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1. INTRODUCCIO I OBJECTIUS

Un dels principals objectius de la recerca biomédica és la identificacid de nous composts
actius d'interes terapéutic que a més presentin una elevada selectivitat. Tradicionalment, la font
de composts amb activitat biologica s'ha basat en la sintesi seqliencial de molécules, aixi com
en l'aillament de productes naturals tant d'origen vegetal com animal. No obstant, malgrat
comptar amb éxits remarcables, aquestes estratégies son lentes i sovint impliquen la realitzacié
d‘assaigs biologics llargs i complexos.

En els dltims anys, el procés d'identificacid de nous farmacs ha experimentat una important
transformacié degut als avencgos aconseguits en les arees de la bioquimica, la biologia i la
bioinformatica. Per una banda, una de les conseqiiéncies més immediates de la seqiienciacid
del genoma huma ha estat la identificacid d'un gran nombre de dianes d'interés terapéutic que
abans eren desconegudes, circumstancia que ha obert un camp il*limitat de recerca de farmacs
gue actuin sobre aquestes dianes. Per laltra, la robotitzacid, automatitzacid i miniaturitzacio
d’'una amplia gamma d’assaigs /7 vitro ha conduit al desenvolupament d’assaigs biologics dalt
rendiment (HTS, High Throughput Screening). Aquest desenvolupament ha invertit la situacid
classica dels laboratoris d'investigacié biomedica. Si fins llavors I'assaig farmacologic era el coll
d’ampolla del procés de descobriment de farmacs (la quantitat de molécules que els equips de
sintesi eren capagos de subministrar saturava sovint la capacitat dels equips que els avaluaven),
a partir d'aquella época ho va passar a ser la produccié de molécules per assajar, creant la
necessitat de sintetitzar, en poc temps i de manera eficient, milers de composts. A més, per
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facilitar el disseny racional de nous farmacs cada vegada es fa més palesa la necessitat d‘aplicar
estudis estructurals i computacionals per obtenir resultats de relacié estructura-activitat (SAR,
Structure-Activity Relationships), aixi com analitzar el mode d'interacci6 molécula-diana
(Docking). Finalment, els costos de llengament al mercat d'un nou farmac, han forgat la
indUstria farmacéutica a escurcar totes les etapes implicades en el desenvolupament de
farmacs, sobretot pel que fa referéncia a la fase preclinica, contribuint d'una manera notable a
I'optimitzacié de temps i recursos.

Aixi doncs, aquests avencos han posat de manifest la necessitat de disposar d'una elevada
quantitat de molécules per ser avaluades en front de les dianes terapéutiques d’interés. Per
respondre a aquesta demanda, durant els anys 90 va néixer la Quimica Combinatoria com una
alternativa molt potent per crear grans col*leccions de composts.

La Quimica Combinatoria és una metodologia dirigida al disseny i sintesi de colleccions
de composts estructuralment relacionats, anomenades quimioteques, d'una forma sistematica,
rapida, eficient i simultania, per provar-los davant d'una determinada propietat. Les
quimioteques estan estructurades a partir d’'un esquelet central, al qual s’hi va introduint la
diversitat quimica a través de les diferents fonts de diversitat utilitzades.

La sintesi organica convencional es realitza seguint una estratégia lineal i sovint
convergent, per obtenir un compost final d’estructura determinada. A la Figura 1.1 (A) quedaria
representada la quimica on el reactiu A reaccionaria amb el reactiu B per obtenir el producte
AB. En canvi, la sintesi combinatoria permet obtenir molts més productes per cada reaccid, tot
combinant un nombre limitat de reactius. A la Figura 1.1 (B) s'exemplifica la quimica
combinatodria on els reactius de tipus A (Ay, A,, ..., A,) reaccionarien amb els reactius de tipus B
(B4, By, ..., B,) per obtenir els productes A;.,B;., provinents de la combinacio de tots els reactius
emprats. Si apliquem aquest principi combinatori a diferents etapes de reaccid, la quantitat de
composts obtinguda s'incrementa exponencialment, la qual cosa evidencia la capacitat de la
quimica combinatoria per generar diversitat estructural.

A) B)

Al Bl
A2 BZ
A + B == AB A, By ALB..
A, B,
An Bn

Figura 1.1. Esquema representatiu de la sintesi organica tradicional (A) i de
la sintesi organica combinatoria (B), on A i B representen els reactius i AB el
producte obtingut.
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En la Figura 1.2 es mostra l'esquema del procés de recerca d’'un farmac, destacant les
etapes on el paper de la quimica combinatoria pot ser fonamental, tant en la identificacié de
nous composts com en l'optimitzacié dels candidats que passen a ser avaluats en els estudis
avancats de la fase preclinica. Els avengos aconseguits en els Ultims anys han canviat el coll
d’ampolla en el procés de descobriment d’'un farmac, passant de la generacié d’estructures a
candidat preclinic (/ead) cap a la seva transformacié a farmacs actius administrables oralment
amb les propietats fisiologiques desitjades. Tot i aix0, les etapes d'optimitzacié del compost, els
assaigs preclinics i, sobretot, els clinics fan que el procés global d'identificacié de nous farmacs
encara sigui car i lent (de 6 a 12 anys).

Diana biologica

Adaptacid assaig

““ Estudis /in silico
Sintesi de compostos M

Disseny

=

Gy

[ Cribratge d'alta eficacia (HTS) ]

Quimica
l combinatoria
[ Identificacié del cap de série (Aif) ] D
Optimitzacié Optimitzaci6

del cap de série %
Gy

[ Identificacio del candidat preclinic (/ead)

=

Estudis /in silico

Proves cliniques

NOU FARMAC ) (6-12 anys)

.-I-

Figura 1.2. Esquema representatiu de les diferents etapes que inclouen el procés de
descobriment d'un farmac i el paper que juga la quimica combinatoria.

La primera etapa del procés consisteix en la identificacid de la diana terapeutica d'interées i
el disseny d'un assaig biologic que permeti avaluar de forma rapida i eficient els composts
disponibles. En aquest punt del procés té lloc el disseny de la quimioteca, el qual dependra del
coneixement que es tingui sobre la diana en questid. Si es tenen dades estructurals
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d’interaccions proteina-lligand al centre actiu o relacions quantitatives estructura-activitat
(QSAR, Quantitative Structure-Activity Relationships), es dissenyara una quimioteca focalitzada
per aquesta diana; en cas contrari, el disseny anira encaminat cap a una quimioteca general
amb molta més diversitat quimica. Les molécules identificades del cribratge de la quimioteca
durant els assaigs biologics amb activitat, afinitat i selectivitat per a la diana terapéutica es
coneixen com a Aits, i entren en la segient fase del procés, la qual consisteix en el
desenvolupament d‘altres molécules optimitzades que en millorin la seva activitat, afinitat,
selectivitat i falta de toxicitat. Es en aquesta etapa on la quimica combinatoria també juga un
paper important per dissenyar i sintetitzar quimioteques més reduides que presentin les
modificacions necessaries de I'estructura quimica, aixi com potenciar les seves propietats
ADMET (Administracid, Distribucid, Metabolisme, Excrecié i Toxicitat). El cribratge d’aquesta
nova quimioteca permetra la identificacié d'una estructura optimitzada o /ead amb les
caracteristiques i propietats idonies per esdevenir, en cas de superar les proves cliniques, un
nou farmac potencial.

En els dltims anys, la informatica ha esdevingut una eina complementaria al llarg de tot el
procés, desenvolupant métodes computacionals (in sifico) aplicats tant al disseny de I'estructura
dels composts de les quimioteques, per a la identificacié de Aits, com a l'optimitzacié d'aquests,
per a la identificacio de /eads.

Aixi doncs, la quimica combinatoria ha demostrat la seva utilitat en I'area biomédica en
simplificar i accelerar el procés de preparacio i optimitzacié de composts d'interés terapéutic. A

més, la seva utilitat no ha passat inadvertida en altres camps tant diversos, com la ciéncia de

4 el reconeixement molecular,”” la quimica de polimers,®° I'agroquimica®® o la
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materials,
recerca de nous catalitzadors, on la seva aplicacié ha permes l'obtencié de resultats molt

satisfactoris.

1.1. ANTECEDENTS HISTORICS DE LA QUIMICA COMBINATORIA

La quimica combinatoria té els seus origens en la sintesi de peptids en fase solida. L'any
1963 Merrifield va introduir aquesta metodologia per sintetitzar un tetrapéptid sobre un suport
solid de clorometilestiré copolimeritzat amb divinilbenzé.®> A partir d’aquell moment, la
tecnologia de la fase solida va anar evolucionant fins aconseguir sintetitzar un gran nombre de
peéptids amb un bon rendiment i una puresa elevada.

La primera quimioteca de peptids descrita en la bibliografia va ser la sintetitzada per
Geysen et al. en multipins de poliestiré funcionalitzat I'any 1984, i un any més tard Houghten
va introduir la metodologia de les bossetes de te (fea bags) amb una resina de poliestiré per a
la sintesi multiple de péptids.'” Posteriorment, es va desenvolupar la metodologia de sintesi de
divisio i mescla (split & mix), introduida per Furka et a/ l'any 1988 per sintetitzar una
quimioteca de 180 pentapéptids'®. Paral-lelament, partint del concepte introduit per Furka perd
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intentant evitar el procés iteratiu de resintesi que aquest implica, Houghten et &/ van
desenvolupar una nova metodologia anomenada rastreig posicional (positional scanning ) per a
la sintesi d’'una quimioteca d’hexapéptids.®

En els seus inicis, la quimica combinatoria s'aplicava Unicament a la sintesi de péptids i
oligonucleotids, fins que Bunin i Ellman van publicar I'any 1992 la primera quimioteca discreta
d'1,4-benzodiazepines en fase solida.”® A partir d'aquesta publicacid, I'aplicacié de la quimica
combinatoria i la fase solida a la sintesi de quimioteques de molécules organiques de baix pes

molecular ha estat en continua expansid.?!?

Tot i que també s’han sintetitzat quimioteques en dissolucio,>* la sintesi en fase solida és
la metodologia més emprada en quimica combinatoria. A continuacié s'explicaran les
caracteristiques més remarcables de la fase solida i de la fase homogénia, aixi com altres
aspectes importants de I'estratégia combinatoria que cal tenir en compte.

1.2. ASPECTES GENERALS DE LA QUIMICA COMBINATORIA

Abans d'iniciar la sintesi d’'una quimioteca, cal realitzar un treball previ de disseny on
s’haura d‘analitzar I'objectiu d’aquesta sintesi ja que aquest factor sera el que determinara
I'estratégia a seguir, tant des del punt de vista de la dimensid i composicid de la quimioteca,
com de la metodologia a utilitzar per a la seva construccid. A més, s’hauran de tenir en
consideracio els aspectes que s’explicaran a continuacio.

1.2.1. ESQUELET

L'esquelet (scaffold) és el fragment molecular comu a tots els components de la quimioteca
combinatoria sobre el qual s'insereix la diversitat. L'eleccié d'aquest fragment es fa en funcié del
coneixement de la seva activitat o bé com a resultat d’estudis preliminars en bases de dades
adients, tenint en compte la mida necessaria, el nimero de fonts de diversitat que s'hi vulguin
inserir, la rigidesa desitjada, etc. Pel que fa referéncia a la seva estructura, aquesta es pot
obtenir per tres vies diferents: la primera consisteix en la seva construccié a mesura que es van
realitzant les successives etapes d'introduccié de les fonts de diversitat; la segona és mitjancant
una reaccié posterior a I'alliberament del compost sintetitzat del suport poliméric (en el cas de
treballar en fase solida); finalment, la tercera via consisteix en la introduccié inicial d'una entitat
estructural definida amb els corresponents grups funcionals, els quals permeten la incorporacio
de les diferents fonts de diversitat.
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1.2.2. BLOCS DE CONSTRUCCIO. FONTS DE DIVERSITAT

Els blocs de construccid (building blocks) o fonts de diversitat son els representants de
I'espai de diversitat que ens interessa explorar, els quals condicionen el procés sintétic de la
quimioteca.

En termes generals, tal i com s’ha comentat anteriorment, la sintesi d’'una quimioteca es
pot enfocar des de dos punts de vista. Si interessa identificar un nou cap de série amb activitat
davant una diana biologica, s’ha d’explorar un ampli espai de diversitat quimica (grups
acceptors i donadors d’electrons, grups carregats o ionitzables, acceptors i donadors de pont
d’hidrogen, substituents hidrofobics i hidrofilics, etc.) i sintetitzar un gran nombre de composts
(quimioteca generalista). En canvi, si es vol optimitzar un cap de série ja identificat o actuar
sobre una diana d'estructura coneguda, ens interessa sintetitzar quimioteques més petites i
focalitzades per millorar I'activitat i selectivitat del compost, modificant d’una forma sistematica
els grups que son importants en la interaccio del lligand amb la diana i, per tant, aplicarem una
diversitat quimica més limitada i especifica, preparant un nombre més reduit de composts
(quimioteca focalitzada).

En qualsevol dels casos, la diversitat dels blocs de construccié o elements de diversitat
hauria de presentar estabilitat en les condicions de reaccio (i d’escissio en el cas de treballar en
fase solida), excloent aquells substituents capacos de formar enllacos covalents no especifics
amb el receptor o que poguessin donar falsos positius en el cribratge.

Per evitar pérdues economiques i de temps per a les empreses farmaceutiques, s'estan
desenvolupant estudis amb la finalitat de poder predir si un compost té possibilitats d'arribar al
mercat. En aquest sentit, I'any 1997, Lipinski et a/. van establir una série de regles que havia de
complir un compost identificat amb activitat per esdevenir un bon candidat a farmac.”” Per altra
banda, s’han desenvolupat tecniques d’algorismes genétics amb la intencié de minimitzar el
nombre de substancies a ser sintetitzades,?® aixi com daltres programes informatics que han
desenvolupat métodes /n silico per a la identificaci6 de Aitsi leads.*>' Més recentment, amb els
avencos aconseguits en |'area de la genomica i la protedomica, ha sorgit una altra especialitat, la
farmacogenomica, la qual permetria dissenyar en un futur farmacs individualitzats per a cada

pacient segons les seves caracteristiques genétiques.*>*

1.2.3. SINTESI EN FASE SOLIDA. SINTESI EN DISSOLUCIO
La sintesi d’'una quimioteca combinatoria es pot realitzar seguint dues metodologies: la
sintesi heterogenia (fase solida) o bé la sintesi homogenia (dissolucio i fase liquida).

Quan es parla de fase solida, en general es fa referéencia a I'is d’'una resina polimeritzada,
ja sigui de poliestire, Tentagel, poliacrilamida, etc., encara que també hi ha altres métodes
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basats en varetes o pins polimérics,'®® lamines de vidre*® o membranes de cel'lulosa,*’® els
quals permeten identificar de forma inequivoca els productes sintetitzats individualment.

Els inicis de la quimica combinatoria van anar estretament lligats a la fase solida, ja que es
va comencar amb l'adaptacid de la sintesi classica de péptids sobre suport solid. Per aquest
motiu, la major part dels treballs publicats de sintesi de quimioteques s’han realitzat emprant
aquesta metodologia. No obstant aix0, en els Ultims anys, la sintesi en dissolucié ha anat
guanyant terreny, apareixent publicats diversos articles amb resultats satisfactoris.>** Ambdds
meétodes presenten diferents avantatges i inconvenients que es resumeixen a la Taula 1.1.

Taula 1.1. Comparacid de la quimica combinatoria en fase solida i en dissolucio.

Fase solida

Sintesi en dissolucio

Avantatges

Inconvenients

*Facil eliminaci6 de I'excés de

reactius.

* Purificacié del producte mitjancant
el rentat del suport solid.

* Senzilla automatitzacio de les etapes
sintétiques de reaccid.

*Aplicacié a la sintesi mdiltiple en
paral-lel o de mescles.

* Pseudo-dilucid.

* Necessitat d'adaptar els processos a
la fase solida.

¢ Impossibilitat de purificar els
productes secundaris ancorats.

* Escala limitada.

*No son possibles les sintesis
convergents.

¢+ Dificultat de control d'intermedis
ancorats a la fase solida.

* Dificultat d’ls de reactius
heterogenis (catalitzadors...).
*Restricci6 de la varietat de

dissolvents. S’han d’acoblar al tipus de
soport depenent del grau d'inflament.

*Ampli  ventall de reaccions

organiques.
*No es necessaria I'adaptacio de les
reaccions ja conegudes.

*No es requereixen reaccions
addicionals per a l'ancoratge i escissid
de la fase solida.

*Es poden sintetitzar
il"limitades de producte.

quantitats

*Control de reacci6 per metodes
convencionals.

* Dificultat en la utilitzacié d’excessos
de reactius.

* Dificultat en les etapes d'aillament i
purificacio.
*L'ls de resines segrestadores o

scavengers i de reactius sobre suport
solid resulta car.**

Es podria concloure que no hi ha un métode millor que I'altre sind que tots dos son valids
en funcié del tipus de reaccid que s’hagi de fer i/o del tipus de quimioteca que es vulgui
sintetitzar. En aquest sentit, la combinacié de la sintesi en fase solida i en dissolucié en una
mateixa seqliencia sintetica es perfila com a possible alternativa als inconvenients que
plantegen ambdues estrategies per separat.



Capitol 1

En aquest punt cal referir-se a l'altre aspecte de la sintesi en fase homogeénia, I'anomenada
sintesi en fase liquida. Aquesta consisteix en sintetitzar la molécula unida a un suport poliméric
de polietilenglicol monometil eter (MeO-PEG), el qual és soluble en molts dissolvents organics,
de manera que el substrat es manté en dissolucié durant la reacci6. Ara bé, en contacte amb
éter dietilic el polimer és insoluble i cristal*litza afavorint els processos de purificacié.>** Aquest
métode permet, a la vegada, I'Us d'excessos de reactius treballant en dissolucio i, finalment,
induir la precipitacid de la resina i per tant I'eliminacié dels reactius per filtracid, com en una
sintesi en fase solida.

1.2.4. TIPUS DE FORMATS

Un altre factor important a tenir en compte a I'hora de dissenyar una quimioteca i que
determina tant la metodologia de sintesi com el nombre d'assaigs biologics a realitzar durant el
procés de cribratge és la seva estructura, la qual pot ser de composts individuals o de mescles
controlades.

1.2.4.1. Quimioteques de composts individuals. Sintesi en paral-lel

La sintesi en paral'lel de composts individuals, tant en dissolucié com en fase solida, és
aquella en la qual a cada reactor es sintetitza un Unic producte. En aquestes condicions, la
identificacié del compost responsable d’una activitat determinada durant el procés de cribratge
de la quimioteca és immediata i directa. No obstant, aix0 requereix un nombre d'assaigs
biologics a realitzar igual al nombre de composts que tingui la quimioteca, motiu pel qual es
requereix que el procés estigui automatitzat i robotitzat.

Cal esmentar que aquesta metodologia és la preferida per les empreses farmaceutiques ja
gue s'eviten els processos de deconvolucié i resintesi necessaris en la sintesi de mescles, aixi
com la possibilitat de tenir falsos positius.

1.2.4.2. Quimioteques de mescles controlades

En les quimioteques de mescles controlades és on s‘aplica propiament el concepte
combinatori ja que cada reactor conté una barreja de productes, els quals s'avaluen de forma
conjunta emprant un nombre reduit d'assaigs biologics. Posteriorment, es fa necessari realitzar
un procés de deconvolucio recorrent a la logica de la construccié de les mescles ifo resintesi
dels composts individuals més actius per validar i comprovar els resultats obtinguts.

Les dues metodologies més emprades per a la sintesi de mescles controlades son: la de
divisio i mescla (split & mix) en la qual hi ha una mescla de resines i el rastreig posicional
(positional scanning), en el qual es mescles els reactius.
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1.2.4.2.1. Divisio i mescla (split & mix)

Aquesta metodologia va ser desenvolupada inicialment per A. Furka.'®* Consisteix en la
repeticio de tres operacions: dividir el suport solid en tantes porcions com diversitat s’ha
d'introduir, acoblament de cada porcié6 per separat amb una font de diversitat i, finalment,
mesclar les diferents porcions de resina per tornar a separar-les. El procés es repeteix 77
vegades (vegeu Figura 1.3).

OOO
S s
(04| |0 [0«

Q-AD Q—AE Q-~F
Q-BD OQ-BE Q-BF
Q-cp Q—cE Q-cF

G *H I
Q-ADG Q—AEG Q—AFG || Q—ADH Q—AEH Q—AFH || Q—ADI (Q—AEl (Q—AFI
Q-80G Q-BEG Q—BFG || Q—BDH (Q—BEH Q—BFH || Q—BDI (Q—BEl (Q—BFI
Q-G Q-G Q—crG || Q—coH Q—-CEH Q—crH || @—cp1 Q—CEl (Q—CFI

XXG XXH XXI

Figura 1.3. Esquema representatiu de la metodologia de divisié i mescla amb tres fonts de diversitat
i tres elements de diversitat a cadascuna. S'obtenen 27 composts distribuits en 3 mescles de 9
composts.

Com es veu, es treballa amb mescla de suports i només hi ha un reactiu per reactor, de tal
manera que s'eviten els problemes de diferéncia de reactivitat entre reactius de naturalesa
diversa. Donat el format de la sintesi, cada granet de resina conté un Unic compost (one bead-
one compound), concepte introduit per primera vegada per Lam et al.,*** del qual només se’n
coneix I'Ultima posicio.

La determinacid dels composts de la mescla responsables de I'activitat s’ha de realitzar
mitjancant una deconvolucié de tipus iterativa, técniques de microanalisi (microseqiienciacio**
i espectrometria de masses*~%) o bé mitjancant I'etiquetatge del suport solid per codificacio
isotdpica,®! radiofreqiiéncia®® o etiquetes haloaromatiques,> entre daltres.
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1.2.4.2.1.1. Deconvolucio iterativa i deconvolucio recursiva per al format de divisio i mescla

El cribratge o avaluacié de les mescles d’'una quimioteca sintetitzada en format de divisio i
mescla, les quals tenen I'Gltima posicid coneguda, davant d’'una determinada diana biologica
selecciona els elements de diversitat que mostren més activitat per aquesta posicid (H en la
Figura 1.4). A continuacio es resintetitza la quimioteca definint I'GItima posicié6 amb els elements
de diversitat més actius seleccionats en el primer cribratge, de tal manera que el nou cribratge
seleccionara els elements de diversitat amb més activitat per a la posicid anterior (D en la
Figura 1.4). Aquest procés té lloc de forma iterativa fins que es seleccionen els elements de
diversitat amb més activitat per a cada posicid de la quimioteca, identificant-se en ultim terme
el/els composts amb més activitat®® (en el cas de la quimioteca de la Figura 1.4, la resintesi
tindria lloc dues vegades fins identificar CDH).

|XXG| |XXH| XXI
resintesi == H activa
v GHI
|XDH| |XEH| XFH
resintesi i I:I = D activa
v DEF
|ADH| |BDH| CDH
identificacio |:| == C activa
ABC
CDH

Figura 1.4. Deconvolucié iterativa i de resintesi en el format de divisi6 i mescla,
fins a la identificacid de compost més actiu CDH. X representa una posicié no
definida.

L'inconvenient d'aquest procés és que s’ha de resintetitzar la quimioteca tantes vegades
com etapes d'introducci6 de fonts de diversitat s’hagin fet i, a més, és possible que es
seleccionin més d'un element de diversitat per a cada posicid, fet que incrementaria el nombre
de resintesis que s’haurien de realitzar.

Una alternativa a aquest procés iteratiu és la deconvolucié recursiva on es separa una
porcié de resina a cada etapa d'introduccid de diversitat, per estalviar temps a I'hora de
resintetitzar la quimioteca en el procés deconvolutiu. Aquesta estratégia la va seguir el grup de
Janda per sintetitzar una quimioteca de pentapéptids.**

10
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1.2.4.2.2. Rastreig posicional (positional scanning)

Aquesta metodologia es basa en una mescla de reactius a I'hora d'introduir la diversitat
quimica, els quals es fan reaccionar simultaniament per obtenir una barreja final de composts.
El procediment consisteix en sintetitzar les diferents mescles formant subquimioteques, tantes
com posicions de diversitat s’hagin d’introduir. Aquestes subquimioteques contindran la totalitat
dels productes de la quimioteca, perd organitzats de forma diferent en cada mescla. De fet,
cada subquimioteca conté una posicio definida i coneguda (O), mentre que les altres
esdevenen posicions aleatories (X), on hi ha una mescla de totes les fonts de diversitat
possibles (vegeu Figura 1.5). Cada subquimioteca té Z" composts diferents, repetits en totes
elles, on Z representa el nombre d’elements introduits en cada font de diversitat i 7 és el

nombre de fonts de diversitat.>”

En treballar amb mescles de reactius, és molt important coneixer la reactivitat relativa de
les diferents fonts de diversitat, a fi que la mescla contingui els productes en quantitats
aproximadament equimoleculars.®® Una distribucid descompensada dels components de la
mescla pot conduir a resultats enganyosos a I'hora de I'avaluacié de la quimioteca.

A B C A+B+C A+B+C
Vol R -
[0+][0s][0<]  [0r0=iO<] [0+ 0-=0<]

l D+E+F /lN lD+E+F
Q-ani @-BD: Q—cD Q4D | | QAE| | Q-AF Q-0 Q-80i Q-0
Q-AE i Q-BE i Q—cE Q-8p| |Q-BE| | Q-BF Q—AE | Q-BE | Q—CE
Q-AF i Q—CF i Q—cF _ Q-co| |Q——cE| | Q-CF Q—AF | Q—CF : Q-cCF 7

l G+H+1 lG+H+I /lN
Q—ADG  (Q-BDG i (Q—CDG Q—ADG | Q—AEG i Q—AFG Q-ADG | | Q—ADH | | Q—ADI
Q—AEG { Q—BEG  (Q—CEG Q—8DG i Q—BEG | Q—BFG Q-80G | | Q-BDH | | Q—BDI
Q—AFG : Q—BFG i Q—CFG Q—CDG i Q—CEG : Q—CFG Q-G | | Q—cpH| | Q—cDI1
Q—ADH i Q—BDH i (Q—CDH Q—ADH | Q—AEH | Q—AFH Q—AEG | | Q—AEH | | Q—AET
Q—AEH | Q—BEH i (Q—CEH Q—BDH : (Q—BEH i (Q—BFH Q-8BEG | | Q-BEH | | Q—BEI
Q—AFH | Q—BFH i Q—CFH Q—CpH  Q—CEH i Q—CFH Q-G | | Q—CEH | | Q—cEI
Q—ADI i (Q-BDI | (Q—CDI Q—ADI { Q—AEI i (Q-AFI Q-AFG | | @Q—AFH | | Q—AFI
Q—AEI {Q—BEI i(Q—CEI Q-BDI (Q—BEI :(Q—BFI Q-8FG | | Q—BFH | | Q—BFI
Q-AFI i(Q—BFI i{(Q—CFI Q-cp1 i (Q—CEI :(Q—CFI Q-CFG | | Q-CFH | | Q—cCFI

OXX XOX XX0

Figura 1.5. Esquema representatiu de la metodologia de rastreig posicional amb 3 fonts de diversitat i 3 elements de
diversitat a cadascuna. S'obtenen 3 subquimioteques amb 27 composts repetits a cadascuna. Cada subquimioteca conté
una posicié definida (O) mentre que les altres dues son aleatories (X).

La determinacié dels composts de la mescla responsables de l'activitat s’ha de realitzar
mitjangant un procés de deconvolucio, tal i com s’explica a continuacio.
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1.2.4.2.2.1. Deconvolucio per al format de rastreig posicional

Aquesta estratégia de deconvolucié va ser desenvolupada per R. Houghten et a/>*>* i

permet identificar els composts més actius d’una quimioteca de mescles sintetitzada en format
de rastreig posicional realitzant un Unic assaig per mescla. El cribratge realitzat sobre cada
subqguimioteca déna informacié de quines fonts de diversitat s6n més actives per la posicié que
defineixen, tal i com es mostra esquematicament en la Figura 1.6. La combinacié dels elements
amb més activitat per a cada font de diversitat condueix a la identificacid del/s compost/os
individual/s més actius de la quimioteca.

Hﬂﬂ lon Hﬂn

A B C D E F G HI

OXX X0X XXO0

\Almcié
CDH

Figura 1.6. Deconvolucié per rastreig posicional fins
a la identificaci6 del compost més actiu CDH. O
representa una posicid definida i X una posicid
aleatoria.

Aquesta metodologia requereix un procés addicional de validacio, ja que en treballar amb
mescles de productes, es poden produir falsos positius en seleccionar una mescla activa com a
resultat de la suma de petites activitats de diversos composts que hi sén presents. La validacié
d’aquest procés consisteix en resintetitzar els composts identificats amb més activitat de forma
individual i tornar a realitzar els assaigs biologics per confirmar els resultats de la quimioteca de

mescles.

1.2.5. ALTRES ESTRATEGIES COMBINATORIES

1.2.5.1. Quimioteques virtuals

De forma complementaria a la sintesi i cribratge de les quimioteques, els treballs en
guimica combinatoria s’estan orientant a la utilitzacid de técniques computacionals per al
disseny de noves quimioteques i I'optimitzacié de composts dels quals ja se’n coneix I'activitat
biologica. D’aquesta manera es pot explorar virtualment un espai conformacional molt més
ampli d’'una forma rapida i, a través de diferents filtres, reduir el nombre de composts a

12
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sintetitzar i avaluar posteriorment, contribuint a una reduccié important dels costos en la fase
preclinica.

Les quimioteques virtuals® sén quimioteques dissenyades amb eines computacionals
segons I'Us de bases de dades electroniques, tenint en compte una série de descriptors quimics.
Aquests descriptors defineixen caracteristiques com lipofilia, moment dipolar, grups funcionals,
aixi com determinades caracteristiques estructurals en funcié del receptor amb quée hauran
d'interaccionar. Aixi mateix, es poden trobar grans bases de dades de composts i programes
que amb els seus algorismes permeten reduir el risc de generar composts amb caracteristiques
inadequades o que siguin dificils de sintetitzar.® Seguidament, el cribratge virtual d’aquestes
quimioteques aplicant determinats models que permetin avaluar |'activitat biologica dels
composts permet identificar aquells que presentin més activitat, els quals hauran de ser
sintetitzats de forma real i tornar a ser avaluats per confirmar els resultats.

1.2.5.2. Quimioteques dinamiques

A finals dels anys 90 es va originar un altre concepte dins de la quimica combinatoria
provinent del camp del reconeixement molecular i desenvolupat fonamentalment per
J. M. Lehn, el de les quimioteques dinamiques.®®®* Aquesta metodologia treballa amb el
concepte de reaccio reversible i es basa en la sintesi d'una col*leccié de composts que es troben
en equilibri dinamic. Sera la interaccié preferent amb una diana determinada la que produira el
desplacament dels equilibris conduint a un increment de la concentracié del compost amb més
activitat, el qual es pot aillar i identificar (vegeu Figura 1.7).

Diversitat
disponible

o— @ _’EVOQ\W
=i

Components

‘/c
ol

&

Figura 1.7. Generaci6 d'una quimioteca dinamica i desplagament dels
equilibris per interaccié6 amb una diana seleccionada.
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1.2.5.3. Quimioteques de quimioteques

Aquest concepte va ser introduit per Houghten et a/.®*®* i consisteix en aplicar diverses
transformacions quimiques (alquilacio, oxidacio, reduccid, acilacid, etc.) sobre les quimioteques
sintetitzades quan aquestes encara estan ancorades sobre el suport solid, per obtenir-ne de
noves que presentin diferents propietats fisiques, quimiques i biologiques. D'aquesta manera es
poden generar i desenvolupar séries de quimioteques diferenciades estructuralment, ampliant
rapidament I'espai quimic explorat.

1.2.5.4. Genética quimica

El concepte de genética quimica,®®

introduit per S. L. Schreiber, ha consituit un aveng
destacable en la utilitzaci6 de la quimica combinatoria. Una manera d’entendre la funcid
cel*lular d’una proteina és alterar-ne la funcid. Per aconseguir-ho, l'aproximacié genética utilitza
la generacié de mutacions inactivadores en els gens que codifiquen la proteina fins aconseguir
I'efecte desitjat. Schreiber, va proposar una aproximacié complementaria, com és la utilitzacié
de molécules organiques per alterar la funcid proteica mitjangant la unié com a lligand. En

aquest sentit actuarien com una mena de Anock out (vegeu Figura 1.8).

Gen ——> Proteiha ——> Efecte biologic

I I

mutacié molécula petita

APROXIMACIO  APROXIMACIO
GENETICA GENETICA
QUIMICA

Figura 1.8. Aproximacio genética i genética quimica.

L’'objectiu d'aquesta estratégia seria la identificacid d'una molécula petita que intereccionés
amb una proteina determinada amb |'avantatge de poder alterar-ne la funcié i, a més a més
poder-la modular i controlar. La quimica combinatoria jugaria un paper important dins
d'aquesta aproximacid, tant des del punt de vista de la generacié d'aquestes molécules com en
la posterior modificacid per controlar-ne l'efecte. Experimentalment, es procediria escollint
aquella molécula, entre totes les d’una quimioteca combinatoria, que produis I'efecte biologic
desitjat i, posteriorment, s'identificaria sobre quina proteina interacciona. Finalment, la
modificacié d’aquesta molécula proporcionaria el control sobre el seu efecte biologic.
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1.2.5.5. Evolucio biologica-Evolucié quimica

Aquesta estratégia introdueix el concepte devolucio dun farmac, convertint I'evolucid
biologica en evolucid quimica. Aquest procés d'optimitzacié es pot dur a terme mitjancant
diverses aproximacions, entre les quals destaquen la dels algorismes genétics introduida per
J. H. Holland®® i la d’hibridacié introduida per Lazar et a/.%.

Els algorismes genétics” es basen en els principis evolutius i de seleccié natural de Darwin,
permetent una evolucid dinamica del conjunt de molécules (anomenat poblacié) per anar
millorant gradualment les seves propietats per competicid. Durant aquest procés d'evolucid
(vegeu Figura 1.9), diferents individus (molécules) son seleccionats, creuats i mutats per
generar nous individus, els quals sén avaluats segons una funcidé o model respecte la seva
capacitat d'adaptacié al medi (qualitat de la solucié que ofereix al problema plantejat). Només
els millors candidats seran seleccionats per formar part de la seglient generacié, aconseguint
aixi anar millorant les seves propietats pas a pas.

Inicialitzaci¢ ) ———p @ — ‘
. .

Figura 1.9. Etapes del procediment general utilitzat per I'estratégia dels algorismes
genétics.

La hibridacio és un metode evolutiu analeg al descrit per J. H. Holland, perd d‘aproximacio
més general, que treballa sense una diana especifica. Consisteix en |'evolucié de farmacs ja
existents, mimetitzant el procés de fecundaci6 combinant dos farmacs pares, per
desenvolupar-ne de nous que es puguin aplicar a un ventall ampli de dianes terapeutiques i
dissenyar quimioteques generalistes d'evolucid de farmacs. L'Unic requisit que han de complir
els farmacs pares és tenir el mateix esquelet, ja que la combinacié dels blocs de construccié es
fara sempre per a cada posicié de diversitat determinada d’aquest esquelet, de la mateixa
manera que la recombinacié geneética es produeix amb els cromosomes corresponents (vegeu
Figura 1.10).

La molécula 1 esta substituida amb els blocs de construccid R1 i R2 a la primera i segona
posicions de diversitat, respectivament, mentre que la molécula 2 ho esta amb els blocs de
construccié R1’ i R4’ a la primera i quarta posicions de diversitat, respectivament. Els blocs de
construccié R1 i R1" ocupen la mateixa posicié de diversitat en les molécules pare, aixi que les
molécules de segona generacio (fills) tindran R1 o R1’ en la primera posicid de diversitat. En
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canvi, la molecula pare 2 no té cap bloc de construccié en la segona posicid de diversitat i la
molécula pare 1 no en té a la quarta. Per aquest motiu, les molécules de segona generacid
tindran R2 o no tindran bloc de construccié en la segona posicio de diversitat i tindran R4 o no
tindran bloc de construcci6 en la quarta. D’aquesta manera, el resultat final seran sis molécules
de segona generacio fruit de la combinacio dels blocs de construccid de les dues molécules pare
1i2.

R1 R1’
AT
1 2

I [ [ I I I
R1 R1’ R1 R1’ R1 R1’

0 O = O wlbewiie
3 4 5 6 7 8

Figura 1.10. Esquema proposat per a la mescla de blocs de construcciéd seguint el
métode d'hibridacid.®

1.2.5.6. Sintesi de quimioteques utilitzant la irradiacié per microones

En els Ultims anys, la sintesi organica en fase solida i en solucié assistida per microones ha
generat un gran interés.”? En la bibliografia es recullen reaccions de diferents tipus, les quals es
veuen accelerades i transcorren amb bons rendiments i pureses elevades, reduint en alguns
casos el temps de reaccié d'hores a pocs minuts.”? Aquest éxit es deu principalment al procés
d’escalfament, el qual és rapid i eficient degut al contacte directe de l'energia sobre les
molécules polars i depén de la capacitat del material per absorbir energia i convertir-la en calor.

Aquestes caracteristiques son les apropiades per a la quimica combinatoria ja que
permeten la generacid de composts d’'una forma rapida i amb un bon rendiment. Per aquest
motiu, aquesta teconologia va passar ben aviat a ser una eina molt utilitzada i en continua
expansid dins de la quimica combinatoria.”? El primer exemple va ser el descrit per
Cotterill et al’* I'any 1998 per a la sintesi en paral‘lel d’'una quimioteca de piridines substituides.

> en sintesi automatica

Més tard se’n van descriure en sintesi en paral‘lel en fase solida,
seqiiencial en dissolucié’® i en sintesi en fase solida en format de divisié i mescla.”” Finalment,
cal esmentar que la segona part d'aquesta memoria esta dedicada precisament a la sintesi
assistida per microones, explicant a fons els seus fonaments i la seva aplicacio a la sintesi de la

primera quimioteca en fase solida en format de rastreig posicional.

1.2.5.7. Preparacio de quimioteques utilitzant la sintesi fluorada

Aquesta estratégia sorgeix com alternativa a la sintesi en fase solida i consisteix en el
marcatge del substrat de reacci6 amb una etiqueta fluorada o perfluorada, permetent aixi
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aprofitar els avantages que ofereix la sintesi en fase solida (facil purificacié dels composts i
separacié per extracci6 en fase fluorada, possibilitat d’utilitzar excessos de reactius, etc.)
juntament amb els que ofereix la sintesi en fase liquida (composts solubles en dissolvents
organics, seguiment de reaccions per métodes convencionals, purificacié d'intermedis de
reaccio, etc.).”®

No obstant, presenta alguns inconvenients: a lI'augmentar el contingut de fluor el compost
esdevé menys organic i podem trobar problemes de solubilitat, els efectes esteérics o electronics
de l'etiqueta fluorada poden modificar la reactivitat del substrat i, finalment, la mida de
I'etiqueta ha de ser proporcional al pes del compost perqué mantingui aquesta afinitat per la
fase fluorada.

1.3. ELS PEPTIDOMIMETICS

Una gran quantitat de funcions biologiques i fisiologiques estan controlades per péptids o
proteines de pes molecular baix. Ara bé, tot i el seu potencial farmacologic, els farmacs
peptidics sovint presenten una baixa disponibilitat oral degut a una baixa absorci6 intestinal,
una elevada inestabilitat metabolica, accions multiples i amplies fluctuacions en el seu
comportament farmacocinétic. D'aqui la necessitat de desenvolupar péptids modificats o
peptidomimeétics que presentin unes propietats farmacologiques més favorables.

Els peptidomimeétics sén composts estructuralment semblants als péeptids per tal de
mantenir la seva activitat biologica, perd que no presenten els desavantatges mencionats. En

aquest sentit, s'han descrit un gran nombre de modificacions estructurals partint de I'estructura

|79

del péptid natural” (vegeu Figura 1.11).

Analegs \ Combinacions de modificacions de la cadena principal i les laterals /

no peptidics

Modificacions topologiques de la cadena principal peptidica:
introduccié de B- i y-aminoacids, peptids retro-inverso,
introduccié d’espaiadors aromatics

Peptids AMtalquilats, aminoacids amb Ce-tetrasubstituit,
depsipeéptids, substitucio isostérica de I'enllag peptidic

conformacionalment restringides o analegs de prolina

Peptidomimétic \ Substitucions isostériques /

\ Introduccié d’aminoacids amb cadenes laterals /

amb aminoacids no proteics

amb D-aminoacids

\ Substitucié d'aminoacids de la /

seqliéncia natural

\ Substitucions estereoquimiques

\ Delecions de la sequiéncia natural /

Peéptid
\ Péptid natural /

Figura 1.11. Esquema representatiu de les diferents modificacions estructurals
introduides mirant d’optimitzar les propietats farmacologiques dels péptids.®
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1.3.1. ELS PEPTOIDES

d'investigacié es va interessar en els peptoides. Formalment, aquests composts son oligomers
de glicines Msubstituides que difereixen estructuralment dels péptids en el trasllat de les seves
cadenes laterals, passant del carboni en alfa al grup carbonil a 'atom de nitrogen de I'enllag

Entre les diferents estructures peptidomimeétiques, fa uns anys que el nostre grup

amida (vegeu Figura 1.12).

menor polaritat, caracteristiques que es tradueixen en una elevada resisténcia a la hidrolisi per
part de les proteases de l'organisme, una millor absorcid intestinal i, a més, una llibertat
conformacional més gran degut a la incapacitat de formar els ponts d’hidrogen que tenen els
péptids.®® La comparacié més detallada de les caracteristiques principals dels péptids i els

0
R

N
H

Rl ’ 0 )R\3 0 ||{1 0 ||{3

N S ’k/N )K/N‘
*m %u oW
0 R? 0 R?

PEPTID

PEPTOIDE

Figura 1.12. Estructura d’un péptid i d'un peptoide. R}, R? i R® representen la
diversitat introduida per les cadenes laterals.

Aquesta diferéncia estructural confereix als peptoides una major estabilitat metabodlica i una

peptoides queda resumida en la Taula 1.2.
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Taula 1.2. Comparaci6 de les principals caracteristiques dels péptids i els peptoides.®

Péptids

Peptoides

Identitat

Sintesi

Nombre de cadenes
laterals

Estructures
secundaries

Estabilitzacio
estructural

Estabilitat térmica de
les estructures

Estabilitat estructural
en dissolucié

Estabilitat in vivo

Polimers d’aminoacids

En fase solida. Polimeritzacié d’amino-
acids M-protegits (Fmoc o Boc)

20

Helix o i full B

Enllag per pont d’hidrogen
intramolecular

Fins~40 °C

Es desnaturalitzen amb una
concentracio salina elevada, en
dissolvents organics o a pH extrem

Degradacid rapida (proteolisi)

Polimers d’A+alquilglicines

En fase solida mitjancant I'estrategia del
monomer o del submonomer

Derivats dels centenars d’'amines prima-
ries, tant comercials com sintétiques

Helix
Repulsions esteériques i electroniques
> 750C

Generalment estables a concentracions
salines elevades, pH i dissolvents
organics.

Més estables a la proteolisi.
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Finalment, cal destacar que la diversitat quimica en els peptoides es pot introduir a través
d’amines primaries, com es detallara més extensament en la part I d’aquesta memoria, posant
de manifest el potencial combinatori que presenten aquest tipus d’estructures de cara a la

identificacié de composts bioactius.
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1.4. OBJECTIUS

Donat el gran impacte de la quimica combinatoria en la recerca de molecules
farmacologicament actives i d'acord amb l'interés i experiéncia del nostre grup d‘investigacié en
I'aplicacié d'aquesta estratégia dins del camp de la recerca biomédica, es va plantejar com a
objectiu global d'aquesta tesi el desenvolupament de noves estratégies sintétiques per a la
preparacid d'oligomers d’'Atalquilglicina amb potencial activitat davant de diferents dianes
biologiques.

Aixi doncs, els objectius plantejats a l'inici d'aquest treball i els que se’n van derivar
posteriorment van ser els seglients:

1. Estudis sobre la sintesi de peptoides derivats de la deconvolucié de quimioteques
combinatories que presenten amines amb una amina terciaria en la cadena lateral
en la seva estructura.

2. Sintesi i caracteritzacié del peptoide N22-6-16C (SICHI), identificat com a inhibidor
potencial de la senyalitzacid6 d'inhibidors endogens del recreixement axonal
(Semaforines). Aquest bloqueig pot constituir una nova via per estimular la
regeneracioé neuronal.

3. Utilitzacié de la tecnologia d'escalfament per microones per a la sintesi de
peptoides. Optimitzacid de les diferents etapes sintétiques i aplicacid per a la sintesi
d’'una quimioteca de pentamers d’Atalquilglicines en format de rastreig posicional.
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2. INTRODUCCIO

La sintesi de quimioteques de peéptids en fase solida ha permeés la identificacid de
seqiiéncies amb una elevada activitat bioldgica /n vitro davant de determinades dianes.®* No
obstant, tal i com s’ha comentat anteriorment, els péptids presenten limitacions en la seva
aplicacié farmaceutica degut als problemes en la seva activitat /7 vivo. Aquests problemes fan
necessaria la seva modificacié per aconseguir millorar aquests desavantatges i desenvolupar
composts amb activitats /7 vivo més acceptables.

En aquest sentit, s’ha realitzat un gran esfor¢ per desenvolupar peptidomimeétics, composts
estructuralment semblants als péptids per tal de mantenir la seva activitat biologica, pero que
no presentin els desavantatges mencionats. Entre els peptidomimétics més interessants es
troben les glicines A+substituides o peptoides, els quals seran l'objecte d'estudi d’aquesta
memoria.

Formalment, en l'esquelet dels peptoides, les cadenes laterals del carboni o de I'esquelet
peptidic es traslladen cap el nitrogen de I'enllag amida, donant lloc a amides disubstituides.
Aquesta diferencia estructural confereix als peptoides una estabilitat més elevada a la hidrolisi i
una menor polaritat. Aquestes caracteristiques es tradueixen en una elevada resisténcia a les
proteases de I'organisme i millor absorcid intestinal.®> A més, hi ha una llibertat conformacional
més gran degut a l'abséncia de I'estructura secundaria caracteristica dels peptids, en no formar-
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se ponts d'hidrogen intramoleculars entre I'hidrogen d'amida i els carbonils. Aixi mateix,
I'absencia de quiralitat i I'amplia varietat de blocs de construccié (building blocks) fan dels
peptoides uns bons candidats per interaccionar amb diferents dianes terapéutiques.®

La primera sintesi de peptoides en fase solida aplicada a la quimica combinatoria va ser
realitzada per Simon et a/®' emprant I'estratégia estandard dels péptids, amb Atalquilglicines
protegides amb Fmoc, com a components monomerics sintetitzats préviament, i amb PyBop o
PyBrop com a agents d'acoblament (vegeu Figura 2.1, part superior).

R 0]

_Fmoc
Fmoc™ \)J\OH O /\H/\
I

+ activacié Wproteccié
y monomer (n+1) cicles

()’ \ Sintesi de peptoides O \”/\NH —_— o
escissio

Br Ff\/cu);\

+ actlvaC|o

O R" N X
. \N N/\H/

H nl

R

submonomer

Figura 2.1. Sintesi en fase solida de peptoides. Dalt: acoblament d’'Aalquilglicines protegides amb
Fmoc.®! Baix: acoblament de submonodmers, haloacids i amines primaries.® X=NH,, OH; Y=NH, O.

Per altra banda, Zuckermann et a/%® van plantejar una sintesi més senzilla mitjangant
I'aproximacié del submonomer, on cada cicle implica dues etapes: la formacio de I'enllag amida
amb acid bromoaceétic emprant DIC (N, Mdiisopropilcarbodiimida) com a agent activant i el
desplacament de I'atom de brom per una amina primaria, obtenint el monomer corresponent
d'M-alquilglicina. La successid d’aquests cicles conduiria al compost desitjat (vegeu Figura 2.1,
part inferior).

Liskamp i Kruijtzer van descriure la sintesi de peptoides en dissoluci6 basada en
I'acoblament d’unitats d’Atalquilglicina protegides amb Fmoc.®” En aquest cas, treballar en
dissolucié pot ser adequat per obtenir peptoides concrets a gran escala, tot i que cal utilitzar
menys equivalents de reactius per facilitar la seva eliminacié i la purificacié del compost final.

L'estrategia del submonOmer presentava certs avantatges respecte I'estratégia
d’M-alquilglicines: la possibilitat d’'emprar un gran nombre d'amines primaries comercials en
I'etapa d’acoblament per obtenir quimioteques amb una amplia diversitat i I'eliminacié de les
etapes de sintesi prévia dels monomers. Amb aquesta metodologia, Zuckermann et a/. van
sintetitzar una quimioteca mitjangant el format de divisid i mescla, de la qual es van identificar,
entre d'altres, antagonistes del receptor a;-adrenérgic amb una activitat de l'ordre nanomolar.?®
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2.1. ANTECEDENTS

En el context de la seva Tesi Doctoral,%® Marc Humet va desenvolupar la sintesi d’una
quimioteca de peptoides (trimers d’Aalquilglicines) en fase solida i en el format de rastreig
posicional, formada tedricament per 10648 composts presents en tres subquimioteques (OXX,
XOX, XXO, on O representa una posicio definida i X una mescla preequilibrada de les 22
amines), formades per 22 mescles amb 484 peptoides diferents cadascuna (quimioteca de
peptoides-1).8%° La sintesi es va dur a terme en fase solida utilitzant una resina Rink amida,
seguint la técnica de les “bossetes de te” (tea bags)' i aplicant la metodologia sintética
mostrada en la Figura 2.2.

. CICH,COOH / DIC 9 R3-NH,
20% piperidina 20 eq. )J\/CI 20 eq.
O NH-Fmoc——— = (QranH, N —
DMF DMF/DCM H DMF, TEA
2 x 30 min t.a., 2 x 30 min 2x3h
3
jv'f CICH,COOH / DIC R? RZ-NH,
NH 20 e )J\/ 20 eq.
Q- LT N Y LT
H DMF/DCM DMF, TEA
t.a., 2 x 45 min 2x3h
3 3
J\/‘l‘ CICH,COOH / DIC o R -NH,
N 20 eq. )J\/N )]\/Cl 20 eq.
OWN \”/\NH kit L O'WN \H/\
H ' DMF/DCM H DMF, TEA
o R t.a., 2 x 45 min 0 2x3h

RZ O
)K/I )J\/lH TFA:DCM:H0f r1_ &\)J\ NH,
Q- f YTV
H |
0 RZ O

2x30 min

Figura 2.2. Esquema seguit per a la sintesi de la quimioteca de peptoides per M. Humet.®

Com a fonts de diversitat es van fer servir amines primaries del tipus R-CH,-CH»-NH,,
escollides entre les disponibles en diferents catalegs comercials seguint un criteri de diversitat
quimica, pero evitant la preséncia d'altres grups funcionals que poguessin donar reaccions
secundaries, tals com alcohols, tiols, acids caboxilics, etc., o que fos necessari una proteccié
addicional durant la sintesi de la quimioteca (vegeu Figura 2.3).
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NH, O NH, NH;
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Figura 2.3. Les 22 amines primaries utilitzades com a font de diversitat en la sintesi de la
quimioteca de peptoides-I.

El cribratge d'aquesta quimioteca es va realitzar sobre diverses dianes terapéutiques:
bloquejadors de receptors d’NMDA,’?? inhibidors de l'acetilcolinesterasa, antimicrobians,®
bloquejadors de I'activitat del canal TRPV1® i inhibidors de semaforines. Es van identificar
diferents composts amb una elevada activitat, els quals estan actualment en procés
d’optimitzacio.

No obstant, en el decurs dels diferents processos de deconvolucio, a I'hora de resintetitzar
de forma individual determinats peptoides, es va comprovar la formacié de subproductes ciclats
(en ocasions fins i tot s'obtenien com a productes majoritaris), a causa de I'atac nucleofil d’'una
amina terciaria d’'una de les cadenes laterals de I'oligomer sobre el cloroderivat corresponent,
després de les etapes d'acilacid.®3® Aquest fet s’havia produit quan en la primera i/o segona
fonts de diversitat hi havia una amina amb un nitrogen terciari addicional, conduint a la
impossibilitat de finalitzar la sintesi. Per aquest motiu, en les diferents mescles de la quimioteca
no hi havia tots els peptoides que caldria o bé aquests s’havien format en quantitats inferiors a
les esperades i, a més, s’hi trobaven alguns productes de ciclacid no esperats com els que es
mostren a la Figura 2.4.

peptoide derivat ciclic-1 derivat ciclic-2

Figura 2.4. Composts obtinguts en la quimioteca de peptoides-I. Els derivats ciclics (ciclic-1 i ciclic-2,
respectivament) es van obtenir quan en la primera i/o segona font de diversitat hi havia una amina
amb un atom de nitrogen terciari addicional (A6, A16, A19, A21 i A22 de la Figura 2.3).
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En el transcurs de la seva Tesi Doctoral,” Isabel Masip va aprofitar aquest problema per
sintetitzar una quimioteca de composts ciclics de tetraalquilamoni.** No obstant, era necessari
desenvolupar noves estratégies sintétiques per a l'obtencié de peptoides amb amines que
presentessin un atom de nitrogen terciari en la seva cadena lateral, tant des del punt de vista
de la preparacié d’'una quimioteca com de la sintesi individual composts. En aquest sentit, cal
destacar el cas del peptoide N22-6-16C (SICHI, vegeu Figura 2.5), identificat com a inhibidor de
semaforines, el qual conté aquest tipus d’amina en les tres fonts de diversitat i que es
comentara extensament al llarg dels segilients capitols d’aquesta memoria.

_—N

(0] 0
/\N/\/H\)J\N/ﬁfN\)J\NHZ

H 0

N

-

N22-6-16C
1

Figura 2.5. Estructura del peptoide N22-6-16C (1) (SICHI, Semaphorin Induced
Chemorepulsion Inhibitor) identificat com a inhibidor de semaforines (M. Montolio et.al.,
manuscrit en preparacio)
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3. SINTESI DE PEPTOIDES EN FASE SOLIDA

3.1. SINTESI EN FASE SOLIDA

Un dels principals avantatges que presenta la sintesi en fase solida és la facilitat amb la
qual els composts poden ser aillats en cada etapa sintética, a través de I'eliminacio de les
impureses i altres productes de reaccié no units a la resina per filtracio i rentat del suport solid.
Aix0 proporciona la possibilitat de realitzar sintesis d'una forma rapida i paral‘lela que generin
quimioteques combinatories. Amb tot, s'han de tenir en compte una série de consideracions.

Es necessari que la seqiiéncia sintética sigui facilment adaptable a la fase solida, tenint en
compte els aspectes mecanics de la resina escollida, la qual haura de suportar les condicions
requerides per a la sintesi.

Les etapes d'introduccié de diversitat haurien de ser rapides i transcorrer de forma analoga
per a tots els reactius emprats ja que, especialment en les sintesis de mescles, una diferencia
de reactivitat pot implicar que no es formin tots dels composts esperats, obtenint-se més
quantitat d’aquells en que els reactius presenten unes condicions de reactivitat més favorables.
Quan es treballa en sintesi en paral-lel de composts individuals, aquest aspecte no resulta tan
important, ja que una reactivitat menor es pot arribar a compensar amb excessos de reactius
gue assegurin la maxima conversid. Aix0 és cert sempre que aquesta diferéncia de reactivitat
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no provoqui alentiments importants en la conversié de la reaccid, amb la qual cosa el concepte
de sintesi en paral‘lel perdria sentit.

Com s'ha esmentat, en una sintesi en fase solida es solen utilitzar grans excessos de
reactius per assegurar conversions elevades. Aix0 es degut a que el control de I'evolucio dels
processos pot resultar complex. Aixi doncs, quan la reaccid ho permet, la seva evolucid es
controla per analisi de I'aparicidé o desaparicido de determinats grups funcionals sobre la propia
resina, mitjancant tests qualitatius colorimeétrics (test de la ninhidrina, del cloranil, del TNBS,
etc). En altres casos s'ha de procedir a l'escissio dels composts de la fase solida i dur a terme
les analisis amb les técniques convencionals de la sintesi en dissolucid, com ara HPLC, RMN,
CG-EM, CL-EM o MALDI. No obstant, també es troben a la bibliografia procediments per
analitzar l'evolucié de les reaccions sense haver d'escindir el producte de la resina, com
I'anomenat angle magic en RMN,*>®® tot treballant amb resines de tipus TentaGel, o per
espectroscopia d'IR.%%

Una vegada optimitzada la sintesi, els excessos de reactius permeten accelerar les
reaccions i assegurar que tinguin conversions elevades en temps més curts i, inclds, en moltes
ocasions cada etapa sintética es fa per duplicat.

3.2. ELECCIO DEL SUPORT SOLID

A I'hora de treballar sobre un suport solid o resina, s’ha de tenir en compte la seva
compatibilitat tant amb els dissolvents organics utilitzats com amb el tipus de reaccions que s'hi
duran a terme. En aquest sentit, la resina emprada per a la sintesi de peptoides va ser del tipus
Rink amida, seguint les condicions descrites per Simon et. a/® La utilitzacié d'una resina de
tipus amida, enlloc d'una resina Wang o d'altres amb una funcionalitzacié de tipus ester, va ser
deguda, principalment, a que en presentar un impediment estéric i una densitat electronica més
grans, es minimitzen els problemes potencials d'aminolisi que ocorren amb suports solids de
tipus ester,? especialment en les etapes d'acoblament d'amina (on s'utilitza un elevat excés de
reactiu) i en presencia de grups basics nucleofils (vegeu Figura 3.1).

(0] 0]
)K/Br R H
— N
(0]
H
R\N)J\/N\R
H

Figura 3.1. Esquema de l'etapa d'acoblament d'una amina
primaria en una resina de tipus ester. Formacioé del producte
desitjat d’acoblament i del subproducte d’aminolisi.

36



Sintesi de peptoides en fase solida

La resina Rink amida consisteix en un esquelet de poliestire amb un 1% de divinilbenze
(DVB). El grau de DVB emprat permet arribar a una solucié de compromis entre |'estabilitat
mecanica i el grau d'inflat de la resina. La resina Rink aconsegueix un grau d‘inflament optim
amb els dissolvents DCM i DMF. La molécula d'unié o /inker entre el polimer i la molécula a
sintetitzar constitueix I'anomenada molécula Rink amida AM (vegeu Figura 3.2).

Punt de fixacio del peptoide

Fmoc

Qu0QUAd

NH  OMe
oL SA®
H
N
\”/\o OMe
0

OQ

Figura 3.2. Resina Rink amida: esquelet de poliestiré amb un 1% de DVB (esquerra). Molécula d'unid o linker (dreta).

Una vegada el grup protector Fmoc és eliminat, el grup amino unit a la resina es pot acilar
facilment emprant metodes estandard per a la formacié de I'enllag amida. L'amida resultant és
estable a una gran varietat de condicions de reaccid, pero s'escindeix en medi acid fort (TFA).
La resina és tant més labil al medi acid com més estable sigui el catid format en I'escissié. En
aquest cas, la preséncia dels grups alcoxi augmenten la labilitat en estabilitzar el carbocatid
intermedi. Després de I'escissié del suport solid, la resina no pot ser reutilitzada, ja que el grup
amino resta unit a la molécula sintetitzada.

3.2.1. MANIPULACIO DE LA RESINA
Entre les diferents metodologies per dur a terme les reaccions en fase solida per a la sintesi

de peptoides de forma individual, es va escollir la que utilitza una xeringa de polipropilé com a
“contenidor” de la resina o reactor (vegeu Figura 3.3).

Embol

Liquid sobrenedant

Resina

Placa porosa de polipropilé

Tap

Figura 3.3. Xeringa de polipropilé com a reactor per
a la sintesi en fase solida.
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Els reactors es van obtenir a partir de xeringues normals de polipropile de mides variables
segons la quantitat de resina a treballar (2 ml, 5 ml o 10 ml), proveides d’'una placa porosa i un
tap de tefl6. Amb aquests reactors és possible treballar a baixes temperatures, banyant
parcialment les xeringues en un bany de gel o de neu carbonica, o bé treballar amb
temperatures més elevades emprant blocs escalfadors o banys de sorra. El punt debil d'aquesta
metodologia és la possibilitat de I'obertura espontania del reactor (que salti el tap o I'€mbol),
degut a sobrepressions per canvis sobtats de temperatura amb dissolvents volatils. En aquest
sentit, tant la quantitat de dissolvent com les condicions de reaccié utilitzades el nostre cas no
feien preveure que es produis aquesta situacio.

3.3. CRITERI DE NOMENCLATURA DELS PEPTOIDES

La forma d'anomenar els peptoides en aquest treball s’ha fet seguint el criteri emprat en
els péptids, és a dir, comengant per I'extrem Atterminal i acabant pel C-terminal. Aquest ordre
és l'invers del procés de sintesi. Per aquest motiu i per tal devitar confusions, la introduccié de
les fonts de diversitat durant la sintesi es denota en sentit contrari, comengant per exemple en
el cas dels trimers per R® (primera font de diversitat) i acabant per R! (tercera font de
diversitat).

Per altra banda, al llarg d'aquesta memoria s‘anomenaran els peptoides (trimers,
pentamers, etc.) definits d’'una forma abreujada per tal de facilitar la seva identificacié (vegeu
Figura 3.4). Aixi doncs, comencant per l'extrem Atterminal i acabant pel C-terminal
s'anomenaran les amines que defineixen cada posicié del peptoide, tenint en compte la
numeracié de les amines especificada en la Figura 2.3 del capitol 2.

(0]
i A
RS o
H |
0 R 0 = ----- » NAx-Ay-AzC
HN I [ I ] CONH,
nomenclatura
sintesi

P
<

Figura 3.4. Sentit escollit per a la nomenclatura dels peptoides i criteri utilitzat per
anomenar-los, on Ax indica I'amina de la tercera posicid de diversitat (R!), Ay I'amina
de la segona posicié (R?) i Az I'amina de la primera posici6 (R®).
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3.4. SINTESI DE PEPTOIDES DEFINITS

La identificacid d’'un compost actiu després del cribratge d’'una quimioteca sintetitzada
segons el format del rastreig posicional, requereix un procés de deconvolucié fent Us de la
logica de construccié de les mescles, seguit d’una resintesi dels composts seleccionats per
tornar-los a assajar i validar els resultats obtinguts.

La seqliencia seguida per a la sintesi de peptoides de forma individual seria analoga a la
descrita per a la sintesi de la quimioteca de peptoides (vegeu Figura 2.2 del capitol 2). No
obstant, en aquest cas cada posicio del trimer estaria definida per una amina determinada i la
sintesi es realitzaria en les xeringues de polipropilé comentades anteriorment, en comptes de
les bossetes de te que es van fer servir per a la sintesi de la quimioteca. A més, al tractar-se de
composts individuals, es rebaixaria la quantitat d'excés de reactius, passant de 20 eq. a 5 eq i
es podrien analitzar els crus de reaccidé per HPLC i identificar els corresponents peptoides pel
seu espectre de masses i les seves dades espectroscopiques.

3.4.1. PRODUCTES SECUNDARIS DE CICLACIO

Durant el procés de resintesi de diferents peptoides identificats com actius en el procés de
cribratge i deconvolucié de la quimioteca de peptoides davant diferents dianes biologiques,

t3 | Isabel Masip™ van detectar la formacié de subproductes de ciclacié que

Marc Hume
impedien la finalitzacié de les corresponents sintesis a causa de I'atac nucleofil d’'una amina
terciaria d'una de les cadenes laterals de I'oligomer sobre el cloroderivat format després de

I'etapa d‘acilacié (vegeu Figura 3.5).

