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SINTESI DELS PSEUDOMELANOTANS

CAPITOL 5 SINTESI DELS PSEUDOMELANOTANS

El darrer objectiu de la present tesi doctoral consisteix en la sintesi dels péptids
derivats de 'MT2, que incorporin els lactams 13 i 15 o els diazanorbornans 101b, 108,
114 i 115, que mimetitzen dipéptids amb conformacio restringida i que hem descrit en
els capitols anteriors.
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Figura 5.1. Sintons utilitzats en la sintesi dels y-melanotans.

Per abordar la sintesi peptidica, en primer lloc posariem a punt la metodologia emprant
quimica Fmoc/Bu que permet treballar en condicions més suaus que en el cas
d’emprar la metodologia Boc/Bn. Per aixd, duriem a terme en primer lloc la sintesi del
péptid MT2, que ens serviria de referéncia tant per a la sintesi dels derivats y-
melanotans com pels assaigs biologics posteriors. Un cop tinguéssim una estratégia
valida per a la sintesi d’aquest tipus de péptids procediriem a la sintesi dels derivats y-
MT2 que es descriuran a continuacié com als més representatius de l'efecte de la
constriccié conformacional de I'anell d’'MT2.

a) Donat que I'Arg forma part del gir B de la conformaci6 activa de 'MT2 i que el
Trp es troba dintre de la regi6é activa perod queda just al costat d’aquest gir, en
primer lloc se substituirien els residus d’Arg i de Trp del péptid de referéncia
MT2, per el compost 108 i el compost 13 respectivament per tal de sintetitzar
els y-MT2 120 i 121. Amb la introduccié del lactam rigid {Trp} s’amplia la zona

rigida de la molécula 121 (veure capitol 2).
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CAPITOL 5

121a 121b 120
Figura 5.2. Pseudopéptids amb modificacions de la zona activa d’'MT2.

b) Es troba descrit a la literatura que el residu i+2 del gir B no te rellevancia per
I'activitat biologica, doncs quan el residu d’His es remplagava per qualsevol
altre aminoacid, els péptids resultants continuaven tenint activitat. Amb aquesta
idea la oxazolopiperidona 15, que és un mimétic de gir B, es posaria ocupant el
lloc del dipéptid His-D-Phe, residus centrals del gir B que forma I'estructura

nativa d’ MT2, obtenint-se el y-melanotan 122.

122

Figura 5.3. Substitucié de la part central del gir f amb la oxazolopiperidona mimética 15.

c) Finalment, una de les nostres intencions era preparar derivats en els que la
zona flexible d’MT2 quedés restringida per tal dintentar augmentar la
selectivitat dels derivats per un o altre receptor. Cal comentar, que el que ens
interessava era estudiar la selectivitat sense especificar si I'efecte era activant

o inhibidor.

Per tant, es varen dissenyar els compostos 123, 124, 125 i 126 en els que la
Lys es substituia bé per I'oxazolopiperidona 15, pels diazanorbornans 101b i
114 o pel diazanorborné 115. Cal remarcar que, en el cas dels compostos 124,
125 i 126 en els que se substituia la Lys pels compostos 101b, 114 i 115,
aquests tenen un mida d’anell reduida en comparacié amb I'MT2. Mentre que
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en MT2 I'anell esta format per 23 membres, en el cas d’aquests y-MT2 I'anell
només consta de 18 baules i aixd pot fer que aquests y-péptids siguin encara
més rigids.
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Figura 5.4. Pseudopéptids amb modificacions a la part flexible d’MT2.

Els pseudomelanotans es poden considerar compostos peptidics tot i que incorporin
els diazanorbornans o les estructures lactamiques obtingudes amb anterioritat. La
sintesi de compostos peptidics es pot dur a terme en dissolucié o en fase solida.
Malgrat tot, I'is de la fase solida en sintesi peptidica ha demostrat molt bons resultats i
presenta diversos avantatges respecte els métodes en dissoluci6 com poden ser I'Us
d’un excés de reactius que permet la complecié de la reaccid; la possibilitat d’eliminar
aquest excés o productes secundaris per simple rentat de la resina; l'estalvi de
purificacio al final de cada etapa; la possibilitat d’automatitzar el procés i fins i tot la
capacitat d’obtenir el producte desitjat en reaccions amb poca quimioselectivitat
mitjangant 'ancoratge a la resina d’'un component apropiat.
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CAPITOL 5

5.1. Introduccio a la sintesi en fase solida

L’any 1963, el concepte de sintesi peptidica sobre suport solid desenvolupat per
Robert B. Merrifield'® va significar un gran aveng per a la quimica de péptids. Avui en
dia, aquella idea revolucionaria en el camp de la quimica organica, que li va fer
guanyar el premi Nobel 'any 1984, s’ha estés a altres camps de la sintesi organica.

La sintesi en fase sodlida es basa en l'addici6 seqliencial a un suport poliméric
d’aminoacids que presenten el Na i la cadena lateral protegits (figura 5.5). D’aquesta
manera els dos unics grups lliures sén els que estaran involucrats en la formaci6 de
I'enllag peptidic. A més cal triar els grups protectors de manera que aquests puguin ser
eliminats sense ruptura dels enllagos peptidics formats. El péptid resultant, un cop
afegits tots els aminoacids de la sequéncia peptidica, queda ancorat a la resina,
mitjangant un “linker”, a través del seu extrem C-terminal. L’escissié del peptid de la
resina pot donar lloc a un péptid acid o amida, depenent de la naturalesa d’aquest
“linker”. Els protectors de les cadenes laterals sovint es trien per ser desprotegits de
manera simultania amb l'escissi6é del péptid de la resina tot i que en alguns casos, com
en el cas dels péptids ciclics, pot ser beneficiés desancorar el péptid mantenint les
cadenes laterals dels aminoacids protegides. Per aquests casos, existeixen diferents
resines al mercat que ho possibiliten. Finalment el suport poliméric se separa del
producte dissolt per medi d’una filtracié.

Respecte als grups que es fan servir per protegir el No, aquests son el Boc, que és labil
a acids, i I'Fmoc, labil a bases. Un cop desprotegit el grup amino s’afegira el segtient
aminoacid protegit. La formacié de I'enllag¢ peptidic en condicions suaus només es pot
donar després de l'activacié del grup carboxilic d’'un aminoacid. El segon aminoacid
atacara el grup carboxil activat (atac nucledfil) formant, aixi, el dipéptid corresponent.
Si el grup amino del primer no estigués protegit, la formacié de I'enllag peptidic tindria
lloc de manera desordenada.

87 Merrifiel, R. B., J. Am. Chem. Soc., 1963, 85, 2149-2154.
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Figura 5.5. Esquema general de sintesi en fase solida.

Perd la sintesi peptidica es complica pel fet que un gran nombre d’aminoacids
presenten grups funcionals a la seva cadena lateral que requereixen ser protegits
selectivament. Cal diferenciar els grups protectors entre aquells que son intermedis i
els que sén semipermanents. Els primers serveixen per protegir grups amino o carboxil
que participaran en la formacié d’altres enllagcos. Aquests han de ser desprotegits
selectivament en unes condicions que no afectin I'estabilitat de I'enlla¢ peptidic o dels
altres grups protectors de cadenes laterals, els semipermanents. Els grups
semipermanents son aquells que normalment sén eliminats al final de la sintesi o,
ocasionalment també en una etapa intermedia. Per tant, és molt important la
ortogonalitat de la proteccié, és a dir el poder desprotegir un grup sense afectar a cap

altre.
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CAPITOL 5

5.1.1. Estratéegies en la SPPS

En la sintesi en fase solida, dues estrategies de proteccid ortogonal han estat

ampliament utilitzades.

Boc/Bzl (Figura 5.6): en aquesta el No esta protegit amb grups de tipus t-butil com per
exemple el Boc, i les cadenes laterals es protegeixen amb grups benzil. D’aquesta
manera es pot desprotegir un o un altre grup de manera selectiva ja que el Boc es
desprotegeix amb TFA i el grup benzil mitjangant hidrogenacié catalitica. L’escissio de
la resina es fa amb un acid fort com el TFMSA o I'HF que és toxic i perillés i que
requereix unes instalacions adients pel seu Us d’un alt cost i per tant no a I'abast de

\ Q;/ 2,6-Dcb

TFA HF
H
N

Boc

MBHA

tothom.

OCy

Figura 5.6. Estratégia Boc/Benzil en sintesi peptidica en fase solida.

Fmoc/Bu (Fig. 5.7): en aquest cas s'utilitza I'Fmoc com a protector del No. i protectors
de tipus t-butil per a les cadenes laterals. El desenvolupament d'aquesta estratégia
deriva de I'observacio que I'acidolisi repetida del TFA en les desproteccions del grup
Boc podria portar a l'alteracié d’enllagos peptidics aixi com també afavorir reaccions
catalitzades per acids. Usant aquesta estrategia es requereix tractament basic suau
amb piperidina per a la desproteccié de I'Fmoc mentre que el TFA només es requereix
per l'escissi6 final del péptid i desprotecci6 de les cadenes laterals d’aquest.
Actualment aquesta estratégia és la més emprada dins del camp de la sintesi
peptidica en fase solida i és la que nosaltres ens proposem emprar.
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Figura 5.7. Estrategia Fmoc/t-Bu en la sintesi peptidica.

