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Per tal de poder descriure amb major simplicitat i comoditat els nucleopéptids
sintetitzats s’ha utilitzat I'abreviacio H-TEtBAla-OH per designar la molécula N-[2-(timin-

1-il)etil]-B-alanina i H-TEtGly-OH per a la molecula N-[2-(timin-1-il)etil]-glicina.
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1. Introduccié i objectius




Els treballs realitzats en aquesta tesis doctoral estan organitzats en tres capitols i
s'emmarquen en tres linies de recerca del grup LIPPSO. La primera esta orientada a la
sintesi de nous monomers per a la preparacié de nucleopéptids potencialment analegs de
PNA. En la segona s'estudia l'aplicacié del grup protector TCP com a grup protector
temporal en la sintesi d'oligomers de PNA. La tercera linia, vigent en el moment actual,
esta dirigida a l'estudi de nous antimicrobians d'aplicacié contra patogens de plantes

d'interés economic.

En concret el primer capitol esta dedicat a I'estudi de la sintesi i proteccid funcional
amb els grups Fmoc o BOC d’un nou tipus de monomer (Figura 11.1) basat en I’estructura
de B-alanina i que conté timina enllacada a través d’una unid etil, aixi com a la seva
aplicacié a I’obtencié de nucleopéptids que continguin timina a les cadenes laterals,
mitjangant la metodologia de sintesi de péptids en fase solida. Per tal de poder descriure
amb major simplicitat i comoditat aquest nou nucleoaminoacid i els seus derivats s’ha
utilitzat I'abreviacio TEtpAla.

O

On T representa la nucleobase timina.

Figura 1.1 - Monomer H-TEtBAla-OH.



El segon capitol d'aquesta tesi doctoral esta dedicat a I'estudi de I'aplicacio del grup
TCP com a grup protector temporal en la sintesi en fase solida de PNAs, amb I’objectiu
d'avaluar la utilitzacié d’aquesta estrategia sintética com alternativa a les ja establertes

basades en esquemes de proteccio funcional Fmoc/Bhoc 0 BOC/Z.

El tercer capitol d'aquest treball esta dedicat a la sintesi del pseudopéptid Pantocina
B (36) (Figura 11.2). L ’objectiu central d’aquesta part ha estat la comprovacio de l'activitat
inhibidora del creixement de I'E. amylovora, i el desenvolupament d'estudis sintétics per a
la sintesi i avaluacié biologica de nous derivats de Pantocina B (36). Aquesta ultima etapa
de treballs coincideix amb la concessido d’un nou projecte de recerca en I’ambit

agroalimentari, dedicat a la sintesi de nous agents pel control del foc bacteria.

Figura 11.2 - Estructura de la Pantocina B (36).
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I'aplicaci6 a la sintesi d'oligomers en fase solida
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lll. Capitol 1: Introducci6

[1l.1. Introduccio
[11.1.1. PNAs: analegs d’oligonucleotids

Les nucleobases presents en els oligonucleotids sén el component principal dels
processos de reconeixement molecular sobre els que es desenvolupa tota la seva quimica
supramolecular, fonament de la funcionalitat biologica d'aquestes biomolécules. A part de
les seves aplicacions biologiques, existeix també la possibilitat d’explotar la capacitat de
reconeixement i de coordinaci6 de les nucleobases amb altres finalitats com ara la catalisi, *
la formaci6 de nanoestructures® o el disseny d’estructures capaces de produir complexes

estables amb metalls.

En el terreny de la quimica meédica, els intents de millorar les propietats dels
oligonucleotids ha conduit a la sintesi i I’analisi d’una gran varietat de nous analegs amb
modificacions en el grup fosfat, la ribosa o la nucleobase. ElI canvi més radical en
I’estructura dels analegs d'oligonucleotids va ser introduit pel grup danés format per
Buchardt, Nielsen, Egholm, Berg i col-laboradors I'any 1991% que van reemplacar
completament I’esquelet sucre-fosfat per una estructura poliamidica basada en unitats de N-
2-aminoetilglicina. Els nous compostos anomenats acids péptid nucleics (PNAS) tenen alta
afinitat davant d’acids nucleics complementaris i van obrir una important porta a possibles
aplicacions terapéutiques i de diagnostic®. Els PNA es poden considerar un tipus de
nucleopéptid, és a dir, oligomers amb esquelet peptidic formats per aminoacids
funcionalitzats en les seves cadenes laterals o en el N* amb nucleobases. Els bons resultats
obtinguts amb els PNAs va fer ressorgir I’interés en I'estudi dels “nucleoaminoacids” i els
seus oligomers, que ja es va iniciar als anys 70 quan De Koning i Pandit van preparar
nucleopéptids derivats de la lisina®, i Buttrey i col. sintetitzaren polimers de timinil-p-
alanina’. Posteriorment, altres autors han emprat el terme PNA per a referir-se tant a
analegs del mateix, com al que formalment entenem com nucleopéptids. Malgrat de les
seves excel-lents propietats, els PNAs tenen algunes limitacions com la seva baixa
solubilitat i s'han realitzat molts esforcos per tal d'optimitzar les seves caracteristiques

sintetitzant-se un gran nombre de noves estructures.
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A continuacié s’exposa un resum dels tipus de nucleoaminoacids descrits a la
literatura i aquells que han estat utilitzats per a la formacioé de nucleopéptids com analegs

d’oligonucleotids es comenten les seves propietats de reconeixement molecular.

I11.1.1.1. Estudis d'estructura-activitat dels PNAs

Els estudis d'estructura-activitat desenvolupats sintetitzant analegs amb
modificacions de I'esquelet i/o la cadena lateral dels PNAs han donat informacio sobre els
trets estructurals que afecten la seva unié amb I'ADN o I'ARN. A continuaci6 es descriuen
les diferents variacions trobades a la literatura comentant el tipus de monomers i les
propietats dels corresponents oligdmers que ja s'hagin provat. Algunes d'elles han conduit a
la sintesi de PNAs amb millor afinitat respecte de I'ADN o I'ARN que els propis ADN i

ARN complementaris.

Els monomers de PNA estan formats per unitats de N-2-aminoetilglicina que tenen
unida la nucleobase a traves d’un pont metilé carbonil (Figura 111.1). L’ estructura de PNA
esta basada en la repeticid d’aquestes unitats i els oligomers que se'n deriven posseeixen
excel-lents propietats d’hibriditzacié davant d’oligonucleotids complementaris d'ADN,
d'’ARN o de PNA®,

Figura I11.1 - Monomer de PNA.

La introducci6 d’un grup metilé tant en la part 2-aminoetil, en la glicina o en el pont

d'unié amb la nucleobase’ (Figura 111.2), ha confirmat que la distancia entre nucleobases és



lll. Capitol 1: Introducci6

de vital importancia alhora de reconeixer la cadena d’ADN, essent la distancia optima la de

I’esquelet basat en N-(2-aminoetil)glicina (Figura 111.1).

Figura 111.2 - Modificacions estructurals a I’esquelet de N-2-aminoetilglicina.

S’han preparat PNASs derivats de N-[2-(N-metilamino)etil]glicina (Figura 111.3). Els
resultats mostren que el grup metil no afecta seriosament la capacitat de formacio de ponts
d’hidrogen de [P’esquelet al mateix temps que canvia les propietats d’hidrofilia i
d’hidratacié. Els oligomers sintetitzats mostren que una metilacié del 30 % de la cadena de
PNA no modifica el patrd d’hibriditzaci6 amb cadenes d’ADN, RNA o PNA

complementaries. *°

p
B=ACG,T.

()
N

Figura 111.3 - Fragment de PNA N-metilat.

(0]
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Modificacié dels monomers de PNA

Amb la finalitat d’estudiar fins a quin extrem pot ser modificat I’esquelet de PNA
sense alterar les propietats d’unié PNA/ADN, s’ha preparat un heterodimer timina-timina,
format per un PNA decamer d”’homopirimidina, on un dels enllagos carbonil s’ha desplacat
una posicio (Figura 111.4). S'ha observat que una sola modificacio de la sequencia de PNA
no altera l'estabilitat térmica del triplet (PNA)./ADN, pero si s'augmenta el nimero de
modificacions de la seqliencia del PNA si que es produeix una disminucié significativa de
I'estabilitat.

/_‘o 0
| JFS/VN\/\HLPK/NQLL

Figura I11.4 - Fragment heterodimer timina-timina.

La substitucid del grup carbonil per un grup fosfat es va realitzar amb I'objectiu de
amb millorar la solubilitat, reduir la seva tendencia a autoagregar-se i permetre un augment
de la permeabilitat cel-lular dels PNAs. S'han descrit monomers contenint les quatre
nucleobases (B = A, T, C, o G). Aquests monomers s’han utilitzat per a la sintesi de
fosfono-PNAs (pPNA) purs, aixi com de quimeres formades per residus fosfono-PNA i
PNA, amb unions O (Figura I11.5) o N (Figura 111.6) entre monomers'. Els oligdmers de
fosfono-PNAs mostren en general una disminucié de la capacitat d’hibriditzacié amb

cadenes d’ADN complementaries.

10
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G B=T,C,AG. G B=T,C A G.
0
o) . |c|>
| N P
N P. \{\ /\/ v e
\O'{/\/ ~ \O\-}b/ N g N
Figura I11.5 - Fragment de pPNA-O. Figura 111.6 - Fragment de pPNA-N.

Suposant que la reduccié de la capacitat d'hibriditzaci6 amb cadenes d'’ADN
complementaries observada pels fosfono-PNAs podia ser deguda a una repulsio entre
polimers anionics, s'han sintetitzat els sulfono-PNAs (SNA) on es substitueix el centre
trigonal fosfonat, per un sulfonat tetragonal*?(Figura 111.7). Resten encara pendents els
estudis d'estabilitat.

O
O

|
\fm/\/“‘vfﬁm/

Figura I11.7 - Fragment de SNA.

Estudis de cristal-lografia de raigs X i espectroscopia de RMN de complexos PNA-
ADN, PNA-ARN i PNA-PNA han evidenciat que els enllagcos amida que connecten les
nucleobases amb I’esquelet estan uniformement orientats com a rotamers Z. S’ha intentat
investigar I’efecte de la preorganitzacié estructural de les unitats monomeriques de PNA en
la forma E o Z emprant monomers Z-OPA (Figura 111.8) i E-OPA (Figura 111.9). Els
oligomers de PNA preparats a partir d’aquests monomers mostren una forta disminucio de

la capacitat d'hibriditzacié amb cadenes d’ADN complementaries.™

11
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Figura 111.8 - Fragment Z-OPA. Figura I11.9 - Fragment E-OPA.

L'eliminacio del grup carbonil de la cadena lateral ha conduit a la sintesi de
monomers on una amina terciaria ocupa la posicié central de la unitat estructural (Figura
111.10). Aquesta modificacid feta amb la intencio d'eliminar la restriccié conformacional de
I'amida i d'introduir una carrega positiva a pH fisiologic en l'esquelet de PNA, podria
permetre una millor atraccié electrostatica entre I’esquelet de PNA i I’esquelet d’ADN ric
en fosfats anionics. Els resultats obtinguts mostren que l'elevada flexibilitat obtinguda amb

aquest canvi produeix una forta disminucio en I’estabilitat del complex PNA-DNA.**

O

CF,COOH

Figura 111.10 - Fragment de PNA on s’ha modificat la unio

amida amb la nucleobase per una amina terciaria.

S'ha estudiat un decamer de timines amb la modificacio del monomer anterior
afegint un grup carbonil dins I’esquelet (Figura I11.11) i s'ha observat que no mostra

hibriditzacié amb la cadena d’ADN complementaria.®®

12
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feg~H

Figura I11.11 - Fragment de PNA on s'ha modificat la unié amida amb la nucleobase

\.

per una amina terciaria i s'ha afegit un grup carbonil en la posicié aminoetil.

Retro-inverso" PNAs

Els retro-invers PNAs s'han preparat a partir d'unitats de N-(aminometil)-B-alanina
N-substituides, ( Figura I11.12), han estat dissenyats per avaluar I’efecte de I’intercanvi dels
enllacos donadors i acceptors de ponts d’hidrogen dels grups amida de I’esquelet, tot
mantenint la posicié de les nucleobases constant. Aquesta modificacio porta a I’obtencio
d’oligomers de PNA que mostren una forta disminucié de la hibriditzacié amb cadenes

d’ADN complementaries.'®

Vs

B=AC,G,T.

O
H H
N N

Y\/ ~~ {\H/\/va\

o} o]

O

Figura 111.12 - Fragment d’un dimer “retro-inverso” PNA.

13
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Modificacions dels mondmers per a la sintesi de PNAs quirals

S’han descrit esquelets de PNA que incorporen centres estereogénics amb la
intencié d’avaluar I’efecte de la quiralitat en les propietats dels mateixos. EIs monomers
preparats es basen en la incorporacio de diferents radicals alquilics a la unitat
d’etilendiamina’’ (Figura 111.13), la substitucié del fragment d’aminoetilglicina per

19
|

ornitina'® (Figura 111.14) o per 2-aminopropan-1,3-diol*® (Figura 111.15). Resten encara

pendents els estudis d'estabilitat.

e ~N

O -
B=ACG,T.
0}

O\

R= 'CH3, _CH(CH3)2‘ 'CHch(CHg)z, 'CH2C6H5

Figura 111.13 - Esquelet alquilat Figura 111.14 - Substitucié per Figura 111.15 - Substitucio per
sobre el radical etil. ornitina. 2-aminopropan-1.3-diol.

També s'han descrit unitats estructurals basades en I'aminoacid alanina. L'oligomer
d'alanil-PNA consisteix en un esquelet peptidic regular format per residus d'alanina
modificats?® (Figura 111.16), amb les nucleobases unides covalentment en la posicié . Els
alanil-PNA permeten estudiar la formacié de ponts d'hidrogen, interaccions de Van der
Waals, "stacking" i efectes del dissolvent entre les cadenes laterals d'aminoacids i les
nucleobases.?! Canvis en els mondmers com la introduccié d'un grup metilé en la uni6 a la
nucleobase o en l'esquelet, condueixen als anomenats o-homoalanil nucleoaminoacids®
(Figura 111.17) i als p-homoalanil nucleoaminoacids® (Figura 111.18). Els seus
corresponents oligomers presenten perdua de I'especificitat de I'aparellament respecte dels
corresponents PNAs, disminuint molt I'estabilitat del daplex format amb I'ADN

complementari.

14
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( ) e
G (

s L, 4

H

o 0
Figura I11.16 - Fragment Figura 111.17- Fragment Figura 111.18- Fragment
alanil PNA. o-homoalanil. B-homoalanil.

Aixi, s’han descrit analegs del dinucleotid adenililadenosina basats amb un
tetrapéptid constituit per dos aminoacids alternats amb dos unitats d’a-homoalanil PNA
(Figura 111.19). Els estudis d'estabilitat han demostrat una millora en la hibriditzacié amb

sequiéncies complementaries d'’ADN i de PNAs respecte dels PNAs originals®.

1.R=H

(0]
H H 2.R=CH,0OH
N N 3. R = CH(OH)CH,
R

Figura I11.19 - Dimer analeg del dinucleotid adenililadenosina .

H,N

Amb la intencié d’avaluar I’efecte de la presencia de grups aromatics dins I’esquelet
de PNA, han estat sintetitzats monomers com els de la Figura 111.20, la preséncia dels grups
aromatics ha generat la nomenclatura d’APNA “aromatic peptide nucleic acid” per aquests
analegs de PNA. S’han investigat les possibles interaccions de “n-stacking” degudes a la
preséncia dels grups benzenics, i no s’ha detectat cap efecte estabilitzant en la formacié de

doblets o triplets amb oligonucleotids complementaris. %

15
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B=ACG,T. e

Figura 111.20 - Fragments d'APNA.

L’OPNA (Figura 111.21) és una modificacié de I’esquelet basada en estructures
quirals que presenten una unio éter a la cadena principal que li confereix millor solubilitat
en medi aquos. Els OPNAs oligomers han mostrat millor o similar capacitat d’hibriditzacié
que els corresponents oligomers complementaris d’ADN, i encara més interessant, han
mostrat major sensibilitat que els PNAs en la hibriditzacio i deteccido de seqiiencies

complementaries que tenen un error Gnic en la cadena de I’ADN. %

e B=AC,G,T.

O

T OQKL

Figura I11.21 - Fragment sintétic OPNA (oxi-PNA).

A

L’efecte de la introducci6 de funcionalitat i quiralitat en I’esquelet de PNA ha estat
estudiat substituint la glicina per diversos aminoacids com alanina, arginina, leucina,
glutamina, tirosina, histidina, treonina, triptofan, fenilalanina, valina, lisina, serina, acid
glutamic, acid aspartic o isoleucina (Figura 111.22). Aquests monomers permeten tenir
especificament disposats centres estereogénics en un oligomer de PNA i permeten
investigar si una eventual preorganitzacié estereoquimica del PNA pot afavorir el procés de

reconeixement amb I’ADN. Tanmateix, els grups funcionals de les cadenes poden ser punts

16
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d’ancoratge de diferents lligands biologicament actius. Els resultats obtinguts en la

formacié dels duplex dels nous PNAs amb I'ARN, 'ADN o el PNA complementaris

mostren una disminucid de I'estabilitat respecte als dtplex formats amb el PNA original. %/

(2
\H/\/ N\)T\L

Figura 111.22 - Fragment sintétic amb reemplacament de glicina per altres aminoacids.

B=ACG,T.

0]

2l

Monomers de PNA amb restriccions conformacionals

L’estudi de la contribucid de la rigidesa de I’esquelet de PNA en la seva unié amb
I’ADN o I’ARN s'ha dut a terme introduint cicles que confereixen restriccio

conformacional de I'esquelet.

S’han sintetitzat monomers en els que el grup etil del fragment aminoetil estava
integrat en un ciclopenta (cpPNA) o en un ciclohexa (chPNA) (Figura 111.23). Els resultats
obtinguts en la formaci6é de duplex dels cPNA amb I'ADN o I'ARN s'observa un menor
grau d'afinitat dels dos, perd en canvi es produeix una millora en la selectivitat amb les
seves bases complementaries. Respecte a la comparacié entre els dos cPNA s'observa un
major grau d'afinitat del cpPNA que el chPNA i també que I'estereoquimica té una gran

influencia, sent el cis-cpPNA el més estable a I'hibridar-se amb I’ADN. %

17
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P
o) O
(@] (@]
\{\ N\\\\\\\\D\“\\“ N \)J\}\ \{\ N \\\‘\\\\ \\\\“\\ N \)J\}\
H H
cpPNA chPNA
A

Figura 111.23 - Fragments de PNA amb substitucio del grup etil per un ciclopentil i un ciclohexil.

Han sigut sintetitzats  4-(R/S)-amino-N“-(A/C/G/T)-ilacetil-2-(R/S)-prolines
(apgPNA)* i 4-(S)-amino-N*-(T)-ilacetil-2-(S)-piperidines®® (pipPNA) (Figura 111.24), que
son analegs de PNA conformacionalment restringits per la formacié d’un pont metilé
(apgPNA) o etilé (pipPNA) en el C-a de la glicina i el C-p d’etilendiamina. Els resultats
obtinguts indiquen un augment de I’estabilitat termica del duplex apgPNA/ADN respecte el
aegPNA/ADN, en canvi augmenta la desestabilitzacio del ddplex en el cas del
pipPNA/ADN.

O O

N N 0
iy,
N ‘ N
H
O

H

apgPNA pipPNA

Figura 111.24 - Fragments de apgPNA i pipPNA.

Les modificacions dels anteriors monomers amb anells de tiazolidina i de tiazina
condueixen als anomenats tiazolidina PNA i tiazina PNA (Figura 111.25). Els nous
oligomers mostren una significativa desestabilitzaci6 en la formacié de triplets de
PNA,/ADN respecte de la formaci6 de I'hibrid PNA/ADN. *
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tiazolidina PNA tiazina PNA

o

Figura 111.25 - Fragments de tiazolidina PNA i de tiazina PNA.

Diversos autors, basant-se en estudis de models moleculars®, han suggerit que

I’anell de D-prolina amb nucleobases incorporades en una relacié cis amb el grup

carboxilic representaria bé les restriccions conformacionals i les relacions estereoquimiques

entre els substituents d’un anell de 2’-deoxirribosa d’ADN (Figura 111.26). A més els

péptids derivats de D-prolina no és d’esperar que pateixin proteolisis. Els resultats

obtinguts en l'estudi dels respectius oligdmers mostren major estabilitat termica en la

formacié del duplex amb I’ADN i I’ARN complementaris que la que presenta el PNA

original, i també una major selectivitat per I’ADN que per I’ARN. **

O

Figura 111.26 - Fragments que inclouen anells de D-prolina.

Les Figura 111.27 mostra altres modificacions de les estructures que contenen D-prolina34,

aquestes noves estructures han mostrat una millor capacitat de combinacié6 amb el seu

complementari PNA o ADN respecte del PNA de D-prolina anterior.
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(B=T,C,AG.

n=1,2.

o
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Figura 111.27 - Fragments que inclouen modificacions del PNA de prolina.

Finalment, per tal de veure I’efecte d’una variacié en I’anell de prolina s’han
sintetitzat els pirrolidinona PNAs (pipPNA) i els piperidinona PNAs (pirPNA). * Tot i que
els pipPNAs presenten major afinitat amb I’ARN que amb el ADN, en general disminueix
I’afinitat amb tots dos; en el cas del pirPNA P’afinitat amb I’ADN i I’ARN disminueix

drasticament.

B=T,CAG.

© o)
H SN o}
N $
\\\\\\‘\\\ N N 3
pipPNA pirPNA

\.H
$
$
$
$
$
N
N

Figura 111.28 - Fragments de piperidina PNAs i de pirrolidina PNAs.
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Resum dels diferents monomers de PNA

Estructures amb millors propietats d'hibriditzacié que la unitat d'aminoetilglicina

1.R=H

2.R = CH,0H
@ 3. R=CH(OH)CH; e
4.R = CH,C4H-OH
(o]
o) o) o] N N
H H m N
{ N N \{\N © e | H
o) R o] R

Estructures amb pitjors propietats d'hibriditzacié que la unitat d'aminoetilglicina

= cadena lateral
dels aminoacids

o) (0]

J*L BT ~ kifvwo +HNNVE+N/

5&@ ww@ ~iﬂ+

H  cr,cooH

:
L, +M %

¢
O %

Figura 111.29. - Resum de les diferents modificacions dels monomers de PNA en funcié de

I'estabilitat de I'hibrid format amb I'ADN complementari.
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[11.2. Sintesi d’acids péptid nucleics (PNAs) en fase solida.

Degut a que els PNAs i els seus analegs estan formats a partir de monomers de tipus
aminoacid, la sintesi dels corresponents oligomers es basa en la mateixa metodologia que la
sintesi de péptids en fase solida. El primer mondmer s’uneix a una resina on primerament
s’ha ancorat un espaiador bifuncional. La resta de monomers s'incorpora de forma
sequencial mitjancant cicles repetitius de desproteccié de la funcidé N-amino terminal i
acoblament del seglient monomer. Una vegada acabada la sintesi, s’allibera I'oligomer de la

resina, es purifica, s’analitza i es caracteritza (Esquema I11.1).

Els avantatges principals d’aquesta metodologia, respecte la sintesi en solucié, sén
la seva simplicitat i rapidesa, ja que els excessos de reactius s’eliminen per simples rentats
de la resina que conté ancorat el producte durant les diverses etapes sintétiques. A part, la
construccié d’una cadena sobre un suport poliméric elimina el problema de la baixa

solubilitat dels intermedis de sintesi en solucid.

Amb tot, existeixen alguns problemes inherents a la propia metodologia. Els
rendiments no quantitatius en les etapes d’acoblament de cada monomer i de desproteccio
de la funcié N-amino generen productes de truncament de la cadena que s’acumularan fins
al final de la sintesi, aquestes impureses poden ser molt similars al producte final, amb la
qual cosa la purificacio del cru obtingut després d’alliberar el material peptidic de la resina
pot resultar extremadament dificil, aixi com la determinacio de I’homogeneitat del péptid
resultant. Per aixo, per a la sintesi de nous tipus d’oligomers cal fer sempre un estudi previ
de les condicions més optimes per les etapes d’acoblament i de desproteccio dels

corresponents monomers. En el capitol 2 s'analitzara aquest apartat amb més detall.
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Esquema 111.1 - Sintesi lineal de PNAs en fase solida basada en I'estratégia Fmoc/Bhoc.
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I11.3. Resultats i discussioé

Tal com s’ha apuntat anteriorment, la primera part d’aquest treball ha estat dedicada
a la sintesi del monomer H-TEtBAla-OH basat en I’estructura de B-alanina i que conté
timina enllagada a través d'un grup etile al grup a-amino, la seva proteccié funcional amb
els grups Fmoc 0 BOC, i a la seva aplicacio a I’obtencié d'oligomers que continguin timina
a les cadenes laterals aplicant els metodes de sintesi de péptids en fase solida. En particular,
els oligomers construits a partir d’aquest monomer amb una seqtiencia de residus alternant
Gly i TEtBAla podrien ser analegs dels PNAs (Figura 111.30). Recentment s’han descrit
estructures de PB—péptids modificats amb nucleobases que mostren un bon grau de
reconeixement amb I'ADN®*® i també s'ha observat la formacié d'estructures terciaries
estabilitzades per l'associacié intramolecular de 4 nucleobases®’. Aixo, unit a la possibilitat
de que els productes derivats de B péptids siguin resistents a les proteasses, ha estat la ra6
del disseny del monomer TEtpAla. De fet el pont etile que uneix la nucleobase amb
I'esquelet es troba en totes les estructures que mostren millors propietats d'hibriditzacié que
la unitat d'aminoetilglicina original (Figura I111.29), i en les quals I'unitat de repeticié de

I’esquelet esta formada per 5, 6 0 7 atoms.

Figura 111.30 - Oligomer de -Gly-TEtBAla- confrontat a I’estructura complementaria de I'ADN.
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Per tal de poder descriure amb major simplicitat els nucleoaminoacids

nucleopéptids sintetitzats s’ha utilitzat la abreviacié TEtBAla per designar el residu de

nucleopéptid que conté el monomer A (1) i TEtGly per a designar el que conté monomer

B

(2). D’aquesta manera per anomenar el nucleoaminoacid A (1) protegit o N-Fmoc-N-[2-

(timin-1-il)etil]-p-alanina (3) s’utilitza I’abreviatura Fmoc-TEtBAla-OH (3) i per anomenar

el monomer B (2) protegit o N-Fmoc-N-[2-(timin-1-il)etil]-glicina (4) s’utilitza Fmoc-

TEtGly-OH (4) (Figura 111.31).

| NH | NH

N O N O o)
H K/H
N OH N
Mon(‘)mm\”/ Monomer B (2) OH

TLTL A P

Fragment TEtGIy

: w& V%%%

Fragment TEtBAIa N /o)
| NH
O o) o
| /E Q \E\NH Q

Q /j\ o

U >¥ © . N © O .
e e e

(e} OH
Fmoc-TEtBAla-OH (3) Fmoc-TEtGly-OH (4)

Figura 111.31 - Representacié de la nomenclatura utilitzada per anomenar els productes objectiu.
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L’estratégia per a sintetitzar el monomer Fmoc-TEtBAla-OH s'ha orientat d’acord
amb el seglient esquema retrosintetic (Esquema 111.2). La sintesi implica partir de la timina
i procedir a I’alquilaci6 amb un fragment d’aminoetil, la posterior N-alquilacié d’aquest
intermedi i la proteccié funcional final.

e O o]
| N/too | N/RZ | N/R2 | NH

H /Rl
- ~Y :
OH
A o R1: BOCoOH.

R,: Benzoil o H.

Esquema 111.2 - Retrosintesi del monomer Fmoc-TEtpAla-OH.

Donada la seva similitud estructural, també s’ha intentat aprofitar I’aproximacio

sintética per a la preparacié del monomer B (Figura 111.32) tot i que es tracta d’un producte
descrit a la literatura. '

On T representa la nucleobase timina.

Figura 111.32 - Monomer objectiu B.

La sintesi del monomer Fmoc-TEtGly-OH s'ha planificat d’acord al segient
esquema retrosintetic (Esquema 111.3), que comparteix un intermedi comd amb la ruta de
preparacié de Fmoc-TEtBAla-OH, el qual cal alquilar amb un derivat de I’acid acetic i

protegir amb el grup Fmoc.
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N
% H
R1:BOCoH. o

Ry: Benzoil o H.

Esquema 111.3 - Retrosintesi del monomer Fmoc-TEtGly-OH.

El primer compost a preparar era doncs I’intermedi com( N*-(2-aminoetil)timina
(5). La seva sintesi ha estat descrita amb anterioritat per Markiw® o Nawroti col.*® emprant
els métodes resumits a I'Esquema I11.4, obtenint-se en tots dos casos el compost desitjat
amb rendiments finals molt baixos (17 i 6 % respectivament) i requerint la purificacio d’un

0 més intermedis fent servir columnes de bescanvi ionic o Flash.

o) Y 0
N
NH /\ 48h37°C

| NH
/& 17 % N/go

NH,
Marklw
o) Q 2
_TMS
TMSCI o~ BI’\/\Br NH TMS(I)\|3, TBAF
| NH  EtsN SN 10 dies it & 65 °C, 3h )k _HplPdIC _ &
A 70 % P T™MS O 90% 90 %
N0 6 N o7 10 % &

Esquema I11.4 - Sintesi de N'-2-aminoetiltimina (5) segons Markiw i Nawrot.

Amb posterioritat a la realitzacio d’aquests treballs al laboratori es va publicar un
altre sintesi de N'-2-aminoetiltimina (5) descrita per Das i col.”’, on s’obté el producte amb

un rendiment global del 38 % segons I'Esquema I11.5.
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Esquema I11.5 - Sintesi de N*-2-aminoetiltimina (5) segons Markiw i Stec.

Amb I’intencié d’obtenir el compost desitjat amb millors rendiments en aquest
treball s’ha abordat la sintesi de I’intermedi (5) partint de la timina d’acord a les

alternatives detallades a I'Esquema I11.6.

