Procediment general de les valoracions espectrofluorimetriques

dels lligands monovalents

Les valoracions espectrofluorimétriques es van dur a terme en una cel-la de quars
d’1 cm per 1 cm de base. Es van addicionar aliquotes de dissolucions de lligand (entre
1,7 i 2,2 uM) en un tampé a pH = 7,0 (100 mM NaCl, 50 mM NaH,PO4, 1 mM EDTA)

sobre 3,0 mL d’una dissolucié de proteina (0,02 uM en subunitats) en aquest mateix
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tampé. Es va enregistrar I'espectre d’emissio de fluorescéncia entre 300 i 400 nm amb
longitud d’ona d’excitacio de 290 nm després de cada addicid i homogeneitzacié de la
barreja. Els valors de la fluorescéncia a 370 nm després de cada addicid es van ajustar
per minims quadrats als valors calculats segons el model d’'unié monovalent 1:1

(Apartat 4.4.2, Pagina 96) i d’aqui es van obtenir els valors de les constants d’afinitat.
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6 Acronims

aAG

AcOEt
AcOH
anh
aq

Ar
ATR
Av
Boc
Ceff
cat
Chz
ccp
DBU
DCC
DCM
DCE
DCU
DEAD

DIAD

Variacié de I'energia lliure
Desplacament quimic
Coeficient d’extincid
Longitud d’ona

Acetat d’etil

Acid acétic

Anhidre

Aqués/a

Aril, aromatic

Attenuated Total Reflectance
Avidina
tert-butoxicarbonil
Concentracio efectiva
Catalitic/a
benziloxicarbonil
Cromatografia en Capa Prima
1,8-diazabicicloundec-7-¢
Diciclohexilcarbodiimida
Diclorometa

Dicloroeta
Diciclohexilurea
Azadicarboxilat de dietil

Azadicarboxilat de disiopropil

Acronims

DIBAL Hidrur de diisobultialumini
DIPEA N,N-diisopropiletilamina
DMPDU Dimetilpropandiurea
DMF Dimetilformamida

DMP Periodina de Dess-Martin
DMSO Dimetilsulfoxid

DPPA Difenilfosforilazida

ee Excés enantiomeric

EM  Molaritat efectiva

EDC-HCI Hidroclorur de la 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida
EDTA Acid etilendiaminotetraacétic
Eq Equivalents

ES Enantioselectivitat

ESI lonitzacid per electrospray
EWG Grup atraient d’electrons

fs Constant de proporcionalitat

inicial (fluorescéncia)

fst Constant de proporcionalitat

final (fluorescéncia)
HABA Acid 2-(4-fenilazohidroxi)benzoic

HPLC Cromatografia liquida d’alta

resolucié
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HRMS Espectrometria de masses d’alta

resolucié

I Indicador

IR Infra-roig

J Constant d’acoblament

K, Constant d’afinitat/associacio
K, Constant d’afinitat n-valent

L Lligand

LG Grup sortint
LIHMDS Bis(trimetilsilil)amidur de liti

LRMS Espectrometria de masses de

baixa resolucio

MAOS Microwave-Assisted  Organic
Synthesis

MeOH Metanol

MW  Microones

NBS N-bromosuccinimida
NHS N-hidroxisuccinimida
NMP N-metil-2-pirrolidona

NOESY Espectroscopia d’efecte nuclear

Overhauser

PDU Propandiurea

Ps Punt de fusio

ppm parts per milié

r.d. relacid diastereomerica

rac Racemic
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R¢ Factor de retencid

RMN Ressonancia Magnetica Nuclear
SAM Monocapa autoensamblada
SAv  Estreptavidina

S Subunitat o bis-subunitat de

proteina

t.a. Temperatura ambient

TBAF Fluorur de tetrabutilamoni
‘BuOK tert-butoxid de potassi
TDBPS tert-butildifenilsilil

TDM 4,4’-metilenbis(N,N-

dimetilanilina)

TESA Trietilsililacetile

TFP  tetrafluorofenil

THF  Tetrahidrofura

U.A. Unitats d’absorbancia
UV  Ultraviolat

vis visible

4 benziloxicarbonil
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