5.1.2. Agents d’acoblament

La formacié de l'enllag peptidic és una substitucié nucledfila de un grup amino
(nucleofil) a un grup carboxil. Malgrat tot, els acids carboxilics reaccionen amb amines
per donar lloc a sals d’'amoni enlloc de carboxamides. Per aixd, com ja hem comentat,
el grup carboxilic de 'aminoacid que afegim a la cadena peptidica en creixement s’ha
d’activar i augmentar aixi el seu caracter electrofil. Aquesta activacié ha de tenir lloc
amb uns rendiments alts i sense racemitzacié ni formaci6 de subproductes i

s’aconsegueix introduint grups atraients d’electrons.
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Esquema 5.1. Mecanisme d’acoblament per atac nucledfil de 'amina sobre el carboxil activat.

A continuacié es troben detallats els principals mecanismes de formacié de I'enllac
amida que tenen lloc amb els dos tipus d’agents d’acoblament emprats en el present
treball: les carbodiides i les sals de fosfoni.

Carbodiimides

Un dels agents d’acoblament més usats son les carbodiimides, perque so6n
relativament economiques i solubles en els dissolvents utilitzats en la sintesi peptidica.
El mecanisme d’activacié mitjancant carbodiimides és complex, fortament dependent
del dissolvent i encara no esta totalment clarificat.

En aquest cas el que es forma és una O-acilisourea intermédia molt més reactiva que
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el grup acid i que pot reaccionar amb el grup amino de la cadena peptidica en

creixement.
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Esquema 5.2. Mecanisme de formacio6 de I'enllag peptidic a través de carboxidiimides

Un problema que presenten aquests agents d’acoblament és la racemitzacié quan sén
aplicades en aminoacids N-acilats i peptids. Alternativament, la O-acilurea pot patir
una transposicié per donar la N-acilurea, la qual no és reactiva, o bé atacar a un altre
acid carboxilic per donar l'anhidrid simetric, el qual és també un agent acilant
excel-lent. Si I'acid carboxilic és una N-carboxiamida (acetil, benzoil o una cadena
peptidica), o un carbamat d'a-aminoacid (Boc, Fmoc), la O-acilurea pot patir una
ciclacié intermolecular per donar una 5(4H)-oxazolona. Aquesta oxazolona també és
un agent acilant perd no tant potent com la O-acilurea ni I'anhidrid simeétric, i a més a
més, la tautomeritzacié cap a la forma endlica provoca racemitzacié. La O-acilurea es
pot atrapar per mitja dun nucledfil present al medi, normalment un derivat
d’hidroxilamina, per donar el corresponent éster actiu, que normalment és una espécie
menys reactiva perd més estable. Es per aixd, que normalment s’afegeix com a additiu
I'HOBt o HOAt per tal d’evitar la racemitzaci6. A més aquests additius tenen altres

avantatges com que augmenten la concentracié de I'espécie activa i que inhibeixen la
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deshidratacio de les carboxamides de les cadenes laterals de I'Asn i la GIn per formar

els corresponents nitrils.

Sals de fosfoni

Un altre tipus d’agents d’acoblament que es fan servir habitualment son les sals de
fosfoni, que permeten la formacié in situ dels esters activats. Castro et al. van
desenvolupar, lany 1975 el BOP (Benzotriazol-1-iloxi-tris(dimetilamino)fosfoni
hexafluorofosfat), un reactiu de fosfoni molt eficient per a la sintesi peptidica en fase
solida, perd amb l'important desavantatge de l'elevada toxicitat de 'HMPA format
durant la reaccié. Aquest reactiu va ser substituit pel seu derivat PyBOP, on els grups
amino han estat substituits per pirrolidines, la qual cosa presenta una alternativa viable
ja que els subproductes de la reaccié no presenten toxicitat.

Aquests agents d’acoblament s6n més cars que les carbodiimides perd en el cas
d’aminoacids impedits, com pot ser el cas dels nostres lactams, actuen de manera
molt eficient. En la figura 5.8 es mostren alguns exemples de sals de fosfoni com a
agents d’acoblament.

o S
PFG Q PF6 Q PFG@ Q
/N\ //N /N\ //N /,N
/ O N 0" "N o N

—N~ C’L\I @
\N/(E)\N/ N/(S\N N/P\\N
T o

BOP PyBOP PyBrOP

Figura 5.8. Exemples de sals de fosfoni com a agents acoblants.

Es necessaria 'addicié d’una base, normalment una amina terciaria (DIEA) per formar
I'anié carboxilat de I'aminoacid que s’esta acoblant, el qual duu a terme un atac
nucleofilic a la sal d’acilfosfoni, espécie altament reactiva. En abséncia del nucledfil,
I'espécie reactiva és la sal d’aciloxifosfoni que reacciona immediatament amb els ions
carboxilats presents en el medi per donar I'anhidrid simetric. En canvi, en preséncia

d’un nucleofil (com I'HOBt), 'espécie activa és I'éster d’hidroxibenzotriazole.
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Esquema 5.3. Mecanisme de reaccié amb 'agent d’acoblament PyBOP.

5.1.3. Escissio de la resina

Pel que fa a I'escissi6 final del peptid de la resina, en el cas d’haver dut a terme una
estratégia Fmoc/'Bu, aquesta s’assoleix per tractament del péptid ancorat a la resina
amb TFA. Durant aquest procés es poden formar espécies cationiques altament
reactives dels grups protectors i aquestes poden reaccionar amb els residus que
continguin grups funcionals nucleofilics, com el Trp, Met, Cys i Tyr. Per evitar aixo és
necessaria I'addicié6 d’elements nucledfils anomenats “scavengers” o captadors. Les
condicions oOptimes per l'escissio i desproteccid del peptid depenen molt de la
segliéncia aminoacidica, el nombre d’aminoacids, els grups protectors de les cadenes
laterals i el tipus de linker unit a la resina.

L’escissid dels grups protectors és I'Gltim pas en el cicle de la sintesi peptidica. Com
hem dit, normalment els grups protectors s’escindeixen alhora que el péptid es
desancora de la resina. En altres ocasions interessa tenir el peptid protegit, per
exemple, per poder ciclar-lo en dissolucié. Un cop ciclat és quan es procedira a la
desprotecci6 de les cadenes laterals del peptid ciclic.
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5.2. Precedents en la sintesi de ’'MT2

La sintesi de I'MT2 es va descriure 'any 1989 seguint una estratégia Boc/Bn. '® Amb
aquesta estratégia es va obtenir el peptid precursor lineal que van ciclar per les
cadenes laterals dels residus 5 i 10 en fase solida i també en dissolucié (Fig. 5.9). en
el cas de la ciclacié en fase solida, la funcionalitzacié de la resina era de 0,30-0,35
mmol/g de resina, la qual va ser la que els va donar millors resultats pel que fa a
rendiment i puresa del producte final. La ciclacié en fase solida resultava tenir dos
grans avantatges sobre la ciclacié en dissolucié: un “work-up” facil i rendiments meés

alts.

El problema que suposa aquesta sintesi és I'is d’'HF com a agent d’escissi6. Com ja
s’ha comentat, aquest és perillds i requereix equips especifics. A més els equips de
gue disposem només permeten I'escissié de dos péptids alhora, la qual cosa fa que el
procés s’allargui en els casos d’una sintesi en paral-lel, en la que se sintetitzin un gran
nombre de péptids. Un altre inconvenient és I'is de TFA en cadascun dels
acoblaments per desprotegir el grup amino de I'aminoacid acoblat, ja que aquest
reactiu és perillés i car. Per tots aquests motius seria molt més practica una sintesi
usant l'estratégia Fmoc/Bu. Aquesta fou descrita per Grieco et al. 'any 2001, fent

servir la resina Rink amida.'®

188 a) Al-Obeidi, F., Castrucci, A. M. L., Hadley, M. E., Hruby, V. J., J. Med. Chem., 1989, 32, 2555-2561.
b) Al-Obeidi, F.; Hadley, M. E.; Pettitt, B. M.; Hruby, V. J., J. Am. Chem. Soc., 1989, 111, 3413-3416.

189 3) Grieco, P., Balse-Srinivasan, P., Han, G., Weinberg, D., MacNeil, T., Van der Ploeg, L. H. T., Hruby,
V. J., J. Pept. Res., 2003, 62, 199-206. b) Grieco, P.; Gitu, P. M.; Hruby, V. J., J. Pept. Res., 2001, 57,
250-256.
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Métode A: Ciclacio en fase solida Meétode B: Ciclacio en dissolucié

Boc-Lys(Fmoc)-pMBHA-resina Boc-Lys(2-ClZ)-pMBHA

1. | Boc-Trp(For) 1. | Boc-Trp(For)

2. | Boc-Arg(Tos) 2. | Boc-Arg(Tos)

3. | Boc-D-Phe 3. | Boc-D-Phe

4. | Boc-His(Bom) 4. | Boc-His(Bom)

5. | Boc-Asp(Fmoc) 5. | Boc-Asp(Bzl)

6. y piperidina:DMF (1:1) 6. | BocNle

7.1 Ac,0, piridina

Boc-Asp(OH)-His(Bom)-D-Phe-Arg(Tos)-Trp(For)-Lys(NH,)-pMBHA 8.y Escissio amb HF i purificacio

7. l BOP + Et3N en DMF (ciclacid) Ac-Nle-Asp-His-D-Phe-Arg-Trp-Lys-NH,-3HF

| | 9. | HCI, DIEA-cel-lulosa
Boc-Asp-His(Bom)-D-Phe-Arg(Tos)-Trp(For)-Lys-pMBHA
Ac-Nle-asp-His-D-Phe-Arg-Trp-Lys-NH,-3HCI

8. | Boc-Nle (métodes en fase solida)
9. | Ac,0, piridina 1o_l DPPA + K,HPO, en DMF

10. | Escissié amb HF i purificacié (ciclacio)

- | [ |
Ac-Nle-Asp-His-D-Phe-Arg-Trp-Lys-NH, Ac-Nle-Asp-His-D-Phe-Arg-Trp-Lys-NH,

MT-1I (55-60%) MT-1I (30-40%)

Figura 5.9. Esquema de sintesi de 'MT2 emprant I'estratégia Boc amb ciclacié en resina i en

dissoluci6.'®®

La sintesi de 'MT2 descrita per Grieco et al. aprofita la desproteccid selectiva dels
grups protectors Allyl i Alloc que protegeixen les cadenes laterals del residu d’Asp® i de
Lys'®. Usant aquests grups com a protectors de les cadenes laterals que participen en
la ciclaci6 del péptid, aconseguim tenir un sistema ortogonal tridimensional
(Fmoc/Bu/Allil).