Esquema I11.6 - Sintesi de N'-2-aminoetiltimina (5).

Els reactius N-BOC-2-bromoetilamina (6) i tosilat de N-BOC-2-aminoetil (7)
requerits per a aquest fi no eren comercials i es varen preparar segons I'Esquema I11.7.
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Esquema 111.7 - Sintesi de (6) i (7).

[11.3.1.1. Sintesi de N-BOC-2-bromoetilamina (6).

L’obtenci6 de N-BOC-2-bromoetilamina s’ha dut a terme d’acord amb el

procediment descrit per Haaima i col.**

per a la proteccid d’amines amb el grup BOC
emprant diBOC (Esquema 111.8) pero utilitzant Na,CO3 com a base en comptes d'NaOH. El
seguiment de la reaccid s’ha realitzat per TLC (Hexa:AcOEt, 4:1), emprant com reveladors
permanganat potassic o bé ninhidrina aplicada a continuacio d’un tractament amb HCI 1N

de la placa.

Br/\/NHZ
+
>< o O
O)J\O)J\OX

Esquema 111.8 - Sintesi de (6).

Les diferents condicions de reaccié assajades es troben detallades a la Taula I111.1.
Per poder obtenir el producte amb bons rendiments, es va haver de fer reaccionar 1
equivalent de 2-bromoetilamina amb 1 equivalent de diBOC, fent lI'addicid de trietilamina
durant 2 hores, i transcorregudes 3 hores més de reaccio es varen afegir 0.2 equivalents de
diBOC junt amb 0.2 equivalents de trietilamina, deixant-los reaccionar 3 hores més. El cru

de reaccid es va concentrar per evaporacio a pressié reduida i el residu obtingut es va
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extreure amb AcOEt, rentant amb HCI 0.05 N per a eliminar la trietilamina i la 2-

bromoetilamina no reaccionades.

Taula 1.1 - Condicions assajades per a la proteccio de 2-brometilamina.

Entrada

Equivalents de
diBOC

Equivalents de
base

Dissolvent

% Rdt.

1,5

1,5 Na,CO3

H,O

Barreja diBOC + (6)

1,5

15 Et;N

CH,Cl,

Barreja diBOC + (6)

1+0,2 EtzN

CH.Cl,

91 %

El producte obtingut és un oli transparent, pur per TLC (Hexa:AcOEt:AcOH,
3:2:0.5, r.f = 0.52), i que s’ha caracteritzat per *H-RMN i *C-RMN (Figura 111.33).

J(‘
N A Y
\ (
C
: ) . ' vty b iy
A R A Y i 2 ] e = L B a1 5

Figura 111.33 - Espectre de *H-RMN i **C de RMN de (6).

[11.3.1.2. Sintesi de tosilat de N-BOC-2-aminoetil (7).

L’obtencio del tosilat de N-BOC-2-aminoetil (7) a partir de N-BOC-2-aminoetanol

comercial (8) s’ha dut a terme adaptant el procediment de tosilacié d’alcohols descrit per

Kabalka® i col.. El seguiment de la reacci6 s’ha realitzat per TLC (Hexa:AcOEt:AcOH,
3:2:0.5) i HPLC a la longitud d'ona de 265 nm.
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Figura 111.34 - Sintesi de tosilat de N-BOC-2-aminoetil (7).

Taula I11.2 - Condicions assajades per a la sintesi de tosilat de N-BOC-2-aminoetil (7).

Entrada

Equivalents de
clorur de tosil

Equivalents
de Piridina

Dissolvent

% Rdt

15

3 CHCI, Barreja

15 Piridina 16 %

15 Piridina 22 %

En el primer assaig, a les 6 hores de reaccio ja no es veia senyal de clorur de tosil,
donant-se per acabada la reaccid. Després de realitzar rentats amb HCI 0.05 M es va
advertir que el producte obtingut era una barreja del producte desitjat (7), d’acid p-
toluensulfonic i di-N-(BOC-2-aminoetiletil)eter (9) (Figura 111.34). La repeticié de la
reaccio emprant piridina com a dissolvent va conduir a I’obtencié de crus de reaccié que
purificats per columna “flash” amb SiO,, eluent amb Hexa:AcOEt (5:1), varen
proporcionar en el millor cas 0.33g de (7), amb un rendiment del 22 %, i 0,39 g de di-N-
BOC-2-aminoetiletil éter (9) amb un rendiment del 72% calculat a partir del N-BOC-2-
aminoetanol. EIl producte (7) es va obtenir en quantitat suficient per a la seva utilitzacid
posterior, era pur per TLC i per HPLC (Figura 111.35) i es va caracteritzar per *H-RMN i
BC-RMN (Figura 111.36). El producte (9) ha estat caracteritzat per "H-RMN (Figura 111.37).
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Figura 111.35 - Cromatograma d'HPLC a 220 nm de (7).
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Figura 111.36 - Espectres de ‘H-RMN de **C-RMN de (7).
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Figura 111.37 - Espectre de "H-RMN de (9).

111.3.2. Sintesi de N*-2-aminoetiltimina (5) per alquilacié directe de la

timina.

L alquilacié directe de timina per tal d'obtenir N*-2-aminoetiltimina (5) sense cap
proteccio a l'anell heterociclic, s'ha assajat amb tres reactius diferents, 2-bromoetilamina,
N-BOC-2-bromoetilamina (6) i tosilat de N-BOC-2-aminoetil (7) tal com s’indica a
I'Esquema 111.9.

Esquema I11.9 - Alquilaci6 directe de timina.
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[11.3.2.1. Alquilacié amb 2-bromoetilamina.

La N-alquilacié de timina amb 2-bromoetilamina (Esquema 111.10) no estava
descrita a la literatura. Aquesta reaccid es va assajar agafant com a referéncia la reaccid
d’alquilaci6 de timina amb N-BOC-serina-f-lactona en presencia de DBU descrita per

Diederichsen®® obtenint un 58 % de rendiment de producte alquilat.

o (0]
| NH 2-Bromo-etilamina - | NH
/K DBU, DMF /g
N 0 N (0]
H NH,
®)

Esquema I11.10 - Alquilacio directe de timina amb 2-bromoetilamina.

Partint de 0’1 gr. de timina s'han assajat diferents condicions per aquesta reaccio,
modificant I'estequiometria, el temps, la temperatura i el dissolvent (les quals es
resumeixen a la Taula I11.3). En cap cas es va detectar la formacié de quantitats
significatives de producte alquilat desitjat. EI seguiment de la reacci6 s’ha realitzat per TLC
(MeOH:AcOEt:AcOH, 3:2:0.3) i HPLC, detectant a la longitud d'ona de 265 nm, maxim
d’absorci6 de la timina, i a la qual no absorbeix la DMF, evitant aixi que el senyal del

dissolvent emmascari la resta de senyals dels reactius i productes.
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Taula I11.3 - Condicions assajades per a I’alquilacié directe de la timina amb 2-bromoetilamina. A
les entrades 3 i 5 s’indica la poténcia d’escalfament amb MWI.

Equivalents de Equivalents

Entrada 2-Bromoetilamina DBU

Dissolvent

1 2 DMF

2 3 DMF

DMF anhidre

DMF

DMF anhidre

DMF

Sota les condicions de reaccio indicades a les entrades 1, 2, 3 i 5 (Taula 111.3) no es

varen observar canvis en I’evolucié de les reaccions.

Quan es condueix la reacci6 amb DMF anhidre (entrada 4, Taula 111.3) es pot
observar, per TLC i HPLC I'aparicié d'un nou producte (R.f. 0.45, tg 8.3 min.) en proporcio
molt minoritaria (<10%) que absorbeix a I’'UV i revela amb ninhidrina. Després de 19 h de
reaccio la proporcio de producte sintetitzat és del 13 % i amb temps més llargs de reaccio
s’observa I’aparicio d'impureses (nous senyals a I’HPLC a 9, 9.3 i 10 min. amb relacions
d’area del 12, 4 i 9 % respectivament). Al repetir la reaccié sense exces de reactiu (entrada
6, Taula I11.3) els resultats obtinguts son molt similars, amb la diferéncia de que tan sols
s’observa I’aparicié de dos senyals a 8.3 i 9 min. amb relacions d’area del 15 i del 4 %
respectivament. Si la reaccié es du a terme a menys temperatura (entrada 7, Taula 111.3)
s’observen a la TLC tres nous senyals que donen positiu amb la ninhidrina, d’aquests un
presenta absorcié a I’'UV (R.f. 0.67, tg 8.3 min.) i els altres dos no (R.f. 0.64 i 0.33), els
senyals observats son poc intensos respecte als reactius de partida. En el seguiment per
HPLC, a les 19 h de la reaccio s’observa la formacio del producte amb tg 8.3 min. amb una

proporcio del 13 %. Tot considerant la possibilitat de que el producte amb tg 8.3 min pot
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ser el desitjat, i tenint en compte la seva baixa formacio, es va resoldre passar a estudiar un

altre metode de preparacio.

[11.3.2.2. Alquilacié amb N-BOC-2-bromoetilamina (6).

L alquilacié de timina amb N-BOC-1-(2-bromoetil)-3-(2-clorobenziloxicarbonil-
amino)-propilamina en DMF en preséncia de K,COs ha estat descrita per Dallaire i Arya**.
El mateix tipus de procés s'ha intentat aplicar en aquest treball per a I’alquilacié de timina
amb N-BOC-2-bromoetilamina (6) per donar el producte esperat N*-(N-BOC-2-aminoetil)-
timina (10). D’acord amb la literatura citada, la reaccié pot conduir a diverses barreges
dels productes indicats a I’Esquema I11.11, en el seu cas les millors condicions varen

conduir a I’obtenci6 del producte esperat amb rendiments del 60%.

H
A~ o7<
0
\f\ \L( i i
| N N/\/N O
o) H N/go 0 | /& \Ll/><
BF/VN\H/O% H NI
| NH ® o o) + /g l\/N 074
J§ - Py T

H
S 12)
g

@)

(10)

Esquema I11.11 — Possibles productes derivats de I’alquilacié de

timina amb N-BOC-2-bromoetilamina (6).

Les diferents condicions de reaccio estudiades es mostren a la Taula 111.4. El
seguiment de la reaccio s’ha realitzat per HPLC i s'ha pogut observar la formacio dels tres
productes, amb temps de retencio de 12.8 min., 13.5 min. i 18.0 min, que s’han identificat
respectivament com les estructures N-(N-BOC-2-aminoetil)-timina (10), O*(N-BOC-2-
aminoetil)-timina (11) i N*,N3-di-(N-BOC-2-aminoetil)-timina (12).
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Taula I11.4 - Diferents condicions de reaccio per a I’alquilacio directe de timina amb N-BOC-2-
bromoetilamina (6). L'estimacio del % de formacié s'ha fet per HPLC.

Equivalents | Equivalents Temp. 0
de reactiu (6) de base poténcia de MWI

Entrada Dissolvent % (10) | % (11) | % (12)

1 1 de Na,CO4 25°C DMF

1 1 de K,CO; 40°C DMF

25°C
1 de Na,CO3
220 W

1 de K;CO; 4°C DMF

1 de K,CO3 80°C DMSO anhidre

En el procés de purificacié dels crus de reaccié per rentats amb HCI 0.05 M,
NaHCOs al 5 % o amb dissolucié de NaCl saturat s’observa que els productes amb temps
de retencié de 12.8 i 13.5 min. s'extreuen a la fase aquosa, en canvi el producte amb temps
de retencid de 18.0 min. es queda junt amb la resta del reactiu (6) que no ha reaccionat a la
fase organica. L’evaporacié de la fase aquosa i la separacio per columna flash ha permes
obtenir i caracteritzar per *H-RMN els compostos (10) i (11). L'espectre de *H-RMN del
producte amb temps de retencié de 13.5 min era coherent amb I'estructura del producte
(11), presentant el senyal corresponent al protd en posici6 6 de I’anell de timina desdoblat,
indicant el seu acoblament amb el prot6 N-H vei, (Figura 111.38). Tanmateix, es va
identificar per *H-RMN que el producte amb temps de retencié de 12.8 min. concordava
amb P’estructura de (10) (Figura 111.39).
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Figura 111.38 - Espectre de "H-RMN de (11).
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Figura 111.39 - Espectre de *H-RMN de (10).

[11.3.2.3. Alquilacié amb tosilat de N-BOC-2-aminoetil (7).

L alquilacié directe de timina amb el tosilat de N-BOC-2-aminoetil (7) (Esquema
I11.12) també s'ha assajat sense resultats remarcables, tot i que ha proporcionat millors

resultats en I’obtencié del producte (10), arribant fins un rendiment del 35%, que sempre
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anava acompanyat d’impureses similars a les descrites en I'apartat anterior. Els resultats es

resumeixen a la Taula I11.5.

| /K + T H
(0] H
S

o) N (@] N/\/N (0]
I N (0] H
NHOII_ON T 7< D I | /I\ \ﬂ/ ><
| /& o @ o | NH
N
H

Esquema 111.12 - Alquilaci¢ directe de timina amb tosilat de N-BOC-2-aminoetil (7).

Taula I11.5 - Diferents condicions de reaccid per a I’alquilacio directe de timina amb tosilat de N-
BOC-2-aminoetil (7).

Equivalents | Equivalents . o o o
de reactiu (7) de base . Dissolvent | % (10) | % (11) | % (12)

1 3de DBU DMF 19 14

2 2de DBU DMF 35 23

1 de Na,COs DMF 12 9

1 de K,CO3 DMF 22
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111.3.3. Sintesi de N*-benzoil-N*-(N-BOC-2-aminoetil)-timina (14)

Donat els mals resultats obtinguts per a la sintesi de [I’intermedi N-2-
aminoetiltimina (5) mitjangant I’alquilacié directe de timina, s'ha modificat la sintesi vers la
utilitzacié del seu analeg protegit N*-benzoil-N*-(N-BOC-2-aminoetil)-timina (14). La
formacié d’aquest compost implica I’obtencié del intermedi N3-benzoiltimina (13), per tal
d'evitar N- 0 O-alquilacions no desitjades com s’ha observat als apartats anteriors (Esquema
111.13).

o)
7 cl o9 \f‘\
m | Ako "y 74 A
NT o N No o
H H
(13) (14)o

Esquema 111.13 - Sintesi de N*-benzoil-N'-(N-BOC-2-aminoetil)-timina (14).

111.3.3.1. Sintesi de N3-benzoiltimina (13)

La proteccio de timina amb clorur de benzoil ha estat descrita amb rendiments del
85% (Cruickshank i col.®), en un procés basat en una benzoilacié exhaustiva de I’anell de

timina seguit d’una hidrolisi selectiva del grup N*-benzoil (Esquema 111.14).

Neahearlheqy

H,0:Dioxa (1: 1) H
/gPlrldma Acetonltrll (2 5 0 * 0

H HOA‘\©

Esquema 111.14 - Proteccio de la timina amb clorur de benzoil.

(13)
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El procés s’ha dut a terme en aquestes condicions mitjancant dues etapes
consecutives de benzoilacio i d'hidrolisi. Un cop acabada la segona reaccié s’acidifica fins
a pH 3-4 amb acid clorhidric 2 M i es deixa agitant 2 hores fins a precipitacié completa del
producte (13) i de I’acid benzoic, llavors es renta amb acid clorhidric 0.05 M. L’intent de
purificacio per recristal-litzacio tal com es trobava descrit a la literatura no es va poder
repetir i es va modificar aplicant un rentat selectiu del solid obtingut. L'analisi del producte
obtingut s’ha realitzat per TLC (AcOEt:Hexa, 1:1) i HPLC (detectant a la longitud d'ona de
265 nm). Els resultats obtinguts sota diferents condicions de reaccid es poden veure a la
Taula I11.6, quan el producte final es va purificar rentant amb eter etilic es va obtenir (13)
amb un rendiment del 85 % i una puresa del 94 % per HPLC (Figura 111.40) a 220 nm, i es
va identificar per 'H-RMN (Figura 111.41) i **C-RMN (Figura 111.42).

Taula I11.6 - Condicions assajades per a la proteccio de la timina amb clorur de benzoil.

Reaccio6 de benzoilaci6 Reaccio d’hidrolisi selectiva

Equivalents de
clorur de benzoil

Equivalents

Entrada de K,COs

Temps Purificacié

Temps

2 16 h. 2.2 12h Recristal-litzacié EtOH

2 48 h 2.2 12 h Filtrat + rentat EtOH fred

48 h 2.2 24 h Filtrat + rentat
EtOH/Hexa

48h . 24 h Filtrat + rentat Eter

Y
W

Figura 111.40 - Cromatograma Figura 111.41 - Espectre de *H-RMN de (13).
d'HPLC a 220 nm de (13).
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Figura 111.42 - Espectre de *C-RMN de (13).

11.3.3.2. Alquilacié de N*-benzoiltimina (13) amb N-BOC-2-
bromoetilamina (6).

L’ alquilacid de N3-benzoiltimina (23) amb (S)-4-bromo-2-(tert-
butoxicarbonilamino)-butirat de benzil en presencia de K,COs i 0.1 equivalents de TBAI
com a reactiu de transferencia de fase en acetonitril, ha estat descrita amb rendiments del
65% (Ciapetti i col.*®). EI mateix tipus de procés s'ha intentat aplicar en aquest treball per a
Ialquilacié de N3-benzoiltimina (13) amb el reactiu N-BOC-2-bromoetilamina (6) per a

donar el producte esperat (14) (Esquema 111.15).

" LN o

(13)

Br/\/N\”/O7< (14)\([)|/ \/‘4

Esquema I11.15 - Alquilacié de la N*-benzoiltimina (13) amb N-BOC-2-bromoetilamina (6).

El seguiment de la reaccié s’ha realitzat per TLC (AcOEt) i HPLC, detectant a la
longitud d'ona de 265 nm. Els resultats obtinguts a diferents condicions de reacci6 es poden
veure a la Taula 111.7.
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Taula 111.7 - Condicions assajades per a I’alquilacié de N3-benzoiltimina (13) amb N-
BOC-2-bromoetilamina (6).

Equivalents Equivalents
de reactiu (6) de base

Entrada Dissolvent

1 1 de DBU CH,CN

1 de K,CO;4 DMF anhidre

1 de K,CO4 DMF anhidre

1 de K,CO3 DMF anhidre

1 de K,CO3 DMF anhidre

La utilitzacié d’acetonitril no va conduir a I’obtencio del producte esperat i es va
substituir per DMF. La modificacié de I’estequiometria, la temperatura i el temps de
reaccio va conduir a I’obtencid del producte (14) amb un rendiment del 70 % i una puresa
superior al 95 % per HPLC (Figura 111.43) a 220 nm, identificat per *H-RMN (Figura
111.44) i *C-RMN (Figura 111.45). El procés de purificacio es realitza afegint al cru de
reaccio el doble de volum d’aigua, s’agita durant una hora fins a precipitacié completa i es
filtra rentant amb una dissolucié de NaHCO3 al 5 %.

T
1

ara

T T T T T
-] 1o ° L] E 4 H 0

Figura 111.43 - Cromatograma d’HPLC Figura 111.44 - Espectre de "H-RMN de (14).
a 220 nm de (14).
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T T T T T T T
pom 1¥s 150 125 100 75 50 25 o

Figura 111.45 - Espectre de *C-RMN de (14).

En aquest procés es pot recuperar part del reactiu de partida (13) sense reaccionar
acidificant les aigles de filtraci6 amb HCI 1 M fins a pH 3 i deixant agitar 1 h fins a

precipitacio completa.

111.3.4. Sintesi de nucleoaminoacids de timina

Un cop obtingut el producte (14), la sintesi de Fmoc-TEtBAla-OH (3) i Fmoc-
TEtGly-OH (4) es va enfocar a partir d’aquest intermedi, tot considerant diverses

possibilitats tal com s'indica a I'Esquema 111.16.
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/ 07\?: - K/ﬁj{)@%
fﬁ@ oa®

(\%\( |\/NH2

(17)

Esquema 111.16 - Retrosintesi de Fmoc-TEtGly-OH (4) i Fmoc-TEtBAla-OH (3)
a partir de (14) i les seves alternatives.

En primer lloc es va intentar l'alquilacio directa de (14) sense éxit. Posteriorment es
va provar l'alquilacio a partir de (17) previa desproteccio del grup BOC i finalment es va
haver de modificar la sintesi alquilant (5) després de la desproteccid del grup BOC i el grup

benzoil.

[11.3.4.1. Sintesi de Fmoc-TEtGly-OH (4) a partir de (14)

Utilitzant els estudis de Salvatore i col.*’ com a referéncia on es descriu I'alquilacié
d’una amplia gamma de carbamats amb hal-lurs fent servir Cs,CO3;, DMF i TBAI com a
reactiu de transferéncia de fase, a temperatura ambient i en tan sols 6 hores, es va intentar
I’alquilaci6 de (14) en condicions similars (Esquema 111.17). El seguiment de les reaccions
s’ha realitzat per HPLC, detectant a la longitud d'ona de 220 i 265 nm. Els resultats

obtinguts a diferents condicions de reaccio es poden veure a la Taula 111.8.
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it e

Esquema I11.17 - Alquilaci6 del carbamat (14).

Taula 111.8 - Condicions assajades per a la alquilacié del carbamat (14).

Equivalents d'agent Equivalents

alquilant de base Dissolvent

Entrada

3 (Ac. bromoacétic) 3 (Cs,CO,) DMF

3 (Ac. bromoacétic) 3 (Cs,C0,) DMF

1.2 (Cloroacetat d'etil) 1.2 (LDA) CH,Cl,

2 (Cloroacetat d'etil) 2 (LDA) CH,ClI,

Ni en els intents d'alquilacié amb d'acid bromoaceétic i Cs,COs, ni en els realitzats
amb cloroacetat d’etil i LDA, es va apreciar cap modificacié del producte de partida i
tampoc es va veure que aparegues cap producte nou. Les condicions de reaccid estan
indicades a la Taula I11.8. En aquest punt es va considerar adequat provar l'alquilacié a
partir de (17).

[11.3.4.2. Sintesi de Fmoc-TEtGly-OH (4) a partir de (17).

L'eliminacio desproteccio del grup BOC de (14) va proporcionar quasi
quantitativament el corresponent intermedi N*-2-aminoetil-N*-benzoiltimina (17) (Esquema
111.18). La reacci6 amb TFA:CH,CI, (1:1) es va ajustar en temps per tal de controlar
I'eliminacid del grup benzoil de I’anell de timina que també té lloc allargant el temps de
reaccio i sobretot augmentant la proporcio de TFA. El seguiment de la reaccio s’ha realitzat

per TLC i HPLC. Amb temps de reaccio d'l hora ja s'observa l'eliminacid completa del
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grup BOC, a temps superiors es detecta la hidrolisi parcial del grup benzoil. L'eliminacié de

I'excés de TFA es va aconseguir utilitzant eter per arrossegar-lo al rotavapor i després amb

la bomba de buit.

(14)

-
(0] O 0] (0]
\EKNJ\Q TEA: CH,Cl, (1 1)\fLNJ\©
. oLl Z‘
N/go o N/go

l\/NH3+ 0

A
() F

Esquema 111.18 - Desproteccio6 del grup BOC del producte (14).

El trifluoroacetat de N*-2-aminoetil-N3-benzoiltimina (17) s’ha obtingut de forma

quantitativa i amb una puresa del 93 % per HPLC (Figura 111.46) a 220 nm, i s'ha identificat
per 'H-RMN (Figura 111.47) i *C-RMN (Figura 111.48).

[T

Figura 111.46 - Cromatograma d’HPLC a 220 nm de (17).

P Y Y ¥
T 1

: )

L 1 {

Figura 111.47 - Espectre de *H-RMN de (17).
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Figura 111.48 - Espectre de *C-RMN de (17).

L’alquilacié de N*-(2-amino-etil)-N3-benzoiltimina (17) es va intentar amb
cloroacetat d'etil aplicant condicions similars a les emprades per a I’alquilaci6 de 2-
aminoetanol amb acid cloroacetic en medi aquos, que ha estat descrita amb rendiments del
43 % per Lowe i Vilaivan®®. Les condicions de reaccié estan resumides a la Taula 111.9. El
seguiment de la reacci6 s’ha realitzat per HPLC, amb deteccié a 265 nm. (Figura 111.49), i
ja des dels inicis de la reaccio es pot observar la formacié d'una barreja complexa de
reaccio en la qual cap dels compostos principals formats correspon al compost desitjat (18).
S'observa la formacié de productes provinents de la migracié del grup benzoil de la posicid

3 de I'anell al grup amino primari, tal com s'indica a I'Esquema 111.19.

O o

O
0 N/gOH HOJ\@ N/I\o
NJ\Q NT\/Q + l\/NH2
L 0 4 tw

EtgN

Esquema 111.19 - Alquilacio de (17) amb cloroacetat d’etil i trietilamina.
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Figura 111.49 - Cromatograma d'HPLC a 265 nm. del cru de reaccid.

Els resultats obtinguts a diferents condicions de reacci6 es poden veure a la Taula
111.9. Els productes N*-(2-aminoetilt)imina (5), acid benzoic, N'-(N-benzoil-2-aminoetil)-
timina (19) i N3-benzoil-N'-(N-benzoil-2-aminoetil)-timina (20), es varen aillar per
separacié per columna “flash” amb SiO, i hexa/AcOEt i s’han caracteritzat per *H-RMN i
BC-RMN (Figura 111.54 a Figura 111.55) i pel cas del producte (20) també per
espectrometria d'ESI-MS (Figura 111.56).

Taula I11.9 - Condicions assajades per a la alquilacié de (17) amb cloroacetat d’etil en medi basic.

Equivalents de | Equivalents . % d’acid
cloroacetat d’etil de Et;N Dissolvent benzoic

0.33 3 CHsCN 8

3 3 DMF 16
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Figura 111.50 - Espectre de *H-RMN de (5). Figura I11.51 - Espectre de *C-RMN de (5).
L
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Figura 111.52 - Espectre de *H-RMN de (19).
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Figura 111.53 - Espectre de *C-RMN de (19).
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Figura 111.54 - Espectre de "H-RMN de (20). Figura I11.55 - Espectre de **C-RMN de (20).
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Figura 111.56 - Espectre de ESI-MS (20).

[11.3.4.3. Sintesi de Fmoc-TEtGly-OH (4) a partir de (5).

Degut als resultats obtinguts, la sintesi de Fmoc-TEtGly-OH (4) s’ha realitzat a
partir del producte (5). Tal com s’ha comentat anteriorment, el tractament de (14) amb
excés de TFA condura també a la desbenzoilacio i es formava (5). La modificacié de les
condicions de reaccio i el seguiment per HPLC va permetre comprovar que si es tractava
(14) amb TFA:CH,Cl,, (3:1) durant 12 hores la eliminaci6 dels grups BOC i benzoil era

completa (Esquema 111.20). La precipitacié del producte final amb éter permetia mantenir
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dissolt I’acid benzoic i proporcionava la sal trifluoroacética de (5) amb una puresa del 94 %
per HPLC (Figura 111.57 i Figura 111.58). Els espectres del producte (5) de *H-RMN i *C-

RMN coincideixen amb els descrits a I’apartat anterior.

0 ) 0 0
\EKNJ\Q TFA : CH,Cl, (3:1) }ﬁNH HoJ‘\©
N/gOH N/go * o
l\/N 074 l\/NH3+_ =
(14) \([)I/ ®) OJ\éF

Esquema 111.20 - Eliminacié del grup BOC i del grup benzoil de (14).

Figura 111.57 - Cromatograma d’HPLC a 220 nm Figura 111.58 - Cromatograma d’HPLC a 220 nm de la
de (5). dissolucio d’éter on el pic majoritari és I’acid benzoic.

La sintesi de I’intermedi N'-2-aminoetiltimina (5) s’ha aconseguit mitjancant el
procés seguit a I'Esquema 111.21 amb un rendiment global del 60 % que millora els descrits

anteriorment a la realitzacié d’aquests treballs i sense haver de purificar per columna en cap

etapa.
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TESI
NH @ Py T 1 Q
72 h N
88 % K,CO3 \fj&?@ 97%  12h \fit
0% | \/\ 0 TFA:CH,Cl, 4:1 N "0
70°C n—4 | NH,
o 45 h H o~
Br 91 % Br_ )L /\<
NH> diBoc No©

Esquema 111.21 - Sintesi de N*-2-aminoetiltimina (5).

A partir de l'intermedi (5) s'han provat dues alternatives:I’alquilacié amb acid

bromoacetic i I'aminacio reductiva amb acid glioxilic (Esquema 111.22).

Br

| /& o FmocOSU
N ¢}

l\/NH2 1) l\/ \)J\—> g D

H © (4)

Esquema 111.22 - Sintesi general de (4) a partir de (5).

En les proves previes de solubilitat s’havia observat que (5) a pH basic es
extremadament insoluble en tota mena de dissolvents organics, inclosa la DMF, el millor
dissolvent provat va resultar ser I’aigua, on a partir de 75 °C s'observava una solubilitzacio
completa. En I’intent d'alquilacié de (5) amb acid bromoacetic (Esquema 111.23), s’han
provat diferents condicions (Taula 111.10). L'alquilacio i la proteccié amb el grup Fmoc s'han
realitzat de forma consecutiva, el seguiment de la primera s’ha fet per TLC (MeOH:Et;N,
10:1) i el de la segona per HPLC.
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Esquema 111.23 - Sintesi de (4) a partir de I’alquilacio (5).

Taula 111.10 - Condicions assajades per a la alquilaci6 de (5) i la proteccié del producte (2).