La nomenclatura dels composts ciclats segueix el codi utilitzat per als peptoides (vegeu
I'apartat 3.3), basat en les amines que conformen la diversitat. En el cas de formar-se després
de I'entrada de la primera amina, es descriu amb la notacid NAXC". Si 'amina que produeix la
ciclacié és la segona que s'introdueix s'anomena: NAy-AxC*. A la Figura 3.5 es mostren, de
forma general, dos exemples.

Davant d’aquesta situacio i tenint en compte que hi havia amines que afavorien més la
ciclacid que d‘altres, Marc Humet i Isabel Masip van realitzar un conjunt d’experiments amb
I'objectiu de determinar els factors que podien influir sobre la reaccid de formacid dels
composts ciclats. Les conclusions d’aquest estudi van ser les segiients: que les ciclacions que
produien un anell de sis baules estaven més afavorides que les que el formaven de set, que la
presencia de substituents voluminosos dificultava la ciclacid i que la temperatura afavoria la
ciclacié fins al punt que un augment conduia a la formacid del compost ciclat de forma
majoritaria.
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Figura 3.5. Via de formacié dels subproductes de ciclacié durant la sintesi de peptoides en preséncia d'amines amb un

atom de nitrogen terciari addicional en la primera i/o segona posicions de diversitat. Segons les amines escollides en
cada cas, n=10 2.

Una vegada identificat el problema sintétic i analitzats els factors que l'afavorien, calia

pensar en un procés alternatiu de sintesi que permetés l'obtencié dels peptoides amb aquest

tipus d’‘amines “problematiques”. En aquest sentit, en el transcurs de la seva Tesi Doctoral,

Marc Humet va afrontar aquest repte des de dos punts de vista: en primer lloc, optimitzant la
reaccio d'acilacié posterior a I'entrada de I'amina terciaria responsable de la ciclacid i, en segon
lloc, protegint aquesta amina mitjancant la formacio del seu A-0xid derivat (vegeu Figura 3.6).

0
H 1) CICH,COCl
O—NH)J\/NW\I}I/RZ 2—2> O—NH)J\/N\H/\CI
Ry ) 3<o 0

Figura 3.6. Esquema sintétic seguit per dur a terme la proteccid del nitrogen

terciari causant de la reaccié de formacié dels productes ciclats. Segons I'amina
escollida, n=1 o0 2.
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Pel que fa referéncia a I'optimitzacié de la reaccié d‘acilacio, les condicions que van donar
els millors resultats van ser canviant I'agent d'acilacié, passant de I'acid cloroacetic activat amb
DIC, al clorur de cloroacetil, i fent la reaccid una sola vegada a baixa temperatura (-20 °C)
durant 5 min. En aquestes condicions, tot i no ser optimes, ja que el problema no quedava
solucionat, si que es podien obtenir els peptoides desitjats amb un rendiment global després de
la seva purificacié entorn al 10%, impensable d’assolir seguint el protocol estandard de sintesi
de peptoides utilitzant I'estratégia del submonomer.

La segona estratégia plantejada, la de proteccié-desproteccié amb el corresponent A-Oxid,
pretenia aprofitar I'experiéncia del grup en aquest tipus de reaccié d'oxidacid per mirar
d’eliminar la reactivitat de I'amina terciaria. No obstant, tot i els diferents intents realitzats, no
es va detectar la formacid dels peptoides desitjats i, a més, no es va trobar una metodologia
eficient per fer el seguiment de la reaccié de proteccid. Amb aquests resultats, es va decidir
desestimar I'aplicacio d'aquesta estratégia.

En resum, es pot dir que els antecedents a aquest treball pel que fa referencia a la sintesi
de peptoides que presentaven un amina terciaria en la cadena lateral en primera i/o segona
posicions de diversitat, consistien en la modificacid de les condicions de reaccié de l'etapa
d’acilacié convencional aconseguint, en el millor dels casos, un rendiment global de sintesi del
10%.

3.4.2. SINTESI DEL PEPTOIDE N22-6-16C (1)

Un dels objectius més importants de la recerca biomédica és la identificacid de noves
molécules cap de série amb interés terapéutic. Amb aquesta finalitat es va realitzar el cribratge
de la quimioteca de peptoides-I davant de diferents dianes bioldgiques disponibles en diversos
grups de recerca, de 'ambit public i privat, amb qui el nostre grup es va posar en contacte.

Una d'aquestes col*laboracions es va establir amb el grup del Prof. Eduardo Soriano de la
Unitat de Neurobiologia del Desenvolupament i de la Regeneracié Cel*lular del Parc Cientific de
Barcelona (IRBB-PCB) amb I'objectiu d'identificar inhibidors potencials de la senyalitzacio de les
semaforines. Les semaforines (SEMA) son inhibidors endogens del creixement axonal i estudis
recents indiquen que el seu bloqueig pot constituir una nova via per estimular la regeneracid
neuronal.

El procés de cribratge de la quimioteca de peptoide-I per trobar inhibidors de semaforines
va ser realitzat per Marisol Montolio (vegeu Capitol 5). Amb els resultats obtinguts d’aquest
cribratge, es va realitzar el procés de deconvolucid i es va identificar com a compost actiu el
peptoide N22-6-16C (1) (vegeu Figura 2.5), el qual presentava amines amb un nitrogen terciari
en la seva cadena lateral en les tres posicions de diversitat. Una vegada identificat, calia
resintetitzar-lo de forma individual per realitzar altres assaigs addicionals i confirmar els
resultats obtinguts amb les mescles originals.

41



Capitol 3

Amb aquests antecedents, |'objectiu principal d’aquesta primera part de la memoria va ser
el desenvolupament d'una nova estratégia sintética que millorés els resultats obtinguts per a la
sintesi de peptoides amb aquesta caracteristica estructural tan particular. A continuacid
s'explicaran les diferents estratégies proposades per a l'obtencid d'aquest tipus de peptoide.

3.4.2.1. Estratégia del submonomer

Abans d'iniciar el desenvolupament d’'una nova metodologia sintética, es va realitzar la
sintesi del peptoide N22-6-16C de forma individual seguint I'esquema mostrat en la Figura 2.2.
La preséncia d’amines problematiques en la seqliéncia, tant en la primera com en la segona
posicions de diversitat, va requerir I'aplicacié de les modificacions sintétiques introduides per
Marc Humet® comentades anteriorment, és a dir, realitzant les etapes d’acilacié posteriors a
I'entrada de les amines problematiques amb clorur de cloroacetil com agent d‘acilacié i a baixa
temperatura (-20 °C) durant 5 min i sense fer duplicats. A més, en aquests casos, |'etapa
d'introduccié d’amina es va realitzar immediatament amb un gran excés del reactiu (20 eq.) per
afavorir la seva incorporacié i minimitzar la formacié dels subproductes ciclats.

Malgrat els esforgos realitzats, el resultat obtingut va ser I'obtencié dels productes ciclats
com a composts majoritaris. L'analisi del cru de reaccié per HPLC va presentar el perfil mostrat
en la Figura 3.7 amb el seu corresponent espectre de masses obtingut en mode FIA (Flow
Injection Analysis). El rendiment final de sintesi del peptoide 1 va ser del 8%. Cal destacar que
el primer producte ciclat (N16C*) es va formar rapidament tot i formar un anell de set baules,
menys afavorit que la formacié d’anells de sis.
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Figura 3.7. Perfil cromatografic d'HPLC del cru de reaccio del peptoide N22-6-16C sintetitzat seguint I'estratégia del
submonomer. A sobre de cada pic cromatografic s'indica el seu temps de retencié per HPLC, en min. A dalt a la dreta es
mostra I'espectre de masses del cru de reaccié obtingut en mode FZA.
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Aquesta sintesi va confirmar definitivament que aquesta estratégia era ineficag com a via
d’obtencié d'aquest tipus de peptoides, donada la facilitat amb qué es formaven els composts
ciclats. A més, aquest problema era additiu, obtenint-se un resultat pitjor a mesura que
augmentava el nombre de fonts de diversitat ocupades per amines que presentaven un atom
de nitrogen terciari en la cadena lateral (en la primera i segona posicions de diversitat en el cas
particular dels trimers). En el cas d'anar més enlla dels trimers, aquesta situacié és probable
que s'agreugés fins al punt que impediria I'obtencié de peptoides que presentessin més de dues
posicions de diversitat amb aquest tipus d’amina.

3.4.2.2. Estratégia del monomer

Els resultats obtinguts van obligar el canvi d’estratégia. Per aquest motiu es va recuperar la
del monomer comentada durant la introduccié d'aquesta part de la memoria, la qual havia estat
descrita per primera vegada per Simon et a/.%’ (vegeu Figura 2.1, a dalt). No obstant, aquesta
estratégia presentava un inconvenient important, ja que implicava la sintesi prévia dels
diferents monomers d’Aalquilglicina, tants com amines diferents s'utilitzessin en les diferents
fonts de diversitat. En aquest sentit, tot i el desavantatge, la sintesi del peptoide N22-6-16C es
podria afrontar sense massa problemes, per0 resultaria poc practica per sintetitzar una
quimioteca o inclis diversos peptoides degut a la necessitat de sintetitzar préviament tots els
monomers implicats.

Aixi doncs, tenint en compte aquest fet i mirant d’optimitzar el procés global, es va decidir
adoptar una estratégia mixta entre les dues, la del monomer i la del submonomer, alternant
segons el cas la utilitzaci6 d’'una o altra per aprofitar els avantatges que oferia cadascuna
d'elles.

3.4.2.3. Estratégia mixta

Aquesta metodologia pretenia adoptar com a eix principal I'estratégia del submonomer i
anar introduint la del mondmer en les etapes que fos imprescindible, és a dir, després de la
incorporacio d’'una amina amb un nitrogen terciari en la seva cadena lateral (vegeu Figura 3.8).
Precisament per aquest motiu, la primera font de diversitat no presenta cap problema i per tant
es pot utilitzar sempre I'estratégia del submonomer (A). A partir d'aquest moment, depenent
del tipus d'amina introduida préviament, s'utilitzaria una estratégia o l'altra. Si I'amina
incorporada és problematica (conté un nitrogen terciari en la seva cadena lateral), s’hauria de
canviar d'estratégia i passar a utilitzar la del monomer (B); en cas contrari es continuaria
utilitzant la del submonomer.

Des del punt de vista sintétic, les dues estratégies impliquen una seqiiéncia de dues
reaccions. Aixi doncs, mentre que la del submonomer realitza una primera etapa d‘acilacié i una
segona d'incorporacid d‘amina, la del monomer implica la incorporacié de I'Atalquilglicina
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protegida i la corresponent desproteccid posterior. La diferencia fonamental és que la primera
estratégia utilitza directament reactius que sén comercials mentre que la segona requereix una
feina previa de sintesi dels diferents monomers.

Una vegada introduida la segona font de diversitat, es tornaria a plantejar la mateixa
pregunta: l'amina que s'acaba d'incorporar és problematica? Si la resposta fos afirmativa,
novament shauria dutilitzar I'estratégia del monomer (D) mentre que si fos negativa,
s'utilitzaria la del submonomer (C). Seguint aquest esquema s‘aniria allargant la cadena fins
arribar a I'oligobmer desitjat, evitant la formacid dels composts ciclats.

Un cop definida I'estratégia mixta, calia desenvolupar una metodologia sintética per obtenir
els monomers requerits en els casos on s‘apliqués I'estratégia del monomer. En aquest sentit,
els requeriments necessaris a I'hora de desenvolupar-la van ser els segients: la seqliéncia
sintética dels monomers havia de tenir el nombre minim d’etapes possibles, les quals havien de
ser rapides i amb un bon rendiment, sense la necessitat d'etapes de purificacié intermitges i
sense presentar problemes d’escalat. Per altra banda, la metodologia havia de ser aplicable de
forma general a qualsevulla amina i, en particular, a les amines que presentessin un nitrogen
terciari en la seva cadena lateral.

L'aplicaci6 d'aquesta estratégia modificava substancialment la manera de treballar en
comparacié amb la utilitzacié de l'estratégia del submonomer, ja que el requeriment de la
sintesi prévia dels monomers obligava a un plantejament i una analisi individual dels oligobmers
a preparar per saber quins monomers feia falta sintetitzar.
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Figura 3.8. Esquema sintétic de I'estratégia mixta, on s'aplica en primera opcid I'estratégia del submonomer (A i C),
introduint la del monomer en les etapes de possible formacié dels composts ciclats, és a dir, després de la incorporacié
d’una amina amb un nitrogen terciari (B i D). GP= grup protector i n=1 o 2 depenent de I'amina escollida.

En el capitol seglient s'explicaran les diferents estratégies seguides per a la sintesi dels
monomers d’Atalquilglicina, les quals divergeixen en la utilitzacié de diferents grups protectors
ortogonals entre ells i compatibles amb la sintesi de peptoides en fase solida, afavorint aixi la
seva possible aplicacidé en altres linies d'investigacié d'interés en el nostre grup de recerca.
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4. SINTESI DE MONOMERS D’ V-ALQUILGLICINES

4.1. INTRODUCCIO

Els antecedents de sintesi de monomers d’Aalquilglicines es remunten als primers treballs
de sintesi de peptoides, tant en fase solida® com en dissolucid,®” on es descriuen les
metodologies generals mostrades a la Figura 4.1.

A~
07> CoH + HoNT R HN" >CO,H
R
A~ A~ /
HO,C™ Cl + H)N® R Fmoc-Osu
KOH aq.
A
0 C
N
HO,C NH, + /N/\CO H
ﬁNHZ NaOH Fmoc § 2
dioxa, MeOH R

Q D
Br\)J\OEt + HZN/\R

Figura 4.1. Metodologies generals per a la sintesi de monomers d’Aalquilglicines.

47



Capitol 4

No obstant, en cap d'elles es descrivia la utilitzacié d'amines amb un nitrogen terciari en la
seva cadena lateral, les quals significarien la principal novetat del nostre estudi. A més, en tots
els casos es descrivia la utilitzacié del mateix grup protector del grup amino del monomer, el
grup Fmoc, la qual cosa restringia el seu camp d’aplicaci6 als casos on la quimica utilitizada fos
compatible amb aquest grup protector.

Amb aquests antecedents, es van plantejar com a objectius dels nostre estudi el
desenvolupament d'un métode de sintesi de monomers d'Afalquilglicina eficient tant per a les
amines amb un nitrogen terciari en la seva cadena lateral com per a la resta d'amines, aixi com
la introduccié de diferents grups protectors que permetessin una major versatilitat d’aquests
monomers, ampliant el seu camp d‘aplicacio als diferents tipus de quimica utilitzats en la sintesi
en fase solida.

La introducci6 de diferents grups protectors responia als interessos del nostre laboratori en
les noves linies d'investigacié encaminades a sintetitzar nous composts estructuralment analegs
als peptoides que requereixen sovint estratégies sintétiques amb grups protectors ortogonals
com els que es descriuran a continuacid. Entre aquestes linies, cal destacar la feina realitzada
per Gloria Sanclimens i Alejandra Moure en la sintesi danalegs de peptoides
conformacionalment més restringits, aixi com la sintesi de peptoides amb diferents tipus
d’espaiadors per poder-los enllacar a altres matrius polimériques (resines, microarrays, etc.)
realitzada per Ndria Cortés, i la introduccié d’aminoacids per ajudar a solubilitzar els composts
sintetitzats més lipofils.

Aixi doncs, al llarg d’aquest capitol es mostraran les tres vies diferents estudiades amb la
utilitzacié d'un grup protector diferent en cadascuna d'elles (vegeu Figura 4.2). En aquest punt,
cal recordar que un dels principals objectius d'aquest estudi era l'obtencié dels monomers
necessaris per a I'obtencié del peptoide N22-6-16C (vegeu Figura 2.5), amb la qual cosa al llarg
de les diferents estratégies de sintesi de monomers d’Atalquilglicina es fara eémfasi a les
corresponents amines A6 i A22 (vegeu Figura 2.3).

La primera estratégia (Via 1 de la Figura 4.2) es va plantejar seguint I'esquema sinteétic

descrit per Kruijtzer et al¥’

(Via D de la Figura 4.1). Partint de I'amina primaria es va realitzar
una reaccio d‘alquilacié amb el bromoacetat de fert-butil seguida de la desproteccié de I'acid.
Cal destacar que es va introduir una modificacio respecte 'esquema proposat per Kruijtzer et a.
com era el canvi d'ester, utilitzant el bromoacetat de fer-butil enlloc del bromoacetat d'etil.
Aquesta modificacio pretenia evitar la hidrolisi en medi aqudés amb NaOH (4 N), donada la
dificultat d’extraccié del corresponents productes en el cas de presentar una amina amb un
nitrogen terciari en la cadena lateral. Finalment, es va protegir 'amina secundaria amb el grup
Fmoc (AV-fluoroenilmetoxicarbonil), el qual havia estat ampliament utilitzat en la propia sintesi

de monomers d’M-alquilglicines.
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Figura 4.2. Les tres estratégies estudiades per a la sintesi de monomers d’Atalquilglicina. En la primera d'elles es va
utilitzar I'Fmoc com a grup protector (Via 1), mentre que en la segona es va optar per I'Alloc (Via 2) i, finalment, en la
tercera es va escollir el grup Ns (Via 3).

La segona estratégia (Via 2 de la Figura 4.2) es va plantejar per mirar d'evitar
I'inconvenient principal de la primera estratégia, és a dir, la possible dialquilacié de I'amina
primaria. Per aconseguir-ho, es va decidir fer una aminacié reductiva, la qual es va dur a terme
mitjangant la reduccié de limina formada entre el glioxilat d’etil i la corresponent amina
primaria. Seguidament es va procedir a la introduccid del grup protector Alloc (al-liloxicarbonil) i
a la hidrolisi de I'ester per obtenir els monomers desitjats. Tot i solucionar els problemes de
dialquilacié presents en la primera estratégia, aquesta segona no va ser tan eficient com
s'esperava, sobretot al treballar amb amines amb un nitrogen terciari en la seva cadena lateral.
El rendiment global del procés va ser baix degut als problemes sorgits durant I'aillament dels
composts obtinguts després de la reaccié d’aminacié reductiva, aixi com dels monomers finals.
No obstant aix0, la introduccié del grup protector Alloc representava un avantage interessant, ja
gue oferia la oportunitat d‘obtenir els mondomers protegits amb estabilitat a condicions de
reaccio acides i basiques.

Finalment, es va estudiar una tercera estratégia (Via 3 de la Figura 4.2) on es va utilitzar
com a grup protector el Ns (2-nitrobenzensulfonil). A diferéncia de les dues estratégies
anteriors, aquest grup es va introduir en la primera etapa sintética mitjancant una reaccié neta,
rapida i amb una conversid quantitativa. Seguidament es va procedir a l'alquilacié de la
sulfonamida, tot aprofitant I'acidesa del corresponent protd i es va alliberar I'acid desitjat, el
qual es trobava protegit en forma d'ester fert-butilic. El rendiment global del procés va ser
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elevat, tot i la identificacié d'un subproducte de dialquilacié format durant l'alquilacié previa a
I'alliberament de I'acid. Aquest subproducte, la proporcié del qual depenia de I'amina utilitzada,
només apareixia en treballar amb amines amb un nitrogen terciari en la cadena lateral i
corresponia a l'alquilacié addicional sobre aquest nitrogen terciari. Tot i aquest inconvenient, el
procés global era satisfactori i, a més, oferia, com en |'estratégia anterior, I'oportunitat d’obtenir
els monomers protegits amb estabilitat a condicions acides i basiques.

En resum, es pot dir que s’han provat diferents estratégies per sintetitzar monomers
d’Malquilglicina i que tot i que no s’han estudiat totes les combinacions possibles, I'estudi
realitzat ens ha donat suficient experiéncia i informacio per avaluar la millor estratégia i el millor
grup protector a utilitzar en cada cas.

4.2. ESTRATEGIA 1: PROTECCIO AMB EL GRUP FMOC

Tal i com s’ha comentat anteriorment, aquesta estratégia sintética es va plantejar seguint

el procediment descrit per Kruijtzer et a/¥’

L’esquema retrosintetic proposat va ser el mostrat a
Figura 4.3. Els monomers s’obtindrien per reaccié del carbonat de 9-fluorenilmetilsuccinimidil
(FmocOsu) amb I'amina secundaria de les corresponents A-alquilglicines, les quals s'obtindrien
de la desproteccié del grup acid dels Mtalquilaminoacetats de fert-butil per tractament amb
TFA/DCM. Finalment, aquests provindrien d’'una reaccié de substitucid nucleodfila entre el

bromoacetat de tert-butil i la corresponent alquilamina primaria.

Fn’lnoc 0]

e e 0
R/N\)J\OH — R/N\)J\OH — R/N\)J\OtBu — Br\)J\OtBu * RNH,

Monomer

Figura 4.3. Esquema retrosintétic proposat per a l'obtencié dels monomers d'A~alquilglicines protegits amb el grup
Fmoc (Via 1 de la Figura 4.2).

4.2.1. OBTENCIO DELS N-ALQUILAMINOACETATS DE 7ERT-BUTIL

Aquesta reaccid es va dur a terme seguint I'esquema mostrat en la Figura 4.4 mitjancant
una reaccid d’alquilacid de I'amina primaria corresponent amb bromoacetat de tert-butil en
presencia de trietilamina en THF.
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+ +
RNH; Br OBU  THF ta R/N\)]\OtBu ButOJ\/N\)J\OtBu
30 min

Figura 4.4. Obtencié dels N-alquilaminoacetats de fert-butil.

La mescla de reaccid es va mantenir en agitacio a temperatura ambient durant 30 min.
L'analisi dels crus de reaccié corresponents va posar de manifest la preséncia d'un subproducte,
la proporcié del qual oscil*lava entre el 10-15%. Les dades espectroscopiques i d’espectrometria
de masses van confirmar que es tractava del producte de doble alquilacid, tot i que en la
bibliografia es descrivia aquest procés sense descriure’n la seva formacid.” Per aquest motiu,
es va haver de realitzar una destil’lacio al buit per poder separar i aillar els productes desitjats,
els quals es van obtenir en forma doli incolor amb un rendiment mitja al voltant del 50%
(vegeu Figura 4.5, composts 4-9).

\/N\/\;e

Figura 4.5. Conjunt d'M-alquilaminoacetats de fert-butil preparats.

4.2.2. OBTENCIO DE LES A-ALQUILGLICINES
Seguint I'esquema mostrat en la Figura 4.6, es va procedir a la desproteccio de l'ester tert

butilic corresponent per tractament amb una mescla DCM/TFA (1:1).

0 TFA/DCM (1:1) H 9

R/H\)J\OtBu

ta., 3h

Figura 4.6. Obtencio de les Malquilglicines.
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La mescla de reaccié es va mantenir en agitacidé a temperatura ambient durant 3 h. Passat
aquest temps, el control de reaccid efectuat per 'H-RMN mostrava la desaparicié completa del
senyal corresponent al grup fert-butil. Tot seguit, el dissolvent es va eliminar a pressio reduida i
es van realitzar rentats amb ACN per tal d’eliminar completament les traces d’acid. Aquests crus
de reaccid es van utilitzar directament per a la seglient etapa sintética sense cap altre
tractament. En tots els casos, la conversid del procés va ser quantitativa (vegeu Figura 4.7,
composts 10-15).

\)‘\/\f 12 F\ng, 15

Figura 4.7. Conjunt d'A+alquilglicines preparades.

4.2.3. OBTENCIO DE LES NALQUILGLICINES PROTEGIDES AMB FMOC

La reaccid de protecci6 de l'amina secundaria de les Afalquilglicines sintetitzades
anteriorment es va fer seguint I'esquema mostrat en la Figura 4.8. Aquest procediment, descrit
per Kruijitzer et al¥” consistia en I'addicié d'una dissolucié d’FmocOsu en ACN a la corresponent
M-alquilglicina dissolta en H,0 a pH=9-9.5 (ajustat amb trietilamina). La mescla de reaccié es
va deixar en agitaci6 a temperatura ambient durant 4 h per obtenir les Aralquilglicines
protegides amb un rendiment superior al 85% en tots els casos. Tot i els diferents intents
realitzats, no es va aconseguir cristal*litzar-les, obtenint aixi les corresponents Atalquilglicines
protegides en forma de residu olids.

FmocOsu
H\)C])\ EtsN Fn:{loc 0
R” OH  H,o/AcN (1:1) R OH
ta., 4h

Figura 4.8. Obtenci6 de les Ntalquilglicines protegides amb el grup protector Fmoc.
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Frrlloc 0
R/N OH
R R
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N/ Cl Cl
17 \©1A 20

Oy w T, =

Figura 4.9. Conjunt d'Malquilglicines preparades protegides amb Fmoc.

El rendiment global de tot el procés de sintesi de les Atalquilglicines seguint aquesta
estratégia sintética (Via 1 de la Figura 4.2) va ser al voltant del 40% en tots els casos.

4.2.4. APLICACIO DELS MONOMERS D’AN-ALQUILGLICINES PROTEGITS AMB EL
GRUP FMOC A LA SINTESI DE PEPTOIDES

4.2.4.1. Sintesi del peptoide model N22-22-15C (22)

Una vegada establerta I'estratégia per a la sintesi de monomers d'AMalquilglicina protegits
amb el grup protector Fmoc, es va procedir a la seva aplicacié a la sintesi de peptoides. El
peptoide model escollit per mirar d’establir el protocol d’acoblament dels monomers va ser
I'N22-22-15C (vegeu Figura 4.10), el qual contenia en la primera posicié una amina amb un
grup cromofor que permetia, des d'un bon principi, el seguiment de les diferents etapes
sintétiques de reacci6 per HPLC (vegeu Figura 4.11). Aquest aspecte era especialment
important a I'hora controlar I'evolucié de les reaccions, ja que sovint els test colorimétrics del
TNBS i del cloranil donaven resultats ambigus en presencia d’amines amb un nitrogen terciari
addicional en la cadena lateral.
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r W N22-22-15C

22

Figura 4.10. Peptoide model N22-22-15C sintetitzat via
monomers d’A-alquilglicines protegits amb el grup Fmoc.

La sintesi es va dur a terme seguint I'estratégia mixta, realitzant el primer acoblament via
submonomer (acilacié i aminacid) i els dos seglients via monomer (acoblament i desproteccio).
Aixi doncs, es va preparar una xeringa de 3 ml que contenia 116 mg (0.79 mmol/g, 0.09 mmol)
de resina de poliestire AM RAM. Després de realitzar I'inflat inicial de la resina, es va procedir a
la desproteccid del grup Fmoc per tractament amb una dissolucié de piperidina al 20% (v/v) en
DMF. A continuacid, es va realitzar la reaccid d’acilaci6 amb acid bromoacétic i DIC en
DCM/DMF (2:1), sequida d’'una reaccio d’aminacié amb la 2,4-diclorofenetilamina (A15) en
DMF. Arribat aquest punt, es va dividir la resina en dues parts i es van provar dues condicions
d’acoblament diferents per al monomer de I'A, A-dietiletilendiamina (Figura 4.9, compost 18):
una primera utilitzant com a agents d’acoblament DIC i A-hidroxibenzotriazole (HOBt) en DMF, i
una segona utilitzant [I'hexafluorofosfat de  2-(7-aza-1H-benzotriazole-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluroni (HATU) com a agent d’acoblament amb diisopropiletilamina (DIEA) com a base
en DMF. La primera d'elles va donar resultats negatius mentre que la segona va mostrar
I'aparicié d’un nou pic per HPLC acompanyat de la desaparicié del corresponent producte de
partida (vegeu Figura 4.11, segon cromatograma). Seguidament, es va procedir a la
desproteccio del grup Fmoc del monomer acoblat per tractament amb piperidina, i el procés es
va repetir pel seglient monomer. Aquest acoblament es va dur a terme en les condicions
mencionades anteriorment (HATU/DIEA en DMF). Tot seguit, es va desprotegir el grup Fmoc
del monomer acoblat i es va procedir a I'escissié del peptoide de la resina per tractament amb
un coctel format per TFA/DCM/H,0 (60:40:2). El filtrat obtingut es va concentrar a pressid
reduida. Finalment, I'oli groguenc residual es va redisoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va
liofilitzar, per obtenir 20 mg de residu corresponent al peptoide 22 (rdt. 80%), amb una puresa
del 90% per HPLC. La identificacio del peptoide es va confirmar per CL-EM.
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Figura 4.11. Perfils cromatografics d'HPLC a 220 nm dels controls realitzats al finalitzar cadascuna de
les etapes sintétiques del peptoide N22-22-15C. A cada pic s'indica el seu temps d’elucid, en min.

4.2.4.2, Sintesi del peptoide N22-6-16C (1)

Després de comprovar l'eficacia de l'estratégia mixta i, sobretot, de I'acoblament de
monomers d'Mtalquilglicina protegits amb el grup Fmoc, es va procedir a sintetitzar el
peptoide 1 (vegeu Figura 2.5).

Es va preparar una xeringa de 10 ml que contenia 400 mg (0.79 mmol/g, 0.32 mmol) de
resina de poliestire AM RAM. Després de linflat inicial de la resina, es va procedir a la
desproteccié del grup Fmoc de forma analoga a I'anteriorment descrita en |'apartat anterior aixi
com la reaccié d'acilacié i d'acoblament d’amina, la qual es va realitzar amb I'amina 2-(2-
aminoetil)-1-metilpirrolidina (A16). Seguidament, es va procedir a I'acoblament del mondomer
de I'A6 (Figura 4.9, compost 16) protegit amb el grup Fmoc utilitzant com a agent
d’acoblament I'HATU en preséncia de DIEA com a base en DMF. Després de I'acoblament, es va
realitzar la desproteccié del grup Fmoc del mondmer i es va procedir de forma analoga a
realitzar I'Gltim acoblament, el corresponent al monomer de I'amina A22 (Figura 4.9, compost
18). A continuacid es va desprotegir el grup Fmoc i es va procedir a realitzar I'escissié del
peptoide de la resina. Finalment, el filtrat resultant es va tractar tal i com s’ha explicat en
I'apartat anterior per obtenir 110 mg de residu, amb una puresa del 85% per HPLC. La
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identificacié del peptoide es va confirmar per CL-EM. La purificacié d'aquest residu es va
realitzar per HPLC a escala semipreparativa, obtenint finalment 70 mg del peptoide 1 desitjat
(rdt. 45%), amb una puresa superior al 98% per HPLC.

4.3. ESTRATEGIA 2: PROTECCIO AMB EL GRUP ALLOC

Aquesta estratégia es va plantejar per mirar de solucionar els problemes de doble alquilacid
de l'amina primaria observats al llarg del desenvolupament de la primera estratégia, a I'hora
que es va aprofitar per estudiar I'4s d'un nou grup protector, I'Alloc (al*liloxicarbonil). L'esquema
retrosintétic proposat va ser el mostrat a la Figura 4.12.

Alloc O Alloc O H 9 o 0O

N m—— — — H RNH
R \)]\OH R/N\)]\OEt R/N\)J\OEt EO H ' i
Monomer

Figura 4.12. Esquema retrosintétic proposat per a I'obtencié dels monomers d’Atalquilglicina protegits amb
el grup Alloc.

Els monomers protegits amb el grup Alloc s'obtindrien per hidrolisi de l'ester etilic dels
propis monomers protegits amb el grup Alloc, els quals s'obtindrien per atac nucledfil de I'amina
secundaria dels corresponents Atalquilaminoacetats d’etil sobre el clorur d’Alloc. Finalment,
aquests provindrien de la reaccid d’aminacié reductiva entre el glioxilat d'etil i la corresponent

alquilamina primaria.

4.3.1. OBTENCIO DELS N-ALQUILAMINOACETATS D’ETIL

Aquesta reaccid es va dur a terme seguint I'esquema mostrat en la Figura 4.13 mitjangant
una reaccié d’aminacié reductiva entre la corresponent amina primaria i el glioxilat d'etil. La
primera etapa de la reaccié va conduir a la formacié de l'imina, la qual es va reduir en una
segona etapa per tractament amb NaBHsCN en preséncia d'acid acétic en EtOH.

1. RNH,
EtOH
o 0 ta., 1h " \)oj\
H  OEt 2. NaBHsCN R OEt
EtOH/AcOH
ta., 3h

Figura 4.13. Obtenci6 dels AMtalquilaminoacetats d'etil.
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Sobre I'amina primaria dissolta en EtOH s'hi va addicionar el glioxilat d'etil i la mescla de
reaccid es va mantenir en agitacié a temperatura ambient durant 1 h. A continuacié s'hi va
afegir una dissolucié de NaBHs;CN en EtOH amb un 1% d‘acid acétic. L'addici6 de I'acid acétic va
facilitar el procés de reduccié6 de l'imina, ja que I'id6 imini format feia augmentar la seva
electrofilia. Passades 2 h de reaccid, aquesta es va donar per acabada i es va procedir al seu
tractament.

Pel que fa al rendiment de les reaccions, cal destacar que en el cas de les amines amb un
nitrogen terciari en la seva cadena lateral (A6 i A22), aquest va ser entre el 50-60% (vegeu
Figura 4.14, productes 23 i 24 respectivament), mentre que per a la resta d'amines (A10, A15
i A37) va oscil'lar entre el 75-85% (vegeu Figura 4.14, productes 25-27 respectivament).
Aquests resultats van posar de manifest que hi havia una diferéncia entre els dos grups, la qual
no es podia explicar per motius de reactivitat entre les diferents amines, ja que en tots els
casos el control de reaccié realitzat per CG mostrava el mateix perfil cromatografic amb la
presencia d'una baix percentatge (2-5%) d’amina primaria sense reaccionar, a més del
producte desitjat. Aixi doncs, la diferéncia fonamental entre els dos grups la trobem en el
procés d'extraccid, on els composts que presentaven una amina amb un nitrogen terciari en la
cadena lateral quedaven repartits entre la fase aquosa i l'organica. En aquest sentit, cal
destacar que es van provar altres dissolvents per dur a terme el procés d'extraccié (DCM,
CHCIl5) sense aconseguir millorar els resultats obtinguts. La puresa dels crus de reaccié (>90%
en tots els casos) va permetre la utilitzacié dels corresponents productes de forma directa sense
haver de realitzar cap etapa de purificacié addicional.

C\N\/\;‘ 23

\/N\/\r‘f’{

Figura 4.14. Conjunt d’A+alquilaminoacetats d'etil preparats.
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4.3.2. OBTENCIO DELS CARBAMATS D’AL'LIL

L'obtencié dels carbamats d‘al*lil es va dur a terme per atac nucledfil de I'amina secundaria
del corresponent Aalquilaminoacetat d'etil sobre el cloroformat dal*lil seguint el procediment
descrit per Ferndndez-Forner et a/.!®* mostrat en la Figura 4.15, canviant I'H,O pel DCM com a
dissolvent de reaccid. Aquest canvi es va plantejar per mirar d’evitar el procés d’extraccio
necessari, en cas de treballar en medi aquds, per tal d'aillar els composts desitjats del cru de
reaccio donats els problemes apareguts anteriorment en el cas dels productes que presentaven
un nitrogen terciari en cadena lateral.

o Cl-Alloc Al o
H K,CO3 0¢
R/N\)J\OEt DCM R/N\)J\OEt
50C,1h

Figura 4.15. Obtenci6 dels Malquilaminoacetats d'etil protegits amb Alloc.

La reaccid es va dur a terme per addicié lenta del cloroformat d‘allil sobre una dissolucié
del corresponent Aalquilaminoacetat d’etil en DCM en preséncia de K,COs. L'analisi del cru de
reaccio per CG al cap d'1 h va confirmar la conversié quantitativa de I’Aalquilaminoacetat d'etil
de partida. A més, va posar de manifest crus de reaccié d’una puresa elevada en tots els casos
(superior al 95% per CG), motiu pel qual es van utilitzar directament per a la seglient etapa de
sintesi sense haver de realitzar cap etapa de purificacid addicional (vegeu Figura 4.16,
composts 28-32).

Allloc 0
R/N OEt
R R
Coym O, =
a cl
B T, =
g

\/N\/\;; 29

Figura 4.16. Conjunt d'M-alquilaminoacetats d’etil preparats protegits amb Alloc.
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4.3.3. OBTENCIO DE LES NALQUILGLICINES PROTEGIDES AMB ALLOC

L'obtencié de les Atalquilglicines protegides amb Alloc es va dur a terme per hidrolisi de
I'ester etilic dels corresponents carbamats d‘al*lil sequint 'esquema proposat en la Figura 4.17.

A|||{10C 0] NaOH (4 N) AIII{IOi)OJ\
R™ OEt Dioxa R™ OH
80°C,3h

Figura 4.17. Obtencio de les Aalquilglicines protegides amb Alloc.

Es va dissoldre el carbamat d‘al'lil corresponent en dioxa i s’hi va afegir una dissolucié
d’NaOH (4 N). La mescla de reaccié es va escalfar a 80 °C i es va mantenir en agitacié constant
durant 3 h. Passat aquest temps, es va acidificar el medi mitjancant I'addicié d'HCl fins a tenir
un pH<3, es va eliminar el dissolvent a pressid reduida i es va procedir a l'aillament de les
M-alquilglicines protegides amb Alloc. Aquest procés es va realitzar de dues formes diferents
segons |'amina utilitzada per a la seva obtencid. Per als composts amb amines que presentaven
un nitrogen terciari en la cadena lateral (vegeu Figura 4.18, productes 33 i 34), el cru de
reaccio acidificat es va congelar i es va liofilitzar. A continuacio, es va afegir CHCl; sobre el
residu liofilitzat, es va agitar, sonicar i filtrar per obtenir, després d'eliminar el dissolvent a
pressio reduida, el solid corresponent al clorhidrat de les Aalquilglicines protegides amb Alloc
amb un rendiment entre el 70-75%. Per a la resta de composts (vegeu Figura 4.18, productes
35-37) en canvi, una vegada acidificat el medi, es va realitzar un procés d’extracci6 amb
'BuOMe , el qual va permetre l'obtencié de les A-alquilglicines protegides amb Alloc
corresponents en forma d‘oli amb un rendiment entre el 78-86%.

Alloc O
R/N OH
R R
C\N\/\;"; 33 ©\A}f 35
c cl
\)\1\/\; 34 \©i/\f 36

Figura 4.18. Conjunt d’AM-alquilglicines protegides amb Alloc preparades.
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El rendiment global de tot el procés de sintesi de les Afalquilglicines seguint aquesta
estratégia sintética (Via 2 de la Figura 4.2) va ser al voltant del 40% per a les Atalquilglicines
que presentaven un amina amb un nitrogen terciari en la cadena lateral i al voltant del 65% per
a la resta. En aquesta ocasid, si que hi va haver una diferéncia significativa entre els dos grups
d’amines, degut principalment a la dificultat d'extraccid i aillament dels composts que
presentaven una amina amb un nitrogen terciari en la cadena lateral.

4.3.4. APLICACIO DELS MONOMERS D’A-ALQUILGLICINES PROTEGITS AMB EL
GRUP ALLOC A LA SINTESI DE PEPTOIDES

4.3.4.1. Sintesi del peptoide N22-6-16C (1)

Una vegada establerta I'estratégia sintética per a la sintesi de monomers d'A+alquilglicina
protegits amb el grup protector Alloc, es va procedir a la seva aplicacid a la sintesi de
peptoides. El peptoide escollit per mirar d'establir el protocol d’acoblament dels monomers va
ser el propi N22-6-16C (vegeu Figura 2.5).

La sintesi es va dur a terme seguint I'estratégia mixta, realitzant el primer acoblament via
submonomer (acilacié i aminacid) i els dos seglients via monomer (acoblament i desproteccio).
Aixi doncs, es va preparar una xeringa de 10 ml que contenia 600 mg (0.70 mmol/g,
0.42 mmol) de resina de poliestire AM RAM. Després de linflat inicial de la resina i la
desproteccio del grup Fmoc, es va dur a terme la reaccidé d'acilacio i d’aminacié amb I'amina
A16 seguint el procediment estandard descrit anteriorment. A continuacid, es va procedir a
I'acoblament del monomer corresponent a I'amina A6 (Figura 4.18, compost 33) utilitzant DIC
com a agent d’acoblament en una mescla DCM/DMF (2:1), fent aquest tractament per duplicat.
Seguidament, es va realitzar la desproteccié del grup Alloc per tractament amb una dissolucid
de Pd(PPhs)s (0.1 eq.) i PhSiH; (10 eq.) en DCM anhidre, seguint el procediment descrit per
Montserrat del Fresno en la seva Tesi Doctoral.'® Després de realitzar aquest tractament per
duplicat, es va repetir el procés per tal d'acoblar el segiient monomer, el corresponent a I'amina
A22 (Figura 4.18, compost 34). Tot sequit, es va desprotegir el grup Alloc del monomer
acoblat i es va procedir a I'escissié del peptoide de la resina per tractament amb un coctel
format per TFA/DCM/H,0 (60:40:2). El filtrat obtingut es va concentrar a pressi6 reduida.
Finalment, I'oli groguenc residual es va redisoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va liofilitzar,
per obtenir 158 mg de residu (rdt. 76%), amb una puresa del 84% per HPLC. La identificacid
del peptoide es va confirmar per CL-EM.

La purificaciéo d’aquest residu es va realitzar per HPLC a escala semipreparativa, obtenint
finalment 88 mg del peptoide 1 desitjat (rdt. 43%), amb una puresa superior al 98% per HPLC.
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4.4. ESTRATEGIA 3: PROTECCIO AMB EL GRUP NS

Aquesta estratégia es va plantejar per mirar de solucionar els problemes, d'origen divers,
sorgits en les dues estratégies anteriors per a l'obtencié dels Atalquilaminoacetats d'etil o de
tert-butil, tot aprofitant la introduccié d’'un nou grup protector, I'Ns (2-nitrobenzensulfonil).
L’esquema retrosintétic proposat va ser el mostrat a la Figura 4.19.

Ns O Ns O
| | H
_N pr— pr— - p— -
R \)J\OH R/N\)]\OtBu R/N Ns Cl-Ns + RNH,

Monomer

Figura 4.19. Esquema retrosintétic proposat per a I'obtencié dels mondomers d’A+alquilglicina protegits
amb el grup Ns.

Els monomers protegits amb el grup Ns s‘obtindrien per tractament amb TFA/DCM de
I'ester tert-butilic dels propis monomers protegits amb el grup Ns, els quals s‘obtindrien per atac
nucleofil de I'atom de nitrogen de la sulfonamida sobre el bromoacetat de fer¢-butil. Finalment
aquestes sulfonamides s’obtindrien per reaccié de la corresponent amina primaria amb el clorur
de 2-nitrobenzensulfonil.

La utilitzacid del grup protector Ns introduia un canvi important des del punt de vista
sintétic respecte a les dues estratégies comentades anteriorment, ja que la seva incorporacio es
feia en la primera etapa de sintesi enlloc de en I'Ultima. Aquest fet oferia la possibilitat de fer la
reaccid d‘alquilacié aprofitant I'acidesa del protd del nitrogen de la sulfonamida i a més
augmentava considerablement el caracter hidrofobic dels productes resultants, cosa que
afavoriria el seu aillament dels corresponents crus de reaccid. Aquest darrer aspecte podia
resultar especialment important en el cas de les amines amb un atom de nitrogen terciari en la
cadena lateral, tenint en compte els resultats obtinguts en la segona de les estrategies
comentades.

4.4.1. OBTENCIO DE LES NA-ALQUIL-2-NITROBENZENSULFONAMIDES

Aquesta reaccid es va dur a terme seguint el procediment descrit per Kan et a/.!®

mostrat
en la Figura 4.20. La proteccié6 de I'amina primaria es va fer per tractament amb clorur de

2-nitrobenzensulfonil en preséncia de trietilamina en DCM.
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SO,Cl EEN " Nso,
NO; 4 RNH, ———
DCM, t.a.
1h

NO,

Figura 4.20. Obtencié de les M-alquil-2-nitrobenzensulfonamides.

Sobre una dissolucié de la corresponent amina primaria (A6, A10, A13, A15, A16, A22, i
A37) i trietilamina en DCM disposada en un bany de gel, s’hi va addicionar el clorur de
2-nitrobenzensulfonil lentament. Acabada I'addicio, es va retirar el bany de gel i es va deixar la
mescla de reaccié en agitacié a temperatura ambient durant 1 h. Passat aquest temps, es va
procedir a realitzar el tractament de les reaccions. Les Aalquil-2-nitrobenzensulfonamides que
presentaven un nitrogen terciari en la cadena lateral (vegeu Figura 4.21, composts 38-40) es
van obtenir en forma d’un oli dens de coloracid groguenca/marronosa, amb un rendiment
superior al 90% (HPLC, RMN) mentre que la resta de composts (vegeu Figura 4.21, composts
41-44) es van obtenir com a solids fruit d'una recristal'litzaci6 de DCM/hexa, amb un
rendiment al voltant del 75%.

R

C\N\/\f‘ 38 ©\A / 41
\)\1\/\;{ 40 CI\@&{, 43
L,

Figura 4.21. Conjunt d'A-alquil-2-nitrobenzensulfonamides preparades.
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4.4.2. OBTENCIO DE LES MN-ALQUIL-ANTERT-BUTOXICARBONILMETIL-2-NITRO-
BENZENSULFONAMIDES

L'alquilacid de les sulfonamides es va dur a terme seguint el procediment descrit per Kan et
al'® mostrat en la Figura 4.22.

o R
|
~N N\
R” S0, 0 K,CO5 ButOJ\/ )

2
+ B _—
©/NOZ r\)j\OtBu DMF, ta. ©/N02
2h

Figura 4.22. Obtencio de les Nalquil- V-tert-butoxicarbonilmetil-2-nitrobenzensulfonamides.

L'alquilacid es va realitzar per addicié del bromoacetat de tert-butil sobre una dissolucié de
la sulfonamida en DMF en preséncia de K,COs. Aquesta reaccidé va posar de manifest la gran
versatilitat del grup protector Ns, ja que més enlla de la seva funcié com a tal podia actuar com
a agent activant donada I'acidesa del protd de la sulfonamida, permetent la seva alquilacié en
condicions suaus.

Un cop acabada la reaccid, els composts que presentaven una amina amb un nitrogen
terciari en la cadena lateral (vegeu Figura 4.23, composts 45-47) es van redissoldre en
DCM/NaOH 1 N i es va realitzar una extracci6 amb DCM. Per a la resta de composts (vegeu
Figura 4.23, composts 48-51), el cru de reaccid es va redissoldre en una mescla ‘BuOMe/H,0 i
es va realitzar una extracci6 amb ‘BuOMe. En ambdds casos, es van obtenir les sulfonamides
desitjades amb un rendiment superior al 90% excepte per al cas de la corresponent a 'A16
(47) que va ser del 82%.

R
C\N\/\;f 45 ©\A}’f 48

T, .

Figura 4.23. Conjunt d’A-alquil-/NV-tert-butoxicarbonilmetil-2-
nitrobenzensulfonamides preparades.
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Precisament aquest darrer cas va posar de manifest la formacié d’'un subproducte que
només es formava en treballar amb les amines que tenien un atom de nitrogen terciari en la
cadena lateral. Aquest subproducte va ser identificat com el resultant d’'una alquilacié d’aquest
nitrogen terciari conduint a la formacié d'una sal de tetraalquilamoni com la mostrada en la
Figura 4.24.

Ri~. _R Ry B
1\N 2 1:N/\n/0 u

0
H BrCH,COO'Bu Q H Q H

R1\ N\ N N
NS0, KCO3 ButOJ\/ ~s0, N B“tOJ\/ ~50,
Ry NO, DMF, t.a. NO, NO;
2'h

Figura 4.24. Formacio d'una sal de tetralquilamoni durant I'obtencié de les A+alquil- V-tert-butoxicarbonilmetil-2-
nitrobenzensulfonamides en treballar amb amines amb un nitrogen terciari en la cadena lateral.

La formacid d'aquest subproducte es podia justificar amb els precedents comentats en
I'apartat 3.4.1 on es mostrava |'atac nucleofil d'una amina terciaria d'una de les cadenes laterals
d’'un oligomer enllacat a una fase solida sobre el cloroderivat format després de l'etapa
d’acilacié del propi oligomer. A més, aquesta reaccid es produia exclusivament quan s'utilitzaven
M-alquil-2-nitrobenzensulfonamides que presentaven amines amb un nitrogen terciari en la
cadena lateral, si bé dels tres casos estudiats (A6, A16 i A22), només en el de 'amina A16 la
formacid del subproducte era destacable. Aixi doncs, es va plantejar la possibilitat d'ampliar
aquest estudi per a aquesta reaccié en concret per a la seérie d'amines mostrades en la Figura
4.25.

A21 A22 A23

Figura 4.25. Conjunt d’amines que presenten un nitrogen terciari
en la cadena lateral utilitzades per a la formacié d'A-alquil-V-tert-
butoxicarbonilmetil-2-nitrobenzensulfonamides.

Seguint els procediments descrits anteriorment es van preparar les sulfonamides
corresponents a les amines A19, A21 i A23 i es van analitzar per HPLC tots els crus de
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reaccio, incloent les preparades anteriorment corresponents a les amines A6, A16 i A22. Els
cromatogrames obtinguts van ser els mostrats en la Figura 4.26.

Un aspecte destacable va ser, logicament, que la formacié del subproducte implicava que
part del reactiu de partida restava sense reaccionar, ja que el bromoacetat de fer-butil s'afegia
en quantitats estequiometriques. No obstant aix0, en els casos menys favorables corresponents
a les amines A23 i A21 es va provar d'afegir-ne un excés (0.5 eq.) per mirar de completar la
reaccio. El resultat, perd, no va ser satisfactori, ja que va seguir quedant reactiu de partida
sense reaccionar i en canvi va augmentar la proporcié de subproducte, arribant fins i tot a ser
el producte majoritari, com en el cas de I'amina A21.
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Figura 4.26. Perfils d’'HPLC a 220 nm dels crus de reaccié finals d'obtencid de les Atalquil-N-tert
butoxicarbonilmetil-2-nitrobenzensulfonamides corresponents a les amines A6, A16, A19, A21, A22 i A23.

En termes generals i després d'analitzar els cromatogrames obtinguts, es van classificar les
diferents amines en tres grups: un primer format per les amines A6, A19 i A22 amb una
conversid superior al 95% i una proporcié de subproducte inferior al 8%; un segon amb I'amina
A16 amb una conversid similar a l'anterior (96%) perd amb una proporci6 major de
subproducte (16%) i, finalment, un tercer amb les amines A21 i A23 on va restar un 10% de
reactiu de partida sense reaccionar i la proporcié de subproducte es va enfilar més enlla del
30% en el cas de I'amina A23 i fins al 60% en el cas de I'amina A21.

Amb aquests resultats, es va decidir analitzar I'estructura de cadascuna de les amines que
formaven part de cada grup per mirar de trobar els trets que expliquessin la diferéncia de
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reactivitat que presentaven. En aquest sentit, es va poder observar que les amines que tenien
el nitrogen terciari substituit amb grups metil afavorien la formacié del subproducte, essent les
que en presentaven dos (A21 i A23) les que el formaven en major proporcid. En canvi, quan
presentaven grups etil (A19 i A22) la seva formacidé era practicament nul-la. Pel que fa a les
altres dues amines (A6 i A16), tot i presentar una estructura similar amb un anell de
pirrolidina, donaven resultats diferents. Mentre I'A6 tenia un comportament semblant a les
amines A19 i A22, 'amina A16 quedava en un punt intermig entre els dos grups i per aquest
motiu es va classificar en un grup a part. L'explicacié a aquesta diferéncia la podriem trobar en
la situacié de I'atom de nitrogen terciari, el qual resta més impedit en en cas de I'amina A6 que
en I'amina A16, on un dels substituents és un metil.

En resum, es pot afirmar que a mesura que s‘augmenta el volum dels substituents i per
conseqliéncia I'impediment estéric del nitrogen terciari, aquest reacciona amb més dificultats
per donar lloc al subproducte d‘alquilacid, afavorint la formacié dels productes desitjats.

Finalment, cal dir que acabat aquest estudi, es va seguir desenvolupant aquesta estratégia
per a les amines que havien estat objecte d'estudi des d'un principi, desestimant per tant les
amines A19, A21 i A23. En cas d’haver seguit endavant amb aquestes dues Ultimes amines,
hauria estat necessari realitzar una purificacid6 per HPLC, ja que l'elevada proporcio del
subproducte d’alquilacié format sobre el nitrogen terciari podria interferir durant I'acoblament
entre monomers en la sintesi de peptoides.

4.4.3. OBTENCIO DE LES N-ALQUILGLICINES PROTEGIDES AMB NS

Seguint I'esquema mostrat en la Figura 4.27, es va procedir a la desproteccid de l'ester
tert-butilic de les corresponents sulfonamides per tractament amb una mescla DCM/TFA (1:1).
La mescla de reaccié es va mantenir en agitacié a temperatura ambient durant 3 h. Passat
aquest temps, el control de reaccid efectuat per HPLC va mostrar una conversid quantitativa.

R O R O

| |
N . _N
0,5 \)]\OtBu TFA/DCM (1:1) 0,5 \)J\OH

\): _NO; ta.,3h [j/NOZ

Figura 4.27. Obtencié de les M-alquilglicines protegides amb Ns.

En el cas de les Atalquilglicines protegides amb Ns que presentaven amines amb un
nitrogen terciari en la cadena lateral (vegeu Figura 4.28, composts 52-54), es va utilitzar el cru
de reaccid sense cap tractament addicional per a la sintesi de peptoides, mentre que per a la
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resta (vegeu Figura 4.28, composts 55-58) es va optar per recristallitzar-les d’'una mescla
DCM/hexa. En tots els casos es va obtenir un solid corresponent a la Atalquilglicina protegida
amb Ns amb un rendiment entre el 75-85%.

\)J\OH

R
C\N\/\sf 52 ©\A§f 55
QN\A;‘ 53 /O\Q\Aj" 56
\>N —y 54 Clm y 57
T, .

Figura 4.28. Conjunt d’M-alquilglicines preparades protegides amb Ns.

El rendiment global de tot el procés de sintesi de les Atalquilglicines protegides amb Ns
seguint aquesta estratégia sintética (Via 3 de la Figura 4.2) va ser al voltant del 55% per a les
que presentaven les amines A10, A13, A15 i A37 i al voltant del 70% per a les que
presentaven les amines A6, A16 i A22. Aquesta diferéncia entre els dos grups va ser causada
per les dues etapes de recristal'litzacid realitzades a les del primer grup al llarg del procés
sintétic, ja que la conversid en cadascuna de les etapes del procés va ser idéntic per a totes
elles.

4.4.4. APLICACIO DELS MONOMERS D’A-ALQUILGLICINES PROTEGITS AMB EL
GRUP NS A LA SINTESI DE PEPTOIDES

4.4.4.1. Sintesi del peptoide model N10-37-15C (59)

Un cop preparades les Aralquilglicines protegides amb el grup Ns, es va decidir sintetitzar
un peptoide model per establir les condicions adients per dur a terme els acoblaments dels
diferents monomers, aixi com la desproteccio del grup Ns posterior a cada acoblament. Per fer-
ho, es va plantejar la sintesi del peptoide 59 (vegeu Figura 4.29).
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Figura 4.29. Peptoide model N10-37-15C sintetitzat via
monomers d’M-alquilglicina protegits amb el grup Ns.

En aquest cas, la sintesi es va realitzar seguint I'estrategia del monomer. Aixi doncs, es va
preparar una xeringa de 5 ml que contenia 210 mg (0.79 mmol/g, 0.17 mmol) de resina de
poliestire AM RAM. Després de l'inflat inicial de la resina i la desproteccié del grup Fmoc, es va
realitzar la reaccid d’acoblament del primer mondomer per tractament amb una dissolucid del
monomer 57 (3 eq.) i DIC en DCM/DMF (2:1). La mescla de reaccié es va mantenir en agitacié
a temperatura ambient durant 1 h. Passat aquest temps, es va eliminar I'excés de reactius i es
va repetir el procés. L'analisi realitzat sobre una fraccié de resina mitjancant els test colorimétric
del TNBS va posar de manifest que lI'acoblament havia tingut lloc de forma satisfactoria.
Seguidament, es va procedir a la desproteccid del grup Ns del mondmer acoblat per tractament
amb una dissolucié de tiofenol i DBU en DMF en agitacié a temperatura ambient durant 30 min.
Passat aquest temps, es va eliminar I'excés de reactius i es va repetir el procés. L'analisi
realitzat per HPLC va posar de manifest la desproteccié quantitativa del grup Ns (vegeu Figura
4.30). A continuacio, es van repetir aquestes dues etapes per tal d'acoblar els monomers 58 i
55. En aquesta ocasid, pero, les etapes de desproteccié es van haver d‘allargar fins a 1 h per
aconseguir una conversio quantitativa. Els controls realitzats per HPLC després de cada etapa
son els mostrats a la Figura 4.30.
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Figura 4.30. Perfils cromatografics d’'HPLC a 220 nm dels controls realitzats al finalitzar
cadascuna de les etapes sintétiques del peptoide N10-37-15C. A cada pic s'indica el seu
temps d’elucio, en min.

Paral'lelament al control de les diferents etapes de reaccio per HPLC, es va decidir explorar
la possibilitat de realitzar aquest control mitjancant I'espectroscopia d'infraroig sobre la fase
solida. La introduccid i I'alliberament del grup 2-nitrobenzensulfonamida implicat en cadascuna
de les etapes podia permetre el seu seguiment degut a la preséncia o no de les bandes de
tensid SO, a~1350 i~ 1150 cm™. A continuacid es mostren, a nivell d’exemple, els espectres
obtinguts després dels dos primers acoblaments de monomer (vegeu Figura 4.31, Bi D) i de les
corresponents reaccions de desproteccio del grup Ns (vegeu Figura 4.31, Ci E).

69



Capitol 4

T A Ty
A4 \HM Mg’ Z}W’L,w/ Il
I HEEARI
WA A B A e A
T 155 \\“W\/W\/ L/ e W AR
A Efg ﬂv \/%’ L5k “W:“HN %”‘\E “&’ﬂ\‘ [ oo §;ﬂ J\\‘ : a st [éﬁhtlg ‘\MJ e
» i o @ \/ J ) QJV Ngu é $
m R N B wel
”k" N e (TN TSI TN oA
AR - W f
W)V g k| )| sy 0 HE:
304 ;% %d }$§ 3 EJ\} “ %g j : ag
b h [ a SN 0] ch Fog 2
o C O ‘“ E QNJV"TOWN@ ]

Figura 4.31. Controls de reacci6 realitzats per espectroscopia d'infraroig dels dos primers acoblaments de monomer (B
i D) i les corresponents desproteccions del grup Ns (C i E).

Efectivament, es va poder observar l'aparicié i desaparicié de les bandes de tensio
corresponents, si bé la zona on aquestes apareixien no era una zona aillada que permetés
determinar amb claredat els casos on la conversié no fos quantitativa. Per aquest motiu, tot i
quedar demostrat el seu potencial d'aplicacid i la possibilitat d’efectuar els controls de reaccid
gairebé a temps reals, es va decidir seguir controlant I'evolucio de les reaccions per HPLC, els
quals permetien una analisi quantitativa més acurada.

Finalment, es va procedir a realitzar I'escissié del peptoide i el tractament del cru tal i com
s’ha explicat anteriorment, per obtenir 75 mg de residu (rdt. 78%), amb una puresa del 93%
per HPLC. La identificacié del peptoide 59 es va confirmar per CL-EM.

4.4.4.2. Sintesi del peptoide N22-6-16C (1)

Una vegada establert el protocol de sintesi de peptoides mitjancant I'acoblament de
monomers d’A-alquilglicina protegits amb el grup Ns, es va procedir a la seva aplicacié a la
sintesi del peptoide 1 (vegeu Figura 2.5).
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En aquesta ocasio, la sintesi es va dur a terme mitjancant |'estratégia mixta, realitzant
I'acoblament de la primera unitat d’Afalquilglicina seguint la via del submonomer i les altres
dues seguint la via del monomer. Es va preparar una xeringa de 3 ml que contenia 100 mg
(0.79 mmol/g, 0.08 mmol) de resina de poliestire AM RAM. Després de l'inflat inicial de la resina
i la desproteccid del grup Fmoc, es va dur a terme una reaccié d’acilacié per tractament amb
una dissolucié d'acid bromoacetic i DIC en DCM/DMF (2:1) seguida d'una reaccid d’‘aminacié
amb I'amina A16 en DMF. A continuacid, es va realitzar 'acoblament del monomer 52 per
tractament amb una dissolucié d’aquest i DIC en DCM/DMF (2:1). Després d'eliminar I'excés de
reactius i repetir el procés, es va agafar una fraccid de resina i es va analitzar mitjancant el test
del cloranil. El resultat va ser positiu, és a dir, va mostrar un coloracié verdosa, posant de
manifest la preséncia d'una amina secundaria i, per tant, que l'acoblament no s’havia produit.
La confirmacio d'aquest fet, perd, es va produir mitjancant un analisi per CL-EM, on es va poder
observar la preséncia del pic corresponent al producte d’acoblament com a producte minoritari i
el corresponent a la 2-(2-(NV*metilpirrolidin-2"-il)etilamino)acetamida de partida com a pic

majoritari.

La primera alternativa plantejada per superar aquest problema va ser fer servir un altre
sistema d‘acoblament utilitzat en la quimica de peptids per accelerar les reaccions de formacié
d’'amides, el qual fa servir PyBOP com a agent d‘acoblament i DIEA com a base. No obstant, els
resultats obtinguts no van millorar els descrits anteriorment i, per tant, es va decidir aturar aqui
I'intent de sintesi d'aquest peptoide per passar a estudiar més detingudament altres sistemes
d’'acoblament.

4.4.4.3. Estudi de les condicions d'acoblament de monomers d’A-alquilglicines
d’amines amb un nitrogen terciari en la cadena lateral

Davant de les dificultats trobades per incorporar els monomers d’A-alquilglicina protegits
amb el grup Ns que presentaven un nitrogen terciari en la cadena lateral, es va plantejar
I'estudi de la reaccid6 mostrada en l'esquema de la Figura 4.32 utilitzant diversos sistemes
d'acoblament. L'eleccié de la 2-(2,4-diclorofenetilamino)acetamida ancorada a la fase solida
com a substrat sobre el qual incorporar-hi el monomer 54, va permetre el seguiment de
cadascuna de les reaccions per HPLC.
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desproteccid del grup Fmoc, es va dur a terme la reaccid d'acilacié seguida d'una reaccio
d’aminacié amb l'amina A15. Després dels corresponents rentats de la resina, aquesta es va
repartir entre 8 xeringues de 3 ml (40 mg de resina/xeringa). Tot seguit, es va tractar
cadascuna d'elles amb una dissolucié del monomer 54 i un dels sistemes d'acoblament
mostrats en la Taula 4.1 i es van mantenir en agitacié constant a temperatura ambient durant
1 h o tota la nit (12 h). En aquest cas, no es van realitzar duplicats de reaccid. En acabar, es va
agafar una mostra de resina de cadascuna de les xeringues, es va escindir el producte ancorat
a la resina i es va analitzar el cru de reaccid resultant per HPLC. Els valors de % d'area del
producte d’acoblament respecte a la 2-(2,4-diclorofenetil-amino)acetamida de partida obtinguts

Cl

HO A~ N
N al
0
cl o 0 r
N 3 ON
H 0 0,8
C' 2O
O5N
Figura 4.32. Esquema sintétic seguit per a l'estudi de les condicions d’acoblament de monomers
d’M-alquilglicina protegits amb el grup Ns que presenten un nitrogen terciari en la cadena lateral.

C}ujV N

Inicialment, es va preparar una xeringa de 10 ml que contenia 320 mg (0.79 mmol/g,
0.25 mmol) de resina de poliestire AM RAM. Després de linflat inicial de la resina i la

van ser els recollits en la Taula 4.1.