Aquests grups Al-lil/Alloc sén eliminats generalment per tractament del péptid protegit
unit a la resina amb pal-ladi(0) tetrakis(trifenilfosfina) [Pd(PPhs)4] en preséncia d'un
nucleofil al medi que actui capturant els grups allyl alliberats durant la desproteccié.

La sintesi d’'MT2 consistia en tenir el péptid protegit ancorat a una resina Rink amida.
A partir d’aquest van fer la desproteccié de les cadenes lateral dels dos grups que
intervenien en la formacié del cicle lactamic, I'Al-lil protector del grup acid de 'Asp® i
I'Alloc protector de 'amina de la cadena lateral de Lys'™. La desproteccio de 'Allil i
I'’Alloc en condicions neutres amb quantitats catalitiques de Pd(PPhg), permetia una
desproteccié ortogonal per a aquestes cadenes laterals. A continuacié ciclaven el
péptid per aquestes cadenes laterals desprotegides. Per acabar escindien el péptid de
la resina i desprotegien la resta de cadenes laterals amb TFA, purificaven i
caracteritzaven el péptid ciclic (esquema 5.4).
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Fmoc-Lys(AIIoc)O

Sintesi del péptid lineal

AC-NIe-Asp(AIIyI)-His(Trt)-D-Phe-Arg(be)-Trp(Boc)-Lys(AIIoc)—O

Pd(PPh3),/PhSiHy/DCM

Ac-Nle-Asp-His(Trt)-D-Phe-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Lys —O
COOH NH,
‘ HBTU/HOBt/DIEA

AC-NIe-Asp-His(Trt)-D-Phe-Arg(be)-Trp(Boc)-LysO
| |

‘ Escissié del péptid de la resina

Ac-Nle-c[Asp-His-D-Phe-Arg-Trp-Lys]-NH,
MT2

Esquema 5.4. Esquema sintétic general de 'MT2 emprat per Grieco.'®

5.3. Sintesi de I'MT2

Per a la sintesi de 'MT2 de referéncia i dels nostres pseudomelanotans seguirem
aquesta darrera estratégia de proteccid ortogonal Fmoc/Bu/Al"lil i seguint dues rutes
alternatives. En el primer cas es pensa dur a terme tant la sintesi del precursor lineal
com la ciclacié en fase solida, tal com estava descrit en la literatura.'®® Com a
alternativa, varem decidir provar, també, la ciclacié del peptid en dissolucio per si els
derivats restringits no es podien ciclar de forma satisfactoria en fase solida.

Per dur a terme aquestes dues rutes vam fer servir dues resines diferents. Si el que es
volia era ciclar en fase solida calia obtenir primer el péptid protegit ancorat a la resina,
a continuacié desprotegir les cadenes laterals d’Asp® i Lys'®, ciclar per aquestes
cadenes laterals i finalment desancorar i desprotegir la resta de les cadenes laterals
per acabar obtenint el péptid ciclic amb I'extrem C-terminal en forma d’amida. Per
assolir aguest objectiu es va fer servir la resina Rink amida. En canvi, per dur a terme
la ciclacié en dissolucié, varem escollir la Sieber amida. Aquesta resina ens permetia
desancorar el peptid sense desprotegir-lo ja que I'escissid es realitza amb condicions
acides més suaus (TFA a I''% en DCM), les quals no desprotegeixen les cadenes
laterals del peptid.
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A més en el cas de la ciclaci6 en resina també varem provar de reduir la
funcionalitzacié de la resina per tal de minimitzar els possibles creuaments entre les
diferents cadenes peptidiques que es poden produir al desprotegir les cadenes laterals
d’Asp® i Lys '° en cas que la funcionalitzaci6 de la resina sigui elevada. Per tant es va
sintetitzar el peptid MT2 per triplicat: 1) ciclacié en fase solida usant Rink amida amb
funcionalitzaci6 de 0,56 mmol/g de resina; 2) ciclaci6 en fase solida reduint la
funcionalitzacié a la resina Rink amida fins a 0,2 mmol/g de resina; i 3) ciclacié en
dissoluci6 emprant una resina sensible a acid com és la Sieber amida de
funcionalitzacié 0,56 mmol/g de resina.

5.3.1. Ciclacio en fase solida

Per fer la ciclacié en fase solida varem seguir 'esquema de Grieco et al., en que feiem
servir la resina Rink amida MBHA i els residus d’Asp® i Lys'® tenien la cadena lateral
protegida amb Al-lil i Alloc respectivament de manera que aquests grups protectors
eren ortogonals a 'Fmoc i al ‘Bu (fig. 5.10).

Al tractar-se d’'un péptid que conté exclusivament aminoacids comercials que
generalment no presenten dificultats d’acoblament, es varen escollir com a agents
d’acoblament la DIPCDI (3 equivalents) i 'HOBt (3 equivalents) com a additiu, a més
de I'aminoacid que es volia acoblar (3 equivalents), emprant com a dissolvent una
barreja DCM:DMF en una proporcié de 3:1. D’aquesta manera es van anar acoblant
tots els aminoacids fins a obtenir el peptid lineal 127 ancorat a la resina i que tenia les
cadenes laterals protegides. L’extrem N-terminal del péptid es va desprotegir amb
piperidina al 20% en DMF i es va acetilar per reacci6 amb anhidrid acetic en medi
basic de DIEA, emprant DCM com a dissolvent. D’aquesta manera s’obtenia el peptid
intermedi 128.
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CHs

OCH; NHFmoc Q

/‘O ‘c ~ N
i /\n/ Q

Resina Rink Amida
®

1. 20 % piperidina en DMF
2. Fmoc-Lys(Alloc)-OH (3 eq);
DIPCDI (3 eq); HOB (3eq)
DMF/DCM

Fmoc—Lys(AIIoc)—O

1. 20 % piperidina/ DMF
2. Fmoc-aa-OH (3 eq);
DIPCDI (3 eq); HOBt (3 eq)

Fmoc-NIe-Asp(All)-His(Trt)-D-Phe-Arg(be)-Trp(Boc)-Lys(AIIoc)—O
127
1. 20 % piperidina/ DMF
2. Ac,0, DIEA, DCM

AcNIe—Asp(AII)—His(Trt)—D—Phe—Arg(be)—Trp(Boc)—Lys(AIIoc)—O
128

1. Pd(PPhg), , PhSiH; DCM
2. PyBOP, HOBt, DIEA (2:2:4)

AcNIe-Asp-His(Trt)-D-Phe-Arg(be)-Trp(Boc)-Lys—O
| |

129
l TFA/TIS/H,O 95:2,5:2,5

MT2

Esquema 5.5. Esquema de sintesi del péptid de referéncia MT2.

Posteriorment, es va procedir a la ciclacié del péptid per les cadenes laterals dels
residus d’Asp® i Lys'®. Abans, pero, calia desprotegir les cadenes laterals d’aquests
residus. Com ja hem vist anteriorment, els grups Allil i Alloc s’utilitzen com a protectors
ortogonals a Fmoc i Bu, ja que es poden desprotegir de manera diferent. Aixi, per a la
desproteccié d’aquestes cadenes laterals varem emprar el métode descrit per Thieriet
et al."® en el que sutilitza Pd(PPhs); com a catalitzador i PhSiH; com a agent
atrapador o scavenger dels cations al-lilics reactius que es formen en la reacci6. Els
silil derivats que es formen sén hidrolitzats per la propia humitat de I'ambient (esquema
5.6), donant lloc a la cadena lateral desprotegida.

%0 Thieriet, N., Alsina, J., Giralt, E., Guibé, F., Albericio, F., Tetrahedron Lett., 1997, 38, 7275-7278.
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Pd(PPhg),, PhSiHg H,0
\n/o\/\ Ay RH'\'\n/o\[si] —, - RV
o)

o NF [Si]—O0—[Si]

Esquema 5.6. Mecanisme de desproteccio dels grups Allil i Alloc.