Reacci6 1 Alquilacié Reacci6 2 Proteccié amb Fmoc

Equivalents
Entrada d'acid
bromoacetic

Equivalents
de base

Equivalents

Temps | Dissol. de Na,COs

Temps Dissolvent | % Rdt

1 2 de EzN 12h. | DMF 24 h H,0:CH;CN

3 de EfzN 24 h DMF 24 h H,O:CH;CN

3’5de TEA 24h | DMF 24 h H,O:CH;CN

1de Na,CO3; 24 h H,O 24 h H,O:CH5;CN

Un cop finalitzada la primera reaccio es refreda a 0 °C i “in situ” s’afegeix carbonat
de sodi i 1 equivalent de FmocOSu. Quan s’ha acabat la segona reaccio s'afegeix bicarbonat
de sodi al 5 % i es deixa agitant 1 hora, es filtra i les aigues del filtrat s’acidifiquen a pH 2,
s’agita 1 hora més fins a precipitacié del producte (4) i es torna a filtrar obtenint-se el
producte pur, amb un rendiment del 8 % i una puresa del 93 % (Figura 111.59). S’ha
caracteritzat per ressonancia de 'H-RMN (Figura 111.61), *C-RMN (Figura 111.62) i
espectrometria de ESI-MS (Figura 111.60).
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Figura 111.59 - Cromatograma d’HPLC a 220 nm Figura 111.60 - Espectre de ESI-MS de (4).

del cru precipitat on el pic majoritari és (4).
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Figura I11.61 - Espectre de *H-RMN (4). Figura 111.62- Espectre de *C-RMN de (4).

La segona via de preparacio de (4) assajada ha estat I'aminacio reductiva (Esquema
111.24). Tot i que s’ha obtingut el producte desitjat els rendiments obtinguts son baixos. El
seguiment de la primera reaccio s’ha fet per TLC (MeOH:Et;N, 10:1) i el de la segona
reaccio per TLC (AcOEt:AcOH, 10:1) i HPLC.
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Esquema 111.24 - Sintesi de (4) a partir de I’aminacio reductiva de (5).

Taula I11.11 - Condicions assajades per a la aminacio reductiva de (5) i la proteccio de (2).

Reacci6 1 Reacci6 2 Reaccio 3

Equivalents . . Equivalents .
d'acid Dissol. | Reductor | Dissol. de Na,CO; Temps | Dissol.

glioxilic

Hzo:
1 NaBH, 24 h CH.CN

Hzo:
H, Pd/C 24 h CHLCN

H,0:
H, Pd/C 24 h CH.CN

H,0:
H, Pd/C 24 h CHLCN

H,0:
H, Pd/C 24 h CH,CN

1.4- H,0:
ciclohexadié 24h | chieN

A les entrades 1, 2, 3, 4 i 6 (Taula 111.11) es va fer servir Na,SO,4 anhidre per assecar
i quan es va acabar la primera reaccio es va filtrar, per a comprovar si el sulfat de sodi
emmetzinava la reaccié es va realitzar una prova paral-lela a la 3 sense filtrar-lo i no es va
produir la reaccié de reduccio, indicant que el sulfat emmetzinava aquesta reaccio i per tant

s’havia de filtrar abans de comengar-la.

A la entrada 1 (Taula I11.11) tot i que s’observava una evolucio favorable de la
reaccio de reduccio a la TLC es va veure a la tercera reaccié que no es formava el producte
desitjat molt possiblement perque el NaBH, feia mal bé I'FmocOSu. No es va aconseguir
separar per extraccions el producte (2) degut a que presentava un gran tendéncia a quedar-

se a la fase aquosa.
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A la entrada 5 no es va fer servir sulfat de sodi anhidre per assecar, en el seu lloc es
va utilitzar un “Dean-Stark”, no es va deixar més temps per a la formacié de la imina degut
a que a partir de la mitja hora la reaccio canviava de color fins a tornar-se completament
negre i a la capa fina donava un cua continua.

Un cop finalitzada la segona reaccio es refreda a 0 °C i s’afegeix el carbonat de sodi
i I’ FmocOSu. Quan s’ha acabat la segona reaccid s’afegeix bicarbonat de sodi al 5 % i es
deixa agitant 1 hora, llavors es filtra i el filtrat s’acidifica a pH 2, s’agita 1 hora fins a
precipitacio del producte (4) i es filtra obtenint-se el producte solid pur amb un 16 % de
rendiment. Els espectres del producte (5) de *H-RMN i *C-RMN coincideixen amb els de

I’apartat anterior.

[11.3.4.4. Sintesi de Fmoc-TEtpAla-OH (3) a partir de (5)

Degut als resultats anteriors s’ha proposat la sintesi de Fmoc-TEtBAla-OH (3)
partint de I’intermedi (5) a través de la seva addicié conjugada sobre I'acid acrilic (Esquema
111.25)%.

N
| NH . \)J\OH I/\N/\)LOH | NH .
/K Ho FmocOSU /go d O

O

Esquema 111.25 - Sintesi de (3) a partir de (5).

Les condicions assajades es troben resumides a la Taula 111.12. A temperatures

baixes la reaccio d'addicio no avancava i a l'augmentar la temperatura la formacio de
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I'intermedi desitjat (1) anava acompanyada de la formaci6 de (22), lI'analisi per HPLC a
permes estimar les proporcions dels productes (1) i (22) formats, i també la quantitat de
FmocOSu necessari per protegir (1) present en aquesta barreja de forma quantitativa. La
presencia de (22) al cru de reaccio es va confirmar fent un espectre de ESI-MS en aquest

punt.

Taula 111.12 - Condicions assajades per a I’addicié conjugada de (5) i la proteccio de (1).

Proteccié amb Fmoc

Addici6 conjugada

Entrada

Equivalents
d'acid acrilic

Equivalents
de base

Dissol.

Equivalents
de Na,CO3;

Temps

Dissolvent

1

7 de EtzN

H,O

1

24 h

H,O:CH;CN

1

1de Na,CO3;

H,O

1

24 h

H,O:CH5;CN

1 de Cs,CO4

H,O

24 h

H,0:CH;CN

1 de Na,CO3

H,O

24 h

H,0:CH,CN

1 de Na,CO3

H,O

24 h

H,O:CH;CN

El producte (22) absorbeix a I’UV, i s’ha caracteritzat per espectrometria de ESI-

1de Na,CO3;

MS (Figura 111.63).

Figura 111.63 - Espectre de ESI-MS del cru contenint el producte (22), el seu senyal és el de 314,4.
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Aixi un cop finalitzada la reacci6 d'addicio, es refreda a 0 °C i s’afegeix en
proporcio al reactiu (5) inicial un equivalent de carbonat de sodi, i un altre equivalent
d’FmocOSu en proporcio al producte (1) format. La reaccio es segueix per HPLC i quan es
detecta que tot el producte (1) s'ha consumit s’afegeix bicarbonat de sodi al 5 % i es deixa
agitant 1 hora, es filtra, el filtrat s’acidifica a pH 2 amb HCI 1N, s’agita 1 hora fins a
precipitacio del producte (3) i es filtra al buit. El producte (3) s’ha obtingut amb un
rendiment del 56 % i una puresa del 95 % per HPLC (Figura 111.64), s’ha caracteritzat per
'"H-RMN (Figura 111.65), **C-RMN (Figura 111.66), COSY (Figura 111.67), espectrometria
d'ESI-MS ( Figura 111.68) i FTIR.

it

Figura 111.64 - Espectre d’HPLC a 220 nm

del cru precipitat on el pic majoritari és (3).
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Figura I11.65 - Espectre de 'H-RMN de (3).

Figura 111.66 - Espectre de *C-RMN de (3).
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Figura 111.67 - Espectre COSY de (3).

[11.3.5. Sintesi de nucleopeptids.

Figura 111.68 - Espectre de ESI-MS de (3).

Un cop obtingut el nucleoaminoacid Fmoc-TEtBAla-OH (3), s'han assajat la sintesi

oligomers a partir d'aquest monomer i també d'estructures hibrides alternant-lo amb unitats

de glicina. Els métodes aplicats han estat els propis de la estratégia Fmoc/tBu de sintesi de

péptids en fase solida.
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[11.3.5.1. Sintesi de H-TEtpAla-TEtBAla-Gly-NH, (23).

El nucleopeptid H-TEtBAla-TEtBAla-Gly-NH, (23), s’ha sintetitzat partint de resina
Fmoc-PAL-PEG-PS, sobre la qual s'han acoblat els Fmoc-Gly-OH (24) i Fmoc-TBEtAla-
OH (3) utilitzant HBTU i DIPEA en DMF. L'eliminaci6 del grup Fmoc s'ha realitzat amb
piperidina/DMF 30% a temperatura ambient durant 2+8 min. Al final de la sintesi es
desancora el nucleopéptid amb TFA i s'analitza el cru obtingut per HPLC (A=220 nm),
indicant la presencia de H-TEtBAla-TEtBAla-Gly-NH, (23) amb una puresa per HPLC del
91 % (tg 10.3 min, Figura I11.69) i que s’ha caracteritzat per ESI-MS (Figura 111.70).

/GEHN_VWONA_NONA_Gly_OPOTITO RT: 2.78 AV: 1 NL: 81085 NONA G OROTBITD 278 Av. 1 N. 37689
(0.0} + P ESI #3000 Fusll ma | 200,00-850.00)
100

212

Figura 111.69 - Cromatograma d'HPLC del cru de sintesi Figura 111.70 - Espectre de ESI-MS de
de H-TEtBAla-TEtAla-Gly-NH; (23) a 220 nm. H-TEtBAla-TEtBAla-Gly-NH; (23).

[11.3.5.2. Sintesi de H-TEtBAla-Gly-TEtpAla-Gly-TEtBAla-Gly-NH, (25).

El nucleopéptid H-TEtpAla-Gly-TEtBAla-Gly-TEtpAla-Gly-NH, (25), s’ha
sintetitzat seguint la mateixa metodologia que el compost anterior. L'analisi per HPLC
(A=220 nm) del cru obtingut després del desancorament d'una aliquota de resina sense
desproteccio prévia de I'dltim grup Fmoc indicava la preséncia del nucleopeéptid protegit
Fmoc-TEtpAla-Gly-TEtpAla-Gly-TEtBAla-Gly-NH;, (26) com a pic majoritari amb una
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puresa per HPLC del 85 % (tg 16.07 min, Figura I11.71) i que s’ha caracteritzat per ESI-MS
(Figura 111.72) i MALDI-MS (Figura 111.73).

(H0TIBFICIEFmocd_ MA_Gly NHODZIBE-I0S RT. 277130 AV 18 NL Z8GE4
T 0,01+ 2 ES) ektu0.00 Full ma ] 300.00-1200.00]

10788
7 ‘

g 08 (1507

- = 8382
| Hﬂ-aw s lm‘ ngﬁm .
J ‘\ M ‘ ” A TM‘J ”. [ | I:‘l“T

800 w0 100 1100 Ll

-
Figura I11.71 - Cromatograma d’HPLC Figura 111.72 - Espectre de ESI-MS de
a 220 nm del cru de sintesi de Fmoc-TEtBAla-Gly-TEtBAla-Gly-TEtBAla-Gly-NH, (26).
Fmoc-TEtBAla-Gly-TEtBAla-Gly-TEtBAla-Gly-NH, (26).
Intens.
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Figura 111.73 - Espectre de MALDI-MS de
H-TEtpAla-Gly-TEtBAla-Gly-TEtpAla-Gly-NH, (26).
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11.3.5.3. Sintesi de H-TEtBAla-TEtAla-TEtpAla-TEtBAla-TEtRAla-
TEtBAla-NH, (27).

El nucleopéptid H-TEtBAla-TEtBAla-TEtBAla-TEtRAla-TEtBAla-TEtBAla-NH,
(27), s’ha sintetitzat amb la mateixa metodologia que els dos compostos anteriors. L'analisi
per HPLC (A=220 nm) del cru obtingut després del desancorament d'una aliquota de resina,
indica la preséncia del nucleopeptid H-TEtpAla-TEtpAla-TEtpAla-TEtBAla-TEtRAla-
TEtBAla-NH, (27) com a pic majoritari amb una puresa per HPLC del 90 % (tg 16.0 min,
Figura 111.74) i que s’ha analitzat per MALDI-MS (Figura 111.75).

|1

misutes

Figura I11.74 - Cromatograma d'HPLC del cru de sintesi

de Fmoc-TEtpAla-TEtpAla-TEtBAla-TEtBAla-TEtpAla-TEtBAla-NH; (28) a 220 nm.
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Figura I11.75 - Espectre de MALDI-MS de

H-TEtBAla-TEtBAla- TEtBAla- TEtBAla- TEtBAla-TEtBAla-NH, (28).
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IV. CAPITOL 2. Aplicacio del grup

tetracloroftaloil a la sintesi d’acids peptid nucleics.
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IV.1. Introduccié

Tal com s'ha comentat al capitol 1, els PNAs (acids péptid nucleics) son estructures
amb esquelet peptidic formats per unitats de N-(2-aminoetil)glicina, els productes resultants
posseeixen millor afinitat i capacitat d’hibriditzacié que els seus homolegs naturals davant
d'acids nucleics complementaris d’ADN. El descobriment d’aquests nous compostos va
obrir una important porta a possibles aplicacions terapéutiques i de diagnostic®®. Degut a
que els PNAs estan formalment formats per monomers de tipus aminoacid, la sintesi dels
corresponents oligomers de PNA es basa en la mateixa metodologia que la sintesi de
péptids en fase solida, essent els métodes de sintesi més aplicats els basats en les estratégies
Fmoc/Bhoc i la BOC/Z, adaptacions respectives de les estratégies Fmoc/t-Bu i Boc/Bn

ampliament establertes en sintesi de peptids.

IV.1.1. Estrategia de sintesi BOC/Z

Aguesta metodologia utilitza el grup BOC com a grup protector temporal i el grup
benziloxicarbonil (Z) com a protector permanent de cadascun dels mondmers® (Figura
IV.1).

o o)
OXNH O)kNH
N/
|- \
NP o
o Lo
LT i S i
o) N/\/N%OH o NNN%OH
H H
BOC-A(2)-OH BOC-C(Z)-OH
o) o)
O HN | N\> i NH
OXNJ\\N/ N N&O

H o Kfo o . o,
>LOJLH/VNJLOH %OXNJJ&OH
H

BOC-G(2)-OH BOC-T-OH

Figura IV.1 - Monomers de PNA protegits amb el grups BOC i Z.
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Els oligomers de PNA es sintetitzen sobre resines de poliestire entrecreuat amb
divinilbenze o modificat amb cadenes de polietilenglicol (resines Tentagel), sobre les que
s'ancora un espaiador bifuncional adequat per a la sintesi. Aquest estratégia de sintesi es
basa en la labilitat selectiva en medi acid dels dos grups protectors. El grup BOC s'elimina
amb acid trifluoroacétic (TFA), i el grup Z requereix acid fluorhidric (HF) o acid
trifluorometansulfonic (TMSA), condicions utilitzades per a realitzar el desancorament del
producte final. Durant I'eliminacié dels grups temporals BOC no s'observa eliminacié dels
grups protectors permanents Z. Aquesta metodologia és utilitzada per a metodes de sintesi

manuals o automatics (Esquema IV.1).

La sintesi manual dona bons rendiments, pero requereix una feina intensa i quimics
molt experimentats, pot ser facilment monotoritzada i cada monomer permet una gran
flexibilitat d'escala. La sintesi en sintetitzadors automatics tant sols es permet en alguns
sintetitzadors comercials i no és gaire aplicable degut a qué necessita reactius quimics més

agressius que d’altres métodes.

1) Piperidina-DMF (3:7, 2+8 min) 1) TFA-DCM (40 %, 2+30 min)
2) BOC-B(Z)-OH (3 eq) 2) BOC-B(2)-OH (3 eq)
HATU (3 eq) HATU (3 eq)
DIPEA (3 eq) DIPEA (3 eq)
Fmoc-PAL-PEG-PS BOC-B(2)-PAL-PEG-PS

cicles de desproteccio
i acoblament sequencials

HF, -78 °C B.-
BOC-B(2),-B(Z),-PAL-PEG-PS BOC-B(Z),-PAL-PEG-PS— -2~ » H-B;-NH;

Esquema IV.1- Sintesi de PNAs mitjancant I'estratégia BOC/Z.

IV.1.2. Estrategia de sintesi Fmoc/Bhoc

Aquesta metodologia utilitza el grup 9-fluorenilmetilcarbonil (Fmoc) com a grup
protector temporal i el grup benzhidriloxicarbonil (Bhoc) com a protector permanent per
cadascun dels monomers® (Figura 1V.2). Els productes es sintetitzen sobre resines de
poliestiré entrecreuat amb divinilbenzé o modificat amb cadenes de polietilenglicol (resines
tentagel), sobre les que s'ancora un espaiador bifuncional adequat per a la sintesi com el
PAL, Rink, etc.
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N

O
R
tmoc -A(Bhoc)-OH
ft“
N/\/ JkOH O.

Fmoc-G(Bhoc)-OH

F

P

sz

CJ

s

I

AN
=

A

>:o

_z
o
z
Nz
T

O Fmoc-C(Bhoc)-OH

Fmoc-T-OH

)N\\H
N/\EfﬂOH

Figura 1V.2 - Monomers de PNA protegits amb el grup Fmoc i Bhoc.

L'estratégia de sintesi Fmoc/Bhoc presenta avantatges respecte I'estratégia BOC/Z,

com la utilitzacié de reactius menys agressius, I’ortogonalitat dels grups protectors, la

facilitat d'utilitzacio en sintetitzadors automatics (degut sobretot a la més alta solubilitat del

grup Bhoc respecte al grup Z) i el fet de que els cicles de proteccio i desproteccio siguin

més curts (Esquema 1V.2). El grup Bhoc s'elimina al final de I'oligomeritzacio de forma

molt neta amb TFA, en menys d'un minut.

1) Piperidina-DMF (3:7, 2+8 min)
2) Fmoc-B(Bhoc)-OH (3 eq)
HATU (3 eq)
DIPEA (3 eq)

cicles de desproteccio
i acoblament sequencials

Fmoc-PAL-PEG-PS

Fmoc-B(Bhoc);-B(Bhoc),-PAL-PEG-PS—>Fmoc-B(Bhoc),-PAL-PEG-PS—— H-

Fmoc-B(Bhoc)-PAL-PEG-PS

1) Piperidina-DMF (3:7, 2+8 min)
2) Fmoc-B(Bhoc)-OH (3 eq)
HATU (3 eq)
DIPEA (3 eq)

TFA-H,0 (19:1)
B,-NH,

Esquema 1V.2 - Sintesi de PNAs mitjancant I'estratégia Fmoc/Bhoc.
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IV.1.3. Estrategia de sintesi TCP/Z

En el nostre grup de recerca s'ha estudiat I'aplicacio de I'estratégia TCP/t-Bu a la

sintesi de péptids i pseudopéptids (Esquema 1V.3). 2

1) Hidrazina-DMF (3:17, 1 h 40 °C)

1) Piperidina-DMF (3:7, 2+8 min) 2) TCP-aa,-OH (3 eq)
-aay-

2) TCP-aa;-OH (3 eq)

HBTU (3 eq)
gﬁ;,TEL'JA%equ) DIPEA (3 eq)
Fmoc-PAL-PEG-PS TCP-aa,-PAL-PEG-PS
cicles de desproteccio

i acoblament sequencials .
TFA-H,0 (19:1
TCP-aa,-aa;-PAL-PEG-PS—— TCP-aan-PAL-PEG-F’84>2 ( )TCP-aan-N Hy

Esquema 1V.3 - Estratégia per a la sintesi de péptids amb el grup TCP.

Els primers intents d’adaptar l'estrategia TCP/t-Bu a la sintesi de PNAs van
permetre comprovar la viabilitat de preparar el monomer de timina protegit amb el grup
TCP (TCP-T-OH) mitjancant irradiacié microones, metode que havia estat aplicat per la
preparacié d’aminoacids TCP protegits®. A partir d'aquest mondmer es va sintetitzar
I'oligobmer TCP-T4-Gly-NH5 amb bons resultats®, en canvi els intents de sintesi dels altres

monomers TCP protegits varen resultar negatius.

Dins I’ambit dels treballs d’aquesta tesi doctoral es va fixar com objectiu posar a
punt un metode viable per a la preparacio dels 4 monomers de PNA protegits amb el grup
TCP (TCP-T-OH (29), TCP-A(Z)-OH (30), TCP-G(Z)-OH (31) i TCP-C(Z)-OH (32)) aixi

com la seva posterior aplicacio a la sintesi d’oligomers de PNAs.

Els arguments a favor de I’Us del grup TCP son el baix cost de I'anhidrid de partida
i el fet que els derivats tetracloroftaloil solen ser solids cristal-lins que faciliten les
manipulacions sintétiques®. Els productes protegits amb el grup tetracloroftaloil poden ser
facilment detectats a la longitud d'ona de 335 nm. Tanmateix, el grup TCP mostra
estabilitat davant d'acids forts i no queda afectat per tractament amb piperidina, d'aquesta
manera és compatible amb condicions d'eliminacié dels grups Fmoc i BOC. Per aquesta
ultima rao, el grup TCP pot ser una alternativa a les opcions de proteccié temporal més

emprades. Tot i que a quedat fora de I'ambit d'estudi d'aquest treball, també és possible que
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la seva aplicacié trobi un camp més important com a protector de les cadenes laterals amb
funcié amino primaria aplicant esquemes Fmoc/TCP i BOC/TCP. Dins el grup de recerca

s'ha estudiat també I'aplicacio del grup TCP per a la sintesi de nous hibrids ciclics péptid-

are®,
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IV.2. Resultats i discussio.

IV.2.1. Proteccié de monomers de PNA amb el grup TCP utilitzant

radiacié microones

Com s'ha indicat anteriorment dins la Tesi doctoral d'Esther Cros, s'havia realitzat la
proteccio del monomer de timina mitjancant irradiacié microones o a reflux partint del
monomer BOC-protegit comercial. La desproteccio de BOC-T-OH amb TFA-H,0 (19:1)
conduia a un cru de reaccié que després d’assecar es tractava amb anhidrid tetracloroftalic i
DMF sota irradiacié microones a 285 W durant 3 min. (Esquema IV.4). EIl rendiment
obtingut era del 77% i la puresa de TCP-T-OH (29) en el cru de reaccio del 82%.
L’aplicacio del mateix metode pels altres monomers de PNA comercials BOC/Z protegits

portava a la seva degradaci6™.

T T
Kfo O TFA-H,O (19:1) Kfo o

N i N
BOC_N""" %OH t.a (90 min) +H3N/\/ OH
H BOC-T-OH T H-T-OH

cl o Kfo o
TCPO,DMF Cl
MWI

iy Cl
(285 W, 3 min) L TCP-T-OH (29)

Esquema 1V.4 - Sintesi de TCP-T-OH (29) amb irradiaci6 MW.

Aquest fet es va confirmar amb la repeticidé d'aquest métode per a I'obtencio del
TCP-A(Z)-OH (30), obtenint-se a un producte que analitzat per HPLC presentava el
cromatograma de la Figura IV.3. Com es pot observar, s’obté una barreja de productes que
a 220 nm donen senyals a 15'1, 17 i 18'5 min; d'aquests només absorbeix a 265 nm
(longitud d'ona caracteristica per les nucleobases (Figura 1V.4)) i a 335 nm (absorcio
caracteristica del grup TCP (Figura IV.5)) el producte amb temps de retencié 17 min..

Posteriorment es va confirmar que aquest no era el producte desitjat. Els intents d'ajustar la
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potencia de la irradiacié microones no va millorar el resultat obtingut i sempre s'obtenien

resultats similars.

1.8+

.. 7+

LAE

e
e
5.9
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Figura V.4 - Sintesi de TCP-A(Z)-OH (30) amb irradiacio MW a 285 W (A=265 nm).
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[}
mwe
13.84
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Figura IV.5 - Sintesi de TCP-A(Z)-OH (30) amb irradiacio MW a 285 W (A=335 nm).

Igualment, I’intent de sintesi de TCP-C(Z)-OH (32) amb irradiacié microones a 80
W va conduir a I'obtenci6 de crus complexes on apareixien dos productes que absorbien a
265 i 335 nm (Figura IV.6 a Figura 1V.8). En aquest punt es va considerar oportu

considerar altres alternatives a part de I'aplicacié de les microones.

413
21.327

19.773

]
H
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13.84
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Figura IV.6 - Sintesi de TCP-C(Z)-OH (32) a 80 W (A=220 nm).
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Figura IV.7 - Sintesi de TCP-C(Z)-OH (32) a 80 W (A=265 nm).
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Figura 1V.8 Sintesi de TCP-C(Z)-OH (32) a 80 W (A=335 nm).
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IV.2.2. Proteccié de monomers de PNA amb el grup TCP areflux i a

temperatura ambient

La metodologia classica d'introduccié del grup TCP en a-aminoacids consisteix en
el tractament a reflux amb anhidrid tetracloroftalic seguit d’una etapa de ciclacio de la
ftalamida formada amb anhidrid acétic, en preséncia d’una base com TEA.

T T
0 _ o)
O TFA-H,0 (19:1) o TCPO, TEA, CH,Cl,

N i N reflux (20h
BOC*N/\/ \)kOH t.a (90 mln) +H3N/\/ OH ( )
H

T T

0
Kf o Cl O Kfo
ACZO (@]
o OH N Cl
HN™ > JkOH reflux (2.5h) COT SN OH

Esquema 1V.5 - Sintesi de TCP-T-OH (29) a reflux.

La proteccié de H-T-OH s'ha realitzat a partir del cru obtingut després de la
desproteccio de BOC-T-OH amb TFA-H,O 19:1 es va obtenir de TCP-T-OH (29) amb un
rendiment del 82% i una puresa del 97% despreés de purificar per extraccio. Les condicions
de reaccié parteixen del tractament el cru de H-T-OH es dissol en CH,Cl, i s'afegeix TEA,
I’anhidrid tetracloroftalic (TCPO, 1.1 equivalents), es deixa agitant a reflux durant 20 hores
i a continuacié s'afegeix anhidrid acétic en exceés i es continua a reflux durant 2.5 hores més
(Esquema 1V.5).

L’intent d’aplicar aquest métode a la resta dels monomers va conduir a una
degradacié important dels mateixos. A la Figura 1V.9 es pot observar el cromatograma
resultant de la reacci6 a reflux per a la proteccié del monomer d'adenina H-A(Z)-OH, on es

pot observar que el pic a 19.6 min. que correspondria al producte desitjat, com es corrobora
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posteriorment, és minoritari, i shan format diversos compostos els quals després de

diferents intents de separacio i identificacié no varen conduir a resultats concloents.

4.613

[ ]
19.533
a4

n.e
13.9
0.04
n.e

Figura 1V.9 - Sintesi de TCP-A(Z)-OH (30) a reflux (A=220 nm).

Com alternativa als metodes anteriors es va provar la proteccié a temperatura
ambient i utilitzant piridina com a base i com a dissolvent alhora, per diverses raons. En
primer lloc s’havia observat que la piridina era un dels pocs dissolvents que permetia la
dissolucié completa dels monomers de PNA desprotegits, apart de solvents com DMF i
DMSO. Dr’altra banda es va considerar adequat realitzar les reaccions a temperatura
ambient, dons d’acord amb el descrit en els estudis de Krausz i col.’’ la timina reacciona

incontroladament a temperatures elevades quan utilitzant bases fortes com I'hidrur de sodi.

77



IV. Capitol 2: Resultats i discussié

Kfo o  TCPO, Py

(0]

B(2) B(2)
Kfo O TFA-H,0 (19:1)
N i N
BOC_N~ " OH t.a (90 min) +H3N/\/
H
B(2)
O 5 Cl
OH N L A0 cl
o)
| HNT > OH ta (2h) B
C _
N ~
- o B=A:Rdt53%  CI7
: cl
o N g G: Rdt 93 %
o C: Rdt 74 %

H

O

o

t.a (5h)
B(Z)
o)
o)
N/\/N%OH

Esquema IV.6 - Sintesi de TCP-B(Z)-OH.

El tractament dels monomers N-BOC protegits comercials BOC-B(Z)-OH (on B
representa la nucleobase adenina, guanina o citosina) amb TFA-H,O 1:1 seguit de la
proteccié amb TCPO en piridina donava lloc després de 5 hores de reaccioé a temperatura
ambient a la total desaparicio del intermedi desprotegit, i a la formaci6é de la ftalamida
corresponent. En aquest punt s'afegeix sobre el cru de reaccid I’anhidrid acetic i es tracta a
temperatura ambient durant 2 hores. Els productes finals s’obtenen per precipitacié en medi
acid afegint HCI 1N gota a gota fins a pH 2, separant-se un solid que es purifica per
filtracié i rentant amb aigua freda. Aquestes condicions varen permetre I’obtencio dels

desitjats monomers de PNA de guanina, citosina i adenina, protegits amb el grup TCP

(Esquema 1V.6).

El producte TCP-A(Z)-OH (30) s'ha obtingut amb un 53 % de rendiment i una

puresa del 95% avaluada per HPLC. El pic corresponent al producte apareix a 19.66 min.

(Figura IV.10).
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LA
e
e
.

Figura 1V.10 - Cromatograma obtingut de la sintesi de TCP-A(Z)-OH (30) a A 220 nm.

A la Figura 1V.11 es pot comprovar que el producte obtingut déna senyal a la

longitud caracteristica de 335 nm com és caracteristic del grup TCP.

213.563
= TRTT]
0.8 3
H LTT?
1.627

1.9
130

Figura V.11 - Cromatograma obtingut de la sintesi de TCP-A(Z)-OH (30) a A 335 nm.
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El producte TCP-G(Z)-OH (31) s'ha obtingut amb un 93 % de rendiment i una
puresa del 97 % avaluada per HPLC. El pic corresponent al producte apareix a 19.91 min

(Figura IV.12).

19.913

Figura 1V.12 - Cromatograma obtingut de la sintesi de TCP-G(Z)-OH (31) a A 220 nm.

A la Figura 1V.13 es pot comprovar que el producte obtingut déna senyal a la

longitud caracteristica de 335 nm com és caracteristic del grup TCP.
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Figura 1V.13 - Cromatograma obtingut de la sintesi de TCP-G(Z)-OH (31) a A 335 nm.
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El producte TCP-C(Z)-OH (32) s'ha obtingut amb un 74 % de rendiment i una

puresa del 96% avaluada per HPLC. El pic corresponent al producte apareix a 21.12 min.

(Figura IV.14).

- - - - -
: . “ s
- H B ]

Figura 1V.14 Cromatograma obtingut de la sintesi de TCP-C(Z)-OH (32) a A 220 nm.