Taula 4.1. Condicions d’acoblament del monomer 54 utilitzades en els 8 experiments. A dalt,
s'indiquen els diferents sistemes d’acoblaments emprats, mentre que a I'esquerre s’indica el temps
de reaccid. En cada casella es mostra el % d‘area per HPLC del producte d’acoblament respecte a
la 2-(2,4-diclorofenetilamino)acetamida de partida, tot fent les lectures a 220 nm.

En primer lloc, es van confirmar els resultats obtinguts anteriorment durant l'intent de
sintesi del peptoide N22-6-16C, ja que els sistemes HOBt/PyBOP/DIEA i HOBt/DIC, tot i I'addicid
de I'HOBt, van seguir mostrant la seva ineficacia en aquest cas, donant valors de producte
d’acoblament baixos.

72

HOAt/DIC HOBt/PyBOP | L aTu/DIEA HOBt/DIC
DIEA
1h 77% 32% 92% 10%
12 h 70% 29%, 99% 12%




Sintesi de monomers d'N-alquilglicines

En segon lloc, es va poder observar com els resultats en cadascun dels sistemes
d’acoblament utilitzats no variaven significativament amb el temps de reaccié, demostrant que
1 h de reacci6 era suficient.

Per Ultim, van permetre determinar que el millor sistema d‘acoblament per aquest cas
concret era el format per HATU/DIEA, arribant a valors de conversio superiors al 90%.

4.4.4.4. Sintesi dels peptoides model N22-22-15C (22) i N16-22-15C (60)

Una vegada determinat el millor sistema d’acoblament per aquest tipus de monomer, es va
decidir continuar la sintesi anterior i realitzar un nou acoblament en les mateixes condicions per
obtenir els peptoides N22-22-15C (vegeu Figura 4.10) i N16-22-15C (vegeu Figura 4.33).

Cl
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r W N16-22-15C

60

Figura 4.33. Peptoide model N16-22-15C sintetitzat via
monomers d’N-alquilglicina protegits amb el grup Ns.

Aixi doncs, es va agafar la resina de les vuit xeringues que s’havien fet reaccionar amb el
sistema d‘acoblament HATU/DIEA, es van ajuntar amb una de sola de 10 ml i es va repetir
I'acoblament realitzat anteriorment per obtenir una conversid quantitativa i una resina
homogeénia en tots els punts. A continuacid, es va dur a terme la desproteccié del grup Ns per
tractament amb una dissolucié de tiofenol i DBU en DMF. Arribat aquest punt, la resina es va
separar en dues xeringues de 5 ml i es va realitzar 'acoblament del corresponent monomer en
les condicions descrites anteriorment. La reaccid es va fer per duplicat i deixant en agitacio a
temperatura ambient durant 1.5 h. Finalment, es va dur a terme la desproteccié del grup Ns i
I'escissid de la resina per obtenir, després del tractament i la liofilitzacié del cru de reaccid, 49 i
55 mg de residu (79% i 75% de puresa per HPLC) corresponents als peptoides 22 i 60

respectivament.
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La purificacié d'aquests residus es va realitzar per HPLC a escala semipreparativa, obtenint
finalment 19.8 mg del peptoide 22 (rdt. 30%) i 21.6 mg del peptoide 60 (rdt. 32%), ambdds
amb una puresa superior al 98% per HPLC. La identificacié dels peptoides es va confirmar per
CL-EM.

4.4.4.5. Sintesi del peptoide N22-6-16C (1)

Un cop determinat el sistema d’acoblament de monomers d’Atalquilglicina protegits amb el
grup Ns en el cas de presentar un nitrogen terciari en la cadena lateral, es va plantejar
novament la sintesi del peptoide 1 seguint I'estratégia mixta descrita anteriorment. Aixi doncs,
es va preparar una xeringa de 3 ml que contenia 100 mg (0.79 mmol/g, 0.08 mmol) de resina
de poliestire AM RAM i es va procedir forma analoga a la descrita a I'apartat 4.4.4.2 fins a la
introduccio de la primera amina (A16). A continuacid, es va realitzar I'acoblament del monomer
52 per tractament amb una dissolucié d’aquest, HATU i DIEA en DMF. La reaccio es va fer per
duplicat, agitant a temperatura ambient durant 1.5 h. En acabar, es va agafar una mostra de
resina i es va analitzar mitjangant el test del cloranil, el qual va donar lleugerament positiu. Per
aquest motiu, es va fer un tercer acoblament, deixant la mescla de reaccid en agitacié durant
tota la nit. L'endema al mati, es va eliminar I'excés de reactius i es va analitzar novament una
fraccid de resina mitjancant el test del cloranil. En aquesta ocasio, pero, el resultat va ser
negatiu, posant de manifest que I'acoblament s’havia produit satisfactoriament. A continuacio,
es va procedir a realitzar la desproteccio del grup Ns tal i com s’ha descrit anteriorment (control
per HPLC) seguida de I'acoblament del monomer 54. Aquesta reaccidé d’acoblament es va dur a
terme per duplicat, deixant la mescla de reaccid en agitacid a temperatura ambient durant
1.5 h. Finalment, es va dur a terme la desproteccid del grup Ns i I'escissié de la resina per
obtenir, després del tractament i la liofilitzaci6 del cru de reaccid, 34 mg de residu
corresponents al peptoide 1.

La purificacié d'aquest residu es va realitzar per HPLC a escala semipreparativa, obtenint
finalment 11.3 mg del peptoide 1 (rdt. 29%) amb una puresa superior al 98% per HPLC. La
identificacié del peptoide es va confirmar per CL-EM.
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4.5. RESUM I CONCLUSIONS

Al llarg d’aquest capitol s’han mostrat diferents estratégies i metodologies de sintesi de
peptoides en fase solida, i més concretament, de peptoides que presenten amines amb un
nitrogen terciari addicional en la cadena. A continuacié es resumeixen, en forma d’esquema, les
diferents estratégies plantejades (vegeu Figura 4.34).

A. Fmoc-NRy-CH,COOH/HATU/DIEA
DMF, ta.,,2x1h

B. Alloc-NRy-CH,COOH/DIC
DCM/DMF (2:1), t.a., 2x 3 h

C. Ns-NRy-CH,COOH/HATU/DIEA
@QvNH-Fmoc DMF, t.a., 2 x 1.5 h*

1 2
20% piperidina
DMF pressssesesssseiiatianee :

BrCH,COOH/DIC R,-NH,

ta., 2x30 min DCM/DMF (2:1) 0 DMF : 0 Ry i 0 R
t.a., 2 x 30 min )K/Bf ta,2x3h i aul ) P
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DCM anh., t.a., 2 x 30 min
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Figura 4.34. Esquema resum de les diferents estrategies plantejades per a la sintesi de peptoides en fase solida.
“Segons el mondmer acoblat, pot ser necessari un tercer acoblament o allargar el temps de reaccio.

En primer lloc, cal una desproteccid del grup Fmoc de la resina seguida d'una reaccio
d’acilacié i d’aminacié per introduir la primera font de diversitat. Evidentment, aquesta opcio
respon a un plantejament d’estratégia del submonomer, aplicable sempre en la primera posicid
i que ofereix certes avantatges respecte a l'estrategia del monomer, com per exemple: no cal
realitzar cap sintesi prévia, ja que tots els reactius son comercials i no cal la utilitzacié de grups
protectors. Precisament aquests avantatges condicionen la utilitzacié dels monomers
d'N-alquilglicina i, per tant, I'estratégia del monomer Unicament s’aplica en els casos on és
estrictament necessaria.

Arribat aquest punt (requadre discontinu central de la Figura 4.34), caldria plantejar-se la
seglient pregunta: I'amina introduida presenta algun nitrogen terciari en la cadena lateral? Si la
resposta fos negativa, seguiriem la via 1 i repetiriem el cicle de reaccions consecutives d’acilacio
i d'aminacié per introduir la segona font de diversitat. En canvi, si la resposta fos afirmativa,
hauriem de seguir per la via 2 i utilitzar el monomer d’Atalquilglicina corresponent. En aquest
cas, caldria estudiar el sistema de proteccié més adient per a la sintesi en qliestié des del punt
de vista d'ortogonalitat entre grups protectors. Un cop escollit, es procediria a realitzar
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I'acoblament del monomer seguit de la desproteccid pertinent (sistema A, B o C de la Figura
4.34).

Seguint aquest esquema es podria anar allargant la cadena fins al punt desitjat. Arribat
aquest moment, ens trobariem en el requadre discontinu central i seguiriem la via 3 de la
Figura 4.34 per tal de realitzar I'escissié final del producte de la fase solida.

Després de resumir breument les diferents estrategies plantejades al llarg d’aquest capitol,
les conclusions extretes de tot aquest estudi son les segiients:

1) L'aplicacié de les diferents estratégies de sintesi de monomers d’Atalquilglicina amb els
corresponents sistemes d’‘acoblament permet sintetitzar peptoides que presentin amines amb
un nitrogen terciari en la seva cadena lateral en qualsevol de les fonts de diversitat amb
rendiments i pureses satisfactories.

2) L'eleccié de l'estratégia a seguir ve determinada per la compatibilitat del grup protector
de les N-alquilglicines amb les condicions de reaccié de les diferents etapes del procés sintétic
plantejat.

3) En cas de no haver-hi problemes d'incompatibilitat, I'eleccié s’hauria de prendre després
d’analitzar els avantatges i inconvenients que presenten cadascuna de les estrategies i avaluar
quins aspectes son més importants segons els cas. En aquest sentit, cal destacar que la majoria
d’inconvenients es produeixen pel fet de treballar amb amines amb un nitrogen terciari en la
cadena lateral, i degut a les propietats que presenten els corresponents compostos.

4) La primera estratégia (protecci6 amb Fmoc) presenta com a principal inconvenient la
reaccid de dialquilacié que es produeix en la primera etapa de sintesi dels monomers, la qual
afecta totes les amines primaries i obliga a fer una purificacié per destil*lacié al buit per tal
d‘aillar els compostos desitjats. Per contra, presenta com a avantatges que les tres etapes de
reaccid son rapides i que les condicions de desproteccid del grup Fmoc son suaus i no
requereixen la manipulacié de reactius especialment sensibles o perillosos que obliguin a
prendre precaucions addicionals més enlla de les habituals.

5) La segona estrategia (protecci® amb Alloc) és la menys favorable, ja que presenta
dificultats d‘aillament dels productes finals en la primera i tercera etapes de sintesi dels
monomers, fent baixar forca el rendiment sintétic global, i utilitza el catalitzador de Pd per a les
etapes de desproteccid del grup Alloc, requerint una manipulacié especial del sistema per
mantenir una atmosfera inert. Ara bé, presenta també alguns avantatges, com son:
I'assequibilitat dels agents d’acoblament utilitzats, I'abséncia de problemes de dialquilacid
durant la sintesi dels monomers i I'estabilitat del grup protector en condicions acides i basiques.

6) Finalment, la tercera estratégia (proteccid6 amb Ns) és segurament la més eficient des
d’'un punt de vista sintetic, ja que ofereix el rendiment global d’obtencié dels mondmers més
elevat. Per aquest motiu, aquesta estratégia estaria especialment indicada en els casos on la
disponibilitat d'amina primaria de partida fos limitada. A més, les tres etapes de reaccid son
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rapides, utilitza un grup protector estable en medis acids i basics, i la desproteccié es fa en
condicions suaus utilitzant reactius assequibles. No obstant, presenta també certs
inconvenients, com és la formacié de subproductes de dialquilacié de dificil separacié en amines
que presentin un nitrogen terciari en la cadena lateral amb substituents poc voluminosos i el
fet d'utilitzar un tiol en I'etapa de desproteccié del grup protector Ns, la qual cosa requereix una
manipulacié especial del sistema degut a la olor que desprenen aquest tipus de composts.
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5. ACTIVITAT BIOLOGICA DEL PEPTOIDE N22-6-16C

5.1. INTRODUCCIO

L'abséncia de regeneracié neuronal en el Sistema Nerviés Central adult és un greu
problema biomédic, sanitari i social, associat a nombroses lesions traumatiques com les de la
medul*la espinal. La capacitat regenerativa del Sistema Nervios Periféric (SNP) es coneix des de
fa temps, en contrast amb el Sistema Nervids Central (SNC), on el potencial de regeneracid esta
limitat per influencies inhibidores derivades de factors cel'lulars (glia reactiva, fibroblasts,
céllules endotelials) i per molécules de la matriu extracel'lular. En els ultims anys sha
identificat un gran nombre de molécules amb capacitat quimiorepulsiva, involucrades en el
desenvolupament del SNC i que estan expressades en el SNC adult, tot impedint la seva
capacitat de regeneracio. Estudis recents indiquen que el bloqueig d'aquests inhibidors
endogens del recreixement axonal pot constituir una nova via per estimular la regeneracio
neuronal.’® En aquest sentit, el descobriment de la familia de les semaforines (i els seus
receptors: les neuropilines), els inhibidors més potents del creixement axonal, ofereix un ampli
ventall de noves possibilitats experimentals i terapéutiques en regeneracié neuronal. Les
semaforines'®% (Sema) sén una gran familia de proteines secretades o associades a la
membrana que actuen com a quimiorepel‘lents o inhibidors dels axons, tot afectant la seva
direccio de creixement, la seva fasciculacio i ramificacio, aixi com la formacié de la sinapsi.
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En aquest context, tal i com s’ha comentat anteriorment (vegeu l'apartat 3.4.2), es va
iniciar un estudi en collaboraci6 amb el grup del Prof. Eduardo Soriano de la Unitat de
Neurobiologia del Desenvolupament i de la Regeneracié Cel'lular del Parc Cientific de Barcelona
(IRBB-PCB), per intentar identificar inhibidors potencials de semaforines a partir del cribratge de
la quimioteca de peptoides-I.

5.2. CRIBRATGE DE LA QUIMIOTECA DE PEPTOIDES-1

Els assaigs d'activitat biologica per avaluar l'activitat inhibidora dels components de la
quimioteca sobre els receptors de semaforines van ser realitzats per Marisol Montolio.

El cribratge de la quimioteca es va fer adaptant un assaig de quimiorepulsid, avaluant el
bloqueig de repulsié axonal produit per les mescles de la quimioteca en explants d’hipocamp
embrionari de ratoli (E15-E16) enfrontats a cél'lules COS1 transfectades per tal d’expressar

semaforines en una matriu de col‘lagen. %’

Seguint aquesta metodologia, es va fer el cribratge de les 66 mescles de peptoides que
conformaven la quimioteca i es va avaluar la seva activitat sobre un minim de 20 explants.’® A
la Figura 5.1 A es mostra un resultat negatiu on en confrontar I'hipocamp amb les cél'lules
transfectades per tal d’expressar Sema 3A, els axons queden repel‘lits i creixen en direccid
contraria a aquestes. En canvi, a la Figura 5.1 B es mostra un resultat positiu on l'inhibicid
d’aquest efecte produeix un creixement dels axons de forma radial.

Figura 5.1. Fotografies obtingudes durant els assaigs de cribratge de la quimioteca de peptoides. En
els cas A es pot veure que les cél'lules de I'hipocamp (CA3) creixen repel'lides per les semaforines,
mentre que en el cas B aquestes queden inhibides i el creixement és normal (M. Montolio'®).

Cal dir que a I'hora de fer la deconvolucid es van agafar com a positius aquells que ho eren
clarament, deixant fora els casos dubtosos o poc clars. Davant els resultats obtinguts es van

80



Activitat biologica del peptoide N22-6-16C

escollir les mescles 16, 18, 22, 28 i 66, les quals va portar a la identificacié de les amines més
actives per a cadascuna de les tres posicions de diversitat, les quals van ser: A16 en R3, A6 en
R% i A16, A18 i A22 en Rl Aquesta selecci6 va conduir a la sintesi de tres peptoides definits,
resultat de totes les combinacions possibles: N16-6-16C, N18-6-16C i N22-6-16C (vegeu Figura
5.2).

\)J\NHZ N \)CJ)\N N\)J\NHZ
Q N16-6-16C (b

N18-6-16C

0]

\)J\N/\[O(N\)J\NHZ
[
O

H
/\N/\/N

N22-6-16C
1

Figura 5.2. Els tres peptoides definits resultants de la deconvolucié de la quimioteca de peptoides en el
cribratge per identificar inhibidors de semaforines.

A la vista de l'estructura dels tres peptoides, es pot observar que presenten una
caracteristica comuna: totes les amines que conformen cadascun dels casos presenten un
nitrogen terciari en la cadena lateral. Aquesta caracteristica els confereix unes propietats
particulars des del punt de vista de polaritat i reactivitat respecte a la majoria de peptoides de
la quimioteca.

Aixi doncs, es procedi a la sintesi d’aquests tres peptoides definits per tal de validar el
cribratge i la deconvolucié que s’havia fet. La sintesi es va fer seguint l'estratégia del
submonomer i el procediment descrit a l'apartat 3.4.2.1. Cal posar de manifest que aquesta
part de l'estudi es va realitzar amb anterioritat a tot el desenvolupament sintétic explicat en el
capitol anterior, motiu pel qual aquesta sintesi es va dur a terme seguint aquesta estratégia tot
i els inconvenients que presentava. Precisament per aquesta rad, es van sintetitzar també els
subproductes de ciclacié 2 i 3 (vegeu la Figura 3.7 de I'apartat 3.4.2.1), els quals es trobaven
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en quantitats elevades en els crus de reaccid dels tres peptoides definits i podien ser els
causants de I'activitat observada.

No obstant, realitzats els assaigs, no es van obtenir resultats positius per aquests
subproductes de ciclacid, és a dir, no eren capacos d’anular I'efecte quimiorepulsiu produit per
Sema 3A i, per tant, es va descartar la seva participaci6 com a agents causants de l'efecte
observat amb les mostres corresponents a les mescles de la quimioteca. En canvi, els tres
peptoides definits van mostrar resultats positius respecte a la seva capacitat per revertir la
quimiorepulsid. Aquests resultats, perd, van ser diferents entre ells ja que en el cas dels
peptoides N16-6-16C i N18-6-16C, un 56% dels explants analitzats creixien totalment radials,
mentre que el peptoide N22-6-16C va lograr bloquejar completament |'efecte de Sema 3A en un
73% dels casos (vegeu Taula 5.1). Precisament, aquest Ultim va ser el peptoide seleccionat
com a més actiu i se’l va anomenar SICHI (Semaphorin Induced Chemorepulsion Inhibitor).

Taula 5.1. Percentatge d'explants amb creixement radial i nombre
d’explants comptats en cadascun dels casos.

% d’explants que

Mostra presentaven N©° Explants
creixement radial
Mescla 16 48% 23
Mescla 18 57% 23
Mescla 22 54% 28
Mescla 28 82% 28
Mescla 66 60% 20
N16-6-16C 55% 22
N18-6-16C 56% 22
N22-6-16C (SICHI) 73% 22
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5.3. ACTIVITAT BIOLOGICA DEL SICHI (1)

Després d'identificar el SICHI com a peptoide més actiu, es va procedir a la realitzacid dels
assaigs biologics per determinar linterval de concentracid en el qual el peptoide mostrava
activitat sense arribar a nivells toxics. Tots els assaigs que s’explicaran a continuacié van ser
realitzats per Marisol Montolio i els resultats obtinguts es troben recollits en un article pendent
de publicacié (M. Montolio et. al.).

5.3.1. DETERMINACIO DE L'INTERVAL DE CONCENTRACIO ACTIU

L'assaig realitzat per determinar l'interval de concentracio en el qual el peptoide SICHI era
actiu, va ser analeg al descrit a I'apartat anterior. No obstant, en aquesta ocasio, els explants es
van dividir en quatre quadrants (proximal, distal i dos laterals), per tal de quantificar I'efecte
produit pel SICHI a cada concentracid mitjancant el comptatge d’axons en cadascun dels
quadrants (vegeu Figura 5.3).

Cél'lules

secretores

Figura 5.3. Esquema del comptatge axonal realitzat per a la quantificacié
de I'efecte produit per SICHI en funcié de la seva concentracio.

Mitjancant aquest procés, es va calcular el quocient proximal/distal (P/D) com a index de
creixement de I'explant. Valors alts d'aquest quocient implicaven una elevada inhibicio de la
quimiorepulsié produida per Sema 3A. A una concentracié de 0.2 uM, I'index P/D tenia un valor
de 0.1, el qual va anar pujant a mesura que s'incrementava la concentracié de peptoide fins a
un valor maxim de 0.5 a una concentracié de 4 uM (vegeu Figura 5.4). A partir d'aqui, un
augment de concentraci6 implicava una disminucié del creixement radial.
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Figura 5.4. Assaig de creixement axonal en explants de CA3 dhipocamp en condicions control (SEAP) (A),
confrontats a una font de Sema 3A (B) i amb tractaments de SICHI 1 uM (C), 2 uM (D), 4 uM (E) i 20 uM (F).
L'histograma refexa el nombre d'axons capagos de créixer en la zona proximal de I'explant respecte als de la zona
distal (G).

5.3.2. ACTIVITAT BIOLOGICA DE SICHI EN EL CREIXEMENT AXONAL

Un cop determinat l'interval de concentracié en el qual SICHI mostrava activitat, es va
procedir a determinar el seu efecte sobre el col'lapse axonal produit per Sema 3A. Per fer-ho,
es va realitzar un assaig de col'lapse a partir d’explants embrionaris d’hipocamp (E16) cultivats
sobre portaobjectes i exposats a SICHI-Sema 3A durant 30-45 min. Els axons tractats amb medi
control (SEAP) presentaven cons de creixement rics en lamelipodis i filopodis (vegeu Figura 5.5
A), mentre que els tractats amb Sema 3A ho feien contrets en forma caracteristica de llapis,
tipica del col*lapse del con axonal (vegeu Figura 5.5 B). En canvi, el tractament amb SICHI-
Sema 3A provocava la mateixa morfologia que els tractats amb SEAP, obtenint per tant una
reversio del col'lapse, tant a concentracions de peptoide 2 uM com a 4 UM (vegeu Figura 5.5 C i
D, respectivament). A I'histograma de la Figura 5.5 E es representa la quantificacio de
I'efectivitat de les diferents concentracions de SICHI.
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Aquests resultats van demostrar que la inhibicid de la respulsié produida per Sema 3A era
deguda a una reversié del col*lapse del con de creixement per part del peptoide SICHI.

Sema 3A E

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 - Il

Sema 3A+ D Sema 3A+ 20 -

SICHI 0.001pg/pl SICHI 0.002pg/pl .

0_

% Col*lapse

SEAP 2 M 4uM  Sema3A 2uM 4 uM
SEAP Sema 3A

Figura 5.5. Tincié amb faloidina-rodamina en cultius d’hipocamp en embrions E16. Explants cultivats amb medi SEAP
(A). Després d'una incubacié en medi condicionat de Sema 3A s'observa com els explants de CA tenen els seus cons de
creixement (fletxes) amb una morfologia tipica del col*lapse axonal (B). En afegir medi amb SICHI es van observar uns
cons de creixement (fletxes) normals amb lamelipodis i filopodis, tant a concentracions de 2 uM (C) com a 4 uM (D).
L'histograma mostra els percentatges de cons de creixement col'lapsats després de la incubacid de CA en medi
condicionat Sema 3A o medi condicionat SEAP, en preséncia i abscéncia de SICHI (E).

Tenint en compte que I'expressié de semaforines en el cortex entorrinal (CE) juga un paper
crucial impedint I'entrada d’axons hipocampals Np-1 positius al seu interior, es va analitzar la
capacitat del SICHI per bloguejar aquesta inhibici6 endogena. Per fer-ho, es van confrontar
explants embrionaris de cortex entorrinal amb explants d’hipocamp (CA) i s’hi va afegir SICHI
(0.2 uM-4 uM). Passats quatres dies, els cultius control van mostrar repulsid d‘axons
d’hipocamp provocada per la secreccié de Sema 3A en el cortex entorrinal (vegeu Figura 5.6 A).
En canvi, en preséncia del SICHI, els axons que emergien de la CA mostraven un creixement
radial en totes direccions (vegeu Figura 5.6 B). Per tant, es va poder concloure que l'activitat
bloquejadora de SICHI inhibia la resposta dels axons d’hipocamp a Sema 3A endogena.
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Control

Figura 5.6. Fotografia on es veu com SICHI (4 M) inhibeix I'efecte de repulsié de
Sema 3A endogena en CE (linies discontinues) en explants de CA visualitzats amb
Dil (B) provocat en condicions control (A).

Per altra banda, es va voler determinar si l'efecte produit per SICHI era exclusiu de la
quimiorepulsid induida per Sema 3A o si també afectava a altres processos de quimiorepulsio.
Es coneix que Sema 3A indueix una resposta al col*lapse per unié amb el receptor Np-1 mentre
gue Sema 3F indueix una resposta similar per unié amb Np-2. En edats embrionaries (E15-16),
les regions CA1 i CA3 expressen Np-2 i, per tant, responen a Sema 3F.'° Aixi doncs, es va dur
a terme una analisi d'especificitat de SICHI, mitjancant un assaig de repulsié en matriu de
col'lagen confrontant explants de CA amb cél*lules secretores de Sema 3F, el qual va permetre
determinar que SICHI no bloquejava la repulsié exercida per Sema 3F (vegeu Figura 5.7 B).

Figura 5.7. Fotografia on es pot comprovar que SICHI no inhibeix la respulsié de
Sema 3F en explants de CA confrontats a cél'lules secretores de Sema 3F.

Paral‘lelament, es va voler determinar la capacitat de SICHI per inhibir la repulsié induida
en explants d'EGL (external granule cell layer) de cerebel postnatal (P4-P5) per agregats de
cél-lules EBNA-293 secretores de Netrina-1 mitjangant un assaig analeg al descrit anteriorment
en matriu de col'lagen. En la Figura 5.8 B es mostra el resultat negatiu d'aquest assaig, el qual
va permetre determinar que SICHI tampoc era capac¢ d'inhibir la quimiorepulsié produida per
Netrina-1.
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A Control B sema 3A+SICHI 0.002ug/yl

i Netrin-1 et Netfina

Figura 5.8. Fotografia on es pot comprovar que SICHI no inhibeix la respulsié de
Netrina-1 en explants d’EGL confrontats a agregats de cél'lules secretores de
Netrina-1.

5.3.3. ACTIVITAT BIOLOGICA DE SICHI EN REGENERACIO AXONAL

S’ha descrit que la sobreexpressid de Sema 3A en SNC adult esta relacionada amb la
prevencid de la regeneracié axonal.® Per aquest motiu, es va estudiar el potencial de SICHI en
la regeneraci6 de la via perforant /n vitro després d'una axotomia. Per fer-ho, es va utilitzar el
model de cultius organotipics de la formacié hipocampica, en el qual s’hi va realitzar una
axotomia en la via perforant passats 15 dies /n vitro. En condicions control, després de
I'axotomia mencionada no es va observar una regeneracié axonal dels aferents entorrinals
(vegeu Figura 5.9 A). En canvi, en un altre grup de cultius organotipics axotomitzats, als quals
se’ls va administrar SICHI cada vegada que es canviava el medi de cultiu (2-3 dies) a les
concentracions de 2, 4 o 20 uM, es va observar un increment notable del nombre d‘axons que
emergien de l'escorca entorrinal cap a I'hipocamp (vegeu Figura 5.9 B i C). Aquests axons
creixien després de la lesid, ja que es va observar que en moltes ocasions els axons acabaven
en cons de creixement.
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Figura 5.9. El tractament amb SICHI dels cultius organotipics axotomitzats va produir una regeneracié de les
fibres que emergien del cortex entorrinal. Passats 15 dies /n vitro de 'axotomia, cocultius entorrino-hipocampals
es van incubar en abscencia (A) o presencia de SICHI (B). En aquest darrer cas, el nombre d’axons emergents va
augmentar, tal i com es pot observar en I'ampliacié del requadre (C), on s'indiquen els marcats amb biocitina
(fletxes).

5.3.4. MODE D’ACTUACIO DE SICHI

Es conegut el paper del complex receptor Np-1/Plex-A1 com a mitjancer de la
quimiorepulsié induida per la Sema 3A.!*! Per determinar si SICHI actuava extracel-lularment i
quina influéncia tenia en la unié de Sema 3A a Np-1/Plex-A1, es va procedir a examinar la uni6
de Sema 3A als seus coreceptors en preséncia o abscéncia de SICHI. Per fer-ho, es van utilitzar
cél-lules COS1 cotransfectades amb Np-1+vector sense insert, Np1-1+Plex-Al, Plex-Al+vector i
vector sense insert. La unié de Sema 3A-AP o SEAP a les cél*lules transfectades es va analitzar
utilitzant I'assaig de fosfatasa alcalina (AP) com a prova d‘afinitat al receptor. El complex
Np-1/Plex-A1l tenia molta més afinitat per Sema 3A que per Np-1, ja que es va observar molt
més marcatge quan les cél'lules havien estat cotransfectades amb els dos coreceptors que
quan s’havia fet Gnicament amb Np-1. Pel que fa referéncia al cas de la transfecci6 amb Plex-
Al+vector, no es va detectar unié de Sema 3A amb aquest receptor.

En cél'lules transfectades amb Np-1/Plex-Al, es va poder observar que en presencia de
SICHI, la unié de Sema 3A és menor (vegeu Figura 5.10 D i E) que en els tractats Unicament en
medi condicionat Sema 3A (vegeu Figura 5.10 A i B). En el control amb SEAP, no es va obtenir
marcatge que indiqués unid als receptors (vegeu Figura 5.10 G).

També es van analitzar els resultats de les cel'lules transfectades Unicament amb Plex-A1 i
es va poder observar que no hi havia cap tipus d’unié entre Sema 3A i aquest receptor, i que no
es produia cap canvi al afegir-hi el SICHI (dades no mostrades).

En el cas de la transfeccié Unicament amb plasmid Np-1 sense el seu coreceptor Plex-Al,
es va poder observar que Sema 3A tenia menor afinitat que en cél'lules contransfectades amb
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els dos coreceptors. La incubacié amb SICHI i Sema 3A va disminuir la unié de Sema 3A a Np-1
(vegeu Figura 5.10 Ci F).

En resum, SICHI impedeix la unié de Sema 3A amb el seu complex receptor, interaccionant
amb el receptor transmembrana Np-1 i, essencialment, amb el complex Np-1/Plex-Al.

Np-1+PlexA1 Np-1+V
A ! "1 Sema 2A B &b 7 Sema 3A° C Sema 3A
! w L %
70 um g ' ' 3§-1.|m“<
n Sema 3A+SICHI E Sema 3A+SICHI I: Sema 3A+SICHI
B . i = ]
G SEAP Figura 5.10. Fotografia on es pot comprovar que SICHI inhibeix la

unié de Sema 3A amb el seu receptor. G, A, B, D, E: cél'lules
cotransfectades amb Np-1/Plex-Al. Marcatge de cél*lules COS1 control
& (G), amb Sema 3A (A) i amb Sema 3A+SICHI (D). La intensitat de color
blau representa el grau d'unié de Sema 3A amb el seu receptor. B i E
son microfotografies a més augments de les mostrades en els casos A i
D respectivament. C i F: cél'lules transfectades amb Np-1, amb Sema
3A (C) i amb Sema 3A+SICHI (F).

-

*70 pm

5.3.5. EFECTE DE SICHI EN LA CASCADA DE SENYALITZACIO INTRACEL'LULAR
ACTIVADA PER SEMA 3A

Per analitzar I'efecte de SICHI en la cascada de senyalitzacié intracel*lular activada per
Sema 3A, es van realitzar cultius primaris d’hipocamp (E15) i es van determinar els nivells de
proteines que estaven implicats a través d'un assaig de Western-blotting. Una d’aquestes
proteines és GSK3, la qual disminueix el seu nivell de fosforilacié en serines (P-SerGSK3) en
preséncia de Sema 3A. No obstant, no es van observar diferéncies significatives entre la
incubacid amb Sema A3 i la incubaci® amb Sema A3 i SICHI. Una altra de les proteines
analitzades va ser Akt, la qual inhibeix GSK3 quan es troba fosforilada (P-Akt). En aquest cas,
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tampoc es van observar diferencies significatives entre els nivells de fosforilaci6 amb els
diferents tractaments.

Per determinar si SICHI estava activant altres vies intracel*lulars, es van analitzar els nivells
d’Erk fosforilada (P-Erk), una proteina quinasa implicada en el procés de mitogénesi o
proliferacié cel*lular i relacionada amb la supervivencia neuronal. Es va poder observar que
quan s'addicionava SICHI a Sema 3A, la quantitat d’Erk fosforilada augmentava. Aquest
increment es va poder observar també quan es va aplicar Unicament SICHI. Aquest resultat va
fer pensar que SICHI podia tenir un possible paper en processos de supervivencia neuronal.

5.3.6. ACTIVITAT DE SICHI EN REGENERACIO NEURONAL

Degut a la connexid existent entre I'activacié de GSK3 i la subsegiient activacié d‘algunes
vies apoptotiques,™? i la demostracié que inhibidors de GSK3 prevenen la mort neuronal,’ es
va voler estudiar si aquestes vies podien arribar a estar influenciades per la unié de Sema 3A a
Np-1. Per fer-ho, es van realitzar assaigs de supervivencia neuronal utilitzant diferents
concentracions de SICHI en diversos cultius neuronals. Aixi doncs, es van realitzar assaigs amb
cultius primaris tan de neurones depenents com no depenents de neurotrofines per a la seva
supervivéncia. Per a l'estudi de supervivéncia no depenent de neurotrofines, es van utilitzar
neurones d’hipocamp a E15 i de cerebel a P6.

En hipocamp, la superviveéncia neuronal passats 7 dies d'incubacié era menor en els assaigs
control que en els tractats amb SICHI. En analitzar I'evolucié d’aquest cultius amb el temps, es
va observar que no hi havia diferéncies entre els diferents tractaments a les 48 hores, mentre
que el nombre de neurones descendia un 38% en la situacid control i un 20% en els
tractaments amb SICHI passats 4-7 dies d'incubacio.

En cerebel, també es va observar un descens de la supervivéncia neuronal en els assaigs
control al comparar-los amb els cultius tractats amb SICHI. No obstant, aquest descens va ser
superior a I'observat en els assaig d’hipocamp. Pel que fa a I'analisi dels cultius amb el temps,
es va observar que a les 24 h tots ells mostraven el mateix nhombre de neurones vives, mentre
que a les 48 h, 72 h i 5 dies es produia un descens majoritari en la situacié control i en el
tractament amb SICHI a 2 UM que en el tractament amb SICHI a 4 UM on la supervivéncia
augmentava un 20%.

En ambdds casos (tractament amb SICHI a 2 uM i 4 uM), es va poder observar un
augment de la supervivéncia neuronal d'un 20% en neurones tractades amb SICHI respecte al
control negatiu en el mateix periode de temps. Aquestes dades suggereixen que SICHI pot
modificar la supervivéncia de neurones no depenents de neurotrofina.

Pel que fa referéncia a les neurones depenents de neurotrofines, es va utilitzar com a
model neurones depenents d’NGF i neurones depenents de BDNF. Com a model depenent
d’NGF, es van analitzar neurones de ganglis simpatics i de DRG. En ambdos casos, no es va
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observar cap diferéncia entre els tractaments control i els realitzats amb SICHI. Per tant, SICHI
no era capag de substituir I'efecte de la neurotrofina i no estaria implicat en la supervivencia en
sistemes depenents d'NGF.

Com a sistemes depenents de la neurotrofina BDNF, es va avaluar l'efecte de SICHI en el
gangli nodods en E15. Es van realitzar assaigs /in vitro en el quals es va analitzar el nombre de
neurones, tant en cultius privats de BDNF passades 24 h dincubaci6 com en no privats
d’aquesta neurotrofina. El resultat obtingut va mostrar que els cultius no privats de BDNF i els
privats de BDNF perd que havien estat tractats amb SICHI, presentaven un nombre similar de
neurones després de 5 dies /n vitro (DIV) sense canviar el medi. En canvi, no va apareixer cap
neurona en el cultiu privat de BDNF al qual no se li havia subministrat SICHI. Per tant, SICHI
seria capag, d’alguna manera, de suplantar I'efecte de BDNF en aquestes neurones. Després de
quantificar el nombre de neurones a diferents temps, es va observar que les neurones privades
de BDNF morien progressivament, de tal manera que després de 5 DIV despareixien totes.
Quan les neurones es van tractar amb SICHI a una concentracié de 4 uM, la supervivéncia es
mantenia en un 30% durant tots els dies que va durar I'experiment, mentre que quan es van
tractar amb SICHI a una concentracié de 2 uM, es va observar un 85% de supervivencia a les
48 h, un 50% a les 72 h i una estabilitzacid a un 30% en els Ultims dies de I'experiment. Per
altra banda, les neurones tractades amb BDNF van presentar una supervivencia del 80% fins
als 5 dies d'assaig. Finalment, les tractades amb BDNF i SICHI a una concentracié de 2 uM o
4 uM van seguir un patré de supervivéncia similar al descrit per neurones tractades Unicament
amb BDNF.

Aquests resultats permeten afirmar que SICHI és capag¢ d’augmentar la supervivencia de
les neurones en el gangli nodds privat de BDNF.

5.4. CONCLUSIONS

El cribratge de quimioteques combinatories i, més concretament, de quimioteques de
mescles controlades, és un bon sistema per identificar composts actius vers una diana biologica
d'interés. En aquest cas, ha permés identificar el peptoide N22-6-16C (SICHI) com a potencial
inhibidor de la semaforina 3A.

El conjunt d‘assaigs realitzats una vegada identificat, purificat i caracteritzat ha permes
treure les segilients conclusions de la seva activitat biologica:

1) SICHI inhibeix la resposta quimiorepulsiva induida per Sema 3A d'una manera depenent
de la dosi i aquesta inhibicio és deguda a una reversio del col*lapse del con de creixement.

2) SICHI no és capac¢ d'interferir en la quimiorepulsidé produida per Sema 3F ni en la
Netrina-1. Per tant, es pot afirmar que els seus efectes biologics estan associats Unicament a
Sema 3A.
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3) SICHI potencia la regeneracié d'axons entorrino-hipocampals axotomitzats en cultius
organotipics.

4) SICHI actua a nivell extracel*lular impedint la unid6 de Sema 3A amb el seu complex
receptor.

5) SICHI reverteix la baixada dels nivells de P-SerGSK3 en el con de creixement produida
per Sema 3A en hipocamp de ratoli en edats entre E15 i E16.

6) SICHI augmenta la supervivencia d’alguns grups neuronals.
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6. SUBPRODUCTE DE PM-14

6.1. INTRODUCCIO

Tot i els resultats presentats en el capitol anterior, la identificacid del peptoide N22-6-16C
(anomenat SICHI) com a inhibidor de la semaforina 3A, va resultar més complexa del previst
degut a problemes de reproductibilitat durant la realitzacié dels primers assaigs biologics. Una
vegada preparat el peptoide identificat durant el procés de deconvolucié del cribratge de la
quimioteca de peptoides-I, es van repetir els assaigs amb el cru de reaccid per confirmar els
resultats obtinguts. La sorpresa va ser que tot i confirmar l'activitat observada anteriorment,
aquesta no va mostrar la mateixa intensitat. Per aquest motiu, es va decidir, per una banda,
purificar el cru de reaccid i, per l'altra, analitzar impureses del cru de reaccié que poguessin
interferir la realitzacid dels assaigs biologics. Cal recordar que, tal i com s’ha comentat
anteriorment (vegeu l'apartat 3.4.2), la puresa d'aquest cru era al voltant del 10% (per HPLC).

Pel que fa referéncia a la identificacié d'impureses, cal destacar que es van identificar els
productes ciclats 2 i 3, els qual es van aillar i provar sense obtenir resultats positius (vegeu
I'apartat 5.2) com a inhibidors de semaforina 3A.

Per altra banda, la purificacid del cru de reaccio va permetre identificar un subproducte de
pes molecular 481 (X) que diferia del peptoide N22-6-16C Unicament en 14 unitats de massa
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(PMp22-6-16c=495). A més, aquest subproducte tenia un t, per HPLC molt proper al del peptoide
(vegeu Figura 6.1 pics X i 1) aixi com un espectre d’ultraviolat similar. Tots aquests factors
apuntaven en una mateixa direccid: el subproducte identificat havia de tenir una estructura
molt semblant a la del peptoide 1.

482.5
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N6-16C*
3
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143.2
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248.8

200 ] N16C*
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Figura 6.1. Cromatograma d’HPLC a 220 nm del cru de sintesi del peptoide N22-6-16C preparat seguint I'estratégia del
submonomer i espectres de masses dels pics marcats amb un requadre. Els pics majoritaris que surten al front,
corresponen als productes de ciclacié 2 i 3, respectivament. El pic 1 correspon al peptoide 1, mentre que el pic X
correspon a un subproducte amb 14 unitats de massa menys. L'elucié es va realitzar en condicions isocratiques al 3%
d’ACN. Els pics observats per EM corresponent als pics M+1 dels composts X i 1.

Diferents sintesis del peptoide N22-6-16C fetes seguint I'estratégia del submonomer van
confirmar la preséncia d’aquest subproducte, la proporcié del qual variava forga segons el cas,
arribant fins i tot a ser majoritari respecte al peptoide desitjat (vegeu Figura 6.2). En aquest
sentit, cal destacar que en cap dels casos descrits en el capitol 4 on s’havia fet la sintesi
d’'aquest peptoide mitjancant l'estratégia mixta i utilitzant els corresponents monomers
d’N-alquilglicines diferentment protegits, es va observar la formacié d’aquest subproducte.

La purificacié dels crus de reaccid obtinguts seguint l'estratégia del submonomer va
permetre aillar el subproducte X. Ara bé, la determinacié estructural d’aquest compost per RMN
no va ser possible degut a la complexitat dels espectres obtinguts per I'existéncia de diferents
conformacions. No obstant, si que es van poder realitzar els corresponents assaigs biologics, el
resultat dels quals va ser negatiu, descartant d'aquesta manera la seva influéncia en l'activitat
observada amb el cru de reaccid.

Més tard, tal i com s’ha comentat en el capitol anterior, es va confirmar que el peptoide
N22-6-16C era realment el responsable de I'activitat i que els problemes sorgits inicialment de
reproductibilitat estaven relacionats amb la concentracié administrada i no amb el compost
assajat. Cal recordar que el peptoide mostrava activitat en l'interval de concentracions comprés
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entre 0.2 i 4 UM i que la concentracio del peptoide en el cru de reaccié (rendiment al voltant del
10% Unicament) era molt menor que la present un cop purificat. Aquest fet explicaria la falta
de reproductibilitat durant els primers assaigs d'activitat, en passar dels assaigs amb les
mescles de la quimioteca i el cru de reaccid del peptoide definit als fets amb el peptoide

purificat.
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Figura 6.2. Espectres de masses obtinguts en mode FIA del cru de reacci6 de dues sintesis d'N22-6-16C, on es mostra,
a nivell d'exemple, la diferéncia de relacié entre el pic corresponent al peptoide (496, M+1) i el subproducte de PM-14
(482, M+1).

No obstant, abans d'obtenir els resultats d‘activitat d’'aquest subproducte X i la confirmacié
que el peptoide 1 era el responsable de l'activitat observada, es van plantejar una série
d’experiments encaminats a determinar I'estructura d’aquest subproducte i llavors esbrinar com
s’havia format.

6.2. DETERMINACIO ESTRUCTURAL DEL COMPOST DE PM-14

L'elucidacié estructural del subproducte de PM-14 es va realitzar en dues etapes: una
primera de caracter general encaminada a determinar si aquest tipus de compost es produia en
altres casos més enlla del peptoide N22-6-16C i quins factors hi estaven implicats, i una segona
més concreta amb l'objectiu d’identificar i caracteritzar el subproducte. En tots dos casos es va
utilitzar 'estratégia del submonomer anteriorment descrita perque la formacid d'aquest
subproducte només s’observava en utilitzar aquesta metodologia.

Pel que fa referéncia a la primera etapa, aquesta es va dur a terme mitjancant la sintesi de
diferents séries de peptoides dissenyades amb I'objectiu d’anar definint els factors determinants
de la formacié d'aquest tipus de subproducte (amb massa molecular M-14 respecte al peptoide
esperat). Es a dir, si depenia d'alguna amina primaria concreta, de la posicié que ocupava en el
trimer, etc.
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Per a la segona etapa, en canvi, es va plantejar la sintesi del peptoide N22-6-16C utilitzant
el marcatge isotopic de les corresponents amines primaries per confirmar que el subproducte de
PM-14 provenia de la sintesi del peptoide i poder determinar la seva estructura mitjancant el
seguiment dels diferents fragments marcats.

6.2.1. EXPERIMENTS BASATS EN LA SINTESI DE DIFERENTS SERIES DE PEPTOIDES

La realitzacid d'aquest estudi es va dur a terme mitjancant I'estratégia del submonomer,
utilitzant en tots els casos la metodologia convencional de sintesi de peptoides explicada en
I'apartat 3.4.2.1. En acabar, el cru de reaccid corresponent es va analitzar (sense purificar) per
CL-EM en mode FIA (Flow Injection Analysis).

6.2.1.1. Efecte de I'amina situada a I'extrem A-terminal

La primera série de peptoides (S1, vegeu Figura 6.3) pretenia avaluar la influéncia de
I'amina situada a I'extrem A+terminal, mantenint 'amina A6 al mig i I'amina A16 a l'extrem
C-terminal. Les amines escollides per a I'extrem A+terminal presentaven diferents substituents
en el nitrogen terciari de la seva cadena lateral: dos etils en el cas de I'amina A22, dos metils
en el cas de I'amina A23 i un anell pirrolidinic en el cas de 'amina A6.
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/\N/\/N\)J\N/\H,N\)]\NHZ \l}l/\/N\)LN/\ﬂ/N\)LNHZ
7O o °
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<_7 N22-6-16C <_7 N23-6-16C
1 61

N—
H 0 0
C/“/\/N\)LN/\[]/N\)LNHZ
H 0
N
<_7 N6-6-16C
62

Figura 6.3. Peptoides sintetitzats en la primera série (S1).
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L'analisi dels crus de reaccid va posar de manifest que Unicament el peptoide N22-6-16C
presentava el pic corresponent a PM-14, el qual, a més, era de la mateixa intensitat que el del
peptoide. La resta, en canvi, mostraven només el pic corresponent al peptoide. Aixi doncs, es
va poder concloure que I'extrem A+terminal era determinant per formar el subproducte de PM-
14, essent necessaria la preséncia de 'amina A22 en aquesta posicio.

6.2.1.2. Efecte produit al canviar I'amina A22 de posicid

La segona serie escollida (S2, vegeu Figura 6.4) pretenia avaluar la importancia i I'efecte de
I'amina A22 en totes les posicions del trimer format per la propia amina A22, I'amina A6 i
I'amina A16. A més, s’hi va afegir el peptoide N19-6-16C per analitzar si la longitud de la
cadena lateral de I'amina podia tenir algun efecte, passant de dos atoms de carboni en I'amina
A22 a tres atoms de carboni en I'amina A19.

En aquest cas, I'analisi de tots els crus de reaccid va posar de manifest la preséncia del pic
corresponent a PM-14, si bé la seva intensitat era molt menor que la del pic del corresponent
peptoide i que I'obtinguda en el cas del peptoide N22-6-16C de la S1.

Amb aquest segon estudi es va poder concloure que la posicid ocupada per 'amina A22 en
el peptoide podia influir en la formacié del subproducte de PM-14, essent I'extrem A-terminal la
posicid més favorable per a la seva formacid. No obstant, aquest no era un factor determinant
ja que en la resta de posicions també es formava. Pel que fa referéncia a la longitud de la
cadena, va resultar més favorable per a la formacié del subproducte de PM-14 la cadena de dos
atoms de carboni (A22) que la de tres (A19).
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Figura 6.4. Peptoides sintetitzats en la segona serie (S2).

97



Capitol 6

6.2.1.3. Influéncia del canvi de les amines A6 i/o A16 per una amina aromatica
sense nitrogen terciari en la cadena lateral

La tercera série (S3, vegeu Figura 6.5) es va dissenyar per avaluar l'efecte produit al
canviar les amines A6 i/o A16 per una amina aromatica sense nitrogen terciari en la seva
cadena lateral, com I'amina A10, tot mantenint I'amina A22 fixa a I'extrem Atterminal.

L'analisi dels crus de reaccié va posar de manifest que en cap dels casos s’havia format el
subproducte de PM-14. Aquest resultat semblava indicar que la preséncia d’amines amb un
nitrogen terciari en la seva cadena lateral era un factor determinant per a la formacié de
productes tipus PM-14. Ara bé, aquesta condicid era necessaria, perd no suficient, després
d’analitzar els resultats obtinguts en la S1, on tots els peptoides sintetitzats tenien aquest tipus
d’amina i Unicament I'N22-6-16C presentava el pic. Aixi doncs, la conclusié que es podia treure
amb el conjunt d'experiments realitzats fins aquest punt era que hi havia dos factors
determinants per a la formacid del subproducte de PM-14: la preséncia de l'amina A22 o
I'amina A19 (preferentment en I'extrem Atterminal) i que la resta de posicions del trimer
estiguessin ocupades per amines amb un nitrogen terciari en la cadena lateral.
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Figura 6.5. Peptoides sintetitzats en la tercera série (S3).
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6.2.1.4. Efecte de la longitud de la cadena lateral de I'amina A22

La quarta série de peptoides dissenyada (S4, vegeu Figura 6.6) pretenia avaluar si la
longitud de la cadena lateral de I'amina A22 podia ser un factor determinant per a la formacio
del subproducte de PM-14 com semblava que els resultats de la S2 havien mostrat, aixi com la
presencia de més d'una unitat d'aquesta amina.

Els analisis dels crus de reaccié no van mostrar en cap cas la formacié del subproducte de
PM-14. Aquest resultat va impedir 'avaluacié del primer dels factors plantejats en aquesta seérie,
perd va permetre acabar de determinar les condicions necessaries perque es formés el
subproducte de PM-14.
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Figura 6.6. Peptoides sintetitzats en la quarta série (S4).

Aixi doncs, la conclusié final de I'estudi basat en la sintesi de séries de peptoides, va ser
que les condicions necessaries per formar el subproducte de PM-14 eren dues: la preséncia de
I'amina A22 o I'amina A19 en alguna posicio del trimer (preferentment a I'extrem Aterminal) i
que les altres dues posicions havien d’estar ocupades per amines amb un nitrogen terciari en la
cadena lateral, el qual havia de formar part d’un cicle. Ara bé, aquest estudi no va permetre
determinar si la formacié del subproducte de PM-14 es produia per modificacié de I'estructura
d’alguna de les amines i en cas que fos aixi, de quina amina es tractava i mitjangant quin
mecanisme es produia. Per aquest motiu, la nova estratégia plantejada es va centrar en l'estudi
del peptoide N22-6-16C a través del marcatge isotopic de les corresponents amines primaries.
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6.2.2. EXPERIMENTS BASATS EN EL MARCATGE ISOTOPIC

6.2.2.1. Marcatge de I'amina A22. Sintesi de 'N22*-6-16C

El primer marcatge estudiat va ser el de I'amina A22, el qual es va realitzar en dos punts

diferents com es mostra a la Figura 6.7.

/\N/\*/NHz /\N/\/NHz
) *)*

76 79

Figura 6.7. Amines analogues a I'amina A22 on els asteriscs
indiquen els punts de marcatge amb deuteri.

6.2.2.1.1. Obtencio de lamina deuterada 76

La preparaci6 de l'amina 76 es va realitzar en dues etapes (vegeu Figura 6.8).
Primerament es va fer reaccionar I'/V, A-dietilamina amb cloroacetamida en preséncia de K,COs a
reflux de THF durant 4 h, per obtenir la 2-(V;N“dietilamino)acetamida 75 amb un rendiment
del 90%. A continuacio, aquesta amida es va sotmetre a un procés de reduccié per tractament
amb LiAID, en THF a reflux durant 7 h, per obtenir 'amina 76 amb un 95% de puresa per RMN,
sense necessitat de realitzar cap etapa de purificacié addicional.

0 K,CO3 A~ NH,
/}\IH ¥ aQLNHZ )N/ﬁ(

THF 0
reflux, 4 h
75 (90%)
LiAID NH
iAID4 /j/\*/ 2
THF
reflux, 7 h 76

Figura 6.8. Esquema seguit per a la sintesi de I'amina deuterada 76. El punt de
marcatge amb deuteri s'indica amb un asterisc.
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Ambdds productes van ser caracteritzats espectroscopicament. Les dades més significatives
van ser el desplacament del singlet corresponent als protons en o al carbonil de la
cloroacetamida cap a camps més alts, passant de 4.04 a 3.02 ppm per a I'acetamida 75 i el
desplagament a camps encara més alts d’aquests mateixos protons en la formacié de I'amina
76, passant a 2.58 ppm. En aquesta darrera reaccid, també cal destacar la desaparicio del
senyal del grup carbonil a I'espectre de *C-RMN i I'aparicié d’un quintuplet a 38.5 ppm degut a
I'acoblament carboni-deuteri corresponent al metilé marcat reduit.

6.2.2.1.2. Obtencio de lamina deuterada 79

L'obtencio de I'amina 79 es va dur a terme en tres etapes (vegeu Figura 6.9). Seguint la

metodologia descrita per Pittelkow et a/.''*

es va procedir a la proteccio selectiva de I'amina
primaria de I'Metil-1,2-etandiamina amb carbonat de tfertbutilfenil, per obtenir un solid
corresponent al carbamat 77 amb un 75% de rendiment. Posteriorment, es va realitzar
I'alquilacié de I'amina secundaria per tractament amb iodur d’etil deuterat, en DMF en preséncia
de K,COs, per obtenir el carbamat 78 amb un rendiment del 90%. Finalment, es va procedir a
I'alliberament de I'amina 79 en forma de clorhidrat per hidrolisi amb una mescla

d’HCl 4 N/dioxa (2:5), amb un 87% de rendiment sense necessitat de purificar el solid obtingut.

NH i N 0B
/\N/\/ 2 + )J\ _ > NN \n/ u

t N
H o OBu EtOH H
reflux, 24 h 0
77 (75%)
*Et] H
K2CO3 A~ ~_-N__OBu HCl 4 N o~ NHoHC
N \ﬂ/ N
DMF )* 0 Dioxa )*
ta.,, 3h * ta., 12h

X
78 (90%) 79 (87%)

Figura 6.9. Esquema seguit per a la sintesi de I'amina 79. Els punts de marcatge amb deuteri s’indiquen
amb un asterisc.

Pel que fa referéncia a la caracteritzacido espectroscopica de l'intermedi 77, cal destacar
I'aparicié del singlet corresponent al grup tert-butil a I'espectre de 'H-RMN i el desplacament
dels H veins de I'amina primaria cap a camps més baixos, passant de 2.81 a 3.22 ppm.

Respecte el carbamat marcat amb deuteri 78, el triplet i quadruplet corresponents als dos
grups de H veins de I'amina secundaria es van desplacar cap a camps més alts, passant de 2.73
a 2.54 ppm i de 2.65 a 2.45 ppm, respectivament. En I'espectre de *C-RMN, cal destacar
I'aparici6 de dos nous senyals corresponents als carbonis marcats amb deuteri a 45.5 i
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10.0 ppm, els quals sortien a desplacaments quimics molt propers als corresponents a l'etil no
marcat i presentaven la multiplicitat causada per I'acoblament carboni-deuteri.

Finalment, els espectres de *H-RMN i 3C-RMN del clorhidrat de I'amina 79 van mostrar la
desaparicio dels senyals corresponents al grup fert-butil.

6.2.2.1.3. Sintesi del peptoide N22"-6-16C i N22*-6-16C

Una vegada sintetitzades les amines 76 i 79 es va dur a terme la sintesi dels peptoides
marcats N22t-6-16C i N22#-6-16C. Aquesta sintesi es va realitzar novament seguint la
metodologia convencional de sintesi de peptoides descrita en I'apartat 3.4.2.1. En tots dos
casos es va partir de 150 mg (0.7 mmol/g, 0.10 mmol) de resina de poliestiré AM RAM i |'etapa
d'introduccié de les amines 76 per al cas de I'N22"-6-16C i 79 per al cas de I'N22*-6-16C es va
fer utilitzant-ne 10 eq. En el cas de I'amina 76, aquesta es va utilitzar directament mentre que
en el de I'amina 79 es va realitzar un tractament previ amb trietilamina per alliberar-la del
clorhidrat. En acabar la sintesi dels dos peptoides els crus de reaccid (sense purificar) es van
analitzar per CL-EM en mode FIA.

Els espectres de masses obtinguts es mostren a la Figura 6.10. En tots dos casos es van
identificar els pics 226 i 380 corresponents als productes ciclats 2 i 3, respectivament (vegeu
I'apartat 3.4.2.1). També es van observar els pics 498 i 484 en el cas del peptoide sintetitzat
amb l'amina 76 (A) i 501 i 487 en el cas del peptoide sintetitzat amb I'amina 79 (B)
corresponents al pes molecular del peptoide marcat i al subproducte de PM-14.

Aixi doncs, aquests resultats van permetre confirmar, en primer lloc, la formacié del
suproducte de PM-14 i, en segon lloc, que aquests subproductes responien al marcatge
introduit en cadascun dels casos. En aquest sentit, quedava demostrat de forma inequivoca que
la formacié d’aquests subproductes provenia del peptoide sintetitzat i que el fragment
corresponent a 'amina A22 quedava inalterat durant la seva formacié al romandre inalterat el
seu patré de marcatge amb deuteri respecte al peptoide sintetitzat. Ara bé, la incognita sobre la
seva estructura i el mecanisme de formacid seguia sense resoldre’s. Per aquest motiu es va
plantejar un nou estudi de marcatge amb deuteri sobre una de les altres dues amines
implicades en la sintesi del peptoide N22-6-16C, com era l'amina A16.
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Figura 6.10. Espectres de masses obtinguts en mode FIA dels crus de sintesi dels peptoides N22'-6-16C (A) i
N22%-6-16C (B) preparats utilitzant les amines 76 i 79, respectivament.

6.2.2.2. Marcatge de I'amina A16. Sintesi de I'N22-6-16*C

El marcatge de I'amina A16 es va realitzar sobre el metil de I'anell pirrolidinic, tal com es
mostra en la Figura 6.11. L'elecci6 d'aquest punt es va fer plantejant com a hipotesi la
possibilitat que fos precisament aquest metil el que es perdés al llarg del procés de sintesi del
peptoide N22-6-16C, donant lloc a la formacio del subproducte de PM-14.

*

<Nj“\\\/ NH2

89

Figura 6.11. Amina analoga a I'amina A16 on l'asterisc indica
el punt de marcatge amb deuteri.

6.2.2.2.1. Preparacio de lamina deuterada 89

L'obtencié de I'amina 89 es va dur a terme seguint 'esquema mostrat a la Figura 6.12,
emprant com a producte de partida la L-prolina. La primera etapa va consistir en una reduccio
del grup acid amb LiAlH, a reflux de THF, per obtenir el prolinol 80, en forma d’oli incolor amb
un 85% de rendiment. A continuacid, es va protegir el grup amino per tractament amb Boc,O
en tBUOH en presencia d'NaOH 1 N, per obtenir el solid corresponent a I'’A-(Boc)-prolinol 81
amb un 94% de rendiment. A continuacid, seguint el procediment descrit per Cardillo et af,'*®
es va activar el grup hidroxil per tractament de 81 amb TsCl en DCM en preséncia de
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trietilamina i DMAP, per obtenir el tosilat 82 amb un rendiment del 83%, després de la
purificacié per cromatografia en columna. La subtitucié nucleofila del tosilat amb NaCN en DMF
per donar el nitril 83 amb un 75% de rendiment i la posterior hidrolisi d'aquest nitril per
tractament amb una mescla HCI/AcOH a reflux va permetre I'obtencié de I'homoprolina 84 amb
un 93% de rendiment.!*> Sequidament, es va dur a terme la reaccid de reduccié amb LiAlH, i la
posterior proteccié del grup amino amb Boc repetint el procediment descrit inicialment per a la
prolina de partida, per obtenir I'homoprolinol 85 amb un 77% de rendiment i el Boc-
homoprolinol 86 amb un 81% de rendiment. A continuacid, es va introduir el marcatge amb
deuteri a través de la reduccié del grup Boc per tractament amb LiAID; en THF a reflux, per
obtenir I’A*metil-homoprolinol 87, marcat isotopicament, amb un 72% de rendiment. L'obtencid
de I'amina final 89 es va dur a terme mitjancant una reaccié de Mitsunobu en qué es va fer
reaccionar 87 en presencia d'una mescla equimolar d'azodicarboxilat de dietil (DEAD) i
trifenilfosfina, obtenint una sal d‘alcoxifosfoni.''® Aquest compost és un bon grup donador
d’alquil, facilitant aixi la transferéncia del grup alquil a la ftalimida per donar I'ftalimida 88 amb
un 62% de rendiment. Finalment, es va procedir a l'obtencid de I'amina 89 en forma de
clorhidrat per hidrazinolisi amb hidrat d’hidrazina a reflux d’etanol i en medi acid, amb un 70%
de rendiment.
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Figura 6.12. Esquema seguit per a la sintesi de I'amina 89. El punt de marcatge amb deuteri s’indica amb
un asterisc.

Tots els composts van ser caracteritzats espectroscopicament. Les dades més significatives

en els espectres de *H-RMN van ser I'aparicié de dos senyals diferenciats dels H diastereotdpics

veins al grup hidroxil en el prolinol 80, mostrant dos dobles doblets a 3.35 i 3.55 ppm

respectivament; la desaparicié del senyal de I'H del grup amino pirrolidinic i I'aparicié del

corresponent al grup fert-butil en el Boc-prolinol 81; I'aparicié de dos doblets a 7.76 i 7.33 ppm

i un singlet a 2.44 ppm corresponents al grup tosil, aixi com el desplagament dels H veins a

I'atom d'oxigen a camps més baixos, passant de 3.60 a 3.89 ppm a lintermedi 82; la

desaparicid de tots els senyals corresponents al grup tosil i el desplacament dels H veins al grup

nitril @ camps més alts, passant de 3.89 a 2.60-2.82 ppm i I'aparicié del senyal a 118.0 ppm
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corresponent al carboni introduit amb el grup nitril a I'espectre de *C-RMN en el compost 83;
la desaparici6 dels senyals corresponents al grup tert-butil tant a I'espectre de H-RMN com a
I'espectre de *C-RMN i I'aparicié en aquest darrer del senyal corresponent al carbonil del grup
acid a 174.2 ppm en I'homoprolina 84; I'aparicié d'un senyal complex a 3.81 ppm corresponent
als H veins del grup hidroxil a I'espectre de 'H-RMN i el desplacament del senyal del carboni vei
al grup hidroxil a I'espectre de 3C-RMN, passant de 174.2 a 62.3 ppm fruit de la reducci6 del
grup carbonil de I'acid a metilé en I'homo-prolinol 85; I'aparicié del senyal corresponent al grup
tert-butil en el Boc-homoprolinol 86; la desaparicio del senyal del grup fert-butil a I'espectre de
'H-RMN i 3C-RMN i I'aparicié en aquest ultim del multiplet a 39.8 ppm corresponent al metil
marcat amb deuteri fruit de la reduccid del grup tert-butil en el A-metil-homoprolinol 87;
I'aparici6 dels senyals aromatics de la ftalimida a I'espectre de 'H-RMN i el desplacament dels H
veins al nitrogen de la ftalimida a camps més baixos, passant de 3.05 a 3.26 ppm en la
ftalimida 88; finalment, el desplacament d‘aquests mateixos protons, gairebé 1 ppm a camps
més alts, en alliberar-se la ftalimida i obtenir I'amina 89 en forma clorhidrat.