Un cop desprotegides les cadenes laterals, el péptid es va ciclar utilitzant PyBOP (2
equivalents), HOAt (2 equivalents) i DIEA (4 equivalents) donant lloc al peptid ciclic
protegit 129. Com ja hem comentat en la secci6 5.1.2, les sals de fosfoni sén agents
d’acoblament més enérgics que les carbodiimides.'! Per aixd, es fan servir en aquesta

etapa per assegurar una bona ciclacié del peptid.

Finalment, el péptid 129 es va escindir de la resina i desprotegir simultaneament
mitjangant una mescla de TFA, H,O i triisopropilsila (TIS) en unes proporcions de
95:2,5:2,5. EI TIS, de la mateixa manera que el PhSiH3, actua captant els cations que
es formen provinents dels grups protectors de les cadenes laterals, com poden ser
cations 'Bu, tritil, etc.

Els successius acoblaments, aixi com I'acetilacié i ciclacié del péptid, es van controlar
amb I'assaig qualitatiu de ninhidrina o test de Kaiser. Aquest test permet determinar de
forma qualitativa la preséncia de grups amino primaris en la resina i ens serveix de
control per a la sintesi peptidica. Es tracta de dos reactius que reaccionen amb els
grups amino presents a la cadena peptidica donant coloracié. Quan I'aminoacid s’ha
acoblat satisfactoriament no hi ha grups amino lliures i per tant el resultat del test és
negatiu. Aquesta és I'nica manera que tenim per controlar les reaccions sense
necessitat de desancorar el péptid de la resina. Una altra possibilitat, és la d’escindir
una petita porcié de péptid i caracteritzar-lo per HPLC i espectrometria de masses.

Assaig de ninhidrina o test de Kaiser

Cada vegada que es finalitza un cicle d’acoblament, o bé a I'hora de ciclar, una petita
part de la resina rentada amb DCM i seca, es fa reaccionar amb dos reactius
anomenats A i B de ninhidrina. Aquesta mescla s’ha d’escalfar durant 3 minuts a
110°C i a continuacioé es compara la mostra amb la d’un patr6 sotmés a les mateixes
condicions que consta Unicament dels 2 reactius en les mateixes proporcions, pero

que no conté resina. Un cop refredades aquestes mostres, se’n mira la coloracié. Un

¥ Hudson, D.; J. Org. Chem., 1988, 53, 617-624.
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color blau-violeta (assaig positiu) indica I'existéncia de grups amino lliures i per tant
mostra un acoblament incomplet o bé una desproteccié satisfactoria. Un color assaig
incolor o groguenc (assaig negatiu) és indicatiu d’'un acoblament superior al 99,5%.

5.3.2. Ciclacio en dissolucio

Pel que fa a la ciclacié en dissolucid, la resina Sieber Amida ens permetia obtenir el
péptid en dissoluci6 amb les cadenes laterals protegides necessari per la ciclacio ja
que aquest es pot alliberar de la resina amb TFA diluit (TFA 1% en DCM). Aixi, es va
sintetitzar I'intermedi lineal protegit 127 de forma analoga a la anterior, es va acetilar
amb anhidrid acétic en DCM i es van desprotegir les cadenes laterals d’Asp® i Lys'®
seguint el mateix procediment per obtenir 130.

NHFmoc

Ness

Resina Sieber Amida

1. 20 % piperidina en DMF
2. Fmoc-Lys(Alloc)-OH (3 eq);
DIPCDI (3 eq); HOBt (3eq)

_O

1. 20 % piperidina/ DMF
2. Fmoc-aa-OH (3 eq);
DIPCDI (3 eq); HOBt (3 eq)

Fmoc-Lys(Alloc

Fmoc-NIe-Asp(AII)-His(Trt)-D-Phe-Arg(be)-Trp(Boc)-Lys(AIIoc)—O
127

1. 20 % piperidina/ DMF

2. Ac,0O, DIEA, DCM

AcNIe-Asp(AII)-His(Trt)-D-Phe-Arg(be)-Trp(Boc)-Lys(AIIoc)—O
128

Pd(PPhg), , PhSiHs DCM

AcNIe-Asp-His(Trt)-D-Phe-Arg(be)-Trp(Boc)-Lys—o
130

1. TFA 1% in DCM
2. PyBOP, DIEA, DMF/DCM (97:3)

AcNle-Asp-His(Trt)-D-Phe-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Lys
| |

l TFA/TIS/H,O 95:2,5:2,5

MT2

Esquema 5.7. Sintesi de 'MT2 ciclant el péptid en disolucio.
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Posteriorment, a diferéncia del cas anterior, s’escindi el peptid de la resina amb
condicions acides suaus d'un 1% de TFA en DCM. El peéptid lineal obtingut no es
purifica i es cicla amb PyBOP (1,5 equivalents) i DIEA (3 equivalents) en una
dissoluci6 de DMF/DCM 97:3. La dilucié ha de ser d’aproximadament 10“*M per
assegurar que la ciclaci6 es produeixi de manera intramolecular i no hi hagi
dimeritzacié o polimeritzacio entre diferents molécules de péptid. Per tal d’eliminar els
grups protectors un cop ciclat el péptid, s’addiciona a la mescla TFA/H,O/TIS en una
proporcié 95:2,5:2,5 durant 2 hores (esquema 5.7).

5.3.3. Purificacio i caracteritzacio d’MT2

Un cop obtingut el péptid ciclic MT2, tant per una via com per l'altra, es purifica per
HPLC preparativa. Previament, pero, les condicions d’elucié del péeptid s’estableixen
per 'HPLC analitica. Concretament, per la purificacié de 'MT2 es va fer servir un
gradient de 0 a 23% d’acetonitril en H,O durant 1 minut i un gradient de 23% a 25% en
13 minuts. El péptid obtingut després de la purificacié es va caracteritzar per HPLC,
AAA i MALDI-TOF i RMN.

Els resultats obtinguts van ser molt semblants tant pels péptids obtinguts per ciclacié
en fase solida com per l'obtingut per ciclacié en dissolucié. Aixi, doncs, a la vista
d’aquests resultats , podem dur a terme tot el procés on-resin i desancorar al final. A
més, quan es duia a terme la ciclacié en la resina amb funcionalitzacié elevada no
s’observen com a compostos secundaris els productes de reaccions creuades entre
les diferents cadenes peptidiques. Per aquest motiu, s’escollira aquesta metodologia

com la d’eleccid per dur a terme la sintesi dels nostres y-melanotans.

5.4. Sintesi dels y-melanotans

Com ja hem comentat en I'apartat anterior, I'estratégia que varem escollir per a la
sintesi dels y-melanotans va ser la descrita per Grieco et al.,'® ciclant el péptid en
fase solida abans de desprotegir les cadenes laterals i escindir el peptid de la resina.
L’avantatge d’aquesta estratégia és la facilitat per eliminar els agents d’acoblament
que es fan servir per a la ciclacié, que normalment son dificils de separar quan el
péptid ciclic s’obté en dissolucid.
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5.4.1 Sintesi dels y-MT2 amb analegs dipeptidics rigids a la zona activa

Com ja hem comentat en la introduccié del capitol, es pretenien realitzar els peptids
121a i 121b en els que el residu de Trp es substituiria pel lactam 13 i el peptid 120 en
el que el residu d’Arg es reemplacaria pel nostre analeg dipeptidic 108.

5.4.1.1. Sintesi dels y-MT2 lactamics 121a i 121b

En el cas dels y-melanotans que incloien el lactam {Trp} 13 en la seva estructura,
aquests se sintetitzaven de manera semblant a 'MT2, és a dir, es feia servir DIPCDI
com a agent d’acoblament, HOBt com a additiu, i 'aminoacid que es vol acoblar en
proporcions de 3:3:3 respecte al peéptid. L’'acoblament dels lactams a cadenes
peptidiques en creixement sol funcionar molt bé perd per optimitzar les condicions
d’acoblament d’aquest sint6 de valor afegit, feiem servir un sistema d’acoblament més
eficag. Aixi, per tal de poder treballar amb poc excés de lactam es va fer servir PyBOP
com a agent d’acoblament, HOAt com a additiu i DIEA en una proporcié de 1,5:1,5:3
respecte al péptid i 1,5 equivalents de lactam 13. D’aquesta manera s’assolia
I'intermedi 131 sobre el qual es van acoblar successivament la resta de residus.

Un cop s’havien acoblat tots els residus, s’acetila I'extrem N-terminal del peptid
mitjancant I'addicié d’anhidrid acétic i DIEA (proporcié 1:2) en DCM obtenint-se, aixi,
I'intermedi 132. A continuacié, es desprotegiren les cadenes laterals dels residus d’Asp
i Lys emprant el métode anteriorment descrit, en el que s’emprava Pd(PPh;), (0,1 eq.) i
PhSiH3 (20 eq.) durant 20 minuts. Aquest procés es repeti fins a tres ocasions per tal
d’assegurar la total desproteccidé de les cadenes laterals dels residus implicats en la
ciclacio.