A la Figura V.15 es pot comprovar que el producte obtingut déna senyal a la

longitud caracteristica de 335 nm com és caracteristic del grup TCP.
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Figura 1V.15 - Cromatograma obtingut de la sintesi de TCP-C(Z)-OH (32) a A 335 nm.
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Aixi doncs la proteccié dels monomers amb TCP d'adenina, guanina i citosina
utilitzant piridina com dissolvent a temperatura ambient varen indicar la viabilitat
d’aquestes condicions de reaccio, tot i que si la reaccio es realitza amb calefaccio també

s'observava la formacio de subproductes amb proporcié important.

A la seglient Taula V.1 es poden comparar els resultats obtinguts per a la proteccio
amb el grup TCPO dels 3 monomers H-A(Z)-OH, H-G(Z)-OH, i H-C(Z)-OH.

Taula V.1 - Resum de la protecci6 dels 3 monomers de PNA.

Monomers de PNA | Rendiment Temps de retencid
TCP-A(Z)-OH (30) 53 % 19.66 min.

TCP-G(Z)-OH (31) 93 % 19.91 min,
TCP-C(Z)-OH (32) 74 % 21.12 min.

IV.2.3. Elucidaci6 estructural dels monomers de PNA TCP protegits

Els productes TCP-A(Z)-OH (30), TCP-G(Z)-OH (31) i TCP-C(Z)-OH (32) shan
caracteritzat per "H-RMN, *C-RMN i per espectrometria de ESI-MS. A continuacié es
mostren els espectres de ESI-MS dels tres compostos.

EAE. Bardajh011203TCP_Gla(Z)03 12/03/01 01:11:27 PM

011203TCP_GIa(Z)03#23-30 RT: 0.44-0.568 AV: 8 NL: B.72E4
T: {00} + p ESI sid=30.00 Full ms [ 300.00-800.00]
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85> 700.6
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ab 709.4 | |
503 aazz 713.7
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ELE
30—
25
20-
159 |
10-]
55
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Figura IV.16 - Espectre de ESI-MS de TCP-G(Z)-OH (31).
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El pes molecular del TCP-G(Z)-OH (31) és 711.29 g/mol i s'observa en I'especrtre

d'ESI-MS que aquest picpresenta la distribucio isotopica dels quatre clors del grup TCP
(Figura IV.16).

~EAE “Bardaji011122TCP_Ad(Z)_OHO1 11722701 11:30:44 AM
011122TCP_Ad(Z)_OHO1#30-41 RJ: 0.66-0.90 AV: 12 NL: 1.18E6
T: {0.0} + p ESI 8id=30.00 Full ms [ 200.00-800.00]
288.1
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55— 208.0
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40—

Relative Abundance

3211
250.0 |
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Figura 1V.17 - Espectre de ESI-MS de TCP-A(Z)-OH (30).

El pes molecular del TCP-A(Z)-OH (30) és 695.29g/mol i en I'espectre de masses

s'observa que aquest pic presenta la distribucié isotopica caracteristica de la presencia dels
4 atoms de clor (Figura 1V.17).

011203TCP_Cit(z)_OH_02#2042 RT: 0.38-0.77 AV: 23 NL: 7.68E4
T: {0.0} + p ESI 8id=30.00 Full ms [ 300.00-800.00]

IDOE 07|1,7
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Figura IV.18 - Espectre de ESI-MS de TCP-C(Z)-OH (32).
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El pes molecular del TCP-C(Z)-OH (32) és 671.27 g/mol i en I'espectre de masses
s'observa que aquest pic presenta la distribucié isotopica caracteristica de la presencia dels
4 atoms de clor (Figura 1V.18).

Altres pics dels espectres que també presenten la distribucid isotopica dels clors,
com el de 316.1, que apareix en els tres espectres, i el de 391.3 que apareix en dos d’ells,
podrien correspondre respectivament a fragments que conserven part del grup TCP Figura
V.19 proposats a la Figura 1V.19. Els pics que corresponen a la distribucio isotopica dels
dos clors per al senyal de 316.1 son 316.4 i 317.1 i els que corresponen a la distribucio
isotopica dels tres clors per al senyal de 391.3 sén 392 i 393.1. Aquests fragments tambeé es
poden apreciar en lI'espectre ESI-MS de TCP-T-OH (29) (Figura 1V.20).

0 o)
Cl
| D N~ <O N O
Cl \ / o) Cl o
c O ca O o%\
PM=316 PM=391 N

Figura IV.19 - Fragments comuns en els espectres ESI-MS.

020214TCP_TIM_OH_02#13-42 RT: 0.21-0.64 AV: 30 NL: 3.66E4
T: {0,0} + p ESI sid=30.00 Full ms [ 250.00-650.00] e
425,

100 573.0
95
ot 553.0
85=
80— 288.4
757
707 575.1
657
éeo— 2812
555 . s51.2 | 577.1
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§ PrE 591.0
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426.4
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250 300 3s0 400 450 500 550 600 650

Figura 1V.20 - Espectre de ESI-MS de TCP-T-OH (29).
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En I'estudi del monomer de timina TCP-T-OH (29) a 25 °C descrit a la tesi doctoral
d’Esther Cros, realitzada al nostre grup de recerca, es va observar la presencia de senyals
corresponents a dos rotamers degut a l'equilibri cis-trans de I'enllag amida (1) (Figura
IV.21),

a 0 a O g
‘ ng 7o
AN f N&o
c O Oﬁ) 5 c O dkfo o
C C
b e b e
Cl Cl o
Cl © Cl
trans CIs

Figura V.21 - Rotamers de TCP-T-OH (29).

El desdoblament de senyals es pot veure en I’espectre realitzat a 25 °C (Figura
IV.22) i aquests coalesceixen quan es realitza I’experiment de RMN a 70° (Figura 1V.23).
Han estat publicades observacions similars per a altres mondmers de PNA®, i han estat

justificades per un bescanvi quimic lent a I'escala de temps de RMN a temperatura ambient.
Els resultats obtinguts en els espectres dels monomers protegits de citosina, adenina

i guanina concorden amb els de Timina, observant-se tots els espectres de RMN *H a 200

MHz com a senyals complexos.
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Figura V.22 - Espectre de RMN de *H dels rotamers de TCP-T-OH (29) a 25 °C.
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Figura V.23 - Espectre de RMN de *H dels rotamers de TCP-T-OH (29) a 70 °C.

L’espectre de RMN *H a 200 MHz i 25°C, de TCP-G(Z)-OH (Figura IV.25),

mostra

senyals que no queden ben definits degut a l'equilibri cis-trans de I'enllag amida (y1)
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(Figura 1V.24), en el cas dels protons metilenics a b i d el desdoblament es veu amb certa

claredat.
HN HN
®/\O/Z< /< —N ®/\O/< /< / N
NN Yg N D g
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Figura I1V.25- Espectre de RMN de *H dels rotamers de TCP-G(Z)-OH (31).

L’espectre de RMN 'H a 200 MHz i 25°C, de TCP-A(Z)-OH (Figura 1V.27) és

complex degut a la duplicitat de senyals poc resoltes (Figura IV.26) que apareixen com a

bandes mal definides.
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Figura 1V.26 - Rotamers de TCP-A(Z)-OH (30).
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Figura V.27 - Espectre de RMN de 'H dels rotamers de TCP-A(Z)-OH (30).

h=}

N

L’espectre de RMN *H a 200 MHz i 25°C (Figura 1V.29) del monomer de citosina

mostra senyals clarament desdoblades degut a I'equilibri cis-trans (Figura 1V.28) sobretot

pelsatoms b iel i.
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Figura 1V.28 - Rotamers de TCP-C(Z)-OH (32).
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Figura V.29 - Espectre de RMN de *H dels rotamers de TCP-C(Z)-OH (32).

L’espectre de RMN *3C a 50 MHz i 25°C, del mondmer de guanina (Figura 1V.30),
ens permet veure que molts senyals de I'espectre queden desdoblats degut a I'equilibri cis-
trans del compost (Figura 1V.30), en particular es poden apreciar clarament el

desdoblament dels atoms de carboni mes propers a I'enllag amida, els atoms a, c i d.
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trans cis

mmmmmmmmmmm

_______________________

r v . . — — - T . . — T T T —T
opm 160 140 120 100 B0 60

Figura V.31 - Espectre de Carboni *3C dels rotamers de TCP-G(Z)-OH (31).

L’espectre de RMN 3C a 50 MHz i 25°C del monomer d'adenina (Figura 1V.33) és
també de dificil interpretacio. Tot i aixi ens permet veure certs senyals ben desdoblats degut

a l'equilibri cis-trans del compost (Figura 1V.32), com sén els carbonis t, u i p pero a
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diferéncia que el cas anterior els atoms de carboni més propers a I'enlla¢c amida no queden

ben resolts degut a I’intensitat del senyal del DMSO, dissolvent utilitzat per a fer la

ressonancia.
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Figura 1V.32 - Rotamers de TCP-A(Z)-OH (30).
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Figura 1V.33 - Espectre de Carboni **C dels rotamers de TCP-A(Z)-OH (30).

L espectre de RMN **C a 50 MHz i 25°C del monomer de citosina (Figura IV.35) es
forca ben definit en comparacié amb els dos anteriors i els senyals desdoblats degut a
I'equilibri cis-trans del compost (Figura 1V.34) apareixen molt disminuits tan sols

s'aprecien minimament en els atoms de carboni molt propers a I'enlla¢ amida.
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Figura 1V.35 - Espectre de Carboni **C dels rotamers de TCP-C(Z)-OH (32).
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IV.2.4. Sintesi en fase solida de TCP-A(Z)-Gly-NH; (33), de TCP-C(2)-Gly-
NH; (34) i de TCP-C(2)-T-Gly-NH; (35)

Els estudis inicials sobre I'aplicacio del grup TCP a la sintesi de PNAs s’han centrat
en l'acoblament d'alguns monomers TCP protegits sobre H-Gly-Rink-MBHA-resines per
obtenir TCP-A(Z)-Gly-NH, (33), TCP-C(2)-Gly-NH, (34) i TCP-C(2)-T-Gly-NH, (35)
(Figura 1V.36).

o o
0 0
N\)k N\)k NH
TeP—N~ NWNHZ TCP—N~ N2
33 H 34 H

e Ly

TP N NHz
H 35 H o)

Figura V.36 - Estructures de les molécules sintetitzades.

La sintesi s'ha dut a terme d'acord amb I'Esquema IV.7. A partir de resines H-Gly-
Rink-MBHA-PS (0,3 mmol/g) s'han acoblat els corresponents monomers mitjancant HBTU
i DIPEA utilitzant 3 equivalents de cada reactiu en NMP i durant 3 hores. EI métode de
sintesi emprat és el tipic de l'estratégia Fmoc/tBu. Pel cas de (35) la sintesi ha inclos I'etapa
de desproteccid de l'intermedi TCP-T-Gly-Rink-MBHA-PS, que s'ha dut a terme mitjancant
etilendiamina:DMF (1:199) a 40 °C durant 2 hores, condicions posades a punt en un treball
de desprotecci6 de la cadena lateral de Lys(TCP) protegida>. El tractament final de
desancorament s'ha fet tractant cada resina amb TFA-H,O (19:1) i cada cru de reaccio
s'analitza per HPLC detectant a 3 longituds d'ona (220, 265 i 335 nm). També s'ha provat
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I'obtencio de H-A(Z)-Gly-NH; incloent una etapa d'eliminacio del grup TCP abans del

desancorament Esquema 1V.7.

-

H-Gly—Rink-MBHA-() —fary alti2 TCP—A@~Gly—MerA-(J)

Etilendiamina:DMF (1:199) TFA:H,0 (19:1)
2min + 2 h, 40°C 2min + 2h

H—A(Z)G'Y*MBHA—O{TCP'——A(Z)G'Y*NHZ}

TFA:H,0 (19:1)
2min + 2h

[H—A(Z)GIy—NHZ ‘

H-Gly—Rink—MBHA{() —hor- i TCP—C(2)~Gly—MBHA )
TFA:H,O (19:1)
2min + 2h
[TCP——C(Z)*GW—NHz |
TCP-T-NH
H-Gly—Rink-MBHA-() CETUDIREA (O 1 Gl MBHA

Etilendiamina:DMF (1:199)
2min + 2 h, 40°C

H—T—Gly—MBHA-(J)
TCP-C(2)-NH,
HBTU, DIPEA
TCP—C(Z)—T~GIy*MBHAO

TFA:H,0 (19:1)
2min + 2h

(TCP—C(2)—T—Gly—NH, |

Esquema IV.7 - Sintesi d'oligdmers de PNA TCP protegits.
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El producte TCP-A(Z)-Gly-NH, (33) Figura IV.37 es va obtenir amb una puresa del
91 % per HPLC, el pic principal correspon al producte esperat i absorbeix a totes les
longituds d'ona provades. En menor proporcié també apareixen altres pics d'impureses que
individualment no superen el 5 per cent d'integracio. En tots els casos tots els pics
absorbeixen a 335 nm , fet que suggereix que s'arrosseguen impureses de I'etapa anterior i
que el tractament d’acoblament no afecta a la integritat del grup TCP.

U == T VOVLZD3
i 1-5412 | 1

1 1-5412
2500+

L

2.000 |
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(1] 10 20 30 a0 50 60 .J.D. ) II-U. ’ -Q.D- -"TUG

1-5412

0

g - miny
1] 10 20 a0 40 80 60 7.0 B0 90 0o

Figura IV.37 - Cromatogrames d'HPLC de TCP-A(Z)-Gly-NH, (33) a 220, 265 i 335 nm.

El producte H-A(Z)-Gly-NH; Figura 1V.38 es va obtenir amb una puresa del 79%
per HPLC i a temps de retencid majors apareixen impureses que individualment no
superen un 6 per cent d'integracid. Com es pot observar en la Figura IV.38 I'eliminacio del

grup TCP posa de manifest la preséncia d'un major grau d'impureses respecte del pas previ
d'acoblament.
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Figura 1VV.38 - Cromatogrames d'HPLC de NH,-A(Z)-Gly-NH, a 220 i 265 nm.

El producte TCP-C(2)-Gly-NH, (34) Figura 1VV.39 es va obtenir amb una puresa del
82 % per HPLC a temps de retencié majors apareixen impureses que individualment no
superen un 7 per cent d'integracio.
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Figura 1V.39 - Cromatogrames d'HPLC de TCP-C(Z)-Gly-NH, (34) a 220, 265 i 335 nm.
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El producte TCP-C(2)-T-Gly-NH, (35) (Figura IV.40) es va obtenir amb una puresa
del 79 % per HPLC acompanyada d'impureses que individualment no superen un 5 per cent
d'integracio.
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Figura 1V.40 - Cromatogrames d'HPLC de TCP-C(Z)-T-Gly-NH, (35) a 220, 265 i 335 nm.

Només amb les dades obtingudes es pot concloure que, tot i haver-se completat amb
exit la sintesi dels 4 monomers de PNA TCP protegits, I'aplicabilitat a la sintesi en fase
solida no funciona correctament sota les condicions assajades. Queda per esbrinar si es pot
millorar el resultat emprant monomers purificats o ajustant millor les condicions
d'acoblament. Per tant s'ha deixat pendent per a un possible treball posterior la recerca de
condicions meés favorables per a I's de monomers TCP protegits de PNA per a la sintesi
dels corresponents oligomers. La potencial aplicacié d'aquest grup protector pot reorientar-
se a I'obtencio de fragments protegits o I'iis de grup TCP en la proteccio dels heterocicles de
les cadenes laterals dels monomers.
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V. CAPITOL 3. sintesi de derivats de Pantocina B
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V.1. La problematica del foc bacteriai el seu control a Espanya

El foc bacteria és una malaltia de quarantena produida pel bacteri Erwinia
amylovora i que afecta diferents especies de plantes, principalment de la familia de les
rosacies. La malaltia és de dificil control una vegada introduida en una zona, i ocasiona la
mort d’arbres de varietats sensibles, principalment de perer i pomer, afectant a la produccid,
modificant I’estructura de varietat del sector de la fruita i incrementant els costos®. Els

arbres afectats i els que es troben en un perimetre de proteccié s'han de cremar.

El foc bacteria es deu a infeccions produides per Erwinia amylovora, un bacteri que
pertany a la familia de les enterobacteriacies i que un cop infecta a la planta es mou
rapidament per entre els espais intercel-lulars causant lesions en el sistema vascular i causar
la mort de I’arbre. Entre les que es troben diferents espécies de Cotoneaster, Crataegus,
Cydonia, Malus, Pyrus, Photinia, Pyracantha, Chaenomeles, Stransvaesia o Sorbus, i que

son importants comercialment com a fruiters o plantes ornamentals.

El foc bacteria va ser detectat per primera vegada el 1780 en I’estat de Nova York
(Estats Units), i es va estendre posteriorment a totes les zones circumdants a Ontario
(Canada) i a altres zones de la costa atlantica, aixi com a la costa del Pacific. Aquesta
bacteriosi arriba a Europa el 1957 al sud d’Anglaterra. Des de llavors i fins I’actualitat s’ha
esteés per Europa com una pinca des del nord i des del sud fins la franja de paisos que inclou
Espanya, Italia, Austria, Suissa i Hongria. A pesar d’aquests fets, no ha sigut descrita en
zones fruiteres de I’hemisferi sud com a Sudafrica, Argentina, Xile o Brasil que son
actualment importants exportadors de fruita de pinyol. A Espanya, es va detectar per
primera vegada al Pais Basc a la provincia de Guiptscoa el 1995° i posteriorment es va
estendre cap el Nord-est per tota la provincia prop de Saragossa. El foc bacteria esta
considerat una malaltia de quarentena a la Unid Europea i per tant, hi ha mesures
preventives enfront la introducci6 i dispersio del seu agent causal. Donat que Espanya esta
considerada com una zona protegida contra el foc bacteria, existeix una legislacid per

controlar qualsevol senyal de la preséncia del patogen.
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El simptoma més caracteristic de la malaltia és I’aspecte cremat de les fulles i brots
de les plantes afectades, que dona origen al seu nom. Els primers simptomes apareixen
generalment a la primavera, quan la planta brota i floreix, ja que en quasi totes les espécies
sensibles, les flors i brots son els organs més afectats. Els atacs en brots herbacis amb
creixements actius es caracteritzen per un canvi de color a les fulles terminals (ennegrit o
vermellds) aixi com per una pérdua de turgencia de I’extrem del brot que es corba en forma
de gaiata de pastor i es marceix. Quant la infeccio afecta a la base d’una branca, aquesta es
marceix completament. A partir de les fulles, la infeccié progressa cap al peciol i el tall del
brot, i en pocs dies, si les condicions son favorables, pot avancar fins a 15-30 cm. El
fullatge adquireix tons foscos, vermellosos 0 ennegrits pero no es produeix desfoliacio i
poden observar-se fulles ennegrides durant tot el periode vegetatiu. Durant I’avanc de les
infeccions poden formar-se ferides en el tronc i branques amb xancres i estries de color

vermelloses®.

La deteccid d'E. amylovora mitjancant metodes sensibles i fiables esta suposant un
aven¢ important en I'establiment de les vies de transmissid, aspecte que avui en dia és poc
conegut i es manté sotmes a bastant especulacié. En la difusié de la malaltia s'han implicat
tant factors climatics (pluja sola o en combinacié amb el vent o aerosols), labors a les
plantacions (poda, recol-leccio, etc.), insectes polinitzadors i fins a ocells. El paper de les
abelles i altres insectes com a vectors ha estat estudiat por diversos autors i s'ha constatat
que la supervivencia d'E. amylovora és escassa en els propis insectes, perd pot ser d'una a
diverses setmanes en el pol-len, néctar i mel. No obstant, el major risc de difusio de la
malaltia a zones protegides resideix en la introduccié de material vegetal portador d'E.

amylovora, i per aixo s’exigeix el passaport fitosanitari.

Els metodes de control del foc bacteria han estat ineficacos per a evitar la seva
extensié i eradicar la malaltia en els paisos en qué aquesta és epidémica. Una vegada
introduida i generalitzada la presencia d'aquesta bacteriosi en una zona, sols és possible
utilitzar mesures de convivencia per a evitar els seus efectes, el que ha obligat a les zones

afectades a una profunda transformacio del sector productiu de poma, pera i nesprer.
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La majoria de metodes de lluita biologica estan basats en bacteries com Erwinia
herbicola (ceps Eh252, M232A, C9-1, NL18, 112Y, LE-15) o Pseudomonas fluorescens
(A506)°%, i ofereixen poques expectatives a curt termini a nivell comercial, degut a la
inconsisténcia dels resultats obtinguts. En molts casos, agquesta inconsisténcia ha estat
deguda a la baixa supervivencia de l'agent de control biologic i limitacions amb la

compatibilitat amb altres métodes quimics®*.

A nivell de lluita biotécnica, s'han assajat metabolits produits per microorganismes
antagonistes d'E. amylovora o extractes de plantes. S'han de citar diversos productes com
enzims derivats de bacteriofags, que afecten especificament a I'exopolisacarid amilovorina
que es un factor de viruléncia, olis essencials o terpens, i compostos complexos d'extractes
d'heura (Mosch et al. 1990, Scortichin & Rossi 1993). Fins al moment de l'inici del present
treball no s'havien realitzat estudis amb péptids antimicrobians, excepte en el cas d'algunes

bacteriocines que s'estan avaluant obtingudes a partir de Serratia sp. (Jabrane et al. 1996)

V.2. Els péptids antimicrobians com a possibles agents de control d'E.

amylovora

L’ aplicacio de productes de sintesi per a la lluita en contra de malalties de plantes i
fruites, ja sigui a nivell de produccié o en el seu posterior emmagatzematge, és una practica
que ha trobat obstacles importants a nivell de salut publica i mediambiental, a aquest fet
s’ha afegit I’aparicié de fenomens de resistencia de poblacions d’alguns agents patogens i,

en alguns casos, la perdua d’efectivitat dels productes bactericides.

Les més recents aproximacions es dirigeixen cap a I’obtencio d’antimicrobians més
segurs per a la salut humana i el medi ambient, el que implica per un costat la investigacid
de compostos naturals actius i, entre diverses families de compostos, la utilitzacio de
péptids antimicrobians pot representar un enfocament Util en la lluita contra agents

patogens dels cultius de plantes d’interés economic®.

La recerca de nous agents d'origen peptidic es un objectiu amb possible implantacio

industrial, ja que la sintesi i comercialitzacio d'estructures peptidiques de baix pes
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molecular seria viable. Recentment s'han descrit péptids de cadena curta amb activitat
antifangica en citrics i tomaquets, també s'han descrit interessants estudis d'efectes additius

en la seva acci6 antibacteriana de combinacions de péptids de cadena relativament curta®®.

V.2.1. Estudis de relacié entre I’estructura quimica i I'activitat biologica
de Pantocina B (36)

Donat que no existeixen tractaments curatius de la malaltia, el present capitol de la
tesi es centra en la recerca de nous productes que permetin pal-liar aquesta mancancga en la
lluita davant el foc bacteria. L'enfoc escollit va ser I'estudi de la sintesi de Pantocina B (36)

(Figura V.1) per poder accedir posteriorment a la sintesi dels seus analegs.

L'existencia de peptids i pseudopéptids, aillats de plantes o animals, que posseeixen
activitat antimicrobiana es ben coneguda®’. El bacteri E. herbicola colonitza la mateixa
superficie de planta que E. amylovora perd no és un bacteri patogen per a la mateixa. S'ha
detectat que produeix la formacio de productes naturals que inhibeixen el creixement de E.
amylovora®, i s'ha identificat la Pantocina B (36) com a responsable d'aquesta accié que es
deu a l'inhibici6 de l'enzim N-acetilornitina aminotransferasa. Per tant es tracta d'un
producte que actua despreés de la seva internalitzacié en el bacteri. D’acord amb Braddy i
col.®® la Pantocina B mostra una concentracié minima inhibitoria de 0,75 nM en condicions
de medi de cultiu minim, i la seva activitat es suprimida per la presencia de I’aminoacid L-

arginina.

(36) ©

T

Figura V.1 - Estructura de la Pantocina B (36).

La sintesi de Pantocina B (36) ha estat descrita® i també s'han realitzat estudis de la
relacié entre I’estructura de Pantocina B (36) i la seva activitat biologica sintetitzant

diversos analegs’* indicats a la Figura V.2 i Figura V.3. La utilitzacié d'aquestes dades es
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un punt de partida per a explorar la sintesi de noves estructures que puguin tenir major

activitat.

Tots els analegs descrits han estat assajats amb I'E. amylovora utilitzant I'assaig de
difusio de disc, mesurant els halos d’inhibicio en cultius en placa de petri produits per

I'aplicacié de dosis de 125 ng, 63 ng 0 31 ng de Pantocina B (36)."

L'efecte de les modificacions estructurals de Pantocina B (36) sobre la seva activitat

biologica es pot analitzar atenent a tres seccions de la molécula (Figura V.2).

N-terminal C-terminal

Figura V.2 - Pantocina B (36) dividida en seccions per a l'estudi de la seva activitat.

Les variacions realitzades en la secci6 N-terminal (Figura V.3) mostren que la
substitucié de L-alanina per glicina, L-valina i L-leucina manté l'activitat antibacteriana i
que disminueix significativament pel cas de la modificacié amb L-fenilalanina i L-prolina.
La modificaci6 amb D-alanina o D-leucina porta a la perdua total d'activitat antibacteriana.
Aquests requeriments estructurals suggereixen que l'accés a la cél-lula via transport peptidic
és essencial per a l'activitat antibacteriana, degut a que els transportadors peptidics mostren

una alta estereoselectivitat, perd una baixa especificitat de substrat'.
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Figura V.3 - Modificacions N- terminal de la Pantocina B (36).

Les variacions realitzades en la seccio central introduint un grup metilé mes o
substituint un hidrogen per un grup metil condueixen a compostos inactius (Figura V.4), fet
que ens indica gque lI'agrupament de metilendiamina central sembla essencial per a l'activitat
de la Pantocina B (36).

Figura V.4 - Modificacions de la secci6 central de la Pantocina B (36).

De les quatre modificacions introduides a la seccio C-terminal (Figura V.5) s'ha

observat que tan sols el derivat sulfoxid manté I'activitat antibacteriana tot i que en molt
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menor grau que Pantocina B (36), el que indica la importancia de mantenir el grup

metilsulfona en l'estructura.

H H O H H 0
N__N
B U T A i L
0 oo:‘s o o
0 H H 0
N__N
HsNJY Mo oyt
3 o) o) ‘s
\

Figura V.5 - Modificacions de la seccié C-terminal de la Pantocina B (36).

V.3. Resultats i discussio.

Aquest apartat descriu els estudis sintétics preliminars realitzats per a la sintesi de
Pantocina B (36) i una col-lecci6 d'analegs seus. Els estudis s’han fet en soluci6 per tal de
que en el futur es puguin traspassar a fase solida i preparar quimioteques d'analegs
mitjancant quimica combinatoria. L'objectiu final sera el desenvolupament d'una futura
linia de nous pseudopeptids d’origen sintetic potencialment aplicables com agents efectius
contra les bacteriosis produides per E. amylovora.

El pla de treball previst ha estat realitzar la sintesi de Pantocina B (36) i d'una
primera tanda d'anadlegs pel posterior estudi de la seva activitat in vitro davant E.

amylovora.
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V.3.1. Sintesi de Pantocina B (36)

Per tal de poder comparar l'activitat de Pantocina B (36) s'ha sintetitzat segons la ruta

descrita per Sutton & Clardy™ reproduint els seus resultats de forma satisfactoria (Esquema V.1).
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Esquema V.1 - Ruta
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El producte Pantocina B (36) s'ha obtingut amb un 95 % de puresa avaluada per
HPLC a 215 nm de longitud d'ona, la senyal corresponent al producte apareix a 20.76 min

(Figura V.6), i s’ha caracteritzat per *H-RMN, *C-RMN i per espectrometria de ESI-MS.

.

3.
1@
15,8
.

Figura V.6 - Cromatograma d'HPLC de la Pantocina B (36) a 215 nm de longitud d'ona.

El pes molecular de la Pantocina B (36) és 295.08 g/mol. El fragment de ESI-MS
que correspon a aquesta massa molecular a l'espectre (Figura V.7) és el de m/z[M*H]:
295.8, la senyal a 277.9 correspon a la massa de la Pantocina B (36) menys una molécula
d'aigua, la senyal de 318.9 correspon a la massa de la Pantocina B (36) més un atom de
sodi.
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Figura V.7 - Espectre de ESI-MS de Pantocina B (36).
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L’espectre de RMN *H a 200 MHz i 25°C de la Pantocina B (36) es mostra a la
Figura V.8, es mostra l'equivaléncia de cadascuna de les senyals de I'espectre *H amb el seu

corresponent proté de la molécula de Pantocina B (36).

N ————A Loy \
i ST O
H,0 HoN "4 N\(NNOH
O 0=S=

Figura V.8 - Espectre de RMN de *H de la Pantocina B (36).

L’espectre de RMN *C a 50 MHz i 25°C de la Pantocina B (36) es mostra a la
Figura V.9, a la es mostra I'equivaléncia de cadascuna de les senyals de I'espectre amb el
seu corresponent carboni a la molécula de Pantocina B (36).
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Figura V.9 - Espectre de RMN de **C de la Pantocina B (36).
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L’activitat de la Pantocina B sintetitzada ha estat comprovada davant de les soques
Ea273 i Ea6076 seguint un protocol equivalent al descrit a la literatura. En un primer assaig
s’han aplicat discs de paper de filtre de 7 mm de diametre impregnats amb solucions de
diferents concentracions en plaques de GA (medi agar contenint D-glucosa, L-asparagina,
acid nicotinic i sals), els resultats es troben resumits a la Taula V.1, on els valors indiquen

el diametre de I’halus d’inhibicié.

Taula V.1 - Resultats del primer assaig amb discs de paper de filtre.

