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Els g-aminoacids ciclobutanics es troben a la natura tant aillats com formant

part de peptids. A més, en moltes ocasions, la incorporacié de [anell
ciclobutanic en peptidomimetics conformacionalment restringits ha permeés la
preparacié de productes actius bioldgicament, que manifesten una major

resisténcia en front la hidrolisi enzimatica.

Aixi, en els ultims anys, oligomers compostos de g-aminoacids carbociclics

han mostrat una gran tendéncia cap a la formacié de conformacions preferents

gue condueixen a estructures secundaries.

En la present Tesi Doctoral es descriu la preparacio de p-aminoacids
ciclobutanics enantioméricament purs, aixi com la seva incorporacié en
diferents cadenes peptidiques. Amb els B-peptids obtinguts es realitza un
estudi estructural en solucio i en estat solid, complementat per diferents tipus de

calculs. Aixi, hom pot considerar si els mateixos formen alguna conformacio

preferent que indueixi algun tipus de plegament.
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1.- INTRODUCCIO



Introduccioé Els p-aminoacids

1.1.- ELS B-AMINOACIDS

Els B-aminoacids, tot i que sén menys abundants que els seus analegs a,
sén un tipus d’aminoacids no proteinogénics que es troben a la natura, tant
aillats com formant part de péptids i heterocicles amb propietats

farmacologiques de tipus antibidtic, antifingic 6 citotoxic, entre d’altres.”

Entre els compostos més rellevants derivats formals dels B-aminoacids no
peptidics es troben les p-lactames, que inclouen antibidtics ampliament
coneguts com és el cas de les penicil-lines i les cefal-losporines, aixi com
d’altres agents medicinals. Dintre d’aquests agents medicinals, per exemple, es
troba I'acid clavulanic, una substancia amb una pobre capacitat antibiotica pero
que es caracteritza per ésser un potent inhibidor de les pB-lactamases. Aquesta
caracteristica fa que administrat conjuntament amb una penicil-lina potencii la

seva activitat antibiotica (Figura 1).2

NH,
§ s
\‘(
o 7—N_~
0 Cl
Cefaclor COH

acid clavulanic

Figura 1. Exemples de compostos p-lactamics amb propietats medicinals.

'1.C. Boge, G.I. Georg, J. Tamariz, en Enantioselective Synthesis of -aminoacids; E. Juaristi; Ed. Wiley-
VCH: N.Y., 1997; pp1-45 i les referéncies aqui mencionades.

2 (a) J. Mann; Secondary Metabolism, Chapter 5: The secondary metabolism of amino acids; Oxford

University Press; U.K., 1993. pp. 191-260. (b) K.B.G. Torssell, A mechanistic and biosynthetic approach to
secondary metabolism, Chapter 6: Amino acids, peptides and proteins; John Wiley & Sons, N.Y., 1983. pp.
226-263.



Introduccioé Els p-aminoacids

De la mateixa manera, s’ha constatat que els B-aminoacids constitueixen
unitats estructurals clau en productes importants, en els qué s’ha comprovat
que la cadena lateral de B-aminoacid és necessaria per a la seva activitat
bioldgica. Com exemple d'aixd trobem algunes estatines®* o Iagent
anticancerigen taxol - Paclitaxel® -. El taxol, que fou inicialment aillat de les
fulles de la Taxus brevifolia, actualment es considera un dels compostos més

importants en la quimioterapia contra el cancer.® (Figures 2 i 3)

Val-Val-Asp

Bestatina Amastatina

Figura 2. Exemples d’algunes estatines amb propietats inmunoreguladores, antitumorals i
antimicrobianes

OAc

HBz (0]

-ll|||||Z

(o LI

OH

Figura 3. Estructura del taxol. Paclitaxel®.

Aixi mateix, s’ha comprovat que els oligomers de B-aminoacids son
generalment forca més estables farmacocinéticament que els a-péptids, donat
que son més resistents a la hidrolisi enzimatica i a la degradacié. Molt
probablement aquesta estabilitat és deguda a la dificultat de les peptidases

per trencar els enllagos amida adjacents als B-aminoacids, la qual cosa fa

°F. Gueritte-Voegelein, V. Senilh, B. David, D. Guenard, P. Potier; Tetrahedron, 1986, 42, 4451.
‘K. lizuka,T. Kamijo, H. Harada, K. Akahane, T. Kubota, H. Umeyama, Y. Kiso, J. Am. Chem. Soc. Chem.

Commun., 1989, 1678.
5 Vegeu per exemple, M.C. Wani, et al., J. Am. Chem. Soc., 1971, 93, 2325.



Introduccioé Els p-aminoacids

que siguin molécules molt interessants des del punt de vista del disseny de

peptidomimétics.®

Una altra caracteristica molt important dels B-aminoacids envers els o
recau en el fet qué s’ha comprovat que, en estructures analogues, son
necessaris menys residus dels primers per formar una estructura secundaria

estable.’

Tot aixd, conjuntament amb la publicacié dels treballs pioners dels
Professors Seebach® i Gellman® en els qué, de manera independent, descriuen
que els B-péptids, poden formar estructures secundaries de tipus helicoidal
analogues a les a-helixs en proteines, ha impulsat en els ultims anys el
desenvolupament tant de la sintesi com de l'estudi dels -aminoacids i els seus

derivats peptidics.

Dintre del desenvolupament en l'estudi dels B-aminoacids, aquells que
presenten una llibertat conformacional restringida han assolit un paper
fonamental. Aquest fet és degut a qué la seva rigidesa intrinseca influeix
directament en 'aparicié d’'una forta tendéncia cap a I'adopcié de conformacions
especifiques, que condueixen a la formacié d’estructures secundaries tals com
helixs, girs i 1amines.'®"" Aquests tipus de plegaments sdn els responsables, en

ultima instancia, de I'activitat bioldgica de la molécula.

Val a dir que, en la majoria dels casos, la rigidesa dels p-aminoacids
conformacionalment restringits vé induida o bé per la preséncia d'un anell
carbociclic de mida petita o mitjana, o bé per la presencia d’'un substituent

voluminds en les posicions a 0 f.

6 (a) T. Hintermann, D. Seebach; Synlett, 1997, 437. (b) M. Rueping, Y. Mahajan, M. Sauer, D. Seebach;
ChemBioChem, 2002, 3, 257. (c) J.V. Screiber, J. Frackennpohl, F. Moser, T. Fleischmann, H.P.
Kohler, D. Seebach; ChemBioChem, 2002, 3, 424.

"D. Apella, L.A. Christianson, D.A. Klein, M.R. Richards, D.R. Powell, S.H. Gellman, J. Am. Chem.
Soc., 1996, 121, 7574.

8. Seebach, M. Overhand, F.N.M. Kiinhle, B. Martinoni, L. Oberer, U. Hommel, H. Widner; Helv. Chim.
Acta, 1996, 79, 913.

°D.H. Apella, L.A. Christianson, |.L. Karle, D.R. Powell, S.H. Gellman; J. Am. Chem. Soc., 1996, 118,
13071.

"°W.F. De Grado, J.P. Schneider, Y. Hamuro, J. Pept. Res., 1999, 54, 206, i les seves referéncies.

. Venkatraman, S.C. Shankaramma, P. Balaram; Chem. Rev., 2001, 101, 3131.



Introduccioé Els p-aminoacids

Aquests B-péptids conformacionalment restringits sén de vital importancia
en els estudis bioldgics a I'hora d’investigar, per exemple, la topologia dels
receptors; i també sén grans candidats a tenir en compte en el disseny de nous
farmacs. Recentment, el grup de Gellman ha preparat oligomers formats per 3-
aminoacids amfifilics que mimetitzen les propietats dels péptids de les
defenses, els quals han mostrat activitat en front d'un ampli espectre de

bactéries, incloent aquelles que eren resistents als antibiotics comuns.'?

1.2.- ELS B-AMINOACIDS CARBOCICLICS

Els B-aminoacids carbociclics també es troben a la natura tant aillats com
formant part de molécules complexes. Concretament, en la decada dels 90 dos
grups japonesos van aillar, independentment, del Bacillus cereus i del
Streptomyces setonii, I'acid 2-aminociclopentan-(1R,2S)-carboxilic, també
conegut com el (1R,2S)-2-ACP o cispentacin, el qual presenta activitat bioldgica
com a antibidtic antifungic i és també un component clau en l'estructura de

I'antibidtic amipurimicina. (Figura 4) 13,14

O:C% %H co {I\ 0

OH

cispentacin HO H

OH
Amipurimicina

Figura 4. Productes que contenen en la seva estructura un anell carbociclic de ciclopenta.

ZEA. Porter, B. Weisblum, S.H. Gellman, J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 7324.

PRM Ortufio, en Enantioselective Synthesis of f-aminoacids; Second Edition, Editat per E. Juaristii V.
A Soloshonok; John Wiley&Sons, Inc., N.Y., 2005; pp117-38 i les referéncies aqui mencionades.
‘F Fulép, Chem. Rev., 2001, 101, 2181.



Introduccioé Els p-aminoacids

A finals de la década dels 90, Gellman va estudiar els B-péptids derivats de
I'acid 2-aminociclopentancarboxilic i de I'acid 2-aminociclohexancarboxilic,

quedant palesa la formacié6 de plegaments helicoidals de 14 baules, que

anomena 14-hélix. >'® (Figura 5)
CO,H NH,
"l// ‘e
NH2 ///COZH
R,R)-trans-ACPC (R,R)-trans-ACHC
(

Figura 5. Monomers utilitzats per Gellman en la sintesi de B-péptids carbociclics.

D’aquesta manera, f-aminoacids conformacionalment restringits, degut a la
preséncia d’un anell carbociclic de ciclopropa,’” ciclopenta o ciclohexa' en la
seva estructura, han estat incorporats en cadenes peptidiques per tal d’esser
estudiades biomecanistica i estructuralment, amb l'objectiu d’obtenir péptids
amb noves propietats bioldogiques. Val a dir, que aquest no ha estat el cas dels
B-aminoacids ciclobutanics, especialment els enantioméricament purs, que han
estat tan poc investigats que la majoria de publicacions relacionades amb la
seva sintesi i estudi procedeixen del nostre propi grup d’investigacio, i que, per

tant, seran I'objectiu de la present Tesi Doctoral.

15 (a) D.H. Apella, L.A. Christianson, D.A. Klein, D.R. Powell, S.H. Gellman; Nature, 1997, 387, 381. (b) J.
Applequist, K.A. Bode, D.H. Apella, L.A. Christianson, S.H. Gellman; J. Am. Chem. Soc., 1998,120,
4891.

16 (a) D.H. Apella, L.A. Christianson, I.L. Karle, D.R. Powell, S.H. Gellman; J. Am. Chem. Soc., 1996,7118,
13071. (b) D.H. Apella, L.A. Christianson, I.L. Karle, D.R. Powell, S.H. Gellman; J. Am. Chem. Soc.,
1999,721, 6206.

v Vegeu per exemple: (a) J. Voigt, M. Noltemeyer, O. Reiser, Synlett, 1997, 202. (b) C. Bubert, C.
Cabrele, O. Reiser, Synlett, 1997, 827.

'8 Entre d’altres: D. Apella, L.A. Christianson, D.A. Klein, M.R. Richards, D.R. Powell, S.H. Gellman, J.
Am. Chem. Soc., 1996, 121, 7574.

YDH. Apella, L.A. Christianson, |. Karle, D.R. Powell, S.H. Gellman, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 13701.
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1.2.1 - ELS_AMINOACIDS CICLOBUTANICS

Els primers B-aminoacids ciclobutanics naturals van ser aillats el 1980 per
Bell i col-laboradors.?® Concretament van aillar I'acid 2,4-metanoglutamic i la
2,4-metanoprolina de la planta Atelia herbert smithii, de la familia de les
lleguminoses. El 1987, Austin i col-laboradors?' van aillar, de la mateixa planta,
un altre aminoacid no proteinogénic, concretament l'acid cis-1-amino-3-

hidroximetilciclobutan-1-carboxilic. (Figura 6)

Paral-lelament, Adlington i col-laboradors®® van descobrir I'any 1983
I'antibidtic X-1092, que és un péptid produit pels microorganismes Streptomyces
species X-1092 i que presenta activitat antimicrobiana en front de

microorganismes gram-positius i gram-negatius. (Figura 6)

D’enca que foren aillats aquests compostos, els aminoacids ciclobutanics
han despertat I'interés dels investigadors degut a qué molts d’ells han presentat
activitat com antivirics, analgésics, antimicrobians, antidepressius i neurotrofics;
val a dir, que la incorporacid de Il'anell ciclobutanic en peptidomimétics
conformacionalment restringits ha tingut com a resultat la preparacié de derivats
bioldgicament actius, tal com 'analeg de la tuftsina Thr-[Mom?]-Pro-Arg, el qual
presenta una gran resisténcia envers la hidrolisi enzimatica en comparacié amb

la propia tuftsina.?® (Figura 6)

D EA Bell, M.Y. Quareshi, R.J. Pryce, D.H. Janzen, P. Lemke, J. Clardy; J. Am. Chem. Soc., 1980, 102,

1409.

G.N. Austin, P.D. Baird, H.F. Chow, L.E. Fellows, G.W.J. Fleet, R.J. Nash, J.M. Peach, R.J. Pryce, C.H.
Stirton; Tetrahedron, 1987, 43, 1857.

2 RM. Adlington, J.E. Baldwin, R.H. Jones, J.A. Murphy, M.F. Parisi; J. Chem. Soc. Chem. Commun.,

1983, 1479.

B E. Gershonov, R. Granoth, E. Tzehoval, Y. Gaoni, M. Fridkin; J. Med. Chem., 1996, 39, 4833.
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CO,H CO,H
CO,H NH, NH
acid 2,4-metanoglutamic 2,4-metanoprolina
CO.H
HO NH,

acid cis-1-amino-3-(hidroximetil)-ciclobutan-1-carboxilic

NH, NH
C-NH
H NH 2
¢tz
/, H OH O o) (CHs),
N
et w\ PR
\\
3 NV - N CO,H
© 2 N 3 :
HOY Z 2 O H
CH,CO,H
X-1092 Thr-[MOm?]-Pro-Arg
Figura 6. L'acid 2,4-metanoglutamic, la 2,4-metanoprolina i l'acid  cis-1-amino-3-

hidroximetilciclobutan-1-carboxilic foren aillats en la década dels 80 de la planta Atelia herbert
smithii, el dipéptid X-1092 és produit pel microorganisme Streptomyces species X-1092,

El 1993, Avotins revisa tota la bibliografia disponible fins el moment per tal
de sistematitzar els estudis realitzats sobre la sintesi, reactivitat i activitat
bioldgica dels aminoacids ciclobutanics. Des d’aquest moment els aminoacids
ciclobutanics es classifiquen en dos grans grups: a) els acids
aminociclobutancarboxilics, qué tenen les funcions directament unides a
I'anell ciclobutanic, i b) els acids carboxilics ciclobutil substituits, en qué les
funcions no es troben unides directament a l'anell, sind a un enllag de

distancia.** (Figura 7)

2E Avotins, Russ. Chem. Rev., 1993, 62(9), 897, i les referéncies en ell mencionades. Vegeu
per exemple: J.P. O’'Donell, D.A. Johnson, A.J. Azzaro; J. Med. Chem., 1980, 23, 1142.
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(CH3)aNH; (CH2)nNH,
CO,H CH>),CO,H
() 2 (b) (CH2)mCO,
acid aminociclobutancarboxilic aminoacid ciclobutilic
onn=01,..1 m=12,..