De forma analoga a la descrita per MT2, la ciclacié tingué lloc emprant PyBOP, HOAt i

DIEA en proporcions 2:2:4 després de 2h. El test de Kaiser ens confirma la formacié
del péptid ciclic protegit 133.
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Rink Amida—()

1. 20 % piperidina en DMF
2. Fmoc-Lys(Alloc)-OH (3 eq);
DIPCDI (3 eq); HOBt (3eq)
DMF/DCM

Fmoc-Lys(AIIoc)O (CO2H

O N
1. 20 % piperidina/ DMF
2. {Trp} 13 (1,5 eq); PyBOP (1,5 eq);¢————=  FmocHN
HOAt (1,5 eq), DIEA (3 eq) o

HN
Fmoc-{Trp}-Lys(AIIoc)O
131

13

Agents d'acoblament:

1.20% piperidina/ DMF PYBOP, HOA, DIEA (1,5:1,5:3)
2. Fmoc-aa-OH (3eq); DIPCDI (3eq),

HOBt (3 eq)
3. 20 % piperidina/ DMF
4. Ac,0, DIEA, DCM

YO O o)
AcNIe-Asp(AII)-His(Trt)-D-Phe-Arg(be)-{Trp)-Lys(AIIoc)O \\\/ NH o HN/\/\j\ )“\\
132 L o=
NH
1. Pd(PPh3)s , PhSiHz DCM o j/\)

2. PyBOP, HOBt, DIEA (2:2:4) N o HN /
H
. TFATISH,0 95:2,5:2,5 LN Nfo(j©
AcNIe-Asp—H|s(Trt)—D—Phe-Arg(be)—{Trp)-LyS4O N 5 H
\ \ %
N

133 HN HN\(
N

121a-b

Esquema 5.8. Sintesi del pseudopeéptid 121ai 121b.

Un cop ciclat, el péptid s’escindi de la resina i es desprotegiren les cadenes laterals de
forma simultania, emprant una mescla de TFA/TIS/H,O en proporcions (95:2,5:2,5)
durant 1h. El péptid es filtra i es recolli en un matras juntament amb la mescla
d’escissié. Després d’evaporar el TFA sota corrent de nitrogen el péeptid es precipita en
MTBE fred, es centrifuga i es decanta I'éter. El precipitat obtingut es va redissoldre en
una mescla d’H,O i ACN i es liofilitza.

Com que el lactam 13 del que partiem es tractava d’una mescla d’enantiomers,
haviem d’obtenir al final de la sintesi dos epimers. Per HPLC analitica es varen establir
les condicions per la separacié d’aquests dos diasteredomers que apareixien en una
proporcié 1:1. Un d’ells es va poder separar quan es feia un gradient de 23 a 26%
d’ACN en H,O en 20 min. L’altre es va haver de repurificar emprant un gradient de 25
a 27% d’ACN en H,O en 20 min. Un cop purificats per HPLC semipreparativa, els
diastereomers 121a (99% puresa) i 121b (88% puresa) es varen caracteritzar per
HPLC, MALDI i RMN.
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5.4.1.2. Sintesi del y-MT2 120 modificat amb azaArg

La sintesi del y-péptid 120 es va realitzar de forma analoga a la descrita pel péeptid
121a i 121b perd pel que fa a I'acoblament dels diazanorbornans, aquest transcorre
normalment amb les condicions estandard d’acoblament amb carbodiimides. D’acord
amb aixd, l'acoblament tingué lloc amb DIPCDI, HOBt i l'azanorborna 108 en
proporcions 2:2:2 i no va fer faltar reacoblar per obtenir el tripeptid 134. El problema
amb que ens varem trobar amb aquests bicicles apareixia al fer I'acoblament de
'aminoacid seglent, ja que és el nitrogen del cicle el que actua com a nucledfil i
aquest esta molt impedit. Per aquest motiu es va utilitzar PyBOP (10 equivalents) com
a agent acoblant, HOAt (10 equivalents) com a additiu en medi basic de DIEA (20
equivalents), amb un gran excés de I'aminoacid a acoblar (10 equivalents) i amb temps
de reaccié molt més llargs (24 hores). Tot i aixi en ocasions va ser necessari un segon
acoblament en les mateixes condicions per assolir el tetrapéptid 135. A més el test de
Kaiser no ens servia per comprovar si 'acoblament havia funcionat o no ja que aquest
test només reacciona amb amines primaries, de manera que el que es feia era escindir

una petita aliquota de resina i analitzar-la per HPLC i MALDI.

Un cop s’aconsegui acoblar el residu seglent al bicicle, els acoblaments es varen
continuar fent amb DIPCDI i HOB4, tot i que la presencia del bicicle semblava entorpir
els acoblaments i en alguna ocasi6 va fer falta reacoblar abans d’obtenir el péptid
lineal acetilat 136. A continuacioé es van desprotegir les cadenes laterals dels residus
d’Asp i Lys de la mateixa manera que en el cas anterior i es va ciclar el péptid emprant
PyBOP, HOAt i DIEA en proporcions 2:2:4 deixant 'acoblament durant 24 h.

Finalment, es desprotegi el peptid 137, s’escindi de la resina i es precipita en MTBE.
Després de decantar el sobrenedant es resuspengué el precipitat en una mescla
d’H,O i ACN i es liofilitza.

El cru resultant es purifica per HPLC preparativa després d’establir les condicions en
HPLC analitica. Concretament es va fer servir un gradient de 22 a 25% d’ACN en H,O
en 20 minuts per obtenir el pseudopéptid 120 amb una puresa superior al 95%. El
péptid pur es va caracteritzar per HPLC, MALDI i RMN.
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Rink Amida—()

1. 20 % piperidina en DMF
2. Fmoc-Lys-OH (3 eq); DIPCDI (3 eq);
HOBt (3eq) en DMF/DCM

Fmoc-Lys(AIIoc)O NBoc

1. 20 % piperidina/ DMF BocHN™A, i
2. {azaArg}-Phe 108 (2 eq); DIPCDI (2 eq); <——— B%IN H/\COzH
HOB (2 eq). \Fmoc
Fmoc-{azaArg}—Phe—Lys(AIIoc)—O 108
134 Agents d'acoblament:
1. 20% piperidina/ DMF DlPCDl, HOBt, 108 (222)
2. Fmoc-D-Phe-OH (10eq); PyBOP (10eq)
HOAL (10 eq); DIEA (20 eq).
Fmoc-D-Phe-{azaArg}-Phe-Lys(AIIoc)—O
135
1. 20 % piperidina/ DMF
2. Fmoc-aa-OH (3 eq); DIPCDI (3 eq);
HOBt (3 eq).
3. 20 % piperidina/ DMF
4. Ac,0, DIEA, DCM o)
BRI
AcNIe—Asp(AII)—His(Trt)—D-Phe—{azaArg}-Phe-Lys(AIIoc)O 0w NHo HN/\/\_gL NH,
136 ;NH HN Ko Q
1. Pd(PPhg), , PhSiH, DCM © N
2. PyBOP, HOB, DIEA (2:2:4) O NH g O o)
TFATIS/H,O 95:2,5:2,5 \'KWN NN
AcNle-Asp-His(Trt)-D-Phe-{azaArg}-Phe-Lys O /4< o
| J HN N HN {NH
137 NH;
120

Esquema 5.9. Sintesi del pseudopéptid 120 amb el residu d’Arg modificat.

5.4.2 Sintesi del y-MT2 amb modificacié de la zona central del gir

D’acord amb el que s’ha explicat en el capitol de la introduccié, la part activa de 'MT2
esta formada pels residus d’His-D-Phe-Arg-Trp, essent els residus d’His i de D-Phe la
part central d’'un gir B que es forma en la conformacié activa. D’altra banda, com ja
s’ha comentat en el capitol 3, I'oxazolopiperidona 15 és un mimétic de gir B. Es per
aixo, que es va sintetitzar el pseudopéptid 122, que contenia el bicicle 15 en lloc dels
residus d’His-D-Phe en la regi6 activa de 'MT2.

La seva sintesi es realitza de forma analoga a la sintesi del péptid de referéencia i dels
péptids descrits en I'apartat anterior. Per tant, els residus de Lys(Alloc), Trp(Boc) i
Arg(Pbf) s’acoblen successivament fent servir la DIPCDI i 'HOBt com a agents
d’acoblament. En aquest cas, el bicicle lactamic 15 també es va introduir sense
complicacions en les mateixes condicions en les que s’introdueixen els aminoacids

comercials perd emprant un excés menor (2 equivalents) del compost 15. A
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continuacio, s’acobla I'Asp(Al-lil) i la Nle i el péptid es va acetilar amb anhidrid acetic i
DIEA (10:20) donant lloc al péptid lineal 139, que es desprotegi seguint les condicions
que havien estat utilitzades en el cas de 'MT2, es a dir, Pd(PPhs), (0,1 equivalents) i
PhSiH; (20 equivalents) en DMF. Les cadenes laterals dels residus d’Asp i de Lys es
van fer reaccionar amb PyBOP (3 equivalents), HOAt (3 equivalents) i DIEA (6
equivalents) durant 2 hores per obtenir el péptid ciclic 140.

Per tal d’escindir el péptid de la resina i desprotegir les seves cadenes laterals, es va
fer servir una mescla TFA/TIS/H,O en proporcions 95:2,5:2,5 durant 2 hores. El peptid
122 recollit es precipita en MTBE, es resuspengué en una mescla d'H,O i ACN i es
liofilitza.

El cru resultant es purifica per HPLC semipreparativa segons les condicions
establertes per 'HPLC analitica, és a dir, un gradient de 22 a 24 % d’ACN en H,O
durant 20 minuts per tal d’obtenir el péptid 122 pur (puresa superior al 99%) el qual es
caracteritza per HPLC, MALDI i RMN.