6.2.2.2.2. Sintesi del peptoide N22-6-16+C

Un cop preparada l'amina 89 es va procedir a la sintesi del peptoide N22-6-16*C seguint
novament l'estratégia del submonomer explicada anteriorment en I'apartat 3.4.2.1. La sintesi es
va dur a terme amb 150 mg (0.7 mmol/g, 0.10 mmol) de resina de poliestire AM RAM, utilitzant
una mescla d'amina 89 préviament tractada amb trietilamina per tal d‘alliberar el clorhidrat
format durant el seu procés de sintesi i d'amina A16 comercial amb una relacié (1:2). La
utilitzacié d'aquesta mescla es va plantejar per motius de disponibilitat d’amina 89. En acabar la
sintesi del peptoide es va analitzar el cru de reaccid (sense purificar) per CL-EM en mode FIA.

L'espectre de masses obtingut es mostra a la Figura 6.13, on es van poder identificar els
pics 226, 380 i 496 corresponents als subproductes ciclats 2 i 3 i al peptoide 1, respectivament.
A més també es van poder identificar els pics 229, 383 i 499 corresponents als subproductes
ciclats 2* i 3" i al peptoide 1* marcats, els quals mantenien la relacié 1:2 establerta al preparar
la mescla d'amines 89/A16 utilitzada en la primera etapa d'aminacié de la sintesi del peptoide.
En canvi, no es va poder detectar el subproducte de PM-14. Aixi doncs, els resultats obtinguts
en aquest cas no van permetre treure cap conclusid respecte a la hipotesi plantejada.
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Figura 6.13. Espectre de masses obtingut en mode FZ4 del cru de
sintesi dels peptoides N22-6-16"C i N22-6-16C preparat utilitzant la
mescla d'amines 89/A16.

6.3. CONCLUSIONS

Abans de presentar les conclusions d‘aquest capitol cal destacar que no s’ha aconseguit
I'objectiu principal que s’havia plantejat a I'hora d'iniciar aquest estudi, ja que malgrat els
esforgos realitzats, no s’ha pogut determinar I'estructura del subproducte de PM-14. Ara bé, no
s’ha de perdre de vista un fet important com és que tot aquest estudi es va iniciar pensant que
aquest subproducte podia ser el responsable de I'activitat inhibidora de la semaforina 3A (vegeu
capitol anterior) i que finalment es va demostrar que no ho era, motiu pel qual es va decidir
aturar aquest estudi en aquest punt. La seva continuacié hauria implicat esmergar temps i

recursos per un compost que havia perdut interés en no presentar activitat inhibidora de
semaforines.

No obstant, si que s’ha pogut treure una série de conclusions respecte a la formacié del
subproducte de PM-14, que son les seglients:

1) La seva formacid esta condicionada a la metodologia utilitzada per a la sintesi dels
peptoides, essent necessaria la sintesi seguint I'estratégia del submonomer.

2) Es necessaria la preséncia de I'amina A22 o I'amina A19 en el trimer, preferentment a
I'extrem AAterminal i que la resta de posicions estiguin ocupades per amines amb un nitrogen
terciari en la cadena lateral, el qual a més ha d’estar formant part d’un cicle.

3) En el cas del peptoide N22-6-16C, el subproducte de PM-14 manté intacta l'estructura
de I'amina A22 i presenta un t. per HPLC i un espectre d’ultraviolat molt similar al del peptoide.

107



Capitol 6

4) No s’ha pogut comprovar la hipotesi que fos la pérdua del metil del fragment d’amina
A16 el que estés implicat en la formacié del subproducte de PM-14.
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7. PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS

7.1. CONSIDERACIONS GENERALS

Tots els reactius comercials es van emprar sense purificacio prévia. Els dissolvents utilitzats
van ser de qualitat per a sintesi, excepte en la manipulacié de productes finals, on es van
emprar dissolvents de qualitat per a analisi. Els dissolvents anhidres es van preparar seguint els
procediments descrits a la bibliografia.!*’

L'evolucié de les reaccions en dissolucié es va seguir per cromatografia de gasos,
cromatografia en capa prima (CCP) o cromatografia de liquids (HPLC). Les analisis per CCP es
van realitzar sobre cromatofolis de silica de 0.2 mm de gruix sobre suport d’alumini Merck
Kieselgel 60 Fy,4 i sobre cromatofolis d'alimina de 0.2 mm de gruix sobre suport d’alumini
Merck Aluminiumoxid 60 F,s4. El revelat de les plaques es va fer amb llum ultraviolada de A=
254 nm.

Les analisis per CG es van realitzar en un aparell Hewlett Packard 5890 Series II amb
detector d‘ionitzacid de flama (FID), amb un integrador HP3396 Series II i columnes capil‘lars
SPB-5 (diametre intern 0.25 mm, diametre de particula 0.25 pm) de 12 a 15 m de longitud,
emprant heli com a gas portador.
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Les analisis per HPLC es van realizar emprant un aparell Hewlett Packard 1100 Series
equipat amb una columna de fase inversa Kromasil 100 C;g de 5 um (4.6 x 250 mm) de
Scharlau o bé una de tipus Kromasil 100 Cg de 5 um (4.6 x 150 mm) de Teknokroma. Com a
eluents es van utilitzar H,O amb 0.1% de TFA, i ACN amb 0.07% de TFA. El programa d’elucio
seguit va variar segons el cas i s'especificara a cadascun dels apartats, tot mantenint un flux
constant d’'1 ml/min i deteccié a 220 i 254 nm.

Les purificacions d'alguns composts es van realitzar sobre cromatofolis de silica de 2 mm
gruix sobre suport d’alumini Merck Kieselgel 60 F,s4. Per altres composts (peptoides
majoritariament) es va realitzar una purificacié per HPLC a escala semipreparativa mitjancant
tres aparells diferents. El primer va ser un sistema de dues bombes Waters 510, un detector-
controlador de gradients d’Applied Biosystems (783 Programable Absorbance Detector) i fent
servir una columna de tipus Kromasil 100 Cg de 5 um (20 x 250 mm) de Scharlau treballant a
un flux de 5 ml/min. El segon, va ser un aparell Waters (Milford, MA, U.S.A.) equipat amb una
columna de fase inversa X-Terra® Cyg de 5 pm (19 x 250 mm) de Waters treballant a un flux de
10 ml/min. El tercer, va ser l'aparell Hewlett Packard 1100 Series esmentat anteriorment
equipat amb una columna de fase inversa X-Terra® C;s de 5 pym (10 x 150 mm) de Waters
treballant a un flux de 4.7 ml/min. Tots tres sistemes van utilitzar com a eluents: H,O amb
0.1% de TFA i ACN amb 0.1% de TFA. El gradient va variar segons el cas i s'especificara en
cadascun d’ells. La deteccio es va fer a 220 nm.

Els espectres de ressonancia magnética nuclear de proté (*H-RMN) i de carboni (**C-RMN)
es van realitzar en un aparell Varian Unity 500 (*H-500 MHz, 3C-125 MHz), un Varian Unity 400
(*H-400 MHz, '3C-100 MHz) o en un Varian Unity 300 (*H-300 MHz, *C-75 MHz). El
desplagament quimic dels senyals s’expressa en I'escala d en parts per milid. Per a cada senyal
de proto figura, entre paréntesis, la multiplicitat, la integracié i el valor de les constants
d’acoblament (J) en Hz, aixi com la seva assignacié. Per indicar les multiplicitats observades
s’han emprat les abreviacions segiients: s (singlet), d (doblet), dd (doble doblet), ddd (doble
doblet de doblets), t (triplet), td (triple doblet), g (quadruplet), m (multiplet), ac (absorcid
complexa) i una “a” darrera de les anteriors abreviacions per indicar que el senyal és ample.

Els espectres de masses (EM) d'alguns composts es van obtenir en un espectrofotometre
Fisons MD800 acoblat a un cromatograf de gasos model 8000 Series i proveit d'una columna
capil*lar Hewlett Packard HP-5 de 25 m i un detector d'ions positius de tipus quadrupolar. Els
espectres es van enregistrar emprant ionitzacié per impacte electronic (IE) a 70 eV, i els
fragments obtinguts s'indiquen amb la seva relacid massa/carrega (m/z) i entre paréntesis la
seva proporcié relativa (%).

Els espectres de masses enregistrats amb la técnica de electrospray-ionization (ESI) es van
fer en un sistema Hewlett Packard Series 1100 LC/MSD constituit per un cromatograf de liquids
acoblat a un detector de diodes i un espectrometre de masses.
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Els espectres de IR es van enregistrar en una aparell Bomen Michelson Series MB120 i les
absorcions s'indiquen en cm™.

Els punts de fusié es van determinar en un aparell Reichert-Jung model 286238 amb una
sonda Crison T-637 per mesurar la temperatura i s’han indicat sense corregir.

Les analisis elementals van ser realitzades al Servei de Microanalisi Elemental de I'TIQAB,
emprant un analitzador Carlo Erba 1108.

Les mesures de masses a alta resoluci6 (EMAR) es van realitzar a la Unidade de
Espectrometria de Masas de la Universidade de Santiago de Compostela.

7.1.1. INSTRUMENTACIO DE LA SINTESI EN FASE SOLIDA

La resina emprada per a la sintesi de composts en fase solida va ser un polimer de
poliestiré reticulat amb un 1% de divinilbenze i funcionalitzat amb Fmoc-aminoetil-RAM (Rink
amida) com a brag dunié entre el polimer i el compost sintetitzat. La resina va ser
subministrada per Rapp Polymere, amb una dimensié de particula de 200-400 mesh i un grau
de funcionalitzacié entre 0.70 i 0.79 meq/g de resina protegida, depenent del lot.

Per fer la sintesi en fase solida es van utilitzar xeringues de polipropilé de 3, 5 0 10 ml, de
la marca Injekt, equipades amb una placa porosa de polietileé que actuava com a filtre.

Per afegir el dissolvent (DMF, DCM i iPrOH) en les etapes de rentat de la resina es van fer
servir flascons rentadors de 500 ml subministrats per la casa Afora.

L'agitacié de les xeringues es va fer en un agitador de vaivé, model HS501 Digital de IKA
Labortechnik, a una velocitat d’agitacié entre 180 i 250 rpm, en funcié de les condicions de
treball (vegeu Figura 7.1, esquerre).

El rentat de la resina en les xeringues es va realitzar en un aparell distribuidor de buit
Visiprep SPE, amb valvules de control de flux de 24 posicions, de la marca Supelco (vegeu
Figura 7.1, dreta).

?EE
“

“| '

Figura 7.1 Esquerre: agitador de vaivé emprat en la sintesi en fase solida. Dreta:
aparell per filtrar i rentar la resina, de la casa Supelco.
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Es va utilitzar una liofilitzadora del model FreeZone®6 Liter Freeze Dry system de LabConco
i un evaporador centrifuga del model Univap d'Uniscience.

7.1.2. CONTROLS QUALITATIUS EN FASE SOLIDA

Per visualitzar bé el color adquirit pels grans de resina es va fer servir una lupa (model
SDZ-TR-P de Kyowa Optical).

7.1.2.1. Test del cloranil'®

En un portaobjectes es van disposar 1-3 mg de resina i s’hi van afegir una gota d'una
dissolucié d'acetaldehid al 2% en DMF i una gota d’una dissolucié de cloranil al 2% en DMF.
Després de 3 min a t.a., el color blau/verd de la resina indica la preséncia d'amines secundaries.
En preséncia d'amines primaries la resina adquireix una tonalitat blau cel. En els altres casos la
resina queda incolora.

7.1.2.2. Test del TNBS'*®

En un portaobjectes es van disposar 1-3 mg de resina i s’hi van afegir una gota d'una
dissolucié d'N, A-diisopropiletilamina (DIEA) al 10% i una gota d’una dissolucié dacid 2,4,6-
trinitrobenzensulfonic (TNBS) a I'1% en DMF. Després d'1 min a t.a., una coloracié vermella
indica la preséncia d'amines primaries; en qualsevol altre cas la resina queda incolora.

7.2. PROCEDIMENT GENERAL DE LA SINTESI DE PEPTOIDES A
TEMPERATURA AMBIENT PER LA VIA DEL SUBMONOMER

7.2.1. EN ABSENCIA D’AMINES AMB UN NITROGEN TERCIARI ADDICIONAL EN R® I
RZ

En una xeringa de 10 ml que contenia 650 mg (0.70 mmol/g, 0.5 mmol) de resina de
poliestire AM RAM s’hi van afegir 5 ml de DMF per inflar-la. Seguidament el dissolvent es va
filtrar i es va procedir a la desproteccié del grup Fmoc.

Desproteccio. es va afegir una dissolucid de 5 ml de piperidina al 20% (v/v) en DMF a la
resina i la mescla es va deixar reaccionant durant 30 min. Després d’eliminar el dissolvent per
filtracid es va repetir I'operacid. A continuacio, es van realitzar els rentats de la resina amb DMF
(3 x5ml), iPrOH (3 x 5ml) i DCM (3 x 5 ml). La desproteccié de la resina es va comprovar
mitjangant de test del TNBS, el qual va donar positiu (color vermell).
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Acilacio: sobre la resina desprotegida i inflada amb DCM, es va afegir una dissolucié de
320mg (2.3 mmol, 5eq.) dacid bromoacétic en 5ml duna mescla DCM/DMF (2:1).
Seguidament, es van afegir 355 ul (2.3 mmol, 5eq.) de DIC i la mescla es va agitar
mecanicament durant 30 min, a t.a. i a 200 rpm. Després d’eliminar I'excés de reactius, es va
repetir el procés. Finalment, la resina es va rentar amb DCM (3 x 5 ml), iPrOH (3 x 5 ml) i DMF
(3 x 5 ml). La desaparicid de I'amina primaria es va comprovar amb el test del TNBS, el qual va
donar positiu per aquesta reaccio (incolor).

Acoblament damina. a una suspensio de la resina acilada en 5 ml de DMF es van afegir
2.3 mmol (5 eqg.) d'amina primaria i 310 pl (2.3 mmol, 5 eq.) de Et;N. La mescla de reaccid es
va agitar durant 3 h a t.a. i a 200 rpm. Transcorregut aquest temps, |'excés de reactius es va
eliminar per filtracid i es va repetir 'operacid. En acabar, la resina es va rentar amb DMF (3 x
5ml), iPrOH (3 x 5 ml) i DCM (3 x 5 ml). La preséncia d'una amina secundaria es va confirmar
mitjancant el test del cloranil (color blau).

La segona acilacio es va dur a terme de la mateixa manera que la primera, exceptuant que
el temps de reacci6 va ser d'1 h.

La segona aminacio, tercera acilacio i tercera aminacio es van dur a terme de forma
analoga a les descrites anteriorment.

Escissio de la resina: després d'assecar la resina, es va transferir a un tub de vidre de
10 ml roscat amb un septum de tefld resistent a I'acid. Seguidament, s'hi van afegir 5 ml d’un
coctel d’escissio format per TFA/DCM/H,0 (60:40:2, v/v), tornant-se la resina de color granatds.
La mescla es va deixar agitant durant 30 min a t.a. A continuacié es va filtrar la mescla en la
mateixa xeringa en qué s’havia fet la sintesi i el filtrat es va recollir en un matras de 25 ml. La
resina es va tornar a posar al tub i es va repetir I'operacid. Els filtrats de les dues fraccions es
van aplegar i els dissolvents es van eliminar a pressio reduida. Les traces d’aigua i d'acid es van
eliminar realitzant rentats amb ACN (3 x 5 ml), els quals es van eliminar igualment a pressid
reduida. Finalment, I'oli groguenc residual es va redisoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va
liofilitzar, per obtenir uns 250-350 mg de residu (rdts. entre el 80-90%), amb pureses
generalment superiors al 90% per HPLC. Els peptoides es van identificar per CL-EM.

7.2.2. EN PRESENCIA D’AMINES AMB UN NITROGEN TERCIARI ADDICIONAL EN R3
IR?

El procediment va ser analeg al decrit en l'apartat 7.2.1, excepte en l'etapa d’acilacid i
d’acoblament d’amina posterior a I'acoblament de I'amina amb un nitrogen terciari addicional.

Acilacio. acabada I'etapa d’acoblament d’amina amb un nitrogen terciari, es va refredar la
xeringa amb neu carbonica i s'hi van afegir 5 ml de DCM fred i clorur de cloroacetil (180 pl,
2.3 mmol). Es va mantenir en agitacié sobre la neu carbonica durant 5 min. Després d'eliminar
I'excés de reactius, la resina es va rentar amb DCM (3 x 5 ml), iPrOH (3 x 5 ml) i DMF (3 x
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5 ml). La desaparicié de I'amina secundaria es va comprovar amb el test del cloranil, el qual va
donar positiu per aquesta reaccié (incolor).

Acoblament d’amina: a una suspensio de la resina acilada en 5 ml de DMF es van afegir
9 mmol (20 eq.) d'amina primaria i 310 yl (2.3 mmol, 5 eq.) de Et;N. La mescla es va agitar
durant 3 h a t.a. i a 200 rpm. Transcorregut aquest temps I'excés de reactius es va eliminar i es
va repetir 'operacid. En acabar, la resina es va rentar amb DMF (3 x 5 ml), iPrOH (3 x 5ml) i
DCM (3 x 5 ml). La presencia d'una amina secundaria es va confirmar mitjancant el test del
cloranil (color blau).

7.2.3. SINTESI DEL PEPTOIDE N22-6-16C (1)

En una xeringa de 5 ml que contenia 300 mg (0.70 mmol/g, 0.21 mmol) de resina de
poliestire AM RAM s'hi van afegir 3 ml de DMF per inflar-la. Seguidament, el dissolvent es va
filtrar i es va procedir a la desproteccié del grup Fmoc seguint el procediment general descrit a
I'apartat 7.2.1. Seguint aquest mateix procediment es va dur a terme la primera reaccid
d’acilacio i la primera reaccié d'aminacié (A16). Acabada I'etapa d’acoblament d'amina, es va
refredar la xeringa amb neu carbonica i es van fer els dos cicles d’acilacié i aminacié restants
(A6 i A22) seguint el procediment descrit a I'apartat 7.2.2.

En acabar, després d'assecar la resina, es va transferir a un tub de vidre de 10 ml roscat
amb un séptum de tefld resistent a l'acid. Seguidament, s'hi van afegir 3 ml d'un coctel
d’escissié format per TFA/DCM/H,0 (60:40:2, v/v), tornant-se la resina de color granatos. La
mescla es va deixar agitant durant 30 min a t.a. A continuacié es va filtrar la mescla en la
mateixa xeringa en que s’havia fet la sintesi i el filtrat es va recollir en un matras de 25 ml. La
resina es va tornar a posar al tub i es va repetir I'operacid. Els filtrats de les dues fraccions es
van aplegar i els dissolvents es van eliminar a pressié reduida. Les traces d'aigua i d’acid es van
eliminar fent rentats amb ACN (3 x 5 ml), els quals es van eliminar igualment a pressio reduida.
Finalment, l'oli groguenc residual es va redisoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va liofilitzar,
per obtenir 85 mg de residu, amb una puresa al voltant del 10% (HPLC). La identificacié del
peptoide es va confirmar per CL-EM.

La purificaci6 d'aquest cru es va realitzar per HPLC a escala semipreparativa (vegeu
condicions de purificacid descrites a I'apartat 7.1 utilitzant la columna Kromasil 100 C8 de 5 um
(250 x 20 cm) de Scharlau amb el programa: 15 min a 5% d’ACN, de 5% a 20% en 30 min, de
20% a 100% en 25 min i 10 min a 100% d’ACN) per obtenir 7.9 mg del peptoide N22-6-16C
(1) (rdt. 8%) amb una puresa superior al 98% per HPLC. Aquesta mateixa purificacio va
permetre aillar i caracteritzar els dos subproductes ciclats formats anomentats respectivament
N16C* (2) (17 mg, rdt. 36%) i N6-16C* (3) (25 mg, rdt. 31%).

Les assignacions dels senyals dels espectres de *H-RMN i *C-RMN d’aquests composts es
van confirmar pels experiments gDQCOSY i gHSQC. La presencia de diferents conformacions va
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conduir a uns espectres molt complexos, motiu pel qual només s’han assignat els senyals del

conformer majoritari en cada cas.

[ V-(2-Dietilaminoetil)glicil]-[ A-(2-(1'-pirrolidinil)etil)glicil]- A-[2-(1'-metil-2’-

pirrolidinil)etil]glicinamida

N22-6-16C (1)

1H-RMN (500 MHz, CD;0D):

13C-RMN (125 MHz, CD;0D):

EMAR per C25H50N703

438 (s, 2H, COCHN), 4.25 (s, 2H, COCH,N), 3.87 (ac, 2H,
NCH,CH,NCO), 3.86 (s, 2H, COCH,N), 3.78 (ac, 2H, 2 x NCH,CH,),
3.68 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 3.66 (ac, 1H, NCH,CH,CH), 3.54 (ac,
2H, NCH,CH,NH), 3.42 (ac, 1H, NCH,CH,CH), 3.40 (ac, 2H,
NCH,CH,NCO), 3.36 (ac, 2H, NCH,CH,NH), 3.33 (ac, 4H, 2 x
NCH,CH;), 3.27 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 3.15 (ac, 1H,
NCH,CH,CH,CH), 3.15 (ac, 2H, 2 x NCH,CH,), 2.93 (s, 3H, NCHs),
2.46 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 2.20 (ac, 1H, NCH,CH,CH), 2.15 (ac,
4H, 2 x NCH,CH,), 2.13 (ac, 2H, NCH,CH,CH,CH), 1.85 (ac, 1H,
NCH,CH,CH,CH), 1.80 (ac, 1H, NCH,CH,CH), 1.37 (t, =7 Hz, 6H, 2 x
NCH,CHs).

172.4 (CO), 171.7 (CO), 170.9 (CO), 68.3 (NCH,CH,CH,CH), 57.2
(NCH,CH,CH,CH), 55.7 (2 X NCH,CH,), 53.8 (NCH,CH,NCO), 50.6
(COCH,N), 50.3 (COCH,N), 49.5 (COCH,N), 48.8 (2 x NCH,CHs), 47.1
(NCH,CH,NH), 46.6 (NCH,CH,CH), 45.1 (NCH,CH,NCO), 43.4
(NCH,CH,NH), 39.9 (NCHs3), 30.5 (NCH,CH,CH,CH), 29.7
(NCH,CH,CH), 24.1 (2 x NCH,CH,), 22.5 (NCH,CH,CH,CH), 9.0 (2 x
NCH,CHs).

Calculada:  496.3975 (M+H)*
Determinada: 496.3966

Trifluoroacetat d’1-(metil)azonia-3-ox0-4-(aminocarbonilmetil)aza[5.3.0]deca

N16C* (2)

1H-RMN (500 MHz, CD;0D):

13C-RMN (125 MHz, CD;0D):

4.81 (s, 1H, COCH,N*), 4.45 (s, 1H, COCH,N), 4.11 (ac, 1H,
CH,CH,N), 4.03-3.92 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 3.96 (s, 1H, COCH,N),
3.84-3.78 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 3.80 (s, 1H, COCH,N*), 3.71-3.64
(ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 3.46-3.40 (ac, 1H, CH,CH,N), 3.34 (s, 3H,
NCHs), 2.74-2.66 (ac, 1H, CH,CH,N), 2.38-2.33 (ac, 2H,
NCH,CH,CH,CH), 2.30-2.16 (ac, 2H, NCH,CH,CH,CH), 2.12 (ac, 1H,
CH,CH,N).

171.9 (CO), 1658 (CO), 75.4 (NCH,CH,CH,CH), 70.2
(NCH,CH,CH,CH), 61.1 (COCH,N*), 51.9 (COCH,N), 48.9 (NCH), 45.0
(CH,CH,N), 26.7 (CH,CH,N), 26.0 (NCH,CH,CH,CH), 19.5

115



Capitol 7

EMAR per C11H20N302+

(NCH,CH,CH,CH).

Calculada:  226.1550 (M)*
Determinada: 226.1556

Trifluoroacetat de 5-azonia-7-oxo-8-{[(V-(aminocarbonilmetil)- V-(2-(1’-metil-2’-pirrolidinil)
etil)Jaminocarbonilmetil}azaespiro[4.5]deca

N6-16C* (3)

1H-RMN (500 MHz, CD;0D):

13C-RMN (125 MHz, CD;0D):

EMAR per C19H34N503+

4.34 (s, 2H, COCH,N), 4.31 (s, 2H, COCH,N), 4.23 (s, 2H, COCH,N*),
3.89 (ac, 2H, NCH,CH,N*), 3.80-3.73 (ac, 4H, 2 x CH,CH,N*), 3.76-
3.74 (ac, 2H, NCH,CH,N"), 3.72-3.69 (ac, 1H, NCH,CH,CH), 3.69-3.62
(ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 3.46-3.38 (ac, 1H, NCH,CH,CH), 3.33 (ac,
1H, NCH,CH,CH,CH), 3.17-3.09 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 2.90 (s, 3H,
NCHs), 2.45 (ac, 1H, CH,CH,CH,CH), 2.38-2.34 (ac, 1H, NCH,CH,CH),
2.30 (ac, 4H, 2 x CH,CH,N*), 2.24-2.12 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH),
1.94-1.87 (ac, 1H NCH,CH,CH), 1.86-1.78 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH),
1.77-1.70 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH).

172.6 (CO), 170.0 (CO), 162.9 (CO), 68.3 (NCH,CH,CH,CH), 64.7 (2 x
CH,CH,N*), 61.3 (COCH,N*), 57.2 (NCH,CH,CH,CH), 56.1
(NCH,CH,N*), 50.0 (COCH,N), 48.7 (COCH,N), 46.3 (NCH,CH,CH),
445 (NCH,CH,N*), 40.1 (NCHs;), 30.7 (NCH,CH,CH), 30.5
(NCH,CH,CH,CH), 29.9 (NCH,CH,CH,CH), 22.4 (2 x CH,CH,N"*).

Calculada:  380.2656 (M)*
Determinada: 380.2665

7.3. SINTESI DE PEPTOIDES EN FASE SOLIDA PER LA VIA MIXTA

7.3.1. ESTRATEGIA 1: SINTESI DE MONOMERS PROTEGITS AMB FMOC

7.3.1.1. Procediment general per a I'obtencio dels A-alquilaminoacetats de fert-butil

En un matras de 100 ml es van afegir 25.8 mmol de I'amina primaria corresponent (A6,
A10, A15, A16, A22i A37)i 7.2 ml (51.6 mmol, 2 eq.) de Et5N dissolts en 25 ml de THF. Tot
seguit, es va col'locar el matras en un bany de gel a 0 °C i s'hi van afegir 3.8 ml (25.8 mmol, 1

eq.) de bromoacetat de tert-butil. Acabada I'addicid, es va retirar el bany de gel i la mescla de

reaccio es va mantenir en agitacio a t.a. durant 30 min, controlant la desaparicié del reactiu de

partida per CG. Passat aquest temps, es va donar la reaccid per acabada i el dissolvent es va
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eliminar a pressio reduida. A continuacié s’hi van afegir 30 ml d'H,O i es va transvasar a un
embut d'extracci®é on es van realitzar extraccions amb DCM (3 x 20 ml). Les fraccions
organiques es van ajuntar, es van assecar amb MgSO, anhidre i el dissolvent es va eliminar a
pressid reduida. El cru de reaccid resultant es va destil'lar al buit per obtenir el producte
desitjat en forma d’oli incolor. El punt d’ebullici6 en cadascun dels casos es mostra en la Taula
7.1. En tots els casos es van obtenir rendiments al voltant del 50%.

Taula 7.1. Punt d'ebullicié dels AMalquilaminoacetats de tert
butil corresponents a cadascuna de les amines utilitzades.

Amina Punt d’ebullicié Pressio

(°C) (Torr)
A6 81-84 0.3
A16 90-93 0.3
A22 78-80 0.3
A10 107-110 0.5
Al5 145-147 0.8
A37 116-118 0.5

2-[2’-(N-Pirrolidinil)etilamino]acetat de tert-butil (4)

TLC: AcOEt-MeOH-Et3N (1:1:0.01) Rf=0.43

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  3.27 (s, 2H, COCH,NH), 2.68 (t, J=5.7 Hz, 2H, CH,CH,NH), 2.55 (t,
J=5.7 Hz, 2H, CH,CH,NH), 2.47 (ac, 4H, 2 x CH,CH,N), 2.19 (sa, 1H,
NH), 1.73 (ac, 4H, CH,CH,N), 1.43 (s, 9H, 3 x CH;).

13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  171.7 (CO), 80.9 (C(CHs)3), 56.0 (CH,CH,NH), 54.1 (COCH,NH), 51.7
(2 x CH,CH,N), 48.0 (CH,CH,NH), 28.0 (3 x CH3), 23.4 (2 X CH,CH,N).

IR (film), v (cm™): 3336 (NH), 2970-2792, 1738 (CO), 1459, 1396-1355 (C(CHs)3), 1236,
1159.

EM (m/z) 228 (M, 40), 171 (M-C4H,, 10), 127 (M-CsHq0,, 57), 84 (M-C;H4NO,,
pic base).

EMAR per C;,H,5N,0, Calculada: 229.1916 (M+H)*

Determinada: 229.1920
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2-(2'-(N*=Metilpirrolidinil)etilamino)acetat de tert-butil (5)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;):

IR (film), v (cm™):

EM (m/2)

EMAR per C;3H,;N,0,

AcOEt-MeOH-Et3N (1:1:0.01) Rf=0.28

3.21 (s, 2H, COCH,NH), 2.97 (m, 1H, CH), 2.55 (ac, 2H, CH,CH,NH),
2.23 (s, 3H, CH;N), 2.09-1.93 (ac, 3H, NH- CH,CH,N), 1.92-1.73 (ac,
2H, CH,CHN), 1.39 (sa, 11H, CH,CH,NH i 3 x CHs).

171.6 (CO), 80.9 (C(CHs);), 64.2 (CH), 57.0 (COCH,NH), 51.7
(CH,CH,N), 46.8 (CH,CH,NH), 40.3 (NCHs), 33.8 (CH,CH,NH), 30.5
(CH,CHN), 28.0 (3 x CHs), 21.7 (CH,CH,N).

3337 (NH), 2970-2779, 1735 (CO), 1457, 1389-1348 (C(CHs)3), 1225,
1152.

242 (M, 16), 185 (M-C4H,, 54), 141 (M-CsHgO,, 64), 98 (M-C;H4NO,,
66), 84 (M- CgH1cNO,, pic base).

Calculada:  243.2073 (M+H)*

Determinada: 243.2066

2-(N,N=-Dietiletilendiamino)acetat de tert-butil (6)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;):

IR (film), v (cm™):

EM (m/z)

EMAR per C12H27N202
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ACOEt-MeOH-Et;N (1:1:0.01) Rf=0.42

3.27 (s, 2H, COCH,NH), 2.61 (t, J=6 Hz, 2H, CH,CH,NH), 2.50(t, J=6
Hz, 2H, CH,CH,NH), 2.48 (q, J=7.2 Hz, 4H, 2 x CH;CH,N), 2.06 (sa,
1H, NH), 1.42 (s, 9H, 3 x CHs), 0.97 (t, J=7.2 Hz, 6H, CH;CH,N).

171.6 (CO), 80.8 (C(CHs)s3), 52.6 (CH,CH,NH), 51.0 (COCH,NH), 47.2
(CH,CH,NH), 46.9 (2 x CH3CH,N), 28.0 (3 X CHs), 11.6 (2 X CH3CH,N).

3335 (NH), 2974-2809, 1736 (CO), 1453, 1390-1365 (C(CHs)s), 1229,
1155.

230 (M, 38), 173 (M-C4Hg, 6), 129 (M-CsHgO,, 56), 86 (M-C;H14NO,,
pic base).

Calculada:  231.2073 (M+H)*

Determinada: 231.2065
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2-(Feniletilamino)acetat de tert-butil (7)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;):

IR (film), v (cm™):

EM (m/2)

EMAR per C,4H,,NO;

Hexa-AcOEt-Et;N (3:1:0.01) Rf=0.27

7.29 (ac, 2H, Ha), 7.21 (ac, 3H, Hy), 3.31 (s, 2H, COCH,NH), 2.85
(ac, 2H, CH,CH,NH), 2.82 (ac, 2H, CH,CH,NH), 1.70 (sa, 1H, NH),
1.44 (s, 9H, 3 x CHy).

171.5 (CO), 139.7 (C), 128.6 (2 x CHy), 128.4 (2 x CHa), 126.1
(CHa), 81.1 (C(CHs);), 51.6 (COCH,NH), 50.7 (CH,CH,NH), 36.5
(CH,CH,NH), 28.0 (3 x CH).

3330 (NH), 3092-2814, 1735 (CO), 1459, 1393-1350 (C(CHs)3), 1228,
1155.

235 (M, 5), 178 (M-C4Hq, 7), 144 (M-GH;, 78), 134 (M-CsHq0,, pic
base),.

Calculada:  236.1651 (M+H)*

Determinada: 236.1643

2-(2',4'-Diclorofeniletilamino)acetat de tert-butil (8)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;):

IR (film), v (cm™):

EM (m/2z)

EMAR per C14H20C|2N02

Hexa-AcOEt-Et;N (3:1:0.01) Rf=0.26

7.33 (s, 1H, Ha), 7.16 (ac, 2H, Hyy), 3.30 (s, 2H, COCH,NH), 2.86 (ac,
2H, CH,CH,NH), 2.84 (ac, 2H, CH,CH,NH), 1.68 (sa, 1H, NH), 1.43 (s,
9H, 3 x CH).

171.5 (CO), 136.0 (Cy), 134.6 (Ca), 132.5 (Co), 131.5 (CHyy), 129.2
(CHy), 127.0 (CH.), 81.2 (C(CHs);), 51.5 (COCH,NH), 48.6
(CH,CH,NH), 33.6 (CH,CH,NH), 28.0 (3 x CH).

3328 (NH), 3091-2817, 1731 (CO), 1473, 1388-1346 (C(CHs)s), 1224,
1152.

303 (M, 3), 178 (M-C4Hs, 5), 202 (M-CsHoO,, pic base), 172 (M-
CsH1aNO,, 92), 144 (M—C;HsCl,, 88).

Calculada:  304.0871 (M+H)*

Determinada: 304.0866
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2-(4'-Fluorofeniletilamino)acetat de fert-butil (9)

TLC: Hexa-AcOEt-Et;N (3:1:0.01) Rf=0.28

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  7.15 (ac, 2H, Ha), 6.96 (ac, 2H, Ha), 3.29 (s, 2H, COCH,NH), 2.82
(ac, 2H, CH,CH,NH), 2.77 (ac, 2H, CH,CH,NH), 1.65 (sa, 1H, NH),
1.44 (s, 9H, 3 x CH).

13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  171.5 (CO), 161.4 (d, J=242 Hz, FC,,), 135.3 (d, J=3.4 Hz, C,), 130.0
(d, J=7.6 Hz, 2 x CHy), 115.1 (d, J=20.8 Hz, 2 x CH,), 81.1
(C(CHs)3), 51.6 (COCH,NH), 50.6 (CH,CH,NH), 35.7 (CH,CH,NH), 28.0

(3 x CHy).

IR (film), v (cm™): 3330 (NH), 3042-2821, 1733 (CO), 1599, 1507, 1391-1341 (C(CHs)s3),
1224, 1145.

EM (m/2z) 253 (M, 3), 196 (M-C4Hq, 6), 152 (M-CsHy0,, 95), 144 (M-C;HgF, pic
base).

EMAR per C,4H,;FNO, Calculada: 254.1556 (M+H)*

Determinada: 254.1550

7.3.1.2. Procediment general per a I'obtencio de les N-alquilglicines

En un matras de 100 ml que contenia el corresponent Atalquilaminoacetat de fert-butil
(9 mmol) dissolt en 20 ml de DCM, s'hi van afegir 20 ml de TFA. La mescla es va mantenir en
agitacio a t.a. durant 3 h. Passat aquest temps, es va eliminar el dissolvent a pressié reduida i
es van realitzar rentats amb ACN (3 x 10 ml). Els crus de reaccid corresponents es van analitzar
per 'H-RMN, mostrant la desaparicié completa del senyal del grup tert-butil. En tots els casos la
conversid va ser quantitativa i el rendiment final va ser superior al 99%.

A-(2'-(1"-Pirrolidinil)etil)glicina (10)

1H-RMN (500 MHz, acetona-dg): 4.20 (s, 2H, COCH,NH), 4.01-3.99 (ac, 2H, NCH,CH,NH), 3.92-3.90
(ac, 2H, NCH,CH,NH), 2.16 (sa, 1H, NH), 2.08-2.05 (ac, 8H, 2 x
CH,CH;N).

13C-RMN (125 MHz, acetona-dg): 167.5 (CO), 54.5 (2 x CH,CH,N), 51.2 (NCH,CH,NH), 47.8
(COCH,NH), 43.9 (NCH,CH,NH), 23.0 (2 x CH,CH,N).
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EMAR per C8H17N202 Calculada: 173.1290 (M+H)+
Determinada: 173.1283

N-(2'-(N'-Metil-2"-pirrolidinil)etil)glicina (11)

1H-RMN (500 MHz, acetona-dg): 4.16 (s, 2H, COCH,NH), 3.86 (ac, 1H, CH), 3.65 (ac, 1H,
NCH,CH,CH,CH), 3.48 (ac, 2H, CH,CH,NH), 3.28 (ac, 1H,
NCH,CH,CH,CH), 3.05 (s, 3H, CHs), 2.68 (ac, 1H, CH,CH,NH), 2.48
(ac, 1H, CH,CH,NH), 2.36-1.90 (ac, 4H, NCH,CH,CH,CH).

13C.RMN (125 MHz, acetona-dg): 168.6 (CO), 67.3 (CH), 56.9 (NCH,CH,CH,CH), 48.4 (COCH,NH),
455 (CHCH,NH), 40.2 (CHs), 30.1 (CH,CH,NH), 27.8
(NCH,CH,CH,CH), 22.3 (NCH,CH,CH,CH).

EMAR per CoH;9N>0; Calculada: 187.1447 (M+H)*
Determinada: 187.1445

N-(2'-Dietilaminoetil)glicina (12)

1H-RMN (500 MHz, acetona-dg): 4.18 (s, 2H, COCH,NH), 3.46 (g, J=7.5 Hz, 4H, 2 X CHsCH,N), 2.08-
2.05 (ac, 4H, NCH,CH,NH), 1.40 (t, J=7.5 Hz, 6H, 2 x CH;CH,N).

13C-RMN (125 MHz, acetona-dg): 167.6 (CO), 48.4 (COCH,NH), 47.9 (NCH,CH,NH), 47.6 (2 x
CH5CH,N), 42.4 (NCH,CH,NH), 8.0 (2 x CH3CH,N).

EMAR per CgH;oN,0, Calculada:  175.1447 (M+H)*

Determinada: 175.1442

N-(2'-Feniletil)glicina (13)

1H-RMN (500 MHz, acetona-dg): 7.35-7.25 (ac, 5H, Hy), 4.21 (s, 2H, COCH,NH), 3.57 (t, J=8 Hz,
2H, CH,CH,NH), 3.21 (t, J=8 Hz, 2H, CH,CH,NH).

13C_.RMN (125 MHz, acetona-dg): 168.4 (CO), 137.7 (Ca), 129.7 (2 X CHar), 129.6 (2 X CHay), 127.9
(CHay), 49.8 (COCH,NH), 48.3 (CH,CH,NH), 32.7 (CH,CH,NH).

EMAR per C10H14N02 Calculada: 180.1025 (M+H)+

Determinada: 180.1018
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N-(2'-(2”,4"-Diclorofenil)etil)glicina (14)

1H-RMN (500 MHz, acetona-dg): 7.51 (s, 1H,H,), 7.50 (d, J=8.4 Hz, 1H, H,), 7.37 (d, J=8.4 Hz, 1H,
Har), 4.22 (s, 2H, COCH,NH), 3.56 (t, J=8 Hz, 2H, CH,CH,NH), 3.36
(t, J=8 Hz, 2H, CH,CH,NH).

13C-RMN (125 MHz, acetona-dg): 168.4 (CO), 135.5 (C,), 134.5 (Car), 134.2 (C,,), 133.4 (CH,,), 130.0
(CHy), 128.6 (CH.), 48.3 (COCH,NH), 47.6 (CH,CH,NH), 30.0
(CH,CH,NH).

EMAR per C10H12c|2N02 Calculada: 248.0245 (M+H)+

Determinada: 248.0237

N-(2'-(4"-Fluorofenil)etil)glicina (15)

1H-RMN (500 MHz, acetona-dg): 7.37 (t, J=7.2 Hz, 2H, H,,), 7.10 (t, J=7.2 Hz, 2H,CH.,), 4.18 (s, 2H,
COCH,NH), 3.54 (t, J=8 Hz, 2H, CH,CH,NH), 3.21 (t, J=8 Hz, 2H,
CH,CH,NH).

13C_.RMN (125 MHz, acetona-dg): 168.5 (CO), 162.7 (d, =236 Hz, FC,), 133.8 (Ca), 131.6 (d, J=8.1
Hz, 2 X CHyy), 116.2 (d, J=21.2 Hz, 2 x CHa,), 49.7 (COCH,NH), 48.2
(CH,CH,NH), 31.8 (CH,CH,NH).

EMAR per C;oH;3FNO, Calculada: 198.0930 (M+H)*
Determinada: 198.0925

7.3.1.3. Procediment general per a I'obtencio de les N-alquilglicines protegides amb
Fmoc

En un matras de 100 ml que contenia I'’A+alquilglicina corresponent (9 mmol) dissolta en
25 ml d'H,0 a pH=9-9.5 (ajustat amb trietilamina), s’hi van afegir 3.03 g d’FmocOsu dissolts en
25 ml d’ACN. La mescla de reaccid es va mantenir en agitacié a t.a. durant 4 h fins que el
control per HPLC va mostrar la desaparicid completa de I'FmocOsu de partida. Tot seguit el
medi es va acidificar amb HCl i la mescla es va concentrar a pressio reduida. Finalment, es va
realitzar una extraccid6 amb AcOEt (3 x 20 ml) i els extractes organics es van assecar sobre
MgS0,. Després de I'eliminacié del dissolvent a pressid reduida, els crus de reaccid obtinguts
mostraven la corresponent Aalquilglicina amb una puresa al voltant del 90% per *H-RMN amb
un rendiment superior al 85%. Per aquest motiu, es van utilitzar directament sense purificacio
prévia per a la sintesi de peptoides tal i com es mostrara més endavant.
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No obstant, una mostra aliquota de cadascuna dels crus de reaccié es va purificar per tal
de poder caractaritzar correctament les Atalquilglicines corresponents. Els monomers que
presentaven una amina terciaria en la seva cadena lateral es van purificar per HPLC a escala
semipreparativa mentre que la resta es van purificar per CCP. La purificacié per HPLC es va
realitzar seguint les condicions de purificacido descrites a I'apartat 7.1 utilitzant la columna de
tipus X-Terra® Cig de 5 ym (10 x 150 mm) de Waters. Eluents: H,O0 amb 0.1% de TFA i ACN
amb 0.1% de TFA; programa: 2 min a 20% d'ACN, de 20% a 100% en 18 min i 2 min a 100%
d’ACN, tot mantenint un flux constant de 4.7 ml/min i deteccié a 220 nm. Pel que fa a la
purificacié per CCP, aquesta es va realitzar eluint amb una mescla Hexa/AcOEt/Acid acétic
(6:4:0.01). Les dades espectroscopiques obtingudes per a cadascun dels monomers purificats,
van posar de manifest la preséncia de dos conformers. No obstant, les dades de caracteritzacio
mostrades a continuacio fan referéncia Unicament al conformer majoritari en cada cas.

N-(9'-Fluorenilmetoxicarbonil)- /-(2'-(1"-pirrolidinil)etil)glicina (16)

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  7.75 (d, J=7.5 Hz, 2H, 2 x Ha,), 7.53 (d, J=7.5 Hz, 2H, 2 x Hay,), 7.42-
7.29 (ac, 4H, 4 x Hy), 4.37 (d, J=6.5 Hz, 2H, CHCH,0), 4.20 (t,
J=6.5 Hz, 1H, CHCH,0), 4.08 (s, 2H, COCH,N), 3.72 (t, J=6 Hz, 2H,
NCH,CH,NCO), 3.41-3.36 (ac, 4H, 2 x CH,CH,N), 2.93 (sa, 2H,
NCH,CH,NCO), 2.06 (sa, 4H, 2 x CH,CH,N).

13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  172.8 (CO), 156.3 (CO), 143.5 (2 x Cy), 141.2 (2 x Cy), 127.8 (2 x
CHy), 127.1 (2 X CHa), 125.0 (2 X CHy), 120.0 (2 x CH,), 68.5
(CHCH,0), 54.3 (2 x CH,CH,N), 52.8 (COCH,N), 50.2 (CHCH,0), 46.9
(NCH,CH,NCO), 45.2 (NCH,CH,NCO), 23.1 (2 x CH,CH,N).

EMAR per C23H27N204 Calculada: 395.1971 (M+H)+
Determinada: 395.1979

N-(9’-Fluorenilmetoxicarbonil)- A-(2'-( N"-metil-2"-pirrolidinil)etil)glicina (17)

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  7.73 (d, J=7.5 Hz, 2H, 2 X Hay), 7.52 (d, J=7.5 Hz, 2H, 2 x Ha,), 7.39-
7.28 (ac, 4H, 4 x Hy,), 4.36 (d, J=6.3 Hz, CHCH,0), 4.18 (t, J=6.3 Hz,
1H, CHCH,0), 4.07 (s, 2H, COCH,N), 3.74 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH),
3.70 (ac, 1H, CHCH,CH,N), 3.30 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 3.10 (ac,
1H, CHCH,CH,N), 2.84 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 2.79 (s, 3H, CHs),
2.49 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 2.20 (ac, 1H, CHCH,CH,N), 2.05 (ac,
1H, NCH,CH,CH,CH), 1.87 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 1.86-1.74 (ac,
2H, 1H de NCH,CH,CH,CH + 1H de CHCH,CH,N).

13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  172.0 (CO), 156.5 (CO), 143.5 (2 x Cy), 141.2 (2 x C,), 127.8 (2 x
CHa), 127.1 (2 x CHa), 124.9 (2 x CH.), 120.0 (2 x CHy), 68.0
(CHCH,0), 67.4 (NCH,CH,CH,CH), 56.3 (NCH,CH,CH,CH), 49.4
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(COCH,N), 47.0 (CHCH,0), 46.2 (CHCH,CH,N), 40.0 (CHs), 29.6
(NCH,CH,CH,CH), 29.4 (CHCH,CH,N), 21.6 (NCH,CH,CH,CH).

EMAR per C24H29N204 Calculada: 409.2127 (M+H)+
Determinada: 409.2126

N-(9'-Fluorenilmetoxicarbonil)- V-(2'-dietilaminoetil)glicina (18)

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  7.75 (d, J=7.5 Hz, 2H, 2 X Hay), 7.53 (d, J=7.5 Hz, 2H, 2 x Ha,), 7.44-
7.30 (ac, 4H, 4 x Hay), 4.39 (d, J=7 Hz, 2H, CHCH,0), 4.20 (t, J=7 Hz,
1H, CHCH,0), 4.11 (s, 2H, COCH,N), 3.38 (sa, 2H, NCH,CH,NCO),
3.23-3.14 (ac, 4H, 2 x CH3CH,N), 2.73 (sa, 2H, NCH,CH,NCO), 1.30
(t, 3=7.5 Hz, 6H, 2 x CHsCH,N).

13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  173.5 (CO), 156.3 (CO), 143.4 (2 x Cy), 141.2 (2 x Cy,), 127.8 (2 x
CHar), 127.2 (2 X CHa), 124.9 (2 x CH,), 120.0 (2 x CH,), 68.6
(CHCH,0), 50.4 (CHCH,0), 50.1 (COCH,N), 47.3 (NCH,CH,NCO), 47.1
(2 X CH3CH,N), 44.4 (NCH,CH,NCO), 8.4 (2 x CH3CH,N).

EMAR per C3Hz5N,0, Calculada:  397.2127 (M+H)*

Determinada: 397.2137

N-(9’-Fluorenilmetoxicarbonil)- /-(2'-feniletil)glicina (19)

TLC: Hexa-AcOEt-Acid acétic (6:4:0.01) Rf=0.24

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  7.73 (d, J=7.6 Hz, 2H, 2 x Hay), 7.58 (d, J=7.2 Hz, 2H, 2 X Ha,), 7.40-
7.14 (ac, 8H, 8 x Hy), 6.95 (d, J=7.2 Hz, 1H, Ha,), 4.57 (d, J=5.6 Hz,
CHCH,0), 4.20 (ac, 1H, CHCH,O), 3.84 (s, 2H, COCH,N), 3.33 (t,
3=7.2 Hz, 2H, CH,CH,N), 2.56 (t, J=7.2 Hz, 2H, CH,CH,N).

13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  174.6 (CO), 156.5 (CO), 143.7 (2 x Cy), 141.4 (2 x Cy), 138.5 (Ca)),
128.7 (2 X CHyy), 128.5 (2 x CHyy), 127.7 (2 x CHay), 127.1 (2 x CHay),
126.4 (CHyy), 124.7 (2 X CHa,), 120.0 (2 X CH,,), 67.2 (CHCH,0), 50.2
(COCH,N), 49.4 (CH,CH,N), 47.2 (CHCH,0), 34.7 (CH,CH,N).

Analisi elemental per a C;sH,3NO,  Calculada: C, 74.79; H, 5.77; N, 3.49

Determinada: C, 74.75; H, 5.85; N, 3.43
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N-(9’-Fluorenilmetoxicarbonil)-A-(2'-(2",4"-diclorofenil)etil)glicina (20)

TLC: Hexa-AcOEt-Acid acétic (6:4:0.01) Rf=0.27

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  7.73 (d, J=7.6 Hz, 2H, 2 X Hay), 7.58 (d, J=7.6 Hz, 2H, 2 X Ha,), 7.40-
7.25 (ac, 5H, 5 x Hyy), 7.12 (ac, 1H Hy,), 6.68 (d, J=7.6 Hz, 1H, Ha),
4.61 (d, J=5.2 Hz, 2H, CHCH,0), 4.21 (ac, 1H, CHCH,0), 3.86 (s, 2H,
COCH,N), 3.26 (t, J=7.2 Hz, 2H, CH,CH,N), 2.60 (t, J=7.2 Hz, 2H,
CH,CH,N).

13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  174.7 (CO), 156.3 (CO), 143.7 (2 x Cu), 141.3 (2 x Cuy), 134.7 (Ca),
134.4 (C,), 133.0 (Cyy), 131.8 (CH,,), 129.3 (CH,), 127.7 (2 X CH,),
127.1 (2 X CH,,), 127.0 (CH,,), 124.6 (2 x CHy;), 120.0 (2 X CH,,), 67.0
(CHCH,0), 49.5 (COCH,N), 48.0 (CH,CH,N), 47.2 (CHCH,0), 31.8
(CH,CHN).

Analisi elemental per a C;sH,;CI,NO,  Calculada: C, 63.84; H, 4.50; Cl, 15.08; N, 2.98
Determinada: C, 63.80; H, 4.51; Cl, 15.02; N, 2.93

N-(9’-Fluorenilmetoxicarbonil)- A-(2'-(4"'-fluorofenil)etil)glicina (21)

TLC: Hexa-AcOEt-Acid acétic (6:4:0.01) Rf=0.22

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  7.74 (d, J=7.6 Hz, 2H, 2 X Hay), 7.58 (d, J=7.2 Hz, 2H, 2 X Ha,), 7.41-
7.25 (ac, 4H, 4 x Hy), 6.92 (ac, 2H, 2 x Hy), 6.85 (ac, 2H, 2 X Hy),
4.64 (d, J=5.2 Hz, 2H, CHCH,0), 4.23 (ac, 1H, CHCH,0), 3.84 (s, 2H,
COCH,N), 3.25 (t, J=7.6 Hz, 2H, CH,CH,N), 2.48 (t, J=7.6 Hz, 2H,
CH,CH,N).

13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  174.9 (CO), 161.5 (d, J=243 Hz, FC,), 156.4 (CO), 143.7 (2 x Cy),
141.4 (2 x Cy), 134.0 (Cyy), 130.1 (d, J=7.7 Hz, 2 X CHay), 127.7 (2 x
CHar), 127.1 (2 X CHay), 124.6 (2 x CHay), 120.0 (2 x CH,), 115.2 (d,
J=20.8 Hz, 2 x CH,), 67.0 (CHCH,0), 50.3 (COCH,N), 49.5
(CH,CH,N), 47.3 (CHCH,0), 33.8 (CH,CH,N).

Analisi elemental per a C;sH,,FNO, Calculada: C, 71.59; H, 5.29; F, 4.53; N, 3.34

Determinada: C, 71.51; H, 5.27; F, 4.55; N, 3.30
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7.3.1.4. Aplicacié dels monomers d’A-alquilglicines protegits amb el grup Fmoc a la
sintesi de peptoides

7.3.1.4.1. Sintesi del peptoide model N22-22-15C (22)

En una xeringa de 3 ml que contenia 116 mg (0.79 mmol/g, 0.09 mmol) de resina de
poliestire AM RAM, s’hi van afegir 2 ml de DMF per realitzar l'inflat inicial de la resina. Una
vegada eliminat el dissolvent, es va procedir a la desproteccié del grup Fmoc per tractament
amb 2 ml d’'una dissolucié de piperidina al 20% (v/v) en DMF. La xeringa es va mantenir el
agitacio a t.a. durant 30 min. Passat aquest temps, es va eliminar el dissolvent i 'operacio es va
repetir. A continuacid, es van realitzar els rentats de la resina amb DMF (3 x 3 ml), iPrOH (3 x
3 ml), DCM (3 x 3 ml).

Primera acilacio: sobre la resina desprotegida i inflada amb DCM, es va afegir una
dissolucié6 de 64 mg (0.45 mmol, 5 eq.) d’acid bromoacetic en 2 ml d'una mescla DCM/DMF
(2:1). Seguidament s’hi van afegir 72 ul (0.45 mmol, 5 eq.) de DIC i la xeringa es va mantenir
en agitacio a t.a. durant 30 min. Passat aquest temps, I'excés de reactius es va eliminar per
filtracid i el procés es va repetir. En acabar, la resina es va rentar amb DCM (3 x 3 ml), iPrOH (3
x 3ml) i DCM (3 x 3 ml). La desaparicié de I'amina primaria va ser comprovada mitjancant el
test del TNBS, el qual va donar negatiu (incolor).

Primer acoblament damina. sobre la resina acilada, s'hi va afegir una dissolucié de 70 pl
(0.45 mmol, 5 eq.) d'amina A15 en 2 ml de DMF. La xeringa es va mantenir en agitacio a t.a.
durant 3 h. Passat aquest temps, I'excés de reactius es va eliminar per filtracio i es va repetir el
procés. En acabar, la resina es va rentar amb DMF (3 x 3 ml), iPrOH (3 x 3 ml) i DCM (3 x
3 ml). La preséncia d'una amina secundaria es va comprovar mitjancant el test del cloranil, el
qual va donar positiu (color verd).

Primer acoblament de monomer: arribat aquest punt, es va dividir la resina entre dues
xeringues de 3 ml i s’hi van afegir respectivament una des les dues dissolucions segtients:

A) 36 mg del monomer de I'amina A22 (0.09 mmol, 2 eq.), 15 pl de DIC (0.09 mmol,
2 eq.) i 12 mg d’'HOBt (0.09 mmol, 2 eq.) en 2 ml de DMF.

B) 36 mg del monomer de I'amina A22 (0.09 mmol, 2 eq.), 30 pl de DIEA (0.18 mmol,
4 eq.) i 34 mg d'HATU (0.09 mmol, 2 eq.) en 2 ml de DMF.

Les xeringues es van mantenir en agitacié a t.a. durant 1 h. Passat aquest temps,
I'excés de reactius es va eliminar per filtracio i es va repetir el procés. En acabar, la resina es va
rentar amb DMF (3 x 3 ml), iPrOH (3 x 3 ml) i DCM (3 x 3 ml). A continuacid, es va agafar una
mostra de resina de cadascuna de les dues xeringues i es van analitzar mitjangant el test del
cloranil i per HPLC. El resultat del test no va ser concloent ja que mostrava certa coloracié quan
havia de ser incolor, mentre que els cromatogrames van mostrar clarament que el tractament
amb la dissolucié B conduia cap al producte esperat, mentre que en el cas de la dissolucié A no
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presentava cap canvi respecte al producte de partida. Aixi doncs, es va decidir seguir Unicament
amb la xeringa que s’havia acoblat correctament.

Desproteccio del grup Fmoc: es va procedir de forma analoga a la desproteccid inicial
de la resina. En acabar, es va agafar una mostra de resina i es va analitzar per HPLC, per
comprovar la desproteccié completa del monomer acoblat.

Segon acoblament de monomer: es va realitzar tal i com es va realitzar el primer
acoblament, addicionant la dissolucié B sobre la resina inflada amb DMF. En acabar, es va
agafar una mostra de resina i es va analitzar per HPLC. Aquesta analisi va mostrar I'aparicio
d’un nou pic acompanyat de la desaparicio del corresponent producte de partida.

Desproteccio del grup Fmoc: es va procedir de forma analoga a les anteriors. En
acabar, es va agafar una mostra de resina i es va analitzar per HPLC per comprovar la
desproteccié completa del mondmer acoblat.

Escissio de la resina. després d’assecar la resina, es va transferir a un tub de vidre Pyrex de
10 ml roscat amb un séptum de tefl6 resistent a l'acid. Seguidament s’hi van afegir 3 ml de
coctel d'escissio (TFA/DCM/H,0, 60:40:2), tornant-se la resina de color granatds. La mescla de
reaccio es va mantenir en agitacié mecanica durant 30 min a t.a. A continuacid, es va filtrar en
la mateixa xeringa en qué s'havia fet la sintesi, recollint el filtrat en un matras de 10 ml. El
dissolvent es va eliminar a pressio reduida. Les traces d’aigua i d'acid es van eliminar realitzant
rentats amb ACN (3 x 3 ml), els quals es van eliminar igualment a pressio reduida. Finalment,
I'oli groguenc residual es va redissoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va liofilitzar, per obtenir
20 mg de residu (rdt. 80%) corresponent al peptoide 22, amb una puresa del 90% per HPLC.
La identificacié del peptoide es va confirmar per CL-EM.

[ M-(2-Dietilaminoetil)glicil]-[ /-(2-dietilaminoetil)glicil]- V-[ 2-(2’,4'-diclorofenil)etil)glicinamida

N22-22-15C (22)

CL-EM 559.3, 561.3, 563.3 (M+H, Cl,)*

7.3.1.4.2. Sintesi del peptoide N22-6-16C (1)

Es va preparar una xeringa de 10 ml que contenia 400 mg (0.79 mmol/g, 0.32 mmol) de
resina de poliestire AM RAM. La sintesi es va realitzar de forma analoga a la descrita en l'apartat
7.3.1.4.1, variant el volum de les diferents dissolucions addicionades que va passar de 2 ml a
5 ml, i 'amina i els monomers acoblats en cadascuna de les etapes.
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La desproteccid inicial dels grups Fmoc de la resina es va realitzar per tractament amb 5 ml
d’'una dissolucié de piperidina al 20% (v/v) en DMF. Després dels corresponents rentats de la
resina, es va procedir amb la primera reaccié d'acilacié per tractament amb una dissolucié de
220 mg acid bromoacetic (1.6 mmol, 5 eq.) i 250 pl de DIC (1.6 mmol, 5 eq.) en 5 ml de DMF.
Tot sequit, es va realitzar el primer acoblament d’amina per tractament amb una dissolucioé de
230 ul d'amina A16 (1.6 mmol, 5 eq.) en 5 ml de DMF. Finalitzada la reaccid, es va procedir
amb l'acoblament del mondmer corresponent a I'amina A6, el qual es va realitzar mitjangant
I'addicié sobre la resina d’una dissolucié de 252 mg del monomer de I'amina A6 (0.64 mmol,
2 eq.), 220 pl de DIEA (1.28 mmol, 4 eq.) i 240 mg d'HATU (0.64 mmol, 2 eq.) en 5ml de
DMF. A continuaci6 es va procedir a desprotegir els grups Fmoc tal i com s’ha descrit
anteriorment i es va realitzar I'acoblament del monomer corresponent a l'amina A22 per
tractament amb una dissolucié de 253 mg del monomer de I'amina A22 (0.64 mmol, 2 eq.),
220 pl de DIEA (1.28 mmol, 4 eq.) i 240 mg d’'HATU (0.64 mmol, 2 eq.) en 5 ml de DMF.
Finalment, es va realitzar I'Gltima desproteccié dels grups Fmoc i I'escissié del peptoide de la
resina per tractament amb 5 ml de coctel d'escissid. El tractament posterior va permetre
I'obtencié d’un oli groguenc residual, el qual es va redissoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va
liofilitzar, per obtenir 110 mg de residu amb una puresa del 85% per HPLC. El peptoide es va
identificar per CL-EM.

La purificacid d’aquest cru de reaccié es va realitzar per HPLC a escala semipreparativa
(vegeu condicions de purificacié descrites a I'apartat 7.1 utilitzant la columna X-Terra® Cs de
5um (19 x 250 mm) de Waters amb el programa: 5 min a 5% d’ACN, de 5% a 100% en
35 min i 10 min a 100% d’ACN), per obtenir 70 mg del peptoide 1 (rdt. 45%) amb una puresa
superior al 98% per HPLC.

7.3.2. ESTRATEGIA 2: SINTESI DE MONOMERS PROTEGITS AMB ALLOC

7.3.2.1. Procediment general per a I'obtencid dels A-alquilaminoacetats d’etil

En un matras de 250 ml que contenia la corresponent amina primaria (A6, A10, A15, A22
i A37)(50 mmol) dissolta en 100 ml d’EtOH, s’hi van addicionar 10.4 ml de glioxilat d'etil
(52,5 mmol, 1.05 eq.) 50% en tolue). La mescla de reaccié es va mantenir en agitacié a t.a.
durant 1 h. A continuacid, s’hi va afegir una dissolucié de NaBHsCN (3.96 g, 60 mmol, 1.2 eq.) i
100 pl d'acid acetic en 15 ml d’EtOH i es va continuar agitant a t.a durant 2 h més. Passat
aquest temps, la reaccidé es va donar per acabada (control per CG) i es va procedir al seu
tractament. Després d’eliminar el dissolvent a pressid reduida, s'hi va addicionar una dissolucio
d'NaOH al 10%, es va saturar amb NaCl i es va dur a terme una extraccié amb ‘BuOMe (en el
cas de les amines A10, A15 i A37) o bé amb AcOEt (en el cas de les amines A6 i A22). Els
extractes organics reunits es van assecar amb MgSO, i es va eliminar el dissolvent a pressio
reduida per obtenir I'NV-alquilaminoacetat d’etil corresponent en forma d’oli amb un rendiment
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entre el 50-60% (en el cas de les amines A6 i A22), o bé entre el 75-85% (en el cas de les

amines A10, A15 i A37). En tots els casos la puresa dels crus de reaccié va ser superior al

90% (per CG).

2-[2'-(N-Pirrolidinil)etilamino]acetat d’etil (23)

TLC:

1H-RMN (300 MHz, CDCl;):

13C-RMN (75 MHz, CDCl;):

EM (m/2z)

EMAR per C1DH21N202

AcOEt-MeOH-Et3N (1:1:0.01) Rf=0.49

4.19 (q, J=7.2 Hz, 2H, CHsCH,0), 3.43 (s, 2H, COCH,NH), 2.74 (t,
3=6.3 Hz, 2H, CH,CH,NH), 2.60 (t, J=6.3 Hz, 2H, CH,CH,NH), 2.51
(ac, 4H, 2 x CH,CH,N), 2.14 (sa, 1H, NH), 1.77 (ac, 4H, 2 x CH,CH,N),
1.28 (t, =7.2 Hz, 3H, CHsCH,0).