Figura 7. Estructures generals dels aminoacids ciclobutanics.

Aquesta classificacid permet comparar les propietats respectives i facilita
'estudi dels aminoacids ciclobutanics. Dins del primer grup trobem a-
aminoacids, B-aminoacids i y-aminoacids. En la present Tesi Doctoral ens
centrarem en |'estudi concret dels f-aminoacids del tipus ciclobutancarboxilics i

la seva incorporacié en cadenes peptitiques.

e Aproximacions sintétiques als derivats de

I’acid 2-aminociclobutancarboxilic

A continuacié hom fa una breu aproximacio als métodes sintétics utilitzats

en I'obtencié dels derivats de I'acid 2-aminociclobutancarboxilic.

v Us d’auxiliars quirals

Bolm®* ha preparat B-aminoacids ciclobutanics a partir de I'apertura del
corresponent anhidrid meso amb alcohol benzilic usant la quinina com a auxiliar
quiral. Aquesta apertura té lloc amb un 93% d’e.e.; hom continua la sintesi amb
la reacci6 de transposicio de Curtius i la desproteccio dels grups funcionals tal i

com es mostra a 'lEsquema 1.

% Vegeu per exemple: (a) C. Bolm, I. Schiffers, I. Atodiresei, C.P.R. Hackenberger; Tetrahedron:
Asymmetry, 2003, 14, 3455. (b) C. Bolm, Synthesis, 2001, 1719. (c) C. Bolm, Synthesis, 2001, 1875.



Introduccioé Els p-aminoacids

O
CO,Bn CO,Bn CO,H
o quinina — Hy 10% Pd-C
BnOH _— M
eOH
CO,H NHCbz NH,
@]

Esquema 1. Esquema de la ruta sintética utilitzada per Bolm per preparar els -aminoacids.

v Us de reaccions de cicloaddicié [2+2]

Aitken®® ha preparat B-aminoacids ciclobutanics, en forma racémica a partir
d’'una reacci6 de cicloaddicié [2+2] fotoquimica entre l'etilé i I'uracil, i en forma
enantiomerica, mitjancant la reaccié entre l'etilé i un derivat quiral de l'uracil;
seguidament té lloc la posterior degradacio de I'anell heterociclic per donar la

funcié aminoacid. (Esquema 2)

Sintesi del racémic

0 0
H CO,H
NH  ho NH
L= L=
N o HoN o NH,

(+/-) s'obtenen ambdos enantiomers

Sintesi dels enantiomers

O O

\\\\:E

separacio dels H CO5H H// CO,H
N - N diastereocisomers 2

(0]
N hv _—
O T =
N No H§

N N 3
S P ./ WM
Ph ph?” pr?”

Esquema 2. Resum de les rutes sintétiques utilitzades per Aitken per obtenir els p-
aminoacids ciclobutanics.

% Vegeu per exemple: (a) D.J. Aitken, C. Gauzy, E. Pereira ; Tetrahedron Lett., 2004, 45, 2359. (b) C.
Gauzy, E. Pereira, S. Faure, D.J. Aitken ; Tetrahedron Lett., 2004, 45, 7095. (c) D.J. Aitken, Tetrahedron
Lett., 2002, 43, 6177.
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e Derivats dels aminoacids ciclobutilics

v Us de precursors ciclobutanics quirals

Un dels métodes més emprats en l'obtencié de compostos ciclobutanics
opticament actius utilitza els terpens com a font de quiralitat. Concretament el a-
piné i la verbenona s’han utilitzat en els ultims anys en el nostre grup
d’'investigacié per tal de sintetitzar diferents aminoacids ciclobutanics
enantioméricament purs.?” La idea de I'is de terpens en la sintesi d’aquests
productes ve justificada per dues bones raons: d’'una banda obre tot un ventall
de possibilitats a la sintesi de diferents tipus d’aminoacids /o analegs de
nucleodsids i, d’'una altra banda, partint d’aquests precursors podem coneéixer

I'estereoquimica absoluta i relativa del derivat obtingut. %

L’Esquema 3 permet visualitzar aquesta gran versatilitat de la sintesi de
derivats ciclobutilics utilitzant precursors ciclobutanics quirals. A partir de
I'aldehid precursor derivat del piné i/o la verbenona per reaccido de Wittig-
Horner hom pot condensar-los amb diferents fosfonats per tal d’obtenir els
corresponents a-deshidroaminoacids, que podem convertir en diferents tipus

de productes com ara a-aminoacids i a-péptids.?*>?

7T AG. Moglioni, E. Garcia-Exposito, G.Y. Moltrasio, R.M. Ortufio, Tetrahedron Lett., 1998, 39, 3593.

BRM. Ortufio, A.G. Moglioni, G.Y. Moltrasio, Curr. Org. Chem., 2005, 9, 237.

BAG. Moglioni, E. Gracia-Expésito, G.P. Aguado, T. Parella, V. Branchadell, G.Y. Moltrasio, R.M. Ortufio;
J. Org. Chem., 2000, 65, 3934.

0GP Aguado, A.G. Moglioni, R.M. Ortufio; Tetrahedron: Asymmetry, 2003, 14, 217.

M GP. Aguado, A.G. Moglioni, B.N. Brousse, R.M. Ortufio; Tetrahedron: Asymmetry, 2003, 14, 2455.

2G.p. Aguado, A. Alvarez-Larena, O. llla, A.G. Moglioni, R.M. Ortufio; Tetrahedron: Asymmetry, 2001, 12,
25.

BAG. Moglioni, E. Gracia-Expésito, A. Alvarez-Larena, V. Branchadell, G.Y. Moltrasio, R.M. Ortufio;
Tetrahedron: Asymmetry, 2000, 711, 4903.
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g ,///

™R
CO,Me
CbzHN
a-aminoacids
S S
S N N
N - R —_— R
R CONHR' —CONHR
CO,Me CbzHN CbzHN
~ CbzhN . deshidro-a-péptids a-péptids
deshidro-a-aminoacids

N
S N
N L— R 11
R CHO / \anCO,Me

NHCbz
a-aminoacids ciclobutil ciclopropanics

Z Z
2 2

H 0 H CO,H
—R T — R I
> /N’O NH,
N Bn
—R \ isoxazolidinones f-aminoacids
CO,Me
alquenoats
% %
“f H 0 { H —COH
—R m —>»R ||||-‘<7
NH —NH,
y-lactames y-aminoacids

Esquema 3. Rutes sintétiques desenvolupades a partir de I'intermedi clau de tipus aldehidic
procedent del piné o la verbenona. D’aquesta manera, hom pot accedir a les diferents families
de compostos que es mostren, tals com o-aminoacids, a-péptids, B-aminoacids, y-aminoacids i
y-lactames.

D’una altre banda, partint d’aquest mateix precursor aldehidic per
condensacié de tipus Wittig podem obtenir el corresponent alquenoat ciclobutilic

que és un intermedi clau en la sintesi d’isoxazolidinones, y-lactames, y-

34,35
(

aminoacids i B-aminoacids. Esquema 3)

“AG. Moglioni, E. Muray, J.A. Castillo, A. Alvarez-Larena, G.Y. Moltrasio, V. Branchadell, R.M. Ortufio;
J. Org. Chem, 2002, 67, 2402.

SAG. Moglioni, B.N. Brousse, A. Alvarez-Larena, G.Y. Moltrasio, R.M. Ortufio; Tetrahedron : Asymmetry,
2002, 13, 451.
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A continuacié ens centrarem en la part de 'Esquema 3 que condueix a

I'obtencio de les isoxazolidinones i els B-aminoacids ciclobutilics.

Els (E)-alquenoats ciclobutilics reaccionen més rapidament amb la N-
benzilhidroxilamina que els corresponents isdomers Z, perd  ambdos
estereoisomers convergeixen en la mateixa isoxazolidinona, la qual s’obté com

un unic diestereocisomer amb un 70% de rendiment. (Esquema 4)

S

BNNH-OH-HCI o

TEA

S
N
\
S

Y

Esquema 4. Reaccio d'obtencio de la isoxazolidinona.

La isoxazolidinona preparada és precursora inmediata del B-aminoacid
corresponent. Només resta la hidrogenolisi de I'enllag N-O amb Pd(OH),, la qual
és concomitant a la desbenzilaci6 de 'amina. D’aquesta manera s’obte, de

forma quantitativa, el correponent B-aminoacid en forma lliure. (Esquema 5)

Hy, Pd(OH),

4 atm

Esquema 5. Reaccié d’obtencio d’'un -aminoacid per hidrogenolisi de la isoxazolidinona
precursora.

Totes aquestes aproximacions posen de manifest I'esfor¢ dedicat, en els
ultims anys, a la sintesi enantioselectiva d’aquests tipus de compostos
conformacionalment restringits degut a la preséncia de I'anell ciclobutanic, els

derivats dels quals son candidats en poténcia pels farmacs dels propers anys.

12
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1.3.- ELS B-PEPTIDS

En els darrers anys, el nostre coneixement de I'estructura i la funcio de les
proteines ha avangat rapidament, proveint-nos de la comprensié dels

mecanismes d’'una amplia varietat de processos bioldgics.

Aixi mateix, paral-lelament a l'aveng en el coneixement dels péptids s’ha
anat incrementant I'is dels mateixos en la recerca de nous farmacs, com a
resposta a la gran demanda de diversificacié dels blocs adequats per ésser
incorporats en cadenes peptidiques, que permetin augmentar la seva activitat i

selectivitat.

En general, els esforgos van encaminats cap a una millora de 'estabilitat de

les estructures bioactives i un augment de la resisténcia enfront de la proteolisi.

En aquest sentit han jugat un paper destacat els péptids, molt especialment
els derivats carbociclics, donat que incorporen elements voluminosos capacgos
d’estrenyer la mobilitat i ésser responsables de I'adopcié de plegaments molt
concrets que impliquen la consequent formacié d’estructures secundaries molt
més estables. Els derivats dels B-aminoacids ciclobutanics, malgrat la manca de
precedents, en serien un bon exemple d’aixo ultim. Es destacable també la
preséncia a la bibliografia de péptids que incorporen oa-aminoacids
ciclobutanics® aixi com péptids formats per B-aminoacids ciclopentanics o

ciclohexanics.

Els B-peptids, de la mateixa manera que els a-péptids, contenen grups
amida capacgos de formar enllagos d’hidrogen tant inter com intramoleculars que
permeten estabilitzar fortament I'estructura secundaria. Per tant, sera de vital
importancia conéixer els tipus d’interaccions que s’estableixen en l'estructura

aixi com les raons que les motiven.

%M. Gatos, F. Formaggio, M. Crisma, C. Toniolo, G.M. Bonora, Z. Benedetti, B. Di Blasio, R. Lacovino, A.
Santini, M. Saviano, J. Kamphuis; J. Peptide Sci., 1997, 3, 110.
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1.3.1.- PROPIETATS CONFORMACIONALS

Les conformacions dels B-péptids poden ser analitzades en funcié dels
angles de torsio de la cadena principal o esquelet, designats pels angles o, ¢, 0,

i y, segons la convenci6 de Balaram (Figura 8). %%

éft o Hd’i o, Vi X
AT Y
(0] (0]

Figura 8. Angles de torsio de la cadena principal de la B-alanina segons
la convencio de Balaram.

El plegament helicoidal o girat dels B-péptids requereix d’'una conformacio
gauche al voltant de I'angle 6 definit per I'enllag C,-Cs. Un rotamer frans ens
porta a una conformacié totalment estesa sempre i quan els valors dels angles ¢
i @ siguin els apropiats. Un substituent voluminds en la posicié 2 6 3 pot afavorir
estéricament una disposicié gauche enfront d’'una conformacié trans, forgant

doncs, la formacié d’'una conformacié determinada. (Figura 9)

trans (anti) gauche gauche
NH /
2Re HSi2 '23' || HRe 2 \\
3Re H HSi3 3Re HSi3 3Re H HSI 3
HSI 2 HF\’e 2

AN

Figura 9. Rotamers, a tall d’'exemple, per a la -alanina a través de I'angle de torsio 0.

Els efectes dels substituents en la conformacié local del B-aminoacid es

resumeixen en la Figura 10.

A Barnejee, P. Balaram; Science, 1997, 73, 1067.
B W.F. DeGrado, J.P. Schneider, Y. Hamuro; J. Peptide Res., 1999, 54, 206.
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0 0
R N 1T >NHR'
H 2

Residu no substituit:
conformacionalment flexible

o) R® 0o o) o)
R*NMNHR' R)kN NHR'
H H
Ro
Residu substituit en *: Residu substituit en B2
s'afavoreix una conformacio gauche s'afavoreix una conformacio gauche
R*NMNHR' R*N NHR'
H s H
R2 R2
Residu amb configuracié anti en p>: Residu amb configuracié sin en 3

s'afavoreix fortament una conformacié gauche s'afavoreix fortament una conformacio trans

/Q/CONHR’

RCONH

Residu ciclic amb configuracié anti en p>>:
Requereix d'una conformacio gauche

Figura 10. Efecte dels substituents en I'angle de torsi6 0

El B-aminoacid f-alanina, que no esta substituit, és altament flexible,
analogament a la glicina en els a-aminoacids. La preséncia de substituents
alquilics en les posicions C, i C3 afavoreixen una conformacié gauche al voltant
de l'enllag C,-C3. De la mateixa manera, els p-aminoacids disubstituits en les
posicions C, i C3 estan encara més restringits conformacionalment i
afavoreixen la conformacié gauche quan els substituents estan en anti segons

la convencié de Masamune. (Figura 10)

La conformacié gauche és encara més fortament promoguda quan aquest
enllag C,-C3 es troba formant part d’'un anell carbociclic, com és el cas dels
anells de ciclopenta i ciclohexa. (Figura 10) i que en la present Tesi Doctoral

sera objecte d’estudi en relacié a I'anell de ciclobuta.

15
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La mida de l'anell carbociclic determina concretament la preferéncia
torsional de l'angle C»-Cs, que alhora sera qui determinara el tipus d’hélix

formada pel B-péptid.

D’altra banda, quan els substituents en C, i C3 estan disposats en sin, esta
afavorida una conformacio trans al voltant de I'enllag C,-C3, la qual cosa promou

la formacio d’estructures de tipus laminar.