Rink Amida—o

1. 20 % piperidina en DMF
2. Fmoc-aa-OH (3 eq); DIPCDI (3 eq);
HOBt (3eq) en DMF/DCM

Fmoc-Arg(be)-Trp(Boc)-Lys(AIIoc)—O HOZCI"//\
1. 20 % piperidina/ DMF Osx N0
2. oxazolopiperidona 15 (2 eq); $——— U
DIPCDI (2 eq); HOB (2 eq). FmocHN"
Fmoc—{oxa-15}—Arg(be)—Trp(Boc)-Lys(AIIoc)—o 15

138 Agents d'acoblament:

DIPCDI, HOBt, 15 (2:2:2)
1. 20 % piperidina/ DMF

2. Fmoc-aa-OH (3 eq); DIPCDI (3 eq);
HOBt (3 eq).

3. 20 % piperidine/ DMF

4. Ac,0, DIEA, DCM

o
0
AcNle-Asp(All)-{oxa-15}Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Lys(Alloc \]// NH
P(AI)-{oxa-15}Arg(Pbf)-Trp(Boc)-Lys(Alloc) () \\\/MNHOHNMZ
139 ;H HN\S
1. Pd(PPhg), , PhSiHs DCM g N
2. PyBOP, HOBY, DIEA (2:2:4) o
TFATIS/H,0 95:2,5:2,5 NH
AcNIe-Asp-{oxa-15}-Arg(be)-Trp(Boc)-Lys—O 4
\ \ N—\" 0o \\\
NH
140 O] HN~¢
NH,
122

Esquema 5.10. Sintesi del pseudopéptid amb modificacié al gir B.
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5.4.3. Sintesi dels y-melanotans amb substitucions de la Lys

5.4.3.1. Modificacio amb I'oxazolopiperidona 15

Al tractar-se d’un mimeétic de gir B, 'oxazolopiperidona 15 ens donava la possibilitat de
sintetitzar un peéeptid que tingués dos girs B contraposats. En aquest cas el bicicle
lactamic 15 substituia a la Lys en la seva funcié de connector entre els dos extrems del
péptid lineal.

L’estratégia seguida en els casos anteriors no era valida en aquest cas ja que
I'oxazolopiperidona només tenia dos punts d’'unié (pels tres de la Lys) i per tant no es
podia fixar a la resina. Per tant, fou el residu d’Asp(Al-lil) el que es fixa a la resina a
través del seu grup carboxilic alfa i a partir del qual fariem créixer el péptid a través del
seu grup amino. Un cop sintetitzat el péptid lineal es tancaria per ciclacié del grup
amino de I'His amb el grup carboxil de la cadena lateral de 'Asp.

o
o
)L 1.desproteccié de I'acid o] HN)Laa1
o elongacié de la QO  HN"Taar_ 2.desproteccié de I'amina aa),
NHFmoc  cadena peptidica (@) 3.ciclacio QN 4an,oNH
C}H - OH o e‘lamzNHFmoc - . H OH 22

O\/\ - O\—/

o} ° N

Esquema 5.11. Plantejament sintétic del pseudomelanotan 123.

En primer lloc, sobre el residu d’Asp es va acoblar 'oxazolopiperidona 15. Com hem
vist en la sintesi de 122 aquesta s’acoblava sense dificultats emprant les condicions
estandard de DIPCDI (2 equivalents) i HOBt (2 equivalents) emprant 2 equivalents de
'oxazolopiperidona 15. La resta dels residus també es varen introduir sense
problemes emprant aquests mateixos agents d’acoblament perd amb un excés de 3
equivalents respecte el péptid. Aixi es va arribar a lintermedi 142 després de
'acoblament del Trp(Boc), I'Arg(Pbf), la D-Phe i I'His(Trt). En aquest punt teniem el
grup carboxil de la cadena lateral de I'Asp protegit en forma d’éster al-lilic i el grup
amino de I'His protegit amb Fmoc. La desproteccid, en primer lloc de la funcié acida de
I’Asp seguida de la desproteccié de I'His amb piperidina al 20% ens va permetre
obtenir I'intermedi desprotegit a punt per la ciclacié. En el cas que la desproteccio de
'amina de la His hagués estat prévia a la escissio de l'al-lil s’hauria pogut obtenir el
producte d’alquilacié de I'amina de la His impedint la ciclacié del péeptid. Un cop
desprotegit es va procedir a la ciclacié del péptid emprant PyBOP (2 equivalents),
HOAt (2 equivalents) i DIEA (4 equivalents) que dona lloc al péptid protegit 143.
Aquest es va sotmetre a les condicions de desproteccio i escissid en les que es va
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emprar la mescla TFA/TIS/H,O en proporcions 95:2,5:2,5 obtenint-se el peptid 123, el

qual es va precipitar en MTBE i es va liofilitzar.

Rink Amidaﬂ

1. 20 % piperidina en DMF
2. Fmoc-Asp(Al-lil)-OH (3 eq); DIPCDI (3 eq);
HOBt (3eq) en DMF/DCM

Fmoc-Asp(AI-IiI)—O HO.C,

1. 20 % piperidina/ DMF 0. N O
2. oxazolopiperidona 15 (2 eq); ¢—— U
DIPCDI (2 eq); HOBt (2 eq). FmocHN""
Fmoc-{oxa-15}-Asp(Al- |||>—O 15
14 Agents d'acoblament:

DIPCDI, HOBt, 15 (2:2:2)
1. 20 % piperidina/ DMF

2. Fmoc-aa-OH (3 eq); DIPCDI (3 eq);

HOB (3 eq) <’
O (o]
Fmoc-His(Trt)-D-Phe-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-{oxa-1 5}—Asp(AI-IiI)0 o) ‘/s
. NH
142 HoN NH o
1. Pd(PPhg), , PhSiH; DCM o ):o
2. 20 % piperidina/ DMF
3. PyBOP, HOBt, DIEA (2:2:4) HN NH
’ TFA/TIS/H,O 95:2,5:2,5 "\WN Hgl?lé
H|T(Tr1)-D-Phe-Arg(be)-Trp(Boc)-{oxa-15)—?sp40 s 8 o
z
143 )\N
HNJ

123

Esquema 5.12. Sintesi del y-MT2 amb substitucié del residu de Lys per I'oxazolopiperidona 15.

El peptid 123 es purifica per HPLC semipreparativa emprant un gradient del 22 al 23%
d’ACN en H,O en 20 minuts i es va caracteritzar per HPLC, MALDI i RMN.

5.4.3.2. Modificacio de la part flexible amb el diazanorborna 101b

De la mateixa manera que en el cas del pseudopéptid 123, en aquest cas fou I'Asp el
residu que es va ancorar a la resina. Com ja hem comentat anteriorment els
diazanorbornans s’acoblaven sense problemes a la cadena peptidica en creixement,
pero era molt dificil la reaccié6 d’acoblament amb I'aminoacid posterior i es requerien
temps de reacci6 llargs i un gran exces de reactius. Perd, com que el que es volia era
sintetitzar era un azapeptid, calia formar un enlla¢ de tipus urea. Per aixo, calia en
primer lloc, transformar I'amina bé de I'Asp, bé del diazanorborna 101b en isocianat o
en un carbamat activat i normalment aquesta activacié es realitza amb trifosgé (BTC) o
amb carbodiimidazole (CDI). Quan Il'activacié té lloc sobre la funci6 amina de la
cadena peéptidica en creixement es forma I'azapéptid acompanyat per quantitats
importants de I'hidantoina formada per l'atac nucledfil de I'amina secundaria de
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I'aminoacid precedent,’® de manera que aixd només ocorre quan aquesta cadena esta

formada per dos 0 més residus.

Ry, O Ry
0 N
y X~ X O R, o}
N\)J\ Azapéptid
HoN N
: ’ .
O R 0 Fmoc—N—NH Rs

R4 )\(j)?\ Ry
HN /'\H’O
N
Zﬁ R0

Hidantoina

X = grup sortint

Esquema 5.13. Formacié de I'hidantoina com a subproducte de l'activacié de I'extrem N-

terminal del péeptid.

Una alternativa consistiria en addicionar sobre el péptid ancorat a la resina, 'Fmoc
azaaminoacid previament activat, perd aquest metode també resultava poc efectiu
degut al gran nombre de productes secundaris observats o als llargs temps de reacci6

requerits.'®

(0]
H A
Fmoc”™ “NH XX
F'{ Activacio
4
i 1
N\
Fmoc”™ l}l X
R
Rs3 0O Ry Fmoc azaaminoacid H O Rs H o Ry
H\)J\ activat Fmoc—N. N
N . YN N
O R o} R4 O R, o)

Esquema 5.14. Activaci6 de 'azaaminoacid previa a I'acoblament en fase solida.

Per solventar aquests inconvenients es podria sintetitzar I'azadipéptid en dissolucio,
fent reaccionar el diazanorborna amb un excés de fosgé, i acoblar aquest azadipeptid

192 2) Quibell, M.; Turnell, W. G.; Johnson, T., J. Chem. Soc. Perkin Trans 1, 1993, 2843-2849. b) Liley,
M.; Johnson, T., Tetrahedron Lett., 2000, 41, 3983-3985. c) Melendez, R. E.; Lubell, W. D., J. Am. Chem.
Soc., 2004, 126, 6759-6764.