Pantocina B (mM) Ea 273 Ea 6076
10 mM 19 17
1mMm 12 8
0.1 mM 0 0

Un segon assaig s’ha realitzat en el mateix medi pero aplicant la mostra liquida (100
ul) a I’interior d’un cilindre inoxidable de 7 mm de diametre i deixant que es difongui cap a
I’agar ( medi GA). Els resultats es troben resumits a la Taula V.2, on els valors indiquen el

diametre de I’halus d’inhibicio.

Taula V.2 - Resultats del segon assaig aplicant la mostra liquida a I'interior d'un cilindre inoxidable.

Pantocina B (mM) pmols aplicats Ea 273 Ea 6076
10 mM 1 > 30 > 30
1mM 0.1 > 30 > 30
0.1 mM 0.01 > 30 > 30

Ambdds assaigs mostren activitat de la Pantocina B sintetitzada. Es clar que el fet
d’utilitzar discs de paper impregnats dona resultats inferiors a quan s’aplica la mostra en
dissolucio, molt possiblement degut a factors d’absorcié del producte sobre les fibres de
paper. Amb tot, s’ha pogut comprovar I’activitat de Pantocina B, tot i que no es pot fer una
comparacié quantitativa amb les dades de la literatura, i queda pendent per més endavant

posar a punt un métode d’assaig que utilitzi el Bioscreen (lector de microplaques).
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V.3.2. Sintesi de nous analegs de Pantocina B (36)

Per tal d'iniciar un estudi de la relacié estructura-activitat de la Pantocina B (36) s'ha

proposat la sintesi de noves estructures d'acord a les modificacions indicades a la Figura
V.10.

1
R H H O
N N
0 O o Sg2
—————————————————— A R
R": cadenes laterals | (R"metil |
' de L-aminoacids; |  isobutil |
h;é::igié:‘ 77777777 L--—fenil---- :‘1‘
A Bty | R* -OH, -NH,!

Figura V.10 - Modificacions proposades per la Pantocina B (36).

Les modificacions proposades en la seccid C-terminal mantenen el grup
metilsulfona o el substitueixen pels grups fenil o isobutil (R,), i alhora es vol aconseguir
accedir a les variants sulfoxid i sulfur corresponents a diferents estats d'oxidacié de I'atom
de sofre (R3). Quan la sintesi es faci en fase solida, utilitzant el linker de la resina adequat,
s'obtindran totes les sequéncies com a acid terminal o com a amida terminal (Ry), i també es
podra accedir a modificar el grup Ry, 0 sigui a acoblar els L-aminoacids que convingui. A
part també hi ha dues modificacions on el grup sulfoxid ha estat eliminat i en el seu lloc hi
ha una doble enllag en les dues possibles configuracions (Figura V.11).
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o H H R H W R
= N. N R — N_ _N
RZ)W ~ w/kNH2 ~ NH
2
trans CIS
| R®: cadenes laterals ’Fiz’:féﬁf_f,\]g;}
\____de L-aminoacids.:  --------------c

Figura V.11 - Altres variants de la Pantocina B (36) a sintetitzar.
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L'objectiu concret d'aquest treball és accedir a la sintesi de 11 monomers en fase
liquida per al seu posterior ancorament al suport solid. Els 11 monomers proposats son els

que es troben a la Figura V.12.

O
Ho ™ ° Rimen |,
28 isobuti R -, 0,0,

)

\Rl

O o) o
PPN O A

(57) © (58)

Figura V.12 - Monomers a sintetitzar en fase liquida.

A la retrosintesi proposada pels 11 monomers (Esquema V.2) es parteix de l'acid
malic que es protegeix selectivament amb el grup parametoxibenzil i el grup al-lil, per a
continuacié substituir I'alcohol lliure per un grup sulfur. Posteriorment s'oxida el sulfur
selectivament. A continuacié l'eliminacié del grup parametoxibenzil deixara l'acid en
forma lliure per a poder ancorar-lo a la fase solida. A partir de I'acid malic protegit es pot

també accedir a les variants que contenen un doble enllag.

0
. PMB. PMB.. Mo\ JE—
)H/ﬁ( ALl )W AL A7
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R%: O, O,. PMB _ = o, } i
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fenil (@]

Esquema V.2 - Retrosintesi dels 11 monomers en fase liquida.

La ruta proposada per a la sintesi en fase solida de les variants de la Pantocina B
(36) seria la representada a I'Esquema V.3. Es partiria dels monomers sintetitzats que
s'ancorarien al suport, es desprotegirien el grup al-lil, i s'acoblaria la glicinamida que tot
seguit es sotmet a una transposicié de Hoffman sobre suport solid en la que el grup amida

es converteix en grup amina. Aquesta amina lliure permetria I'addicié dels aminoacids
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Fmoc protegits escollits, amb posterior eliminacié del grup Fmoc i desancorament de la

reina, i es podria obtenir una llarga llista de modificacions de la Pantocina B (36).

O H Ra o)
MN N — H NH — H\)k:}
~ NH ~ 2 N OH
1.9\
R 3 Rl/ \RS Rl/ \R3O Rl/S\ 30
' RL metil ERZ: cadenes laterals 1
i isobutil 1 i de L-aminoécids.} 3R3 -0 023
" fenil | | |

Esquema V.3 - Retrosintesi en fase solida dels analegs de Pantocina B (36).

V.3.2.1. Proteccio de I'acid malic amb el grup parametoxibenzil

La monoproteccié de I'acid malic mitjancant el clorur de parametoxibenzil s'ha
realitzat modificant el métode utilitzat per Sutton & Clardy™ de proteccié amb el grup
benzil (Esquema V.4). La reaccid es realitza afegint a 2.4 equivalents d'anhidrid
trifluoroacétic, un equivalent d'acid malic a 0 °C, mentre es manté agitacié continua i es
deixa agitant fins a dissolucié completa, un cop dissolt s'evapora l'anhidrid trifluoroacétic
en exces i safegeixen 2.4 equivalents de TEA i 3.3 equivalents d'alcohol
parametoxibenzilic i es deixa agitant a temperatura ambient tota la nit. EI cru de reaccio es
dissolt amb AcOEt i després de fer diversos rentats es columna obtenint-se conjuntament
I'acid  (S)-3-((p-metoxibenziloxi)carbonil)-3-hidroxipropanoic  (59), l'acid (Z)-3-((p-
metoxibenziloxi)carbonil)acrilic (60) i l'acid (E)-3-((p-metoxibenziloxi)carbonil)acrilic
(61).
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Esquema V.4 - Protecci6 de I'acid malic amb el grup p-metoxibenzil.

El producte (59) ha estat caracteritzat per ressonancia de *H. L'espectre de RMN *H
a 200 MHz i 25 °C es mostra a la Figura V.13.
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Figura V.13 - Espectre de 'H de (59).

L'acid (2)-3-((p-metoxibenziloxi)carbonil)acrilic (60) obtingut ha estat caracteritzat
per ressonancia de *H i ESI-MS.
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Figura V.14 - Espectre de ESI-MS de (60).

El pes molecular de (60) és 236.08 g/mol. El fragment de ESI-MS que correspon a

aquesta massa molecular a I'espectre (Figura V.14) és el de m/z[M+H]"

: 236.8 la senyal a

234.7 correspon a la massa de (60) menys dos hidrogens. L'espectre de RMN *H a 200

MHz i 25 °C de (60) es mostra a la Figura V.15.
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Figura V.15 - Espectre de RMN de *H de (60).

L'acid (E)-3-((p-metoxibenziloxi)carbonil)acrilic (61) no s'ha pogut identificar en

aquesta etapa degut a la dificultat que presenta separar-los en la columna, s'ha optat per
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processar la barreja de reaccié en la seglent etapa i intentar una millor separacié dels

compostos diprotegits.

V.3.2.2. Proteccio amb el grup al-lil

El cru obtingut a I'etapa anterior es va fer reaccionar directament amb bromur d'al-lil
d'acord amb el métode utilitzat per Joullié”® (Esquema V.5). La reacci6 es realitza dissolent
un equivalent de la barreja obtinguda de la reaccio6 anterior, amb 1.1 equivalents de K,COg i
0.1 equivalents de BusNI en DMF i seguidament afegint 1.1 equivalents de bromur d‘al-lil,
es deixa agitant a temperatura ambient tota la nit. El cru de reaccio es dilueix amb AcOEt i
es renta amb una dissolucio6 saturada de clorur sodic. La fase organica s’asseca sobre sulfat
magnesic anhidre, es filtra i es concentra fins a un volum adequat per a la seva purificacio
per columna obtenint-se els productes (S)-3-(al-liloxi)carbonil-2-hidroxipropanoat de p-
metoxibenzil (62) amb un rendiment del 50-55 %, (Z)-3-((al-liloxi)carbonil)acrilat de p-
metoxibenzil (63) amb un rendiment del 20-25 % i (E)-3-((al-liloxi)carbonilacrilat de p-
metoxibenzil (64) amb un rendiment del 10-15 %, calculats a partir de I'acid malic, reactiu

de partida de la primera reaccio.

*ﬁr e
/@A OH o)
(59) 5 (62)
r
O O KCO\ﬁB\ NI 0 0
2L03/ Buy
~0 (60) ' ~0" = (63)
o)
Ao @ o
~o @y ° (64)

Esquema V.5 - Proteccio de (59), (60) i (61) amb el grup al-lil.

Els producte (62) ha estat caracteritzat per ESI-MS, *H-RMN, DEPT135 i *C-RMN
els productes (63) i (64) han estat caracteritzats per ressonancia de *H-RMN, DEPT135 i
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BC-RMN, els temps de retenci6 a I'HPLC sén de 20.1, 23.9, i 25.4 min respectivament
(Figura V.16).

Figura V.16 - HPLC de (62), (63) i (64) a 220 nm.

El pes molecular de (62) és de 294.30 g/mol. El fragment de ESI-MS que correspon
a aquesta massa molecular a l'espectre (Figura V.17) és el de m/z[M+H]": 294.9. En
I'espectre apareixen també els senyals a 312.2, a 317.2 i a 333.2 que corresponen
respectivament a [M+NH4]", [M+Na]" i [M+K]".
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Figura V.17 - Espectre de ESI-MS de (62).

L'espectre de RMN *H a 200 MHz i 25 °C de (62) es mostra a la Figura V.18.
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Figura V.18 - Espectre de *H de (62).

L’espectre de RMN DEPT135 i *3C a 50 MHz i 25°C de (62) es mostra a la Figura

V.19.
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Figura V.19 - Espectre de DEPT135 i **C de (62).

L'espectre de RMN *H a 200 MHz i 25 °C del (Z) 3-al-liloxicarbonilacrilat de p-

metoxibenzil (63) es mostra a la Figura V.20.
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Figura V.20 - Espectre de *H-RMN de (63).

L’espectre de RMN DEPT135 i *3C a 50 MHz i 25°C de (63) es mostra a la Figura
V.21.
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Figura V.21 - Espectre de *C-RMN de (63).

A la Figura V.22 es troba representat I'espectre de FTIR de (62) i a la (Figura V.23),
I'espectre de FTIR de (63) es pot comprovar que son molt similars, amb la diferencia
principal que en l'espectre de (63) no s'observa la banda caracteristica de I'alcohol a la zona
de 3500.
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Figura V.23 - Espectre de FTIR de (63).

L'espectre de RMN *H a 200 MHz i 25 °C de (E) 3-al-liloxicarbonilacrilat de p-

metoxibenzil (64) es mostra a la Figura V.24.
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Figura V.24 - Espectre de *H de (64).
L’espectre de RMN DEPT135 i **C a 50 MHz i 25°C de (64) es mostra a la Figura
V.25.
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Figura V.25 - Espectre de **C de (64).
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V.3.2.3. Substitucio6 del grup hidroxil de (S)-3-(al-liloxi)carbonil-2-

hidroxipropanoat de p-metoxibenzil (62)

Per a la substitucio de I'alcohol de (S)-3-(al-liloxi)carbonil-2-hidroxipropanoat de p-
metoxibenzil (62) per un grup metansulfanil, isobutansulfanil o un tiofenil s'ha seguit el
métode utilitzat per Sutton & Clardy”. La reaccio es realitza dissolent un equivalent de
(62) en diclorometa, i afegint 1.3 equivalents de 2,6-lutidina i 1.2 equivalents d'anhidrid
tiflic a -78 °C, es deixa agitant durant 2 hores i seguidament s'afegeix una barreja de quatre
equivalents de tiometoxid sodic i quatre equivalents d'éter 15-corona-5 dissolt en DMF
(Esquema V.6); o, en el seu cas, afegint quatre equivalents de isobutantiol o de tiofenol
junt amb els quatre equivalents de 2,6-lutidina. Es deixa agitant fins que arribi a

temperatura ambient, es fan diversos rentats i cada cru de reaccio es purifica per columna

flash.
)W ~ Xy
a) Tf,0O, 2.6-lutidina, CHZCIZ
b) 15-corona-5,CH3-S-Na (65)
O
2 YOS
. S, a) Tf,0, 2.6-lutidina, CH,Cl, /@A
OM(O\/\ < ~0 S O
- o4 O b) 15-corona-5,)/\ /< (66)
O 1
(62)
a) Tf,0O, 2.6-lutidina, CH,Cl, /()w )W
b) 15-corona-5,
C O

Esquema V.6 - Substitucio de I'hidroxil del (S)-3-(al-liloxi)carbonil-2-hidroxipropanoat de p-metoxibenzil (62).

A part de cadascun dels tres productes desitjats, també s'obté, en cada reaccid, un
altre subproducte originat per la substitucio de l'alcohol per un clor, amb un percentatge

formacié del subproducte diferent.
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El 3-al-liloxicarbonil-2-cloropropanoat de p-metoxibenzil (68) s'ha caracteritzat per

'H, DEPT135 i 3C i presenta un temps de retenci6 a 'HPLC de 20.2 min (Figura V.26).

_\-\___________,__.._..—-——-—'—-—"—"—'_"_'_ -
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Figura V.26 - Cromatograma d’HPLC de (68) a 220 nm.

L'espectre de RMN *H a 200 MHz i 25 °C de (68) es mostra a la Figura V.27.
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Figura V.27 - Espectre de *H-RMN de (68).

L’espectre de RMN DEPT135 i **C a 50 MHz i 25°C de (68) es mostra a la Figura
V.28.
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Figura V.28 - Espectre de **C-RMN i DEPT135 de (68).

El producte (R)-3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (65)
s'ha obtingut amb un rendiment del 65-70 % i el subproducte (68) amb un 10-15 %. El
producte (65) s'ha caracteritzat per ESI-MS, 'H-RMN, DEPT135, *C-RMN i FTIR i
presenta un temps de retencié a 'HPLC de 25.8 min (Figura V.29).
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Figura V.29 - Cromatograma d’HPLC de (65) a 220 nm.

El pes molecular de (65) és de 324.39 g/mol, que en l'espectre (Figura V.30)
correspon a la senyal de 324.9. En l'espectre de ESI-MS apareixen també els senyals a

346.9 i el de 362.9 que corresponen respectivament a [M+Na]" i [M+K]".
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Figura V.30 - Espectre de ESI-MS de (65).

L'espectre de RMN *H a 200 MHz i 25 °C de (65) es mostra a la Figura V.31.
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Figura V.31 - Espectre de *H-RMN de (65).

L’espectre de RMN DEPT135 i **C a 50 MHz i 25°C de (65) es mostra a la Figura
V.32.
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Figura V.32 - Espectre de *C-RMN i DEPT135 de (65).

El producte (R)-3-al-liloxicarbonil-2-isobutilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil
(66) s'ha obtingut amb un rendiment del 15-20 % i el subproducte (68) amb un 50-55 %. El
producte (66) s'ha caracteritzat per *H, DEPT135 i *3C i presenta un temps de retenci6 a
I'HPLC de 29.16 min (Figura V.33).

L]

[

L]
00

5.8
15
na
#a
0.9

-------

Figura V.33 - Cromatograma de (66) a 220 nm.

L'espectre de RMN *H a 200 MHz i 25 °C de (66) es mostra a la Figura V.34.
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Figura V.34 - Espectre de "H-RMN de (66).
L’espectre de RMN DEPT135 i **C a 50 MHz i 25°C de (66) es mostra a la Figura
V.35.
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Figura V.35 - Espectre de **C-RMN de (66).
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El producte (R)-3-al-liloxicarbonil-2-fenilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (67)
s'ha obtingut amb un rendiment del 85-90 % i el subproducte (68) amb un rendiment del 5-
10 %. EIl producte (67) s'ha caracteritzat per ESI-MS, *H, DEPT135 i *C i presenta un
temps de retencio a I'HPLC de 29.31 min (Figura V.36).
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Figura V.36 - Cromatograma de (67) a 220 nm.

El pes molecular de (67) és de 386.46 g/mol, que en l'espectre (Figura V.37)
correspon a la senyal de 387.2. En l'espectre de ESI-MS apareixen també els senyals a

404.3, 409.1 i el de 425.2 que corresponen respectivament a [M+NH,]", [M+Na]*, [M+K]".
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Figura V.37 - Espectre de ESI-MS de (67).

L'espectre de RMN *H a 200 MHz i 25 °C de (67) es mostra a la Figura V.38.
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Figura V.38 - Espectre de *H-RMN de (67).
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L’espectre de RMN DEPT135 i **C a 50 MHz i 25°C de (67) es mostra a la Figura

V.39,
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Figura V.39 - Espectre de *C-RMN de (67).

A la Figura V.40 es troba representat lI'espectre de FTIR del (S)-3-al-liloxicarbonil-
2-hidroxipropanoat de p-metoxibenzil (65) i a la Figura V.41 I'espectre de FTIR del (R)-3-

al-liloxicarbonil-2-fenilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (67), es pot comprovar que son
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molt similars, amb la diferencia principal que en I'espectre de (65) no s'observa la banda
caracteristica de I'alcohol a la zona de 3500, pero si apareixen bandes noves de gran

intensitat a la zona de 2900 en el cas de (65) i bandes més debils en el cas de (67).
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Figura V.41 - Espectre de FTIR de (67).

V.3.2.4. Monooxidacié del (R)-3-al-liloxicarbonil-2-
metilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (65)

Per a la monooxidaci6 de (65) s'ha seguit el métode utilitzat per Sutton & Clardy™
(Esquema V.7). La reaccio es realitza dissolent un equivalent de (65) en diclorometa i

afegint, a 0 °C, 1.1 equivalents de I'acid metacloroperbenzoic (mMCPBA), es deixa agitant 30
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min. i s'afegeix una solucié de tiosulfat sodic per tal d’aturar la reaccid. Es realitzen
diversos rentats i el cru de reaccid es purifica per columna flash, obtenint-se el producte
(x)-3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfinilpropanoat de p-metoxibenzil (69) amb un rendiment
del 80-85 %.

0 °C, 30 minuts ~_
(65) (69)

O 0]
/@/\OMO\/\ 1.1 eq MCPBA /@AO)WO\/\
~0 S 0 o S5 O

Esquema V.7 - Monooxidacio de (65).

El producte (z)-3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfinilpropanoat de p-metoxibenzil (69)
s'ha caracteritzat per *H, DEPT135 i *C i presenta un temps de retencié a 'HPLC de 20.3
min (Figura V.42).
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Figura V.42 - Cromatograma d’HPLC de (69) a 220 nm.

L'espectre de RMN *H a 200 MHz i 25 °C de (69) es mostra a la Figura V.43, es pot
observar que els protons de les posicions 1 i 4 apareixen desdoblats degut a la oxidacio del
sofre, és degut a qué s'obtenen diastereoisomers, s'esta introduint un nou estereocentre,
també s'observa un canvi important en els protons de 2 respecte al de la molécula sense

oxidar.
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Figura V.43 - Espectre de *H de (69).

L’espectre de RMN DEPT135 i **C a 50 MHz i 25°C de (69) es mostra a la Figura
V.44, es pot observar que les senyals dels carbonis (1, 2, 4, 13 i 14) més propers a I'atom de

sofre també es mostren desdoblats.
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Figura V.44 - Espectre de **C de (69).
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V.3.2.5. Dioxidacio del (R)-3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfanilpropanoat
de p-metoxibenzil (65) i del (R)-3-al-liloxicarbonil-2-

fenilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (67)

Per a la dioxidacio del (S)-3-alliloxicarbonil-2-metilsulfanilpropanoat de p-
metoxibenzil (65) i del (S)-3-al-liloxicarbonil-2-fenilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil
(67) s'ha seguit el métode utilitzat per Sutton & Clardy’ (Esquema V.8). Les reaccions es
realitzen dissolent un equivalent de (65) o de (67) en diclorometa, i afegint 2.2 equivalents
d'acid metacloroperbenzoic (mCPBA), i es deixen agitant tota la nit; a continuacio
s'afegeix una solucié de Na,S,03 per tal d’aturar la reaccio. Es realitzen diversos rentats i es
purifica el cru per columna flash, obtenint-se els productes (£)-3-al-liloxicarbonil-2-
metilsulfonilpropanoat de p-metoxibenzil (70) o el (£)-3-al-liloxicarbonil-2-

fenilsulfonilpropanoat de p-metoxibenzil (71) amb uns rendiments del 65-70 % cadascun.

overnight

O o
—~ P s 0 - 0=5-00

(65) 70)

o o)
0
B O)WO\/\ 2.2 eq MCPBA Qﬂow X
~o NF S O overnight — ~g~ 0=5=00
i (67) @(71)

Esquema V.8 - Dioxidacid de (65) i (67).

El producte () 3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfonilpropanoat de p-metoxibenzil (70)
s'ha caracteritzat per *H, DEPT135 i *C i presenta un temps de retencié a 'HPLC de 22.7
min (Figura V.45).
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Figura V.45 - Cromatograma d’HPLC de (70) a 220 nm.

L'espectre de RMN *H a 200 MHz i 25 °C de (70) es mostra a la Figura V.46.
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Figura V.46 - Espectre de *H-RMN de (70).

L’espectre de RMN DEPT135 i **C a 50 MHz i 25°C de (70) es mostra a la Figura
V.47,
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Figura V.47 - Espectre de **C-RMN de (70).

El producte () 3-al-liloxicarbonil-2-fenilsulfonilpropanoat de p-metoxibenzil (71)
s'ha caracteritzat per *H. L'espectre de RMN *H a 200 MHz i 25 °C de (71) es mostra a la

Figura V.48.
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Figura V.48 - Espectre de *H-RMN de (71).
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V.3.2.6. Eliminiaci6 del grup p-metoxibenzilics

L'eliminaci6 desproteccid del grup p-metoxibenzil dels compostos (Z) 3-
al-liloxicarbonilacrilat de  p-metoxibenzil ~ (63), del (R)-3-al-liloxicarbonil-2-
metilsulfanilpropanoat de  p-metoxibenzil ~ (65), del (%)-3-al-liloxicarbonil-2-
metilsulfonilpropanoat de p-metoxibenzil (70) i del (R)-3-al-liloxicarbonil-2-
fenilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (67) (Esquema V.9). S'ha realitzat dissolent un
equivalent de cada producte en una dissolucié de 10 % de TFA en diclorometa durant 3-4
hores. Es realitzen diversos rentats amb una solucid saturada de bicarbonat sodic, s’asseca
la fase organica i s'evapora el dissolvent obtenint-se els productes acid (Z)-3-
(al-liloxi)carbonilacrilic (58), acid (R)-3-(al-liloxi)carbonil-2-metilsulfanilpropanoic (48),
I'acid (z)-(3-al-liloxi)carbonil-2-metilsulfonilpropanoic (50) o acid (R)-3-(al-liloxi)carbonil-

2-fenilsulfanilpropanoic (51) amb uns rendiments del 90-95 % respectivament.

(0] O e} e}
TFA / CH,Cl,
‘ N OMOM HOMO/\/
58
~o NF (63) (58)
o] o)
1) 2 3 e}
/()V\O Xy TFA/CHCl, Ho ~ X
~o F s o0 R Sl O
(65) (48)
o)
O)WO\/\ TFA / CH,Cl HO)WO\/\
\O O:‘S:O O O:‘S:O O
(70) (50)
o) O
2 3 0
X OMO\/\ TFA / CH,Cl, HO)W R
\O/‘ = S (@] Sl O
@ (67) @ - (51)

Esquema V.9 - Eliminacié de p-metoxibenzil de (63), (65), (70) i (67).

L'acid (2)-3-(al-liloxi)carbonilacrilic (58) s'ha obtingut amb una puresa d'HPLC del
95 %. El producte (58) s'ha caracteritzat per *H-RMN, DEPT135-RMN, *C-RMN i FTIR i
presenta un temps de retencié a 'HPLC de 14.0 (Figura V.49).
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Figura V.49 - Cromatograma d’HPLC de (58) a 220 nm.

L'espectre de RMN *H a 200 MHz i 25 °C de (58) es mostra a la Figura V.50.
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Figura V.50 - Espectre de *H-RMN de (58).

L’espectre de RMN DEPT135 i **C a 50 MHz i 25°C de (58) es mostra a la Figura
V.51.
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Figura V.51 - Espectre de *C-RMN de (58).

A la Figura V.52 es troba representat l'espectre de FTIR de l'acid (Z)-3-
(al-liloxi)carbonilacrilic (58), si es compara respecte a la Figura V.23 I'espectre de FTIR de
el (2)-3-(al-liloxi)carbonilacrilat de p-metoxibenzil (63) es pot comprovar que son molt
similars, amb la diferencia principal que en I'espectre de (58) s'observen bandes amples a la
zona de 3000 i una senyal d'intensitat mitja a la zona de 1640 caracteristiques de l'acid
carboxilic.

“n
L
"

(1)

pre - . =  — S —
2500
bk e — Wavenumbers

—— P —

Figura V.52 - Espectre de FTIR de (58).
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L'acid (R)-3-(al-liloxi)carbonil-2-metilsulfanilpropanoic (48) s'ha obtingut amb una
puresa d'HPLC del 94 %. El producte (48) s'ha caracteritzat per RMN *H, DEPT135 i °C i
presenta un temps de retencidé a 'HPLC de 16.0 min (Figura V.53).
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Figura V.53 - Cromatograma d’HPLC de (48) a 220 nm.

L'espectre de RMN *H a 200 MHz i 25 °C de (48) es mostra a la Figura V.54.
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Figura V.54 - Espectre de *H-RMN de (48).

L’espectre de RMN DEPT135 i **C a 50 MHz i 25°C de (48) es mostra a la Figura

V.55.
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Figura V.55 - Espectre de **C-RMN de (48).

L'acid (z)-3-(al-liloxi)carbonil-2-metilsulfonilpropanoic (50) s'ha caracteritzat per
'"H-RMN, DEPT135-RMN i *C-RMN. L'espectre de RMN *H a 200 MHz i 25 °C de (50)

es mostra a la Figura V.56.

Figura V.56 - Espectre de 'H de (50).

L’espectre de RMN DEPT135 i **C a 50 MHz i 25°C de (50) es mostra a la Figura
V.57.

141



V. Capitol 3: Resultats i discusio

\—.l 18

B
—118.5M

B.08s

n.&

T6.B!
—— 6.5
B

[}

k1

Lo

Figura V.57 - Espectre de **C de (50).

L'acid (R)-3-(al-liloxi)carbonil-2-fenilsulfanilpropanoic (51) s'ha caracteritzat per
'H, DEPT135, **C i FTIR. L'espectre de RMN *H a 200 MHz i 25 °C de (51) es mostra a la

Figura V.58.

Figura V.58 - Espectre de 'H de (51).

L’espectre de RMN DEPT135 i **C a 50 MHz i 25°C de (51) es mostra a la Figura

V.59.
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Figura V.59 - Espectre de *C de (51).

A la Figura V.60 es troba representat l'espectre de FTIR de l'acid (R)-3-
(al-liloxi)carbonil-2-fenilsulfanilpropanoic (51), si es compara respecte a la Figura V.41
I'espectre de FTIR del (R)-3-al-liloxicarbonil-2-fenilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil
(67) es pot comprovar que son molt similars, amb la diferéncia principal que en l'espectre
de (51) s'observen bandes amples a la zona de 3000 i una senyal d'intensitat mitja a la zona

de 1640 caracteristiques de I'acid carboxilic.
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Figura V.60 - Espectre de FTIR de (51).

Fins aquest punt, els estudis realitzats han permes arribar a la sintesi de nou

compostos intermedis dels onze proposats per a la sintesi d'analegs de Pantocina B en
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forma de esters p-metoxibenzilics i quatre sense el grup p-metoxibenzil. Les estructures

dels compostos i quantitats obtingudes estan resumides a la Figura V.61

/@/\O)H/\H/O\/\
~o Cl 0 1374

Figura V.61 - Resum de les estructures dels compostos obtinguts.
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Conclusions

1. S’ha sintetitzat per primera vegada el nucleoaminoacid N-Fmoc-N-[2-(timin-1-
il)etil]-B-alanina (Fmoc-TEtpAla-OH) (3) i per una nova via el nucleoaminoacid N-Fmoc-
N-[2-(timin-1-il)etil]glicina (4).

2. S’ha aplicat el nou nucleoaminoacid N-Fmoc-N-(timin-1-iletil)-B-alanina (3) a la
sintesi en fase solida de les seqiiencies des nucleopeptids H-TEtBAla-TEtBAla-Gly-NH;
(23), H-TEtpAla-Gly-TEtBAla-Gly-TEtpAla-Gly-NH, (25), i H-TEtpAla-TEtBAla-
TEtpAla-TEtBAla-TEtpAla-TEtBAla-NH, (27).

Altres conclusions destacables d’aquests treballs sén:

a. S’han sintetitzat satisfactoriament els intermedis N-BOC-2-bromoetilamina (6),
tosilat de N-BOC-2-aminoetil (7), N'-2-aminoetiltimina (5) i N*-benzoil-N-(N-
BOC-2-aminoetil)-timina (14) necessaris per a la sintesi dels nucleoaminoacids N-
Fmoc-N-[2-(timin-1-il)etil]-B-alanina (3) i N-Fmoc-N-[2-(timin-1-il)etil]glicina (4).

b. No s’ha aconseguit la monoalquilacio directa i selectiva al nitrogen en posicié 1
de la timina sense protegir el nitrogen de la posicio 3.

c. No s’ha aconseguit I’alquilacié de la molécula N3-benzoil-N'-(N-BOC-2-amino-
etil)-timina (14) sense la desproteccio prévia del grup benzoil.

d. No s’ha aconseguit I’alquilaci6 directa de la molécula N'-(2-amino-etil)-N*-
benzoiltimina (17) en medi basic degut a la transposicio del grup acetil.