1.3.1.1.- CONFORMACIONS HELICOIDALS

Els péptids formats per residus amb substituents en les posicions C; i/o C3
adopten conformacions helicoidals, la nomenclatura de les quals pot variar

segons l'autor.

Seebach,®® per exemple, utilitza una nomenclatura basada en la descripcio
de la simetria de I'helix, indicant amb la lletra P 6 M I'orientacié topologica cap a

la dreta o I'esquerra.

En el nostre cas, hom adopta la convencid establerta per Gellman i quée
depen del nombre d’atoms que formen I'anell descrit per I'enllag d’hidrogen.
D’aquesta manera, comunment trobem (B-péptids que adopten conformacions

del tipus de 14-hélix, 12-hélix i 10-hélix, tal i com es mostra a la Figura 11.%°

¥ p. Seebach, P.E. Ciceri, M. Overhand, B. Jaun, D. Rigo; Helv. Chim. Acta, 1996, 79, 2043.
* R.P. Cheng, S.H. Gellman, W.F. De Grado, Chem. Rev., 2001, 101, 3219.
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8-Helix 10-Heélix
8 10
H H
H H
N N S
an\ﬂ/ NS 2" NW@
0 0 0 0
12-Hélix

Figura 11. Nomenclatura de les hélix dels p-péptids basada en el patr6 d’enllagos d’hidrogen.

e CONFORMACIO DEL TIPUS 14-HELIX

La conformacié de 14-hélix ve estabilitzada per la preséncia d’'un enllag
d’hidrogen entre el proté de I'amida en el residu i i el carbonil de la cadena
principal en el residu i+2, formant una série d’anells interconcatenats de 14

membres.

En la Figura 12 es mostra el plegament de tipus 14-hélix descrit pels

diferents B-péptids, basats en residus de trans-ACHC estudiats per Gellman.

17
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Figura 12. Plegament de tipus 14-helix adoptat pel B-hexapéptid de ACHC, descrit per
Gellman.

El conjunt de l'estructura de la 14-hélix difereix del de l'a-hélix en molts
aspectes. La 14-helix té un radi lleugerament més ample i més tendéncia a
formar-se per a una longitud de cadena donada.*’*? Aixi, en I'a-hélix sén

necessaris mes residus per generar una volta que en la 14-helix.

La formaciéo de la 14-hélix ha estat corroborada per I'estudi mitjangant
técniques de IR, DC i diferents experiments de RMN "H.

* K.A. Bode, J. Applequist, Macromolecules, 1997, 30, 2144.
42 J. Applequist, K.A. Bode, D.H. Apella, L.A. Christianson, S.H. Gellman; J. Am. Chem. Soc., 1998, 120,
4891.
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Per exemple, Gellman utilitza les técniques de RMN, DC i cristal-lografia
de raigs X, per tal de confirmar que els oligbmers compostos de sis unitats de
'acid trans-2-aminociclohexancarboxilic formen 14-hélixs ben definides en

solucioé de metanol i en estat solid. (Figura 13)

O — —_

I o |
0 M
\N N @)
H H
6

Figura 13. p-Peéptid format per residus de I'acid trans-2-aminociclohexancarboxilic, el qual
s’ha demostrat que forma una estructura de 14-hélix.

Tal i com havia predit la simulacié computacional,*?

s’observa que I'hélix
s’estabilitza per enllagos d’hidrogen entre cada tres residus i que, per tant, cada
14 atoms estan units per enllagos d’hidrogen definint una 14-helix. Aquesta hélix
té una longitud de 5 A per volta i conté 3 residus de B-aminoacid ciclohexanic,

mentre que una a-hélix estandard conté 3.6 residus i fa 5.6 A per volta.***°

En aquests estudis s’utilitza la RMN per mesurar el temps d’intercanvi dels
protons amidics amb el dissolvent, quelcom conegut amb el nom de
determinacié de la difusié. Aquests experiments es basen en queé els protons
d’amida s’intercanvien en minuts sempre i quan no estiguin involucrats en la
formacié d’un enllag d’hidrogen fort. Com més intercanviables amb l'aigua del
dissolvent, aixo voldra dir que sén més accessibles al medi, deduint-se que es
troben més lliures i que estaran menys involucrats en la formacié d’un enllag

d’hidrogen.

) Seebach, M. Overhand, F.N.M. Kiinhle, B. Martinoni, L. Oberer, U. Hommel, H. Widmer; Helv. Chim.
Acta, 1996, 79, 913.

“p. Seebach, S. Abele, K. Gademann, G. Guichard, T. Hintermann, B. Jaun, J.L. Matthews, J.V.
Schreiber, L. Oberer, U. Hommel, H. Widmer; Helv. Chim. Acta, 1998, 81, 932.

SDH. Apella, L.A. Christianson, |.L. Karle, D.R. Powell, S.H. Gellman; J. Am. Chem. Soc., 1996, 118,
13071.
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Els protons amidics (6=7.9 i 8.2 ppm) de la 14-hélix de Gellman van
intercanviar-se en dos dies, demostrant aixi l'estabilitat de l'estructura i la

formacio dels enllagos d’hidrogen. (Figura 14)
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ot

e —eee — B5 hr

Y S — 30y
__mM 19 hr
M ;i S - 1
MJU 3 |I lu
e - B min
Hfl - *
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Figura 14. Exemple d’espectre de RMN 'H en MeOD-d, d'un B-hexapéptid que mostra un
plegament de tipus 14-hélix.

Aquest fet és molt destacable si tenim en compte que els a-peptids
d’aquesta mida rarament presenten un plegament estable i molt menys un de

tan definit.*64”

Els anells de ciclohexa ajuden a estabilitzar I'estructura de 14-hélix limitant
la flexibilitat conformacional de les unitats individuals del B-aminoacid. Els anells
afavoreixen la formacioé dels tres aparellaments de la 14-helix i, addicionalment,
sén emplacaments ideals per incorporar grups funcionals i aconseguir derivats
de la 14-hélix.

Gellman també ha utilitzat la técnica de DC*® per tal d’analitzar I'estructura

secundaria d’aquest p-péptid (Figura 15).%°

46 (a) J.J. Barchi, X.L. Huang, D.H. Apella, L.A. Christianson, A.R. Durrell, S.H. Gellman, J. Am. Chem.
Soc., 2000, 122, 2711. (b) Y.-D. Wu, D.-P. Wang, J. Am. Chem. Soc., 1998, 120, 13485.

4 (a) D. Seebach, P.E. Ciceri, M. Overhand, B. Jaun, D. Rigo, Helv. Chim. Acta, 1996, 79, 2043. (b) D.
Seebach, M. Overhand, F.N.M. Kuhnle, B. Martinoni,L. Oberer, U. Hommel, H. Widmer, Helv. Chim.
Acta, 1996, 79, 913.

8 RW. Woody, Circular Dichroism: Principles and Applications; VCH, N.Y., 1994; pp 24-38, 476-496.
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Figura 15. Espectre de DC en MeOH d’oligobmers de B-péptids basats en residus de ACHC.

Si s’observa l'espectre de DC, es detecta la preséncia d'un maxim a
aproximadament 215 nm i un minim a aproximadament 195 nm, els quals
poden invertir-se en funcioé de I'estereoquimica de I'helix. També es detecta la

presencia d’efecte Cotton.

Aquest maxim a 215 nm s’ha apuntat com caracteristic de I'espectre de DC

dels oligbmers que presenten un plegament de tipus 14-helix.>%

Es important destacar que, curiosament, la preséncia del metilé addicional
caracteristic dels B-aminoacids respecte dels o, no només no augmenta la
flexibilitat conformacional del péptid com hom podria pensar a priori, i que
implicaria una entropia desfavorable associada a la formacié de [Ihelix.
Contrariament, la formacié de I'enllag d’hidrogen en el sentit  requereix de la
restriccié de 3 angles dihedres en front dels 2 de I'a.. Aquest fet comporta que
els B-péptids formin estructures secundaries molt estables derivades de la

presencia d’enllagos d’hidrogen intramoleculars.

“° D H. Apella, L.A. Christianson, |.L. Karle, D.R. Powell, S.H. Gellman; J. Am. Chem. Soc., 1999, 121,
6206.

0 DH. Apella, L.A. Christianson, |.L. Karle, D.R. Powell, S.H. Gellman; J. Am. Chem. Soc., 1996, 118,
13071.

L Raguse, J.R. Lai, S.H. Gellman; Helv. Chim. Acta, 2002, 85, 4154.
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e CONFORMACIO DEL TIPUS 12-HELIX

La conformaci6é de tipus 12-hélix ve estabilitzada per enllagos d’hidrogen
entre el carbonil de I'amida del residu i i el proté de 'amida del residu i+3,

formant una série d’anells interconcatenats de 12 baules. (Figura 16)

Figura 16. Plegament de tipus 12-helix adoptat per oligobmers de ACPC.

L’hélix es repeteix aproximadament cada 2.5 residus i mostra la mateixa

polaritat que I'a-hélix.

S’han realitzat calculs tedrics®® que indiquen que la contribucié de la
transici6 n-n* a l'espectre de DC d'una 12-hélix és similar al de la 14-hélix,

perd de signe invers.

52 J. Applequist, K.A. Bode, D.H. Apella, L.A. Christianson, S.H. Gellman; J. Am. Chem. Soc., 1998, 120,
4891.
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e CONFORMACIO DEL TIPUS 10/12-HELIX

Els B-péptids que alternen residus monosubstituits en les posicions 2 i 3

poden adoptar una conformacié del tipus de 10/12-hélix. (Figura 17)

Figura 17. Representacio esquematica de la 10/12-hélix.

La caracteristica principal d’aquesta helix és una combinacié d’enllacos

d’hidrogen que alternen la formaci6 d’anells interconcatenats de 10 i 12 baules.

23



Introduccié Els p-peptids

En aquest tipus d’hélix els enllagcos d’hidrogen que formen anells de 10
baules estarien formats pel carbonil del residu i i el proté de I'amida del residu
i+2, mentre que els anells de 12 baules estarien descrits pel carbonil del residu i

i el proté de 'amida i+1 i i+3, de forma alternada.

Al igual que en les anteriors conformacions helicoidals, la conformacio de
10/12-helix també ve confirmada per I'espectre de DC, del qual se’n mostra un
exemple a la Figura 18. Aquest es caracteritza per la preséncia d'un maxim a

aproximadament 205 nm.
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190 210 230 250
A/nm

Figura 18. Exemple d’espectre de DC d’una 10/12-hélix en metanol.
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¢ CONFORMACIO DEL TIPUS 10-HELIX

Figura 19. Representacio esquematica de la 10-helix.

\ / \ / N / N / N s, N s,
N %, N %, O %, N %, & 2, N /%

N %,
%—NH cO,Me

\M/Hélice-m

Figura 20. Representacio del plegament de tipus 10-helix dels
heptapéptids oxetanics de Fleet.

Fleet i col-laboradors han preparat recentment p-péeptids a partir de
monomers basats en anells oxetanics. El fet dincloure B-péptids formats
formalment per anells de 4 baules aporta una gran rigidesa a l'estructura.
Aquests péptids s’ha vist que formen una estructura de tipus 10-hélix, la qual
ha estat corroborada per diferents experiments de RMN 'H i que representa

I'unic exemple d’aquest tipus d’hélix conegut fins el moment. (Figures 20 i 21)
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Els aminoacids constituents contenen un anell d'oxeta i so6n derivats
sintéticament de monosacarids. Els substituents amino i carboxil estan en cis en
I'anell de 4 baules a diferéncia dels casos dels anells de ciclopenta i ciclohexa,

en els qué els substituents sempre es troben en trans.*****>*® (Figura 21)

OR OBn

\\\\\\\

TTe) 0]

J— % —N /’/,_
R e T

on R=TBDMS, Bn

nno
NH CO,Me
OBn OBn OBn OBn OBn OBn
KDO Hj ] ] KDO Hj
\\\\\\ /’/,// \\\\ /’/,// N /’/,// \\\\\ /,// \\\\\ /’/,// N /’/,/
N3 ~—NH ~—NH /—” Oy—H OV—NH CO,Me

Figura 21. Monomers oxetanics utilitzats per Fleet. Aquests son condensats donant lloc als
dos tipus de B-hexapéptids mostrats a la Figura, que formen una estructura de tipus 10-hélix,
confirmada per experiments de 2D-RMN. Fins el moment no se’n coneixen més exemples.

S TDW. Claridge, J.M. Goodman, A. Moreno, D. Angus, S.F. Barker, C. Taillefumier, M.P. Watterson,
G.W.J. Fleet, Tet. Lett., 2001, 42, 4251.

4 S.Ww. Johnson, S.F. Jenkinson, D. Angus, J.H. Jones, D.J. Watkin, G.W.J. Fleet, Tetrahedron:
Asymmetry, 2004, 15, 2681.

S sw. Johnson, S.F. Jenkinson, D. Angus, J.H. Jones, D.J. Watkin, G.W.J. Fleet, Tetrahedron:
Asymmetry, 2004, 15, 3263

%1 D.W. Claridge, D.D. Long, C.M. Baker, B. Odell, G.H. Grant, A.A. Edwards, G.E. Tranter, G.W.J. Fleet;
J. Org. Chem., 2005, 70, 2082.
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Fleet ha inclds també en els seus treballs experiments de RMN 'H amb la
finalitat de correlacionar la preséncia dels enllagos d’hidrogen intramoleculars
responsables del plegament de tipus 10-hélix amb la induccié d'una
determinada estructura secundaria. En aquest cas, es realitza un tipus
d’experiment que consisteix en anar afegint petits percentatges de DMSO-ds a
una mostra de concentracié definida del peptid en un dissolvent apolar. Tenint
en compte el canvi cap a é superiors que acostuma a causar el DMSO-dg en els
desplacaments quimics dels protons per efecte de la solvatacio, el fet que els
valors d’aquests en els protons amidics no es vegin afectats vol dir que estan

fortament fixats, i doncs que estan formant un enllag d’hidrogen. *’

Aquests resultats s’acostumen a mostrar de forma grafica, tot representant
el percentatge de DMSO-ds afegit a la mostra en funcidé del desplagament

quimic dels protons amidics, tal i com es mostra a la Figura 22.

a)
7.7
* - - * - - » - : :'
76 m m o mw RCF L b e NHR)
A [ 1 & -
T.E'* i F 3 F Y ; § x m NH{H)
x x x x -
% AL L X ox X X R 4 NH(D)
T 3 . e % |x nHo)
= . e =
E 7.2 . o © X NH(E)
71e o ®  NH(B}
o
7. o NHC)
6.9 |
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
DMSC:CDCI, (viv
b) s (viv)
NH®
NHY NHYONHT ke NHT e
I'ur-.'I Wy Pl ph i ;-!l_t Wl
SR i A WY B W N P N i S
T T
77 76 TS5 T4 T3 T2 TaA 70
i ]
“. ! l L 1 |N| l I|IH ﬂ,'lh“ hml" Jl
J _Ju ',__il !--'L L ___l“,__. e ﬂ “.__.' l\ JI*.\_M (N
T T 1
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

’ Vegeu també : J.T. Blanck, D.J: Guerin, S.J. Miller, Org. Lett., 2000, 2, 1247.
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Figura 22. a) Exemple de les representacions grafiques utilitzades en els experiments
d’addicié de DMSO-dg; b) exemple d’assignacio de la regié dels protons amidics d'un aquests
heptapéptids oxetanics.