198 3) Gibson, C.; Goodman, S. L.; Hahn, D.; Hélzemann, G.; Kessler, H., J. Org. Chem., 1999, 64, 7388-
7394. b) Weber, D., Berger, C.; Eickelmann, P.; Antel, J.; Kessler, H., J. Med. Chem., 2003, 46, 1918-
1930.
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a la cadena peptidica en creixement.'® Aquest era el cas del diazanorborna 108 que
s’havia fet reaccionar amb l'isocianat comercial de Phe i posteriorment s’havia acoblat
a la cadena peptidica en creixement.

Degut a que en el nostre cas la formacié de I'hidantoina no suposava cap problema, ja
que només teniem ancorat un aminoacid a la resina, ens varem decidir a formar
I'especie activada de I'extrem amino terminal del péptid ancorat a la resina. Aixi, un
cop va estar ancorat el residu d’Asp a la resina, aquesta es va tractar amb un excés de
CDI (10 equivalents) durant 20 minuts, repetint el procediment 20 minuts més per tal
d’assegurar la formacié de l'espécie activada. A continuacié, es va incorporar el
diazanorborna (3 equivalents) en una mescla de DCM i DMF durant 2 h.

HO.
N \ NFmoc FmocN OH
0 O\\/,/(‘> NH Oy N
N
NH H

(0]
O Y
OH NHFmoc 1. piperidina ON 101b ON NH
. H — H
(0] 2. O
O
| \ o o
<\/N NJ

144
CDI

Figura 5.15. Activacié de la peptidil resina amb CDI per obtenir el diazapéptid 144.

Per controlar 'acoblament i desproteccié del nostre residu 101b no ens servia I'assaig
de ninhidrina ja que aquest test es selectiu d’'amines primaries. L’assaig de cloranil que
es fa servir pels acoblaments sobre Pro tampoc ens donava cap informaci6. Per
aquest motiu, I'inica manera de controlar les reaccions va ser per tractament d'una
petita aliquota de resina amb la mescla d’escissié i analitzar-la per HPLC analitica i
MALDI. El cromatograma obtingut després de I'acoblament del diazanorborna 101b
ens indicava la preséncia del producte d’acoblament juntament amb altres
subproductes que no es varen poder identificar. A més semblava que quedava part de
péptid sense reaccionar. Per aixd0 es va procedir a capar la resina afegint al medi
anhidrid acetic i DIEA en DCM en proporcions 10:20 respecte al péptid, per tal d’evitar
problemes de purificacié, un cop acabada la sintesi.

Posteriorment, es duia a terme 'acoblament del residu de Trp perd aquest va resultar
complicat fins al punt que no estavem segurs que tot 'aminoacid s’hagués acoblat.
L’'us de PyBOP amb HOAt i DIEA en una proporcié de 10:10:20 i un excés de 10
equivalents de Trp(Boc) no van semblar ser suficients per completar I'acoblament. La

194 Boeglin, D.; Lubell, W. D., J. Comb. Chem., 2005, 7, 864-878.
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resta d’aminoacids es van acoblar succesivament pero de forma complexa, ja que va
ser necessari el reacoblament dels residus d’Arg i D-Phe. Aquests residus no es varen
unir a la cadena peptidica en un primer acoblament realitzat amb DIPCDI i HOBt (en
proporcié 3:3:3) perd si quan aquest es va repetir en les mateixes condicions.
Finalment, un cop obtingut el péptid lineal, es van desprotegir per ordre els residus
d’Asp i d’'His i es va realitzar la ciclacié emprant PyBOP, HOAt i DIEA (en proporci6é
2:2:4).

El cru obtingut era una mescla complexa de compostos i es van necessitar
successives purificacions per tal d’obtenir 124, el qual finalment es pogué aillar amb
una puresa superior al 90% perd amb uns rendiments baixos. El pseudopéptid 124 es
caracteritza per HPLC, MALDI i RMN.

Rink Amida—)

1. 20 % piperidina en DMF
2. Fmoc-Asp(Al-lil)-OH (3 eq); DIPCDI (3 eq);
HOBt (3eq) en DMF/DCM

Fmoc-Asp(AI-IiI)—O

HO E
1. 20 % piperidina/ DMF N~ moe
2.CDI (10 eq), DMF H
3. Compost 101b e
101b
Fmoc-{diaza-101 b)-ASP(N'"'?—O Agents d'acoblament:
144 CDI (10eq), DMF

1. 20 % piperidina/ DMF
2. Fmoc-Trp-OH (10 eq); PyBOP (10 eq);
HOAt (10 eq), DIEA (20 eq).

Fmoc-Trp(Boc)-{diaza-101 b}-Asp(AI-IiI)O
145
1. 20 % piperidina/ DMF
2. Fmoc-aa-OH (3 eq); DIPCDI (3 eq);
HOBt (3 eq). OH

Fmoc-His(Trt)-D-Phe-Arg(Pbf)-Trp(Boc)-{diaza-101 b)-Asp(AI-IiI)—O

o} < ; o)
N—N
146 >’ %\
HoN NH \
HN N
):o H

(@)

1. Pd(PPhg), , PhSiHz DCM
2. 20 % piperidina/ DMF

3. PyBOP, HOBt, DIEA (2:2:4) (9] NH H HN "'WH NH
. . TFA/TIS/H,O 95:2,5:2,5 R N \/4
HTs(Trt)-D-Phe-Arg(be)-Trp(Boc)-{d|aza-101 b}-AspO \ N (e} HoN

| N

% i
147 N
H

124

Esquema 5.16. Sintesi del pseudopeéptid 124.
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5.4.3.3. Substitucio de la Lys pel diazanorborna 114

En el cas de la substitucié de la Lys amb el diazanorborna 114, la sintesi es dugué a
terme de forma analoga a la anterior. En aquest cas, sobre el residu d’Asp s’incorpora
el diazanorborna previa activacié de I'extrem amino del peptid en creixement amb CDI
(veure esquema 5.15). En el cas de I'acoblament de 114 ens varem trobar amb els
mateixos problemes que s’havien observat en el cas de 101b, és a dir, una gran
quantitat de subproductes i presencia de producte de partida. Aixi, per tal d’evitar-se
problemes de purificacié es decidi acetilar la resina que no havia reaccionat, i per
aquest proposit es va fer servir anhidrid acetic i DIEA (10:20 en relacié amb el péptid).

La sintesi va continuar amb I'acoblament del residu de Trp sobre I'atom de nitrogen del
bicicle perd aquest no es produia ni tan sols quan es van utilitzar PyBOP, HOAt i DIEA
en proporcio 10:10:20 i un excés de 10 equivalents de I'aminoacid. També es va
assajar 'acoblament emprant cianoglicoxilat-2-oxima d’etil (oxyma pure) que acostuma
a reemplacar 'HOBt donant millors resultats. En el nostre cas, perd no s’aconsegui
I'acoblament total del residu de Trp i es va haver de capar novament la resina amb
anhidrid aceétic i DIEA en DCM (2 x 30 min). A continuacié es van acoblar els residus
d’Arg, D-Phe i His emprant DIPCDI i HOBt com a agents d’acoblament.

Un cop s’havia sintetitzat el peptid lineal 150, es va desprotegir la cadena lateral de
I'’Asp amb el Pd(PPhj3), (0,1 equivalents) i PhSiH3 (20 equivalents) en DMF, i 'amina
de I'His i es va procedir a la ciclacioé del peptid de la mateixa manera que pel péptid
124. A continuaci6é s’escindi i es desprotegiren les cadenes laterals, es precipita en
MTBE, es resuspengué i es liofilitza.

El cru es va purificar per HPLC semipreparativa emprant un gradient de 21 a 23%
d’ACN en H,O en 20 minuts per a obtenir el pseudopéptid 125 amb una puresa
superior al 95% perd uns rendiments molt baixos i es va caracteritzar per HPLC,
MALDI i RMN.
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Rink Amida—()

1. 20 % piperidina en DMF
2. Fmoc-Asp(Al'lil)-OH (3 eq); DIPCDI (3 eq);
HOBt (3eq) en DMF/DCM

Fmoc-Asp(AI-IiI)—o

1. 20 % piperidina/ DMF ﬁwﬁmc
/
2.CDI (10 eq), DMF N

3. Compost 114b — H
114
Fmoc-{diaza-11 4}—Asp(AI-IiI)—O Agents d'acoblament:
148 CDI (10eq), DMF

1. 20 % piperidina/ DMF
2. Fmoc-Trp-OH (10 eq); PyBOP (10 eq);
oxyma pure, DIEA (20 eq).

Fmoc-Trp(Boc)-{diaza-114)-Asp(AI-IiI)0
149

1. 20 % piperidina/ DMF
2. Fmoc-aa-OH (3 eq); DIPCDI (3 eq);
HOBt (3 eq).

Fmoc-His(Trt)-D-Phe-Arg(be)-Trp(Boc)-{diaza-114}-Asp(A|-|iI)—o o >,N,NJ<
ol
150 HoN NH \
HN N
T

1. Pd(PPhg), , PhSiH3 DCM
2. 20 % piperidina/ DMF

o v
3. PyBOP, HOB, DIEA (2:2:4) Ny PN NN\FNH
o E. 0
HTs(Trt)-D-Phe-Arg(be)-Trp(Boc)-{diaza—114}-Asp—O TFATIS/HO 95:25:25 Z\N o HeN
| /
-
151 N

125

Figura 5.17. Sintesi del pseudopéptid 125 per modificacié de la Lys amb el diazanorborna 114.