172.5 (CO), 60.5 (CHCH,0), 55.9 (2 X CH,CH,N), 54.1 (CH,CH,NH),
50.9 (COCH,NH), 48.0 (CH,CH,NH), 23.4 (2 x CH,CH.N), 14.1
(CH3CH,0).

200 (M, 40), 127 (M-G3HsO,, 52), 116 (M-CsHyoN, 10), 98 (M-
C4HgNO,, 10), 84 (M'CsHloNOZ, pic base), 70 (M'CGleNOZ, 38)

Calculada:  201.1603 (M+H)*

Determinada: 201.1598

2-(N,N=-Dietiletilendiamino)acetat d’etil (24)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;):

EM (m/z)

EMAR per C10H23N202

AcOEt-MeOH-Et3N (1:1:0.01) Rf=0.46

4.17 (q, J=7.2 Hz, 2H, CHsCH,0), 3.40 (s, 2H, COCH,NH), 2.66 (t,
3=6.3 Hz, 2H, CH,CH,NH), 2.55 (t, =6.3 Hz, 2H, CH,CH,NH), 2..52 (q,
J=7 Hz, 4H, 2 x CHsCH,N), 2.15 (sa, 1H, NH), 1.28 (t, J=7.2 Hz, 3H,
CH3CH,0), 1.02 (t, J=7 Hz, 6H, 2 x CHsCH,N).

172.5 (CO), 60.6 (CHsCH,0), 52.5 (CH,CH,NH), 51.0 (COCH,NH),
47.0 (CH,CH,NH), 46.8 (2 x CHsCH,N), 14.8 (CH;CH,0), 11.6 (2 X
CH3CH,N).

202 (M, 30), 129 (M-C3Hs0,, 50), 116 (M-CsHi,N, 10), 100 (M-
C4H8N02, 14), 86 (M'CsH]_oNOz, p|C base), 72 (M'CGH]_zNOZ, 48)

Calculada:  203.1760 (M+H)*
Determinada: 203.1755
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2-(Feniletilamino)acetat d’etil (25)

TLC:

1H-RMN (300 MHz, CDCl;):

13C-RMN (75 MHz, CDCl5):

EM (m/z)

EMAR per C12H18N02

Hexa-AcOEt-Et;N (5:1:0.01) Rf=0.24

7.32-7.17 (ac, 5H, Hay), 4.17 (q, J=7.2 Hz, 2H, CH3CH,0), 3.41 (s, 2H,
COCH,NH), 2.87 (t, J=6.3 Hz, 2H, CH,CH,NH), 2.81 (t, J=6.3 Hz, 2H,
CH,CH,NH), 1.65 (sa, 1H, NH), 1.26 (t, J=7.2 Hz, 3H, CH;CH,0).

172.3 (CO), 139.6 (Co), 128.6 (2 x CHy), 128.4 (2 x CH.), 126.2
(Ca), 60.6 (CHsCH,0), 50.8 (COCH,NH), 50.7 (CH,CH,NH), 36.4
(CH,CH,NH), 14.1 (CHsCH,0).

207 (M, 10), 134 (M-C3HsO,, 65), 116 (M-CyH,, pic base), 105 (M-
C4HgNO,, 70), 91 (M-CsH;oNO,, 20), 77 (M-CsH1:NO,, 25).

Calculada:  208.1338 (M+H)*
Determinada: 208.1335

2-(2',4'-Diclorofeniletilamino)acetat d’etil (26)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;5):

EM (m/2z)

EMAR per C12H16C|2N02

Hexa-AcOEt-Et;N (5:1:0.01) Rf=0.25

7.35 (ac, 1H, Hy), 7.20-7.13 (ac, 2H, 2 x Hy,), 4.17 (q, J=7.2 Hz, 2H,
CH5CH,0), 3.42 (s, 2H, COCH,NH), 2.87 (ac, 2H, CH,CH,NH), 2.83
(ac, 2H, CH,CH,NH), 2.43 (sa, 1H, NH), 1.25 (t, J=7.2 Hz, 3H,
CHsCH,0).

172.2 (CO), 135.8 (Car), 134.7 (Ca), 132.6 (Ca), 131.7 (CHay), 129.4
(CHa), 127.2 (CHa), 60.8 (CHsCH,0), 50.7 (COCH,NH), 48.7
(CH,CH,NH), 33.4 (CH,CH,NH), 14.2 (CH3CH0).

275 (M, 5), 202 (M-GHs0,, 40), 173 (M-C4HgNO,, 30), 159 (M-
CsHyoNO», 15), 116 (M-C;HsCly, pic base).

Calculada: 276.0558 (M+H)*
Determinada: 276.0554

2-(4'-Fluorofeniletilamino)acetat d’etil (27)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):
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Hexa-AcOEt-EtsN (5:1:0.01) Rf=0.20

7.19-7.12 (ac, 2H, 2 x H,), 7.03-6.95 (ac, 2H, 2 x H,,), 4.17 (q, =7.2
Hz, 2H, CH;CH,0), 3.41 (s, 2H, COCH,NH), 2.87 (t, J=6 Hz, 2H,
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CH,CH,NH), 2.83 (t, J=6 Hz, 2H, CH,CH,NH), 1.85 (sa, 1H, NH), 1.26
(t, 3=7.2 Hz, 3H, CHsCH,0).

13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  172.3 (CO), 161.4 (d, J=242 Hz, FC,), 1352 (Cs), 129.9 (d,
J=7.9 Hz, CH,), 115.3 (d, J=21 Hz, CH,), 60.7 (CH;CH,0), 50.8
(COCH,NH), 50.7 (CH,CH,NH), 35.6 (CH,CH,NH), 14.2 (CH3CH,0).

EM (m/z) 225 (M, 5), 152 (M-C3Hs0;,, 84), 123 (M-C4HgNO,, 80), 116 (M-GHgF,
pic base), 109 (M-CsHoNO,, 54), 102 (M-CgHgF, 70).

EMAR per C12H17FN02 Calculada: 226.1243 (M+H)+

Determinada: 226.1237

7.3.2.2. Procediment general per a I'obtencio dels carbamats d'allil

En un matras de 100 ml col-locat en un bany del gel/H,0 a 5°C que contenia una
dissolucié del corresponent Aalquilaminoacetat d'etil (10 mmol) i K,CO; (2.07 g, 15 mmol,
1.5eq.) en 30 ml de DCM, s’hi va afegir cloroformat dal‘lil (1.27 ml, 12 mmol, 1.2 eq.)
lentament. Acabada |'addicid, la mescla de reaccié es va mantenir en agitacié en el mateix bany
durant 1 h fins que es va observar la desaparicid del producte inicial (control per CG).
Seguidament es van filtrar les sals a través d'una placa porosa i es va eliminar el dissolvent a
pressio reduida per obtenir els composts desitjats amb un rendiment superior al 95% en tots
els casos.

Etoxicarbonilmetil-2-( A-pirrolidinil)etilcarbamat d'al'lil (28)

TLC: Hexa-AcOEt-Et;N (3:1:0.01) Rf=0.18

1H-RMN (300 MHz, CDCl;): 5.91 (m, 1H, OCH,CH=CH,), 5.34-5.15 (ac, 2H, OCH,CH=CH,), 4.62
(d, J=5.4 Hz, 2H, OCH,CH=CH,), 4.18 (q, J=7.2 Hz, 2H, CH3CH,0),
4.06 (s, 2H, COCH,N), 3.49 (t, J=6.9 Hz, 2H, CH,CH,NCO), 2.66 (t,
J=6.9 Hz, 2H, CH,CH,NCO), 2.52 (ac, 4H, 2 x CH,CH,N), 1.76 (ac, 4H,
2 x CH,CH,N), 1.27 (t, J= 7.2 Hz, 3H, CH5CH,0).

13C_.RMN (75 MHz, CDCl5): 169.8 (CO), 155.7 (CO), 132.7 (OCH,CH=CH,), 117.3 (OCH,CH=CH,),
66.3 (OCH,CH=CH;), 61.0 (CHsCH,0), 54.5 (CH,CH,NCO), 54.1 (2 x
CH,CH,N), 49.5 (COCH,N), 47.5 (CH,CH,NCO), 23.4 (2 x CH,CH,N),
14.1 (CHsCH,0).

IR (film), v (cm™): 2968-2793, 1746 (CO), 1702 (CO), 1466, 1410, 1365, 1214, 1150.
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EM (m/2z)

284 (M, 15), 239 (M-C,Hs0O, 10), 227 (M-C3HsO, 10), 211 (M-C3Hs0,,
15), 84 (M-CyH14NQ4, pic base).

Analisi elemental per a C;4H,4N,0, Calculada: C, 59.13; H, 8.51; N, 9.85

Determinada: C, 59.21; H, 8.53; N, 9.69

Etoxicarbonilmetil-2-(dietilamino)etilcarbamat d’al"lil (29)

TLC:

1H-RMN (300 MHz, CDCl;):

13C-RMN (75 MHz, CDCl;):

IR (film), v (cm™):

EM (m/z)

Hexa-AcOEt-EtsN (3:1:0.01) Rf=0.28

5.88 (m, 1H, OCH,CH=CH,), 5.32-5.14 (ac, 2H, OCH,CH=CH.,), 4.59
(d, J=5 Hz, 2H, OCH,CH=CH,), 4.17 (q, J=7.2 Hz, 2H, CH;CH,0),
4.07 (s, 2H, COCH,N), 3.40 (t, J=7.5 Hz, 2H, CH,CH,NCO), 2.59 (t,
J=7.5 Hz, 2H, CH,CH,NCO), 2.50 (q, J=7.5 Hz, 4H, 2 x CH;CH;N),
1.25 (t, J= 7.2 Hz, 3H, CHsCH,0), 1.01 (t, J=7.5 Hz, 6H, 2 x
CH3CH,N).

169.9 (CO), 155.8 (CO), 132.0 (OCH,CH=CH,), 117.7 (OCH,CH=CH.,),
66.6 (OCH,CH=CH,), 61.5 (CHsCH,0), 51.5 (CH,CH,NCO), 49.8
(COCH,N), 47.3 (2 x CH3CH,N), 47.0 (CH,CH,NCO), 14.1 (CHsCH,0),
11.8 (2 x CH5CH,N).

2973-2803, 1751 (CO), 1706 (CO), 1466, 1410, 1375, 1295, 1240,
1200, 1170, 1125.

286 (M, 15), 241 (M-C,HsO, 10), 229 (M-C3HsO, 5), 213 (M-CsHs0,,
15), 100 (M'C8H12N04, 30), 86 (M'C9H14NO4, pic base).

Analisi elemental per a Ci4H,6N-0, Calculada: C, 58.72; H, 9.15; N, 9.78

Determinada: C, 58.67; H, 9.14; N, 9.67

Etoxicarbonilmetil-2-(fenil)etilcarbamat d'al"lil (30)

TLC:

1H-RMN (300 MHz, CDCl;):

13C-RMN (75 MHz, CDCl;):

132

Hexa-AcOEt (5:1) Rf=0.35

7.31-7.15 (ac, 5H, 5 X Ha), 5.90 (m, 1H, OCH,CH=CH,), 5.34-5.17
(ac, 2H, OCH,CH=CH,), 4.59 (d, J=5.2 Hz, 2H, OCH,CH=CH,), 4.17
(q, J=7.2, 2H, CHyCH,0), 3.89 (s, 2H, COCH,N), 3.55 (t, J=7.4 Hz,
2H, CH,CH,N), 2.86 (t, J=7.4 Hz, 2H, CH,CH,N), 1.25 (t, J= 7.2 Hz,
3H, CH;CH,0).

169.7 (CO), 156.2 (CO), 138.8 (Cay), 132.7 (OCH,CH=CH;), 128.7 (2 x
CH.,), 128.5 (2 X CH,), 126.5 (CH,), 117.4 (OCH,CH=CH,), 66.3



Procediments experimentals

IR (film), v (cm™):

EM (m/z)

(OCH,CH=CH,), 61.2 (CHsCH,0), 50.0 (COCH,N), 49.5 (CH,CH,N),
35.0 (CH,CH,N), 14.1 (CHsCH,0).

3090-2877, 1748 (CO), 1703 (CO), 1526, 1472, 1410, 1370, 1237,
1192, 1174, 1126, 1028, 988, 952, 930, 770, 748, 699.

201 (M, 5), 246 (M-GHsO, 5), 218 (M-CsHsO,, 15), 206 (M-CsHsO,,
7), 200 (M'C7H7, pic base), 156 (M'C7H7'C2H50, 80), 128 (M'C7H7'
CsHs0,, 30), 91 (M-CsHy4NOs, 50).

Analisi elemental per a C;6H,;NO,  Calculada: C, 65.96; H, 7.27; N, 4.81

Determinada: C, 65.85; H, 7.24; N, 4.90

Etoxicarbonilmetil-2-(2’,4'-diclorofenil)etilcarbamat d’al‘lil (31)

TLC:

1H-RMN (300 MHz, CDCl;):

13C-RMN (75 MHz, CDCl;):

IR (film), v (cm™):

EM (m/z)

Hexa-AcOEt (5:1) Rf=0.34

7.36 (s, 1H, Ha), 7.19-7.14 (ac, 2H, 2 x Ha), 5.87 (m, 1H,
OCH,CH=CH,), 5.32-5.17 (ac, 2H, OCH,CH=CH,), 4.56 (ac, 2H,
OCH,CH=CH,), 4.19 (g, J=7.2, 2H, CHsCH,0), 3.94 (s, 2H, COCH,N),
3.54 (t, J=7.2 Hz, 2H, CH,CH,N), 3.00 (t, J=7.2 Hz, 2H, CH,CH,N),
1.26 (t, J= 7.2 Hz, 3H, CH;CH,0).

169.6 (CO), 156.1 (CO), 135.0 (Cy), 134.7 (Ca), 133.0 (Ca), 132.6
(OCH,CH=CH,), 131.8 (CH,), 129.3 (CH,), 127.2 (CHy), 117.7
(OCH,CH=CH,), 66.5 (OCH,CH=CH,), 61.2 (CHsCH,O), 49.5
(COCH,N), 48.0 (CH,CH,N), 31.3 (CH,CH,N), 14.1 (CH;CH,0).

3090-2877, 1748 (CO), 1708 (CO), 1521, 1472, 1410, 1379, 1237,
1197, 1179, 1099, 1050, 1028, 988, 956, 930, 863, 823, 770.

359 (M, 4), 314 (M-G,HsO, 6), 286 (M-CsHsO,, 10), 274 (M-C4HsO,,
8), 200 (M-CHsCl, pic base), 173 (M-CgH;pNOs, 20), 159
(M-CgH14NO,, 25), 156 (M-C;HsCl,-C;Hs0O, 90), 128 (M-C;HsCl,-CsHsO,,
35).

Analisi elemental per a C;6H15CI.NO,  Calculada: C, 53.35; H, 5.32; Cl, 19.68; N, 3.89

Determinada: C, 53.44; H, 5.40; Cl, 19.86; N, 3.92
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Etoxicarbonilmetil-2-(4’'-fluorofenil)etilcarbamat d’al"lil (32)

TLC: Hexa-AcOEt (5:1) Rf=0.31

1H-RMN (300 MHz, CDCl;): 7.14 (ac, 2H, 2 x Hy), 6.97 (ac, 2H, 2 x Hg), 590 (m, 1H,
OCH,CH=CH,), 5.33-5.17 (ac, 2H, OCH,CH=CH,), 4.59 (d, J=5.4 Hz,
2H, OCH,CH=CH,), 4.18 (q, J=7.5, 2H, CHsCH,0), 3.89 (s, 2H,
COCH;N), 3.53 (t, J=7.2 Hz, 2H, CH,CH,N), 2.84 (t, J=7.2 Hz, 2H,
CH,CHN), 1.26 (t, J= 7.5 Hz, 3H, CHsCH,0).

13C_RMN (75 MHz, CDCl;): 169.6 (CO), 161.5 (d, 1=243 Hz, FC,,), 156.1 (CO), 134.4 (C,,), 132.6
(OCH,CH=CH,), 130.1 (d, J=7.7 Hz, 2 X CH,), 117.5 (OCH,CH=CH,),
115.4 (d, 3=20.2 Hz, 2 X CH,,), 66.3 (OCH,CH=CH,), 61.2 (CH3CH,0),
50.8 (COCH;,N), 49.5 (CH,CH,N), 34.1 (CH,CH;N), 14.1 (CH3CH,0).

IR (film), v (cm™): 3077-2877, 1748 (CO), 1703 (CO), 1508, 1468, 1406, 1374, 1223,
1201, 1174,1126, 1028, 988, 952, 925, 828, 770.

EM (m/z) 309 (M, 3), 264 (M-GoHsO, 5), 236 (M-C3HsO,, 18), 224 (M-C4HsO,,
8), 200 (M-CsHgF, pic base), 156 (M-C,HgF-C,HsO, 90), 128 (M-C;HqF-
C3Hs0,, 38), 123 (M-CgH1,NO,, 54), 109 (M-CoH1NOs, 66).

Analisi elemental per a C;5H,0FNO, Calculada: C, 62.12; H, 6.52; F, 6.14; N, 4.53

Determinada: C, 62.12; H, 6.64; F, 6.27; N, 4.52

7.3.2.3. Procediment general per a I'obtencio de les N-alquilglicines protegides amb
Alloc

En un matras de 100 ml que contenia el corresponent carbamat d‘al"lil (6 mmol) dissolt en
30 ml de dioxa, s'hi van afegir 5 ml d'una dissolucié de NaOH 4 N. La mescla de reacci6 es va
escalfar a 80 °C i es va mantenir en agitacié durant 3 h. Passat aquest temps, el control de
reaccio realitzat per CG va mostrar la desaparicid del producte de partida i es va procedir a fer
el tractament de la reaccid. Primerament, es va acidificar el medi mitjancant I'addicié HCI (fins a
tenir un pH<3) i es va eliminar el dissolvent a pressio reduida. A continuacid, depenent del cas,
es va realitzar un dels tractaments seglients:

1) En el cas de presentar una amina amb un nitrogen terciari en la cadena lateral (A6 i
A22): es va redissoldre el cru de reaccié en 15 ml d'H,O, es va congelar i es va liofilitzar.
Seguidament, s’hi van afegir 10 ml de CHCl; sobre el residu liofilitzat, es va agitar, sonicar i
filtrar. Aquest procés es va repetir fins a tres vegades. Les fraccions organiques es van ajuntar i
es va eliminar el dissolvent a pressié reduida per obtenir el solid corresponent al clorhidrat de
les Malquilglicines protegides amb Alloc amb un rendiment entre el 70-75%.
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2) En el cas de no presentar una amina amb un nitrogen terciari en la cadena latera/ (A10,

A15 i A37): es va redissoldre el cru de reaccié en 30 ml d'H,O i es va realitzar una extraccié

amb '‘BuOMe (3 x 20 ml). Els extractes organics es van assecar sobre MgSO, i es va eliminar el

dissolvent a pressid reduida, per obtenir les corresponents Atalquilglicines protegides amb Alloc

en forma d’oli amb un rendiment entre el 78-86%.

N-Al"liloxicarbonil-N-(2'-( N=pirrolidinil)etil)glicina (33)

1H-RMN (300 MHz, CDCl;):

13C-RMN (75 MHz, CDCl5):

EMAR per C,,H;;N,0,

10.84 (sa, 1H, OH), 5.89 (ac, 1H, OCH,CH=CH,), 5.31-5.17 (ac, 2H,
OCH,CH=CH,), 4.57 (d, J= 6 Hz, 2H, OCH,CH=CH,), 4.18 (s, 2H,
COCH,N), 3.82 (sa, 4H, 2 x CH,CH,N), 3.47 (sa, 2H, CH,CH,NCO),
3.03 (sa, 2H, CH,CH,NCO), 2.11 (sa, 4H, 2 x CH,CH,N).

171.8 (CO), 155.7 (CO), 132.2 (OCH,CH=CH,), 117.2 (OCH,CH=CH,),
66.7 (OCH,CH=CH,), 54.1 (2 x CH,CH,N), 52.5 (COCH,N), 49.9
(CH,CH,NCO), 45.2 (CH,CH,NCO), 23.4 (2 x CH,CH,N).

Calculada:  257.1501 (M+H)*

Determinada: 257.1494

N-Al'liloxicarbonil- /-(2'-dietilaminoetil)glicina(34)

1H-RMN (300 MHz, CDCl;):

13C-RMN (75 MHz, CDCl5):

EMAR per C12H23N204

10.65 (sa, 1H, OH), 5.87 (m, 1H, OCH,CH=CH,), 5.35-5.16 (ac, 2H,
OCH,CH=CH,), 4.58 (d, J=5.4 Hz, 2H, OCH,CH=CH,), 4.07 (s, 2H,
COCH,N), 3.76 (d, J=6.3 Hz, 2H, CH,CH,NCO), 3.34 (d, J=6.3 Hz, 2H,
CH,CH,NCO), 3.17 (g, J=7.2 Hz, 4H, 2 X CHsCH,N), 1.34 (t, J=7.2 Hz,
6H, 2 X CH3CH,N).

173.9 (CO), 156.1 (CO), 132.2 (OCH,CH=CH,), 117.5 (OCH,CH=CH.,),
66.4 (OCH,CH=CH,), 51.6 (COCH,N), 49.4 (CH,CH,NCO), 46.8 (2 x
CHsCH,N), 44.8 (CH,CH,NCO), 8.5 (2 x CH3CH,N).

Calculada:  259.1658 (M+H)*
Determinada: 259.1664

N-Al'liloxicarbonil- N-(2'-feniletil)glicina (35)

1H-RMN (300 MHz, CDCl;):

10.01 (sa, 1H, OH), 7.30-7.13 (ac, 5H, 5 X Hy), 5.88 (m, 1H,
OCH,CH=CH,), 5.33-5.17 (ac, 2H, OCH,CH=CH,), 4.54 (d, J=5.6 Hz,
2H, OCH,CH=CH,), 3.90 (s, 2H, COCH,N), 3.56 (t, J=7.2 Hz, 2H,
CH,CH,NCO), 2.88 (t, J=7.2 Hz, 2H, CH,CH,NCO).
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13C-RMN (75 MHz, CDCl;):

173.2 (CO), 156.3 (CO), 139.0 (Cy), 132.7 (OCH,CH=CH,), 128. 6
(2 X CHayy), 128. 3 (2 X CHay), 126.6 (CHay), 117.6 (OCH,CH=CH,), 66.9
(OCH,CH=CH,), 51.1 (COCH,N), 49.6 (CH,CH,NCO), 35.3
(CH,CH,NCO).

Analisi elemental per a C;4H;7;NO, Calculada: C, 63.87; H, 6.51; N, 5.32

Determinada: C,63.96; H, 6.54; N, 5.26

N-Al'liloxicarbonil- N-(2'-(2",4""-diclorofenil)etil)glicina (36)

1H-RMN (300 MHz, CDCl;):

13C-RMN (75 MHz, CDCl;):

9.95 (sa, 1H, OH), 7.35 (s, 1H, H,.), 7.17-7.10 (ac, 2H, 2 x H,), 5.85
(m, 1H, OCH,CH=CH,), 5.30-5.16 (ac, 2H, OCH,CH=CH,), 4.52 (d,
J=6 Hz, 2H, OCH,CH=CH,), 3.95 (s, 2H, COCH;,N), 3.53 (t, J=7.2 Hz,
2H, CH,CH,NCO), 2.95 (t, J=7.2 Hz, 2H, CH,CH,NCO).

172.9 (CO), 156.7 (CO), 135.6 (Cy), 135.0 (Ca), 133.6 (Ca), 132.8
(OCH,CH=CH,), 132.2 (CH,), 130.0 (CH,), 127.9 (CH,), 117.5
(OCH,CH=CH,), 67.3 (OCH,CH=CH,), 50.0 (COCH,N), 49.6
(CH,CH,NCO), 32.9 (CH,CH,NCO).

Analisi elemental per a C;4H;5CIbNO,  Calculada: C, 50.62; H, 4.55; Cl, 21.35; N, 4.22

Determinada: C, 50.74; H, 4.60; Cl, 21.28; N, 4.13

N-Al'liloxicarbonil- N-(2'-(4"'-fluorofenil)etil)glicina (37)

1H-RMN (300 MHz, CDCl;):

13C-RMN (75 MHz, CDCl;):

9.91 (sa, 1H, OH), 7.13 (ac, 2H, 2 X Hay), 6.97 (ac, 2H, 2 x Ha.), 5.88
(m, 1H, OCH,CH=CH,), 5.32-5.16 (ac, 2H, OCH,CH=CH,), 4.59 (d,
J=4.5 Hz, 2H, OCH,CH=CH,) 3.93 (s, 2H, COCH,N), 3.52 (t, J=7.2 Hz,
2H, CH,CH,N), 2.83 (t, =7.2 Hz, 2H, CH,CH,N).

174.5 (CO), 161.6 (d, J= 241 Hz, FC,), 156.3 (CO), 134.1 (Cy), 132.3
(OCH,CH=CH.,), 130.1 (d, J=7.8 Hz, 2 x CHy,), 117.7 (OCH,CH=CH,),
115.3 (d, J=21 Hz, 2 x CH,), 66.9 (OCH,CH=CH,), 50.1 (COCH,N),
49.2 (CH,CH,NCO), 34.0 (CH,CH,NCO).

Analisi elemental per a C;4H;6FNO, Calculada: C, 59.78; H, 5.73; F, 6.75; N, 4.98
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7.3.2.4. Aplicacié dels monomers d’AN-alquilglicines protegits amb el grup Alloc a la
sintesi de peptoides

7.3.2.4.1. Sintesi del peptoide N22-6-16C (1)

En una xeringa de 10 ml que contenia 600 mg (0.70 mmol/g, 0.42 mmol) de resina de
poliestire AM RAM, s’hi van afegir 5 ml de DMF per realitzar l'inflat inicial de la resina. Una
vegada eliminat el dissolvent, es va procedir a la desproteccié del grup Fmoc per tractament
amb 4 ml d’'una dissolucié de piperidina al 20% (v/v) en DMF. La xeringa es va mantenir el
agitacio a t.a. durant 30 min. Passat aquest temps, es va eliminar el dissolvent i es va repetir
I'operacid. A continuacio, es van realitzar els rentats de la resina amb DMF (3 x 5 ml), iPrOH (3
x5 ml), DCM (3 x 5 ml).

Primera acilacio: sobre la resina desprotegida i inflada amb DCM, s’hi va afegir una
dissoluci6 de 290 mg (2.1 mmol, 5 eq.) d'acid bromoacétic en 4 ml d'una mescla DCM/DMF
(2:1). Seguidament s’hi van afegir 320 pl (0.45 mmol, 5 eq.) de DIC i la xeringa es va mantenir
en agitacid a t.a. durant 30 min. Passat aquest temps, I'excés de reactius es va eliminar per
filtracid i es va repetir el procés. En acabar, la resina es va rentar amb DCM (3 x 5 ml), iPrOH (3
x 5ml) i DMF (3 x 5 ml). La desaparicié de 'amina primaria va ser comprovada mitjancant el
test del TNBS, el qual va donar negatiu (incolor).

Primer acoblament d‘amina. sobre la resina acilada, s'hi va afegir una dissolucié de 305 pl
(2.1 mmol, 5 eq.) damina A16 en 4 ml de DMF. La xeringa es va mantenir en agitacié a t.a.
durant 3 h. Passat aquest temps, I'excés de reactius es va eliminar per filtracio i es va repetir el
procés. En acabar, la resina es va rentar amb DMF (3 x 5 ml), iPrOH (3 x 5ml) i DCM (3 x
5 ml). La preséncia d’'una amina secundaria es va comprovar mitjancant el test del cloranil, el
qual va donar positiu (color verd).

Primer acoblament de monomer: sobre la resina inflada amb DCM, s’hi va afegir una
dissolucié del monomer corresponent a I'amina A6 (268 mg, 1.05 mmol, 2.5 eq.) i DIC (320 pl,
0.45 mmol, 5 eqg.) en una mescla DCM/DMF (2:1). La xeringa es va mantenir en agitacio a t.a.
durant 3 h. Passat aquest temps, I'excés de reactius es va eliminar per filtracio i es va repetir el
procés. En acabar, la resina es va rentar amb DMF (3 x 5ml), iPrOH (3 x 5ml) i DCM (3 x
5 ml). El test del cloranil (incolor) va posar de manifest que I'acoblament s’havia produit
correctament.

Desproteccio del grup Alloc: |a xeringa es va tapar amb dos séptums i s'hi va afegir una
dissolucié de Pd(PPh3), (48 mg, 0.04 mmol, 0.1 eq.) i PhSiH; (518 pl, 4.2 mmol, 10 eq.) en 4 ml
de DCM anh. en contracorrent d'argd. La mescla de reaccié es va mantenir en agitacio a t.a.
durant 30 min sota atmosfera d'argd. Passat aquest temps, I'excés de reactius es va eliminar i
es va repetir el procés. En acabar, la resina es va rentar amb DCM (3 x 5 ml), iPrOH (3 x 5 ml) i
DMF (3 x 5 ml). El test del cloranil (color verd) va posar de manifest la preséncia d'una amina
secundaria i, per tant, que la desproteccié havia tingut lloc satisfactoriament.
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Segon acoblament de monomer: es va realitzar de forma analoga a I'explicat
anteriorment pero utilitzant el monodmer corresponent a I'amina A22.

Desproteccio del grup Alloc: es va procedir de forma analoga a I'explicada anteriorment.

Finalment es va realitzar I'escissid del peptoide de la resina per tractament amb 7 ml de
coctel d’escissid seguint el procediment estandard. El tractament posterior va permetre
I'obtencié d’un oli groguenc residual, el qual es va redissoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va
liofilitzar, per obtenir 158 mg de residu amb una puresa del 84% per HPLC. El peptoide es va
identificar per CL-EM.

La purificaci6 d'aquest cru es va realitzar per HPLC a escala semipreparativa (vegeu
condicions de purificacié descrites a I'apartat 7.1 utilitzant la columna de tipus Kromasil 100 Cg
de 5 um (20 x 250 mm) de Scharlau amb el programa: 10 min a 5% d’ACN, de 5% a 20% en
20 min, de 20% a 100% en 20 min i 10 min a 100% d'ACN) per obtenir 88 mg del peptoide 1
(rdt. 43%) amb una puresa superior al 98% per HPLC.

7.3.3. ESTRATEGIA 3: SINTESI DE MONOMERS PROTEGITS AMB NS

7.3.3.1. Procediment general per a l'obtenci6 de les A-alquil-2-nitrobenzen-
sulfonamides

En un matras de 100 ml que contenia la corresponent amina primaria (A6, A10, A13,
A15, A16, A22 i A37) (20 mmol) dissolta en 50 ml de DCM, s'hi van afegir 2.7 ml (20 mmol,
leq.) de trietilamina. El matras es va refredar a 0 °C i s'hi va afegir 4.4 g (20 mmol, 1 eq.) de
clorur de 2-nitrobenzensulfonil. Acabada I'addicid, es va retirar el bany de gel i la mescla de
reaccio es va mantenir en agitacio a t.a. durant 1 h. El control de reaccid efectuat per HPLC va
mostrar la desaparicid del producte inicial i I'aparicié d'un sol pic corresponent a I'Aalquil-2-
nitrobenzensulfonamida desitjada. A continuacid, depenent del cas, es va realitzar un dels
tractaments seglents:

1) En el cas de presentar una amina amb un nitrogen terciari en la cadena lateral (A6, A16
i A22). el cru de reacci6 es va transvasar a un embut d’extraccio i es van realitzar dos rentats,
un primer amb 30 ml d’'HCI 0.5 N i un segon amb 30 ml d’'H,O. Finalment, la fase organica es va
assecar sobre MgS04 i el dissolvent es va eliminar a pressid reduida per obtenir I'’Atalquil-2-
nitrobenzensulfonamida desitjada en forma d’oli marronés amb un rendiment superior al 90%.

2) En el cas de no presentar una amina amb un nitrogen terciari en la cadena lateral (A10,
A13, A15 i A37). el dissolvent es va eliminar a pressidé reduida i es va obtenir un solid
corresponent a I'Aralquil-2-nitrobenzensulfonamida amb un rendiment al voltant del 75%
després de recristal*litzar-la de DCM/hexa.
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N-[2'-(N=Pirrolidinil)etil]-2-nitrobenzensulfonamida (38)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN 125 MHz, CDCl;):

EM (m/2z)

IR (film), v (cm™):

EMAR per C12H18N304S

AcOEt-MeOH-Et;N (5:1:0.01) Rf=0.25

8.15 (ac, 1H, H,), 7.86 (ac, 1H, Hy,), 7.74 (ac, 2H, 2 x Hy,), 5.00 (sa,
1H, NH), 3.20 (t, J=6 Hz, 2H, NCH,CH,NH), 2.68 (t, J=6 Hz, 2H,
NCH,CH,NH), 2.48 (t, J=7 Hz, 4H, 2 x CH,CH,N), 1.74 (ac, 4H, 2 x
CH,CH,N).

147.2 (Cy), 133.5 (CHy), 133.3 (Ca), 132.6 (CHa), 131.2 (CHa),
1252 (CHy), 53.7 (NCH,CH,NH), 53.4 (2 x CH,CH,N), 41.7
(NCH,CH,NH), 23.4 (2 x CH,CH,N).

299 (M, 2), 186 (M'C6H13N2, 5), 84 (M'C7H7N204S, pic base).

3326 (tensié NH), 3096 (tensié arC-H), 2965-2802 (tensié C-H), 1676
(flexié NH), 1541 (tensié NO,), 1346 (tensidé SO,), 1169 (tensid SO,).

Calculada:  300.1018 (M+H)*
Determinada: 300.1011

N-[2'-(2""- N-Metilpirrolidinil)etil]-2-nitrobenzensulfonamida (39)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;):

EM (m/z)

IR (film), v (cm™):

AcOEt-MeOH-Et;N (5:1:0.01) Rf=0.05

8.11 (ac, 1H, Hy), 7.83 (ac, 1H, Hy,), 7.73 (ac, 2H, 2 x Hy), 3.23 (ac,
i1H, CH,CH,NH), 3.16 (ac, 1H, CH,CH,NH), 3.10 (ac, 1H,
NCH,CH,CH,CH), 2.43 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 2.32 (s, 3H, NCHjy),
2.14 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 1,84 (ac, 2H, CH,CH,NH), 1.65 (ac,
2H, NCH,CH,CH,CH), 1.65-1.40 (ac, 2H, NCH,CH,CH,CH).

148.0 (Cy), 133.7 (Ca), 133.2 (CHa), 132.4 (CH,), 130.8 (CHa),
125.0 (CH,), 64.2 (NCH,CH,CH,CH), 56.8 (NCH,CH,CH,CH), 40.5
(NCH3), 40.3 (CH,CH,NH), 28.8 (CH,CH,NH), 28.2 (NCH,CH,CH,CH),
22.6 (NCH,CH,CH,CH).

313 (M, 2), 186 (M-GHyN, 4), 127 (M-CeH:NO.S, 4), 98
(M'C7H7N204S, 5), 84 (M'C8H9N204S, pic base).

3346 (tensio NH), 3097-3024 (tensid arC-H), 2970-2800 (tensio C-H),
1671 (flexid NH), 1538 (tensié NO,), 1338 (tensié SO,), 1162 (tensid
S0,).
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EMAR per C;3HN30,S

Calculada:  314.1175 (M+H)*

Determinada: 314.1172

N-(3'-Dietilaminoetil)-2-nitrobenzensulfonamida (40)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;):

EM (m/z)

IR (film), v (cm™):

EMAR per C;,H»N30,S

AcOEt-MeOH-Et3N (5:1:0.01) Rf=0.39

8.14 (ac, 1H, Hy), 7.87 (ac, 1H, Hy,), 7.75 (ac, 2H, 2 x Hy,), 5.02 (sa,
1H, NH), 3.09 (t, J=6 Hz, NCH,CH,NH), 2.55 (t, J=6 Hz, NCH,CH,NH),
2.39 (q, J=7.2 Hz, 4H, 2 x CH;CH,N), 0.90 (t, J=7.2 Hz, 6H, 2 x
CH5CH;N).

148.0 (C,), 133.5 (CH,), 133.3 (Cy), 132.5 (CH,), 131.1 (CH.),
1252 (CH,), 51.0 (CH,CH,NH), 46.2 (2 X CHsCH,N), 41.1
(CHzc_HzNH), 11.5 (2 X C_H3CH2N)

301 (M, 2), 286 (M-CHs, 4), 272 (M-CHs, 4), 186 (M-C¢HisN,, 8), 86
(M-C;H,N,0,S, pic base).
3330 (tensido NH), 3096 (tensio arC-H), 2972-2817 (tensié C-H), 1593

(flexid NH), 1541 (tensid NO,), 1350 (tensio SO,), 1169 (tensid SO,).

Calculada:  302.1175 (M+H)*

Determinada: 302.1170

N-(2'-Feniletil)-2-nitrobenzensulfonamida (41)

TLC:

Pf:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;):

EM (m/z)
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Hexa-AcOEt (3:1) Rf=0.32

90-91 °C

8.09 (ac, 1H, Hy), 7.82 (ac, 1H, Hy,), 7.72 (ac, 2H, 2 x Hy), 7.24 (ac,
2H, 2 x Ha), 7.19 (ac, 1H, H,,), 7.08 (d, J=7.5 Hz, 2H, 2 x H,,), 5.34
(sa, 1H, NH), 3.39 (sa, 2H, CH,CH,NH), 2.84 (t, J=7 Hz, 2H,
CH,CH,NH).

147.8 (Cy), 133.7 (Ca), 133.5 (CHy), 132.8 (CHa), 130.9 (CHa),
128.7 (2 X CHay), 128.6 (2 x CHy), 126.9 (CHy), 125.4 (CHy), 45.0
(CH,CH,NH), 35.9 (CH,CH,NH).

306 (M, 3), 215 (M-CyH, 40), 186 (M-CgHioN, pic base), 91 (M-
CH,N,0.S, 68).
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IR (KBr), v (cm): 3297 (tensid NH), 3090-3029 (tensio arC-H), 2950-2825 (tensio C-H),
1593 (flexid NH), 1536 (tensié NO,), 1360 (tensié SO,), 1164 (tensid
SO,).

EMAR per C14H15N204S Calculada: 307.0753 (M+H)+

Determinada: 307.0744

N-[2’-(4""-Metoxifenil)etil]-2-nitrobenzensulfonamida (42)

TLC: Hexa-AcOEt (3:1) Rf=0.39

Pf: 144-145 oC

1H-RMN (500 MHz, CDCl;): 8.07 (ac, 1H, Hy), 7.82 (ac, 1H, Hy,), 7.71 (ac, 2H, 2 x H,,), 6.99 (d,
J=8.5 Hz, 2H, 2 x H,,), 6.75 (d, J=8.5 Hz, 2H, 2 x H), 5.31 (t, J=6
Hz, 1H, NH), 3.76 (s, 3H, CH30), 3.34 (ac, 2H, CH,CH,NH), 2.77 (t,
J=6.5 Hz, 2H, CH,CH,NH).

13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  158.4 (Cy,), 147.8 (Co), 133.8 (Cyy), 133.4 (CH,), 132.8 (CH,), 130.9
(Car), 129.6 (2 X CHy), 129.2 (CHy), 125.4 (CHy), 114.1 (2 X CHay),
55.2 (CH30), 45.2 (CH,CH,NH), 35.0 (CH,CH,NH).

EM (m/z) 336 (M, 2), 186 (M-CoH;,NO, 10), 121 (M-C;H,N,0.S, pic base), 91
(M-CyH,N,04S-CH;0, 10).

IR (KBr), v (cm™): 3371 (tensié NH), 3096-3021 (tensi6 arC-H), 2979-2850 (tensi6 C-H),
1605 (flexid NH), 1540 (tensié NO,), 1329 (tensid SO,), 1239 (tensid
arC-0-C), 1157 (tensio SO,).

EMAR per C15H17N2055 Calculada: 337.0858 (M+H)+
Determinada: 337.0850

N-[2'-(2",4"-Diclorofenil)etil]-2-nitrobenzensulfonamida (43)

TLC: Hexa-AcOEt (3:1) Rf=0.23

Pf: 104-105 °C

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  8.05 (dd, J;=7 Hz, J,= 2H, 1H, Hy), 7.83 (dd, J;=7 Hz, J,= 2H, 1H,
Har), 7.71 (ac, 2H, 2 X Hay), 7.26 (s, 1H, Ha), 7.11 (ac, 2H, 2 x Hy),
5.40 (t, J=5.5 Hz, 1H, NH), 3.43 (ac, 2H, CH,CH,NH), 2.95 (t, J=7 Hz,
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13C-RMN (125 MHz, CDCl;):

EM (m/2z)

IR (KBr), v (cm™):

EMAR per C14H13CI2N204S

2H, CH,CH,NH).

147.7 (Cy), 136.5 (Co), 135.9 (Ca), 134.6 (Ca), 133.7 (Cs), 133.5
(CHa), 132.9 (CHy), 132.0 (CHy), 130.7 (CHy), 129.4 (CHy), 127.2
(CHay), 125.4 (CHa,), 43.0 (CH,CH,NH), 33.5 (CH,CH,NH).

375 (M, 1), 339 (M-ClI, 2), 215 (M-C;H<Cl,, 75), 186 (CgHgCl,N, pic
base), 159 (M'C7H7N204S, 30)
3343 (tensié6 NH), 3089 (tensid arC-H), 2942-2886 (tensié C-H), 1591

(flexié NH), 1538 (tensié NO,), 1335 (tensidé SO,), 1160 (tensid SO,).

Calculada:  374.9973 (M+H)*

Determinada: 374.9979

N-[2’-(4"'-Fluorofenil)etil]-2-nitrobenzensulfonamida (44)

TLC:

Pf:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;):

EM (m/2z)

IR (KBr), v (cm™):

EMAR per C14H14FN204S
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Hexa-AcOEt (3:1) Rf=0.27

94-95 °C

8.07 (ac, 1H, Hy,), 7.83 (ac, 1H, Hy,), 7.72 (ac, 2H, 2 x Hy,), 7.05 (ac,
2H, 2 x Hy), 6.90 (ac, 2H, 2 x Hy), 5.34 (sa, 1H, NH), 3.37 (t, J=7.5
Hz, 2H, CH,CH,NH), 2.81 (t, J=7.5 Hz, 2H, CH,CH,NH).

161.7 (d, =243 Hz, FCy,), 147.8 (Cy), 133.7 (Co), 133.1 (Cyy), 133.5
(CHay), 132.8 (CHa,), 130.8 (CHay), 130.1 (d, J=8 Hz, 2 x CH,), 125.4
(CHy), 1155 (d, J=21 Hz, 2 x CHy), 45.0 (CH,CH,NH), 35.2
(CH,CH,NH).

215 (M-C,HgF, 25), 186 (CsHoFN, pic base), 109 (M-CsH,N,04S, 60).

3353 (tensié NH), 3094-3027 (tensi6 arC-H), 2942-2885 (tensi6 C-H),
1592 (flexid NH), 1543 (tensié NO,), 1360 (tensid SO,), 1169 (tensio
S0,).

Calculada:  325.0658 (M+H)*

Determinada: 325.0649
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7.3.3.2. Procediment general per a l'obtencié d’'AN-alquil- M- tert-butoxicarbonilmetil-
2-nitrobenzensulfonamides

A una dissolucid de la corresponent A+alquil-2-nitrobenzensulfonamida (10 mmol) en 50 ml
de DMF se li van afegir 2.7 g (20 mmol, 2 eq.) de K;COs;. Seguidament, es van afegir a la
mescla 1.1 ml (10 mmol, 1 eq.) de bromoacetat de tert-butil i la mescla es va deixar en
agitacio a t.a. durant 2 h. Finalitzada la reaccio (control per HPLC), es van filtrar les sals i es va
eliminar el dissolvent a pressid reduida. A continuacié, depenent del cas, es va realitzar un dels
tractaments seglients:

1) En el cas de presentar una amina amb un nitrogen terciari en la cadena lateral (A6, A16
i A22): el cru de reaccid es va redissoldre en 100 ml d’'una mescla DCM/NaOH 1 N (1:1) i es va
transvasar a un embut d’extraccid, on es va realitzar dues extraccions amb DCM (2 x 50 ml).
Finalment, la fase organica es va assecar amb MgSQ, i el dissolvent es va eliminar a pressio
reduida per obtenir I'’Aalquil-Mtert-butoxicarbonilmetil-2-nitrobenzensulfonamida desitjada en
forma d’oli marronds amb un rendiment superior al 90%, excepte per al cas de 'amina A16 on
aquest va ser menor (86%).

2) En el cas de no presentar una amina amb un nitrogen terciari en la cadena latera/ (A10,
A13, A15 i A37). el cru de reaccio es va redissoldre en 100 ml d’'una mescla ‘BuOMe/H,0 (1:1)
i es va transvasar a un embut d’extraccid on es van realitzar dues extraccions amb '‘BuOMe (2 x
50 ml). Finalment, la fase organica es va assecar sobre MgSQ, i el dissolvent es va eliminar a
pressid reduida, per obtenir |'Afalquil-A-tert-butoxicarbonilmetil-2-nitrobenzensulfonamida
desitjada en forma d’oli groc amb un rendiment superior al 90%.

N- tert-Butoxicarbonilmetil- A-[2'-( N =pirrolidinil)etil]-2-nitrobenzensulfonamida (45)
TLC: AcOEt-MeOH-Et3N (10:1:0.01) Rf=0.40

1H-RMN (500 MHz, CDCl;): 8.10 (ac, 1H, H,,), 7.68 (ac, 2H, 2 x Hy), 7.61 (ac, 1H, Ha,), 4.23 (s,
2H, COCHN), 3.53 (t, J=7 Hz, 2H, NCH,CH,NSO,), 2.68 (t, J=7 Hz,
2H, NCH,CH,NSO,), 2.47 (ac, 4H, 2 x CH,CH,;N), 1.73 (ac, 4H, 2 x
CH,CHN), 1.37 (s, 9H, 3 x CH3).

13C.RMN (125 MHz, CDCl3):  167.9 (CO), 147.9 (Cy.), 133.6 (Ca), 133.3 (CHa), 131.6 (CH,), 130.8
(CHy), 124.0 (CH,), 82.1 (C(CHs)3), 54.7 (COCH,N), 54.0 (2 x
CH,CH,N), 49.3 (NCH,CH,NSO;), 46.8 (NCH,CH,NSO,), 27.8 (3 x
CHs), 23.4 (2 x CH,CH,N).

IR (film), v (cm™): 3107-3087 (tensid arC-H), 2975-2796 (tensid C-H), 1740 (tensio CO),
1543 (tensid NO,), 1371 (tensié NO,), 1352 (tensid SO,), 1158 (tensio
S0,).
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EMAR per C18H28N3OGS

Calculada:  414.1699 (M+H)*

Determinada: 414.1691

N- tert-Butoxicarbonilmetil- A-[ 2’-(2"- N-metilpirrolidinil)etil]-2-nitrobenzen-sulfonamida

(46)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;):

IR (film), v (cm™):

EMAR per C19H30N305$

ACOEt-MeOH-Et;N (10:1:0.01)  Rf=0.16

8.09 (ac, 1H, Hy), 7.69 (ac, 2H, 2 x Hy), 7.61 (ac, 1H, Hy), 4.18 (s,
2H, COCH,N), 3.44 (t, J=7.3 Hz, 2H, CH,CH,NSO,), 3.05 (t, J=7 Hz,
1H, NCH,CH,CH,CH), 2.26 (s, 3H, NCH;), 2.14 (ac, 2H,
NCH,CH,CH,CH), 1,94 (ac, 2H, CH,CH,NSO,), 1.70 (ac, 2H,
NCH,CH,CH,CH), 1.50-1.40 (ac, 2H, NCH,CH,CH,CH), 1.38 (s, 9H, 3 x
CH3)

167.6 (CO), 147.9 (Cyy), 133.5 (Cay), 133.4 (CHy), 131.6 (CH,,), 130.8
(CHa), 124.0 (CHy), 82.3 (C(CHs)s), 63.4 (NCH,CH,CH,CH), 57.0
(NCH,CH,CH,CH), 48.3 (COCH,N), 45.6 (CH,CH,NSO,), 40.3 (NCHs),
31.5 (NCH,CH,CH,CH), 30.3 (CH,CH,NSO,), 27.9 (3 x CHs), 21.9
(NCH,CH,CH,CH).

3097-3073 (tensi6 arC-H), 2972-2780 (tensié C-H), 1744 (tensié CO),
1544 (tensio NO,), 1371 (tensié NO,), 1351 (tensid SO,), 1160 (tensid
S0,).

Calculada:  428.1855 (M+H)*

Determinada: 428.1842

N- tert-Butoxicarbonilmetil- A-(2’-dietilaminoetil)-2-nitrobenzensulfonamida (47)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;):
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AcOEt-MeOH-Et3N (10:1:0.01) Rf=0.53

8.09 (ac, 1H, Hy), 7.68 (ac, 2H, 2 x Ha), 7.60 (ac, 1H, Hy), 4.23 (s,
2H, COCH,N), 3.47 (t, J=6.8 Hz, 2H, NCH,CH,NSO,), 2.63 (t, J=6.8
Hz, 2H, NCH,CH,NSO,), 2.48 (g, J=7.2 Hz, 4H, 2 x CHsCH,N), 1.37 (s,
9H, 3 x CHs), 0.98 (t, J=7.2 Hz, 6H, 2 x CHsCH,N).

168.0 (CO), 147.9 (Cay), 133.6 (Car), 133.3 (CHy), 131.6 (CHay), 130.7
(CHy), 124.0 (CHy), 82.0 (C(CHs);), 52.2 (COCH,N), 49.5
(NCH,CH,NSO,), 47.2 (2 x CH;CH,N), 46.2 (NCH,CH,NSO,), 27.8 (3 x
CHs), 11.8 (2 x CHsCH,N).
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IR (film), v (cm™):

EMAR per C18H30N3OGS

3094-3074 (tensié arC-H), 2979-2812 (tensié C-H), 1742 (tensié CO),
1543 (tensié NO,), 1369 (tensié NO,), 1353 (tensié SO,), 1155 (tensid
S0,).

Calculada:  416.1855 (M+H)*

Determinada: 416.1850

N- tert-Butoxicarbonilmetil- /-(2'-feniletil)-2-nitrobenzensulfonamida (48)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;5):

IR (film), v (cm™):

EMAR per C20H25N205$

Hexa-AcOEt (3:1) Rf=0.30

8.04 (ac, 1H, Hy;), 7.65 (ac, 2H, 2 x Hy,), 7.58 (ac, 1H, Hy), 7.26 (ac,
2H, 2 x Hy), 7.20 (ac, 1H, Hy), 7.16 (ac, 2H, 2 x H,), 4.05 (s, 2H,
COCH;,N), 3.63 (t, J=7.6 Hz, 2H, CH,CH,NSO,), 2.89 (t, J=7.6 Hz, 2H,
CH,CH,NSO,), 1.37 (s, 9H, 3 x CHs).

167.7 (CO), 147.8 (Cy), 137.8 (Ca), 133.5 (Cy), 133.3 (CHyy), 131.7
(CHay), 130.8 (CHa,), 128.7 (2 x CHay), 128.6 (2 x CHyy), 126.7 (CHy),
124.0 (CHa), 82.3 (C(CHs)s), 50.0 (COCH,N), 49.0 (CH,CH,NSO,),
34.8 (CH,CH,NSO,), 27.9 (3 x CH).

3095-3004 (tensi6 arC-H), 2984-2876 (tensiéd C-H), 1740 (tensié CO),
1545 (tensié NO,), 1366 (tensié NO,), 1350 (tensié SO,), 1159 (tensid
S0,).

Calculada:  421.1433 (M+H)*

Determinada: 421.1441

N- tert-Butoxicarbonilmetil- -[2'-(4"-metoxifenil)etil]-2-nitrobenzen- sulfonamida (49)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;5):

Hexa-AcOEt (3:1) Rf=0.21

8.02 (ac, 1H, Hy), 7.64 (ac, 2H, 2 x Hy), 7.58 (ac, 1H, Hay), 7.06 (d,
1=8.4 Hz, 2H, 2 x Hy), 6.77 (d, 1=8.4 Hz, 2H, 2 X Ha), 4.04 (s, 2H,
COCH,N), 3.78 (s, 3H, CH5;0), 3.59 (t, J=7.6 Hz, 2H, CH,CH,NSO,),
2.82 (t, J=7.6 Hz, 2H, CH,CH,NSO;), 1.38 (s, 9H, 3 X CH).

167.7 (CO), 158.3 (Ca), 147.9 (Ca), 133.6 (Ca), 133.3 (CHay), 131.6
(CHar), 130.8 (CH,), 129.8 (Car), 129.7 (2 X CHy,), 124.0 (CH,,), 114.0
(2 x CH,), 82.3 (C(CHs);), 55.2 (CHs;O), 50.1 (COCH,N), 49.0
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IR (film), v (cm™):

EMAR per C21H27N207S

(CH,CH,NSO,), 33.8 (CH,CH,NSO,), 27.9 (3 x CH).

3093-3005 (tensio arC-H), 2980-2834 (tensié C-H), 1741 (tensié CO),
1540 (tensié NO,), 1369 (tensié NO,), 1348 (tensid SO,), 1248 (tensio
C-0-C), 1168 (tensié SO,).

Calculada:  451.1539 (M+H)*
Determinada: 421.1543

N- tert-Butoxicarbonilmetil- V-[2'-(2",4"'-diclorofenil)etil]-2-nitrobenzen-sulfonamida (50)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;):

IR (film), v (cm™):

EMAR per C20H23C|2N2055

Hexa-AcOEt (3:1) Rf=0.36

8.03 (d, J=7.4 Hz, 1H, Ha,), 7.65 (ac, 2H, 2 x Ha,), 7.58 (d, J=7.4 Hz,
1H, Ha), 7.26 (s, 1H, Ha), 7.15 (d, J=8 Hz, 2H, 2 X Ha), 7.09 (d,
J=8 Hz, 2H, 2 x Hy), 4.11 (s, 2H, COCH,N), 3.61 (t, J=7.4 Hz, 2H,
CH,CH,NSO;), 2.98 (t, J=7.4 Hz, 2H, CH,CH,NSO,), 1.40 (s, 9H, 3 x
CH3)

167.6 (CO), 147.7 (Cy), 139.2 (Ca), 134.5 (Cy), 133.9 (Co), 133.4
(CHa), 133.3 (Ca), 132.1 (CHa), 131.7 (CHa), 130.9 (CHa), 129.3
(CHa), 127.3 (CHa), 124.1 (CHy), 82.5 (C(CHs)s), 48.8 (COCH,N),
47.7 (CH,CH,NSO3), 31.9 (CH,CH,NSO,), 27.9 (3 X CHs).

3094-3008 (tensi6 arC-H), 2984-2870 (tensié C-H), 1743 (tensié CO),
1541 (tensié NO,), 1368 (tensid NO,), 1351 (tensid SO,), 1167 (tensid
S0,).

Calculada:  489.0654 (M+H)*

Determinada: 489.0643

N- tert-Butoxicarbonilmetil- A-[ 2’-(4”-fluorofenil)etil]-2-nitrobenzensulfonamida (51)

TLC:

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):
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Hexa-AcOEt (3:1) Rf=0.27

8.01 (d, J=7.2 Hz, 1H, H,), 7.65 (ac, 2H, 2 x Hy), 7.58 (d, J=7.2 Hz,
1H, Hy), 7.11 (ac, 2H, 2 x Ha), 6.92 (ac, 2H, 2 x Hy), 4.04 (s, 2H,
COCH;,N), 3.61 (t, J=7.6 Hz, 2H, CH,CH,NSO,), 2.86 (t, J=7.6 Hz, 2H,
CH,CH,NSO;), 1.38 (s, 9H, 3 x CHs).
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13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  167.6 (CO), 161.6 (d, =243 Hz, FC,,), 147.8 (Cs), 133.6 (Cy), 133.5
(Ca), 133.4 (CHy), 131.7 (CHy), 130.8 (CHay), 130.2 (d, J=7.7 Hz, 2
X CHar), 124.0 (CHay), 115.4 (d, J=21.2 Hz, 2 x CHy), 82.4 (C(CH3)s),
50.0 (COCH,N), 49.0 (CH,CH,NSO,), 33.9 (CH,CH,NSO,), 27.9 (3 x

CHs).

IR (KBr), v (cm™): 3103-3010 (tensi6 arC-H), 2979-2886 (tensié C-H), 1744 (tensié CO),
1537 (tensié NO,), 1369 (tensid NO,), 1351 (tensid SO,), 1149 (tensid
S0,).

EMAR per Cy,H,FN,0¢S Calculada: 439.1339 (M+H)*

Determinada: 439.1333

7.3.3.3. Procediment general per a I'obtencio de les N-alquilglicines protegides amb
el grup Ns

En un matras de 100 ml que contenia la corresponent Atalquil- - tert-butoxicarbonilmetil-2-
nitrobenzensulfonamida (7 mmol) dissolta en 30 ml de DCM, s’hi van afegir 30 ml de TFA. La
mescla es va mantenir en agitacié a t.a. durant 3 h. Passat aquest temps, el control de reaccié
realitzat per HPLC va mostrar una conversié quantitativa del producte de partida i la reaccio es
va donar per acabada. A continuacid, el dissolvent es va eliminar a pressié reduida i es van fer
rentats amb ACN (3 x 10 ml). Els crus de reaccié en forma d’oli, corresponents als productes
que presentaven un nitrogen terciari en la cadena lateral, es van utilitzar directament per a la
sintesi de peptoides sense cap tractament addicional (rdt. superior al 90%). La resta, en canvi,
en ser solids, es van poder recristallitzar d'una mescla DCM/hexa (rdt. 75-85%).

N-(2'-Nitrobenzensulfonil)-N-(2"-( N -pirrolidinil)etil)glicina (52)

1H-RMN (500 MHz, D,0): 8.03 (ac, 1H, Ha), 7.90-7.85 (ac, 3H, 3 x Ha,), 4.31 (s, 2H, COCH,N),
3.85 (t, J=6 Hz, 2H, NCH,CH,NSO,), 3.79 (ac, 2H, CH,CH,N), 3.51 (t,
J=6 Hz, 2H, NCH,CH,NSO,), 3.18 (ac, 2H, CH,CH,N), 2.17 (ac, 2H, 2
x CH,CH,N), 2.05 (ac, 2H, 2 x CH,CH,N).

13C.RMN (125 MHz, D,0): 173.0 (CO), 147.5 (Cyy), 135.5 (CHyr), 133.3 (CHay), 130.3 (Cay), 130.0
(CH,), 125.2 (CH,), 54.8 (2 x CH,CH,N), 52.9 (COCH,N), 49.4
(NCH,CH,NS0,), 46.2 (NCH,CH,NSO,), 22.9 (2 x CH,CH,N).

EMAR per C;4H,0Ns06S Calculada: 358.1073 (M+H)*
Determinada: 358.1067
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N-(2'-Nitrobenzensulfonil)-N-(2'-(2"- N-metilpirrolidinil)etil)glicina (53)

1H-RMN (500 MHz, CD;0D):

13C_.RMN (125 MHz, CD;0D):

EMAR per C15H22N3OGS

8.07 (dd, J;=7.5 Hz, J,=2 Hz, 1H, H), 7.82 (ac, 2H, H,), 7.77 (dd,
J;=7.5 Hz, J,=2 Hz, 1H, H,), 4.22 (s, 2H, COCH,N), 3.67 (ac, 1H,
NCH,CH,CH,CH), 3.57 (ac, 2H, CH,CH,NSO,), 3.45 (ac, 1H,
NCH,CH,CH,CH), 3.16 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 2.94 (s, 3H, NCHjy),
2.49 (ac, 1H, CH,CH,NSO,), 2.32 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 2.16-2.02
(ac, 2H, NCH,CH,CH,CH), 1.79 (ac, 2H, 1H de CH,CH,NSO, i 1H de
NCH,CH,CH,CH).

172.4 (CO), 149.6 (Cyy), 135.6 (CHy), 133.3 (CHay), 133.2 (Co), 131.6
(CHa), 125.5 (CHy), 68.0 (NCH,CH,CH,CH), 57.3 (NCH,CH,CH,CH),
50.0 (COCH,N), 47.9 (CH,CH,NSO,), 40.1 (NCH;), 30.7
(NCH,CH,CH,CH), 30.3 (CH,CH,NSO,), 22.5 (NCH,CH,CH,CH).

Calculada:  372.1229 (M+H)*
Determinada: 372.1237

N-(2'-Nitrobenzensulfonil)-V-(2"-dietilaminoetil)glicina(54)

1H-RMN (500 MHz, D,0):

13C-RMN (125 MHz, D,0):

EMAR per C,4H,,N304S

7.96 (d, J=7.5 Hz, H,), 7.82-7.76 (ac, 3H, 3 X Ha), 4.24 (s, 2H,
COCH,N), 3.77 (t, 3=6.5 Hz, 2H, NCH,CH,NSO;), 3.38 (t, J=6.5 Hz,
2H, NCH,CH,NSO;), 3.24 (ac, 4H, 2 x CH3CH,N), 1.24 (t, J=7 Hz, 6H,
2 x CH;CH,N).

172.9 (CO), 147.5 (Cy), 135.6 (CHar), 133.2 (CH,y), 130.2 (Cyy), 130.1
(CHar), 125.2 (CHyr), 52.2 (COCH,N), 50.1 (NCH,CH,NSO,), 46.5 (2 x
CH5CH,N), 45.7 (NCH,CH,NSO,), 8.0 (2 x CHsCH,N).

Calculada:  360.1229 (M+H)*
Determinada: 360.1222

N-(2'-Nitrobenzensulfonil)- NV-(2"-feniletil)glicina (55)

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;):
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8.00 (dd, J,=7.5 Hz, J,=2 Hz, 1H, H,), 7.65 (ac, 2H, 2 X Ha,), 7.59
(dd, 3;=7.5 Hz, J,=1.5 Hz, 1H, Ha), 7.23 (ac, 2H, 2 x Hay), 7.17 (ac,
2H, 2 X Har), 7.13 (d, J=7 Hz, 1H, Hay), 4.15 (s, 2H, COCH,N), 3.61 (t,
3=7.5 Hz, 2H, CH,CH,NSO;), 2.86 (t, J=7.5 Hz, 2H, CH,CH,NSO;).

173.6 (CO), 147.7 (C.,), 137.6 (Ca), 133.7 (CHy), 133.0 (C.y), 131.8
(CH,), 130.8 (CH,,), 128.7 (2 X CH,), 128.6 (2 X CHy,), 126.8 (CH,),
1243 (CH,), 50.1 (COCHN), 48.1 (CH,CH,NSO,), 34.7
(CH,CH,NSO,).
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EMAR per C16H17N2065

Calculada: 365.0807 (M+H)*
Determinada: 365.0799

N-(2'-Nitrobenzensulfonil)-V-(2"-(4"'-metoxifenil)etil)glicina (56)

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;5):

EMAR per C17H19N207S

7.99 (dd, 3,=7.5 Hz, J,=1.5 Hz, 1H, Hay), 7.65 (ac, 2H, 2 X Hy), 7.59
(dd, 1;=7.5 Hz, J,=1.5 Hz, 1H, Hy), 7.04 (d, J=8.5 Hz, 2H, 2 X Hay),
6.75 (d, =8.5 Hz, 2H, 2 x Hy), 4.15 (s, 2H, COCH,N), 3.76 (s, 3H,
CH50), 3.58 (t, J=7.5 Hz, 2H, CH,CH,NSO,), 2.80 (t, J=7.5 Hz, 2H,
CH,CH,NSO,).