3. S'han sintetitzat els tres monomers de PNA TCP protegits: TCP-A(Z)-OH (30),
TCP-G(Z)-OH (31) i TCP-C(2)-OH (32).

4. S'ha estudiat I’aplicaci6 dels nous monomers TCP protegits a la sintesi en fase
solida d’oligomers de PNA. Tot i que s’ha aconseguit la sintesi dels models TCP-A(Z)-
Gly-NH; (33), TCP-C(2)-Gly-NH, (34) i TCP-C(2)-T-Gly-NH. (35), els resultats no han
estat satisfactoris i es considera que podrien ser millorats emprant monomers purificats i

ajustant les condicions d’acoblament.
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5. S'ha sintetitzat el pseudopéptid natural Pantocina B (36) i s'ha comprovat in vitro

la seva capacitat inhibidora d'E. amylovora.

6. S'han sintetitzat vuit nous intermedis protegits dels onze proposats per a la sintesi

en fase solida de les variants de Pantocina B (36). D’aquests s’han obtigut desprotegits els

compostos:

acid  (2)-3-(al-liloxi)carbonilacrilic (58), acid (R)-3-(al-liloxi)carbonil-2-

metilsulfanilpropanoic (48), acid (z)-3-(al-liloxi)carbonil-2-metilsulfonilpropanoic (50) i

del acid (R)-3-(al-liloxi)carbonil-2-fenilsulfanilpropanoic (51).
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Altres conclusions destacables d’aquests treballs sén:

a. S'ha sintetitzat el (E)-3-(al-liloxi)carbonilacrilat de p-metoxibenzil (64) necessari
per a la sintesi de I’acid (E)-3-al-liloxicarbonil-acrilic (57).

b. Sha sintetitzat el (z)-3-(al liloxi)carbonil-2-fenilsulfonilpropanoat de p-
metoxibenzil (71) necessari per a la sintesi de I’acid (x)-3-al-liloxicarbonil-2-
fenilsulfonilpropanoic (53).

c. S'ha sintetitzat el (z)-3-(al liloxi)carbonil-2-metilsulfinilpropanoat de p-
metoxibenzil (69) necessari per a la sintesi de I’acid (x)-3-(al-liloxi)carbonil-2-
metilsulfinilpropanoic (49).

d. Sha sintetitzat el (R)-3-(al-liloxi)carbonil-2-fenilsulfanilpropanoat de p-
metoxibenzil (67) necessari per a la sintesi de I’acid (x)-3-al-liloxicarbonil-2-
fenilsulfinilpropanoic (52).

e. S'ha sintetitzat el (R)-3-(al-liloxi)carbonil-2-isobutilsulfanilpropanoat de p-
metoxibenzil (66) necessari per a la sintesi de I’acid (R)-3-(al-liloxi)carbonil-2-
isobutilsulfanilpropanoic (54), de I’acid ()-3-(al-liloxi)carbonil-2-
isobutilsulfinilpropanoic  (55) i de l'acid  (x)-3-(alliloxi)carbonil-2-
isobutilsulfonilpropanoic (56).

f. S'ha aillat i caracteritzat el 3-al-liloxicarbonil-2-cloropropanoat de p-metoxibenzil
(68) que s'obté com a subproducte en les reaccions de substitucié amb tiols.
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VII.1. Utillatge de laboratori.

Els punts de fusi6 han estat determinats en un aparell de punt de fusié Mel-Temp.
Els dissolvents s’han evaporat a pressio reduida en un rotavapor Heidolph.

L’aigua ha estat purificada mitjancant un destil-lador Comecta S.A. model
Destilation 31.

VIl.2. Dissolvents i reactius.

Els reactius de partida han estat subministrats per Sigma-Aldrich. Els aminoacids
protegits han estat subministrats per Novabiochem. La resina PEG-PS amino metilada, el
handle PAL son de Millipore. L’HBTU és de Advanced ChemTech.

Els dissolvents utilitzats son de qualitat per a sintesi, purificats mitjancant
destil-lacié i subministrats per Panreac PA. L’acetonitril utilitzat com a eluent d’HPLC és

de qualitat gradient de Panreac.

VII.3. Métodes analitics.

VII.3.1. Cromatografia en capa fina.

La cromatografia en capa fina s’han realitzat en plaques de gel silice Scharlau o
Machery-Nagel (0.25 mm d’espessor, en suport d’alumini) amb indicador fluorescent
UV2s4. El proces de visualitzacio s’efectua mitjancant una lampada de llum UV, o ruixant
la placa amb un reactiu adequat.

VII.3.2. Analisi qualitatiu de resines i peptidil-resines.

Test de ninhidrina

Per avaluar qualitativament I’eficacia dels acoblaments sobre amines primaries en

SPPS s'utilitza I’assaig de ninhidrina o test de Kaiser "*(Kaiser i col., 1970), que es basa en
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la reaccié de transaminacié-descarboxilacié que té lloc entre el grup amino primari (N*) de

I’aminoacid i la ninhidrina per donar el porpra de Ruhemann.

S’utilitzen tres reactius:
Reactiu A: Dissolucié de 500 mg de ninhidrina en 10 ml d’etanol absolut.
Reactiu B: Dissolucio de 100 mg de fenol de 25 ml d’etanol absolut.
Reactiu C: 1 ml de dissoluci6 de 1 mM de NaCN en 49 ml de piridina

destil-lada sobre ninhidrina.

Una mostra de resina es tracta amb 3 parts iguals de cada reactiu i s'escalfa a 100 °C
durant 3 min. Aquest test permet fer un consum de resina minim per a cada assaig, el test es
pot realitzar en capil-lars de punt de fusié (Vilaseca & Bardaji, 1995). L’assaig és positiu
(aproximadament meés de 1 umol de grups amino/ g resina) quan apareix una coloracio
blava en la resina o en el liquid sobrenedant. Aquest resultat indica la presencia d’amines
primaries a la mostra. L’assaig és negatiu (abséncia de grups amino lliures) quan s’observa

una coloracié groga o groc-verdosa.
Test del cloranil

Per avaluar qualitativament I’eficacia dels acoblaments en sintesi en fase solida en
preséncia d’amines secundaries s’utilitza el test del cloranil”®, que es basa en la reacci6
d’addicid entre el cloranil i I’enamina formada en la reaccié de I’acetaldehid amb I’amina

secundaria donant color blau.

S’utilitzen dos reactius:
Reactiu A: Dissolucio al 2 % d’acetaldehid en DMF.

Reactiu B: Dissoluci6 al 2 % de cloranil en DMF.

El procediment seguit en I’assaig del test del cloranil es basa en afegir a una mostra
de 1-5 mg de resina una gota de dissolucié al 2 % d’acetaldehid en DMF i una gota de
dissoluci6 de cloranil en DMF, i la barreja es deixa a 23 °C durant 5 min. L’assaig és

positiu quan apareix una coloracio blava en la resina o en el liquid sobrenedant. Aquest
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resultat indica la preséncia d’amines secundaries a la mostra. L’assaig €s negatiu (abséncia

de grups amino lliures) quan s’observa una coloraci6 groga o groc-verdosa.

VII.3.3. Analisi per HPLC en fase reversa.

La cromatografia liquida d’alta resolucio (HPLC) s’ha realitzat en un equip format
per una bomba binaria P2000 de Thermo Separation Products, un detector
espectrofotometric UV/Vis Perkin Elmer LC 290 de A variable i un integrador Perkin

Elmer Nelson 1020 i una impressora HP Deskjet 400.

Per I’analisi de mostres s’ha utilitzat una columna en fase reversa Cig Spherisorb
ODS-2 5 um (25 x 0’46 cm) (Tecnokroma) i el sistema d’eluents (préviament desgasats al
buit durant 20 min), seglents: A 0.1 % de TFA en aigua i B 0.1 % de TFA en acetonitril.
S’ha treballat tant en condicions isocratiques com en gradient, amb un flux de 1.0 ml/minut.
El gradient general utilitzat en la major part de les analisis ha estat de A:B (de 1:0 durant 2
min, fins a 0:1 en 23 min i fins a 1:0 en 10 min). El gradient utilitzat per la deteccid dels
oligomers TCP-A(Z)-Gly-NH, (33), TCP-C(Z)-Gly-NH, (34), TCP-A(Z)-Gly-NH; (35) i
NH-A(Z)-Gly-NH, (36) ha estat de A:B (de 1:0 durant 2 min, fins a 0:1 amb 8 min i fins a
1:0 en 5 min). En general la deteccio sha fet a 220 nm., pels productes amb timina,
guanina, citosina i adenina s’ha detectat també a A = 265 nm., i pels productes amb el grup

protector TCP a mes a mes s'ha detectat a A = 335 nm.

VII.3.4. Analisi per ESI-MS.

S’ha utilitzat un espectrometre de masses de baixa resoluci6 amb analitzador
quadrupolar Navigator (Finnigan, MassLabGroup) amb sistema Aqua i font d’ionitzacio
quimica a pressio atmosferica (APCI) i electroesprai (ESI-MS) mitjancant un aparell amb
modus d’ionitzacio positiu i negatiu. L’interval de masses de I’analitzador és de m/z 2-
1600. Les mostres han estat introduides via bomba cromatografica liquida a un flux de 0.3

ml/min usant com a fase mobil H,O-ACN 3:7 o per infusio directa.
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VII.3.5. Analisi elemental.

Les analisis elementals han estat realitzades en un aparell Thermo Instruments
model EA 1110 CHNS/O (Servei Técnic de Recerca de la Universitat de Girona) i en un
analitzador elemental Carlo Erba Instruments EA 1108 CHNS/O, amb mostrejador per a 50
mostres, microbalanca Sartorius XM 10000P i software EAGER 200 de Carlo Erba
Instruments. Les condicions analitiques emprades son: T oxidacié 1020 °C, T GC 60 °C,
columna Porapak PQS 2 m, flux heli portador 100 ml/min, flux oxigen 20 ml / min i

detector de conductivitat termica.

VII.3.6. Espectroscopia d’infraroig.

Els espectres de FTIR s’han enregistrat en un aparell Nicolet 205FT-IR. Les bandes

d’absorcié estan donades en cm™, f = forta, m = mitja, d= débil i b.a.= banda ampla.

VII.3.7. Ressonancia magnetica nuclear.

Els espectres de ressonancia magnética nuclear de *H-RMN han estat enregistrats a
200 MHz i els de *C-RMN a 50.33 MHz en un aparell Bruker model OPX200 Advance
(4.7 T) (Servei Tecnic de Recerca de la Universitat de Girona).

Els desplagcaments quimics es donen en & (ppm) utilitzant com a referencia interna
tetrametilsila (TMS). Abreviatures: s (singlet), d (doplet), t (triplet), q (quadruplet), m
(multiplet).

S’han dut a terme experiments de DEPT per tal d’assignar els espectres de **C-

RMN i en els casos que ha estat necessari s’han enregistrat espectres COSY.
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VIII. Part experimental: Capitol 1

VIII.1. Capitol 1. Sintesi de nucleoaminoacids de timina i aplicacio en la

sintesi d'oligomers en fase solida

VIII.1.1. Sintesi dels reactius de partida per a la sintesi de I'intermedi N*-2-

aminoetiltimina (5)
VIII.1.1.1. Sintesi de N-BOC-2-bromoetilamina (6)

Dins un bal6 de 250 mL de capacitat es dissolen 6.57 g (32 mmols) de
monobromohidrur de 2-bromoetilamoni i 7 g (32 mmols) de diBOC en 150 mL de
diclorometa. A la soluci6 anterior s’afegeix gota a gota durant 2 hores 4.48 mL (32 mmols)
de trietilamina, amb agitacié magnética i a t.a. La barreja de reacci6 s’agita durant 3 hores i
s’addiciona 1.314 g (6.4 mmols) de diBOC i 0.90 mL (6.4 mmols) de trietilamina. Es deixa
reaccionar durant tres hores i s’elimina el dissolvent a pressié reduida. El residu obtingut es
dissol en 100 mL d’AcOEt i es renta cinc vegades amb 25 mL d'acid clorhidric 0.05 M i
una amb 25 mL de soluci6 saturada de clorur sodic. La solucié obtinguda s’asseca sobre
sulfat sodic anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent a pressio reduida obtenint 6.6 g (91

%) del producte N-BOC-2-bromoetilamina (6) en forma d’oli incolor.
N-BOC-2-bromoetilamina (6)

TLC: R.f.=0.52 hexa / AcOEt/ AcOH, (3:2:0.5). Revelador: HCI i ninhidrina.

FTIR (KBr): 3346m, 2974m, 1751d, 1694f, 1516f, 1516f, 1366m, 1392d, 1366m, 1302d,
1273m, 1252m, 1169f, 952d, 864d, 555d, 401d.

'H-RMN (CDCly): 4.90 (t, 1H, NH), 3.47-3.41 (t, 2H, BrCH,), 3.42-3.34 (q, 2H, CH,N),
1.38 (s, 9H, C(CHs)3).

BC-RMN (CDCls): 152.23 (COO0), 79.79 (C(CHs)3), 42.34 (BrCH,), 32.69 (CH,N), 28.28
(C(CHa)).
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VIII.1.1.2. Sintesi de tosilat de N-BOC-2-aminoetil (7)

Dins un bal6 de 100 mL de capacitat es dissolen 0.59 g (4.68 mmols) de N-BOC-2-
aminoetanol (8) en 50 mL de piridina, es refreda amb un bany de gel (4 °C) i sota agitacid
magnetica s'addiciona 1.34 g (7.02 mmols) de clorur de tosil en petites porcions. S’agita
durant 17 hores deixant que arribi a temperatura ambient. La mescla de reaccio es dilueix
en 25 mL de diclormeta i es renta tres vegades amb 10 mL d'acid clorhidric 0.05 M i un cop
amb 10 mL de solucio saturada de clorur sodic. S’asseca sobre sulfat sodic anhidre, es filtra
i s’elimina el dissolvent a pressio reduida. El residu es purifica per columna “flash” amb
SiO; eluint amb una barreja d'hexa/AcOEt (80:20). S’obtenen 0.33 g (22 %) del producte
de tosilat de N-BOC-2-aminoetil (7) en forma de solid blanc i 0.39 g (72 %) de di-N,N'-

diBOC-bis-2-aminoetil éter (9) en forma d’oli transparent.
Tosilat de N-BOC-2-aminoetil (7)

P.f.: 132-134 °C.

TLC: R.f. =0.8 hexa / AcOEt/ AcOH, (3:2:0.5). Revelador: HCI 1N, assecat i ninhidrina.
HPLC: tg = 19 min.

FTIR (KBr): 3214d, 3092d, 1751f, 1703f, 1640f, 1488d, 1420f, 1322d, 1250m, 1220m,
966d, 893d, 786d, 763d, 706d, 688d, 588d, 546d, 477d.

'H-RMN (CDClz): 7.85-7.80 (d, 2H, H arom.), 7.41-7.37 (d, 2H, H arom.), 4.86 (d, 1H,
NH), 4.13-4.08 (t, 2H, OCH,), 3.45-3.37 (g, 2H, CH>N), 2.49 (s, 3H, CCH3), 1.44 (s, 9H,
C(CHa)3).

BC-RMN (CDCls): 155.53 (COO), 142.29 (CHsC arom.), 132.49 (CS arom.), 129.87 (C
arom.), 127.97 (C arom.), 69.34 (OC(CHs)s)), 64.88 (OCH,), 40.525 (CH,N), 28.17
(C(CHs)3), 21.54 (CHsC).

di-BOC-2-aminoetil éter (9)

TLC: R.f. =0.74 hexa / AcOEt / AcOH, (3:2:0.5). Revelador: HCI 1N, assecat i ninhidrina.
FTIR(film): 3346m, 2978m, 2978m, 2933d, 1752d, 1694f, 1516f, 1366m, 1272f, 1252f,
1170f, 1170f, , 952d, , 864d, 575d.
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'H-RMN (CDCls): 4.98 (s, 2H, NH), 3.67-3.63 (t, 4H, OCHy), 3.61-3.51 (g, 4H, CH,N),
1.51 (s, 18H, CCHy).

BC-RMN (CDCly): 154.62 (COO), 78.83 (C(CHs)s), 59.382 (OCH,), 43.304 (CH,N),
27.34 (C(CHa)s).

VIII.1.2. Sintesi de N'-(N-BOC-2-aminoetil)-timina (10) per alquilacié de

timina amb N-BOC-2-bromoetilamina (6).

Dins un bal6 de 25 mL s’afegeixen 56.3 mg (0.25 mmols) de timina, 61.7 mg (0.45
mmols) de carbonat potassic i 4 mL de DMF, s’escalfa la barreja a 40 °C i es deixa amb
agitacié magneética durant 30 min. A la solucio s’afegeix gota a gota durant 2 hores, 100 mg
(0.45 mmols) de N-BOC-2-bromoetilamina (6) i s’agita durant 12 hores a 40 °C. Es deixa
refredar a t.a. i s’afegeix 25 mL d’AcOEt, la dissolucié obtinguda es renta 5 vegades amb
10 mL d' acid clorhidric 0.05 M, tres vegades amb 10 mL de dissoluci6 al 10 % de
bicarbonat sodic i un cop amb 10 mL de dissolucié saturada de clorur sodic, s’asseca sobre
sulfat sodic anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent a pressid reduida. El residu obtingut
es purifica per columna “flash” amb SiO, eluent amb barreges d'hexa/AcOEt (80:20).
S'obtenen 11 mg d'un solid blanc (10 %) identificat com N*-(N-BOC-2-aminoetil)-timina
(10) i 18 mg (15 %) d'un altre solid blanc identificat com O*-(N-BOC-2-aminoetil)-timina
(112).

N*-(N-BOC-2-aminoetil)-timina (10)

HPLC: tg = 12.5 min.

'H-RMN (DMSO0): 11.13 (s, 1H, NH timin), 7.26 (s, 1H, CH timin.), 6.88-6.64 (t, 1H,
CH2NH), 3.66-3.30 (t, 2H, NCH,), 3.19-3.10 (q, 2H, CH;NH), 1.73 (s, 3H, CH3C), 1.33 (s,
9H, C(CHj3)3).

0*(N-BOC-2-aminoetil)-timina (11)

HPLC: tg = 13.8 min.
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'H-RMN (CDCly): 9.44 (d, 1H, NH timina), 6.98-6.95 (d, 1H, CH timina), 4.94 (t, 1H,
CH,NH), 4.07-4.01 (t, 2H, OCHy), 3.37-3.35 (g, 2H, CH,NH), 1.86 (s, 3H, CHs timina),
1.33 (s, 9H, C(CHa)s).

VII1.1.3. Sintesi de N3-benzoil-N*-(N-BOC-2-aminoetil)-timina (14) per

alquilacié de la N*-benzoiltimina (13) amb N-BOC-2-bromoetilamina (6).
VII1.1.3.1. Obtencié de N3-benzoil-timina (13)

Dins un balé de 250 mL de capacitat es dissolen 4 g (31.72 mmols) de timina en
20.8 mL de piridina i 51.8 mL d’acetonitril. A la soluci6é anterior s’afegeix gota a gota
durant 2 hores, amb agitaci6 magneética i a t.a., 14.74 mL (126.86 mmols) de clorur de
benzoil. S’agita 46 hores i s’elimina el dissolvent a pressié reduida. En el residu obtingut
s’hi afegeixen 96 mL de dioxa, 96 mL d’aigua i 6.634 g de carbonat potassic. S’agita 24
hores i a continuacio s’acidifica la dissolucié fins a un pH de 3-4 amb acid clorhidric 2 M,
es deixa agitant 2 hores i el solid format es filtra i es renta amb éeter per tal d'eliminar I'acid
benzoic present. S'obté 6.39 g (88 %) de N*-benzoiltimina (13) en forma de solid blanc pur
per HPLC.

N3-benzoiltimina (13)

P.f.: 159-160°C.

TLC: R.f.=0.4 hexd/ AcOEt, (1:1).

HPLC: tg = 13.9 min.

FTIR: 3212d, 3092d, 1750f, 1704f, 1638f, 1596m, 1490d, 1423m, 1251m, 1222m, 1251d,
840d, 814d, 787d, 766d, 690d, 480d.

'H-RMN (DMSO): 11.37 (d, 1H, NH timina), 7.95-7.90 (d, 2H, CH o-benzoil), 7.81-7.77
(t, 1H, CH p-benzoil), 7.63-7.59 (t, 2H, CH m-benzoil), 7.55-7.52 (d, 1H, CH timina), 1.89
(s, 3H, CH3 timin).

BC-RMN (DMSO): 170.01 (CO benzoil), 163.43 (CO 4-timina), 149.82 (CO 2-timina),
138.64 (CH timina), 135.21 (C 1-benzoil), 131.31 (CH m-benzoil), 130.09 (CH o-benzoil),
129.36 (CH p-benzoil). 107.78 (C 5-timina), 11.72 (CHz timina).

160



VIII. Part experimental: Capitol 1

VII1.1.3.2. Obtenci6 de N3-benzoil-N*-(N-BOC-2-aminoetil)-timina (14)

Dins un balé de 100 mL, sota atmosfera de nitrogen, s’afegeixen 7 g (31.23 mmols)
de N-BOC-2-bromoetilamina (6), 5.18 g (37.44 mmols) de carbonat potassic, 1.383 g (3.74
mmols) de TBAI, 30 mL de DMF anhidre i s’escalfa la barreja a 70 °C durant 30 min., amb
constant agitaci6 magnética. A la barreja anterior s’afegeix 8.62 g (37.44 mmols) de N°-
benzoiltimina (13). S’agita durant 4 hores a 70 °C, s’afegeix 70 mL d’aigua i es deixa
agitant 2 hores fins a precipitacio completa del producte (14). Es filtra el producte i es renta
amb una dissolucié de bicarbonat sodic al 10 %, s’obtenen 3.14 g (70 %) de N>-benzoil-N*-
(N-BOC-2-aminoetil)-timina (14) en forma de solid blanc.

N3-benzoil-N*-(N-BOC-2-aminoetil)-timina (14)

P.f.: 162-164 °C.

TLC: R.f.=0.73 AcOEt.

HPLC: tg = 19.7 min.

FTIR (KBr): 3228m, 3217m, 3215m, 3092d, 1752f, 1703f, 1640f 1488m, 1420f,
1322.55d, 1250m, 1220m, 967d, 786m, 764m, 706d, 688m, 588d, 478m.

'H-RMN (CDsCN): 8.15-8.11 (d, 2H, CH o-benzoil), 7.82-7.74 (t, 2H, CH m-benzoil),
7.64-7.56 (t, 1H, CH p-benzoil), 7.32 (s, 1H, CH timina), 5.56 (t, 1H, CH,NH), 3.80-3.37
(t, 2H, NCHy), 3.37-3.35 (g, 2H, CH,;NH), 1.89 (s, 3H, CH3 timina), 1.44 (s, 9H, C(CHj3)3).

BC-RMN (CDsCN): 170.15 (CO benzoil), 163.53 (CO 4-timina), 156.29 (CO BOC),
149.94 (CO 2-timina), 142.24 (CH timina), 135.21 (C 1-benzoil), 131.84 (CH p-benzoil),
130.46 (CH m-benzoil), 129.26 (CH o-benzoil), 108.75 (C 5-timina), 78.75 (C(CHj3)3),
49.67 (NCHy), 38.01 (CH,NH), 27.61 (C(CHj3)), 11.32 (CH3timina).

Analisi elemental: calculat per C19H23N3O0s: C, 61.11; H, 6.21; N, 11.25. Trobat: Analisi
elemental correcte C, 60.69; H, 6.22; N, 10.809.
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VIII.1.4. Sintesi de Fmoc-TEtGly-OH (4) per alquilacié de N*-(2-aminoetil)-

N3-benzoiltimina (17)

VIII.1.4.1. Sintesi de N*-2-aminoetil-N3-benzoiltimina (17) per
desproteccié del grup BOC de N3-benzoil-N*-(N-BOC-2-aminoetil)-
timina (14)

Dins un bal6 de 25 mL de capacitat, amb constant agitacié magnética, es dissolen 2
g (5.36 mmols) de N*-benzoil-N*-(N-BOC-2-aminoetil)-timina (14) en 3 mL de TFA i 3
mL de diclormeta. Es manté I’agitacidé magnética a t.a. durant 30 min i s’elimina el
dissolvent a pressié reduida arrossegant amb éter, s’obtenen 2.04 g (98 %) de N>-benzoil-
N*-(N-BOC-2-aminoetil)-timina (14) en forma de solid blanc.

N*-2-aminoetil-N3-benzoiltimina (17)

P.f.: 173-174 °C.

HPLC: tg = 13.3 min.

'H-RMN (DMSO): 8.143 (t, 3H, NH3"), 8.07-8.02 (d, 2H, CH o-benzoil), 7.83-7.75 (t, 2H,
CH, m-benzoil), 7.73 (t, 1H, CH timina), 7.64-7.56 (t, 1H, CH p-benzoil), 4.02-3.97 (t, 2H,
NCH,), 3.55-3.53 (m, 2H, CH,NHj3") 1.85 (s, 3H, CHj3 timina).

BC-RMN (DMSO): 169.9 (CO benzoil), 163.1 (CO 4-timina), 150.0 (CO 2-timina), 142.2
(CH timina), 135.5 (C 1-benzoil), 131.4 (CH p-benzoil), 130.5 (CH m-benzoil), 129.4 (CH
0-benzoil), 108.9 (C 5-timina), 45.9 (NCH,), 39.1 (CH,NH3"), 12.1 (CH3 timina).

VII1.1.4.2. Alquilacié de N*-2-aminoetil-N3-benzoiltimina (17) amb

cloroacetat d’etil

Dins un bal6 de 25 mL de capacitat es dissolen, amb agitacié magnetica i a t.a., 0.20
g (0.52 mmols) de N*-2-aminoetil-N3-benzoiltimina (17) i 72 ul (0.52 mmols) de Et;N en 3
mL de DMF. A la solucié anterior s’afegeix gota a gota durant una hora, amb agitacio
magneética i a t.a., 15 uL (0.17 mmols) de cloroacetat d’etil i s’agita 23 hores. S’elimina el

dissolvent a pressié reduida i el residu es purifica per columna “flash” amb SiO; i
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hexa/AcOEt (80:20) com a eluents, obtenint-se 23 mg (50 %) del producte N*-(N-benzoil-
2-aminoetil)-timina (19) en forma de solid blanc, 3 mg (12 %) de N*-2-aminoetiltimina (5)
en forma de solid blanc, 16 mg (24 %) de N3-benzoil-N*-(N-benzoil-2-aminoetil)-timina
(20) també en forma de solid blanc i 16.8 mg (8 %) d’acid benzoic en forma de solid blanc-

grogenc.
N*-(N-benzoil-2-aminoetil)-timina (19)

HPLC: tg = 13.3 min.

'H-RMN (DMSO): 11.20 (s, 1H, NH timina), 8.62-8.57 (t, 1H, CH;NH), 7.80-7.77 (d, 2H,
CH o-benzoil), 7.49-7.46 (t, 1H, CH p-benzoil), 7.47 (d, 1H, CH timina), 7.48-7.45 (t, 2H,
CH m-benzoil), 3.83-3.81 (t, 2H, NCH,), 3.54-3.52 (q, 2H, CH,;NH), 1.67 (s, 3H, CHs
timina).

BC-RMN (DMSO): 167.16 (CO benzoil), 164.86 (CO 4-timina), 151.48 (CO 2-timina),
142.23 (CH timina), 134.94 (C 1-benzoil), 130.4 (CH p-benzoil), 128.65 (CH m-benzoil),
127.49 (CH o-benzoil), 108.40 (C 5-timina), 47.68 (NCHy), 38.27 (CH,NH), 12.21 (CHs

timina).
N3-benzoil-N*-(N-benzoil-2-aminoetil)-timina (20)

HPLC: tgr = 18.0 min.

'H-RMN (CDClIs): 7.95-7.88 (d, 2H, CH o-benzoil), 7.75-7.71 (d, 2H, CH o-benzoil),
7.65-7.57 (t, 1H, CH p-benzoil), 7.53-7.47 (t, 1H, CH p-benzoil), 7.44-7.41 (t, 2H, CH m-
benzoil), 7.43-7.40 (t, 2H, CH m-benzoil), 7.30 (s, 1H, CH timina), 6.97-6.94 (t, 1H, NH),
4.14-4.04 (t, 2H, NCH,), 3.83-3.74 (q, 2H, CH,NH), 1.92 (s, 3H, CH3 timina).

BC-RMN (CDCls): 168.13 (CO benzoil), 167.27 (CO benzoil), 162.42 (CO 4-timina),
151.34 (CO 2-timina), 140.60 (CH timina), 135.00 (C 1-benzoil), 133.52 (C 1-benzoil),
131.69 (CH p-benzoil), 131.33 (CH p-benzoil), 131.33 (CH m-benzoil), 130.38 (CH m-
benzoil), 129.09 (CH o-benzoil), 128.55 (CH o-benzoil), 110.97 (C 5-timina), 47.86
(NCHy), 39.38 (CH,NH), 12.15 (CHy).

MS: m/z: [M*H] 378.0.

163



VIII. Part experimental: Capitol 1

N*-2-aminoetiltimina (5)

P.f.: 184-185 °C.

HPLC: tg = 8.18 min.

FTIR (KBr): 3454m, 3052m, 3021m, 1693f, 1664f, 1628f, 1492d, 1464d, 1425m, 1344m,
1279m, 1192f, 1144f, 1117d, 840m, 799d, 760d, 723d, 690d, 553d, 428d.

'H-RMN (DMSO): 11.29 (s 1H, NH timina), 8.07 (t, 3H, NH3"), 7.48 (s, 1H, CH timina),
3.91-3.89 (t, 2H, NCHy), 3.53-3.42 (m, 2H, CH,NH5") 1.76 (s, 3H, CHs timina).