5.4.3.4. Modificacié amb el diazanorborne 115

Per a la sintesi del pseudopéptid 126, en el que el residu de Lys es volia substituir pel
diazanorborné 115, es segui la mateixa ruta sintética que en els dos casos anteriors.
L’acoblament de 115 es va realitzar per activacio de la peptidil resina amb CDI (2 x 20
min) i l'addici6 del compost 115. Com passava en els casos anterior, aquest
acoblament no va ser total i va caldre capar el péptid que havia quedat sense
reaccionar. L’acoblament del Trp es va assolir parcialment amb PyBOP, oxyma pure i
DIEA (10:10:20 en relacié amb el péeptid) després d’un reacoblament. La sintesi es va
continuar amb la introduccié dels residus d’Arg, D-Phe i His. En el cas de I'Arg es va
haver d’emprar PyBOP, HOAt i DIEA (proporcié 3:3:6) i reacoblar en dues ocasions
mentre que en el cas de la D-Phe també va ser necessari un segon acoblament amb
PyBOP, HOAt i DIEA (proporcio 3:3:6).

A I'hora de ciclar el péptid també varem tenir dificultats. Es va haver de repetir la
ciclacié en dues ocasions i fins i tot deixar-la durant la nit amb PyBOP, HOAt i DIEA

(3:3:6). Finalment es va escindir el peptid de la resina i es van desprotegir les cadenes
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laterals emprant una mescla de TFA/TIS/H,O en proporcié 95:2,5:2,5. L’intent de
precipitar el peptid en MTBE no va ser satisfactori, aixi que es va evaporar I'éter i es va
tornar a sotmetre a les condicions de desproteccio. Per espectrometria de masses,
perd, no s’observava la preséncia del peptid 126 ni tampoc el péptid amb algun dels
seus grups protectors. Finalment es va desestimar I'obtencié d’aquest péptid.

5.5. Estudi conformacional dels pseudopéptids per RMN

Un cop sintetitzats els y-melanotans 120, 121a-b, 122, 123, 124 i 125 es va procedir al
seu estudi conformacional per RMN. Aquesta técnica és particularment Gtil per a
I'estudi conformacional de péptids ja que permet determinar la formacié d’enllacos
d’hidrogen, les distancies interprotoniques i els angles diedres 3J(HCa-NH). A més a
més les dades ens serviran com a restriccions per a calculs de modelitzacié molecular,
els quals ens poden permetre conéixer I'estructura de les diferents especies que
participen a I'equilibri conformacional en dissoluci6.

L’analisis dels péptids va comengar amb I'assignacié dels senyals de RMN als
diferents protons dels péptids, emprant una combinacié d’experiments de 'H, TOCSY i
NOESY. Amb aix0 es podrien determinar les distancies interprotoniques mitjangant
I'integracié dels senyals de creuament més significatius dels espectres 2D NOESY.
Per acabar, es va modelitzar I'estructura del péptid 121 introduint els valors anteriors

com a restriccions en calculs de dinamica molecular (Simulated Annealing).

Les mostres es van dissoldre en H,O que contenia un 10% de D,O en una
concentracié aproximada de 10 uM i es van portar a un pH de 6,5. Els espectres es
van adquirir en un aparell Bruker Avance 600 MHz, emprant TopSpin 1.3 com a
software d’adquisicié i nmrPipe com a software de processat. Tots els espectres es
van realitzar a una temperatura de 293 K. Per tal d’'assignar els senyals es va fer servir
el programa CARA/NEASY.

5.5.1. Estudi de RMN del péptid de referencia MT2

L’assignacio6 dels senyals es va iniciar amb l'identificacioé del proté HE1 a I'espectre de
1H del Trp que apareix desapantallat a 6 = 9,95 ppm. Aquest prot6 només presenta
senyals de creuament NOE amb els protons HD1 (posici6 C-2 de l'indole) i HZ2
(posicié C-7 del nucli indolic) del Trp i aquests es diferencien facilment ja que el proté
HD1 es troba a prop dels protons o i B del Trp amb els que presenta NOEs. Aixi, es

van assignar els protons HA, HB, HD1 i HZ2 del Trp. A partir del proté o del Trp
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s’assigna el prot6 amidic del mateix, ja que aquest presentava senyals de creuament
en I'espectre 2D TOCSY. La resta de protons aromatics del Trp es pogueren assignar
gracies al HZ2, ja que aquest presentava senyals de creuament a l'espectre 2D
TOCSY.

A partir del proté NH del Trp es va poder identificar el residu anterior, és a dir, 'Arg de
la posicié 5, ja que aquest prot6 NH presentava NOEs amb el proté6 a d’aquesta. A

través de I'espectre TOCSY s’assignaren la resta de protons de I'Arg.

De forma analoga el residu de D-Phe*, s’identifica per la preséncia de NOEs entre
'amida de I'Arg® i el prot6 o del residu 4. A partir de 'amida de la D-Phe* es van poder
assignar la resta de protons del residu. D’aquesta manera i de forma successiva varem
anar identificant els diferents residus i es varen poder assignar tots els protons de la

moléecula.

Respecte la seva estructura, es van poder observar NOEs entre els residus d’Asp? i
Arg®, la qual cosa ens podria indicar I'existéncia d’'un gir beta tal i com es troba descrit
a la literatura. Aix0, ens permetia validar els nostres calculs inicials (capitol 2). A més
també s’observaven NOEs entre els residus d’Arg® i Lys’.

Figura 5.18. NOEs observats a I'espectre NOESY del péptid de referéncia.

5.5.2. Estudi conformacional del y-péptid 121a

Basant-se en l'assignacié dels protons del peptid MT2 de referéncia, es van assignar
els protons dels y-melanotans. Pel que fa als pseudopéptids que contenien un analeg
de Trp, sembla que aquests mantinguin el gir beta present en I'MT2, ja que
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s’observava un senyal NOE entre 'amida de I'Arg® i 'amida de la His®, la qual cosa
podria voler dir que existeix el pont d’hidrogen caracteristic dels girs beta entre el
carbonil del residu en posicié (i) i el grup amino de I'aminoacid de la posici6 (i+3) fent
que els dos residus s’acostin. També s’observa una major preséncia de NOEs en la

zona del Trp que segurament provoca un gir extra en la molécula.
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Figura 5.19. NOEs més rellevants del compost 121a.

Aprofitant les dades de RMN com a restriccions es van calcular 9000 estructures,
essent la de minima energia la que es mostra en la figura 5.19.a. En aquesta
s’observa que la His es col-loca dintre I'anell. De totes maneres amb les dades de
RMN de que disposavem no podiem restringir gaire I'espai conformacional.

Fig 5.20.a. Conformacié de minima energia Fig. 5.20.b. Superposici6 de les 20

obtinguda. conformacions d’energia més baixa.

155



CAPITOL 5

5.5.3. Estudi conformacional del y-péptid 120

L’assignacio del pseudopeptid que contenia el diazanorborna analeg d’arginina en la
seva estructura ens va revelar I'existéncia de NOEs entre el prot6 de I'amida de la His
de la posicié 3 i diferents protons del residu de lisina de la posicié 7, en principi
allunyats en la sequiéncia aminoacidica. Aixd ens porta a pensar que el nostre bicicle
rigidifica I'estructura donant lloc a un gir molt tancat.

, HY 0 )\1
HoN HN HBZ

HE2 HG

HG3 HBS)\
H
0O O

Figura 5.21. Contactes observats entre els diferents protons del y-melanotan 120.

5.5.4. Estudi del y-peptid 122

En el cas del pseudopéptid 122, s’observa clarament, que la oxazolopiperidona 15
incorporada en la zona activa del péptid indueix un gir. Aquest fet es corrobora per la
preséncia de NOEs entre I'amida del residu d’Asp? i I'amida de I'Arg® aixi com també
amb el prot6 alfa del Trp, la qual cosa vol dir que aquests residus, allunyats en la
sequeéncia, queden relativament a prop en la estructura tridimensional que adopta el
péptid ciclic. A més a més també s’observa un senyal d’entrecreuament NOE entre
I'amida de I'Asp® i el proté alfa de I'Asp?.

Figura 5.22. NOEs més significatius entre els diferents residus de 122.
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5.5.5. Estudi estructural del y-melanotan 123

Pel que fa a l'estructura del pseudopéptid 123, sembla que la incorporacié de
I'oxazolopiperidona 15 en la zona flexible de la molécula, fa que aquesta es rigidifiqui.
Aixd s’observa per la preséncia de multiples NOEs entre els residus d’Asp? i Trp® com
per exemple els que s'observaven entre I'amida de I'Asp?® i I'anell aromatic del Trp®, o
bé el que existia entre 'amida del Trp® i un dels proton beta de I'Asp?. L’amida del Trp®
a més dona NOE amb protons beta de la D-Phe*. En la figura es mostren les

interaccions més significatives del compost 123.

Figura 5.23. NOEs més significatius observats en 123.

5.5.6. Estudi dels peptids 124 i 125 per RMN

Per estudiar els compostos 124 i 125, es van fer servir els seus espectres de
correlacié 'H-"H TOCSY i NOESY. Donat la complexitat que presentaven els espectres
només varem poder assignar sense ambiguetat els protons que es descriuen en la part
experimental perd no es van poder establir les relacions entre ells ni estudiar-ne la

seva estructura.
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