173.5 (CO), 158.3 (Cy), 147.6 (Ca), 133.5 (Cs), 133.1 (Cy), 131.8
(CHa), 130.8 (CHa), 129.7 (2 x CHy), 129.5 (CHa), 124.2 (CHy),
1140 (2 x CHa), 50.2 (COCH,N), 48.0 (CH,CH,NSO,), 33.7
(CH,CH;NSO).

Calculada: 395.0913 (M+H)*

Determinada: 395.0910

N-(2'-Nitrobenzensulfonil)-N-(2"-(2",4"'-diclorofenil)etil)glicina (57)

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

13C-RMN (125 MHz, CDCl;5):

EMAR per C1GH15CI2N2055

8.00 (dd, 3,=8 Hz, J,=1 Hz, 1H, H,), 7.72-7.60 (ac, 3H, 3 x Ha,), 7.23
(s, 1H, Ha), 7.13 (d, J=8 Hz, 1H, H,), 7.07 (d, J=8 Hz, 1H, H,,), 4.25
(s, 2H, COCH,N), 3.62 (t, J=7.5 Hz, 2H, CH,CH,NSO,), 2.97 (t, J=7.5
Hz, 2H, CH,CH,NSO,).

174.1 (CO), 147.5 (Ca), 134.4 (C), 133.8 (CHa), 133.7 (Cay), 133.4
(Ca), 132.9 (C), 132.1 (CHa), 131.9 (CHa), 130.9 (CH,), 129.3
(CHa), 127.3 (CHa), 1244 (CHy), 48.0 (COCH,N), 47.8
(CH,CH,NSO,), 31.8 (CH,CH,NSO,).

Calculada:  433.0028 (M+H)*

Determinada: 433.0019

N-(2'-Nitrobenzensulfonil)-NV-(2"-(4"'-fluorofenil)etil)glicina (58)

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):

7.97 (dd, J,=8 Hz, J,=1.5 Hz, 1H, Ha), 7.70-7.59 (ac, 3H, 3 X Hay),
7.08 (t, J=7.6 Hz, 2H, 2 X Ha,), 6.89 (t, J=7.6 Hz, 2H, 2 X H,), 4.16
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(s, 2H, COCH,N), 3.59 (t, J=7.5 Hz, 2H, CH,CH,NSO,), 2.84 (t, 1=7.5
Hz, 2H, C_HzCHzNSOz)

13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  173.5 (CO), 161.6 (d, J=243 Hz, FC,), 147.6 (Cy), 133.7 (CHa),
133.2 (Cyy), 133.0 (Cay), 131.8 (CHa), 130.8 (CHar), 130.2 (d, 1=7.75
Hz, 2 X CHy), 124.3 (CHy), 115.4 (d, J=21.1 Hz, 2 x CHa), 50.1
(COCH,N), 48.1 (CH,CH,NSO,), 33.7 (CH,CH,NSO,).

EMAR per C16H16FN2055 Calculada: 383.0713 (M+H)+

Determinada: 383.0707

7.3.3.4. Aplicacié dels monomers d’AN-alquilglicines protegits amb el grup Ns a la
sintesi de peptoides

7.3.3.4.1. Sintesi del peptoide model N10-37-15C (59)

Es va preparar una xeringa de 5 ml que contenia 210 mg (0.79 mmol/g, 0.17 mmol) de
resina de poliestire AM RAM. Després de linflat inicial de la resina, es va procedir a la
desproteccié del grup Fmoc seguint el procediment estandard descrit a I'apartat 7.2.3.

Primera acoblament de monomer: sobre la resina desprotegida i inflada amb DCM, s’hi va
afegir una dissolucié de 220 mg (0.51 mmol, 3 eq.) del mondmer corresponent a I'amina A15
en 3 ml d'una mescla DCM/DMF (2:1). Seguidament s’hi van afegir 130 pl (0.85 mmol, 5 eq.)
de DIC i la xeringa es va mantenir en agitacid a t.a. durant 1 h. Passat aquest temps, I'excés de
reactius es va eliminar per filtracio i es va repetir el procés. En acabar, la resina es va rentar
amb DCM (3 x 3 ml), iPrOH (3 x 3 ml) i DMF (3 x 3 ml). La desaparicié de I'amina primaria va
ser comprovada mitjancant el test del TNBS (incolor) i per espectroscopia d'IR.

Desproteccio del grup Ns: sobre la resina inflada amb DMF, s'hi va afegir una dissolucié de
87 ul (0.85 mmol, 5 eq.) tiofenol i 127 pl (0.85 mmol, 5eq.) de DBU en 3 ml de DMF. La
xeringa es va mantenir en agitacié a t.a. durant 30 min. Passat aquest temps, I'excés de
reactius es va eliminar per filtracio i es va repetir el procés. En acabar, la resina es va rentar
amb DMF (3 x 3 ml), iPrOH (3 x 3 ml) i DCM (3 x 3 ml). La preséncia d'una amina secundaria es
va comprovar mitjangant el test del cloranil (color verd), el control de reacci6 realitzat per HPLC
i el control per espectroscopia d'IR.

Segon acoblament de monomer: es va procedir de forma analoga al primer acoblament,
utilitzant en aquest cas el monomer corresponent a I'amina A37 i fent el control de reaccié
mitjangant el test del cloranil (incolor), per HPLC i per espectroscopia d'IR.

Desproteccio del grup Ns: es va procedir de forma analoga a I'explicada anteriorment.
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Tercer acoblament de monomer: es va realitzar de forma analoga a les anteriors, utilitzant
en aquest cas el monomer corresponent a I'amina A10.

Desproteccio del grup Ns: es va procedir de forma analoga a les dues anteriors.

Escissio de /a resina: es va dur a terme seguint el procediment estandard descrit a I'apartat
7.2.3. Finalment, l'oli groguenc residual es va redissoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va
liofilitzar, per obtenir 75 mg de residu (rdt. 78%) corresponent al peptoide 59 amb una puresa
del 93% per HPLC. La identificacio del peptoide es va confirmar per CL-EM.

[ N-(2-Feniletil)glicil]-[ /-(2-(4'-fluorofenil)etil)glicil]-V-[ 2-(2’,4'-diclorofenil)etil]glicinamida

N10-37-15C (59)

CL-EM 587.2, 589.2, 591.2 (M+H, Cl,)*

7.3.3.4.2. Sintesi del peptoide N22-6-16C (1)

Es va preparar una xeringa de 3 ml que contenia 100 mg (0.79 mmol/g, 0.08 mmol) de
resina de poliestire AM RAM. Després de l'inflat inicial de la resina, es va procedir a realitzar la
desproteccid del grup Fmoc, la primera acilacid i la primera aminacié (A16) seguint el
procediment estandard descrit a l'apartat 7.2.3 (canviant l'acid cloroacétic per l'acid
bromoacetic en I'etapa d‘acilacio).

Primera acoblament de monomer: sobre la resina inflada amb DCM, s'hi va afegir una
dissolucié de 86 mg (0.24 mmol, 3 eqg.) del monomer corresponent a I'amina A6 en 2 ml d’una
mescla DCM/DMF (2:1). Seguidament s'hi van afegir 60 pl (0.4 mmol, 5 eq.) de DIC i la xeringa
es va mantenir en agitacidé a t.a. durant 1 h. Passat aquest temps, I'excés de reactius es va
eliminar per filtracié i el procés es va repetir. En acabar, la resina es va rentar amb DCM (3 x
3ml), iPrOH (3 x 3 ml) i DMF (3 x 3 ml). No obstant, el test del cloranil realitzat va donar
positiu (color verd), posant de manifest la preséncia d'una amina secundaria i, per tant, que
I'acoblament no s’havia produit. La confirmacié d’aquest extrem es va obtenir per CL-EM on es
va poder observar com a pic majoritari el corresponent a la 2-(2-(NMV*metilpirrolidin-2"-
il)etilamino)acetamida de partida. Com a alternativa, es va procedir a afegir una dissolucié de
86 mg (0.24 mmol, 3 eq.) del monomer corresponent a I'amina A6, 166 mg (0.32 mmol, 4 eq.)
de PyBOP i 82 pl (0.48 mmol, 6 eq.) de DIEA en 2 ml d'una mescla DCM/DMF (2:1). La mescla
es va deixar en agitacié a t.a. durant 2 h. Després d'eliminar I'excés de reactius i fer els
corresponents rentats de la resina, es va fer el test del cloranil. El resultat va ser hovament
positiu (color verd), posant de manifest que I'acoblament no s’havia produit.

151



Capitol 7

7.3.3.4.3. Estudi de les condicions dacoblament de monomers d'N-alquilglicines damines amb
un nitrogen terciari en la cadena lateral

Es va preparar una xeringa de 10 ml que contenia 320 mg (0.79 mmol/g, 0.25 mmol) de
resina de poliestire AM RAM. Després de l'inflat inicial de la resina, es va procedir a realitzar la
desproteccié del grup Fmoc, la primera acilacié i la primera aminacié (A15) seguint el
procediment estandard descrit a l'apartat 7.2.3 (canviant l'acid cloroacéetic per Iacid
bromoacetic en I'etapa d’acilacid). Després dels rentats de la resina, aquesta es va deixar
assecar i es va repartir entre 8 xeringues de 3 ml (40 mg de resina/xeringa). A continuacio, es
van agafar les xeringues per parelles i s’hi va afegir una de les quatre dissolucions segiients:

1) 34mg (0.09 mmol, 3eq.) de mondmer corresponent a lamina A22, 316 pl
(0.16 mmol, 5 eq.) d'HOAt i 25 pl (0.16 mmol, 5 eq.) de DIC en 800 pl de DMF.

2) 34 mg (0.09 mmol, 3 eqg.) de mondomer corresponent a lI'amina A22, 21.3 mg
(0.16 mmol, 5 eq.) d'HOBt, 82.2 mg (0.16 mmol, 5 eq.) de PyBOP i 27 pl (0.16 mmol,
5 eq.) de DIEA en 800 ul de DMF.

3) 34mg (0.09 mmol, 3eq.) de mondmer corresponent a l'amina A22, 60 mg
(0.16 mmol, 5 eq.) d'HATU i 27 pl (0.16 mmol, 5 eq.) de DIEA en 800 ul de DMF.

4) 34 mg (0.09 mmol, 3 eq.) de mondomer corresponent a l'amina A22, 21.3 mg
(0.16 mmol, 5 eq.) d’'HOBt i 25 pl (0.16 mmol, 5 eq.) de DIC en 800 ul de DMF.

Les xeringues es van mantenir en agitacié a t.a. durant 1 h (una xeringa de cadascuna de
les parelles) o durant 12 h (la resta de xeringues) sense realitzar duplicats. En acabar, es van
realitzar els rentats amb DMF (3 x 2 ml), iPrOH (3 x 2 ml) i DCM (3 x 2 ml). Finalment, es va
agafar una mostra de resina de cadascuna de les xeringues, es va realitzar |'escissié de la resina
i es va analitzar els residu obtingut per HPLC. Els resultats d'aquest analisi s’han mostrat en la
Taula 4.1 de l'apartat 4.4.4.3.

7.3.3.4.4. Sintesi dels peptoides model N22-22-15C (22) i N16-22-15C (60)

Es va ajuntar la resina de les vuit xeringues utilitzades en I'estudi anterior en una Unica
xeringa de 10 ml i es va realitzar el duplicat de I'acoblament del monomer corresponent a
I'amina A22.

Primer acoblament de monomer; sobre la resina inflada amb DMF, s’hi va afegir una
dissolucié de 273 mg (0.76 mmol, 3 eq.) de monomer corresponent a I'amina A22, 479 mg
(1.26 mmol, 5 eq.) d'HATU i 215 pl (1.26 mmol, 5 eq.) de DIEA en 4 ml de DMF. La meslca de
reaccid es va mantenir en agitacié a t.a. durant 1.5 h. Passat aquest temps, es va eliminar
I'excés de reactius i es va procedir a realitzar els rentats de la resina amb DMF (3 x 5 ml), iPrOH
(3x5ml)i DCM (3 x 5 ml). El test del cloranil va donar negatiu (incolor), posant de manifest
que l'acoblament s’havia produit satisfactoriament.
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Desproteccio del grup Ns: sobre la resina inflada amb DMF, s’hi va afegir una dissoluci6 de
130 pl (1.26 mmol, 5 eq.) tiofenol i 188 pl (1.26 mmol, 5eq.) de DBU en 4 ml de DMF. La
Xeringa es va mantenir en agitacié a t.a. durant 30 min. Passat aquest temps, I'excés de
reactius es va eliminar per filtracio i es va repetir el procés. En acabar, la resina es va rentar
amb DMF (3 x 5 ml), iPrOH (3 x 5 ml) i DCM (3 x 5 ml). La preséncia d'una amina secundaria es
va comprovar mitjancant el test del cloranil (color verd) i el control de reaccié realitzat per
HPLC.

Seguidament, la resina es va separar en dues xeringues de 5ml ¢ 160 mg de
resina/xeringa) i es va continuar la sintesi en paral‘lel dels dos peptoides.

Segon acoblament de monomer: es va procedir de forma analoga a I'anterior tot escalant
les quantitats de reactius i dissolvent a la meitat i utilitzant respectivament el monomer
corresponent a l'amina A22 per a la sintesi del peptoide N22-22-15C i el monomer
corresponent a l'amina A16 per a la sintesi del peptoide N16-22-15C. La reaccié d‘acoblament
es va fer duplicat en cadascun dels casos. En acabar, es va realitzar el test del cloranil i el
resultat va ser negatiu (incolor), posant de manifest que |'acoblament s'havia produit
satisfactoriament. Aquest resultat es va comprovar també per HPLC.

Desproteccio del grup Ns: es va procedir de forma analoga a l'anterior tot escalant
novament les quantitat de reactius i dissolvent a la meitat.

Escissio de /a resina: es va dur a terme seguint el procediment estandard descrit a I'apartat
7.2.3. Finalment, els olis groguencs residuals es van redissoldre en una mescla d'H,O/ACN i es
van liofilitzar, per obtenir 49 i 55 mg de residu (79% i 75% de puresa per HPLC) corresponents
als peptoides 22 i 61 respectivament.

La purificacié d'aquests crus de reaccio es va realitzar per HPLC a escala semipreparativa
(vegeu condicions de purificacid descrites a I'apartat 7.1 utilitzant la columna X-Terra® Cy5 de
5pum (10 x 150 mm) de Waters amb el programa: 2 min a 10% d'ACN, de 10% a 100% en
20 min i 5 min a 100% d’ACN) per obtenir 19.8 mg del peptoide 22 (rdt. 30%) i 21.6 mg del
peptoide 61 (rdt. 30%), ambdds amb una puresa superior al 98% per HPLC. La identificacié
dels peptoides es va confirmar per CL-EM.

[ V-(2-(1'-Metil-2'-pirrolidinil)etil)glicil]-[ /-(2-dietilaminoetil)glicil]- V[ 2-(2',4'-
diclorofenil)etil]glicinamida

N16-22-15C (60)

CL-EM 571.3, 573.3, 575.3 (M+H, Cl,)*
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7.3.3.4.5. Sintesi del peptoide N22-6-16C (1)

Es va preparar una xeringa de 3 ml que contenia 100 mg (0.79 mmol/g, 0.08 mmol) de
resina de poliestire AM RAM, Després de l'inflat inicial de la resina, es va procedir a realitzar la
desproteccid del grup Fmoc, la primera acilacid i la primera aminacié (A16) seguint el
procediment estandard descrit a I'apartat 7.2.3 (canviant l'acid cloroacéetic per lacid
bromoacetic en I'etapa d'acilacio).

Primer acoblament de monomer: sobre la resina inflada amb DMF, s’hi va afegir una
dissoluci6 de 84 mg (0.24 mmol, 3 eq.) del monomer corresponent a l'amina A6, 150 mg
(0.39 mmol, 5 eq.) dHATU i 68 pul (0.39 mmol, 5 eq.) de DIEA en 1.5 ml de DMF. La mescla es
va mantenir en agitacié a t.a. durant 1.5 h. Passat aquest temps, I'excés de reactius es va
eliminar per filtracio i es va repetir el procés. En acabar, es van realitzar els rentats de la resina
amb DMF (3 x 2ml), iPrOH (3 x 2ml) i DCM (3 x 2 ml). El test del cloranil va donar
lleugerament positiu (color verd) i, per tant, es va fer un tercer acoblament en les mateixes
condicions deixant la xeringa en agitacié durant tota la nit (12 h). Aleshores es van realitzar els
rentats de la resina de forma analoga a I'explicada anteriorment i es va fer el test del cloranil. El
resultat, en aquesta ocasid, va ser negatiu (incolor) posant de manifest que l'acoblament
s’havia produit satisfactoriament.

Desproteccio del grup Ns. sobre la resina inflada amb DMF, s’'hi va afegir una dissoluci6 de
40 pl (0.39 mmol, 5 eq.) de tiofenol i 60 pl (0.39 mmol, 5 eq.) de DBU en 1.5 ml de DMF. La
mescla de reaccié es va mantenir en agitacio a t.a. durant 30 min. Passat aquest temps, I'excés
de reactius es va eliminar per filtracio i es va repetir el procés. En acabar, es van realitzar els
rentats de la resina amb DMF (3 x 2 ml), iPrOH (3 x 2 ml) i DCM (3 x 2 ml). El test del cloranil
va donar positiu (color verd) posant de manifest la preséncia d'una amina secundaria. La
confirmacié que la desproteccid havia estat quantitativa es va obtenir mitjangant el control de
reaccio realitzat per HPLC.

Segon acoblament de monomer: es va procedir de forma analoga al primer acoblament,
utilitzant en aquest cas el monomer corresponent a lI'amina A22. Després de realitzar el
duplicat, es van fer els corresponents rentats i el test del cloranil, el qual va donar un resultat
negatiu (incolor).

Desproteccio del grup Ns: es va realitzar de forma analoga a I'explicada anteriorment.

Escissio de la resina. es va dur a terme seguint el procediment estandard descrit a I'apartat
7.2.3. Finalment, l'oli groguenc residual es va redissoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va
liofilitzar, per obtenir 34 mg de residu corresponents al peptoide 1.

La purificacid d’aquest cru de reaccié es va realitzar per HPLC a escala semipreparativa
(vegeu condicions de purificacid descrites a I'apartat 7.1 utilitzant la columna X-Terra® Cy5 de
5pum (10 x 150 mm) de Waters amb el programa: 2 min a 5% d’ACN, de 5% a 100% en
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20 min i 5 min a 100% d’ACN) per obtenir 11.3 mg del peptoide 1 (rdt. 29%) amb una puresa
superior al 98% per HPLC. La identificacié del peptoide es va confirmar per CL-EM.

7.4. DETERMINACIO ESTRUCTURAL DEL COMPOST DE PM-14

7.4.1. EXPERIMENTS BASATS EN LA SINTESI DE PEPTOIDES. SERIES 1, 2, 31 4

La sintesi dels peptoides de les quatre séries es va dur a terme seguint el procediment
descrit a l'apartat 7.2.3, utilitzant xeringues de 3 ml que contenien 150 mg (0.75 mmol/g,
0.11 mmol) de resina de poliestire AM RAM. Un cop acabada la sintesi i escindit el peptoide de
la resina, es va dur a terme lanalisi de cadascun dels crus de reaccid, sense purificar, per
CL-EM. Aquesta analisi va ser suficient per identificar els peptoides sintetitzats, no essent
necessaria la seva caracteritzacioé per RMN.

7.4.1.1. Série 1

[ V-(2-Dimetilaminoetil)glicil]-[ A-(2-(1'-pirrolidinil)etil)glicil]- V-[ 2-(1'-metil-2'-
pirrolidinil)etil]glicinamida

N23-6-16C (61)

CL-EM: 468.4 (M+H)*

[ M-(2-(1'-pirrolidinil)etil)glicil]-[ A-(2-(1'-pirrolidinil)etil)glicil]- /-[ 2-(1’-metil -2'-
pirrolidinil)etil]glicinamida

N6-6-16C (62)

CL-EM: 494.4 (M+H)*

7.4.1.2. Seérie 2

[ V-(2-Dietilaminoetil)glicil]-[ A~(2-(1'-pirrolidinil)etil)glicil]- A-[ 2-(1'-pirrolidinil)etil]
glicinamida

N22-6-6C (63)

CL-EM: 482.4 (M+H)*

[ M-(2-(1'-Pirrolidinil)etil)glicil]-[ - (2-dietilaminoetil)glicil]- /-[2-(1'-metil-2’-
pirrolidinil)etil]glicinamida

N6-22-16C (64)

CL-EM: 496.4 (M+H)*
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[ A-(2-(1'-Metil-2’'-pirrolidinil)etil)glicil]-[ V-(2-(1'-pirrolidinil)etil)glicil]- A-[ 2-
dietilaminoetil]glicinamida

N16-6-22C (65)

CL-EM: 496.4 (M+H)*

[ M-(2-Dietilaminopropil)glicil]-[ A-(2-(1'-pirrolidinil)etil)glicil]- /-[ 2-(1'-metil-2’-
pirrolidinil)etil]lglicinamida

N19-6-16C (66)

CL-EM: 510.4 (M+H)*

7.4.1.3. Série 3

[ MV-(2-Dietilaminoetil)glicil]-[ A-(2-(1'-pirrolidinil)etil)glicil]- - (2-feniletil)glicinamida
N22-6-10C (67)

CL-EM: 489.2 (M+H)*

[ M-(2-Dietilaminoetil)glicil]-[ A-(2-feniletil)glicil]- A-[ 2-(1'-pirrolidinil)etillglicinamida
N22-10-6C (68)

CL-EM: 489.2 (M+H)*

[ M-(2-Dietilaminoetil)glicil]-[ /-(2-feniletil)glicil]- V-(2-feniletil)glicinamida
N22-10-10C (69)

CL-EM: 496.3 (M+H)*

[ M-(2-Dietilaminoetil)glicil]-[ A-(2-dietilaminoetil)glicil]- /- (2-feniletil)glicinamida
N22-22-10C (70)

CL-EM: 491.4 (M+H)*

7.4.1.4. Serie 4

[ V-(2-Dietilaminoetil)glicil]-[ A-(2-dietilaminoetil)glicil]- A-[ 2-(1'-pirrolidinil)etil]Jglicinamida
N22-22-6C (71)

CL-EM: 484.4 (M+H)*

[ V-(2-Dietilaminoetil)glicil]-[ /-(2-dietilaminoetil)glicil]- A-[ 2-dietilaminoetil]glicinamida
N22-22-22C (72)

CL-EM: 486.4 (M+H)*

[ M-(2-Dietilaminopropil)glicil]-[ A-(2-dietilaminopropil)glicil]- AV-[ 2-(1'-
pirrolidinil)etil]lglicinamida

N19-19-6C (73)
CL-EM: 512.3 (M+H)*
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[ M-(2-Dietilaminopropil)glicil]-[ A-(2-dietilaminopropil)glicil]- A-[ 2-
dietilaminopropillglicinamida

N19-19-19C (74)
CL-EM: 528.5 (M+H)*

7.4.2. EXPERIMENTS BASATS EN EL MARCATGE ISOTOPIC

7.4.2.1. Marcatge de I'amina A22

7.4.2.1.1. Sintesi de l'amina deuterada 76

7.4.2.1.1.1. Obtencio de acetamida 75

A una dissolucié de cloroacetamida (6.23 g, 65 mmol) en 80 ml de THF anh.”, s’hi van
afegir 10.7 g (78 mmol) de K,CO; i 4.7 g (65 mmol) de d’'N,A-dietilamina. La mescla es va
escalfar a reflux durant 1 h. A continuacié s’hi van afegir 0.5 eq. més de dietilamina (2.4 g).
Després de 3 h, es va observar per CG que la reaccié havia estat completa. El cru de reaccid es
va filtrar i el dissolvent i I'excés d’amina es van eliminar a pressié reduida, per obtenir 7.6 g de
solid blanc corresponent a l'acetamida 75 (rdt. 90%).

2-(Dietilamino)acetamida (75)'%°

Pf: 76-77 °C (lit.?° 76-77 °C)

1H-RMN (300 MHz, CDCl;):  3.01 (s, COCH,N), 2.57 (q, J=7.2 Hz, 4H, 2 x CHsCH,N), 1.04 (t,
J=7.2 Hz, 6H, 2 x CH3CH,N).

13C_.RMN (75 MHz, CDCl5): 175.5 (CO), 57.3 (COCH,N), 48.6 (2 X CH3CH,N), 12.3 (2 x CH3CH,N).
EM (m/z) 130 (M, 5), 86 (M-CH,NO, pic base), 72 (M-C;HsNO, 7), 58 (M-C4HioN,
55).

7.4.2.1.1.2. Obtencio de lamina 76

En un matras sec i flamejat sota atmosfera d'argd col-locat en un bany de gel a 0 °C que
contenia 230 mg de LiAID, (5.5 mmol), s'hi va afegir una dissolucié d’acetamida 75 (480 mg,
3.7 mmol) en 20 ml de THF anh. A continuacid, es va retirar el bany de gel i la suspensié es va

: El THF es va destil*lar sobre filaments de Na.
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escalfar a reflux durant 7 h, controlant la reaccié per CG. Passat aquest temps, la reaccid es va
tractar afegint H,O lentament per destruir I'excés d’agent reductor. El cru de reacci6 es va filtrar
i el dissolvent es va eliminar a pressio reduida, per obtenir 360 mg d'un oli groguenc
corresponent a la mescla damina 76 i d'acetamida 75 de partida amb una relacié 95:5,
determinada per RMN. Aquest cru de reaccid es va utilitzar directament per a la sintesi del
corresponent peptoide marcat sense realitzar cap etapa de purificacio.

N, N-Dietil-1,2-etandiamina (76)

!H-RMN (400 MHz, CDCl;):  2.49 (q, J=7.2 Hz, 4H, 2 x CH;CH,N), 2.43 (sa, 2H, NCH,CD,NH2),
1.84 (sa, 2H, NHy), 0.99 (t, J=7.2 Hz, 6H, 2 x CHsCH,N).

13C_.RMN (100 MHz, CDCl;):  55.3 (NCH,CD,NH,), 46.6 (2 x CHiCH,N), 38.5 (q, J=20.4 Hz,
NCHzc_DzNHz), 11.4 (2 X C_H3CH2N)

EM (m/z) 118 (M, 30), 86 (M-CH,D;N, pic base), 72 (M-C,HsD,N, 30), 46 (M-
CsHioN, 35).
EMAR per CgHy5D;N, Calculada:  119.1517 (M+H)*

Determinada: 119.1513

7.4.2.1.2. Sintesi de lamina deuterada 79

7.4.2.1.2.1. Obtencio del carbamat 77

En un matras que contenia 2 g (22.2 mmol) d'Atetil-1,2-etandiamina en 50 ml d’EtOH, s'hi
van afegir 4.6 ml (22.2 mmol) de carbonat de tert-butilfenil. La mescla de reaccié es va escalfar
a reflux en agitacid durant 24 h. Desaparegut el producte de partida (control per CG), el
dissolvent es va eliminar a pressid reduida, s’hi van afegir 30 ml d’'H,O i HCI2 N per tal
d’acidificar el medi i es va realitzar una extraccid amb DCM (3 x 25 ml). La fase aquosa es va
basificar afegint NaOH 4 N i es va realitzar una nova extracci6 amb DCM (3 x 30 ml). Els
extractes organics es van assecar sobre MgS0; i el dissolvent es va eliminar a pressio reduida,
per obtenir un solid corresponent al carbamat 77 (3.14 g, 75% rdt.).

2-(Etilamino)etilcarbamat de tert-butil (77)'**

Pf: (lit.*?! 54.5-55 oC)

1H-RMN (300 MHz, CDCl;):  5.02 (sa, 1H, NHCO), 3.22 (q, J=6.6 Hz, 2H, NHCH,CH,NHCO), 2.73
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(t, J=6.6Hz, 2H, NHCH,CH,NHCO), 2.65 (q, J=7.2Hz, 2H,
CHsCH,NH), 1.45 (s, 9H, 3 x CHs), 1.30 (sa, 1H, NH), 1.10 (t,
3=7.2 Hz, 3H, CH;CH,NH).

13C_.RMN (75 MHz, CDCl5): 156.1 (CO), 79.0 (C(CHs);), 48.9 (NHCH,CH,NHCO), 43.7
(CHsCH,NH), 40.3 (NHCH,CH,NHCO), 28.4 (3 x CHs;), 15.3
(CH3CH,NH).

EM (m/z) 188 (M, 2), 115 (M-C4H40, 28), 72 (M-CsH;gNO,, 55), 58 (M-CsH{,NO,,
pic base).

7.4.2.1.2.2, Obtencio del carbamat 78

En un matras que contenia 1 g (5.3 mmol) del carbamat 77 i 830 mg (6.4 mmol) de
K,COs5 en 30 ml de DMF, s'hi van afegir lentament 446 pl (5.6 mmol) de iodur d’etil deuterat. La
mescla es va mantenir en agitacid a t.a. durant 3 h. Acabada la reaccié (control per CG), el cru
de reaccid es va filtrar i es va eliminar el dissolvent a pressio reduida. A continuacio, es va
redissoldre en DCM i es va tornar a filtrar. Finalment, el dissolvent es va eliminar a pressid
reduida, per obtenir 1.05 g del carbamat 78 en forma d’oli (rdt. 90%).

2-(Dietilamino)etilcarbamat de tert-butil (78)

1H-RMN (400 MHz, CDCl;):  3.16 (g, J=5.7Hz, 2H, NCH,CH,NHCO), 2.54 (ac, 4H, NCH,CH,NHCO i
CHsCH,N), 1.45 (s, 9H, 3 x CHs), 1.00 (t, J=7.2 Hz, 3H, CH3CH,N).

13C.RMN (100 MHz, CDCl;):  155.7 (CO), 79.3 (C(CHs)s), 51.3 (NCH,CH,NHCO), 46.2 (CHsCH,N),
45.5 (q, J=20.2 Hz, CHsCD,N), 36.0 (NCH,CH,NHCO), 27.8 (3 x CHs),
11.1 (CH5CH,N), 10.0 (hep, J=19.6 Hz, CDsCH,N).

EM (m/z) 221 (M, 4), 164 (M-CiHs, 2), 148 (M-CsHo0, 42), 120 (M-CsHsOs, 8),
105 (M'C5H10N02, 9),91 (M'C6H12N02, plC base), 77 (M'C7H14N02, 12),
57 (M-C;H;gDsN,0,, 36).

EMAR per C;;H,oDsN,0, Calculada:  222.2230 (M+H)*
Determinada: 222.2230

7.4.2.1.2.3. Obtencio de lamina 79

Sobre el matras que contenia 1.05 g (4.8 mmol) del carbamat 78 s'hi van afegir 16 ml de
dioxa i 6 ml d'HCI 4 N. La mescla de reacci6 es va mantenir en agitacié a t.a. durant tota la nit.
Passades 12 h (control per CG), la reaccid es va donar per acabada i es va eliminar el dissolvent
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a pressié reduida, per obtenir 662 mg d'amina 79 en forma de clorhidrat (rdt. 87%). Aquest
solid es va utilitzar directament sense cap tipus de purificacid addicional per a la sintesi del
peptoide N22*-6-16C.

N,N-Dietil-1,2-etandiamina (79)

1H-RMN (400 MHz, D,0): 3.52-3.38 (ac, 4H, NCH,CH,NH,), 3.23 (g, J=7.2 Hz, 2H, CH,CHs),
1.24 (t, =7.2 Hz, 3H, CH,CH).

13C-RMN (100 MHz, D,0): 53.5 (NCH,CH,NH,), 47.8 (CH,CHs), 47.0 (g, J=21.3 Hz, CD,CDs),
33.8 (NCH,CH,NH,), 8.2 (CH,CHs), 7.3 (hep, J=19.5 Hz, CD,CD5).

EMAR per C¢H;,DsN; Calculada: 122.1706 (M+H)*
Determinada: 122.1704

7.4.2.1.3. Sintesi dels peptoides N22'-6-16C i N22*-6-16C

La sintesi dels dos peptoides es va dur a terme seguint el procediment descrit a I'apartat
7.2.3, utilitzant xeringues de 3 ml que contenien 150 mg (0.70 mmol/g, 0.10 mmol) de resina
de poliestiré AM RAM. L'Ultima etapa d’aminacid es va fer per duplicat tot afegint una dissolucio
de 124 mg (1 mmol) d'amina 76 pel cas de I'N22"-6-16C o 164 mg (1 mmol) d’amina 79 pel
cas de I’ N22*-6-16C en 1.5 ml de DMF. En el cas de I'amina 79, aquesta es va dissoldre en
DMF, s’hi van afegir 145 pl (1 mmol) de trietilamina i es va filtrar abans d’afegir-la sobre Ia
resina. Un cop acabada la sintesi i escindit el peptoide de la resina, es va dur a terme I'analisi
de cadascun dels crus de reaccié sense purificar per CL-EM,

7.4.2.2. Marcatge de I'amina A16

7.4.2.2.1. Sintesi de lamina deuterada 89

7.4.2.2.1.1. Obtencio del prolinol 80

Seguint el procediment descrit per Correa et al.,'*

en un matras sec i flamejat sota
atmosfera d’argd que contenia 3.94 g (104.2 mmol) de LiAlH; en 250 ml de THF anh. col‘locat
en un bany de gel a 0°C, s’hi van afegir 10 g (86.8 mmol) d’L-prolina. Seguidament, es va
retirar el bany de gel i la reaccid es va escalfar a reflux durant 5 h. Un cop acabada la reaccid,
es va procedir al seu tractament afegint lentament THF amb un 5% d'H,O per destruir 'excés
d’agent reductor. A continuacio, el cru de reacci6 es va filtrar i el dissolvent es va eliminar a

pressio reduida, per obtenir 8.5 g d’un oli de color groc pal'lid. Aquest oli es va purificar per
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destil‘lacié al buit (20 Torr), recollint la fraccid pura als 105°C en forma d’oli incolor
corresponent a I'(S)prolinol 80 (7.4 g, rdt. 85%).

(S)-Prolinol (80)123
Peb: 104-107 °C a 20 Torr (lit.'?* 79-82 °C a 3 Torr)

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  3.56 (dd, J;=11 Hz, J,=4 Hz, 1H, CH,OH), 3.40 (sa, 2H, NH i OH),
335 (dd, J;=11 Hz, 1,=8 Hz, 1H, CH,OH), 3.26 (ac, 1H,
NHCH,CH,CH,CH), 2.91 (t, J;=6.5 Hz, 2H, NHCH,CH,CH,CH), 1.80
(ac, 1H, NHCH,CH,CH,CH), 1.71 (ac, 2H, NHCH,CH,CH,CH), 1.40 (ac,
1H, NHCH,CH,CH,CH).

13C-RMN (125 MHz, CDCl5):  64.6 (CH,0H), 59.7 (NHCH,CH,CH,CH), 46.2 (NHCH,CH,CH,CH), 27.4
(NHCH,CH,CH,CH), 25.8 (NHCH,CH,CH,CH).

IR (film), v (cm™): 3650-3050 (OH, NH), 2959, 2871 (CH), 1540, 1416, 1043.

EM (m/z) 101 (M, 3), 70 (M-CH30, pic base).

7.4.2.2.1.2. Obtencio del Boc-prolinol 81

Seguint el procediment descrit per Keller et al,'** es van pesar 5.9 g (58.4 mmol)
d’'(S)-prolinol 80 i es van dissoldre en 50 ml de tBuOH i 65 ml de NaOH 1 N. Tot seguit, s'hi
van afegir 13 g (58.4 mmol) de Boc,O i la mescla de reaccié es va mantenir en agitacié a t.a.
durant 2 h. Desaparegut el producte de partida (control per CG), s’hi van afegir 50 ml d'H,0 i
es va extreure amb DCM (3 x 50 ml). Les fraccions organiques es van ajuntar i es van assecar
sobre MgSQ,. El dissolvent es va eliminar a pressié reduida, per obtenir 11.1g del
Boc-(.S)-prolinol 81 en forma d’oli incolor, el qual va cristal*litzar en refredar-se (rdt. 94%).

(S)-N-tert-Butoxicarbonilprolinol (81)'%°

Pf: 56-57 °C (lit.}?® 57-58 °C)

TLC Hexa-AcOEt (1:1) Rf=0.42

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  4.82 (sa, 1H, OH), 3.97 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 3.63-3.58 (ac, 2H,
CH,OH), 3.45-3.43 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 3.32-3.29 (ac, 1H,
NCH,CH,CH,CH), 2.02-1.98 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 1.85-1.78 (ac,
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2H, NCH,CH,CH,CH), 1.56-1.54 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 1.47 (s, 9H,
3 X CH3)

13C-RMN (125 MHz, CDCl;):  157.1 (CO), 80.1 (C(CHs);), 67.5 (CH,OH), 60.1 (NCH,CH,CH,CH),
47.5 (NCH,CH,CH,CH), 28.6 (NCH,CH,CH,CH), 28.4 (3 x CHs), 23.9

(NCH,CH,CH,CH).

IR (KBr), v (cm™): 3550-3200 (OH), 2976, 2876 (CH), 1698 (CO), 1407, 1253, 1170,
1050, 773.

EM (m/z) 201 (M, 1), 170 (M-CHs0, 70), 128 (M-C4HoO, 65), 114 (M-CsH;,0,

95), 70 (M-CgH1,03, pic base).

7.4.2.2.1.3. Obtencio del tosilat 82

Seguint el procediment descrit per Cardillo et a/,'> en un matras que contenia 5.5 ¢

(27.3 mmol) de Boc-(S)-prolinol 81, 7.5 ml (54.6 mmol) de trietilamina i 1.1 g (9 mmol) de
DMAP en 200 ml de DCM col'locat en un bany de gel a 0 °C, s’hi van afegir 7.8 g (40.9 mmol)
de clorur de tosil. Tot seguit, es va retirar el bany de gel i es va mantenir la reaccié en agitacio
constant a t.a. durant tota la nit. Desaparegut el producte de partida (control per CG), el
dissolvent es va eliminar a pressié reduida, s’hi van afegir 150 ml d'H,0 gelada i es va extreure
amb tBuOMe (3 x 70 ml). Finalment, la fase organica es va rentar amb 50 ml de KHCO;s sat. i es
va assecar sobre MgS0.. El dissolvent es va eliminar a pressié reduida, per obtenir 11.3 g de
cru de reaccié en forma d’oli marronds. Aquest es va purificar per cromatografia en columna
tipus flash eluint amb hexa:AcOEt (5:1), per obtenir un oli incolor corresponent al tosilat 82
(8.05 g, rdt. 83%).

(S)-N-tert-Butoxicarbonil- O-tosilprolinol (82)12°
TLC Hexa-AcOEt (3:1) Rf=0.36

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  7.75 (d, J=8 Hz, 2H, 2 X Hy,), 7.34 (d, J=8 Hz, 2H, 2 X Ha,), 4.10-3.95
(ac, 2H, CH,0), 3.82-3.77 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 3.34-3.26 (ac,
2H, NCH,CH,CH,CH), 2.44 (s, 3H, CaCHs), 1.96-1.79 (ac, 4H,
NCH,CH,CH,CH), 1.36 (s, 9H, 3 X CH).

13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  154.3 (CO), 144.8 (Cy), 132.7 (Ca), 129.5 (CHyy), 127.8 (CHay), 79.8
(C(CHs);), 69.8 (CH,0), 554  (NCH,CH,CH,CH),  46.4
(NCH,CH,CH,CH), 28.2 (3 x CHs), 27.5 (NCH,CH,CH,CH), 23.7
(NCH,CH,CH,CH), 21.5 (C»CHs).
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IR (film), v (cm™): 3084, 3029 (C,-H), 2976, 2878 (CH), 1693 (CO), 1395, 1189, 1176,
1097, 968.
EM (m/z) 355 (M, 2), 282 (M-C4HyO, 5), 207 (M-CyHis, 5), 170 (M-CgHgOsS,

25), 114 (M-C;,H;,05S, 80), 70 (M-Cy3H;,0sS, pic base).

7.4.2.2.1.4. Obtencio del nitril 83

En un matras que contenia 5.7 g (16 mmol) de tosilat 82 en 130 ml de DMF anh., s’hi van
afegir 1.57 g (32 mmol) de NaCN. La mescla de reaccid es va escalfar a 100 °C i es va mantenir
en agitacié constant durant 6 h. Desaparegut el producte de partida (control per TLC i CG), el
dissolvent es va eliminar a pressid reduida, s’hi van afegir 100 ml d'H,0 i es extreure amb
tBuOMe (3 x 70 ml). Els extractes organics es van assecar sobre MgSQ, i el dissolvent es va
eliminar a pressioé reduida, per obtenir 3.35 g de cru de reaccid en forma d'oli. Aquest es va
purificar per cromatografia en columna tipus fiash eluint amb hexa:AcOEt (2:1), per obtenir el
nitril 83 en forma d’oli groguenc (2.51 g, rdt. 75%).

(S)-N-tert-Butoxicarbonil-2-(cianometil)pirrolidina (83)
TLC Hexa-AcOEt (4:1) Rf=0.26

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  4.00 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 3.47-3.38 (ac, 2H, NCH,CH,CH,CH),
2.86-2.55 (ac, 2H, CH,CN), 2.20-1.83 (ac, 4H, NCH,CH,CH,CH), 1.47
(s, 9H, 3 x CHs).

13C-RMN (125 MHz, CDCl5): 154.5 (CO), 118.0 (CN), 79.9 (C(CHs)3), 47.0 (NCH,CH,CH,CH), 46.7
(NCH,CH,CH,CH), 30.3 (NCH,CH,CH,CH), 28.4 (3 x CHs), 23.6
(NCH,CH,CH,CH), 22.2 (CH,CN).

IR (film), v (cm™): 2976, 2876 (CH), 2250 (CN), 1692 (CO), 1395, 1164, 773.

EM (m/z) 210 (M, 2), 195 (M-CHs, 3), 170 (M-CoH,N, 55), 137 (M-C4Hs0, 80),
114 (M'CsHloN, 80), 109 (M'CsHQOZ, 54), 70 (M'C7H10N02, pic base).

7.4.2.2.1.5, Obtencio de 'homoprolina 84

Seguint el procediment descrit per Cardillo et a/,'> en un matras que contenia 2.5g
(11.9 mmol) del nitril 83 s'hi van afegir 130 ml d’'HCl 12 N i 26 ml dacid acetic glacial. La
mescla de reaccid es va escalfar a reflux durant 3 h. Passat aquest temps, es va retirar la
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manta calefactora i es va deixar en agitaci a t.a durant 12 h. A continuacio, es van fer rentats
amb Et,0 (2 x 80 ml) i I'H,0 es va eliminar a pressio reduida. Finalment, el cru de reacci6 es va
congelar i liofilitzar per obtenir 1.82 g dun solid blanc corresponent al clorhidrat de
I'homoprolina 84 (93% rdt.). Aquest solid es va utilitzar directament sense realitzar cap etapa
de purificacio addicional.

Acid 2(S)-pirrolidin-2-il)acétic (84)

1H-RMN (500 MHz, D,0): 3.76 (ac, 1H, NHCH,CH,CH,CH), 3.19 (t, J=9Hz, 2H,
NHCH,CH,CH,CH), 2.84-2.67 (CH,CO), 2.14-1.55 (NHCH,CH,CH,CH).

13C_RMN (125 MHz, D,0): 174.2 (CO), 57.4 (NHCH,CH,CH,CH), 45.7 (NHCH,CH,CH,CH), 36.0
(CH,CO), 29.8 (NHCH,CH,CH,CH), 23.2 (NHCH,CH,CH,CH).

CL-EM: 130.1 (M+H)*

7.4.2.2.1.6, Obtencio de 'homoprolinol 85

El procediment seguit va ser analeg al descrit a I'apartat 7.4.2.2.1.1 per a l'obtencié del
prolinol 80. En un matras sec i flamejat que contenia 1.03 g (27.3 mmol) de LiAlH, i 50 ml de
THF anh. s’hi van afegir 1.8 g (10.9 mmol) del clorhidrat de I'acid 2-((S)-pirrolidin-2-il)acetic. La
mescla es va escalfar a reflux durant 5 h. Acabada la reaccio, es va fer el tractament descrit
anteriorment per obtenir 965 mg d'un oli groguenc corresponent a I'homoprolinol 85 (rdt.
77%). Aquest es va utilitzar directament sense realitzar cap etapa de purificacié addicional.

2-((S)-Pirrolidin-2-il)etanol (85)

1H-RMN (400 MHz, CDCl;):  3.82-3.78 (ac, 2H, CH,CH,OH), 3.41-3.37 (ac, 1H, NHCH,CH,CH,CH),
2.92 (t J=6.8Hz, 2H, NHCH,CH,CH,CH), 1.93-1.43 (ac, 6H,
CH,CH,OH i NHCH,CH,CH,CH).

13C_.RMN (100 MHz, CDCl;):  62.3 (CH,CH,OH), 59.1 (NHCH,CH,CH,CH), 45.9 (NHCH,CH,CH,CH),
35.5 (CH,CH,0H), 31.6 (NHCH,CH,CH,CH), 25.6 (NHCH,CH,CH,CH).

EM (m/z) 115 (M, 3), 98 (M-OH, 10), 84 (M-CHs0, 7), 70 (M-C,HsO, pic base).
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7.4.2.2.1.7. Obtencio del Boc-homoprolinol 86

El procediment seguit va ser analeg al descrit a I'apartat 7.4.2.2.1.2. per a l'obtencid de
I'(S)-BOC-prolinol 81. En un matras que contenia 950 mg (8.3 mmol) de I'(S)-homoprolinol 85
dissolt en 12 ml de tBuOH i 16 ml de NaOH 1 N, s’hi van afegir 1.90 g (8.7 mmol) de Boc,0 i la
mescla es va mantenir en agitacié a t.a. durant 2 h. Acabada la reaccié (control per CG), es va
fer el tractament descrit anteriorment i el residu es va purificar per cromatografia en columna
tipus flash eluint amb hexa:AcOEt (2:1), per obtenir I'(S)-BOC-homoprolinol 86 en forma d'oli
incolor (1.44 g, rdt. 81%).

2-((S)- M- tert-Butoxicarbonilpirrolidin-2-il)etanol (86)
TLC Hexa-AcOEt (2:1) Rf=0.22

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  4.14 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 3.60-3.52 (ac, 2H, CH,CH,OH), 3.32
(t, 1=6 Hz, 2H, NHCH,CH,CH,CH), 2.03-1.60 (ac, 6H, CH,CH,OH i
NHCHzc_Hzc_Hch), 1.47 (S, 9H, 3x CH3)

13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  156.4 (CO), 79.8 (C(CHs)3), 59.0 (NCH,CH,CH,CH), 53.4 (CH,CH,OH),
46.4 (NCH,CH,CH,CH), 38.3 (CH,CH,OH), 31.1 (NCH,CH,CH,CH),
28.4 (3 x CHs), 23.5 (NCH,CH,CH,CH).

EM (m/z) 215 (M, 2), 170 (M-C,HsO, 60), 158 (M-CsHo, 35), 142 (C4HsO, 60),
114 (M-CsHq0,, pic base), 70 (M-CsHy0,-C;HsO, 90).

7.4.2.2.1.8. Obtencio de I'N-metilhomoprolinol 87

Seguint el procediment descrit per Leyendecker et a/,'*’ en un matras sec i flamejat sota
atmosfera d'argd que contenia 585 mg de LiAID4 (13.9 mmol) en 20 ml de THF anh. en un bany
de gel a 0 °C, s'hi van afegir 1 g (4.65 mmol) de I'alcohol 86. Seguidament es va retirar el bany
de gel i la reaccid es va escalfar a reflux durant 8 h. Un cop acabada la reaccid, es va procedir
al seu tractament afegint lentament THF amb un 5% d'H,O per destruir I'excés d'agent
reductor. A continuacio, el cru de reaccid es va filtrar i el dissolvent es va eliminar a pressio
reduida, per obtenir 442 mg d'un oli de color groc pal'lid corresponent al 2-((S)-M
metilpirrolidin-2-il)etanol 87 (rdt. 72%). Aquest oli es va utilitzar directament sense realitzar
cap etapa de purificacié addicional.
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2-((S)- Metilpirrolidin-2-il)etanol (87)

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  3.95 (ddd, J=11 Hz, J=10 Hz, J=3.6 Hz, 1H, CH,CH,OH), 3.66 (dtd,
J=11Hz, J=4.7Hz, J=0.6Hz, 1H, CH,CH,OH), 3.05 (ac, 1H,
NHCH,CH,CH,CH), 2.16 (ac, 1H, NHCH,CH,CH,CH), 2.54 (ac, 1H,
NHCH,CH,CH,CH), 1.95-1.52 (ac, 6H, CH,CH,OH i NHCH,CH,CH,CH).

13C.RMN (125 MHz, CDCl;):  64.8 (NCH,CH,CH,CH), 60.0 (CH,CH,OH), 56.7 (NCH,CH,CH,CH),
39.8 (hp, J=20 Hz, NCDs), 31.7 (CH,CH,OH), 28.3 (NCH,CH,CH,CH),
22.9 (NCH,CH,CH,CH).

EM (m/z) 132 (M, 6), 114 (M-CD;, 5), 87 (M-C,Hs0, pic base).

EMAR per C;H,;3D;NO Calculada: 133.1420 (M+H)*

Determinada: 133.1415

7.4.2.2.1.9. Obtencio de la ftalimida 88

Seguint el procediment descrit per Mitsunobu et a/,'*® a una dissolucid de 400 mg
(3 mmol) d’alcohol 87, 865 mg (3.3 mmol) trifenilfosfina i 485 mg (3.3 mmol) de ftalimida en
40 ml de THF anh. refredada a 0°C, s’hi van afegir gota a gota 520 ul (3.3 mmol) de
diazodicarboxilat de dietil (DEAD). La dissolucid resultant es va agitar a t.a. durant 24 h.
L'evolucid de la reaccio es va controlar per CG. Acabada la reaccid, el dissolvent es va eliminar a
pressio reduida i el residu es va redissoldre amb una mescla Et,0:hexa (1:1). El solid precipitat
es va eliminar per filtracié i el filtrat es va concentrar a pressio reduida, obtenint 1.08 g dun oli
groguenc que es va purificar per cromatografia en columna tipus flash eluint amb hexa:AcOEt
(1:1), per obtenir un solid corresponent a la ftalimida 88 (485 mg, rdt. 62%).

N-(2-((S)-N*=Metilpirrolidin-2-il)etil)ftalimida (88)

1H-RMN (500 MHz, CDCl;):  7.87-7.84 (ac, 2H, 2 x Hy,), 7.75-7.72 (ac, 2H, 2 x H,), 3.76-3.67 (ac,
2H, CH,CH,NCO), 3.07 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 2.18-2.06 (ac, 2H,
NC_H2CH2CH2CH), 1.96-1.42 (aC, 6H, wchzNCO i NHCHzc_Hzc_Hch)

13C-.RMN (125 MHz, CDCl;):  168.5 (2 x CO), 133.8 (2 x Cy), 129.1 (2 X CH,), 127.3 (2 X CHa),
64.1 (NCH,CH,CH,CH), 56.1 (NCH,CH,CH,CH), 38.4 (hp, J=19.8 Hz,
NCD;), 37.9 (CH.CH,NCO), 32.0 (NCH,CH,CH,CH), 30.2
(CH,CH,NCO), 21.3 (NHCH,CH,CH,CH).

EM (m/2z) 261 (M, 2), 160 (M-CgHgDs3N, 4), 87 (M-CyoHgNO>, pic base).
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EMAR per C15H16D3N202 Calculada: 262.1635 (M+H)+
Determinada: 262.1634

7.4.2.2.1.10. Obtencio de lamina 89

A una dissolucié de 400 mg (1.53 mmol) de ftalimida 88 en 12 ml d’EtOH absolut s’hi van
afegir 370 pl (7.65 mmol, 5 eq.) d'hidrat d’hidrazina. La mescla de reaccié es va escalfar a
reflux durant 1.5 h, obtenint-se un precipitat blanc. A continuacid, la mescla es va refredar i s'hi
van afegir 6 ml més d’EtOH i I'HCl necessari per tenir un pH acid (1.1 ml). La mescla resultant
es va tornar a escalfar a reflux durant 5 h. Finalitzada la reaccié (control per CG), el solid es va
eliminar per filtracié i el dissolvent es va eliminar a pressid reduida, per obtenir un oli incolor
corresponent al clorhidrat de I'amina 89 (178 mg, rdt. 70%).

2-((S)-N*-Metilpirrolidin-2-il)etanamina (89)

'H-RMN (400 MHz, D,0): 3.40-335 (ac, 1H, NCH,CH,CH,CH), 3.13-3.05 (ac, 1H,
NCH,CH,CH,CH), 2.88-2.77 (ac, 3H, NCH,CH,CH,CH i CH,CH,NH,),
2.11-1.99 (ac, 2H, CH,CH,NH,), 1.83-1.43 (ac, 4H, NCH,CH,CH,CH).

13C-RMN (100 MHz, D,0): 66.1 (NCH,CH,CH,CH), 56.1 (NCH,CH,CH,CH), 38.6 (hep, J=22.0 Hz,
NCDs), 36.5 (CH,CH,NH,), 28.9 (NCH,CH,CH,CH), 28.0 (CH,CH;NH,),
21.1 (NCH,CH,CH,CH).

EMAR per C7H14D3N2 Calculada: 132.1580 (M+H)+

Determinada: 132.1576

7.4.2.2.2. Sintesi dels peptoides N22-6-16C i N22-6-16*C

La sintesi d'aquests peptoides es va dur a terme seguint el procediment descrit a I'apartat
7.2.3, dtilitzant una xeringa de 3 ml que contenia 150 mg (0.70 mmol/g, 0.10 mmol) de resina
de poliestire AM RAM. En aquest punt només s’explica en detall la primera etapa d’aminacio, la
qual es va dur a terme per duplicat tot afegint una mescla d'amina 89 i amina A16 preparada
de la seglient manera: a una dissolucié de 54 mg (0.33 mmol) d’amina 89 en 1.5 ml de DMF
s’hi van afegir 46 ul (0.33 mmol) de trietilamina, es va filtrar i s’hi van afegir 96 ul (0.66 mmol)
d’amina A16. Un cop acabada la sintesi i escindits els peptoides de la resina, es va dur a terme
I'analisi del cru de reaccié sense purificar per CL-EM.
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8. INTRODUCCIO

8.1. ANTECEDENTS HISTORICS

La preséncia del microones a la cuina de la nostra llar és una realitat, perd no sempre ha
estat aixi. No cal tornar gaire enrera en el temps quan es cuinaven els aliments Unicament
damunt dels fogons o al forn. El microones ha revolucionat el concepte de cuinar fent possible
I'obtencié d’un menjar acceptable en aproximadament mitja hora, espai de temps comprés
entre el procés de descongelacio6 i d’escalfament del menjar envasat al buit.

Tot va comencar fa més de 50 anys, en el transcurs de la segona guerra mundial, quan P.
Spencer va observar que una pastilla de xocolata se li havia fos a la butxaca mentre estudiava
la utilitzacié del magnetré com a generador de microones de freqiiéncia fixa en els aparells de
radar.'?12° Investigacions posteriors van demostrar que les microones podien incrementar la
temperatura interna dels aliments molt més rapid que un forn convencional.

La primera patent en aquest camp va ser presentada per P. Spencer I'any 1946 i un any
després va apareixer el primer forn microones al mercat. No obstant aix0, es va haver d’esperar
fins el 1954 per a la introduccié del primer forn microones domeéstic. Vint anys més tard, el 60%
de les families dels Estats Units ja en tenien un.
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Ben aviat, enginyers i investigadors van adonar-se que aquesta tecnologia podia tenir
aplicacions interessants en camps tant diversos com: la manipulacié dels aliments, la industria
dessecadora, la industria del carbd per eliminar el sofre i altres contaminants, la vulcanitzacio
del cautxi, el tractament de residus, la tecnologia de polimers, la ceramica, la ciéncia dels
materials, la quimica analitica (procés de digestié de mostres biologiques i geologiques), etc.

A mesura que es van anar introduint millores i simplificacions en el disseny del magnetrd,
els preus dels microones domeéstics van baixar considerablement, tot esdevenint un producte
utilitzat arreu. Tant va ser aixi, que bona part de la investigacié quimica realitzada a finals de la
segona meitat del segle XX es va dur a terme en microones domeéstics modificats.

8.2. FONAMENT TEORIC

Les microones son una font d’energia potent i adaptable a diverses aplicacions. Entendre la
teoria basica que hi ha darrera proporciona al quimic organic una bona eina per ser capag
d’aplicar de forma efectiva aquesta forma d’energia a qualsevulla ruta sintética.

8.2.1. QUE SON LES MICROONES

Les microones son una forma d’energia electromagética situada en la zona baixa de
frequiéncies de I'espectre electromagnétic, comprés en l'interval que va des de 0.3 a 300 GHz
(vegeu Figura 1.1).

Tots els forns microones domeéstics i tots els reactors de microones dissenyats
especificament per realitzar sintesi quimica treballen a una freqgiiéncia de 2.45 GHz, la qual
correspon a una longitud d’ona de 12.24 cm. Aquesta freqiéncia es va definir aixi per evitar
interferéncies amb telecomunicacions i amb fregliéncies telefoniques, alhora que suposava una
profunditat de penetracié adequada per interaccionar amb les mostres a escala de laboratori.

L'energia del fotd de microones en aquesta regié de freqgiiéncia (0.0016 eV) és molt baixa
en comparacio a la que seria necessaria per trencar un enllag quimic; per tant les microones no
afecten l'estructura de les molécules organiques sind que Unicament afecten la seva

rotacid. 30131
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Figura 8.1. Espectre electromagnetic. El requadre assenyala la zona
corresponent a les microones, les quals afecten a la rotacié molecular.

8.2.2. L'ESCALFAMENT AMB MICROONES

La component eléctrica’®*3* del camp electromagnétic és la que produeix calor, i ho fa
mitjancant dos mecanismes principals: la polaritzacié dipolar i la conduccié ionica. La irradiacié
de la mostra a frequiéncies de microones provoca l'alineament dels dipols i dels ions dins del
camp eléctric aplicat. A mesura que aquest va oscil-lant, els dipols i ions intenten realinear-se
dins el camp eléctric altern. Durant aquest procés es produeix una pérdua d’energia en forma
de calor per friccid molecular i pérdua dieléctrica. La quantitat de calor generada durant aquest
procés esta relacionada directament amb la capacitat de la matriu per alinear-se amb la
frequiéncia del camp aplicat. Si el dipol no té prou temps per alinear-se o es reorienta massa
rapid, no hi ha escalfament. La freqliéncia fixada a 2.45 GHz en tots els sistemes comercials es
troba entre aquests dos extrems i, per tant, dona prou temps perque els dipols s'alinein dins el
camp, perd no per seguir I'alternanca amb precisio.!3!

L'escalfament d’'un material (per exemple, un dissolvent) sota la irradiacid per microones
depén de les seves propietats dielectriques. La capacitat d’'una substancia especifica per
convertir energia electromagnética en calor, a una freqiiéncia i temperatura determinades, esta
determinada per I'anomenat factor de pérdua tan 8. Aquest factor de pérdua s’expressa com el
quocient tan d = €” / €, on €” és la pérdua dieléctrica, la qual és indicativa de I'eficiéncia de
conversié d'energia electromagnética en calor, i € és la constant dieléctrica, i descriu la
capacitat de les molecules de ser polaritzades per I'efecte d'un camp eléctric. Per tenir una
absorcid eficient i, en conseqtiéncia, un escalfament rapid, cal un medi de reaccié6 amb un valor
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de tan 0 elevat. El factor de pérdua d’alguns dels dissolvents més utilitzats es mostra a la Taula
8.1. En general, els dissolvents es poden classificar segons la seva capacitat d'absorbir I'energia
de les microones en alta (tan & > 0.5), mitjana (tan 6 0.1-0.5) i baixa (tan & < 0.1).

Taula 8.1. Factors de pérdua (tan d) de diferents dissolvents.'*®

Dissolvent tand Dissolvent tan d
Etilenglicol 1.350 DMF 0.161
Etanol 0.941 1,2-Dicloroeta 0.127
DMSO 0.825 Aigua 0.123
2-Propanol 0.799 Clorobenzé 0.101
Acid formic 0.722 Cloroform 0.091
Metanol 0.659 Acetonitril 0.062
Nitrobenze 0.589 Acetat d'etil 0.059
1-Butanol 0.571 Acetona 0.054
2-Butanol 0.447 Tetrahidrofuran 0.047
1,2-Diclorobenzé 0.280 Diclorometa 0.042
M-Metilpirrolidona 0.275 Tolue 0.040
Acid acétic 0.174 Hexa 0.020

Altres dissolvents d'Us coml sense un moment dipolar permanent, com el tetraclorur de
carboni, el benzé o el dioxa, son més o menys transparents a les microones. El fet que un
dissolvent tingui un valor de tan & baix, no I'exclou de poder ser emprat per a dur a terme una
reaccio activada per aquesta radiacio. Mentre el substrat o alguns dels reactius/catalitzadors
siguin polars, les propietats dielectriques globals del medi de reaccié seran suficients per poder
ser escalfats per irradiaci6 amb microones. A més, es poden afegir additius polars, com per
exemple els liquids ionics, per augmentar el nivell d'absorbancia del medi.

Tradicionalment, la sintesi organica s'ha realitzat per escalfament per conduccié mitjancant
una font de calor externa (per exemple, un bany d'oli). Aquesta calor és conduida cap a les
substancies, passant primer a través de les parets del reactor fins arribar al dissolvent i als
reactius. Es un sistema lent i poc efectiu pel que fa a la transferéncia d’energia, ja que depén
de la conductivitat térmica dels diferents materials que s’han de travessar. El resultat és que la
temperatura del reactor és sempre més elevada que la de la propia mescla de reaccio, implicant
la pérdua del temps necessari perqué aquest dos arribin a I'equilibri térmic. Aquest procés pot
ser llarg, dificultant el control de la reaccid.

L'escalfament per microones, en canvi, és un procés diferent. La radiacié produeix un
escalfament intern eficient per la interaccié directa de I'energia de les microones amb les
molécules (dissolvent, reactius o catalitzadors) presents en la mescla de reaccid, conduint cap a
un augment rapid de la temperatura. El procés és independent de la conductivitat térmica dels
materials amb els quals s’ha fabricat el reactor i, si aquests son transparents a les microones
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(per exemple, borosilicats, quars o tefld), s'aconsegueix una inversid en el gradient de
temperatura comparat amb |'escalfament térmic convencional (vegeu Figura 8.2).

Aixi doncs, I'exit de la quimica assistida per microones es basa en I'escalfament eficient dels
materials mitjangant I'efecte de I'escalfament dieléctric. Aquest fenomen depén de la capacitat
d’'un material especific (dissolvent o reactiu) per absorbir I'energia de les microones i

500 N’ 460
N a40
450 - 420

— ,
T ™H 4%

400 | i
| 380
- 360
340

~

convertir-la en calor.