En la representacié grafica de la Figura 22 a) es pot observar la preséncia

de dos comportaments en els protons amidics. D’'una banda n’hi ha que no
varien de dNH en afegir DMSO-dg i n’hi ha que si que experimenten variacio.
Aquells responsables de la formaciéo de la 10-hélix corresponen als qué no

presenten variacio.

De la mateixa manera, la revisio de la regié de tensié N-H de I'espectre d’'IR
també ddéna molta informaciéo sobre la formacié d’enllacos d’hidrogen en
dissolvents apolars. Les bandes de tensié N-H corresponents a les amides que
no formen part d’un enllag d’hidrogen normalment apareixen entre 3400-3500
cm™. mentre que quan si que el formen acostumen a apareixer entre 3100-3300
cm™. Aixi mateix, experimentalment és conegut que la forma de la banda de
tensido N-H també és important, donat que els protons amidics involucrats en la
formaciéo d’enllagos d’hidrogen donen bandes amples mentre que els no

involucrats acostumen a presentar senyals molt més estrets.*®

Aixi, Fleet ha utilitzat I'espectroscopia d’IR per demostrar novament la

preséncia d’aquests enllagos d’hidrogen causants del plegament dels oligobmers

oxetanics. (Figura 23)

=

%8 T.S. Haque, J.C. Little, S.H. Gellman, J. Am. Chem. Soc., 1994, 116, 4105.
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Figura 23. Espectres d'IR en solucié 2 mM de diferents p-hexapéptids en CHCIs. La banda de
tensié a 3302 cm™' s’atribueix a les amides que formen els enllagos d’hidrogen forts causants de
la 10-hélix, mentre que la banda a 3380 cm™” s’associa amb la formacio d’enllagos d’hidrogen
més febles.

1.3.1.2.- CONFORMACIONS LAMINARS: LAMINES-3

En principi, hi ha dos tipus d’estructura secundaria laminar possible pels -
péptids, una de parallela i altra d’antiparallela.®® En la lamina-f paral-lela
ambdues cadenes estan disposades en la mateixa direccid, des del N- al C-
terminal. En la lamina-p antiparal-lela, una cadena respecte de l'altra estan

col-locades en direccions oposades. (Figura 24)

Lamina-p antiparal-lela

Figura 24. Representacié dels possibles tipus de lamina-p.

% S. Krauthauser, L.A. Christianson, D.R. Powell, S. H. Gellman, J. Am. Chem. Soc., 1997, 119, 11720.
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L’estructura de lamina-p antiparal-lela també té dues possibilitats, una en
queé cada residu té una disposicio anti de I'angle de torsié C,-Cs, i una altra en

qué cada residu té una disposicié gauche de I'angle de torsié C,-C3. (Figura 25)

El tipus | de lamina es distingueix perqué tot I'esquelet esta orientat
aproximadament en la mateixa direccid, la qual cosa ens proporciona una
lamina amb un dipol net, en canvi, el tipus Il es caracteritza perqué I'esquelet
alterna els carbonils en la direccié de cada cadena, fet que impedeix I'aparicio
d’'un dipol net. (Figura 25) El tipus | de lamines son especialment interessants
donada aquesta aparicio d’'un dipol en funcié de la conformacié. Aixi, la

introduccié de grups ionics pot influenciar I'estabilitat de la lamina.®°

anti
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l I\N/\/\N/
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gauche O

IV/%\ I/_\
/—\"/ ~y
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O'"IZ
I-o
O--

=

Figura 25. Esquema dels possibles tipus de lamina- antiparal-lela.

Curiosament, els a-peptids no tenen dipols nets degut a quée presenten el

segon tipus de lamina.

EA Gallo, S.H. Gellman, J. Am. Chem. Soc., 1994, 116, 11560.
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En la Figura 26 es mostren dos exemples de lamina-f3 antiparal-leles, del

tipus | i ll descrites per Gellman.®’

& §
N \
\ o)

S HN
IIIIII \
>IIIIII\ |
NH o=/
/ \

HN\ o==\ /NH

Lamina-$ antiparal-lela Lamina-B antiparal-lela
tipus | tipus Il

Figura 26. Exemples concrets d’estructures secundaries antiparal-leles de lamina-f
del tipus li ll.

Amb les estructures de la Figura 26 s’han realitzat estudis estructurals
combinant les espectroscopies de RMN 'H i d’IR. Aquests estudis tenen la
finalitat de correlacionar la preséncia d’enllagos d’hidrogen intramoleculars amb
la inducci6 d’una determinada estructura secundaria. Alguns exemples

d’aquests experiments es mostren a les Figures 27 i 28.
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Figura 27. Representacio grafica del desplagament quimic dels protons amidics de la
molécula, lamina-p tipus | de la Figura 26, en funcio del log[C].

Els experiments recollits en la Figura 27 es basen en qué el desplagament
quimic dels protons amidics en dissolvents apolars com ara el CD,Cl;, és un clar
indicador de la formacidé d’enllagos d’hidrogen. De fet, s’ha establert que els
protons d’amida involucrats en un enllag d’hidrogen apareixen desplacgats
aproximadament en 2 ppm cap a camps més baixos, dN\H MEés grans, que
aquells que no en formen. Aixi doncs, si hom realitza experiments tot variant la
concentracio i només s’observa una petita variacié en el dnH, es pot afirmar que
no s’esta formant enlla¢ d’hidrogen intermolecular. De la mateixa manera, si els
experiments tenen lloc a una dilucié suficient com per evitar aquests possibles
efectes intermoleculars, la informaci®6 que hom extraura correspondra

exclussivament als enllacos d’hidrogen intramoleculars.®?

Aixi, en els experiments recollits en la Figura 27, la no dependéncia dels
desplacaments quimics dels protons amidics de la concentracid indica

clarament que els enllagos d’hidrogen formats sén intramoleculars.

Aquests experiments de RMN 'H que determinen I'efecte de la dilucié es
combinen amb experiments d’IR. Aquests consisteixen en enregistrar I'espectre
d'IR a una concentracié suficientment diluida com perqué només siguin
considerades les interaccions intramoleculars. En funcié d’on apareixen les
bandes de tensiéo de les amides, se’'n dedueix si estan involucrades o no en la

formacié d’'un enlla¢ d’hidrogen.

A tall d’'exemple, la Figura 28 mostra I'espectre d’'IR del mateix tipus de

molécula emprada en els experiments de RMN "H per determinar I'efecte de la

62 (a)Y.J. Chung, B.R. Huck, L.A. Christianson, H.E. Stanger, S. Krauthauser, D.R. Powell, S.H. Gellman;
J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 3995. (b) J. D. Fisk, D.R. Powell, S.H. Gellman, J. Am. Chem. Soc.,
2000, 722, 5443.
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dilucié. Si s’observa detingudament la regid de I'espectre on apareixen les

tensions N-H s’evidencia la formaci6 d’un enllag¢ d’hidrogen en I'estructura.
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Figura 28. Espectres d’IR en solucié 1 mM de diferents B-péptids en CH,Cl,. Les bandes de
tensié sobre 3300 cm™ s’atribueixen a les amides que formen els enllagos d’hidrogen mentre
que la banda a 3400 cm” s'associa amb la no formacié d’enllagos d’hidrogen.

Entre les variants de la lamina-f3, destaca l'estructura d’agulla de cabell, un
tipus d’estructura secundaria molt frequent, que consisteix en dues cadenes de
lamines-f3 antiparal-leles connectades per un gir. L'estructura d’agulla de cabell

normalment ve estabilitzada per la preséncia denllagos d’hidrogen

intramoleculars entre ambdues cadenes antiparal-leles.®® (Figura 29)
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5 | Belvisi, C. Gennari, A. Mielgo, D. Potenza, C¥RIBAR. £ur . org. chem., 1999, 389.
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Els p-peptids

Figura 29. Exemple d’estructura de tipus agulla de cabell.

1.3.1.3.- B-PEPTIDS CICLICS

Seebach®® ha preparat

una seéerie de p-tetrapéptids ciclics que

s’autoensemblen per formar estructures tubulars estabilitzades per enllagos

d’hidrogen intermoleculars paral-lels a la direccio dels tubs. (Figura 30)
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%p. Seebach, J.L. Matthews, A. Meden, T. Wessels, C. Baerlocher, L.B. McCusker; Helv. Chim. Acta,

1997, 80, 173.

%p. Seebach, A.K. Beck, D.J. Bierbaum; Chemistry & Biodiversity, 2004, 1, 1111.
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Figura 30. Tetrapeptids ciclics preparats per Seebach.

1.3.1.4.- TRENES TORSIONADES O “TWISTED STRANDS”

Alguns homooligdmers com els de la Figura 31 adopten una conformacié
de trenes torsionades o “twisted strands”, en solucié de cloroform, tal i com
revela I'estudi de RMN 'H.®°

b)

%A Motorina, C. Huel, E. Quiniou, J. Mispelter, E. Adjadj, D.S. Grierson, J. Am. Chem. Soc., 2001, 123,
8.
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Figura 31. Conformaci6 de tipus trena torsionada o “twisted strand”. a) mostra una vista
lateral de la conformacié mentre que b) mostra una vista frontal.

1.3.2.- ESTUDIS CONFORMACIONALS TEORICS DE B-PEPTIDS

En els ultims anys s’han publicat estudis de Dinamica Molecular relacionats
amb calculs de l'energia conformacional de péptids, que contenen anells
carbociclics en la seva estructura; a partir d’aquests estudis hom intenta
avaluar l'estructura secundaria que adopten aquests peptids en solucié, amb la

fita d’avancar en el disseny de peptidomimeétics.®”"

De la mateixa manera, hom ha comencat a realitzar estudis de Dinamica
Molecular amb la finalitat d’explorar I'espai conformacional accessible d'un
péptid.

Aquests estudis permeten investigar les diferents conformacions preferents,
aixi com el seu pes a la totalitat de la poblacié. Els resultats d’aquests estudis
poden utilitzar-se per corroborar les estructures tridimensionals determinades
per estudis precedents de RMN 'H, per refinar resultats de RMN com ara
determinar entre quins grups es forma I'enllag d’hidrogen o, fins i tot, per definir

amb precisio els seus patrons de reconeixement farmacoforic al llarg del temps.

7'S.N. Rao, V.N. Balaji, K. Ramnarayan, Curr. Sci., 1993, 64, 46.

% \/.N. Balaji, K. Ramnarayan, M.F. Chan, S.N. Rao, Pept. Res., 1995, 8, 178.

9 S.N. Rao, M.F. Chan, V.N. Balaji, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1997, 70, 293.

"% S.N. Rao, V.N. Balaji, Protein Pep. Lett, 1998, 5(1), 41.

"' S.N. Rao, S. Jr. Profeta, V.N. Balaji, Protein Pep. Lett, 1998, 5, 109.

2. Seebach, A.K. Beck, D.J. Bierbaum; Chemistry & Biodiversity, 2004, 1, 1111.
"3 B. Ma, R. Nussinov; J. Mol. Biol., 2000, 296, 1091.
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1.4.- ANTECEDENTS EN EL GRUP D’INVESTIGACIO

En el nostre grup d’investigaci6 vam constatar que, malgrat el renovat
interés per l'estudi dels p-aminoacids i B-péptids d’enga dels treballs de
Seebach i Gellman, hi havia una clara mancanca en quant a la sintesi i I'estudi
estructural de B-aminoacids ciclobutanics i els seus corresponents derivats f3-

peptidics.

D’aquesta manera, en el nostre laboratori s’inicia una linia de recerca per
posar a punt la sintesi de [p-aminoacids i p-péptids ciclobutanics
enantioméricament purs. La induccié d’asimetria, en el nostre cas, es realitza

mitjancant una reaccié quimioenzimatica amb I'enzim PLE. "

La Dra. Marta Martin-Vila, en la seva Tesi Doctoral,”® va preparar el 2-
benziloxicarbonilamino-( 7R, 2S)-ciclobutan-1-carboxilat de metil, 11, a partir del

diacid 1, segons la ruta sintética que es mostra a 'lEsquema 6.”°

CO,H CO,Me CO,Me
CH,N, éter PLE
. —_—
100% 91%
CO,H
CO,H CO,Me 2
1 2 2 2 3
CO,Me CO,Me
1) CICO,Et BnOH
2) NaoN3 tOIUé'E;rQ%E,UX
N% CON3 NHCbz
10 11

Esquema 6. Ruta sintética utilitzada per la Dra. Marta Martin-Vila en la seva Tesi Doctoral.

Es mostren els principals intermedis aixi com la molécula objectiu: el B-aminoacid 11. La
numeracio de les estructures és la que s’utilitzara en el capitol de Resultats i Discussié.

G, Sabbioni, J.B. Jones, J. Org. Chem., 1987, 52, 4565.

® Marta Martin-Vila, “Sintesi enantioselectiva de compostos carbociclics ciclopropanics i ciclobutanics:
y-hidroxiacids, p-aminoacids i B-péptids”. Tesi Doctoral. Universitat Autonoma de Barcelona. 1999.

6 M. Martin-Vila, C. Minguillén and R.M. Ortufio, Tetrahedron: Asymmetry, 1998, 9, 4291.
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L’aminoacid 11 presenta proteccions ortogonals pels grups amino i acid
carboxilic, adients per a la seva incorporacié en péptids. Aixi, hom també va

preparar el B-dipéptid 17 (Esquema 8) utilitzant la metodologia habitual.”’

Aquesta metodologia es basa en controlar de manera efectiva la formacio
de l'enllag amida, quelcom obviament molt important dins de la sintesi de
péptids, i molt més quan es treballa amb productes que, per la seva naturalesa,
requereixen de condicions de reaccié suaus. Un dels reactius més utilitzats en
la  sintesi peptidica sén les carbodiimides, especialment Ia
diciclohexilcarbodiimida, DCC. En [lactualitat, pero, s'utilitza una variant
d’aquesta metodologia que combina I'agent deshidratant DEC i 'HOBt com a
catalitzador. Es una variant millorada respecte de la DCC puix la urea resultant
és soluble en aigua i s’elimina facilment rentant, per la qual cosa el cru de
reaccid es purifica més facilment. Aquesta metodologia és valida tant si la
sintesi del péptid es realitza en fase solida com si és en dissolucié. (Esquema
7)

2

R
0 Nl/
JI\ )\ R?
— > R 0 N/

(0]
J]\ +  R2%N=C=N-R?
R! OH O-acilisourea
urea
\_/
HOBt
HOBt
O

R! N
H J\ N—N
RONH, /

Esquema 7. Mecanisme de la reaccié de formacio de I'enllag peptidic, en preséncia d’'una
carbodiimida i del HOBt.