BC-RMN (DMSO): 164.5 (CO 4-timina), 157.0 (CO 2-timina), 142.7 (CH timina), 108.9
(C 5-timina), 45.7 (NCHy), 38.3 (CH;NH), 12.4 (CH3 timina).

VIII.1.5. Sintesi de Fmoc-TEtGly-OH (4) a partir de N*-2-aminoetiltimina (5)

VIII.1.5.1. Sintesi de N*-2-aminoetil-timina (5) per desproteccié conjunta
del grup benzoil i del grup BOC de N*-benzoil-N*-(N-BOC-2-aminoetil)-
timina (14)

Dins un bal6 de 25 mL de capacitat, amb constant agitacié magnetica, es dissolen
0.6 g (1.6 mmols) de N3-benzoil-N*-(N-BOC-2-aminoetil)-timina (14) en 4.5 mL de TFA i
1.5 mL de diclormeta. Es manté I’agitacié magnética, a t.a., durant 12 hores, s’afegeixen 20
mL d’éter i es deixa agitant 2 hores fins a precipitacié completa, es filtra el producte i es

renta amb éter. S’obté 0.33 g (97 %) de N*-2-aminoetiltimina (5) en forma de solid blanc.

VIII.1.5.2. Alquilacié amb acid bromoacétic

Dins un bal6 de 25 mL de capacitat, amb constant agitacié magnetica, es dissolen
0.182 g (0.8 mmols) de N*-2-aminoetiltimina (5) i 0.085 g (0.8 mmols) de carbonat sodic
en 3 mL d’aigua i s’escalfa la barreja a 70 °C. Després de 40 min. s’afegeix, durant 20 min.
i mantenint la temperatura a 70 °C, 0.11 g (0.8 mmols) d’acid bromoacetic i s’agita durant
23 hores a 70 °C. Es refreda la soluci6 a 0 °C i s’afegeix 0.085 g (0.8 mmols) de carbonat

sodic i 0.2726 g (0.8 mmols) de FmocOSu, gota a gota i durant 30 min., dissolts en 3 mL
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d’acetonitril. Després de 23 hores de reaccio s’afegeix 5 ml de bicarbonat sodic al 5 % i es
deixa agitant una hora, es filtren les impureses i les aigtes del filtrat s’acidifiquen a pH 2,
aquesta solucio s’agita durant una altra hora fins a precipitacio completa de (4). Es filtra el
solid precipitat i es renta amb acid clorhidric 0.05 M obtenint-se 0.03 g (8 %) del producte
Fmoc-TEtGly-OH (4) en forma de solid blanc.

Fmoc-TEtGly-OH (4)
P.f.: 188-189 °C.
TLC: R.f.=0.42 AcOEt/ AcOH, (5:0.5).
HPLC: tg = 17.5 min.
FTIR (KBr): 3184d, 3182d, 3149m, 3956d, 2956d, 2925d, 2785d, 2610d, 1723f, 1703f,
1686f, 1662f, 1478m, 1453d, 1425m, 1408d, 1371d, 1241m, 1210m, 1138d, 1122d, 758d,
738d.
'H-RMN (DMSO): 12.01 (s, 1H, COOH), 11.29-11.16 (d, 1, NH timina), 8.01-8.00 (d, 2H,
CH Fmoc), 7.92-7.89 (d, 2H, CH Fmoc), 7.63-7.60 (t, 2H, CH Fmoc), 7.62-7.59 (t, 2H, CH
Fmoc), 7.57 (s, 1H, CH timina), 4.31-4.20 (d, 2H, OCH, Fmoc), 3.69-3.54 (t, 1H, OCH,CH
Fmoc), 3.60 (s, 2H, CH,COOH), 3.56-3.48 (t, 2H, CH etil), 3.45-3.34 (t, 2H, CHj etil),
1.74-1.63 (2s, 3H, CHj3 timina).
BC-RMN (DMSO): 171.21 (COOH), 164.36 (CO 4-timina), 155.45 (NCOO), 151.02 (CO
2-timina), 143.62 (C Fmoc), 141.55 (CH timina), 140.64 (C Fmoc), 127.74 (CH Fmoc),
125.05 (CH Fmoc), 120.16 (CH Fmoc), 108.23 (C 5-timina), 67.37 (OCH,), 49.03
(CH,COOH), 46.45 (CH; etil), 45.85 (CHj etil), 11.87 (CHj timina).
Analisi elemental: calculat per CaH23N306: C, 64.13; H, 5.39; N, 9.06. Trobat: Analisi
elemental correcte C, 63.93; H, 5.50; N, 8.66.
MS: m/z: [M*H] 449.9.

VIII.1.5.3. Aminacié reductiva amb acid glioxilic

Dins un bal6 de 25 mL de capacitat, sota atmosfera de nitrogen, s’afegeixen 0.2465
g (2.68 mmols) d’acid glioxilic monohidratat, 3 g (21.12 mmols) de sulfat sodic anhidre i 3

mL de metanol anhidre. La barreja anterior es refreda a 0 °C i s’hi afegeix, gota a gota,
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durant una hora i sota atmosfera de nitrogen, 1 g (2.68 mmols) de N*-2-aminoetiltimina (5)
dissolt en 3 ml de MeOH anhidre. La reaccié es manté a t.a. durant 12 hores, es filtra el
sulfat sodic anhidre i s’hi afegeix, a 0 °C i sota atmosfera de nitrogen, un 10 % en pes de
Pd/C, es fa circular el corrent d’hidrogen, es purga 4-5 vegades i es deixa reaccionar 3
hores a t .a. S’elimina el dissolvent a pressio reduida, es dissolt el residu en 3 mL d’aigua, i
s’afegeix 0.284 g (2.68 mmols) de carbonat sodic, es refreda la soluci6 a 0 °C, i s’afegeix
0.9 g (2.68 mmols) de FmocOSu, gota a gota i durant 30 min., dissolts en 3 mL
d’acetonitril. Després de 23 hores de reaccio s’afegeix 5 ml de bicarbonat sodic al 5 % i es
deixa agitant una hora, es filtren les impureses i les aigtes del filtrat s’acidifiquen a pH 2,
aquesta solucio s’agita durant una altra hora fins a precipitacio completa de (4). Es filtra el
solid precipitat i es renta amb acid clorhidric 0.05 M obtenint-se 0.192 g (16 %) del
producte Fmoc-TEtGly-OH (4) en forma de solid blanc.

VIII.1.6. Sintesi de Fmoc-TEtBAla-OH (3) a partir de I'addicié conjugada de

N*-2-aminoetiltimina (5) amb acid acrilic

Dins un bal6 de 25 mL de capacitat, amb constant agitacié magnetica, es dissolen
0.3634 g (1.61 mmols) de N*-2-aminoetiltimina (5) i 0.17 g (1.61 mmols) de carbonat sodic
en 6 mL d’aigua i s’escalfa la barreja a 70 °C. Després de 40 min. s’afegeix, durant 20 min.
i mantenint la temperatura a 70 °C, 143 uL (2.09 mmols) d’acid acrilic i s’agita durant 23
hores a 100 °C. Es refreda la solucio a 0 °C i s’afegeix 0.1 g (0.97 mmols) de carbonat sodic
i 0.329 g (0.97 mmols) de FmocOSu, gota a gota i durant 30 min., dissolts en 6 mL
d’acetonitril. Després de 23 hores de reaccio s’afegeix 10 mL de bicarbonat sodic al 5 % i
es deixa agitant una hora, es filtren les impureses i les aigties del filtrat s’acidifiquen a pH
2, aquesta solucio s’agita durant una altra hora fins a precipitacié completa de (3). Es filtra
el solid precipitat i es renta amb acid clorhidric 0.05 M obtenint-se 0.253 g (56 %) del
producte Fmoc-TEtBAla-OH (3) en forma de solid blanc.

Fmoc-TEtBAla-OH (3)
P.f.: 181-182 °C.
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TLC: R.f. =0.44 AcOEt/ AcOH, (5:0.5).

HPLC: tg = 17.7 min.

FTIR (KBr): 3085d, 3064d, 3017d, 2955d, 2651d, 1720f, 1708f, 1650f, 1484m, 1442m,
1375d, 1349d, 1292d, 1241m, 1198m, 1113d, 762d, 738d.

'H-RMN (DMSO): 12.27 (s, 1H, COOH), 11.30-11.16 (d, 1, NH timina), 7.91-7.88 (d, 2H,
CH Fmoc), 7.64-7.60 (d, 2H, CH Fmoc), 7.53-7.46 (t, 2H, CH Fmoc), 7.50-7.47 (t, 2H, CH
Fmoc), 7.43 (s, 1H, CH Fmoc), 4.25 (d, 2H, OCH, Fmoc), 3.74-3.59 (t, 1H, OCH,CH
Fmoc), 3.62-3.49 (t, 2H, CH,CH,COOH), 3.30-3.28 (t, 2H, NCH,CH;N), 2.44-2.31 (t, 2H,
NCH,CH2N), 2.36-2.29 (t, 2H, CH,COOH), 1.73-1.64 (2s, 1H, CH3 timina).

BC-RMN (DMSO): 171.18 (CH,COOQH), 164.70 (CO 4-timina), 153.54 (NCOO), 151.34
(CO 2-timina), 144.20 (C Fmoc), 141.73 (CH Fmoc), 141.14 (C Fmoc), 128.08 (CH
Fmoc), 125.37 (CH Fmoc), 120.53 (CH Fmoc), 108.56 (C 5-timina), 67.18 (OCH,), 47.02
(CH,CH,COOH), 46.55 (NCH,CH:N), 45.96 (NCH,CH,N), 39.92 (CH,COOH), 12.27
(CHgs timina).

MS: m/z: [M*H] 463.7.

VIII.1.7. Procediment general de sintesi de nucleopéptids

Totes les operacions realitzades amb resines o peptidil-resines durant la sintesi de
péptids en fase solida s’han dut a terme manualment en xeringues de polipropile de 1 mL o
5 mL, depenent de la quantitat de resina utilitzada. A les xeringues s’adapten plaques
filtrants de polietilé pords. A la resina s’afegeixen els reactius i dissolvents idonis per a
cada pas de la sintesi, de manera que la resina quedi totalment impregnada i I’inflament
tingui lloc facilment. S’agita regularment la mescla amb una vareta de teflo i, acabat el

tractament, es renta per simple filtracio.

VIII.1.7.1. Condicionament de la resina

S’han emprat de 100 a 300 mg de resina Fmoc-PAL-PEG-PS de funcionalitzacié
0.16 mmol/g i que conté Nle com a aminoacid de referencia interna (IRAA). L aminoacid

de referencia interna ha de ser un aminoacid que no formi part de la cadena peptidica a
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sintetitzar. La funcié d’aquest aminoacid és permetre el calcul dels rendiments dels
acoblaments dels aminoacids durant la sintesi peptidica, mitjancant hidrolisi i analisi

d’aminoacids de la peptidil-resina.

Per aconseguir un bon inflament de la resina es tracta amb CH,Cl, (5 X 2 min) i
amb DMF (5 x 2 min).

Partint de la resina Fmoc-PAL-PEG-PS en primer lloc es desprotegeix el grup Fmoc
amb piperidina-DMF 3:7 (2 + 10 min), i a continuacio es renta amb DMF (6 x 1 min), la

resina ja esta preparada per I’etapa d’acoblament.

VIII.1.7.2. Cicles d’acoblament

El protocol seguit per I’acoblament de Fmoc-Gly-OH (24) o Fmoc-TEtBAla-OH (3)
s’ha realitzat dissolent 3 equivalents del reactiu corresponent i de 3 equivalents dHBTU en
la minima quantitat possible de DMF . Tot seguit s’addiciona DIPEA (3 equivalents) i la
barreja s'afegeix sobre la resina. Un cop transcorregudes entre 3 i 5 h es realitza I’assaig de
ninhidrina (en cas de fer I’acoblament sobre una amina primaria) o el test del cloranil (en
cas de fer I’acoblament sobre una amina secundaria). En el cas que I’assaig continui donant
positiu s’acetila amb una dissolucié d’anhidrid acétic i piridina (1:1) o mitjancant Ac,O /
DIPEA / DMF / CH,CI; (1:1:8:8) (1 x 2 min + 2 x 10 min) per tal de dur a terme el

bloqueig de les amines lliures no reaccionades.

VIII.1.7.3. Cicles de desproteccio

El tractament utilitzat en I’etapa d'eliminacid del grup protector temporal Fmoc s’ha
realitzat utilitzant Piperidina / DMF (3:7) ( 2 + 8 min), i a continuacio es renta amb DMF (6

X 1 min).
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Etapa Reactiu, solvent Temps (min)
1 Fmoc-Gly-OH (24) o Fmoc-TBEtAla-OH (3) / DIEA /HBTU (1:1:1)
1 x (120-300)
Acoblament en DMF
2
DMF 6x1
Rentat
3 1x2
Piperidina - DMF (3:7) t.a.
Desproteccio 1x8
4
DMF 6x1
Rentat

Cicles d’acoblament / desproteccio.

VIII.1.7.4. Desancorament del péptid

Per tal d’obtenir els nucleopeptids lliures s’ha procedit al seu desancorament de
I’espaiador mitjancant tractaments successius amb TFA-H,0 (19:1) a temperatura ambient
(1 x10 min+1x 2 h) i agitant periodicament la suspensid. Es recull el filtrat i s’evapora
sota un corrent de nitrogen, el residu obtingut es dissol amb acid acetic al 10 %, es congela
i liofilitza per donar el nucleopéptid. El producte obtingut s’analitza la seva homogeneitat
per HPLC i s’identifica per MS.

VII1.1.8. Sintesi de H-TEtBAla-TEtBAla-Gly-NH, (23)

Partint de resina Fmoc-PAL-PEG-PS (100 mg, 0.016 mmols), s’han incorporat
mitjangant el procediment general descrit anteriorment 14.26 mg de Fmoc-Gly-OH o0 22.2
mg Fmoc-TEtBAla-OH (3), emprant en cada cas 18 mg HBTU i 8.36 pl de DIEA. L'analisi

del cru de desancorament confirma I'obtencié del producte (23) amb una puresa del 91 %.
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Analisi del cru de desancorament final:
HPLC: tg = 10.3 min. MS: m/z: [M'H]521.2.

VII1.1.9. Sintesi de H-TEtBAla-Gly-TEtpAla-Gly-TEtBAla-Gly-NH, (25)

Partint de resina Fmoc-PAL-PEG-PS (300 mg, 0.048 mmols), s’han incorporat
mitjancant el procediment general descrit anteriorment 42.77 mg de Fmoc-Gly-OH o0 66.7
mg Fmoc-TEtBAla-OH (3), emprant en cada cas 54.6 mg HBTU i 24.65 ul de DIEA.
L'analisi del cru de desancorament confirma I'obtencio del producte (25) amb una puresa
del 85 %

Analisi del cru de desancorament final:
Fmoc protegit: HPLC: tg = 16.07 min. MS: m/z: [M+H]" 1079.6.
Desprotegit: MS: m/z: [M+Na]*881.0. MS: m/z: [M+K]" 897.0.

VIII.1.10. Sintesi de H-TEtBAla-TEtBAla-TEtBAla-TEtBAla-TEtPAla-TEtBAla-
NH, (27)

Partint de resina Fmoc-PAL-PEG-PS (300 mg, 0.048 mmols), s’han incorporat
mitjangant el procediment general descrit anteriorment 66.7 mg de Fmoc-TEtBAla-OH (3),
emprant en cada cas 54.6 mg HBTU i 24.65 ul de DIEA. L'analisi del cru de

desancorament confirma l'obtencié del producte (27) amb una puresa del 90 %

Analisi del cru de desancorament final:
HPLC:tg=16.3min. MS:m/z: [M+Na]* 1379.0. MS:m/z: [M+K]" 1395.0.
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VIII.2. Capitol 2. Preparacié de monomers de PNA TCP protegits i aplicacio a

la sintesi d'oligomers

VIIl.2.1. Protecci6 fallida del monomer de PNA d'adenina amb irradiacio

microones a 285 W

Dins un bal6 de 25 mL es tracta 0.1 g de BOC-A(Z)-OH amb 5 mL de TFA-H,O
(19:1). La mescla de reaccié s'agita a temperatura ambient durant 1 hora i 30 min.,
s'evapora sota pressio reduida i el residu obtingut es tracta amb 2 x 10 ml de AcOEt
destil-lat i 2 x 10 ml de Et,O destil-lat, eliminant en cada cas el dissolvent sota pressio
reduida per tal d’arrossegar les restes de TFA. El producte s'asseca a la linia de buit. El
residu solid obtingut es tracta amb 0.0596 g d'anhidrid tetracloroftalic (1.1 equivalents) i
1.7 mL de DMF, el bal6 es tapa amb un embut i es col-loca dins del forn microones.
S’irradia durant 3 min. a 285 W, amb fraccions de 20 segons. Despres de cada minut la
mescla de reaccio s'analitza per cromatografia en capa prima per tal de detectar la total
consumici6 dels reactius. El bal6 es treu del forn microones i la mescla es deixa refredar
fins a temperatura ambient. Seguidament s'afegeixen 30 mL d'aigua destil-lada freda. El
precipitat format es deixa 2 hores a 4 °C, es filtra amb placa filtrant i es renta tres cops amb
aigua freda. El producte s'asseca a la linia de buit. S’obté 0.094 g d’un solid que correspon

a una barreja de subproductes.

VIIl.2.2. Protecci6 fallida del monomer de PNA de citosina amb irradiacio

microones a 80 W

Dins un bal6 de 25 mL es tracta 0.1 g de BOC-C(Z)-OH amb 5 mL de TFA-H,O
(19:1). La mescla de reaccié s'agita a temperatura ambient durant 1 hora i 30 min.,
s'evapora sota pressio reduida i el residu obtingut es tracta amb 2 x 10 ml de AcOEt
destil-lat i 2 x 10 ml de Et,O destil-lat, eliminant en cada cas el dissolvent sota pressio
reduida per tal d’arrossegar les restes de TFA. El producte s'asseca a la linia de buit. El
residu solid es tracta amb 0.062 g d'anhidrid tetracloroftalic (1.1 equivalents) i 1.7 mL de
DMF, el bal6 es tapa amb un embut i es col-loca dins del forn microones. S’irradia durant 3

min. a 80 W, amb fraccions de 20 segons. Després de cada minut la mescla de reaccio
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s'analitza per cromatografia en capa prima per tal de detectar la total consumicio dels
reactius. El balo es treu del forn microones i la mescla es deixa refredar fins a temperatura
ambient. Seguidament s'afegeixen 30 mL d'aigua destil-lada freda. El precipitat format es
deixa 2 hores a 4 °C, es filtra amb placa filtrant i es renta tres cops amb aigua freda. El
producte s'asseca a la linia de buit. S’obté 0.086 g d’un solid que correspon a una barreja de

subproductes.

VII.2.3. Protecci6 fallida del monomer de PNA d'adenina a reflux

Dins un bal6 de 25 mL es tracta 0.1 g de BOC-A(Z)-OH amb 5 mL de TFA- H,O
(19:1). La mescla de reaccid s'agita a temperatura ambient durant 1 hora i 30 min.,
s'evapora sota pressio reduida i el residu obtingut es tracta amb 2 x 10 ml de AcOEt
destil-lat i 2 x 10 ml de Et,O destil-lat, eliminant en cada cas el dissolvent sota pressio
reduida per tal d’arrossegar les restes de TFA. El producte s'asseca a la linia de buit. Al
residu s'afegeixen 21 ul (1 equivalent) de TEA i 0.0596 g (1.1 equivalent) de TCPO i
s'agita fins a dissolucié completa, llavors s'afegeixen 5 ml de CH,Cl; i es porta la reaccié a
reflux durant 20 hores. S'afegeixen 5 mL d'anhidrid d'acid acetic mantenint la reaccio a
reflux durant 2.5 hores més. S'elimina el dissolvent per evaporacio i s'afegeixen 15 mL
d'HCI 0.1 M, es refreda al bany de gel i es filtra al buit alhora que es renta amb HCI 0.05 M

i amb aigua freda. S’obté 0.073 g d’un solid que correspon a una barreja de subproductes.

VIII.2.4. Procediment general de la proteccio dels monomers de PNA amb
el grup TCP

Dins un bal6é de 25 mL es tracta 0.1 g de monomer BOC protegit (BOC-A(Z)-OH,
BOC-G(2)-OH o BOC-C(2)-OH) amb 5 mL de TFA-H,O (19:1). La mescla de reaccio
s'agita a temperatura ambient durant 1 hora i 30 min., s'evapora sota pressio reduida i el
residu obtingut es tracta amb 2 x 10 ml de AcOEt destil-lat i 2 x 10 ml de Et,O destil-lat,
eliminant en cada cas el dissolvent sota pressio reduida per tal d’arrossegar les restes de
TFA. El producte s'asseca a la linia de buit. El residu es dissol amb 5 mL de piridina i es

tracta amb 1.1 equivalents de TCPO durant 5 hores a temperatura ambient. A continuacio,
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s’addicionen 5 mL d'anhidrid d'acid acétic i la reaccid es continua durant 2 hores.
Finalment la barreja es passa a un erlenmeyer de 100 mL i es tracta amb una dissolucio

d'HCI 1N fins que el pH conjunt de la barreja arriba a pH 2.

Totes les reaccions s'han controlat per TLC (MeOH:AcOEt:AcOH, 6:4:1) i els
grups amino s’han detectat amb ninhidrina.

TCP-G (Z2)-OH (31): S'ha obtingut un solid groguenc amb un 93 % de rendiment,
un 97 % de puresa.

TLC: Rf. =0.71.

HPLC: tg=19.91 min.

ESI-MS: calculat per a C27H19CI4N70g, 711.29; trobat: m/z 711.6 [M+H]".

'"H-RMN (200 MHz, DMSO-ds) 8: 3.765 (d, J=3 Hz, 2H, CH,), 3.95 (t, J=3 Hz, 2H, CHy),
4.1 (s, 1H, CH,), 4.41 (s, 1H, CHy), 4.93 (s, 1H, CHy), 5.22 (s, 1H, CH,), 5.27 (s, 2H, CH,),
7.274 (d, J=4 Hz, 2H, CH), 7.327 (t, J=3 Hz, 2H, CH), 7.405 (t, J=3.4 Hz, 1H, CH), 7.726
(s, 0.5H, CH), 7.934 (s, 0.5H, CH), 12.83 (s, 1H, OH).

BC-RMN (50 MHz, DMSO-dg) 8: 36.243, 37.014 (CHy), 44.163 (CH,), 45.633, 46.123,
(CHy), 48.613, 49.788 (CHy), 67.609 (CHy), 127.695, 127.831, 128.392, 128.462, 128.704,
128.891 (Carom), 135.268, 135.858 (Carom), 138.560, 138.626 (Carom-Cl),
140.441(Carom), 140.953 (Carom-Cl), 145.024 (CO-Carom-N), 147.661 (C-Carom-N),
149.826 (N-C-N), 154.925, 155.002, 155.424 (O-CO-NH), 163.746, 163.835 (NH-C-NH),
167.037 (C-CO-N), 167.908 (N-CO-CH), 170.742 (COOH), 171.168 (NHCOC).

TCP-A(Z)-OH (30): S'ha obtingut un solid groguenc amb un 53 % de rendiment,
un 95 % de puresa.

TLC: R.f.=0.91.
HPLC: tg = 19.657 min.

ESI-MS: calculat per a C27H19CI4N707, 695.29; trobat: m/z 695.7 [M+H]™.
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'H-RMN (200 MHz, DMSO-dg) 8: 3.592 (s, 2H, CH,), 3.990 (s, 1H, CHy), 4.089 (s, 1H,
CHj), 4.430 (s, CH,), 5.132 (s, 1H, CH,), 5.23 (s, 2H, CH), 5.328 (s, 1H, CH), 7.455 (m,
5H, CH), 8.273 (s, 1H, CH), 8.394 (m, 1H, NH), 8.822 (s, 1H, CH).

BC-RMN (50 MHz, DMSO-dg) &: 35.828, 35.930 (CH,), 43.877, 44.155 (CHy), 45.217,
45.269 (CH,), 48.813, 48.872 (CH,), 66.369 (CH,), 128.184, 128.329, 128.753 (Carom),
128.958 (C-Cl), 136.715 (Carom), 138.447 (Carom), 138.595 (C-Cl), 145.325 (N-C-CI),
145.620 (N-C-N), 149.652 (N-CH-N), 151.386 (O-CO-NH), 152.527 (N-C-N), 163.654,
163.975 (CO), 165.098, 167.763 (CH-CO-N), 170.561, 170.993 (COOH).

TCP-C(2)-OH (32): S'ha obtingut un solid groguenc amb un 74 % de rendiment,

un 96 % de puresa.

TLC: R.f. =0.62.
HPLC: tg=21.12 min.

ESI-MS: calculat per a C2gH19CI4N50g, 671.27; trobat: m/z 671.7 [M+H]™.

'H-RMN (200 MHz, DMSO-ds) 8: 3.74 (t, J=6.4 Hz, 2H, CH,), 3.924 (s, 2H, CHy), 4.086
(s, 2H, CHy), 4.32 (s, 1H, CHy), 4.598 (s, 1H, CHy), 4.739 (s, 1H, CH), 5.198 (s, 2H, CH,),
6.979 (m, 1H, NH), 7.407 (m, 5H, CH), 7.930 (dd, 1H, CH).

BC-RMN (50 MHz, DMSO-ds) &: 36.171, 36.654 (CH.), 45.339 (CH,), 47.537 (CH,),
49.324, 49.936 (CH,), 66.922 (CH.), 94.254 (NH-C-N), 128.310, 128.364, 128.459,
128.583, 128.932, 129.251 (CH, Carom), 136.445 (CH, Carom), 138.342 (Carom), 138.484
(Carom), 150.882, 151.473 (Carom), 153.624 (CH), 155.276 (CO), 163.511, 163.679,
163.796 (C-Cl), 164.243 (CO), 167.433, 168.36 (CO), 170.751 (CO), 171.119 (CO).

VIII.2.5. Procediment per a la sintesi de PNAs en fase solida amb el grup
TCP

Totes les operacions realitzades amb resines durant la sintesi de PNAs en fase solida
s’han dut a terme manualment en xeringues de polipropile de 1 mL, d'acord amb la
metodologia general detallada per la SPPS a I'apartat VII1.1.7.
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En cada cas s’ha partit de 44 mg d'una resina MBHA amb una funcionalitzacio de
0.3 mmols de NH, per 100 g de resina (NH,-MBHA-PS).

Per aconseguir un bon inflament de la resina es tracta amb CH,Cl, (3 x 1 min) i amb
DMF (3 x 1 min). S’acobla I’espaiador bifuncional Fmoc-RINK-OH (4 equivalents), en
presencia de quantitats equivalents d'HBTU i DIEA, dissolts en la minima quantitat de
NMP. Es deixa reaccionant la mescla fins obtenir assaig de ninhidrina negatiu. Finalment

es renta la resina amb NMP (3 x 1 min) i CH,Cl..

Despres de la desproteccio del grup Fmoc s’acoblen TCP-Gly-OH o TCP-X-OH (3
equivalents) amb quantitats equivalents d'HBTU i DIEA dissolts en la minima quantitat
possible de NMP. Un cop transcorregudes 4 h, es realitza I'assaig de ninhidrina. En el cas
que l'assaig continui donant positiu es continua la reaccio fins que aquest doni negatiu. El
tractament utilitzat durant l'etapa de desproteccié del grup protector temporal TCP es

realitza amb un tractament d'etilendiamina-NMP (1:199) a 40 ° C i durant 2 hores.

El protocol seguit per I'acoblament de cada aminoacid o PNA protegit s'ha realitzat

mitjancant el metode que es detalla a continuacio:

Etapa Reactiu, solvent Temps (min)
1 TCP-X-OH o TCP-Gly-OH / DIEA /HBTU (1:1:1)
1 x (240)
Acoblament en NMP
2 NMP 3x1
CH.Cl, 3x1
Rentat NMP 3x1
3 ) o 1x2
Etilendiamina - NMP (1:199), 40 °C
Desproteccio 1x90
4 NMP 3x1
Rentat CH.Cl, 3x1
enta NMP 3x1
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Per tal d'obtenir els nucleopeptids lliures s'ha procedit al desancorament de
I'espaiador mitjancant tractaments successius amb TFA-H,O (19:1) a temperatura ambient
(1 x 2min + 1 x 2 h) i agitant periodicament la suspensid. El reactiu s'evapora sota corrent
de nitrogen i es redissolt amb una barreja de metanol-acetonitril i s'analitza per HPLC.

Analisi de TCP-A(2)-Gly-NH; (33)
HPLC: tg min 5.412 (A 220 nm una puresa del 91 %; A 265 nm una puresa del 86 %;

A 335 nm una puresa del puresa 88%).

Analisi de NH»-A(Z)-Gly-NH; (36)
HPLC: tg min 3.687 (A 220 nm una puresa del 79 %; A 265 nm una puresa del 89%).

Analisi de TCP-C(2Z)-Gly-NH; (34)
HPLC: tg min 5.684 (A 220 nm una puresa del 82 %; A 265 nm una puresa del 77 %;
A 335 nm una puresa del 85 %).