Joo 320

Figura 8.2. Gradients de temperatura inversos entre I'escalfament per microones
(esquerre) i amb bany d'oli (dreta). La radiacié per microones escalfa tot el volum
de reaccié sumultaniament, mentre que en el cas de I'escalfament amb bany d’oli,
son les parets del reactor les que ho fan primer.t*63

8.2.3. EFECTE DE MICROONES

Des dels inicis de la sintesi organica assistida per microones, I'observacioé de I'acceleracio de
les velocitats de reaccid i, de vegades, de l'alteracié de la distribucié dels productes obtinguts
en comparaciéo amb els experiments realitzats per escalfament convencional, van conduir cap a
I'especulacié de I'existéncia dels anomenats “efectes microona”, també anomenats “especifics”
0 “no térmics”. Avui en dia, pero, la majoria dels cientifics estan d'acord en afirmar que, en la
majoria dels casos, la rad que explica 'acceleracid de les reaccions és purament per efectes
térmics i/o cinétics, com a conseqiiéncia de les elevades temperatures de reaccid assolides
rapidament per irradiacié de materials polars en un camp de microones.

A més dels efectes térmics i cinetics, hi ha efectes causats Unicament pel mecanisme
d’escalfament dieléctric amb microones. Son els anomenats “efectes especifics de microona” i
s’haurien de definir com a acceleracions que no es poden assolir o reproduir mitjancant
I'escalfament convencional, tot i que no deixen de ser en esséncia efectes termics. En aquesta
categoria hi trobem: l'efecte de sobreescalfament de dissolvents a pressié atmosfeérica,!381%

I'escalfament selectiu d’un reactiu o catalitzador heterogeni en un medi de reaccié poc polar,**"”

179



Capitol 8

145

% Ja formacié de “hot spots i I'eliminacié de l'efecte paret causat per la inversié del

gradient de temperatura (vegeu Figura 8.2).

8.2.3.1. El sobreescalfament

El sobreescalfament de liquids polars és un efecte que es pot aprofitar de forma practica
per millorar I'eficiencia de determinats processos i que dificilment es pot reproduir mitjangant

I'escalfament convencional. Baghurst et a/.'*

van detectar aquest efecte en liquids polars
emprant I'escalfament per microones, on va aconseguir un sobreescalfament entre 13-26 °C
per sobre del seu punt d'ebullici6 a pressi6 atmosférica. Aquest efecte es pot explicar
mitjancant la “inversié de transferencia de calor” des del medi irradiat cap a I'exterior fins que
els nuclis d’ebullici6 no estan formats en la superficie del liquid. En cas de no ser desitjat,

140,146

aquest efecte es pot eliminar o minimitzar treballant amb mescles ben agitades i potencies

de microones baixes.

8.2.3.2. Escalfament selectiu

Es clar que la irradiacié per microones és un metode selectiu d’escalfament. Les microones
generen una rapida intensitat d'escalfament de les substancies polars mentre que les
substancies apolars no absorbeixen la irradiacid i no s'escalfen. Aquesta caracteristica s’ha

t,'¥ els catalitzadors'** o els reactius.!*® Si

explotat per escalfar de forma selectiva el dissolven
cap dels components anteriors no és susceptible d’absorbir I'energia de les microones, es pot
utilitzar un compost auxiliar inert que ho faci de forma eficient i que sigui capag de transferir
aquesta energia a la resta de components del medi de reaccid. Aquest és el cas del grafit, en

t/ 149

reaccions en condicions heterogenies o sense dissolven i dels liquids ionics, en reaccions en

dissolucié i en condicions homogeénies.'*

8.2.3.3. Els punts calents

Diversos autors han detectat o postulat la preséncia de punts calents o “hot spots” en
mostres irradiades amb microones. Aquest és un efecte térmic produit principalment per la
diferéncia en les propietats dieléctriques dels materials o per la distribucioé irregular de la forca
del camp electromagnétic aplicat, i que té com a conseqliéncia que la temperatura en
determinades zones de la mostra sigui molt més elevada que la de tot el conjunt (temperatura

macroscopica). 1>
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8.2.3.4. Efectes no térmics

Alguns autors han suggerit la possibilitat que hi hagi efectes de microona que no siguin
térmics. Aquests s’han classificat com a acceleracions que no han pogut ser explicades per
efectes purament cinétics/térmics. Son essencialment el resultat de la interaccid directa del
camp eléctric amb molécules especifiques del medi de reaccid. S'argumenta que la preséncia
d’'un camp eléctric condueix cap a l'efecte d’orientacié de les molecules dipolars i d’aqui que
canvia el factor preexponencial A o energia d'activacid (terme d‘entropia) de l'equacid
d’Arrhenius [k = A exp(-AG”/RT)].1*>>* Un efecte similar s’hauria d’observar en mecanismes de
reaccid polars, on la polaritat aniria creixent des de l'estat inicial fins a I'estat de transicid,
augmentant la reactivitat en disminuir I'energia d’activacio.

8.2.3.4.1. Factor preexponencial (A)

La component eléctrica del camp electromagnétic afecta el moviment de les molécules
polars involucrades en la reaccid, les quals intenten realinear-se constantment. Aquest
moviment augmenta en bona mesura la probabilitat que dues molécules es trobin i col-lisionin
de forma efectiva per produir la reaccid entre elles. Precisament és el factor preexponencial (A)
el que representa aquesta probabilitat i depén principalment de la freqiiéncia de vibracid dels
atoms en la interfase de reaccid. Per aquest motiu, aquest és un dels parametres determinants
que explicaria, en alguns casos, l'increment de la velocitat observat de les reaccions irradiades
per microones.'>

8.2.3.4.2. L ‘energia dactivacio (AG")

El terme corresponent a I'energia d'activacié es pot desenvolupar en termes d’entropia i
entalpia (AG* = AH” - TAS™). Precisament aquest segon terme (-T AS™) és el que incrementa el
seu valor en reaccions assistides per microones, degut a la polaritzacié dipolar que comporta
una organitzaci®6 més gran en comparacié amb I'escalfament convencional.!®® Aquest augment
implica una disminucié global de l'energia d’activacio i, en conseqiiéncia, un augment de la
velocitat de reaccio.

8.3. MICROONES EN QUIMICA ORGANICA

En quimica inorganica, la tecnologia de microones s’ha anat utilitzant des de finals dels
anys 70. No obstant, I'exploracié dels efectes de la irradiacid per microones en sintesi organica
no es va iniciar fins a meitat dels anys 80, quan van apareixer els dos primers articles per part
dels grups de Gedye i Giguere (1986).1%7:1%8

A partir d'aquell moment, el nombre de publicacions relacionades amb la quimica organica
assistida per microones va experimentar un creixement exponencial, arribant a superar les 2000
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172 i libres.>*'%% Aquest increment es va accentuar a

en l'actualitat, entre articles, revisions
finals dels anys 90 amb I'irrupcié al mercat de nova instrumentacié de microones dissenyada
especialment per a ser emprada en laboratoris.!®* Aquesta instrumentacié ofereix un control
elevat de les condicions de reaccié (monitoritzacié de la pressid i la temperatura), mesures
automatiques de seguretat i una major reproductibilitat dels experiments. Tot aix0 ha fet que,
actualment, diversos sectors com |'‘académic i les indlstries, hagin implementat aquesta

tecnologia en els seus laboratoris.

En la bibliografia podem trobar moltes aplicacions sobre la sintesi organica assistida per
microones (SOAM): reaccions sense dissolvent,'®>%* reaccions de cicloaddicid,'® la sintesi de

168,169 171172 |5

radioisotops, ¢!’ |a quimica del ful‘lere, polimers,'’® la quimica heterociclica,

5 176-178 la

quimica de sucres,'”>** la catalisi homogénia'”® i heterogénia,'* la quimica médica,

73179181 i |3 quimica verda.’®*'® I és que aquesta tecnologia permet

quimica combinatoria
optimitzar molts processos per tal d‘obtenir rendiments més elevats, condicions de reaccié més
suaus i en un temps de reaccid molt menor, arribant a reduir en molts casos el que abans eren

processos de setmanes o dies a hores o minuts.

8.4. MICROONES EN FASE SOLIDA I QUIMICA COMBINATORIA

Aquesta revolucié no ha passat desaparcebuda en el camp de la sintesi en fase solida, on
molts investigadors estan treballant per mirar d’accelerar-ne les reaccions. Tant és aixi, que
I'aplicacié d'aquesta tecnologia ha significat un nou impuls en el camp de la quimica
combinatoria en fase solida, el qual havia quedat una mica aturat després de la seva irrupcié
durant la década dels anys 90.

L'aparicio de noves dianes terapéutiques sorgides de la genomica i la protedmica requereix
el desenvolupament urgent de nous métodes eficients de sintesi de noves molécules que siguin
capaces d'interaccionar-hi i modular-ne la seva activitat. La quimica combinatoria en fase solida
assistida per microones, doncs, es presenta com una bona eina per als quimics per mirar
d’assolir aquest objectiu.

Les reaccions en fase solida son heterogénies i sovint requereixen molt més temps per
assolir una conversié completa que les seves analogues en fase homogénia. Problemes de
solvatacio i de difusié dels reactius dins de la matriu polimérica alenteixen el procés,
especialment quan es treballa amb una dimensié de particula de resina gran o aquesta esta
molt funcionalitzada. La consequiéncia és que les reaccions en fase solida requereixen forcar
més les condicions de reaccid, ja sigui escalfant-les, amb temps de reaccid més llargs o
augmentant el nombre d’equivalents de reactius, podent conduir a la generacid de
subproductes no desitjats, crus de reaccid més complexos i degradacié del suport polimeric.

Aixi doncs, l'escalfament per microones ofereix una possible soluci® a aquests
inconvenients i d’aqui linterés creixent de la quimica médica en aquesta tecnologia, on la
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velocitat de reaccid i el temps sén aspectes fonamentals. Moltes de les companyies de la
indUstria farmacéutica, agroquimica i biotecnologica han apostat decididament per la sintesi
assistida per microones com a metodologia capdavantera per a la sintesi de quimioteques i
optimitzacié de candidats preclinics, accelerant per tant el propi procés de descobriment de
nous farmacs.

Els primers exemples de sintesi en fase solida assistida per microones implicaven la
utilitzacié de la tecnologia en un Unic pas de reaccid i principalment per ancorar o escindir
composts de la resina.’®® Ben aviat, perd, una de les pedres angulars de la sintesi en fase
solida, la de peéptids, va iniciar la utilitzaci6 d'aquesta metodologia amb resultats molt
satisfactoris. %

Més recentment, Erdélyi i Gogoll han aplicat la radiacié per microones per a la sintesi d'un
tripéptid que conté tres dels aminoacids naturals que presenten un major impediment estéric
(Thr, Val i Ile), sense observar la degradacid del suport solid ni la racemitzacié de I'enllag
peptidic durant el tractament a temperatura elevada.!® De fet, la implantacié d’aquesta
tecnologia ha estat tan important en aquest camp que actualment es poden trobar equips
especialitzats dedicats especificament a la sintesi de péptids en fase solida assistida per

microones, 182190

Més enlla de la sintesi de peptids, la tecnologia es va anar aplicant a altres tipus de

reaccions en fase solida: reaccions catalitzades per metalls de transicio (acoblaments de

Suzuki,'* Stille,'*! Sonogashira,* 193

8

reaccions de Negishi,
4

alquilacions alliliques catalitzades

aminocarbonilacions,'®* reaccions de cianacid,!® trifluorometansulfonacions,®®

197

per Mo,*
aminacions de Buchwald-Hartwig),’ condensacions de Claisen i Knoevenagel, i substitucions
nucledfiles, entre d'altres. A mesura que I'Us d’aquesta tecnologia es vagi implementant als
laboratoris, aquesta llista anira creixent i moltes reaccions que havien estat catalogades com a

massa lentes per dur-les a terme en fase solida, s’hauran de revisar.

Finalment, cal mencionar que a més de la sintesi organica en fase solida tradicional, la
utilitzacié de reactius, catalitzadors o segrestadors sostinguts sobre un suport solid ha crescut
considerablement dins de I'ambit de la quimica combinatoria. No és estrany, doncs, que la
combinacié de la utilitzacié d’aquests reactius i la sintesi organica assistida per microones sigui

un camp d’aplicacié que creix també rapidament.!*®
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9. SINTESI DE PEPTOIDES ASSISTIDA PER MICROONES

En la primera part de la tesi s’ha comentat l'interés dels peptoides en el camp dels
peptidomimétics, aixi com les seves caracteristiques i propietats. De la mateixa manera s'ha
destacat el paper d‘aquest tipus de composts en la quimica desenvolupada en el nostre
laboratori els dltims wvuit anys, donant com a resultat la presentacié de tres tesis

doctorals. 38319

No obstant, la metodologia descrita per a l'obtencié de peptoides consistia en etapes
successives d‘acilacié i d’acoblament d’amina (aproximacié del submondmer)® sobre un suport
solid, préviament desprotegit, en condicions d’agitacié constant a temperatura ambient, tot
convertint el procés global en llarg i lent.

L'impacte de la quimica assistida per microones va obrir la possibilitat de millorar aquest
darrer aspecte. Olivos et a/*® van aconseguir optimitzar les condicions sintétiques per a
I'obtencié de peptoides per escalfament amb un forn microones domestic, reduint
considerablement el temps de sintesi: passant de dies a hores.

Posteriorment, la introduccié de millores tecnologiques en els aparells de microones pel que
fa referéncia al control de parametres de reaccid (pressid, temperatura, etc) i, sobretot, a
mesures de seguretat va comportar l'adaptacid de la metodologia sintética descrita fins
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aleshores a aquests nous aparells. Aquest és el cas de Gorske et a/.,**! els quals van descriure
la sintesi de peptoides utilitzant un aparell de microones comercial.

En aquest capitol de la tesi, s'explicaran les proves realitzades amb aquesta metodologia
per a la sintesi de peptoides. Part de la feina explicada a continuacio és prévia a I'adquisicio del
microones comercial CEM Discover per part del nostre grup d'investigacid, motiu pel qual es va
utilitzar el microones domestic.

9.1. OPTIMITZACIO DE LES ETAPES SINTETIQUES UTILITZANT UN
MICROONES DOMESTIC

La sintesi de peptoides assistida per microones es va plantejar seguint l'estratégia del
submonomer anteriorment descrita. Aixi doncs, calia optimitzar cadascuna de les etapes de qué
consta la seqiiéncia: la desproteccio del grup Fmoc de la resina, Iacilacié i I'acoblament d’amina
(vegeu Figura 9.1).

0 Acoblament 0

Desproteccid Acilacié )J\/X d'amina )J\/H
Qe ——m Qo = Qg T Qg

Figura 9.1. Esquema general de l'estratégia del submonomer, on X=Cl o Br.

9.1.1. DESPROTECCIO DE LA RESINA

La primera etapa en una sintesi en fase solida és la desproteccid de la resina, sempre que
sigui necessari. Aquest és el cas de la resina Rink amida AM, la qual té protegit el seu grup
amino amb el grup Fmoc. La desproteccio es porta a terme per tractament amb una dissolucio
de piperidina al 20% en DMF en agitacié a temperatura ambient durant 30 min, tot i que sovint
es fa un doble tractament per tal d'assegurar una desproteccié completa.

Sorprenentment, en els estudis anteriors de sintesi de peptoides utilitzant la radiacié per

0 201 es va fer la desproteccié del grup Fmoc a

microones realitzats per Olivos®® i Gorske,
temperatura ambient, sense aplicar la metodologia d’escalfament per microones que tants
avantatges oferia. Per aquest motiu, es va considerar oportl estudiar aquesta etapa de

desproteccid en aquestes condicions.

Es van realitzar dues reaccions de desproteccié de la resina en paral-lel: una en condicions
d’agitacié a temperatura ambient durant 30 min (forma convencional) i |'altra per escalfament
per microones (3 x 20 s a 100 W). Una mostra aliquota de cadascun dels crus de reaccio filtrats
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es va analitzar per HPLC i es va observar l'aparicio de dos pics: un primer (t=11.7 min)
corresponent a I'adducte entre la piperidina, en excés en el medi, i el dibenzofulve format com
a producte de la desproteccié de la resina (B), i un segon (t.=20.6 min) corresponent al propi
dibenzofulve (A) lliure (vegeu Figura 9.2). En ambdos casos, el perfil cromatografic va ser
identic, tant en la quantitat de pics com en la seva intensitat.

) :

0.k, :a@~a§H+ O - oo
) R )
& &%
@

.
=gl

Figura 9.2. Mecanisme de desproteccié del grup Fmoc utilitzant piperidina com a base. En primera instancia
s'allibera el dibenzofulve (A) el qual evoluciona, degut a I'excés de piperidina en el medi de reaccio, formant el
corresponent adducte (B).

Tot i ser una prova qualitativa, ja va indicar que la desproteccio utilitzant I'escalfament per
microones era una bona manera de dur a terme aquesta reaccié amb un considerable estalvi de

temps.

9.1.2. ACILACIO

X- CHZCOOH

Qe ——— C}Nﬂyx

Figura 9.3. Esquema general per a les etapes d’acilacio, on X=Cl o Br.

Seguint I'aproximacié del submonomer i una vegada eliminat el grup Fmoc, calia estudiar la
reaccid d‘acilacid del grup amino unit a la resina. Aquesta es podia dur a terme facilment
emprant metodes estandard per a la formacio de I'enllag amida, com per exemple: utilitzant el
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clorur de cloroacetil, 'ester activat de I'agent acilant, I'acid activat, etc. Donada |'experiéncia
adquirida en el nostre grup en aquest tipus de reaccid i a les dades de la la bibliografia,>20%2%3
es va escollir el métode que implicava la utilitzacié d’'un acid haloacétic activat /7 situ mitjancant

una carbodiimida (DIC).

9.1.2.1. Proves amb acid cloroacétic i acid bromoaceétic

Una vegada escollit el metode, es van plantejar dues possibilitats: la utilitzacié de I'acid
cloroacétic o la de I'acid bromoacetic com a agent acilant. L'experiéncia en el nostre laboratori
amb aquest tipus de reaccid, basada en la sintesi de dues quimioteques de peptoides en

t,889319 yna de 2,5-piperazinadiones® i una de sals cicliques de

agitacio a temperatura ambien
tetraalquilamoni,” assenyalava cap a I'opcié de I'acid cloroacétic, el qual havia estat emprat en
tots els casos. En canvi, Olivos et a/.*® i Gorske et a/*®' van utilitzar I'acid bromoacétic per

establir el seu protocol de sintesi de peptoides utilitzant el microones.

Paral'lelament, Burkoth et a/?®* van realitzar un estudi comparatiu entre la utilitzacié de
I'acid cloroacétic i I'acid bromoacetic en reaccions d‘acilacid, demostrant que I'is de l'acid
cloroacétic (amb un grup sortint pitjor que l'acid bromoacétic) era necessari en presencia de
cadenes laterals amb atoms de nitrogen nucleofils. En aquests casos, una reaccio secundaria no
observable normalment com és l'alquilacid (és aproximadament 1000 vegades més lenta que
I'acilacid) podia afectar al rendiment de la reaccid, aixi com en la puresa dels crus resultants. En
la resta de casos, la reactivitat era similar i s'obtenien perfils de reaccié molt semblants.

Amb aquests precedents, I'eleccié no era facil i per tant es va decidir realitzar un estudi de
reactivitat entre els dos acids en les nostres condicions de reaccié, seguint 'esquema de la
Figura 9.4.

NH,
AN
X-CH,COOH 0 OOJ 0
H
DIC X N
Q- 2 Q™ Qv
H H
e
0

Dissolvent

Figura 9.4. Esquema general de sintesi per a les proves de la reaccié d’acilacio, on X=Cl o Br. El requadre indica la
propia reaccio d'acilacié en estudi. Seguidament, pero, es va realitzar un acoblament d’amina per poder tenir un grup
cromofor detectable per HPLC.

Es van realitzar quatre reaccions d‘acilacié en paral‘lel i escalfant al microones domeéstic
durant 1 min (3 x 20 s) a una poténcia de 100 W, on en dues reaccions es va utilitzar I'acid
cloroacétic i en les altres dues l'acid bromoacétic. De les dues reaccions realitzades amb
cadascun dels acids, una es va dur a terme en DMF com a dissolvent, mentre que en l'altra es
va utilitzar una mescla DMF/DCM (1:1). D’aquesta manera es podria determinar també |'efecte
del dissolvent en aquesta reaccio.

188



Sintesi de peptoides assistida per microones

Acabada l'acilacid, es va realitzar un acoblament amb la 4-metoxifenetilamina (A13) en
DMF i es va procedir a I'escissié de la resina. Una aliquota de cadascun dels quatre crus de
reaccio es va analitzar per HPLC i en tots es va observar la preséncia d'un pic (t=4.6 min)
corresponent a la 2-(4-metoxifenetilamino)acetamida (N13C) desitjada, perd amb intensitats
diferents. Els crus de reaccid resultants del tractament amb acid bromoacétic presentaven
intensitats superiors als resultants del tractament amb acid cloroacetic (aproximadament 15
vegades més), mentre que la diferéncia en canviar de dissolvent era molt menor, essent
favorable a la mescla DMF/DCM (1:1).

Aquests resultats es podrien explicar degut a la reaccié d'acoblament d’amina i no per la
propia reaccié d’acilacid, donada la diferéncia de velocitat de reaccié entre els dos grups
sortints, la qual és 40 vegades major en el cas del bromur.?®* A més, els assaigs colorimétrics
realitzats just després de la reaccid d'acilacid van mostrar el mateix resultat en els dos casos.
Per altra banda, la petita diferéncia observada en canviar de dissolvent s’explicaria en termes
d’'un major inflat de la resina, essent el DCM un dissolvent més favorable en aquest sentit, ja
que facilita 'accés a més punts funcionalitzats del suport polimeric.

Aquest primer estudi, tot i no ser quantitatiu, va servir per escollir I'acid bromoacétic com
I'naloacid utilitzat a partir d'aquest moment en totes les reaccions d‘acilacid, exceptuant en
aquelles amb preséncia de cadenes laterals amb atoms nucleofils, on s'utilitzaria I'acid
cloroacétic.

9.1.2.2. Estudi de les condicions d’acilacié amb acid bromoaceétic

Un cop escollit I'acid bromoacétic com a agent d‘acilacio, es va procedir a estudiar més
detingudament les condicions de la reacci6. Per fer-ho, es va dissenyar una matriu
d’experiments per mirar de definir els parametres que podien influir en el rendiment de la
reaccid. Se’'n van estudiar cinc: els equivalents de reactiu (3 o 5), la seva concentracié (0.12 M
00.24Menel cas de 3eq. i 0.20M o0 0.40 M en el cas de 5 eq.), el dissolvent (DMF 0 una
mescla DMF/DCM 1:1), el temps de reaccid (2 x 20s 0 3 x 20s) i la realitzaci6 o no de
duplicats.

NH,
BrCH,COOH 0 a o a

Q- 2 Q" Q-

Dissolvent DMF

cl

Figura 9.5. Esquema general de sintesi per a les proves de la reaccié d'acilacié amb acid bromoaceétic. El requadre
indica la propia reaccié d'acilacié en estudi. Seguidament, pero, es va realitzar un acoblament d’amina per poder tenir
un grup cromofor detectable per HPLC.
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En total es van realitzar 32 experiments, els quals es van dur a terme en xeringues de
polipropile de 3 ml. Aquests experiments van consistir en una primera etapa de desproteccio del
grup Fmoc de la resina, la qual es va dur a terme conjuntament per a tots els casos en agitacio
a temperatura ambient, la propia reaccié d'acilacié realitzada individualment i, finalment, un
acoblament amb I'amina A15, el qual es va dur a terme novament de forma conjunta i en
agitacio a temperatura ambient. En acabar, es va procedir a fer els rentats corresponents de la
resina i la reaccid d'escissio.

Es va agafar una mostra aliquota de cada cru de reaccié resultant, s’hi va afegir una
dissolucié d’A-3,3-difenilpropilacetamida com a patro de referéncia externa i les mostres es van
analitzar per HPLC. En tots els casos es va poder observar l|'aparici6 de dos pics: un
corresponent a la 2-(2,4-diclorofenetilamino)acetamida (90) (t,=7.2 min) i l'altre corresponent
al patré de referencia (t.= 10.1 min). El quocient entre les arees dels dos pics va permetre
relacionar els experiments entre si i determinar les condicions optimes d‘acilacid (vegeu Taula
9.1).

Taula 9.1. Condicions d'acilacié utilitzades en les 32 xeringues de la matriu d’experiments (vegeu
esquema de la Figura 9.5). A I'esquerre s’indica el temps de reaccid, la realitzacié o no de duplicats
i el dissolvent utilitzat en cada reaccid, mentre que a dalt sindiquen els equivalents i la
concentracid utilitzada en cadascuna d’elles. En cada casella es mostra el valor del quocient
d'arees per HPLC entre la 2-(2,4-diclorofenetilamino)acetamida i I'A+3,3-difenilpropilacetamida
(patr6 extern).

3eq.[0.12M] | 5eq.[0.20M] | 3eq.[0.24M] | 5eq.[0.39 M]
1x (SI:FZO S) - 1.88 2.61 2.20
1x (g I\>/<IF20 s) - 2.21 2.59 3.30
2x (él\;(FZO s) 2.14 2.93 3.80 3.21
2x (SD)I(IFZO s) 1.82 2.37 4.08 3.41

En termes generals, es pot observar que els millors resultats van ser els de la tercera
columna, és a dir, els corresponents a treballar amb 3 eq. de reactius a una concentracié de
0.24 M. Entre aquests, es poden destacar els dos marcats amb un requadre negre, els quals
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difereixen entre si Unicament en el dissolvent utilitzat. En tots dos, la reaccio es va dur a terme
per duplicat i realitzant tres cicles d’escalfament de 20 s.

L'efecte dels equivalents de reactius i, sobretot, de la seva concentracid, va resultar un dels
parametres més importants, ja que els experiments corresponents a la quarta columna, els
quals es van realitzar amb més equivalents i a una concentracid més elevada, van donar pitjors
resultats. Aquest resultat s’explicaria per la hidrolisi parcial de la bromoacetamida formada
degut a la concentracié d’acid present en el medi en condicions d”escalfament per radiacio per
microones (vegeu més endavant l'apartat 11.2.1.2).

Pel que fa al temps de reaccid, en tots els casos, es van obtenir millors resultats fent tres
cicles d'escalfament de 20 s enlloc de dos. També cal destacar la realitzacié de duplicats, els
quals van ser necessaris en els experiments realitzats amb DMF com a dissolvent o a baixes
concentracions de reactius.

Tot i la lleugera diferéncia a favor de la mescla DMF/DCM, es van escollir com a condicions
optimes de reaccid el treballar amb DMF com a dissolvent de reaccio, degut als problemes de
sobrepressio que produia el DCM en escalfar les xeringues al microones domestic.

Un altre resultat que calia considerar va ser |'obtingut en un experiment parallel als
descrits, on es va preparar la 2-(2,4-diclorofenetilamino)acetamida (90) mitjancant la
metodologia establerta per a la sintesi de peptoides a temperatura ambient descrita en I'apartat
7.2.1. Cal recordar que aquesta metodologia havia estat optimitzada préviament al nostre grup
d'investigacio i per tant el resultat obtingut seria considerat com a valor de referéncia d'una
sintesi amb una conversi6 completa. L'analisi d’aquest cru de reaccid per HPLC en les
condicions descrites anteriorment, va donar un valor de relacié d'arees de 3.92, molt proxim a
I'obtingut en les millors condicions estudiades en la matriu d’experiments.

En resum, les condicions optimes escollides per a dur a terme la reaccié d’acilacié van ser:
3 eg. de reactius en DMF a una concentracié de 0.24 M, realitzant tres cicles d’escalfament de
20 s cadascun, i fent la reaccid per duplicat.

9.1.3. ACOBLAMENT D'AMINA

0
R-NH,

i i
O—NJ\/Br _ O—N “R
H DMF H

Figura 9.6. Esquema general per a les etapes d'acoblament d’amina.

Finalment, després d'establir les condicions per dur a terme la reaccié d'acilacid, es va
procedir a estudiar la reaccid6 d'acoblament d’amina. Aquest estudi es va realitzar de forma
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analoga a l'anterior, exceptuant el parametre del canvi de dissolvent, ja que en aquest cas es
va dur a terme Unicament amb DMF. Es van estudiar els seglients parametres: els equivalents
de reactiu (3 0 5), la seva concentracio (0.12M 0 0.24 M en el cas de 3eg. i 0.20M 0 0.40 M
en el cas de 5 eq.), el temps de reaccidé (2 x 20 s 0 3 x 20 s) i la realitzacié o no de duplicats.

En total es van realitzar 16 experiments, els quals es van dur a terme en xeringues de
polipropilé de 3 ml. Aquests experiments van consistir en una primera etapa de desproteccio del
grup Fmoc i la posterior reaccié d‘acilacio, les quals es van dur a terme conjuntament per a tots
els casos en agitacié a temperatura ambient. Seguidament, es va procedir amb I'acoblament
d’amina, el qual es va realitzar amb I'amina A15 de forma individual i seguint les condicions
particulars de cada experiment. En acabar, es va procedir a fer els rentats corresponents de la
resina i la reaccid d'escissio.

Els crus de reaccid resultants es van analitzar per HPLC tal i com s'ha explicat en I'apartat
anterior i es van obtenir els valors mostrats en la Taula 9.2.

Taula 9.2. Condicions d’acoblament d’amina utilitzades en les 16 xeringues. A |'esquerre s'indica
el temps de reaccid i la realitzacié o no de duplicats en cada reaccié, mentre que a dalt s'indiquen
els equivalents i la concentracio utilitzada en cadascuna d’elles. En cada casella es mostra el valor
del quocient d‘arees per HPLC entre la 2-(2,4-diclorofenetilamino)acetamida i I'A+3,3-difenil-
propilacetamida (patrd).

3eq.[0.12M] | 5eq.[0.20 M] | 3 eq. [0.24 M] | 5 eq. [0.39 M]
1x (g; on s) 0.96 1.42 1.55 2.50
1x (gn)ll(on s) 1.38 2.02 1.85 3.11
2x (g;FZO s) 1.57 2.36 2.54 3.22
2x (g;FZO s) 2.75 2.82 3.13 3.53

A diferéncia de la reaccié d'acilacid, en aquest cas els resultats van ser millors a mesura
que les condicions eren més eneérgiques, és a dir, en augmentar qualsevol dels parametres
estudiats. Es pot observar clarament com els resultats van millorar a mesura que anavem tirant
a la dreta i baixant dins de la matriu d’experiments. Tant és aixi, que les millors condicions
estudiades van ser les corresponents a la reaccié d’acoblament per duplicat, amb 5 eq. d'amina
dissolts en DMF a una concentracié de 0.39 M i escalfant durant 1 min en tres cicles de 20 s.

Es evident que aquestes van ser les millors condicions de reaccié estudiades, la qual cosa
no significa que fossin les optimes. Per poder fer aquesta afirmacid, s’haurien de realitzar nous
experiments amb un interval de valors més ampli de tots els parametres de reaccid que
determinen el seu rendiment.

192



Sintesi de peptoides assistida per microones

No obstant aix0, hi ha dos aspectes que indicarien que aquestes condicions estudiades
eren proximes a les Optimes: en primer lloc, Olivos et a/.>*° havien descrit un protocol de sintesi
de peptoides amb I'aproximacié del submonomer utilitzant un microones doméstic on les
reaccions d’'acoblament d'amina les realitzaven una sola vegada, escalfant durant 30 s en dos
cicles de 15 s i en segon lloc, tal i com s’ha comentat anteriorment, el valor de relacié d’arees
obtingut en la preparacié de la 2-(2,4-diclorofenetilamino)acetamida mitjancant la metodologia
descrita per a la sintesi de peptoides a temperatura ambient va ser molt proxim a I'obtingut en
les millors condicions estudiades en la matriu d’experiments.

Aixi doncs, després de realitzar aquests experiments es va poder concloure que realitzant
les reaccions per duplicat irradiant durant 1 min en 3 cicles de 20 s es podien rebaixar tant la
concentracié com els equivalents d'amina necessaris per dur a terme la corresponent reaccid
d'acoblament d'amina, cosa que significaria una despesa molt menor en reactius respecte al

procediment descrit per Olivos et al.?”

9.2. PROCEDIMENT GENERAL PER A LA SINTESI DE PEPTOIDES.
PREPARACIO DEL PEPTOIDE N20-13-20C (91)

Una vegada optimitzada la sequéncia sintética segons l'esquema general descrit en la
Figura 9.7, es va procedir a la sintesi del peptoide N20-13-20C (Figura 9.8).

0]

20% piperidina BrCH,COOH / DIC J\/Br R3-NH,
O’WNH-Fmoc —_— NHy —MMM N _—
DMF H DMF
100 W 100 W 100 W
2x(3x205) 2x(3x205s) 2x(3x205s)

3

0 ||z3 0 ||z
JVNH BrCH,COOH / DIC )K/N R2-NH,
O‘"’H _— H Y\Br —_—

DMF 0 DMF
100w 100 W
2x(3x205s) 2x(3x205)

0 R3
)b,l, BrCH,COOH / DIC )k/ ¥ )k/ NH,
0

> DMF DMF
R 100 W 100 W
2x(3x205s) 2x(3x205s)

2x 30 min

RZ O
)k/l )K/NH TPADEM:H0 | RY 'L\)J\ NH;
Y\ N/\ﬂ/ N/\[(
H |
0 RZ O

Figura 9.7. Esquema general de sintesi de peptoides utilitzant el microones domestic.
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Aquest peptoide havia estat identificat durant el cribratge de la quimioteca de peptoides II,
sintetitzada per Isabel Masip i Nuria Cortés en el transcurs de la seva tesi doctoral,”***® com a
neutralitzador de I'activitat d’'LPS.*%

0 0
O N\)J\N/\H/N\)kNHZ

(] O
N20-13-20C
91
o\

Figura 9.8. Peptoide N20-13-20C (91) sintetitzat seguint el protocol de
sintesi de peptoides al microones doméstic.

La sintesi es va dur a terme en una xeringa de polipropilé de 10 ml que contenia 500 mg
(0.75 mmol/g, 0.38 mmol) de resina de poliestiré AM RAM. El peptoide 91 es va identificar pel
seu espectre de masses (CL-EM), observant el pic molecular a 711.4 (M+H)™.

El perfil cromatografic d'HPLC del cru de reaccidé després de I'escissio del peptoide de la
resina va mostrar una puresa superior al 90%, millorant lleugerament I'obtinguda en la sintesi
d’aquest mateix peptoide en agitacié a temperatura ambient, la qual va ser del 83% (vegeu
Figura 9.9), mentre que el rendiment de la reaccio va ser igual (rdt. 63%).

N20-13-20C
9.030
mAU
1600 7
1400 1
1200 7
1000 7
800
600
7.211
400
10.581
200
0 A
T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 min

Figura 9.9. Perfil cromatografic d'HPLC a 220 nm del peptoide N20-13-20C sintetitzat al
microones domestic (color negre) i sintetitzat en agitacié a temperatura ambient (color vermell).
La identificacié del pic majoritari es va realitzar per CL-EM.
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D'aquesta manera quedaven validats els processos d’'optimitzacié de les diferents etapes
sintétiques descrites anteriorment, aixi com el protocol general de sintesi de peptoides utilitzant
el microones domestic.

Aquest protocol permetia 'obtencid dels peptoides amb un rendiment de reaccid i una
puresa semblants als obtinguts mitjancant la metodologia d'agitacié a temperatura ambient
pero reduint el temps de reaccid6 més de trenta vegades, passant de 24.5 h a 44 min (vegeu
Taula 9.3).

Taula 9.3. Comparacié dels temps de reaccié de la sintesi del peptoide N20-13-20C mitjangant la
metodologia d’agitacié a temperatura ambient i la d’escalfament per microones.

Temps per etapa (min) Temps total (min)
No Etapes*
Agitacio t.a. | Microones | Agitaci6 t.a. | Microones
Desproteccio 1x2 30 1 60 2
del grup Fmoc
I 1x2 30 1
Acil
cilacié 2% 2 60 1 300 6
Acoblament
d'ami 3x2 180 1 1080 6
amina
Escissio 1 30 30 30 30
* | a realitzacio de duplicats s'indica per x 2. ﬂ @

1470 min
(24.5 h) 44 min

En tots dos casos, pero, s’ha d'afegir el temps necessari per dur a terme els rentats de la
resina, el qual és el mateix. Aixi doncs, el temps total aproximat de preparacié d’'un peptoide
mitjancant la metodologia d‘agitacié a temperatura ambient és d’'un minim de tres dies, mentre
que escalfant per microones no arriba a les 3 hores.

9.3. PREPARACIO DELS PEPTOIDES HIBRIDS N13-15-37-G-G-37-15-13C
(92) I N37-15-13-G-G-37-15-13C (93)

Després de comprovar l'eficacia del protocol establert per a la preparacié de peptoides al
microones i, més concretament, de trimers d’Atalquilglicina, es va plantejar la possibilitat d'anar
més enlla i preparar construccions més llargues i complexes utilitzant aquesta metodologia.
D’aquesta manera, es podria obrir el ventall d’estudi cap a la recerca de noves molécules
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moduladores d'interaccions proteina-proteina, on la dimensié dels lligands pot ser un factor
crucial per a la interaccié amb la diana.

En aquest sentit, es va pensar en la possibilitat d'introduir un aminoacid en la seqliéncia,
augmentant la diversitat estructural i conduint a estructures mixtes peptoide-péptid. En concret,
es va plantejar la sintesi de dos octamers, formats cadascun d’ells per dos peptoides (trimers)
units per un pont de dues glicines (vegeu Figura 9.10), per incrementar d’aquesta manera la
seva solubilitat.

Les amines escollides van ser totes aromatiques perqué s’ha demostrat que aquestes
ajuden al reconeixement molecular aixi com a l'estabilitzacié d'interaccions entre proteines
mitjancant interaccié n-n, catid-m,etc.’®® A més, des del punt de vista sintétic, presentaven
I'avantatge de ser un bon cromofor i per tant afavorien la seva deteccié per HPLC alhora
d'identificar la seva incorporacio.

cl

cl

S e e

O

Hz
N13-15-37-G-G-37-15-13C
92

£
<
-0
o !

N37-15-13-G-G-37-15-13C
93

Figura 9.10. Peptoides hibrids N13-15-37-G-G-37-15-13C (92) (dalt) i N37-15-13-G-G-37-15-13C (93) (baix)
sintetitzats seguint el protocol de sintesi de peptoides al microones domeéstic.

La sintesi es va dur a terme en una xeringa de 10 ml que contenia 500 mg (0.70 mmol/g,
0.35 mmol) de resina de poliestire AM RAM i seguint el procediment descrit a 'apartat 9.2.
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Passades les tres primeres reaccions d’acilacié i d’acoblament d’amina, es va realitzar la
introduccié de la primera unitat de glicina protegida amb el grup Fmoc en el seu extrem
Mterminal. Aquesta reaccid es va dur a terme de forma analoga a les reaccions d’acilacio
anteriors, perdo amb I'addicié d’HOBt per ajudar a la formacié de I'enllag amida mitjangant la
formacio del corresponent ester actiu a partir de la C-acilisourea préviament formada a partir
de I'aminoacid i la DIC. Tot seguit, es va procedir a la desproteccid del grup Fmoc de la glicina,
la qual es va realitzar tal i com s’ha explicant anteriorment per a la desproteccié inicial de la
resina. Aquest procediment es va repetir per introduir la segona unitat de glicina.

Després d’efectuar els rentats corresponents de la resina, aquesta es va dividir en dues
parts iguals (0.18 mmol/xeringa), les quals es van afegir a dues xeringues de 5ml i es va
continuar amb la sintesi de cadascun dels dos peptoides hibrids seguint el procediment
estandard descrit anteriorment. Finalment, els residus resultants de |'etapa d’escissid es van
congelar i liofilitzar, per obtenir 195 mg de cru del peptoide hibrid 92 i 203 mg de cru del
peptoide hibrid 93 amb pureses superiors al 85% per HPLC. Els dos peptoides hibrids es van
identificar per CL-EM. A més, es va agafar una mostra aliquota dels dos crus de reaccié i es van
purificar per HPLC a escala semipreparativa.

A continuacid es mostren, a mode d'exemple, els perfils cromatografics de les mostres
analitzades després de cadascuna de les etapes sintétiques del cru corresponent al peptoide
hibrid 93 (vegeu Figura 9.11). Cal dir que els primers perfils cromatografics mostraven la
presencia d’un pic al front (t,=2.2 min), el qual corresponia a la de DMF en la mostra analitzada
i que en cap cas es tractava d'una impuresa del cru de reaccié. Donada I'eficacia del protocol de
sintesi demostrada anteriorment en la preparacid del peptoide N20-13-20C (91) (vegeu
I'apartat 9.2), es va decidir iniciar el control de I'evolucié de les reaccions a partir del trimer
N37-15-13C, motiu pel qual aquest és el primer dels perfils mostrats. Efectivament, va quedar
novament comprovada l'eficacia del protocol ja que aquest perfil mostrava Unicament la
presencia d’'un pic (t.=15.1 min), corresponent a l'intermedi desitjat. A continuacio, es van anar
analitzant els crus de reaccié després de cada etapa i es va observar en tots els casos la
desaparicioé del producte de partida i I'aparicié d'un nou pic majoritari corresponent a cadascun
dels intermedis de reaccid esperats. A més, en la majoria dels casos, aquest pic era Unic.

No obstant, en la penultima acilacié (vuité perfil cromatografic), es va poder observar la
presencia de petites impureses no identificades que es van anar arrossegant fins al final de la
sintesi. Tot i aix0, el cru de sintesi final va donar una puresa superior al 85%. En el cas del
peptoide hibrid 92, aquest va presentar un cru de sintesi final més net, arribant a una puresa
superior al 90% per HPLC.

Aixi doncs, aquest estudi feia extensiva la validacié del protocol de sintesi de trimers
d’N-alquilglicina per a la preparacid d'oligomers més llargs i d’estructures hibrides d'una forma
rapida i amb rendiments i pureses elevades.
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Figura 9.11. Perfils cromatografics d'HPLC a 220 nm del cru de reaccié després de cadascuna de les etapes
successives de sintesi del peptoide hibrid 93 una vegada introduides les tres primeres fonts de diversitat. Al costat de
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cada pic cromatografic s'indica el seu temps de retencié per HPLC, en min.
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10. PEPTOIDES COM A AGONISTES DELS RECEPTORS TRKA I P75"™R

El cribratge de la quimioteca de peptoides II davant de diferents dianes biologiques
disponibles en diversos grups de recerca, de I'ambit public i privat, amb qui el nostre grup es va
posar en contacte, va permetre identificar noves molécules cap de série amb interés

terapéutic.?%>2%

Un d’aquests grups, va ser el del Dr. Pablo Villoslada del Centro de Investigacion Médica
Aplicada de la Universidad de Navarra, el qual treballa en el desenvolupament d’agonistes dels

5NTR

receptors del factor de creixement nervios (NGF, Nerve Growth Factor) TrkA i p7 per mirar

de millorar el tractament de malalties neurodegeneratives com |'Alzheimer i el Parkinson.

10.1. INTRODUCCIO

Durant el desenvolupament del sistema nervids, la mort cellular programada o apoptosi és
un procés que afecta a totes les poblacions neuronals.?”® Aquest mecanisme és essencial per a
la correcta formacié dels circuits neuronals que defineixen les nostres funcions sensorials,
motores o cognitives. La mort cel'lular programada esta regulada mitjancant diversos
mecanismes, entre els quals destaquen els factors neurotrofics, ja que aquestes proteines son
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sintetitzades en quantitats limitants, de manera que les neurones que no les capten moren per
apoptosi.’” A més de produir-se durant el desenvolupament, la mort apoptotica es produeix en
neurones madures, a causa d'una lesid o per estrés. Els factors neurotrofics han estat implicats
en aquests processos degeneratius ja que els seu patrd d'expressid o el dels seus receptors
esta alterat,?!02!

10.1.1. ELS FACTORS NEUROTROFICS

Els factors neurotrofics son proteines endogenes que promouen la supervivéncia i la
diferenciacié de certes poblacions neuronals, regulen el procés de formacio i establiment de les
connexions sinaptiques i, a més, regulen I'expressié génica a través de la seva interaccid amb
determinats receptors cel*lulars especifics.?*®

Tot i tenir un paper protagonista durant el desenvolupament, els factors trofics també
participen en l'etapa adulta en fenomens com la regeneracid, la neuroproteccid i la
plasticitat.?!62!® Per altra banda, és conegut que la interacci6 dels factors trofics amb els seus
respectius receptors pot tenir una implicacio6 en els mecanismes que regulen la diferent
vulnerabilitat d’algunes poblacions neuronals afectades en malalties neurodegeneratives.?’® A
més, les alteracions en els nivells de factors trofics tenen efecte en una amplia varietat de
fendmens com sén la mielinitzacio, el dolor, I'agressivitat, la depressio i I'abus de farmacs.?

S’han descrit una gran varietat de families de factors trofics amb diferents funcions i
receptors especifics, com la de promoure la supervivencia, la diferenciacio, la proliferacié o la
maduracié de les cél'lules durant estadis particulars del desenvolupament, aixi com en l'edat
adulta: la famillia de les neurotrofines (NGF, BDNF, etc), la familia de les citoquines (CNTF, LIF,
etc) i la superfamilia del TGF-B (inclou la familia del TGF-B, la del GDNF, la del BMP i la de les
activines).

D’entre aquest conjut de families, la col-laboracié es centrava en la de les neurotrofines
degut a l'objectiu de desenvolupar agonistes dels receptors del factor de creixement nervios
(NGF) TrkA i p75™R,

10.1.1.1. Familia de les neurotrofines. Lligands i receptors

Les neurotrofines sén la familia de factors trofics més estudiada. Esta formada pel NGF
(Nerve Growth Factor), el BDNF (Brain-derived Neurotrophic Factor), la NT-3 i la NT-4/5
(Neurotrophin-3i Neurotrophin-4/5, respectivament).

Les neurotrofines sén proteines sintetitzades en forma de precursors (pro-neurotrofines),
les quals evolucionen intracel-lularment per esdevenir les proteines madures.’® Tenen una
dimensi6 d‘aproximadament 12 kDa i es troben en forma dimérica. Presenten una gran
homologia de seqiiencia entre elles, del voltant del 50%, pero els residus dels extrems N-i C-
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terminals aixi com els residus de les regions de gir B s6n molt variables i juguen un paper clau
en la interaccio i activacié dels seus receptors, les tirosina quinases (Trk).

L'NGF va ser el primer membre de la familia de les neurotrofines descobert I'any 1951 pels
seus efectes sobre la supervivéncia de les neurones simpatiques i sensorials en cultiu.??!2%2
L'NGF esta format per tres subunitats, o, B i y, les quals interaccionen per formar un complex
de 27 kDa. Tot i que el monomer (pro-NGF) presenta activitat promotora del creixement, és la

forma dimeérica (NGF madur) la principal causant de la seva activitat fisiologica.

Les neurotrofines s'uneixen als seus receptors, els quals estan presents en la membrana
citoplasmatica: el receptor de baixa afinitat p75"™® (p.75 neurotrophin receptor) i, a més, el seu
receptor especific d'elevada afinitat, el Trk ( 7ropomyosin-related kinase tyrosine kinase). L'NGF
s'uneix especificament al TrkA, el BDNF i I'NT-4/5 s’uneixen al receptor TrkB, tot i que I'NT-4/5
es pot unir amb menor afinitat al TrkA, i, per dltim, I'NT-3 s‘uneix al TrkC, si bé pot
interaccionar amb menor afinitat amb el TrkA i el TrkB (vegeu Figura 10.1). Quan les
neurotrofines s'uneixen Unicament al seu receptor Trk, aquest és capac¢ de donar lloc a una
resposta neurotrofica, tot i que actualment també esta demostrat que la quantitat relativa de
p75"R respecte a la de Trk és crucial per a I'especificitat entre la neurotrofina i el seu receptor.

BDNF NT-3

L~

A T (i
eues &%&Qﬁ“

TrkB TrkC

Figura 10.1. Familia de les neurotrofines i els seus receptors Trk.

Els receptors transmembranics Trk presenten també una elevada homologia en la seva
seqliencia. El seu domini extracel'lular es pot subdividir en cinc dominis i el seu domini
intracel'lular conté el centre actiu, amb residus de tirosina que en ser fosforilats provoquen una
cascada de senyals que, en ultim terme, modulen el creixement i la diferenciacié neuronal.

El receptor de baixa afinitat p75"™}

va ser el primer receptor aillat per neurotrofines aixi
com el primer membre descobert de la familia dels receptors del TNF ( 7umor Necrosis Factor).
La seva funcid esta encara en discussio perque pot interaccionar directament amb els Trk i
perqué la seva capacitat d'activar cascades de senyalitzacié es veu modificada per I'activacid

dels receptors Trk. S’han postulat dues funcions contradictories, per una banda actuaria com a
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mitjancer de la induccidé de la supervivencia neuronal realitzada pels receptors Trk i, per una
altra, actuaria promovent la mort neuronal d'una forma Trk-independent (vegeu Figura 10.2).22

No obstant, hi ha diversos autors que han atribuit altres funcions al p75"™® com la de prevenir la
regeneracié després d'un dany neuronal.??
A Neurotrofina Neurotrofina B
p75NTR
w'r ® @
L] . v
Supervivéncia Supervivéncia
o mort wy “
- u_ J
- -
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w Mitocondria |
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sinaptica i diferenciaci6 Mort
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Figura 10.2. La unidé de les neurotrofines al receptor Trk indueix la seva dimeritzacid i la fosforilacié del seu domini
intracitoplasmatic amb I'activacio de la cascada de senyalitzacié intracel*lular inhibint la induccié d’apoptosi i permetent
la supervivéncia (efecte trofic) i la diferenciacid neuronal (A esquerre). La coexpressid del p75"™ amb el Trk refina
I'especificitat i I'afinitat pel lligand aixi com I'associacié a proteines citosoliques que actuen com a adaptador (A dreta).
Com a conseqiiéncia, el complex dimer p75"™R-Trk activa cascades de senyalitzacié diferents de les activades pel dimer
del Trk. El receptor p75"™ activa cascades de senyalitzacié regulant la mort neuronal (vermell) i la supervivéncia (verd)
(B).223

La capacitat dels receptors Trk i p75"'} de presentar diferents llocs d'unid i afinitat per les
neurotrofines determina la seva resposta i especificitat. L'abséncia d’aquesta especificitat i de
selectivitat degut a la interaccid de les neurotrofines amb mudltiples receptors pot provocar
efectes secundaris no desitjats, amb implicacions en el dolor i la neuropatia, el cancer i en
malalties neurodegeneratives com ara I’Alzheimer.

Una possible solucid per modular aquests efectes secundaris és trobar agonistes o
antagonistes dels receptors de Trk i/o de p75 que hi interaccionin selectivament. Aixi doncs,
aquest objectiu esdevé de gran interés en biomedicina.
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10.2. ACTIVITAT BIOLOGICA DELS PEPTOIDES

10.2.1. CRIBRATGE DE LA QUIMIOTECA

El cribratge de la quimioteca de peptoides II** amb I'objectiu d’identificar composts
agonistes de TrkA i p75"™ el va realitzar Beatriz Moreno, del grup del Dr. Pablo Villoslada,
mitjangant dos tests /n vitro: els assaigs de supervivéncia en linies de schawanoma (linia RN22)
i els assaigs de diferenciacié en cellules PC12.

10.2.1.1. Assaig de supervivéncia pel receptor p75"™ (linia cel*lular RN22)

L'assaig de supervivéncia es va avaluar en la linia cel'lular RN22 de schwanoma que
expressa el receptor p75"" seguint dos métodes: el d'estrés oxidatiu amb MTT (0.5 mg/ml de
bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazole) i amb apoptosi SP600125 (inhibidor de
la Junkinasa). Mitjancant un assaig colorimétric es va avaluar la capacitat de supervivéncia de
les cel'lules davant I'estreés oxidatiu després d’exposar-les a medi (control negatiu), NGF i
proNGF (control positiu) i les mostres aliquotes de la quimioteca. L'assaig amb MTT és molt
sensible, perd poc especific mentre que I'assaig amb SP600125 és més selectiu, amb la qual
cosa es va escollir aquest darrer métode per seleccionar els composts amb activitat agonista de

p75NTR.

10.2.1.2. Assaig de diferenciacio pel receptor TrkA (linia PC12)

L'assaig de diferenciacié neuronal en la linia cel*lular PC12 de feocromocitoma de rata va
avaluar, mitjancant el comptatge per microscopia, la capacitat de diferenciacié de les cél*lules
després d’exposar-les a medi (control negatiu), NGF i proNGF (control positiu) i les mostres
aliquotes de la quimioteca.

10.2.1.3. Resultats del cribratge

Es van identificar 8 mescles actives de les 52 que formaven la quimioteca. D’aquestes, 3
corresponien a les que definien la primera posicio (15, 17 i 18), 2 a les que definien la segona
posicio (23 i 26) i 3 que definien la tercera posicié (41, 45 i 49). Amb aquests resultats es va fer
la corresponent deconvolucié per definir els 18 peptoides descrits en la Taula 10.1.
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Taula 10.1. Peptoides obtinguts després del procés de deconvolucio del
cribratge de la quimioteca de peptoides-II davant I'assaig de
supervivéncia pel receptor p75"™® i I'assaig de diferenciacid pel receptor

TrkA.
Peptoides
N35-4-8C N6-4-8C N16-4-8C
N35-4-12C N6-4-12C N16-4-12C
N35-4-17C N6-4-17C N16-4-17C
N35-9-8C N6-9-8C N16-9-8C
N35-9-12C N6-9-12C N16-9-12C
N35-9-17C N6-9-17C N16-9-17C

10.2.2. CRIBRATGE DE PEPTOIDES DEFINITS

10.2.2.1. Preparacio de 18 peptoides definits

La sintesi individual d’aquests 18 peptoides es va dur a terme en fase solida seguint el
procediment estandard en agitacid a temperatura ambient (vegeu l'apartat 7.2.1) amb resina
de poliestire AM RAM. En aquest cas, els crus de reaccié no es van purificar per HPLC a escala
semipreparativa, degut a que mostraven una puresa prou elevada per poder realitzar els

seglients assaigs.

10.2.2.2. Assaigs de supervivéncia i assaig de diferenciacio

Es van realitzar els mateixos assaigs comentats anteriorment. Dels 18 peptoides analitzats,
se’n van seleccionar tres: 'N35-4-8C (94), I'N35-4-17C (95) i I'N6-4-17C (96) (vegeu Figura
10.3), els quals van donar resultats positius en tots els assaigs realitzats, mostrant la seva
capacitat per produir el desenvolupament de dendrites en les cél-lules PC12 i per afavorir la

supervivéncia davant de determinats agents inductors de mort cel*lular.
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Figura 10.3. Peptoides actius obtinguts del cribratge de la quimioteca de peptoides-II en front de la seva capacitat
d’actuar com a agonistes dels receptors TrkA i p75"™®,

Una vegada validats els resultats inicials de les mescles de la quimioteca, es van realitzar
els assaigs de fosforilacio per identificar el punt d’actuacid en la via de senyalitzacid. Per
realitzar aquest assaigs, es va seleccionar també la mescla nimero 15 (corresponent a la
posicid N-terminal fixada amb I'amina A35) de la quimioteca cribrada degut a una confusid
inicial per part del grup del Dr. Villoslada, encarregat de realitzar els assaigs biologics
mencionats, el qual va escollir aquesta mescla com si es tractés d'un compost individual, quan
en realitat n’hi havia 256.

10.2.2.3. Assaig de fosforilacio

5NTR

Una vegada identificats els candidats amb activitat agonista de TrkA i/o p7 en els

assaigs funcionals, es va procedir a realitzar els assaigs de fosforilacié del receptor TrkA i de la

5NTR mitjancant Western Blotting amb anticossos per p-TrkA,

senyalitzaci6 intracel*lular de p7
p-IkBa i p-SAP/INK (aquest dos Ultims com a marcadors de la senyalitzacié mitjancant el

receptor p75"™?).

En les PC12, tant els 3 peptoides com la mescla nimero 15 van donar resultats negatius
(no augmentava la fosforilacio respecte el nivell basal) per I'anticds p-SAP/INK, amb la qual
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cosa es va poder concloure que els 3 peptoides actuaven exclusivament activant el receptor
TrkA, ja que eren positius per p-TrkA i p-IkBa.. Aquests resultats van quedar confirmats després
d'utilitzar la linia cel*lular RN22 que Unicament expressa p75"', on els Western Blott per p-IkBo
i p-SAP/INK van ser negatius en tots els casos.

10.2.2.4. La mescla nimero 15 de la quimioteca

Tal i com s’ha explicat, una confusid inicial sobre les mescles de la quimioteca va fer que
s'escollis la mescla nimero 15 com si es tractés d'un compost individual. No obstant, aix0 no
tenia sentit perqué s'estava realitzant un assaig pensant com si es tingués un Unic compost
quan en realitat n’hi havia 256 i, per tant, no es podia assignar |'activitat a cap compost en
concret. Aquest fet va fer pensar en la necessitat de preparar un conjunt de peptoides
individuals fixant la posicid6 Mterminal amb I'amina A35 (I'amina que definia la mescla nimero
15).

10.2.2.4.1. Sintesi dels peptoides N35-4-10C, N35-4-13C, N35-4-15C, N35-4-35C i N35-4-37C

Es va decidir preparar un conjunt de 5 peptoides definits amb una estructura general com
la mostrada en la Figura 10.4 on I'extrem Atterminal estava fixat amb I'amina A35 i la segona
posicid amb I'amina A4. Pel que fa a I'extrem C-terminal, aquest variava en funcié de I'amina
escollida d’'un conjunt de 5 amines: A10, A13, A15, A35i A37.

(98): x=| @—o
X

cl

F

(101): X= § @—F

Figura 10.4. Estructura dels cinc peptoides preparats amb I'extrem Atterminal fixat amb I'amina
A35, la segona posicié amb I'amina A4, i I'extrem C-terminal en funcié de I'amina escollida del
conjunt format per les amines A10, A13, A15, A35 i A37.
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La decisié de fixar la segona posicid amb I'amina A4 es va fer després de comprovar que
els 3 peptoides definits 94, 95 i 96 identificats com a agonistes del receptor TrkA tenien
aquesta amina en aquesta posicid (vegeu Figura 10.3). En canvi, a lI'extrem C-terminal es va
introduir part de la diversitat de la quimioteca i per aquest motiu es van escollir les amines
mencionades anteriorment.

La sintesi d'aquests 5 peptoides es va dur a terme en fase solida seguint el procediment
estandard de preparacié de peptoides al microones domestic (vegeu l'apartat 9.2), fent servir
resina de poliestire AM RAM. En aquest cas, els crus de reaccié es van purificar per HPLC a
escala semipreparativa, per obtenir uns rendiments finals de I'entorn del 45-65% i amb pureses
superiors al 98% per HPLC, en tots els casos. Els peptoides es van identificar per CL-EM.

Actualment, s’estan realitzant els assaigs biologics amb aquests peptoides per tal d'avaluar
la seva activitat com a agonistes dels receptors TrkA i p75"™~,

10.2.2.5. Sintesi dels peptoides N35-4-8C (94), N35-4-17C (95) i N6-4-17C (96) a
I'escala del gram

Una vegada identificats els 3 peptoides actius (N35-4-8C, N35-4-17C i N6-4-17C, vegeu

Figura 10.3) com a agonistes del receptor TrkA i p75"™*

en els assaigs /n vitro, es va procedir a
realitzar els assaigs /7 vivo en el model animal d’esclerosis multiple, I'encefalitis autoimmune
experimental (EAE) i en el model d'Alzheimer utilitzant el ratoli transgénic APPTg2576, per

avaluar la seva eficacia en promoure la supervivéncia neuronal i modular la inflamacio.

La realitzacié d'aquests assaigs requeria quantitats de producte més elevades. Per aquest
motiu es va pensar en aplicar la tecnologia de microones utilitzant un microones comercial i
aprofitar aixi la seva capacitat per dur a terme reaccions d’'una forma rapida i controlant
parametres de reaccié com la temperatura i la poténcia de la radiacio.

La sintesi es va dur a terme en el microones comercial de la marca CEM model Discover
(vegeu Figura 14.2, dreta), seguint la sequéncia de sintesi de peptoides al microones descrita
anteriorment (vegeu Figura 9.7) i treballant en sistema obert (vegeu capitol 11). La sintesi es
va realitzar de forma individual utilitzant un matras de 100 ml proveit d’un agitador magnétic
com a reactor.

L'etapa de desproteccid del grup Fmoc de la resina i les acilacions es van escalfar a 60 °C
durant 5 min a una poténcia de 150 W, mentre que les etapes d‘acoblament d'amina es van
escalfar a 80 °C durant 7 min a 150 W de poténcia. En totes elles es van utilitzar 5 eq. de
reactius i es van realitzar duplicats.

Els perfils cromatografics dels crus de reaccid després de l'escissid dels peptoides de la
resina van mostrar pureses superiors al 90% (vegeu Figura 10.5). En el cas del peptoide
N6-4-17C, es pot observar un pic cromatografic corresponent al peptoide amb un temps de
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retencié baix i una forma ampla degut a la presencia d’'una amina amb un atom de nitrogen
terciari a la seva estructura.

mAU{
150 N35-4-8C
125 94
100 §
75
50
25
0
-25
0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 min
mAU
2000 N35-4-17C
17501
1500 95

1250 1
1000
750
500

250 1
0

0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 min
mAU
4001 N6-4-17C
3007 96
200
1007
0]
0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 min

Figura 10.5. Perfils cromatografics dels crus de reaccid dels tres peptoides després de
I'escissio de la resina a 220 nm.

Els peptoides es van purificar per HPLC a escala semipreparativa, per obtenir, en cada cas,
les quantitats mostrades en la Taula 10.2 amb una puresa superior al 98% per HPLC. La
identificacid dels peptoides es va dur a terme per espectrometria de masses i per les seves
dades espectroscopiques. No obstant, la preséncia de diferents conformacions dels peptoides va
conduir a uns espectres de 'H-RMN i *C-RMN molt complexos, fent necessaria la realitzacié

d’experiments bidimensionals (gDQCOSY i gHSQC) per confirmar l'assignacié dels senyals del
conformer majoritari en cada cas.

208



Peptoides com a agonistes dels receptors TRKA i p75"%

Taula 10.2. Quantitat obtinguda de cadascun dels tres
peptoides i rendiment global del procés en cada cas.

Peptoide Quantitat Rdt.
N35-4-8C 830 mg 56%
N35-4-17C 698 mg 40%
N6-4-17C 863 mg 51%

Finalment, d’acord amb els resultats obtinguts, va quedar reflectida la validesa de
I'aplicacié de la metodologia utilitzada, permetent obtenir d'una forma rapida quantitats de

producte properes a l'escala del gram.
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11. UTILITZACIO DEL MICROONES COMERCIAL CEM

11.1. INTRODUCCIO

Els avantatges que oferia la utilitzacié de la tecnologia de microones havien quedat palesos
amb els experiments descrits als capitols precedents. No obstant, la manca de control sobre
parametres tan importants com la temperatura i la pressié a l'interior del reactor, aixi com des
del punt de vista de les mesures de seguretat d’aquests reactors, va aconsellar I'adquisicié d'un
aparell de microones comercial (de la marca CEM i model Discover, vegeu Figura 14.2, dreta).
Aquest aparell monomode mantenia les caracteristiques del microones domestic utilitzat fins
aleshores, oferia la possibilitat de controlar diversos parametres de reaccid i, a més,
augmentava considerablement la seguretat de l'usuari, ja que presentava diversos dispositius
preventius en cas que es produis algun incident (escalfament excessiu, augment de la pressio
per sobre del llindar de seguretat, explosid, etc.).