7M. Martin-Vila, E. Muray, G.P. Aguado, A. Alvarez-Larena, V. Branchadell, C. Minguillén, E. Giralt,
R.M. Ortufio, Tetrahedron: Asymmetry, 2000, 11, 3569.
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La Dra. Marta Martin-Vila realitza la condensacié entre I'acid 12 i I'éster

metilic de la B-alanina, usant la metodologia descrita anteriorment.(Esquema 8)

CO,Me CO,H B-ala-OMe CONHCH,CH,CO,Me
K2COs HOBt , DEC, TEA
MeOH/H,0 DMF. 20h
NHCbz 86% NHCbz 86% NHCbz
11 12 17
CHs
N > N-CH,-CH,-CH,N=C=N-CH,-CH
3

DEC

Esquema 8. Sintesi del p-dipeptid 17.

D’aquesta manera s’obtingué el B-dipéptid 17 amb un rendiment del 86%.
Aquest compost és un solid cristal.li, facilment purificable pels métodes
cromatografics convencionals, del qual es mostra el difractograma de raigs X a

la Figura 32.

Figura 32. Estructura de raigs X del p-dipéptid 17.

39



Introduccioé Antecedents en el Grup d’Investigacio

Com es pot observar a la Figura 32, en estat solid, el p-dipéptid 17 mostra
una disposici6 d’ambdues cadenes unides al ciclobuta formant una estructura
d’agulla de cabell, fet prou remarcable considerant que es tracta només d’un
dipéptid. Aquest fet ens obre les portes a I'obtencié d’altres derivats de mida
superior, que probablement manifestaran certs girs que no s’aprecien en el -

dipéptid 17, donat el seu reduit tamany.

Si s’observa detingudament I'empaquetament cristal'li a la Figura 33,
s’aprecien les estructures compactes que adopta el dipeptid, amb enllagos
intermoleculars entre els grups NH del carbamat i el carbonil de I'enllag
peptidic, aixi com entre el NH peptidic i el grup carbonil del carbamat. Els

enllagos d’hidrogen, perd, no sén intramoleculars.

La Dra. Marta Martin-Vila va abordar la sintesi dels B-péptids a les
acaballes de la seva Tesi Doctoral, per la qual cosa no es va poder realitzar un

estudi exhaustiu del B-dipéptid 17, sind només alguns estudis preliminars.

De manera, que tant aix0 com la preparacid dels nous derivats

ciclobutanics restaren com I'objectiu de la present Tesi Doctoral.
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Figura 33. Diferents vistes parcials de 'empaquetament cristal.li del B-dipéptid 17.
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Objectius

Donat l'elevat interés que han suscitat en els darrers anys tant els -
aminoacids carbociclics conformacionalment restringits aixi com la seva
derivatitzacié en diferents tipus de cadenes peptidiques, els objectius establerts

per a la realitzacio de la present Tesi Doctoral son:

e Desenvolupament de les estratégies adients per a la preparacié dels diferents

B-aminoacids i B-péptids.

Dins d’aquest objectiu, en una primera etapa s’abordara la sintesi de 2-
benziloxicarbonilamino-(1S, 2R)-ciclobutan-1-carboxilat de metil, 9, 'enantiomer
del producte 11, el qual ja havia estat sintetitzat préviament en el nostre

laboratori. (Figura 34)

NHCbz CO,Me

CO,Me NHCbz

Figura 34. p-aminoacids enantiomers.

En una segona etapa, hom abordara la sintesi de diferents p-peptids
derivats dels mondmers anteriors i que es representen a la Figura 35. Aquests
procediran de la condensacid de mondmers ciclobutanics amb residus lineals

no quirals o de I'acoblament de residus ciclobutanics d’igual o diferent quiralitat.
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NHR' CONH[CH,CH,],CO,R

CONHI[CH,CH,],CO,R NHR'
n=2,4

RO,C-CH,CH,NHCO,
/,"

<O

CONHCH,CH,CONH'

NHR'
RO,C/, RO,C ROLa,
c ONH\\\\‘ _WCONH WCON AR
NHR' “INHR “INHR

Figura 35. p-péptids ciclobutanics.

e Realitzacié de l'estudi estructural del B-aminoacid 11 i d’alguns exemples
representatius dels B-péptids. Aquest es fara tant en solucio, utilitzant diferents
tipus d’experiments de RMN, com en estat solid, en aquells casos en qué sigui
possible I'obtencié de cristalls adequats. Aquest estudi es complementara amb
calculs DFT per aquells casos més senzills d'optimitzacions d’estructures, i
estudis de Dinamica Molecular en el cas de tenir molécules més complexes

conformacionalment.
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Resultats i Discussio Sintesi de p-aminoacids i f-péptids

3.1.- SINTESI DE B-AMINOACIDS

En aquesta primera part s’ha abordat la sintesi de 2-benziloxicarbonilamino-
(1S,2R)-ciclobutan-1-carboxilat de metil, 9, que és I'enantiomer de I'aminoacid

11, el qual ja havia estat sintetitzat préviament en el nostre grup de recerca.

Per tal de preparar el producte 9 es segueix la ruta sintética que es mostra

a'lEsquema 9.

COzMe
R
S
NHCbz
1
CO,H CO,Me CO,Me
—_— —_— —_—
t
COzH COzH C02 Bu
1 3 4
CO,H NHCbz NHCbz
R
S
CO,'Bu CO,'Bu CO,Me
7 9

Esquema 9. Intermedis clau en la ruta sintética utilitzada per preparar 'aminoacid 9.

L’hemiéster 3, al qual s’arriba mitjangcant una reaccié de desimetritzacio
amb I'enzim PLE,”® és el punt de bifurcacid per a l'obtencid d’'un o altre
enantiomer. De fet, ambdues rutes sintétiques comparteixen les mateixes
reaccions clau, tals com ara la transposicio de Curtius, de manera que podriem
dir que l'estratégia novedosa consisteix en emprar una proteccio ortogonal pel
diéster 4, que permet la saponificacio de I'éster metilic en preséncia de I'éster
tert-butilic.

"8 G. Sabbioni, J.B. Jones; J. Org. Chem., 1987, 52, 4565.
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D’aquesta manera, en la posterior reaccié de transposicio de Curtius,
s’aconsegueix la degradacié quimioselectiva del grup carboxil  pro-R,

(Esquema 9) que és transformat en amina.

A continuacié ens centrarem en els passos de sintesi involucrats en la

preparacio de 'aminoacid 9, que és I'objectiu d’aquest apartat.

3.1.1.- Sintesi de 2-metoxicarbonil-(71S,2R)-ciclobutan-1-

carboxilat de tert-butil, 4

El primer pas diferenciat en les rutes sintétiques cap a 9 6 11 és la
proteccié de l'acid carboxilic de I'nemiéster 3 en forma d’éster tert-butilic.
Aquesta proteccié té lloc per reaccié de lacid 2-metoxicarbonil-(71R,2S)-
ciclobutan-1-carboxilic, 3, amb tricloroacetimidat de fert-butii en el si de

diclorometa i a temperatura ambient durant tota la nit.”® (Esquema 10)

El cru de reaccié es purifica per cromatografia en columna tal i com es
descriu a la part experimental, obtenint-se aixi el 2-metoxicarbonil-(71S,2R)-

ciclobutan-1-carboxilat de tert-butil, 4, amb un rendiment del 91%.

COzMe COZMe
Cl;CCNHO'Bu
CH,Cly, 1 nit -
COZH 91% COZtBU
° 4

Esquema 10. Reaccié de formacié de I'éster tert-butilic, 4.

& Vegeu preparaci6 d’esters tert-butilics: J.Thierry, C.Yue, P.Potier, Tetrahedron Letters, 1998, 39, 1557.
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3.1.2.- Sintesi de I’acid 2-tert-butoxicarbonil-(7S,2R)-ciclobutan-

1-carboxilic, 5

La introduccié de la funcionalitzacié éster tert-butilic en I'anterior pas de
reaccid ens proporciona una proteccid ortogonal adequada per continuar
'esquema sintetic proposat. La hidrolisi quimioselectiva de I'éster metilic es
realitza d’acord amb la bibliografia.?’ El diéster 4, en preséncia d’una solucié de
NaOH 0.25 M i en el si d’'una barreja de dissolvents de THF/H,O en relacié 1:10
a 0°C durant 1 hora, rendeix quantitativament l'acid 2-tert-butoxicarbonil-

(1S,2R)-ciclobutan-1-carboxilic 5, tal i com es mostra a 'Esquema 11.

CO,Me COzH
NaOH 0.25M
THF/H,0(1:10)
CO,Bu 100% CO,Bu
4 5

Esquema 11. Reaccié de saponificacié de I'éster metilic.

La reacci6 es porta a terme a 0°C per tal d’evitar la possible epimeritzacio

dels centres estereogeénics de la molecula en el medi basic.

L’acid 5 s’esdeve amb una puresa suficient com per continuar la ruta
sintética amb el cru de reaccié sense que habitualment sigui necessaria cap

mena de purificacié addicional.

8 s Niwayama, J. Org. Chem., 2000, 65, 5834.
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3.1.3.- Sintesi de 2-benziloxicarbonilamino-(71S,2R)-ciclobutan-
1-carboxilat de tert-butil, 7

L’hemiéster 5 es fa reaccionar amb cloroformiat d’etil en el si d’acetona
anhidra, i en preséncia de EtsN per tal de captar el clorur d’hidrogen alliberat, a
0°C durant 3 hores (Esquema 12) i s’hi addiciona a continuacio I'azida sodica
dissolta en aigua. Un cop transcorregudes 1-2 hores la reaccio finalitza, de
manera que es pot observar clarament per espectroscopia d’IR I'aparicido d’un

senyal a 2134 cm™, clar indicador de la preséncia del grup -Ns.

CO,H CON;
1) CICO,Et

L
Y

2) NaN;

CO,'Bu 91%

CO,'Bu

Esquema 12. Reaccié de formacié de I'azida.

La reaccio s’esdevé amb un 91% de rendiment, obtenint-se un oli groguenc

que per RMN 'H s’identifica com I'azida 6.

Degut a la inestabilitat intrinseca de les azides, i a la puresa suficient del cru
de reacci6 del producte 6, no té lloc cap purificacido addicional a la propia del
tractament de la reaccio, i seguidament a la seva obtencid, 6 es dissol en tolué
i s’hi addiciona alcohol benzilic; el sistema es deixa reaccionar a reflux durant
3.5 h, tot controlant I'evolucié de la reaccio per espectroscopia d’IR. S’observa
la desaparicié del senyal de l'azida, a 2134 cm™ i I'aparici6 de la banda
corresponent al carbamat a 1738 cm™. El cru de reaccié es purifica per
cromatografia en columna, obtenint-se aixi el 2-benziloxicarbonilamino-
(1S,2R)-ciclobutan-1-carboxilat de tert-butil, 7, amb un rendiment del 82%.
(Esquema 13)
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CON3 NHCbz
BnOH
tolué, reflux
CO,Bu 82% CO,'Bu
6 7

Esquema 13. Reaccio de transposicié de Curtius.

3.1.4.- Sintesi de I'acid 2-benziloxicarbonilamino-(1S, 2R)-

ciclobutan-1-carboxilic, 8

La desproteccio de I'éster tert-butilic té lloc fent reaccionar I'aminoacid 7
amb TFA, en preséncia de Et3SiH, en el si de diclorometa durant 2 hores a

t8  Daquesta manera  sobte  lacid  2-

temperatura ambien
benziloxicarbonilamino-( 1S, 2R)-ciclobutan-1-carboxilic 8, amb un rendiment

quantitatiu. (Esquema 14)

NHCbz NHCbz
TFA

Y

t Et3SiH, CH,Cl,
C02 Bu 100%

7 8

CO,H

Esquema 14. Reaccio de desproteccio de I'éster tert-butilic.

Aquest producte, 8, és I'enantiomer del producte 12, procedent de la ruta
que seguia la Dra. Marta Martin-Vila en la seva Tesi Doctoral. Aquest producte,
empero, no s'utilitza per comparar la enantioisomeria donat que és més dificil
de purificar tant per cromatografia en columna com per cristal-litzacio, en

tractar-se d’un producte higroscopic.

81 A.Mehta, R.Jaouhari, T.J.Benson and K.T.Douglas, Tetrahedron Letters, 1992, 33, 5441.
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Per aquest motiu, hom decidi continuar un pas més endavant i comparar
els enantiomers de 2-benziloxicarbonilaminociclobutan-1-carboxilat de metil, 9 i

11 respectivament, que son estables i facilment purificables.

3.1.5.- Sintesi de 2-benziloxicarbonilamino-(71S,2R)-ciclobutan-

1-carboxilat de metil, 9

L’obtencio de I'enantiomer 9 té lloc metilant I'acid 8, préviament liofilitzat per
eliminar les possibles restes de TFA, per reacciéo amb diazometa en el si d’éter
(Esquema 15). D’aquesta manera, s’obté I'éster metilic, que és facilment
purificable per cromatografia en columna. Aquest producte s’identifica com
I'enantiomer de 11, per la comparacié de les rotacions optiques especifiques i
els desplacaments quimics de proto en els espectres de RMN 'H d’ambdos

enantiomers.

NHCbz COzMe
CH>5N,
—_—
eter
CO,H 100% NHCbz
8 9

Esquema 15. Reaccié de metilacié de I'acid carboxilic

La rotacié oOptica especifica de 9 resulta de [a]p= +83 (¢=0.70, CHCI5)
mentre que la trobada per la Dra. Marta Martin-Vila per a 11 és [a]p= -83
(c=2.05, CHCI3), la qual cosa indica clarament la relacié enantiomérica

d’ambdos productes. (Figura 36)
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NHCbz CO,Me

co,Me NHCbz
9 11

[o]o= +83 (c=0.70, CHCl3)  [o]o= - 83 (c=2.05, CHCl,)

Figura 36. Enantiomers de 2-benziloxicarbonilaminociclobutan-1-carboxilat de metil, 9 i 11.

L AL
AN

Figura 37. Superposicio dels espectres de RMN 'H dels enantiomers de 2-
benziloxicarbonilaminociclobutan-1-carboxilat de metil, 9 i 11.
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A la Figura 37 es mostra els espectres de RMN 'H dels enantiomers 9 i 11,
es pot observar com els senyals d’un i I'altre coincideixen perfectament, com és
d’esperar. Aquest fet, juntament amb la magnifica coincidéncia en el valor de la
rotacié optica especifica trobada per a 9, demostra que s’ha assolit amb éxit la
sintesi de la molécula objectiu 9, enantiomera de 11. La sequéncia sintética
global de la qual es descriu a 'Esquema 16.