Analisi de TCP-C(2)-T-Gly-NH, (35)
HPLC: tg min 5.435 (A 220 nm una puresa del 79 %; A 265 nm una puresa del 80 %;
A 335 nm una puresa del 70 %).
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VIII.3. Capitol 3. Prospeccio de nous agents antimicrobians en el control del

foc bacteria causat per Erwinia amylovora
VIII.3.1. Protecci6 de I'acid malic amb el grup p-metoxibenzil

Dins un balé de dos boques de 25 mL de capacitat, sota atmosfera de nitrogen i en
un bany de gel, s'afegeixen 5.056 mL (35.80 mmols) d'anhidrid trifluoroacétic. Es refreda el
bald a 0 °C i amb constant agitacié magnetica s'afegeixen 2 g (14.92 mmols) d'acid malic.
Es manté la reacci6 a 0 °C amb forta agitacio fins a dissolucié completa de I'acid malic i es
concentra la dissolucié a pressié reduida per evaporacié del dissolvent, sense sobrepassar
els 30 °C. S'afegeixen 4.996 mL (35.80 mmols) de trietilamina i 6.138 mL (49.22 mmols)
d'alcohol parametoxibenzilic i es deixa agitant a temperatura ambient tota la nit. Es dilueix
la reaccié amb 70 mL d'AcOEt i es renta cinc vegades amb 25 mL de solucié saturada de
bicarbonat sodic. S'ajunten les fases aquoses i s'acidifica amb HCI 1IN fins a pH = 2,
s'extreu cinc vegades amb 40 mL d'AcOEt i s'asseca aquest amb sulfat de magnesi anhidre,
es filtra i s'elimina el dissolvent a pressio reduida. El residu es purifica per columna "flash"
amb SiO; i hexa/AcOEt com a eluents, obtenint-se 3.53 g d'un oli verdds compost d'una
barreja de productes acid (S)-3-(p-metoxibenziloxi)carbonil-3-hidroxipropanoic (59), acid
(2)-3-((p-metoxibenziloxi)carbonil)acrilic (60) i I'acid (E)-3-((p-
metoxibenziloxi)carbonil)acrilic (61).

acid (S)-3-((p-metoxibenziloxi)carbonil-3-hidroxipropanoic (59)

TLC: R.f. =0.44 hexa / AcOEt/ AcOH (1:1:0.1).

'H-RMN (CDCls): 2.1 (d, 1H, OH), 2.83-2.91 (m, 2H, CH,COOH), 3.343 (s, 3H, CH30),
4.339-4.655 (d, 1H, CHOH), 5.200-5.214 (d, 2H, CH,0OCO), 6.895-6.953 (m, 2H, CH
arom.), 7.292-7.352 (m, 2H, CH arom.).

acid (2)-3-(((p-metoxibenzil)oxi)carbonil)acrilic (60)

TLC: R.f. =0.48 hexa/ AcOEt/ AcOH (1:1:0.1)
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IH-RMN (CDCly): 3.864 (s, 3H, CH30), 5.271 (s, 2H, CH,0OH), 6.39 (d, 1H, J=12.7 Hz),
6.363-6.542 (d, 1H, COCH), 6.935-6.978 (d, 2H, CH arom.), 7.302-7.396 (d, 2H, CH
arom.).

MS: m/z: [M+H]" 236.8

VIII.3.2. Protecci6 de I'acid (S)-3-(p-metoxibenziloxi)carbonil-3-
hidroxipropanoic (59), de I'acid (2)-3-((p-metoxibenziloxi)carbonil)acrilic
(60) i de I'acid (E)-3-((p-metoxibenziloxi)carbonil)acrilic (61) amb el grup

al-lil

Dins un bal6é de dos bogues de 25 mL de capacitat, sota atmosfera de nitrogen,
s'afegeixen els 3.53 g de I'oli obtingut a la reaccié anterior i 20 mL de DMF anhidre. A la
solucié anterior, amb agitacio magnética i a t.a., s'afegeixen 2.27 g (16.42 mmols) de
carbonat de potassi, 0.55 g (1.5 mmols) de iodur de tetrabutilamoni i 1.42 mL (16.42
mmols) de 3-bromopropé. Es deixa agitant tota la nit, s'afegeixen 100 mL d'AcOEt i es
renta quatre vegades amb solucié saturada de clorur sodic. S'asseca amb sulfat de magnesi
anhidre, es filtra i s'elimina el dissolvent a pressio reduida. El residu es purifica per
columna "flash" amb SiO; i hexa/AcOEt com a eluents, obtenint-se 2.28 g (52 %) del (S)-
3-al-liloxicarbonil-2-hidroxipropanoat de p-metoxibenzil (62), 0.99 g (24 %) del (2) 3-
al-liloxicarbonilacrilat de p-metoxibenzil (63) i 045 g (11 %) del (E) 3-

al-liloxicarbonilacrilat de p-metoxibenzil (64), tots tres en forma d'oli de color verdos.
(S)-3-(al-liloxi)carbonil-2-hidroxipropanoat de p-metoxibenzil (62)

TLC: R.f. =0.64 hexa / AcOEt / AcOH (1:1:0.1).

HPLC: tgr = 20.1.

FTIR: 3700-3200d, 2957.51d, 2839.49d, 2163.36d, 1739.29f, 1613.36d, 1516.17m,
1249.07m, 1173.46m, 1106.94d, 1033.08d, 891.53d, 761.36d.

'H-RMN (CDCls): 2.849-2.903 (m, 2H, CHCH,COO), 3.228-3.254 (d, 1H, OH), 3.228-
3.856 (d, 3H, CH30), 4.540-4.608 (m, 1H, COCHOH), 4.616-4.636 (m, 2H, OCH,CH),
5.204-5.232 (d, 2H, CCH;0), 5.239-5.369 (m, 1H, CHCH,), 5.376-5.390 (m, 1H,
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CH,CHCHy), 5.846-5.926 (m, 1H, CH,CHCHy), 6.904-6.962 (m, 2H, CH arom.), 7.299-
7.348 (m, 2H, CH arom.).

BC-RMN (CDCI3): 39.054 (CHCH,COO), 55.719 (CH30), 66.030 (OCH,CH), 67.741
(CHOH), 68.043 (CCH,0), 114.449 (CH arom), 119.036 (CHCH.), 127.51 (CCHy,),
130.759 (CH arom.), 132.136 (CH,CHCHy), 160.352 (C arom.), 170.487 (CO), 173.644
(CO).

MS: m/z: [M+H]" 294.3.

(2)-3-al-liloxicarbonilacrilat de p-metoxibenzil (63)

TLC: R.f. =0.67 hexa/ AcOEt/ AcOH (1:1:0.1).

HPLC: tz = 23.9.

FTIR: 2958.47m, 2925.3m, 2851.64d, 2162.59d, 2072.34d, 1730.23f, 1613.94d,
1516.36m, 1399.49d, 1249.26m, 1208.19m, 1160.17m, 1033.08d, 890.37d, 822.11d.
'H-RMN (CDCl3): 3.847 (s, 3H, CH30), 4.605-4.670 (m, 2H, OCH,CH), 5.108-5.19 (m,
2H, CCH,0), 5.265-5.409 (m, 2H, CH,), 5.869-5.955 (m, 1H, CH,CHCH,), 6.272-6.299 (s,
2H, COCHCHCO), 6.894-6.952 (d, 2H, CH arom.), 7.302-7.373 (d, 2H, CH arom.).
BC-RMN (CDCls): 55.247 (CH30), 66.834 (OCH,CH), 66.943 (CCH,0), 113.932 (CH
arom.), 118.822 (CHCH,), 127.253 (C arom.), 129.759 (CH arom.), 130.043 (CH,CHCH),
130.351 (CH2CHCH), 131.529 (CH,CHCHS,), 159.794 (C arom.), 164.789 (COO), 164.957
(COO0).

(E) 3-al-liloxicarbonilacrilat de p-metoxibenzil (64)

TLC: R.f. =0.62 hexa / AcOEt / AcOH (1:1:0.1).

HPLC: tr =25.4.

'H-RMN (CDCls): 3.838 (s, 3H, CH30), 4.699-4.733 (dd, 2H, OCH,CH), 5.023 (s, 2H,
CCH0), 5.271-5.423 (dt, 2H, CHCH,), 5.899-5.951 (m, 1H, CHCHy,), 6.924-6.944 (s, 2H,
CHCH), 6.91-6.951 (s, 2H, CH arom.), 7.328-7.371 (s, CH arom.).
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BC-RMN (CDCls): 55.2367 (CH30), 65.811 (OCH,CH), 66.924 (CCH,0), 113.987 (CH
arom.), 118.801 (CHCH,), 127.296 (C arom.), 130.209 (CH arom.), 131.419 (CH,CH),
(CHCH), 133.508 (CHCH), 159.819 (C arom.), 164.481 (CO), 164.718 (CO).

VIII.3.3. Obtencio del (S)-3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfanilpropanoat de p-

metoxibenzil (65)

Dins un balé de 25 mL, sota atmosfera de nitrogen i amb agitacié magnética, es
dissolen 2 g (6.8 mmols) del (S)-3-al-liloxicarbonil-2-hidroxipropanoat de p-metoxibenzil
(62) en 15 mL de diclorometa anhidre. Es refreda la solucié anterior a -78 °C en un bany
d'acetona/CO;, i s'hi afegeixen 1.029 mL (8.83 mmols) de 2.6-lutidina, seguidament i
durant 2 hores s'afegeixen 1.372 mL (8.16 mmols) d'anhidrid triflic. Dins un altre balo apart
de 2 boques, 10 mL de capacitat i sota atmosfera de nitrogen, es dissolen 5.4 mL (27.18
mmols) de 15-corona-5 en 20 mL de DMF anhidre, tot seguit i mantenint una forta agitacio
magneética, s'afegeixen 1.9 g (27.18 mmols) de tiometoxid sodic. Aquesta Ultima dissolucio
s'afegeix a la primera en petites proporcions i mitjancant una xeringa, sempre mantenint
I'atmosfera inert. Es deixa agitant tota la nit, s'afegeixen 200 mL d'éter i es renta quatre
vegades amb 25 mL d'una solucio d'acid clorhidric 1IN. S'asseca amb sulfat de magnesi
anhidre, es filtra i s'elimina el dissolvent a pressio reduida. El residu es purifica per
columna "flash” amb SiO; i hexa/AcOEt com a eluents, obtenint-se 1.47 g (67 %) del (R)-
3-(al-liloxi)carbonil-2-metilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (65) i 0.26 g (12 %) 3-
al-liloxicarbonil-2-cloropropanoat de p-metoxibenzil (68), tots dos s‘obtenen com a un oli

verdos.
(R)-3-(al-liloxi)carbonil-2-metilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (65)

TLC: R.f. = 0.56 hexa / AcOEt (2:1).

HPLC: tr = 23.9.

FTIR: 2954.23m, 2922.03f, 2851.64m, 2162.21d, 1731.00f, 1613.17d, 1515.39m,
1461.78d, 1377.12d, 1297.48d, 1248.49f, 1202.79d, 1153.42f, 1033.47d, 988.34d, 889.8d,
822.11d.
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'H-RMN (CDCI3): 2.153-2.148 (s, 3H, CHsS), 2.767-3.151 (2dd, 2H, CHCH,COO),
3.655-3.732 (dd, 1H, CHS), 3.843-3.848 (s, 3H, CH30), 4.584-4.596 (d, 2H, OCH,CH),
5.192 (s, 2H, CCH;0), 5.093-5.385 (m, 2H, CHCH), 5.838-5.924 (m, 1H, CHCHy), 6.902-
6.956 (d, 2H, CH arom.), 7.300-7.368 (d, CH arom.).

BC-RMN (CDCI3): 13.905 (CH3S), 35.85 (CHCH,COO), 42.252 (CHS), 55.224 (CH30),
65.819 (OCH,CH), 66.854 (CCHy,), 113.978 (CH arom.), 118.814 (CHCHy), 127.707 (C
arom.), 130.031 (CH arom.), 133.761 (CHCHy), 159.649 (C arom.), 170.188 (CO), 171.027
(CO).

MS: m/z: [M"H] 324.9.

3-al-liloxicarbonil-2-cloropropanoat de p-metoxibenzil (68)

TLC: R.f. = 0.33 hexa / AcOEt (2:1).

HPLC: tr = 20.2.

'H-RMN (CDCls): 3.282 (d, 2H, CHCH,COO), 3.848 (s, 3H, CH30), 4.636-4.607 (d, 2H,
OCH,CH), 4.742-4.671 (t, 1H, CHCI), 5.198 (s, 2H, CCH,CO), 5.427-5.249 (m, 2H,
CH,CHCHy), 6.003-5.808 (m, 1H, CH,CHCH,), 6.968-6.910 (d, 2H, CH arom.), 7.378-
7.302 (d, 2H, CH arom.).

BC-RMN (CDCls): 39.960 (CHCICH,), 51.834 (CHCICH,), 55.703 (CHs0), 66.225
(OCH,CH), 68.314 (CCH,0), 114.40 (CH arom.), 119.175 (CHCHy,), 127.421 (C arom.),
130.613 (CH arom.), 131.936 (CHCH,), 160.321 (C arom.), 168.814 (CO), 169.239 (CO).

VIII.3.4. Sintesi de (R)-3-al-liloxicarbonil-2-isobutilsulfanil-propanoat de
p-metoxibenzil (66)

Dins un balé de 25 mL, sota atmosfera de nitrogen i amb agitacié magnética, es
dissolen 2 g (6.8 mmols) del (S)-3-al-liloxicarbonil-2-hidroxipropanoat de p-metoxibenzil
(62) en 15 mL de diclorometa anhidre. Es refreda la solucié anterior a -78 °C en un bany
d'acetona/CO,, i s'hi afegeixen 1.029 mL (8.83 mmols) de 2.6-lutidina, seguidament i
durant 2 hores s'afegeixen 1.4 mL (8.16 mmols) d'anhidrid triflic. Un cop afegit aquest
ultim reactiu, s'afegeixen també 3.2 mL (27.18 mmols) de 2,6-lutidina i 2.95 mL (27.18
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mmols) de tioisobuta. Es deixa agitant tota la nit, s'afegeixen 200 mL d'éter i es renta quatre
vegades amb 25 mL d'una soluci6 d'acid clorhidric 1N. S'asseca amb sulfat de magnesi
anhidre, es filtra i s'elimina el dissolvent a pressio reduida. El residu es purifica per
columna "flash" amb SiO; i hexa/AcOEt com a eluents, obtenint-se 0.42 g (17 %) del (R)-
3-al-liloxicarbonil-2-isobutilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (66) i 1.11 g (52 %) de 3-
al-liloxicarbonil-2-cloropropanoat de p-metoxibenzil (68) tots els productes s'obtenen com

a un oli verdos.
(R)-3-al-liloxicarbonil-2-isobutilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (66)

TLC: R.f. = 0.74 hexa/ AcOEt (2:1).

HPLC: tz = 29.16.

'H-RMN (CDCls): 0.936-1.040 (dd, 6H, (CH3),CH)), 1.804 (sept, 1H, (CH3),CH), 2.470-
2.575 (m, 2H, CH,S), 2.764-3.045 (2dd, 2H, CHCH,COO), 3.688-3.746 (dd, 1H,
SCHCH,), 3.851 (s, 3H, CH30), 4.575-4.617 (m, 2H, OCH,CH), 5.089-5.127 (m, 1H,
CH,CHCH,), 5.198-5.288 (m, 2H, CCH,0), 5.298-5.430 (m, 1H, 1H, CH,CHCH,), 5.89
(m, 1H, CH,CHCH,), 6.897-6.958 (d, 2H, CH arom.), 7.293-7.378 (d, 2H, CH arom.) .
BC-RMN (CDCls): 22.436 (CHsCH), 28.755 (CHsCH), 37.076 (CHCH,CO), 40.611
(CHCH,), 42.162 (COCHCH,), 55.699 (CHs0), 66.278 (OCH,CH), 67.008 (CCH,0),
114.458 (CH arom.), 119.273 (CHCH,) 128.202 (C arom.), 130.555 (CH arom.), 131.881
(CH,CHCHy,), 160.288 (C arom.), 170. 702 (CO), 172.008 (CO).

VIII.3.5. Sintesi de (R)-3-al-liloxicarbonil-2-fenilsulfanil-propanoat de p-

metoxibenzil (67)

Dins un balé de 25 mL, sota atmosfera de nitrogen i amb agitacié magnética, es
dissolen 2 g (6.8 mmols) del (R)-3-al-liloxicarbonil-2-hidroxipropanoat de p-metoxibenzil
(62) en 15 mL de diclormeta anhidre. Es refreda la solucid anterior a -78 °C en un bany
d'acetona/CO;, i s'hi afegeixen 1.029 mL (8.83 mmols) de 2.6-lutidina, seguidament i
durant 2h s'afegeixen 1.4 mL (8.16 mmols) d'anhidrid triflic. Un cop afegit aquest ultim
reactiu, s'afegeixen també 3.2 mL (27.18 mmols) de 2,6-lutidina i 2.79 mL (27.18 mmols)
de tiofenol. Es deixa agitant tota la nit, s'afegeixen 200 mL d'éter i es renta quatre vegades
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amb 25 mL d'una solucié d'acid clorhidric 1N. S'asseca amb sulfat de magnesi anhidre, es
filtra i s'elimina el dissolvent a pressio reduida. El residu es purifica per columna "flash"
amb SiO; i hexa/AcOEt com a eluents, obtenint-se 2.28 g (87 %) del (R)-3-
al-liloxicarbonil-2-fenilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (67) i 0.15 g (7 %) de 3-
al-liloxicarbonil-2-cloropropanoat de p-metoxibenzil (68) tots els productes s'obtenen com

a un oli verdos.

(R)-3-al-liloxicarbonil-2-fenilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (67)

TLC: R.f. =0.69 hexa/ AcOEt / AcOH (6:4:0.5).

HPLC: tr = 29.31.

FTIR: 3073.95d, 3005.72d, 2957.12d, 2914.7d, 2849.71d, 2186.5d, 2162.98d, 2051.13d,
1734.08f, 1613.17d, 1515.59m, 1248.88m, 1154.77m, 1052.94d, 892.11d, 823.65d.
'H-RMN (CDCls): 3.004-2.747 (m, 2H, CHCH,COO), 3.8856 (s, 3H, CHs0), (m, 1H,
SCH), 4.609-4.559 (m, 2H, CH,CHCH,), 5.379-5.066 (m, 2H, CH,CHCH,), 5.128 (s, 2H,
CCH0), 5.881-5.829 (CH,CHCHy,), 6.934-6.868 (m, 2H, CH arom.), 7.418-7.228 (m, 7H,
CH arom.).

BC-RMN (CDCls): 36.442 (CHCH,CO), 45.603 (SCH), 55.238 (CH30), 65.557
(OCH,CH), 66.957 (CCH,0), 113.805 (CH arom.), 118.504 (CH,CHCHy,), 127.504 (C
arom.), 128.69 (CHCHCH,), 128.98 (CH arom.), 130.167 (CH arom.), 131.425 (CH
arom.), 131.692 (C arom.), 134.25 (CH arom.), 159.644 (C arom.), 170.090 (CO), 170.821
(CO).

MS: m/z: [M+H]" 387.2.

VIII.3.6. Monooxidaci6 del (R)-3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfanilpropanoat

de p-metoxibenzil (65)

Dins un bald de dues boques de 50 mL de capacitat es dissolen 0.2 g (0.62 mmols)
del (R)-3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (65) en 20 mL de

diclormeta anhidre. A la soluci6 anterior s'afegeix, amb agitacio magnéticaia 0 °C, 0.152 g
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(0.68 mmols) de mCPBA del 77 % de puresa. S'agita 30 min. més, mantenint la reaccié a 0
°C, i s'afegeixen 5 mL de solucié saturada de tiosulfat sodic i es deixa agitant 30 min.,
passat aquest temps, s'afegeixen 80 mL de cloroform i es renta una vegada amb 20 mL
d'aigua i cinc vegades més amb 15 mL d'una solucio saturada de bicarbonat sodic. S'asseca
amb sulfat de magnesi anhidre, es filtra i s'elimina el dissolvent a pressio reduida. El residu
es purifica per columna "flash™ amb SiO, i hexa/AcOEt com a eluents, obtenint-se 0.176 g
(84 %) del (x)-3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfinilpropanoat de p-metoxibenzil (69) en forma

d'oli de color verdos.
(x)-3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfinilpropanoat de p-metoxibenzil (69)

TLC: R.f. = 0.06 hexa / ACOEt / AcOH (2:14).

HPLC: tg = 20.3.

'H-RMN (CDCls): 2.414-2.726 (d, 3H, CH5S), 2.125 (d, 2H, CHCH,CO), 3.794 (s, 3H,
CH30), 3.914-4.237 (dt, 1H, CHS), 4.556-4.687 (m, 2H, OCH,CH), 5.114-5.127 (d, 2H,
CCH,0), 5.054-5.338 (m, 2H, CH,CHCH,), 5.761-5.927 (m, 1H, CH,CHCH,), 6.853-
6.896 (d, 2H, CH arom.), 7.252-7.312 (d, 2H, CH arom.).

BC-RMN (CDCls): 30.311-28.231 (CHCH,CO), 39.620-35.649 (CHsS), 55.666 (CH30),
63.459-60.117 (CHS), 67.422-66.330 (OCH,CH), 68.234-68.144 (CCH,0), 114.438 (CH
arom.), 119.074 (CHCH,), 127.303-127.210 (C arom.), 130.872-130.773 (CH arom.),
131.962 (CH,CHCHy,), 160.358 (C arom.), 167.501-166.511 (CO), 170.567-170.400 (CO).

VIII.3.7. Dioxidacio del (R)-3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfanilpropanoat de
p-metoxibenzil (65) i del (R)-3-al:liloxicarbonil-2-fenilsulfanilpropanoat de

p-metoxibenzil (67)

Dins un bal6 de dues boques de 50 mL de capacitat es dissolen 0.3 g (0.92 mmols)
del (R)-3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (65) o 0.36 g (0.92
mmols) del (R)-3-al-liloxicarbonil-2-fenilsulfanilpropanoat de p-metoxibenzil (67) en 20
mL de diclorometa anhidre. A la solucid anterior s'afegeix, amb agitacié magnética i a 0 °C,
0.456 g (2.024 mmols) de mCPBA del 77 % de puresa. S'agita 4 hores més, mantenint la
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reaccio a 0 °C, i s'afegeixen 5 mL de soluci6 saturada de tiosulfat sodic i es deixa agitant 30
min., passat aquest temps, s'afegeixen 180 mL de cloroform i es renta una vegada amb 10
mL d'aigua i cinc vegades més amb 25 mL d'una soluci6 saturada de bicarbonat sodic.
S'asseca amb sulfat de magnesi anhidre, es filtra i s'elimina el dissolvent a pressio reduida.
El residu es purifica per columna "flash™ amb SiO; i hexa/AcOEt com a eluents, obtenint-se
0.22 g (66 %) del (x)-3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfonilpropanoat de p-metoxibenzil (70) o
0.23 g (70 %) del (z)-3-al-liloxicarbonil-2-fenilsulfonilpropanoat de p-metoxibenzil (71),
tots dos s'obtenen en forma d'oli de color verdos.

(x)-3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfonilpropanoat de p-metoxibenzil (70)

TLC: R.f. = 0.23 AcOEt/ AcOH (5:0.1).

HPLC: tg = 22.7.

'H-RMN (CDCls): 3.021 (s, 3H, CH3S05), 3.021-3.217 (d, 2H, CHCH,CO), 3.818 (s, 3H,
CH30), 4.355-4.428 (dd, 1H, CHS), 4.568-4.596 (OCH,CH), 5.115-5.226 (t, 1H,
CH,CHCHy,), 5.266 (s, 2H, CH,CHCH,), 5.324-5.358 (dd, 1H, CH,CHCH,), 5.795-5.880
(m, 1H, CH,CHCH,), 6.887-6.930 (d, 2H, CH arom.), 7.298-7.341 (d, 2H, CH arom.).
BC-RMN (CDCls): 30.168 (CHCH,CO), 41.122 (CH,SO2), 55.68 (CH30), 65.354
(CHSO,), 66.528 (OCHCH,), 68.853 (CCH,0O), 114.492 (CH. arom.), 119.198
(CH,CHCH,), 126.924 (C arom.), 130.804 (C arom.), 131.858 (CH,CHCH,), 160.440 (C
arom.), 165.43 (CO), 169.72 (CO).

(x)-3-al-liloxicarbonil-2-fenilsulfonilpropanoat de p-metoxibenzil (71)

TLC: R.f. =0.72 Hexa /AcOEt / AcOH (1:1:0.1).

'H-RMN (CDCly): 3.177-3.214 (d, 2H, CHCH,CO), 3.86 (s, 3H, CH30), 4.463-4.567 (t,
1H, CHSOy), 4.590-4.602 (d, 1H, OCH,CH), 5.058-5.082 (dd, 2H, CCH,0), 5.209-5.368
(m, 2H, CHCH,), 5.804-5.856 (m, 1H, CH,CHCH,), 6.883-6.927 (d, 2H, CH arom.),
6.927-7.782 (m, 7H, arom.).
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VIII.3.8. Procediment general d'eliminacio del grup p-metoxibenzil

Dins un bal6 de 25 mL de capacitat, amb constant agitacio magnetica, es dissolen
3.26 mmols de reactiu a desprotegir en 4 mL de dissolucio de 10 % de TFA en diclorometa.
Es manté l'agitacié magnética, a t.a., durant una hora, es dilueix la reaccié amb 100 mL
d'éter i es renta cinc vegades amb 25 mL de solucio saturada de bicarbonat sodic. S'ajunten
les fases aquoses i s'acidifica amb HCI 1N fins a pH = 1, s'extreu cinc vegades amb 40 mL
d'AcOEt i s'asseca aquest amb sulfat de magnesi anhidre, es filtra i s'elimina el dissolvent a

pressié reduida.

VIII.3.8.1. Sintesi de I'acid (Z)-3-(al-liloxi)carbonilacrilic (58) a partir del

(2)-3-(al-liloxicarbonil)acrilat de p-metoxibenzil (63)

S'obtenen 0.464 g (91 % de rendiment) de I'acid (Z2)-3-(al-liloxi)carbonilacrilic (58)
en forma d'oli verdos.

TLC: R.f. =0.26 Hexa /AcOEt / AcOH (1:1:0.1).

HPLC: tgr = 14.

FTIR: 3081.51d, 2951.34d, 2656.67d, 2162.78d, 1832.44d, 1709.21f, 1642.67m,
1410.48m, 1208.57f, 1164.02f, 988.73d, 938.01d, 855.28d, 820.56d.

'H-RMN (CDCls): 4.75-4.79 (d, 2H, CH,CHCH,), 5.31-5.46 (m, 2H, CH,CHCH,), 5.90-
5.99 (m, 1H, CH,CHCHy), 6.42-6.44 (d, 2H, CHCH), 11.39 (s, 1H, OH).

BBC-RMN (CDCls): 67.453 (OCH,CH), 120.374 (CH,CHCH,), 130.470 (CHCH), 131.042
(CHCH), 134.208 (CH2CHCHy), 167.000 (CO), 167.000 (CO).
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VIII.3.8.2. Sintesi de I'acid (R)-3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfanilpropanoic
(48) a partir del (R) 3-al-liloxicarbonil-2-metilsulfanilpropanoat de p-
metoxibenzil (65)

S'obtenen 0.6 g (90 % de rendiment) de I'acid (R)-3-(al-liloxi)carbonil-2-
metilsulfanilpropanoic (48) en forma d'oli verdos.

TLC: R.f. = 0.51 Hexa / AcOEt (2:1).

HPLC: tz = 16.15.

'H-RMN (CDCly): 2.257 (s, 3H, CH3S), 2.725-3.194 (m, 1H, CH,CHCH,), 3.524-3.699
(m, 1H, CHS), 4.625-4.648 (s, 2H, CHCH,CO), 5.25-5.384 (t, 2H, OCHCH,), 5.850-5.983
(m, 1H, CH,CHCHb,), 8.91 (s, 2H, OH).

BC-RMN (CDCly): 14.724 (CH,S), 36.06 (CH,CH,CO), 42.663 (SCH), 66.148
(OCH,CH), 119.018 (CH,CHCH,), 132.044 (CH,CHCH),), 170.722 (CO), 177.326 (CO).

VIII.3.8.3. Sintesi de I'acid (z)-3-(al-liloxi)carbonil-2-
metilsulfonilpropanoic (50) a partir del (x)-3-(al-liloxi)carbonil-2-

metilsulfonilpropanoat de p-metoxibenzil (70)

S'obtenen 0.71 g, (92% de rendiment) de l'acid (z)-3-(al-liloxi)carbonil-2-

metilsulfonilpropanoic (50) en forma d'oli verdos.

TLC: R.f. = 0.09 ACOEt / AcOH (2:0.1).

'H-RMN (CDCls): 3.174-3.241 (d, 2H, CHCH,CO), 3.218 (s, 3H, CH3SO,), 4.427-4.499
(t, 1H, SCH), 4.659-4.687 (d, 2H, CH,CHCH,), 5.271-5.412 (dt, 2H, CH,CHCH.,), 5.836-
6.02 (m, 1H, OCH,CH), 8.543 (s, 1H, OH)

BC.RMN (CDCls): 30.114 (CHCH,CO), 41.35 (CHsSO,), 65.148 (CHSO,), 66.889
(OCH,CH), 119.504 (CHCH}), 131.669 (CHCH,), 168.778 (CO), 170.141 (CO).
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VIII.3.8.4. Sintesi de I'acid (R)-3-al-liloxicarbonil-2-fenilsulfanilpropanoic
(51) a partir del (R)-3-(al-liloxi)carbonil-2-fenilsulfanilpropanoat de p-
metoxibenzil (67)

S'obtenen 0.82 g, (94% de rendiment) de acid (S)-4-al-liloxicarbonil-2-
fenilsulfanilpropanoic (51) en forma d'oli verdos.

TLC: R.f. =0.63 Hexa / AcOEt / AcOH (1:1:0.1).

FTIR: 3081.51d, 2951.34d, 2656.67d, 2162.78d, 1832.44d, 1709.21f, 1642.67m,
1410.48m, 1410.48m, 1208.57f, 1164.02f, 988.73d, 938.01d, 855.28d, 855.28d, 820.56d.
'H-RMN (CDCls): 2.848-2.989 (2dd, 2H, CHCH,CO), 4.021-4.097 (dd, 1H, CHS), 4.623-
4.653 (d, 2H, OCH,CH), 5.245-5.398 (dt, 2H, CH,CHCHy), 5.912 (m, 1H, CH,CHCH),),
7.356-7.592 (m, 5H, CH arom.), 8.830 (s, 1H, OH).

BC-RMN (CDCls): 36.776 (CHCH,CO), 46.077 (CHS), 66.204 (OCH,CH), 119.171
(CH,CHCHy), 129.411 (CH arom.), 129.627 (CH arom.), 131.833 (CH,CHCH), 132.018
(C arom.), 134.594 (CH arom.), 170.599 (CO), 176.953 (CO).
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