CO,H CO,Me CO,Me
CHN, eter PLE, pH=7 CI;CCNHO'Bu
R
100% 91% CH,Cl,
CO,H CO,Me COH o1
1 2 3
CO,Me CO,H CO,N;
NaOH 0.25M 1) CICO,Et
—»
THF/H,0 1:10 2) NaN;
CO,'Bu 100% CO,'Bu 91% CO,'Bu
4 5 6
NHCbz NHCbz . NHCbz
BnOH TEA CHyN,, eter
- B
tolué, reflux Et3SiH, CH2C|2 100%
82% CO,'Bu 100% CO,H Cco,Me
7 8 9

Esquema 16. Ruta sintética utilitzada en la sintesi del producte 9.

El rendiment global és del 62%.

Com ja s’ha comentat, aquesta ruta sintética esta basada en la manipulacio
selectiva dels grups funcionals presents en la molécula, essent el rendiment

global per a I'obtencié del producte 9 del 62%.

Tot i haver comprovat la relacié enantiomérica d’'ambdoés productes 9 i 11

ens vam proposar l'obtencié dels dos aminoacids completament desprotegits.
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A continuaci6 hom descriu els passos de reaccié portats a terme per

aconseguir tenir ambdos enantiomers desprotegits. (Esquema 17)

NHCbz NH,
—_—
—_—
COzMe COzH
9 13
CO,Me CO,H
e
—_—
NHCbz NH,
11 14

Esquema 17. Obtencié dels enantiomers completament desprotegits, 13 i 14.

3.1.6.- Sintesi de ’acid 2-amino-(71S,2R)-ciclobutan-1-carboxilic,
13

La preparacio de 13, enantiomer de 9 és practicament immediata donat
que per a la propia obtencio de 9 passem per I'intermedi acid carboxilic, 8, a
partir del qual només ens cal desprotegir el grup carbamat de benzil. La reaccio
d’hidrogendlisi es porta a terme en el si de MeOH i usant Pd/C al 10% com a
catalitzador. La reaccid té lloc a pressié atmosférica d’hidrogen i a temperatura
ambient durant 1h 25 min, obtenint-se aixi, amb un rendiment quantitatiu, I'acid

2-amino-(1S, 2R)-ciclobutan-1-carboxilic,13. (Esquema 18)

NHCbz NH>
Pd/C10% _
MeOH, H, (1atm)
CO,H t.a., 1h 25 min CO,H
8 100% 13

Esquema 18. Reaccio de desproteccié del grup carbamat de benzil.
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3.1.7.- Sintesi de ’acid 2-amino-(71R,2S)-ciclobutan-1-carboxilic,
14

En el cas de I'enantiomer de I'aminoacid 11, la sequéncia €s una mica meés
llarga donat que implica passar per l'intermedi de tipus acid carboxilic 12, al
qual s’arriba mitjangcant la saponificacio de I'éster metilic. L’'éster 11 en
preséncia d’una solucid de NaOH 0.25 M en el si d’'una barreja de dissolvents
THF/H,0O en proporcions 1:10 a 0°C, durant 2 hores, rendeix quantitativament
'acid 2-benziloxicarbonilamino-(71R,2S)-ciclobutan-1-carboxilic, 12. (Esquema
19)

CO,Me CO,H
NaOH 0.25M
THF/H,O 1:10 l
NHCbz 0°C, 2h NHCbz
11 100% 12

Esquema 19. Saponificacio de I'éster metilic,11.

Arribats a aquest punt només resta la desproteccio del grup carbamat de
benzil. La hidrogenolisi del qual té lloc novament en el si de MeOH usant Pd/C
al 10% com a catalitzador, a temperatura ambient i amb una pressid
atmosférica d’hidrogen durant 1h 25 min. D’aquesta manera s’obté l'acid 2-
amino-(1R,2S)-ciclobutan-1-carboxilic, 14, amb un rendiment quantitatiu.

(Esquema 20)

CO,H CO,H
Pd/C 10%
MeOH, H, (1 atm)
NHCbz  ta.,1h 25 min NH,
12 100% 14

Esquema 20. Hidrogenolisi del grup carbamat de benzil
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En aquest punt podem comparar, al igual que ho vam fer amb els
aminoacids 9 i 11, la relacié d’enantioisomeria entre els aminoacids 13 i 14,
centrant-nos novament en els valors de les rotacions optiques especifiques.
(Figura 38)

NH, CO,H
CO,H NH,
13 14
[a]o= +80 (c= 0.75 en H,0) [a]o= -80 (c=1.0 en H20)

Figura 38. Enantiomers de I'acid 2-aminociclobutan-1-carboxilic.

Els valors de les rotacions optiques especifiques, que prenen valors de — 80
i +80 respectivament, coincideixen perfectament, la qual cosa indica clarament
que s’ha assolit amb éxit també la sintesi dels aminoacids completament
desprotegits. Altres parametres que ho confirmen sén la coincidéncia en els
desplacaments quimics dels espectres de RMN, aixi com els valors dels punts
de fusié que son de 130°C per a 14 i 131°C per a 13. (Figura 39)

El fet d’haver obtingut ambdos enantiomers és molt important no només
des del punt de vista de I'éxit sintétic sind perqué en el transcurs de I'obtencié
dels mateixos s’ha evidenciat que la reaccié d’hidrogendlisi del grup carbamat
de benzil no és reproduible, en el cas de portar-la a terme en les condicions de
temps i pressio d’hidrogen de 2 atm, i aquestes noves condicions ens han

permeés solventar aquest problema.
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- N
o M

T T T T
2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figura 39. Espectres de RMN de 'H i °C en CDCls, enregistrats a 250 i 62.5 MHz
respectivament, pels B-aminoacids 13 i 14.
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A continuacid6 hom intenta donar una explicacié als problemes que han

sorgit en dur a terme la reaccié d’hidrogendlisi del carbamat de benzil.

L’eliminacié del grup carbamat de benzil té lloc habitualment usant un 10%
de Pd/C en el si de MeOH i a PH,=2 atm durant tota la nit, i aixi fou com hom la
va dur a terme en primera instancia. Revisant els resultats, empero, hom va
detectar un seriés problema derivat de la inestabilitat de I'anell de ciclobuta en

aquestes condicions de reaccio.

L’amina resultant de la hidrogenacié de 11 (Esquema 21) és un sistema
push-pull que esdevé una sal d’'imini de cadena oberta, la qual en preséncia de
I'nidrogen del medi de reaccié és reduida in situ donant lloc al 3-aminoacid

aquiral de cadena oberta 15, independentment de I'enantidmer de partida.

COzMe COZMe
NHCbz NH
11 11a 2
_ (l)_ _
CO,Me C
? —/ \OMe
> o MeO2C\/\/\NH
\\ 2
NH; NH,
11a 15

Esquema 21. Sistema push pull que deriva en una sal d'imini de cadena oberta, que en el

medi de reaccié dona lloc al 8-aminoacid aquiral de cadena oberta 15. Aquesta reaccio és
independent de I'enantidmer de partida.

Davant d’aquest fet, hom va estudiar la reaccié d’hidrogendlisi en diferents
condicions, aixd0 és, variant el catalitzador i el temps. Hom troba que les
condicions per tal d’obtenir I'amina lliure en abséncia de I'apertura de I'anell

son dificils de reproduir. Si s’utilitza Pd(OH),/C en comptes de Pd/C
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s’augmenta la reactivitat del sistema alhora que es disminueix el temps de
reaccio, arribant a conversions del 100% en aminoéster de cadena oberta en

12 minuts.

En general, perod, s'obtenen barreges de material de partida, amina lliure i
aminoéster lineal, demostrant-se aixi que la reduccio de la sal d'imini competeix
directament amb la hidrogendlisi del carbamat de benzil. Obviament els temps

de reaccié més llargs afavoreixen I'obtencié de 'aminoéster lineal.

D’altres autors® també han descrit la facilitat d’alguns derivats ciclobutanics
per tal de donar productes de cadena oberta sota diferents condicions de

reaccio d’hidrogenolisi (Esquema 22).

CO,H
H  co,H H  co,H
Hidrogenolisi .
HN
H NHCbz H N H2
(+/-) (+/-)
+
/\/\/C02H
HoN
CO5H

Esquema 22. Estudi de I'estabilitat de I'anell ciclobutanic durant la reaccié d’hidrogenolisi
del grup carbamat de benzil. El producte menys abundant és I'aminoacid desprotegit.

L’apertura de I'anell no s’observa en sistemes que tenen un grup menys
electrofil situat en posicio veinal, com és el cas de tenir una amida en comptes
d'un ester, la qual cosa si ens permet utilitzar aquestes condicions de reaccio
estandar en d’altres derivats peptidics com seria el cas del p-dipétid 17.
(Figura 40)

82 pitken, D. J.; Gauzy, C.; Pereira, E. Tetrahedron Lett. 2004, 45, 2359.
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3.2.- SINTESI DE B-PEPTIDS

Un cop assolida amb éxit la sintesi d’ambdds enantiomers, 9 i 11, hom

decidi preparar a partir dels mateixos, diferents p-peptids per tal d’estudiar-los

estructuralment a posteriori.

Aquests B-péptids preparats es poden dividir en dos grups tant des del punt

de vista estructural com des de I'estratégia sintética. (Figura 40)

Tipus A
NHCbz CONHCH,CH,CO,Me
CONHCH,CH,CO,Me qNHCbz
M602C-CH2CH2NHCO///
&
CONHCH,CH,CONH
NHCbz
20
Tipus B
MeO,Cy, RO,C MeO,C
CONHW WCONH CONH
NHCbz “/NHCbz NHCbz
21 on R= Me, 'Bu 25

Figura 40. p-péptids preparats.
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Des del punt de vista estructural son diferents perqué tant els p-dipéptids,
16 i 17, com el tretapéptid, 20, son fruit de I'acoblament entre diferents unitats
de B-aminoacids ciclobutanics i residus de B-alanina, mentre que els f-
dipéptids bisciclobutanics, 21-25, son fruit formalment de I'acoblament directe
entre diferents unitats de p-aminoacids ciclobutanics entre si, la qual cosa

determinara I'estereoquimica final del producte.

El primer cas, els B-péptids procedents de la conjuncié d’unitats de -
aminoacids ciclobutanics i residus de B-alanina, ens permetra, més endavant,
determinar fins a quin punt i de quina manera la preséncia de l'anell de
ciclobuta introdueix rigidesa al sistema i si aquesta és suficient com per induir
algun tipus de plegament, donat que és conegut que els polimers de B-alanina83
no tenen cap tendéncia al plegament i, per tant, si aquest existis seria

inequivocament degut a la presencia de I'anell de ciclobuta.

En el segon cas, es tracta d’unitats de pB-aminoacids ciclobutanics unides
directament entre si, la qual cosa implica que siguin estructures forga rigides
des del punt de vista estructural. Aixd0 ens permetra, determinar si s’indueix

algun tipus d’estructura secundaria.

Des del punt de vista sintétic, la diferéncia fonamental entre ambdds tipus

de B-péptids proveé de la reaccio de preparacio.

Els pB-péptids que contenen residus de [B-alanina han estat sintetitzats
mitjangant reaccions classiques d’acoblament peptidic. En el cas dels B-
dipéptids bisciclobutanics la incorporacié del segon mondmer ha tingut lloc
mitjangant I'addicié d’un acid carboxilic a l'isocianat resultant d’'una reacci6 de
transposicié de Curtius. La diferéncia en la preparacié ens permetra discutir la

viabilitat dels métodes aixi com I'eficacia dels mateixos. (Figura 41)

8 J. Applequist et al., J. Am. Chem. Soc., 1971, 93, 3276.
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Tipus A

Acoblament peptidic classic

CONHCH20H2C02MG COzH
— +  H,NCH,CH,CO,Me
NHCbz NHCbz
17 12
Tipus B

Reaccio de l'isocianat amb un acid carboxilic

MeOZC///”
COzMe COQH
W
CONH — +
N=C=0 NHCbz
NHCb 10 12
z
21

Figura 41. Exemples de reaccions d’obtencio dels diferents tipus de B-péptids.

Aixi doncs, un cop establertes aquestes premises hom passara a la

discussio detallada de la sintesi dels esmentats [-péptids.
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3.2.1.- SINTESI DELS B-PEPTIDS DEL TIPUS A,
ACOBLAMENT PEPTIDIC

3.2.1.1.- Sintesi del B-dipéptid 17

Com ja s’ha mencionat amb anterioritat, la Dra. Marta Martin-Vila va obtenir
el B-dipeptid 17 a les acaballes de la seva Tesi Doctoral, de tal forma que resta

pendent I'optimitzacié d’aquesta sintesi.

En aquest apartat, es descriuen, doncs, les millores que s’han efectuat

sobre la ruta sintética establerta inicialment.

v" En la transposicié de Curtius, s’ha demostrat que la reacci6 té lloc en 3.5 h, i

que no cal deixar-la tota la nit com s’havia descrit inicialment. (Esquema 23)

CO,Me CO,Me
BnOH
tolue , reflux
CONj4 3.5h NHCbz
10 82% 11

Esquema 23. Reaccié de Curtius

v El seglient pas de sintesi que s’ha optimitzat consisteix en canviar els

reactius emprats en la reaccio de saponificacié de I'éster metilic.

En comptes de portar a terme la saponificacio amb K,CO3; en el si d’'una
barreja de MeOH/H,O durant 6 h a temperatura ambient, com ja s’havia descrit
anteriorment, hom va decidir portar a terme la reaccio tractant I'aminoacid 11

amb una solucié de NaOH 0.25 M i amb una barreja de dissolvents THF/H,O en

62



Resultats i Discussio Sintesi de p-aminoacids i pf-péptids

relacid 1:10 durant 2 hores i a 0°C per tal d’evitar la possible epimeritzacié dels
centres estereogeénics; com a resultat, s’ha aconseguit un rendiment quantitatiu

enfront d’'un 86%, i una rebaixa del temps de reaccié en un 66%. (Esquema 24)

COzMe COZH COzMe

CO,H
K,CO3 NaOH 0.25M
_—
MeOH/H,0 THF/H,0
NHCbz & ta NHCbz NHCbz 2% O°C NHCbz
1 ’ 12 1 °

12

Esquema 24. Reaccions de saponificacio.

Un cop preparat el producte 12, aquest es fa reaccionar amb el B-alaninat

de metil seguint la metodologia descrita per tal d’obtenir el B-dipéptid 17.

3.2.1.2.- Sintesi del B-dipéptid 16

Analogament, hom ha preparat el p-dipeptid 16 seguint la metodologia

descrita pero, en aquest cas, partint de 'aminoacid 8. (Esquema 25)

NHCbz p-ala-OMe

NHCbz
DMF, HOBt
DEC, TEA
CO,H tapat llum, t.a.,20h CONHCH,CH,CO5Me
71% 16

Esquema 25. Reaccio d’obtencié del B-dipéptid 16.

D’aquesta manera s’obte el B-dipéptid 16 amb un rendiment del 71%. Els

valors de les rotacions Optiques especifiques confirmen la
d’enantioisomeria d’'ambdds isomers. (Figura 42)

relacio
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NHCbz CONHCH,CH,CO,Me
CONHCHchchZMe NHCbz
16 17

[a]o=+72 (¢=0.8, en MeOH ) [a]o=-67 (c=2.9, en MeOH )

Figura 42. p-dipéptids enantiomers 16 i 17.

3.2.1.3.- Sintesi del B-tetrapétid 20

La sintesi del B-tetrapéptid 20 es pot afrontar de dues maneres diferents.
La via b implicaria la sintesi per passos o, altrament dit, I'addicié del segon
residu de pB-alanina, tot passant pel B-tripeptid 17b com a intermedi, i
posteriorment  I'addici6 d’'un segon residu de [-aminoacid -ciclobutanic.

(Esquema 26)

Aquesta via sintética implica més etapes que la via a, la qual cosa ja és en
si mateix un primer desavantatge, més encara si va acompanyat, com és el cas,
de la consequent disminucié en el rendiment global de la reaccio, ja que el
rendiment de la reaccié d’addicié del segon residu de B-alanina per donar 17b

és només del 33%.

Tot aixd explica que s’abandonés aquesta ruta i s'optés per la sintesi del -
tetrapéptid 20 per acoblament directe de 18 i 19, procedents de les

corresponents desproteccions selectives de 17.
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CONHCH,CH,CO,H
NaOH 0.25M _
THF/H20 1:10 NHCbz a)
3h, OOC; M 18
MeOzC-CHzCHz-NHCO/,/I
CONHCH,CH,CO,Me OME. HOB
Et;N, DEC &
‘ CONHCH,CH,CONH
NHCbz 72h, 2%2/86 llum
NHCbz
Hy, P.d/C 10% 20
1nit, t.a.; 94% CONHCH,CH,CO,Me +
NH2 - '
19 :
b) !
CONHCH2CH2C02MG E
I R I T e ,
NHCOCH,CH,NHCbz

17b

Esquema 26. Diferents rutes per tal d’obtenir el p-tetrapéptid 20, la ruta que implica I'addicio
pas a pas de cadascun dels monomers es descarta degut al baix rendiment que implicava.

D’aquesta manera s’obte un rendiment global més elevat degut a la
disminucié del nombre d’etapes i a un augment en el rendiment de la reaccio
d’acoblament peptidic, que en aquest cas és del 60%. A més, tant la
saponificacié de I'éster metilic com la hidrogendlisi del grup carbamat de benzil

tenen un rendiment practicament quantitatiu.

Finalment, doncs, la reaccié d’acoblament peptidic per tal d’obtenir el -
tetrapeptid, 20, té lloc seguint la metodologia habitual: en el si de DMF, en
preséncia de DEC com a agent deshidratant i usant 'HOBt com a catalitzador,

tapat de la llum i a temperatura ambient durant 72h (Esquema 26) .
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3.2.2.- SINTESI DELS B-PEPTIDS DEL TIPUS B,
REACCIO DE TRANSPOSICIO DE CURTIUS | ADDICIO
DE L’ISOCIANAT RESULTANT

Com ja s’ha mencionat, tant en la introduccié com en l'apartat de la sintesi
dels B-aminoacids, la reaccié d’hidrogendlisi del grup carbamat de benzil no és

reproduible al 100% en els mondomers.

Davant d’aquest problema, forga greu per a les nostres expectatives, vam

replantejar-nos el métode d’obtencioé d’aquests B-dipéptids bisciclobutanics.

En aquest moment vam decidir aplicar una metodologia similar a la que
utilitza North® per preparar péptids basats en la incorporacié de residus molt
impedits estericament que contenen l'esquelet del endo-(2S,3R)-norborn-5-¢&.
Segons aquesta, es podria obtenir el producte desitjat portant a terme la reaccio
de transposicid de Curtius de I'azida en preséncia de 'aminoacid en questid, en

el si de tolue i en presencia de Et3N, tal i com es mostra a 'lEsquema 27.

Boc-Ala-OH
Et N /
CON; benzé, reflux N=C=0 benze, reflux NH-Ala-Boc
CONProOR CONProOR CONProOR

Esquema 27. Reaccio de transposicio de Curtius aplicada per North en la sintesi de péptids i
pseudopéptids basats en la incorporacié de residus derivats del bicicle endo(2S,3R)-norborn-5-
com a inductor de certs tipus de girs en 'estructura secundaria.

¥ DE. Hibbs, M.B. Hursthouse, |.G. Jones, W. Jones, K.M. Abdul Malik , M. North; J. Org. Chem.; 1998,
63, 1496.
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Aquesta reaccio es pot portar a terme en dues etapes, preparant primer
I'isocianat, el qual fins i tot es pot aillar, o in-one-pot. A la Figura 43 hom
mostra el mecanisme de la reaccié d’addicio i posterior descarboxilacié que

porta a la formacio6 dels B-dipéptids bisciclobutanics.

COzMe COzMe COzMe
Q
NZC=0 —> LIHMO—C, “7’ NH-C,
7, 7,
co,
O v \*
5 CbzHN™ CbzHNY
: L _
NHCbz

Figura 43. Mecanisme proposat per a la reaccio utilitzada en I'obtencio dels B-dipéptids
bisciclobutanics.

COzMe COzMe COzMe
- o %@ | )
N=C=0 N—C-0-H NH,
| C02
L H
H-O-H
CO,Me CO,Me CO,Me
o9 e ?
N=C=0 N—C—-NH N—C—NH
v — | . H
H
CO,Me <
MeO,C MeO,C
ﬁHz — -

Figura 44. Mecanisme per explicar la formaci6 del subproducte de tipus urea.
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North descriu també la formacié d’un producte secundari de tipus urea que
procediria de l'atac de I'amina resultant de la hidrolisi d’'una molécula
d’isocianat, sobre una altra molécula d’isocianat (Figura 44); aquesta hidrolisi
és inevitable tot i treballar amb dissolvents anhidres i en condicions de reaccio
que impliquen I'abséncia d’humitat. Aixi mateix, s’ha observat que en augmentar
'impediment estéric de la reaccid s’agreuja aquest problema i que el mateix

tampoc no es minimitza portant a terme la reaccié a més baixa temperatura.

Amb aquests antecedents vam disposar-nos a portar a terme la transposicio
de 10 en preséncia del B-aminoacid 12 i TEA a una temperatura de 110°C en
tolue, tot controlant la reaccié per espectroscopia d’Infraroig. D’aquesta manera,
hom pot apreciar la desaparicio primer del senyal de I'azida, que apareix a 2134
cm”, i posteriorment la desaparicié del senyal de l'isocianat, que apareix a

aproximadament 2275 cm™.

Aixi, es van realitzar diferents proves portant a terme la reaccié en dues
etapes, és a dir deixant primer formar l'isocianat partint de I'azida 10, durant 2
hores a 110°C en tolué, i afegint-hi a continuacio el B-aminoacid 12 i TEA, tot

deixant-ho reaccionar 6 hores més a 110°C. (Esquema 28).

B ] M902C//,
COzMe COzMe ‘e
tolué 12, Et3N .
\\

2h, 110°C tolué CONH

CON;,4 N=C=0 6h, 110°C
10 41%
NHCbz
21

Esquema 28. Condicions de reaccio utilitzades primerament per obtenir els diferents p-
dipéptids bisciclobutanics.

Totes aquestes proves van tenir lloc amb éxit perd amb rendiments
d’aproximadament el 41% del producte desitjat i d’aproximadament el 33% pel

producte secundari de tipus urea. (Figura 45)
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COzMe \\\COZtBU
4 1
0] 3 2
" "/// "
N—C—NH N—C—NH
H H A
2 3
‘1 4
MeO,C Bul0,CY
21b 22b

Figura 45. Productes secundaris de tipus urea obtinguts en la sintesi dels B-dipéptids
bisciclobutanics per reaccié de tranposicié de Curtius i posterior addicié de l'isocianat. S’obte
I'un o I'altre depenent de si hom porta a terme la reaccié amb I'azida 6 6 10.

La confirmacié de l'obtencié del producte secundari de tipus urea, en el
nostre cas, ve corroborada per la total caracteritzacié del derivat tert-butilic 22b,
del qual hom mostra el difractograma de raigs X a la Figura 46, aixi com els

espectres de RMN corresponents a la caracteritzacié de 22b a la Figura 47.

Figura 46. Difragtograma de Raigs X del subproducte de tipus urea-'Bu, 22b.
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HtBu
H3,H4
H2 H1
] N K
CMe
C2
C4
CtBu C1 Cs3
Cester
Curea
|
C4 C3
C2 C1
CMe

Figura 47. Espectres de RMN "H, "*C i DEPT, a 250 MHz i 62.5 MHz respectivament, en
CDCI; del derivat 22b. L’espectre DEPT mostra 'ampliacié de la zona de 'espectre entre 0-95

ppm.
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A la vista de l'elevat percentatge de producte secundari observat i del baix

rendiment del producte desitjat hom va decidir provar la reaccio in-one-pot.

D’aquesta manera hom ha aconseguit augmentar el rendiment, trobant com
a les millors condicions aquelles en qué la reaccié té lloc addicionant I'azida 6 6
10 sobre una solucio del B-aminoacid 8 6 12 i TEA en tolue a temperatura
ambient i deixant el sistema reaccionar durant 6 h a 110°C. S’han preparat aixi
els diferents p-dipéptids bisciclobutanics, purificats per cromatografia en
columna, amb un 51% de rendiment i en abséncia de producte secundari de

tipus urea. (Esquema 29)

MeOZC/,,"
COxH 1) EsN, tolue,
t.a., 15min .
- A\
> CONHN
2) azida 10, tolug,
NHCbz 110°C, 6h
12 )
51% NHCbz
21

Esquema 29. Condicions de reaccio establertes per a la reacci6 dobtencio dels p-
aminoacids bisciclobutanics per reaccié de transposicid6 de Curtius i la posterior reaccio
d’addicié de lisocianat. La reaccio te lloc utilitzant 1.5 eq. del B-aminoacid corresponent i de
TEA per 1 eq. de 'azida.

Donat que aquestes eren les millors condicions de reaccié aconseguides,
tots els  p-dipéptids bisciclobutanics  s’han preparat seguint aquesta

metodologia. (Figura 48)
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MeO,Cy,, Bu'O,C MeO,C/,,
A \\\
CONH\\\ .\\\\CONH _\\\\CONH\\
NHCbz “INHCbz “/INHCbz
21 22 25
[a]o= -167 [a]o= +184 [a]o= -85
(c=1.06, en MeOH ) (c=1.055, en MeOH ) (c=0.89, en MeOH )

Figura 48. p-Dipeptids bisciclobutanics obtinguts mitjangant I'addicié a un isocianat.

Els dos primers B-dipéptids de la Figura 48, aix0 és, els productes 21 i
22, tenen la quiralitat oposada perd no sén enantiomers donat que tenen
proteccions diferents pel grup carboxil, mentre que el tercer és un dels possibles
diasteredomers. Per tal d’obtenir tots dos enantidmers, el que hom ha fet és, a
partir de 22, i mitjangant la manipulacié de les proteccions ortogonals del
mateix, obtenir 'enantiomer de manera similar a com es va dur a terme amb els

B-aminoacids 9 i 11.

3.2.2.1.- Obtencio del dipéeptid 24

El primer pas per aconseguir tenir 'enantiomer passa per la desproteccio de
I'éster tert-butilic. Aquesta reaccio es duu a terme fent reaccionar el B-dipéptid
22 amb acid trifluoroacétic en preséncia de Et3SiH i en el si de diclorometa
durant 4 h a temperatura ambient (Esquema 30). La reaccio té lloc amb un 70%

de rendiment.

Finalment el producte 23 es metila amb diazometa (Esquema 30) per tal de

rendir quantitativament 24, I'enantiomer de 21.
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BUtOZC H02C MeOzC
WCONH TFA, EtgSiH WCONH CHN, WCONH
: ta., 4h : eter '
70% 100%
“/NHCbz “//NHCbz "//NHCbz
22 23 24

Esquema 30. Reaccio d’obtencié del producte 24.

Aixi, s’ha aconseguit sintetitzar també I'enantiomer de 21, fet confirmat per la

coincidéncia en els valors de les rotacions optiques especifiques. (Figura 49)

M602C/,/’ MEOZC
CONHW WCONH
NHCbz “//NHCbz

21 24

[a]o= -167 (c=1.06, en MeOH ) [a]o= +167 ( ¢c=0.15, en MeOH )

Figura 49. p-Dipeptids bisciclobutanics 21 i 24.
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3.2.3.- SINTESI DELS B,5-DIPEPTIDS 26 i 27

En aquest punt, restaria mencionar que davant de I'obtencié inesperada
del d-aminoacid aquiral 15, quan es va produir I'apertura de I'anell de ciclobuta
durant la reaccié d’hidrogendlisi del grup carbamat de benzil, hom va decidir
portar a terme igualment la reaccié d’acoblament peptidic amb l'altre residu de
-aminoacid ciclobutanic de manera que s’obtingués el corresponent dipéptid,

que és un f,5-péeptid.

La reaccié d’acoblament peptidic té lloc seguint la metodologia habitual, és
a dir, en el si de DMF i usant DEC com a agent deshidratant i HOBT com a
catalitzador, a temperatura ambient i tapant el sistema de la llum durant 20 h.
S’obtenen aixi els B,6-dipéptids amb un rendiment d’aproximadament el 78%
en ambdds casos, després de la purificacié per cromatografia en columna.

(Esquemes 31 32)

NHCbz

9 COzMe

Pd-C10% A COMe
MeOH HoN
CO,Me PH,=2 atm 15
94%
NHCbz
11

Esquema 31. Apertura de I'anell de ciclobuta i pérdua de quiralitat en les condicions
d’hidrogénolisi del grup carbamat de benzil a PH,=2 atm.
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COzH DMF, HOBt CONHCHzCHzCHzCHzCOzMe

A~ CO:Me  DEC EtN
+ HN

tapat llum, t.a., 20h =
NHCbz 7% NHCbz
12 15 26
[a]p= - 63 (c=1.59, en MeOH)

WWCO2H DMF, HOBt WCONHCH,CH,CH,CH,CO,Me

/\/\/COZMG DEC, Et3N
+ HoN

, tapat llum, t.a., 20h g )
“/NHCbz 78% “/INHCbz

8 15 27

[a]p= + 62 (c=0.44, en MeOH)

Esquema 33. Reaccions d’obtencié dels B,5-dipéptids 26 i 27 per reaccié d’acoblament
peptidic.

Aquests productes s’han caracteritzat completament. La relacio
d’enantioisomeria dels mateixos ve confirmada pels valors de les rotacions
optiques  especifiques, la superposicio dels espectres de RMN, i la
coincidéncia del maxim i el minim respectius en l'espectre de Dicroisme
Circular. (Figures 50-51)

CcD

g 1 1 1 1
215 220 230 240 250 260
YWawvelength[nm]

Figura 50. Espectre de Dicroisme Circular dels §,5—dipéptids 26 ( Amn= - 222 nm, c=9:10™ M
en MeOH )i 27 ( Apa= 222 nm, ¢=1.07-10°M en MeOH ).
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!

Figura 51. Espectres de RMN 'H i °C i Dept, en MeOD-d,, dels productes 26 i 27,
Espectres enregistrats a 250 i 62.5 MHz respectivament.
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3.3.1.- ESTUDI ESTRUCTURAL DEL 3-AMINOACID 11
| DELS B-DIPEPTIDS bisCICLOBUTANICS

Tots els derivats peptidics descrits en I'apartat anterior, bé siguin del tipus A
o del tipus B, tenen en comu la unitat de ciclobuta, la qual els caracteritza tant

sintética com estructuralment.

Aixi doncs, hom ha cregut que no podiem realitzar un estudi estructural
d’aquestes molécules deixant de banda el punt de partida i nexe comu de totes
elles i, per tant, la primera molécula estudiada ha estat el f-aminoacid 11. De
la mateixa manera, hom ha cregut convenient presentar els resultats del (-
aminoacid 11 conjuntament amb els dels B-dipéptids bisciclobutanics donada la

estreta similitud estructural.

L’estudi realitzat en tots els casos esta basat fonamentalment en [l'analisi
en solucio, utilitzant diferents experiments de RMN, i en estat solid, donat que
hom va aconseguir disposar de monocristalls de cadascuna de les molécules
per tal d’enregistrar el difractograma de raigs X. Aixi mateix, s’han realitzat

calculs tedrics per tal de complementar aquests experiments.

3.3.1.1.- ESTUDI ESTRUCTURAL EN DISSOLUCIO

El B-aminoacid 11 és molt senzill estructuralment donada el seva mida. No
obstant, conté un proté amidic en la seva estructura capa¢ de formar un enllag
d’hidrogen, el qual, si existis, podria promoure la formacio incipient d’algun

tipus d’estructura secundaria en solucio. (Figura 53)

L’estructura general dels B-dipéptids bisciclobutanics comparteix la mateixa
possibilitat de formacié de I'enllag d’hidrogen intramolecular del mondomer 11, i
li’'n suma una altra degut a la preséncia del segon residu. De tal manera que els
B-dipéptids bisciclobutanics poden presentar fins a dos enllagos d’hidrogen

intramoleculars. (Figura 53)
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Aixi, aquest estudi pel fet de tractar-se d’'unes estructures rigides i de mides
reduides es simplifica molt, puix només existeixen unes possibilitats de formacio
d’enlla¢ d’hidrogen intramolecular molt concretes i, per tant, la feina es redueix a

estudiar I'existéncia o no d’aquests tipus d’interaccions, que es mostren a la

Figura 53.
OR
/19
? 18
' 17
H
OMe Nig
15 15
X
14 ? 14 C:)
11 ' 11 '
H H
- -
N1o N0
J‘g\ ){
O 0 7 (@) 0 7
8 8
on R=Me, Bu

Figura 53. Possibles enllagos d’hidrogen intramoleculars, en les estructures del monomer 11 i
dels B-dipéptids bisciclobutanics.

Per tal d’establir si aquests protons amidics del monomer 11 i els B-
dipéptids bisciclobutanics estan o no involucrats en la formacié d’enllagos
d’hidrogen el qué hom fa, primerament, és assignar completament I'espectre de
RMN 'H per tal de saber quin valor de desplagament quimic li correspon a cada
protd6 amidic. Aquesta assignacid es realitza mitjangant experiments en 1D i
2D, dels quals se’n mostren els més representatius per a 25 en les Figures 54 i
55.
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Harom H ome

H12 H13 H1s H19
H20 H14

ppm
. g - e -
3
4 gey = B
1 85 -a - 0RE
4- '
& L 4 8 @3¢
& -] =& 00 B
5 R4
67 = E=
g = o
74
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Figura 54. Espectre en 2D de "H-'"H COSY en CDCl; a 298 K del p-dipéptid 25.

Harom H oMe

H7

H12 H13 H18 H19

H1ie H10
pprm ] ,A‘ AN

20 @@

40

60

80 —

100

120

R D D D I B
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 ppm

Figura 55. Espectre en 2D de 'H-"°C HSQC en CDCl; a 298 K del p-dipéptid 25.
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Per tal d’analitzar si els protons amidics del monomer i dels B-dipeptids
bisciclobutanics estan o no involucrats en la formacié d’enllagos d’hidrogen
s’utilitza una de les eines més valuoses qué disposem en l'actualitat i que

consisteix en la determinacié dels coeficients de temperatura.

Els coeficients de temperatura (A6NH /AT) s6n un parametre experimental
que es determina enregistrant I'espectre de RMN 'H d’una mostra de la
molécula en questi6 a diferents temperatures. Amb els valors dels
desplacaments quimics de cada protd amidic en funcid de les diferents
temperatures hom realitza la corresponent representacio grafica per a cada
protd d’amida. Aixi, el pendent de la recta resultant en cada cas ens dona el
valor del coeficient de temperatura per a cada proté amidic, les unitats dels

quals sén per definicid ppb-K™.

D’aquesta manera, els coeficients de temperatura, o el qué és el mateix, els
gradients de temperatura dels protons amidics poden ésser utilitzats per
confirmar I'existéncia d’enllacos d’hidrogen en el refinament de l'estructura

peptidica.

En general, la formacié d’enllagos d’hidrogen intramoleculars causa que els
protons amidics que hi estan involucrats es vegin menys afectats respecte dels
canvis de temperatura que aquells que estan exposats al dissolvent. Com a
consequéncia, doncs, hom pot afirmar que els valors de coeficients de
temperatura de protons amidics més positius que — 4.6 ppb-K" indiquen la
preséncia d’enllagos d’hidrogen amb una predictibilitat que excedeix el 85%, i
que, encara més, supera el 93% en aquells casos en qué els valors dels
coeficients de temperatura es troben en el rang de — 4 i —1 ppb-K". D’altra
banda, valors més negatius que — 4.6 ppb-K' indiquen la no formacié

d’enllagos d’hidrogen per part dels protons amidics.®>%%%7 889

83, Rothermund, H. Weibhoff, M. Beyermann, E. Krause, E. Bienert, C. Mugge, B.D. Sykes, F.D.
Sonnichsen; J. Biomol. NMR, 1996, 8, 93.

8 N.J. Baxter, M.P. Williamson; J. Biomol. NMR, 1997, 9, 359.

8 1. Cierpicki, J. Otlewski; J. Biomol. NMR, 2001, 21, 249.
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Per tal de determinar els coeficients de temperatura el qué hom fa
primerament és enregistrar 'espectre de RMN 'H del B-aminoacid 11 i dels B-

dipéptids bisciclobutanics a diferents temperatures. (Figures 56 i 57)

Val a dir que s’observen dos senyals pel proté amidic del monomer 11 i 4
senyals en el cas dels protons amidics dels p-dipéptids bisciclobutanics,

corresponents a dues espécies diferents en proporcié 10:1. (Figures 56 i 57)

H7 H ome
H arom
H12,13
H11 H14 260 K
H1o H10min ka\

298 K

R D D e
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

Figura 56. Superposicio de I'espectre de RMN 'H del B-aminoacid 11 a 260 K i 298 K. Hmin
indica el proté amidic de la conformacié minoritaria.

8. Cierpicki, I. Zhukov, R.A. Byrd, J. Otlewski; J. Magn. Reson., 2002, 157, 178.
8. Belvisi, C. Gennari, A. Mielgo, D. Potenza, C. Scolastico; Eur. J. Org. Chem., 1999, 389
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Harom H ome
H12 H13 H18 H19

299 K
O O B L O L
7.5 7.0 .5 3.0 2.5 ppm
L L B O I BN
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 ppm

Figura 57. Superposicié de I'espectre de RMN 'H del B-dipétid 25 a 299 Ki 346 K. Les fletxes
assenyalen els protons amidics de la conformacié minoritaria.

A continuacié, a tall d'exemple, es mostra el desenvolupament de la

determinacié dels coeficients de temperatura en el cas del B-dipéptid 25.

A la Taula 1 s’indiquen els valors dels desplagaments quimics dels protons

amidics del B-dipéptid 25 a cadascuna de les temperatures de registre.

e per a la resta de molécules, vegeu el desenvolupament de la determinacié dels coeficients de
temperatura a lAnnex 7.2.
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Taula 1. Desplacaments quimics dels protons amidics NHqo i NHq¢ (ppm) del p-dipéptid

bisciclobutanic 25 en funcié de la temperatura (K).

T NH1o NHe
346 5.7645 6.4215
341 5.7697 6.4246
336 5.7774 6.4307
331 5.7891 6.4338
326 5.7909 6.4389
322 5.7983 6.4424
317 5.7997 6.4455
312 5.8045 6.4497
306 5.8151 6.4523
299 5.8219 6.4571

Les dades de la Taula 1 s'utilitzen per realitzar la representacié grafica de la

variacio dels desplacaments quimics de cada proté amidic en funcié de la

temperatura.
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Determinacio dels coeficients de temperatura
(ppb/K)

6,6 -
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& NH16
m NH10

8 NH(ppm)
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54

346 341 336 331 326 322 317 312 306 299

temperatura (K)

Figura 58. Variacio dels desplacaments quimics dels protons amidics NHqo i NHq del B-
dipéptid bisciclobutanic 25 (ppm) en funcié de la temperatura (K).

D’aquesta manera podem calcular I'equacié de la recta resultant per a cada
proté amidic. Com ja s’ha mencionat, el valor del coeficient de temperatura per
a cadascun dels protons amidics, en aquest cas NH1o i NH46, €s el pendent de
la recta corresponent. (Taula 2) EIl valor del coeficient de regressié de la recta
verifica que la funcié segueix una dependéncia lineal dels valors de 6NH en

funcié de la temperatura.

Taula 2. Valor dels coeficients de temperatura (AS/AT en ppb-K'1) per als protons amidics
NH;o i NH4¢ del B-dipéptid bisciclobutanic 25. També es déna I'equacio de la recta descrita i el

seu valor del coeficient de regressio.

AS/AT Equacio de la recta r
NHy -1.1 6.2-1.1-10° -0.99
NH4¢ -0.7 6.7-0.7-10 -0.99
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Aixi doncs, els resultats de la determinacié dels coeficients de temperatura
per al monomer 11, aixi com els B-dipéptids bisciclobutanics 21, 22 i 25 es

mostren a la Taula 3.

Taula 3. Valors dels desplagaments quimics dels protons amidics del mondémer 11 i dels p-

dipéptids bisciclobutanics 21, 22 i 25 (en ppm) i dels valors dels coeficients de temperatura (en
ppb-K'1) determinats per a cada un d’ells.

NH10 NH16
Compost 0 AS/AT ) AS/AT
11 major 5.76 -0.7 — —
11 minor 5.43 -0.9 — —
21 5.84 2.2 6.48 -2.0
22 5.82 -1.3 6.58 -0.6
25 5.79 -1.1 6.42 -0.7

A la vista dels resultats, hom pot afirmar que el prot6 amidic NHqo del B-
aminoacid 11 molt probablement esta formant un enllag d’hidrogen amb el

carbonil de I'éster metilic, I'inica possibilitat existent.

Aixi mateix, els valors dels coeficients de temperatura dels B-dipeptids
bisciclobutanics 21, 22 i 25, permeten afirmar que el més probable és que tots

dos protons amidics, NH4i NH4¢, estiguin formant enllagos d’hidrogen.

Els resultats, doncs, tant en el cas del monomer 11 com dels B-dipéptids
bisciclobutanics apunten cap a la formacié d’'una estructura molt rigida.
Aquesta estructura ve estabilitzada per la preséncia d’enllagos d’hidrogen

intramoleculars, confirmats pels valors dels coeficients de temperatura.
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Tal i com ja s’ha comentat, si mirem detalladament les Figures 56 i 57,
tant a temperatura ambient com encara més a baixa temperatura, tant en el cas
del monomer 11 com del B-dipéptid 25 es pot apreciar la preséncia d'un altre
conformer minoritari, del qué només s’ha determinat el valor del coeficient de

temperatura en el cas del monomer 11.

Aixi doncs, ens plantegem d’on pot provenir aquest equilibri conformacional
i, en tractar-se de molécules petites, novament és senzill, puix aquest equilibri
nomeés pot s’explicar-se en base a I'equilibri conformacional cis/trans de 'amida

del grup Cbz, qué no s’havia considerat en un primer moment. (Figura 59)

R R
o . o
u W
N Nl
O)\OCHZPh PthCO/KO
trans cis
conformer majoritari conformer minoritari

Figura 59. Conformers resultants de I'equilibri cis/trans de I'amida del grup carbamat de
benzil en proporcid 10 :1, en el mondmer 11 i els B-dipéptids bisciclobutanics.

L’existéncia d’aquest conformer minoritari en els diferents productes, en
relacid 10:1, es veu molt bé a baixa temperatura. No obstant, no va ser
possible arribar a congelar aquest equilibri i fins i tot a 260 K continuava havent
intercanvi entre els protons amidics d’ambdues conformacions i l'aigua del
dissolvent (Figura 60). Tot i aixi, en base als valors de les constants
d’acoblament dels protons amidics del conformer majoritari, que prenen valors

entre 8.5-9 Hz, podem afirmar que aquest correspon al rotamer trans.

A meés, el desplacament cap a camps més alts del proté amidic del
carbamat de benzil en el conformer minoritari, en aproximadament —0.4 ppm,

molt probablement és degut als efectes anisotropics del grup fenil.
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Figura 60. Espectres en 2D, 'H-'H NOESY en CDCl; del p-dipéptid 25 a 298 K i 250 K,
respectivament. Hom pot observar, com tot i la disminucié en la temperatura de registre,
continua havent pics d’intercanvi entre els conformers majoritari i minoritari. Aquest efecte
també s’observa en els espectres analegs dels compostos 11, 21 i 22.
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Aixi doncs, podriem enunciar que, de I'estudi estructural en dissolucié es
despreén que tant el monomer 11 com els B-dipéptids 21, 22 i 25, formen una

estructura secundaria en solucié ben ordenada i definida per la preséncia

d’enllagos d’hidrogen.

Aquests enllagos d’hidrogen, en el cas del monomer 11, involucren el parell

NH;o === OC45, mentre que en el cas dels B-dipéptids bisciclobutanics estan

formats pels parells NHqp === OCi5 i NHyg === OC,4. En tots els casos, la

preséncia d’aquests enllagos d’hidrogen ve confirmada pels valors dels
coeficients de temperatura. En el cas dels pB-dipéptids bisciclobutanics,
I'estructura també esta confirmada per la preséncia d’efecte nOe entre el protd

amidic NHy6 i el proto6 veinal del ciclobuta HC43. (Figura 61)
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Figura 61. Estructura secundaria en solucio pel monomer 11 i pels B-dipéptids
bisciclobutanics estudiats.
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