El canvi d’aparell, perd, va comportar estudiar novament les condicions de reaccid per a les
diferents etapes del procediment descrit anteriorment per a la preparacié de peptoides: la
desproteccio del grup Fmoc de la resina, I'acilacié i 'acoblament d’amina. No obstant, abans
d’iniciar aquest estudi, caldria explicar les diferents modalitats que presenta aquest tipus
d’aparell pel que fa referéncia a la manera de treballar des d’un punt de vista experimental.
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11.1.1. REACCIONS EN SISTEMA OBERT O TANCAT

En funcid de la reaccié que es vol dur a terme, s’ha de decidir si fer-la en sistema obert o
tancat. La major part de les vegades, pero, I'eleccio és condicionada per la quantitat de mostra
que es tingui.

Les reaccions en sistema tancat es fan utilitzant un tub de 10 ml de volum com a reactor,
limitant la quantitat de reactius a aquest volum. No obstant, aquest sistema ofereix diversos
avantatges respecte al tancat, com és la possibilitat d’escalfar el dissolvent per sobre del seu
punt d’ebullicié o el manteniment d’atmosferes inerts. En canvi, el sistema obert ofereix com a
principal avantatge el fet d’utilitzar matrassos estandard com a reactor, la qual cosa permet la
utilitzacié de refrigerants, embuts d‘addicio, etc. Ara bé, I'augment de la velocitat de reaccid
observat en aquest cas (10x) respecte a les condicions convencionals de reaccid, no sera tan
evident com en sistema tancat, on lI'increment pot arribar a 1000x.

11.1.2. REACTORS

La feina realitzada en el transcurs d’'aquesta tesi es desenvolupa principalment en el camp
de la sintesi en fase solida, i per tant, en la manipulacié de resina com a suport polimeric en el
qual es duen a terme les reaccions quimiques. Per aquest motiu, es comentaran breument els
diferents sistemes o reactors que es poden utilitzar treballant en aquest camp amb aquest tipus
d’aparell de microones.

En la Figura 11.1 es mostren les tres formes principals de treballar amb resina utilitzant el
microones comercial CEM. Tot i que en la figura només es mostren les corresponents a treballar
en sistema tancat, aquestes es poden aplicar també si es treballa en sistema obert. La Unica
variacio entre elles, és la quantitat de resina que es pot utilitzar en cada cas. La primera forma
consisteix en treballar directament amb la resina en suspensié en el dissolvent de reaccid (A).
De totes, és la que permet treballar amb una quantitat de resina més elevada. No obstant,
presenta un inconvenient important i és que, després de cada etapa sintética, la resina s’ha de
transvasar cap algun tipus d‘instrumentacié complementaria que permeti el rentat, disminuint el
rendiment final de la reaccié degut a les pérdues de resina durant la manipulacié i provocant la
péerdua de temps que comporta aquesta operacid. Per evitar aquest inconvenient, es van
desenvolupar les altres dues metodologies, on la resina es troba retinguda a linterior d’'una
xeringa proveida d’una placa filtrant (B)”” o bé a l'interior d’una bosseta de malla de polipropilé
aprofitant la tecnologia desenvolupada per Houghten (C).” Des del punt de vista experimental,
la xeringa és més practica que la bosseta, ja que acabada la reaccio el dissolvent es filtra i la
resina es renta, mentre que en el cas de bosseta, aquesta s’ha de treure del tub i col‘locar-la
dins dun flasco rentador. Ara bé, la metodologia de la bosseta presenta un gran avantatge

respecte a la xeringa, com és la possibilitat de col*locar més d'una bosseta en el mateix tub o
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matras (necessari per preparar una quimioteca en format de rastreig posicional), mentre que
les reaccions en xeringa s’han de realitzar d'una en una.

En resum, segons el tipus de reaccié a estudiar, les condicions que aquesta requereixi
(temperatura, concentracio de reactius, etc.) i la quantitat de producte requerit, sera millor una
metodologia o una altra i s’haura d'escollir en funcié de les condicions particulars de cada cas.

Figura 11.1. Diferents maneres de treballar amb resina en reaccions en el microones
comercial CEM: la resina en suspensio en el dissolvent de reaccid (A), la resina
continguda a I'interior d'una xeringa de polipropilé proveida d’una placa porosa (B) i amb
la resina continguda a l'interior d’una bosseta de malla de polipropile (C).

Finalment, caldria destacar que I'aparell de microones CEM model Discover disposa d'un
sensor de temperatura per IR situat just a sota de la cavitat dissenyada per al reactor (tub,
matras, etc.). Si en el medi de reaccié hi ha alguna cosa que impedeix la correcta mesura de la
temperatura (com per exemple un excés de resina, un nucli magnétic massa gran, etc.), es pot
produir un sobreescalfament de la mostra i perdre el control d'aquest parametre. Per aquest
motiu, abans d'iniciar qualsevol estudi sobre una reaccié determinada, és aconsellable fer una
prova del dispositiu a utilitzar amb l'abséncia dels reactius i mesurar la temperatura final de
reaccid amb un termometre convencional. Una alternativa a aquest sistema seria I'adquisicio
d’'un mesurador de temperatura de fibra Optica, dissenyat recentment per la companyia CEM, el
qual es col'loca a l'interior del reactor i mesura de forma directa la temperatura de la dissolucid,
evitant que es produeixi un sobreescalfament i que aquest passi desaparcebut.
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11.2. OPTIMITZACIO DE LES ETAPES SINTETIQUES UTILITZANT EL
MICROONES COMERCIAL CEM

L'adquisicié de I'aparell de microones CEM va exigir un procés d'adaptacio de les condicions
de reaccid de les diferents etapes sintétiques per a la preparacié de peptoides. En aquest cas,
d’entre les diferents formes de treballar comentades anteriorment, es va escollir el de la
bosseta de malla de polipropile, ja que seria I'utilitzat posteriorment per a la sintesi d’una
quimioteca de pentamers en format de rastreig posicional (vegeu el capitol 12).

11.2.1. SISTEMA TANCAT

Abans d'iniciar I'estudi de les condicions de reaccié de cada etapa sintética, es va realitzar
un estudi d’estabilitat de les bossetes de malla de polipropilé per comprovar la seva resisténcia
sota la irradiacid per microones. Per aquest motiu es van segellar tres bossetes i es van
col'locar a l'interior del tub de reaccié amb aproximadament 5 ml de DMF. Seguidament, es van
anar col*locant d’'una en una a l'interior del microones i es van escalfar a 100 °C, 120 °C i
140 ©°C, respectivament, durant 5 min i a una poténcia de 150 W. La Figura 11.2 mostra |'estat
de les bossetes passat el temps d’escalfament en cada cas.
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Figura 11.2. Estat en que van quedar les bossetes després d'irradiar-les durant 5 min a
100 ©C, 120 °C i 140 °C, respectivament.

Es pot veure clarament que a 100 °C la bosseta queda intacta, mentre que a 120 °C ja
mostra certa deformacio, la qual va ser total a 140 °C. D’aquesta manera va quedar fixada la
temperatura de 100 °C com la maxima de treball en el cas de les bossetes de malla de
polipropile. A partir daquesta temperatura, la bosseta podia patir deformacions que
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modifiquessin la seva porositat aixi com el moviment lliure de la resina a l'interior de la bosseta,
arribant fins i tot al trencament.

11.2.1.1. Desproteccio de la resina

La realitzacié d’aquest estudi es va dur a terme en bossetes individuals que contenien
100 mg de resina Rink amida AM. En total es van preparar i segellar 9 bossetes. Un cop
segellades, es van anar col'locant d'una en una en el tub de reaccié de 10 ml i s’hi va afegir
una dissolucié de piperidina al 20% en DMF. Les condicions de les diferents reaccions estan
descrites en la Taula 11.1.

Una vegada realitzades totes les reaccions, es va preparar una mostra aliquota de
cadascuna de les dissolucions corresponents i es van analitzar mitjangcant un espectrofotometre,
fent les lectures a una longitud d’ona de 290 nm. Els valors obtinguts en cada cas van ser els
mostrats en la Taula 11.1. Paral‘lelament, es va realitzar una reaccié de desproteccié del grup
Fmoc de la resina en agitacio a temperatura ambient, utilitzant una xeringa de polipropilé de
5 ml que contenia 100 mg de resina Rink amida AM. Es va preparar una mostra aliquota de la
dissolucié resultant i es va analitzar de forma analoga a com s’havia fet per a les 9 bossetes
anteriors. El valor d'absorbancia obtingut (0.90) es va prendre com a referéncia, ja que estava
demostrat que amb aquestes condicions de reaccid la desproteccié era completa.

Taula 11.1. Condicions de reaccid utilitzades en les 9 bossetes per a l'etapa de
desproteccié del grup Fmoc de la resina. A l'esquerre s’indica el temps de reaccid,
mentre que a dalt s’indica la temperatura a la qual es va dur a terme. En cada casella es
mostra el valor d’absorbancia obtingut corresponent a l'adducte format entre el
dibenzofulvé i la piperidia (vegeu Figura 9.2) de les mostres aliquotes preparades
després de cada reaccid en cadascun dels casos. La Utima casella indica el valor
d’absorbancia de referéncia (obtingut de la reaccié de desproteccio realitzada en agitacio
a temperatura ambient).

40 °C 60 °C 80 °C Referéncia
1 min 0.20 0.60 0.72
2 min 0.76 0.84 0.86 0.90
5 min 0.62 0.85 0.88

D’acord amb aquests resultats, es va establir que les condicions més favorables per dur a
terme la reaccié de desproteccid amb aquesta metodologia de sistema tancat eren irradiar la
mostra a una temperatura de 60 °C durant 2 min a una poténcia de 150 W, ja que tant si
s'allargava el temps de irradiacid com si s‘augmentava la temperatura, els resultats no
milloraven significativament i, a més, podien afavorir el desgast o estrés del suport polimeric.
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Per mirar d'assegurar la desproteccié completa, es va decidir fer un duplicat de la reaccié. El
corresponent valor d’absorbancia obtingut sumant les dues lectures va ser de 0.91, quedant
demostrada una desproteccié completa de la resina. En aquest mateix sentit, cal destacar les
condicions descrites per Murray et al.”’ publicades amb posterioritat a aquest estudi, els quals
desprotegien el grup Fmoc de la resina utilitzant el mateix aparell perd fent tres cicles
d’escalfament a 60 °C durant 2 min, sense canviar la dissolucié de piperidina entre cicle i cicle
d’escalfament.

11.2.1.2. Acilacio

BrCH,COOH 0
DIC B
Qw2 Q-
DMF H

Figura 11.3. Esquema general per a les etapes d'acilacio.

Just abans d'iniciar I'estudi de les condicions de reaccié d'acilacid, Gorske et al*! va
descriure precisament la sintesi de peptoides utilitzant un aparell de microones comercial
incloent un estudi d’optimitzacid de les condicions de reaccié d‘acilacié aixi com de les
d’acoblament d’amina. Per aquest motiu, tot i no ser exactament el mateix aparell (en aquell
cas es va treballar amb un reactor multimode), ni la mateixa metodologia (ells van treballar
amb la resina dispersa dins del tub de reaccid), es va decidir prendre com a punt de partida les
condicions de reaccié descrites en aquest article.

Es va preparar una bosseta amb 100 mg de resina Rink amida AM, es va col'locar a
I'interior d'un tub de reaccié de 10 ml i es va procedir a la desproteccio tal i com s’ha comentat
en l'apartat anterior. Seguidament, es va dur a terme la reaccié d’acilacié en sistema tancat en
les condicions descrites per Gorske et a/,,*°! és a dir, afegint una dissolucié d'acid bromoacétic
(30 eq.) i DIC (30 eq.) en 3 ml de DMF i irradiant la mostra a una temperatura de 35 °C durant
30 s amb una poténcia de 150 W. Després del rentat de la resina, es va fer els test del TNBS, el
qual va posar de manifest que I'acilacié no havia estat completa, en romandre part de la resina
de color vermell.

Després d‘analitzar aquest resultat, es va decidir realitzar un nou experiment allargant el
temps d'irradiacio, passant de 30 s a 1 min i augmentant la temperatura de 35 °C a 60 °C per
afavorir la difusié de reactius a través de la malla de polipropile. Aquest podia ser un factor
determinant al treballar en bossetes i inexistent en el treball realitzat per Gorske et al El test
del TNBS va mostrar certa coloracié vermella, perd molt menys intensa que en el cas anterior,
amb la qual cosa es posava de manifest la millora aconseguida amb les modificacions
introduides. Tot i aixd, la reaccié no era completa i, per tant, es va decidir realitzar un duplicat.
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En aquesta ocasio, el test del TNBS va sortir incolor, mostrant que la reaccié d‘acilacié havia
estat completa.

Tot i el bon resultat obtingut, es va decidir intentar minimitzar la quantitat d’equivalents
utilitzada ja que 30 eq. suposava una despesa de reactius molt elevada. Per aquest motiu, es
van realitzar quatre experiments irradiant a una temperatura de 60 °C durant 1 min amb una
poténcia de 150 W maodificant la quantitat d’equivalents de reactius utilitzats en cadascun d’ells
(5, 10, 20 i 30 eq.) i fent les reaccions per duplicat. Acabats els experiments, es va dur a terme
el test del TNBS a una mostra de resina de cadascun d‘ells, observant coloracié vermella en tots
els casos, excepte al corresponent a 30 eq. que va sortir incolor. Entre els que van donar
coloracio, es va poder observar clarament que la intensitat d’aquesta disminuia a mesura que
s'analitzava la mostra corresponent a un major nombre d‘equivalents, indicant que a major
concentracié de reactius, millor rendiment de reaccié s'obtenia en aquestes condicions de
reaccio.

Finalment, es va realitzar una altra série d'experiments avaluant el temps de radiacié per
intentar evitar la realitzacid de duplicats, els quals significaven una despesa de reactius
considerable. Es van preparar quatre bossetes que contenien 100 mg de resina Rink amida AM i
es van realitzar experiments mantenint una concentracié de reactius de 30 eq., irradiant a una
temperatura de 60 °C amb una poténcia de 150 W, i variant en cadascun dells el temps
d'irradiacié (30 s, 1 min, 5 min i 10 min). De forma analoga als casos anteriors, acabats els
experiments, la resina es va rentar i es va procedir a fer el test del TNBS (vegeu Figura 11.4).

Figura 11.4. Resultats del test del TNBS corresponents als quatre experiments
realitzats per estudiar la reaccié d'acilacié irradiant durant: 10 min (A), 5 min (B), 1 min
(C) i 30 s (D), respectivament. El color vermell de la resina indica la preséncia d’amines
primaries lliures i, per tant, que la reaccié d'acilacié no ha estat completa.

Inicialment el resultat obtingut va ser desconcertant, ja que a més temps de reaccio pitjor
era el resultat, essent la mostra corresponent a 1 min de reaccié la que mostrava un grau
d’acilacié major. Una possible explicacié d’aquests resultats podria ser, per una part, que amb
un temps de reaccié massa curt (30 s), no hi havia una correcta difusid dels reactius a través
de la bosseta i a linterior d’aquesta la homogeneitat no era perfecta, quedant punts de la
resina inaccessibles per als reactius. Per l'altra, amb temps de reaccid massa llargs, I'elevada
concentracio d‘acid sota aquestes condicions de reaccid podria hidrolitzar I'amida formada
alliberant novament I'amina primaria inicial ancorada a la resina, cosa que explicaria el color
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vermell del test del TNBS realitzat en els experiments A i B. Per comprovar aquesta hipotesi, es
va realitzar un Ultim experiment que va consistir en agafar la bosseta amb la resina resultant
del cas A i fer-la reaccionar amb una dissolucié d'acid bromoacétic (5 eq.) i DIC (5 eqg.) en DMF
en agitaci6 a temperatura ambient durant 30 min (condicions estandard d‘acilacié
convencional). Passat aquest temps, la resina es va rentar i es va fer el test del TNBS, el qual
va donar negatiu (incolor) posant de manifest una acilacié6 completa de la resina i demostrant la
hipotesi proposada inicialment.

Després de fer tots aquests experiments, es va concloure que les condicions Optimes per
dur a terme la reaccié d'acilacié en sistema tancat utilitzant una bosseta de malla de polipropilé
per contenir la resina eren les seglients: escalfar a una temperatura de 60 °C durant 1 min amb
una poténcia de 150 W treballant amb una concentracié de reactius de 0.4 M i realitzar un
duplicat de la reaccio.

La comparacié amb les condicions descrites per Gorske et al. eren inevitables, tot i que a la
vista dels resultats obtinguts, es va poder comprovar que les diferéncies existents entre les
dues metodologies eren prou significatives com per no permetre aquesta comparacio, si més no
d’'una forma directa. El canvi d'aparell, passant d'un multimode a un monomode, aixi com la
utilitzacié de les bossetes de malla de polipropile enlloc de les xeringues de polipropile, van
determinar les condicions utilitzades. Per aquest motiu, no es pot dir quin métode és millor sind
que depenent del que es necessiti i es tingui s’haura d'utilitzar un o un altre.

11.2.1.3. Acoblament d’amina

0
R-NH,

i Ao
O—NJ\/Br _ O—N “R
H DMF H

Figura 11.5. Esquema general per a les etapes d’acoblament d’amina.

L'aparici6 de l'article de Gorske et a/*%

va modificar el plantejament inicial de les proves
d’optimitzacié d’aquesta reaccid, tal i com s’ha comentat anteriorment per al cas de la reaccid
d’acilacié. Per aquest motiu, es va decidir realitzar un estudi incloent les condicions de reaccid
descrites en aquest article, aixi com introduir algunes modificacions per mirar de comprovar el
resultat obtingut en canviar d'aparell i passar de treballar d’'un aparell de microones multimode
a un de monomode. Es van estudiar dos parametres de reaccié: el temps (1 min o 2 min) i la

temperatura (70 °C, 80 °C o0 90 °C), treballant en tots els casos a una poténcia de 150 W.

En total es van realitzar 6 experiments, els quals es van dur a terme en bossetes de malla
de polipropile que contenien 100 mg de resina Rink amida AM. Préviament a l'inici de I'estudi de
la reaccié d’acoblament d‘amina, perd, es van realitzar les corresponents reaccions de
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desproteccid del grup Fmoc de la resina i d'acilacié. Per no introduir cap factor que alterés el
resultat final obtingut, aquestes reaccions es van realitzar conjuntament per a les sis bossetes
en agitacié a temperatura ambient. Seguidament, es va procedir amb I'acoblament de I'amina a
estudiar, el qual es va realitzar amb I'amina A15 de forma individual, col-locant cadascuna de
les bossetes en un tub de reacci6 de 10 ml, i seguint les condicions particulars de cada
experiment. En acabar, es va procedir a fer els rentats corresponents de la resina i la reaccié
d’escissio.

Els crus de reaccié es van analitzar per HPLC i es van obtenir els valors de relacié d‘area
entre la 2-(2,4-diclorofenetilamino)acetamida (90) esperada i I'A+3,3-difenil-propilacetamida
(patro extern) mostrats en la Taula 11.2.

Taula 11.2. Condicions d'acoblament d’amina utilitzades en els 6 experiments. A
I'esquerre s'indica el temps de reaccid, mentre que a dalt s'indica la temperatura
a la qual es va dur a terme cada reaccid. En cada casella es mostra el valor del
quocient d'arees per HPLC entre la 2-(2,4-diclorofenetilamino)acetamida (90) i
I'\+3,3-difenil-propilacetamida (patrd) fent les lectures a 220 nm.

70 °C 80 °C 90 °C
1 min 2.07 2.74 2.69
2 min 2.34 3.18 2.98

Els resultats obtinguts en tots els casos van ser del mateix ordre tot i que van mostrar una
tendéncia favorable cap als experiments on l'escalfament es va dur a terme durant 2 min.
D’entre aquests, el millor resultat va ser el corresponent a la reaccié d’acoblament d'amina a
80 °C. Aixi doncs, aquestes van ser les condicions escollides per dur a terme la reaccid
d’acoblament d‘amina amb bosseta de malla de polipropilé en tub de reaccié de 10 ml en
sistema tancat.

11.2.1.4. Sintesi del peptoide model N20-13-20C (91)

Una vegada optimitzades les etapes sintétiques de desproteccid del grup Fmoc de la resina,
d’acilacié i d'acoblament d’amina en sistema tancat, es va procedir amb la sintesi del peptoide
model N20-13-20C (91) per mirar de validar el protocol de sintesi de peptoides en fase solida al
microones comercial CEM en sistema tancat i utilitzant les bossetes de malla de polipropilé.

La sintesi es va dur a terme en una bosseta de polipropilé que contenia 100 mg
(0.79 mmol/g, 0.079 mmol) de resina de poliestire AM RAM, la qual es va col*locar a l'interior
d’un tub de 10 ml tapat amb un séptum. A continuacio es va procedir amb la desproteccio dels
grups Fmoc de la resina i amb les successives etapes d’acilacié i d’acoblament d’amina. Totes
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les etapes es van realitzar per duplicat. Finalment, es va dur a terme l'escissio de la resina i es
va obtenir el peptoide 91 esperat, el qual es va identificar pel seu espectre de masses (CL-EM,
pic molecular 711.4 (M+H)").

El perfil cromatografic d'HPLC del cru de reaccié després de l'escissio del peptoide de la
resina va ser identic a I'obtingut utilitzant la xeringa en agitacié a temperatura ambient (vegeu
Figura 9.9) i va mostrar una puresa superior al 85%, mentre que el rendiment de la reaccid va
ser inferior (rdt. 52%).

11.2.2. ESCISSIO DE LA RESINA DINS DE LA BOSSETA

Una vegada optimitzat el protocol de sintesi de peptoides utilitzant la bosseta de
polipropile, es va pensar en estudiar la possibilitat de realitzar I'escissi6 de la resina sense haver
de treure-la de la bosseta i transvasar-la cap a un tub de vidre, evitant aixi la seva manipulacio.

Per dur a terme aquest experiment es va escollir novament el peptoide model 91, el qual
es va sintetitzar en una xeringa de polipropile de 10 ml que contenia 300 mg de resina
(0.79 mmol/g, 0.24 mmol) de poliestire AM RAM utilitzant la metodologia descrita anteriorment
amb el microones doméstic (vegeu l'apartat 9.2).

Acabada la sintesi, la resina es va rentar i assecar. Un cop seca, es va dividir en dues parts
iguals: una meitat es va transvasar cap un tub de vidre proveit d'un tap roscat i l'altra es va
introduir a l'interior d’'una bosseta de malla de polipropilg, la qual es va col'locar a l'interior d’un
tub falcon de 15 ml proveit d'un tap roscat. A continuacid, es va realitzar la reaccio d'escissio.

El perfil cromatografic d'HPLC del cru de reaccié després de l'escissio del peptoide de la
resina va ser igual en ambdds casos, mostrant una puresa superior al 90%, mentre que la
quantitat de residu obtingut va ser similar (105 mg i 100 mg, respectivament). El peptoide 91
es va identificar pel seu espectre de masses (CL-EM).

Aixi doncs, s’ha demostrat que la reaccid d'escissid es pot fer sense haver de treure la
resina de la bosseta. Aquest resultat va ser important de cara a la sintesi de la quimioteca de
pentamers que s’explicara més endavant, ja que suposava una simplificacié des del punt de
vista experimental a I'hora de tractar amb un gran nombre de bossetes.

11.2.3. SISTEMA OBERT

Una vegada demostrada l'eficacia d’aquesta metodologia en sistema tancat, es va seguir
amb les proves en sistema obert. Cal recordar que un dels objectius d'aquesta tesi era
sintetitzar una quimioteca de pentamers d’/A+alquilglicines en format de rastreig posicional i que,
degut precisament al format escollit, requeria la realitzacié d’etapes comunes de sintesi per a
diferents bossetes de resina contingudes en un mateix reactor. Aquesta necessitat feia inviable
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la utilitzacié dels tubs de 10 ml, ja que era impossible collocar-hi més d'una bosseta de la mida
requerida per contenir 100 mg de resina. Aixi doncs, es va optar per I'opcié del matras enlloc
del tub com a reactor. Amb aquest canvi, no Unicament es va canviar el propi reactor de
reaccio, sind que va implicar el canvi de forma de treballar, passant del sistema tancat cap al
sistema obert. Tot i aquest canvi, no s’esperaven gaires modificacions respecte a les condicions
de reacci6 descrites anteriorment, ja que igualment s'utilitzarien les bossetes i les temperatures
de treball no s’acostaven al punt d’ebullicié del dissolvent (DMF), amb la qual cosa no quedaven
modificades drasticament les condicions de pressio a l'interior del reactor. Per aquest motiu i
mirant d’enfocar ja l'estudi de cara a la sintesi de la quimioteca, es van iniciar les proves
directament amb l'intent de sintesi del pentamer N6-20-34-13-7C (102) (vegeu Figura 11.6), el
qual seria un dels composts de les mescles de la quimioteca.

11.2.3.1. Sintesi del pentamer model N6-20-34-13-7C (102)

L'eleccié del pentamer N6-20-34-13-7C (102) com a model va ser arbitraria, buscant un
dels composts de les mescles de la quimioteca per tal d’'optimitzar el protocol de sintesi.

cl
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Figura 11.6. Pentamer model N6-20-34-13-7C (102) sintetitzat seguint el protocol
de sintesi de peptoides al microones comercial CEM utilitzant les bossetes de malla
de polipropilé en sistema obert.

La sintesi es va dur a terme en una bosseta de polipropilé que contenia 100 mg
(0.79 mmol/g, 0.079 mmol) de resina de poliestiré AM RAM, la qual es va col'locar a l'interior
d’'un matras de 50 ml de volum proveit d’un nucli d'agitaci6 magnética.
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Inicialment es va realitzar la desproteccid dels grups Fmoc de la resina, i a continuacio, es
va procedir amb les successives etapes d‘acilacid i d'acoblament d’amina. Les reaccions
d’acilacié es va dur a terme amb una concentracié de reactius 0.3 M i irradiant durant 1 min a
una temperatura de 60 °C amb una potéencia de 150 W, mentre que les d’acoblament d’amina
es van realitzar amb la mateixa concentracid de reactius pero irradiant durant 2 min a 80 °C
amb la mateixa poténcia. En tots els casos, les reaccions es van realitzar per duplicat. Finalment
es va realitzar la reaccié d'escissio col'locant la bosseta a l'interior d’'un tub falcon de 15 ml. El
el cru de reaccid es va concentrar, es va redissoldre en una mescla ACN/H,0 i es va liofilitzar.

Es van obtenir 48 mg de cru de reaccid (els esperats eren ~ 100 mg) amb una puresa
superior al 85% per HPLC. Aquest resultat significava tenir un rendiment final baix ja que
durant el procés de purificacid s'acostuma a recuperar al voltant del 50% del cru de reaccio
injectat. Per aquest motiu es va decidir repetir la sintesi pero variant alguns parametres de
reaccid. Cal recordar que s’havien optimitzat les condicions en sistema tancat i no en sistema
obert.

Aixi doncs, es va agafar una bosseta de polipropilé que contenia 100 mg (0.79 mmol/g,
0.079 mmol) de resina de poliestireé AM RAM i es va col*locar a l'interior d'un matras de 50 ml.
Després de realitzar la desproteccié dels grups Fmoc de la resina es va procedir amb les
corresponents reaccions d‘acilacié i acoblament d'amina. En aquest cas, les acilacions es van
dur a terme irradiant durant 30 s a una temperatura de 35 °C, mentre que les d'acoblament
d’amina es van realitzar irradiant durant 1.5 min a una temperatura de 95 ©°C. En tots els casos,
es va mantenir la concentracidé de reactius (0.3 M) i es va irradiar amb una poténcia de 150 W,
realitzant les reaccions una sola vegada. Acabada la sintesi, es va realitzar la reaccié d’escissio
col'locant la bosseta a l'interior d’un tub falcon de 15 ml. El el cru de reaccié es va concentrar,
es va redissoldre en una mescla ACN/H,0 i es va liofilitzar.

El perfil cromatografic d'HPLC del cru de reaccié va mostrar la mateixa puresa obtinguda en
la sintesi anterior (superior al 85%), per0 la quantitat de cru de reaccié6 obtinguda es va
duplicar (95 mg). La seva purificacid6 per HPLC a escala semipreparativa va conduir cap a
I'obtencié de 49.5 mg de pentamer (rdt. 66%) amb una puresa per HPLC superior al 98%.

Aquest resultat es va considerar satisfactori ja que representava l'assoliment de les
perspectives plantejades, és a dir, determinar les condicions de reaccid per sintetitzar peptoides
en sistema obert amb una puresa elevada i un rendiment acceptable de cara a la sintesi d’una
quimioteca de pentamers, la qual s’explicara en el capitol segtient.

L'explicacio al canvi de condicions respecte a la sintesi en sistema tancat la podem trobar
en el fet de treballar amb les bossetes, les quals, en el cas del sistema tancat, queden
encaixonades dins del tub, provocant que la resina quedi forga retinguda i amb poca mobilitat
en el seu interior. A més, la propia dissolucié no s'agita facilment, amb la qual cosa es pot
produir una falta d’homogeneitat en el si de la mescla de reaccid, dificultant 'accés de reactius
cap a la resina. Per aquest motiu, en aquest cas, n'hi ha prou amb unes condicions més suaus,
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en quant a temps i temperatura, i no sén necessaris els duplicats en cadascuna de les
reaccions. En aquest sentit, cal destacar que aquestes condicions sén les descrites per Gorske
et al”” per a la sintesi de peptoides mencionades anteriorment, la qual cosa indica que al
treballar amb la bosseta en un matras en sistema obert, la resina es troba en condicons similars
a les descrites per aquests autors.

11.2.3.2. Sintesi del pentamer model N6-20-34-13-7C amb 5 bossetes alhora

Una vegada determinades les condicions de sintesi, calia confirmar la seva adequacio al cas
de tenir més d’'una bosseta en el mateix matras de reaccidé i, més concretament, al cas de
tenir-ne cinc. Aquest requeriment venia determinat pel disseny que s'havia plantejat per a la
sintesi d'una quimioteca de pentamers en format de rastreig posicional, la qual tal s'explicara
amb detall al capitol segiient.

Aixi doncs, es va plantejar la sintesi del pentamer model 102 en 5 bossetes que contenien
100 mg (0.79 mmol/g, 0.079 mmol) de resina de poliestire AM RAM cadascuna, les quals
s’havien etiquetat convenientment per tal d‘identificar-les.

Les bossetes es van col*locar a l'interior d'un matras de 50 ml i la sintesi es va iniciar amb
la desproteccid dels grups Fmoc de la resina. Seguidament, es van anar realitzant les
corresponents reaccions d‘acilacié i d’acoblament d’amina seguint les condicions descrites en
I'apartat anterior, perd amb un volum de dissolucions superior per tal de tenir sempre totes les
bossetes ben sumergides en el si de la dissolucid. Acabada la sintesi, es va realitzar la reaccié
d’escissio col*locant cadascuna de les bossetes a l'interior d'un tub falcon de 15 ml. Els crus de
reaccié es van concentrar, es van redissoldre en una mescla ACN/H,0 i es van liofilitzar.

El perfil cromatografic d'HPLC dels 5 crus de reaccié va ser igual en tots els casos, mostrant
una puresa entre el 80-85%, mentre que la quantitat de cru de reaccié obtingut va ser entre
85-95 mg (en l'estudi anterior d’optimitzacié s’havien obtingut 95 mg de cru de reaccid). Aquest
resultats van servir per validar el protocol utilitzat, assegurant la correcta formacié del compost
desitjat i, el que era més important en aquest cas, que en totes les bossetes s'hi trobava per
igual.

11.3. COMPARACIO ENTRE LES DIFERENTS METODOLOGIES UTILITZADES
PER SINTETITZAR PEPTOIDES.

Al llarg d'aquests capitols s’han anat mostrant diferents metodologies de sintesi de
peptoides, les quals es poden classificar en tres grups: mitjancant agitacié a temperatura
ambient, utilitzant un aparell de microones domestic i finalment utilitzant un aparell de
microones comercial.
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En un principi, es va utilitzar la metodologia d'agitacidé a temperatura ambient que s’havia
desenvolupat a finals dels anys 80 i principis dels 90, la qual havia sigut ampliament utilitzada
amb resultats molt satisfactoris. No obstant, presentava un inconvenient important, ja que els
protocols sintétics descrits implicaven etapes d‘acoblament llargues, conduint a processos
sintétics que podien durar dies o setmanes, depenent de la longitud del peptoide desitjat.

L'aparicid i desenvolupament de la tecnologia de microones va representar un pas
endavant, i va proporcionar una solucié a aquest inconvenient mitjancant I'acceleracié de les
reaccions quimiques. En aquest sentit, cal destacar el primer article descrit sobre la sintesi de
peptoides utilitzant un aparell de microones doméstic per part d’Olivos et al.,*® el qual va
impulsar la nostra entrada en el camp de la sintesi assistida per microones i va servir de guia
per optimitzar les condicions de reaccid en el nostre cas.

Els bons resultats obtinguts amb I'aparell de microones domeéstic van motivar I'adquisicio
d'un aparell de microones comercial, el qual oferia millores considerables en aspectes tan
importants com el de la seguretat i el control dels parametres de reaccid. Amb aquest aparell,
es van desenvolupar nous protocols de sintesi de peptoides en diverses condicions: sistema
obert o tancat, resina dispersa dins del reactor o en bosseta, etc. Durant aquest
desenvolupament va sortir publicat el protocol de Gorske et al,,®* el qual ens va servir per
comparar els resultats obtinguts.

Alhora d'intentar comparar les diferents metodologies i destacar els avantatges i els
inconvenients de cadascuna d’elles, cal tenir en compte un aspecte fonamental, com és la
complementarietat entre elles, és a dir, que no hi ha cap metodologia que superi les altres, sind
que segons l'objectiu plantejat n’hi haura una que anira millor que la resta. No obstant aixo,
sempre que sigui possible seria aconsellable evitar la d'agitacié a temperatura ambient, ja que
implica una pérdua de temps considerable respecte a les altres.

El primer factor que pot determinar I'eleccid és la quantitat de producte desitjada. Si
aquesta és prou elevada, qualsevol de les metodologies que utilitzi un reactor petit no seria una
bona opcid, ja que obligaria a repetir-la diverses vegades amb la qual cosa es perdria I'estalvi
de temps que suposa el treballar amb activacié per microones. En aquest cas la millor opcio
seria treballar amb el microones comercial en sistema obert, on el volum del reactor seria el
propi matras de reaccid, arribant fins a un maxim de 100 ml de volum (entre 3 0 4 g de resina).

Un segon aspecte a tenir en compte son les propies condicions de reaccid, ja que en funcio
de si estan optimitzades i han d’estar controlades o no, podem escollir una metodologia o una
altra. En aquest sentit, si cal fer un estudi d’optimitzacié de condicions, I'eleccié sera clara a
favor del microones comercial ja que aquest ofereix un control millor sobre diferents
parametres de reaccio, alhora que assegura una major reproductibilitat. Per contra, si el procés
ja esta optimitzat i petites variacions en els parametres de reaccié no afecten el rendiment de la
reaccid, es podria escollir treballar amb xeringues de polipropilé en el microones domestic
donada la seva capacitat de treballar amb varies xeringues alhora. Ara bé, en aquest cas,
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caldria conéixer bé la reaccié i anar amb compte ja que les mesures de seguretat que ofereix
aquest aparell s6n minimes. Des d'aquest punt de vista, en cas de dubte o desconeixement de
la reaccid, la recomanacid seria I'eleccido del microones comercial ja que ofereix a la persona
encarregada de manipular I'aparell unes mesures de seguretat elevades.

En el cas de les quimioteques, tant si aquestes son de productes individuals com si sén de
mescles, s'aconsellaria utilitzar el microones comercial ja que ofereix més garanties de mantenir
sempre les mateixes condicions de reaccid al llarg de tota la sintesi. En el cas de treballar amb
productes individuals (sintesi multiple en paral-lel) o bé mescles controlades en format de
particio i mescla (split and mix), es recomanaria utilitzar un aparell de microones multimode, el
qual permetria realitzar un gran nombre de reaccions alhora. En canvi, en el cas de treballar
amb mescles controlades en format de rastreig posicional (com es comentara en el segiient
capitol), seria més apropiat treballar amb un aparell de microones monomode en sistema obert
utilitzant la técnica de la bossetes de te de Houghten,'” degut als avantatges que ofereix des
del punt de vista experimental la possibilitat de realitzar les etapes de reaccid6 comunes per a
diferents bossetes alhora en una Unica reaccid.

Per finalitzar, cal destacar que s’ha realitzat la sintesi de diferents composts utilitzant les
seglients metodologies: agitacid a temperatura ambient, xeringa en microones domeéstic, resina
dispersa dins d’un matras en microones comercial en sistema obert, resina en bosseta en
microones comercial en sistema obert i resina en bosseta en microones comercial en sistema
tancat. En tots els casos s’ha obtingut una puresa superior al 85% mentre que el rendiment de
reaccid ha oscil'lat més segons el cas. La mitjana estaria al voltant del 60%, exceptuant els
casos de la resina en bosseta en microones comercial en sistema tancat on el rendiment va ser
menor (rdt. 50%) degut principalment a problemes d’homogeneitat de la dissolucié i dificultats
en la difusio dels reactius, i el de la resina dispersa dins d’'un matras en microones comercial en
sistema obert, on les condicions de reaccié no estaven del tot optimitzades i el rendiment va
disminuir fins a un 40%.
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12. SINTESI D'UNA QUIMIOTECA DE PEPTOIDES

12.1. MANIPULACIO DE LA RESINA

Per facilitar la manipulacié de la resina i degut al format del rastreig posicional emprat per
a la sintesi de la quimioteca, es va escollir la técnica de les bosses de te desenvolupada per R.
Houghten.!” Les bossetes estaven formades per una malla de polipropilé de dimensions 2.5 x
3.5 cm que contenia 100 mg de resina Rink amida (vegeu Figura 12.1). D'aquesta manera, les
bosses son permeables a reactius i dissolvents perd no deixen passar els granuls de la resina.
Cadascuna de les bosses estaven segellades téermicament i etiquetades de forma permanent per
poder identificar-les al llarg de tota la sintesi.

Figura 12.1. Bossa de te amb 100 mg de resina Rink-amida
emprada per a la sintesi de la quimioteca de pentamers.
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12.2. FORMAT DE LA QUIMIOTECA

La quimioteca es va dissenyar seguint el format de rastreig posicional i es va limitar a la
introduccié de quatre fonts de diversitat, deixant la primera posicidé dels pentamers definida.
L'eleccid de la llargada dels peptoides es va fer tenint en compte una serie de consideracions.
En primer lloc, la intencié d’anar una mica més enlla dels trimers, els quals havien estat
ampliament estudiats en el nostre laboratori amb resultats molt satisfactoris.?%9%205207.22¢ Ep
segon lloc, es tractava del primer intent, en el nostre grup, de preparar una quimioteca aplicant
la metodologia d'activacio per microones amb la utilitzacié de les bosses de tei es va considerar
que aquesta llargada era suficient per establir el protocol de sintesi en aquestes condicions. I
finalment, cal destacar també que aquesta quimioteca es va dissenyar pensant en conferir a les
molécules finals les caracteristiques necessaries per poder interaccionar amb els receptors

biologics amb qué s'assajarien posteriorment

La primera posicid de diversitat R> (vegeu Figura 12.2) es va fixar per tal de simplificar la
preparacio de la quimioteca. A més, I'experiéncia adquirida en el nostre grup avalava aquesta
decisio, ja que es coneixia que precisament la posici6 més propera a l'extrem C-terminal era
poc determinant en l'activitat dels peptoides. L'amina escollida per ocupar aquesta posicio va
ser I'\-(2-aminoetil)acetamida (A7). Aquesta amina mostrava una bona reactivitat i conferiria
una solubilitat més elevada als pentamers sintetitzats. Tant en la segona com en la tercera i
quarta posicions de diversitat (R*, R® i R?, respectivament), es va emprar un conjunt de 5
amines primaries (vegeu Figura 12.3, grup A). Per a la cinquena posicid (R'), se’n va emprar un
altre també de 5 (vegeu Figura 12.3, grup B).

Cadascuna de les quatre subquimioteques donaria informacio sobre la posicié del pentamer
que es definia en aquella subquimioteca. Les mescles o bosses numerades de I'l a la 5 tindrien
definida la segona posicié de diversitat (R*), les mescles de la 6 a la 10 la tercera (R3), les
mescles de I'11 a la 15 la quarta posicié de diversitat (R?) i les mescles de la 16 a la 20 la
cinquena (R') (vegeu Figura 12.2). D'aquesta manera, una de les posicions estava definida (O)
en cada mescla per a una determinada amina i les altres tres posicions eren aleatories (X), és a
dir, una mescla de les 5 amines del grup A o de les 5 amines del grup B emprades, depenent de
la posicid.

D'aquesta manera s‘obtindrien quatre subquimioteques amb 5 bossetes o mescles
cadascuna i 125 composts per mescla. En total, 625 peptoides diferents en el conjunt de la
quimioteca, on cada compost es trobaria per quadruplicat, com a conseqiiencia del format de
rastreig posicional.
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Numero de mescla R! R® R*
4
| a R0 15 X X X O
R N\)k N \)]\ NH;
HW l}l/\"/ l;l/\"/ 6-10 X X 0 X
3
0 R® 0 A7 O 11-15 X X X
16-20 0o X X X

O Cadena lateral definida

X Cadena lateral aleatoria

Figura 12.2. Esquelet basic comu a la quimioteca de peptoides i organitzacié de les mescles en funcié de la
posicié del pentamer que defineixen. Les fonts de diversitat es denoten com R, R, R® i R*. La font de diversitat R®
esta fixada amb I'amina A7.

La forma d'anomenar els pentamers s'ha definit sequint el mateix sistema que per
anomenar els trimers (vegeu l'apartat 3.3).

12.3. DIVERSITAT DE LA QUIMIOTECA

12.3.1. ELECCIO DE LES FONTS DE DIVERSITAT

A I'hora d'escollir les amines que haurien de servir per introduir la diversitat en els
pentamers finals, es va pensar en amines primaries assequibles comercialment. En general, es
van emprar les amines que havien donat millors resultats en les quimioteques de peptoides
sintetitzades anteriorment al laboratori, evitant totes aquelles que no havien donat resultats
positius en les dianes assajades. Per altra banda, amb l'objectiu d'evitar la formacié de
composts ciclats no desitjats (vegeu l'apartat 3.4.1) es van eliminar de la primera, segona i
tercera posicions (R?, R® i R?, respectivament) aquelles amines que tenien un nitrogen terciari
addicional (vegeu Figura 12.3, grup A), perd si que es van introduir en la quarta posicié (R?),
perqué en els resultats del cribratge de les quimioteques de peptoides es van identificar
composts actius que contenien aquest tipus d'amina (vegeu Figura 12.3, grup B, amines A6 i
A19).

En general, les amines escollides van ser del tipus R-CH,-CH,-NH,, per intentar que
tinguessin reactivitats similars. No obstant aixd, n’hi ha dues del tipus R-CH,-CH,-CH,-NH, (A12
i A19) i una del tipus R-CH,-NH, (A11).

Aquest conjunt d’amines tenia una funcionalitzaci6 variada per conferir a la quimioteca una
elevada diversitat, pero evitant la preséncia d‘altres grups funcionals a la seva estructura que
poguessin donar reaccions secundaries, tals com alcohols, tiols, acids caboxilics, etc., o que fos
necessari una proteccio addicional durant la sintesi de la quimioteca.
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Aixi doncs, les amines escollides presentaven diferéncies d’hidrofobicitat, d'aromaticitat, de
carrega, de dimensio, de flexibilitat, de capacitat de formar ponts d'hidrogen i amb grups
donadors o atraients d’electrons. Analitzant més concretament les amines del grup A (A7, A12,
A13, A20i A34), es pot comprovar que hi predominava el caracter aromatic. Aixo es va decidir
aixi perque es poden trobar molts exemples en la bibliografia que descriuen la importancia de
les interaccions aromatiques en el reconeixement molecular (proteina-lligand, proteina-proteina,
etc.)?*®?% aixi com en la estabilitzacid de I'estructura de les proteines®*® i de complexos proteics
amb molécules petites.?® Per altra banda, les amines del grup B (A6, A9, A11, A19 i A35), es
van escollir amb molta més diversitat, ja que la experiéncia adquirida en el nostre grup
d'investigacio indicava que I'amina de l'extrem Atterminal podia ser determinant en l'activitat

del peptoide sintetitzat.

Grup A Grup B
' F
ROUNEROUN G L.
N~
NH, NH, NH, NH,
A13 A34 A6 A35
N\
Q/NWNHZ N NH,
A12 A9
0 I N
)LN/\/NHZ <oj\/NH2 ~ N ~_NH,
e
A7 A20 A1l A19

Figura 12.3. Conjunt d'amines primaries emprades per a la sintesi de la quimioteca de pentamers:
grup A per les fonts de diversitat R?, R i R* i grup B per la font de diversitat R®.

12.3.2. PROVES DE REACTIVITAT

12.3.2.1. Antecedents

Tal i com sha comentat anteriorment, en sintetitzar una quimioteca de mescles és
important realitzar un estudi previ per avaluar les possibles diferéncies de reactivitat que poden
haver entre els reactius emprats en les diferents fonts de diversitat. Aquest estudi resulta molt
important en el format de rastreig posicional, on es treballa amb mescles de reactius en les
etapes d'introduccié de diversitat. L'existencia de diferéncies de reactivitat pot implicar que no
es formin tots els productes esperats o que es trobin en les mescles finals en concentracions
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inferiors o superiors a les esperades. Aquests fets poden produir falsos negatius o falsos
positius durant el cribratge de les mescles davant una diana biologica.

En el nostre laboratori s'han realitzat diferents estudis de reactivitat d’amines. El primer va
ser realitzat per Marc Humet en el transcurs de la seva tesi doctoral per a la sintesi de la
quimioteca de peptoides-1.3 Aquest estudi estava basat en la reaccid d’acoblament entre la
cloroacetamida i una mescla de dues amines (R-NH, i R"-NH,, Figura 12.4) i I'analisi posterior i
quantificacid de les integrals dels hidrogens del carboni alfa respecte el grup carbonil per
'H-RMN. Aquesta reaccié es va estudiar amb un conjunt de quatre amines representatives de
tot el conjunt amb qué es treballava i es va concloure que no hi havia diferéncies significatives
de reactivitat entre elles.

H
)K/Cl RNH )J\/N
H,N + H,N R

R*-NH,

Figura 12.4. Primer assaig per avaluar les reactivitats relatives de les
amines respecte el patré R*¥-NH,, on R pot ser R o R*.8

Posteriorment, en la seva tesi doctoral,’® Nuria Cortés va realitzar uns estudis de
reactivitat molt més exhaustius després d'observar diferéncies de reactivitat entre les diferents
amines utilitzades per a la sintesi d'una segona quimioteca de peptoides. Primerament, va fer
un estudi en dissolucié fent reaccionar el clorur de cloroacetii amb mescles equimolars
d’amines, analitzant les glicinamides obtingudes per CG (vegeu Figura 12.5).

RL-NH,

R2-NH, )K/ o )K/q
R3-NH, c

R*-NH,

Figura 12.5. Esquema general dacilaci6 amb el clorur de
cloroacetil emprant mescles equimolars d’amines, on R pot ser R},
RZ R3 o R4 199

g .

Aquests estudis van mostrar diferéncies de reactivitat importants, perd el model escollit no
era representatiu de les reaccions que s’havien de fer durant la sintesi de la quimioteca i per
tant se'n va buscar un de més adient.
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El segon model utilitzat introduia un factor tan important com era la fase solida. Aquest
assaig va consistir en la sintesi de glicinamides AMsubstituides seguint I'esquema general descrit
en la Figura 12.6, fent competir les amines en l'etapa d'acoblament.

0]
20% piperidina CICH,COOH / DIC )k/q
> N
Q- QN

NH-Fmoc —— NH> -
DMF, t.a. DMF / DCM
2 x 30 min t.a., 2 x 30 min
0O H H 0]
(RY, R?, R3, R%, R®)-NH, )K/N\ TFA:DCM:H,0 /N\)J\
> N R — »» R NH,
EtsN, DMF H 2 x 30 min
ta,3h

Figura 12.6. Esquema general per a la sintesi de glicinamides Msubstituides en fase solida
emprant mescles equimolars d’amines, on R pot ser RY, R, R3, R* o R®.

Després de l'escissié final, es va procedir a l'analisi i quantificacid de les mescles
obtingudes. Tot i confirmar per CL-EM la preséncia de totes les glicinamides esperades, la
quantificacié va resultar dificil per CG perque els cromatogrames obtinguts eren molt complexos
i mostraven una gran quantitat de pics.

A continuacié es va fer un assaig analeg a aquest ultim, pero prenent la formacid de
2,5-piperazinadiones (DKPs)®® com a model per fer competir les amines en les etapes
d'acoblament i fer un analisi per *H-RMN. Malgrat les expectatives inicials, el resultat no va ser
del tot satisfactori, ja que es van tornar a observar diferéncies de reactivitat, perd no es van
poder quantificar correctament.

Per aquest motiu es va pensar en una altra técnica analitica que evités la manipulacio i
purificacié de les mostres. En aquest sentit, 'HPLC va ser la técnica escollida. Abans, pero, es
va haver d'introduir una modificacid sintética per assegurar la deteccié per UV de tots els
composts analitzats. Aquesta modificacié va consistir en el canvi de I'acid cloroacétic per I'acid
4-clorometilbenzoic en I'etapa d'acilacio, tal i com es mostra en I'esquema de la Figura 12.7, per
donar lloc a benzamides A+substituides. D'aquesta manera es farien competir les amines en
I'etapa d'acoblament i es quantificarien cadascuna de les mescles finals respecte a un patrd
extern de referéncia. En funcié de les diferéncies de reactivitat observades, es podrien aplicar
factors de correccidé en els equivalents de les amines a afegir per assegurar una concentracio
equiparable dels corresponents productes en les mescles finals.

232



Sintesi d’una quimioteca de peptoides

0
20 % piperidina CICH,C¢H4COOH / DIC
QNH-Fmoc ————> NH, > N
DMF DMF / DCM H Cl
t.a., 2 x 30 min t.a., 2 x 30 min
0 0
(R, R?%, R?, R*, R®, R®)-NH, TFA:DCM:H,0
Et;N, DMF g H H [ M
3N, 8 2x30min H
ta., 3h “R N\R

Figura 12.7. Esquema general de sintesi de benzamides en fase solida emprant mescles equimolars d’amines en
I'etapa d’acoblament, on R pot ser R*, R, R?, R*, R® 0 R®.

Per quantificar les benzamides formades per HPLC, es van haver de trobar unes condicions
d’elucié optimes que en permetessin la separacid i va ser necessari 'obtencié de les rectes de
calibracio per a cadascuna d'elles respecte una referéncia externa. Per aquest motiu va ser
necessari sintetitzar préviament cadascuna de les benzamides d'estudi seguint una seqiiéncia
sintética de dues etapes amb la 4-metilbenzamida com a producte de partida (vegeu Figura
12.8).

0 0 0
NBS R—NH,
HoN CCly  H,N KoCO3  H,N
—_— —_— H
300W, 3 h Br  Dioxa N\R
rdt. 50% I 1.5h, 60 °C
rdt. 50%

Figura 12.8. Esquema general per a la sintesi de benzamides en dissoluci6: primerament té lloc la bromaci6 de la 4-
metilbenzamida per obtenir el compost bromat I, seguida de la substitucié nucleofila del brom per una amina primaria
(dades de Ndria Cortés).'**

Primerament, es va dur a terme la bromaci6 amb NBS sota irradiacid amb llum blanca,
seguida de la substitucié nucledfila del brom per una amina primaria. El patré de referéncia
extern escollit per determinar les rectes de calibracié va ser I'A-3,3-difenilpropilacetamida,
obtinguda per acetilacié de 'amina A20 amb anhidrid acétic i piridina, donada la seva estabilitat
quimica i el seu temps de retencié per HPLC, prou diferent al de les benzamides. A la Taula
12.1 queden recollides les rectes de calibracié de les 10 benzamides sintetitzades corresponents
a les 10 amines estudiades per a la sintesi de la quimioteca de pentamers.Finalment, després
d’analitzar tots els valors obtinguts, es van poder determinar els factors d’equireactivitat per a
les amines estudiades.
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Taula 12.1. Equacions de les rectes de calibracié determinades per a les deu benzamides estudiades.!*
Esquerre, les corresponents a les amines del grup A; dreta, les del grup B. Al costat de cada benzamida
s'indica la corresponent amina emprada per a la seva sintesi. Y= Abs(benzamida)/Abs(patrd) i
X=[benzamida]/[patrd].

Benzamida Amina Equacio Benzamida Amina Equacio
I A7 y=0.648x + 0.006 VI A6 y=0.397x + 0.046
II A12 y=0.587x - 0.006 VII A9 y=0.872x + 0.019
III A13 y=1.102x + 0.019 VIII All y=0.588x - 0.028
v A20 y=1.501x - 0.027 IX A19 y=0.425x + 0.008
\") A34 y=1.337x + 0.004 X A35 y=0.973x - 0.020

D’aquesta manera, quedava establert un meétode de determinacié de factors
d’equireactivitat aplicable de forma general per qualsevol tipus d’amina primaria per a aquest
tipus de reaccions en fase solida.

12.3.2.2. Estudi de la reactivitat de les amines del Grup A i del Grup B en fase solida
utilitzant mescles equimolars en I'etapa d’acoblament

Aquest estudi es va realitzar seguint el procediment descrit anteriorment, modificant |'etapa
d’acoblament de les amines, la qual es va fer per activaci6 amb microones en les mateixes
condicions de reaccié que posteriorment s'utilitzarien per preparar la quimioteca de pentamers.
Seguint I'esquema de la Figura 12.9, es van fer dues reaccions en fase solida, una per a les
amines del grup A i una per a les del grup B.

0
20% piperidina BrCH,CgH4COOH / DIC
Qv NH-Fmoc ————— & (Qr~NH, > QN
DMF, t.a. DMF / DCM H Br
2 x 30 min t.a., 2 x 30 min
0
0
0.4 M (RY, R%, R3, R* R%)-NH, TFA:DCM:H,0 v@)}\NHZ
DMF H N 2x30min N

150 W, 90 °C, 1.5 min “R

Figura 12.9. Esquema general de sintesi de benzamides en fase solida emprant mescles equimolars d’amines i
irradiacié per microones en |'etapa d’acoblament, on R pot ser R!, R?, R®, R* o R®.

La introduccié de diversitat va tenir lloc per I'atac nucleofil d'una mescla equimolar de 5
amines, emprant la mateixa concentracié que la utilitzada per a la sintesi de la quimioteca de
pentamers, sobre el bromoderivat unit a la resina. Es va escollir 'amina A12 com a referéncia
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interna de les amines del grup A, mentre que per a les del grup B es va escollir I'amina A6.
Cadascun d'aquests estudis es va realitzar per duplicat. Després de I'etapa d’escissio, els residus
de les mescles de les benzamides es van liofilitzar i, sense cap tipus de tractament addicional,
es van analitzar per HPLC, afegint com a patro de referencia I'A-3,3-difenilpropilacetamida. A la
Figura 12.10 es mostra, a tall d'exemple, el perfil cromatografic obtingut d’'un dels residus.

12.022

16.502
1000 A 13.926

mn Vv v 21.545
800 -

Patr6 de

600 | referéncia

2.350
3.344

400 |

Abs (MAU)

200

0 25 5 75 10 12.5 15 17.5 20 225

t(min)

Figura 12.10. Perfil cromatografic d’'HPLC del residu obtingut d’'una de les mescles de
benzamides amb el patré de referéncia. Als pics corresponents a cada compost de la
mescla s'indica el seu temps d'elucid, en min.

A partir de I'analisi de les mostres per HPLC i tenint en compte les corresponents rectes de
calibracié de cada benzamida (vegeu Taula 12.1 de lI'apartat 12.3.2.1.), es van determinar els
valors de reactivitat relativa i els factors d’equireactivitat’” en fase solida de les 10 amines
corresponents a les benzamides sintetitzades en relacié a 'amina A12, per a les amines del
grup A, i en relacié a I'amina A6 per a les del grup B. La mitjana dels resultats obtinguts dels
dos duplicats de cada reaccié es mostren a la Taula 12.2.

Taula 12.2 Valors de reactivitat i factors d’equireactivitat en fase solida determinats per a les 10
amines estudiades en relacié a I'amina A12 per a les amines del grup A (esquerre) i en relacié a I'amina
A6 per a les del grup B (dreta).

A7 Al12 A13 A20 A34 A6 A9 A1l A19 A35

Reactivitat
0.73 1.00 0.95 0.78 0.76 | 1.00 0.46 047 090 0.31

relativa

Factor
1.37 1.00 105 128 132 |1.00 2.18 215 1.11 3.24
d’equireactivitat

* El factor d'equireactivitat s'ha calculat a partir de la inversa del valor de reactivitat relativa a A12 per a les amines del
grup Ai a A6 per a les del grup B, és a dir a 1.
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Aquests resultats van mostrar una certa homogeneitat de valors de reactivitat entre les
amines del grup A i una dispersié més gran entre les del grup B. Precisament en aquest grup,
cal destacar les amines A6 i A19, amb un nitrogen terciari en la cadena lateral, les quals van
mostrar una reactivitat molt superior a la resta d'amines. En canvi, I'amina que va mostrar
menys reactivitat va ser, sorprenentment, 'amina A35, que és |'amina aromatica fluorada en
posicid orto i una de les més utilitzades darrerament en el laboratori donats els seus bons
resultats d’activitat davant de diferents dianes bioldgiques.?’*** Pel que fa referéncia a les
amines del grup A, totes elles van mostrar valors de reactivitat similars. Evidentment, en no
tenir cap amina comu entre els dos grups, no es van poder treure conclusions entre amines de
diferent grup. No obstant aix0, aquest fet no suposova cap inconvenient ja que durant el
transcurs de la sintesi de la quimioteca, mai dues amines de grups diferents estarien mesclades
competint pel mateix substrat.

En aquest punt, calia confirmar els resultats anteriors i comprovar si variant les
concentracions de cada amina en l'etapa d'acoblament, tot aplicant els factors de correccid
d’acord amb els corresponents factors d’equireactivitat, s'aconseguia compensar la diferéncia de
reactivitat entre les amines i, en conseqliéncia, obtenir concentracions similars de cada
benzamida en les mescles finals.

12.3.2.3. Estudi de la reactivitat de les amines del Grup A i del Grup B en fase solida
utilitzant mescles equireactives en I'etapa d’acoblament

De forma analoga a l'apartat anterior, es van realitzar dues reaccions en fase solida, una
per a les amines del grup A i una per a les del grup B, afegint una mescla de 5 amines amb les
concentracions ajustades d'acord amb els factors de reactivitat determinats. Igualment, cada
reaccio es va realitzar per duplicat. En aquest cas, I'analisi per HPLC dels residus de les mescles
de les benzamides resultants van mostrar els valors de reactivitat de les 10 amines
corresponents a les benzamides sintetitzades que s’indiquen a la Taula 12.3.

Taula 12.3. Valors de reactivitat en dissolucié determinats per a les 10 amines estudiades en relaci6 a
I’'A12 per a les amines del grup A (esquerre) i en relacié a I'A6 per a les del grup B (dreta), després
d’haver aplicat durant la sintesi de les benzamides els factors d’equireactivitat corresponents a cada
amina.

A7 Al12 A13 A20 A34 | A6 A9 Al1 Al19 A35

Reactivitat
. 098 1.00 1.01 098 1.00|1.00 0.89 095 0.97 0.87
relativa

Els nous valors de reactivitat obtinguts van mostrar com, efectivament, després de tenir en
compte els factors de correccié de cada amina, la seva reactivitat era molt similar en gairebé
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tots els casos. Novament es va poder comprovar I'homogeneitat entre totes les amines del grup
A, mentre que les del grup B van presentar una lleugera dispersid, sobretot en els casos de
I'amina A9 i de I'amina A35, els quals van donar uns valors de reactivitat relativa d’'un 10%
inferiors als del valor de referéncia.

12.3.3. CONCLUSIONS DE LA REACTIVITAT DE LES AMINES DE LA QUIMIOTECA

En aquest estudi per HPLC es van obtenir els valors de reactivitat dels dos conjunt d’amines
que s'utilitzarien per sintetitzar la quimioteca de pentamers. En termes generals, s’ha pugut
observar una dispersio en la reactivitat de les amines en fase solida, tant entre les amines
aromatiques com entre les no aromatiques, posant de manifest les diferéncies existents entre
elles a nivell d'estructura, de volum, de volatilitat, de caracter polaritzable o d’hidrofobicitat.
Aquestes diferéncies s’han fet més evidents sobretot, entre les amines del grup B, on els valors
de reactivitat relativa han estat més dispersos.

No obstant, tot i I'existéncia de diferéncies en la reactivitat de les amines en fase solida,
s’ha pogut comprovar la correccid i amortiment d'aquesta diferéncia amb Iajust de les
quantitats d'amina, en funcié dels seus factors d’equireactivitat, durant la sintesi de les
benzamides corresponents.

Aixi doncs, els resultats d’aquest estudi de reactivitat han mostrat la importancia i la
necessitat de la realitzacid d'aquest tipus d’estudi quan es porten a terme sintesis de
quimioteques de mescles on les etapes d'introduccié de diversitat impliquen I'addicié de mescles
de reactius. Aquesta necessitat, per tant, és inquestionable en el cas d'una sintesi seguint el
format de rastreig posicional amb reactius que difereixen prou entre ells, escollits per tal que la
diversitat de la quimioteca sigui gran, com és el cas de la quimioteca de pentamers.

12.4. PROCEDIMENT PER A LA SINTESI DE LA QUIMIOTECA

12.4.1. PLANTEJAMENT DE LA SINTESI

La sequéncia plantejada per a la sintesi de la quimioteca de pentamers es mostra a la
Figura 12.11.
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Figura 12.11. Esquema plantejat per a la sintesi de la quimioteca de pentamers: etapes de desproteccio, d’acilacio i
d’aminaci6 successives, i d’escissio final.

La sintesi va comportar un total de 12 etapes, de les quals la desproteccié del grup Fmoc
dels grups amino units a la resina es va realitzar conjuntament per a totes les mescles. La resta
es va realitzar en tandes de 5 en 5 degut a la limitacié del volum del reactor emprat en I'aparell
de microones, excepte en el cas de les etapes d'aminacid on quedava definida una de les
posicions de diversitat, casos on les mescles es van fer reaccionar de forma individual. Els
rentats entre les diferents etapes es va realitzar en ampolles de polipropile de 5 en 5 o de
forma individual, segons de la reaccié d'on procedien els crus.

Les condicions emprades per a la sintesi van ser les optimitzades durant el
desenvolupament de la metodologia de reaccid en fase solida, amb I'activacié per microones,
exceptuant la desproteccio inicial, la qual es va dur a terme en agitacio a temperatura ambient.

A diferéncia de la metodologia convencional utilitzada en el nostre laboratori per a la sintesi
de peptoides, es va dicidir substituir en les etapes d’acilacidé l'acid cloroacétic per I'acid
bromoacetic, per mirar d’afavorir les reaccions d‘acoblament d’amina i aixi assegurar una
maxima conversid. Per altra banda, la utilitzacié de la técnica de les bossetes de te va implicar
la utilitzacid d’'un excés de reactius de 30-50 equivalents per mantenir-ne la concentracié
optima, donat el gran volum de dissolvent requerit per aquesta metodologia.

12.4.2. PROCEDIMENT GENERAL PER A LA SINTESI D'UNA QUIMIOTECA DE
MESCLES

Per sintetitzar una quimioteca amb format de rastreig posicional, s’ha de seguir una
metodologia concreta en les etapes d'introduccié de diversitat, tal i com s’ha esquematitzat en
la Figura 12.12. Inicialment es van posar totes les bossetes juntes en una ampolla de polipropile
de 500 ml per realitzar I'etapa de desproteccié del grup Fmoc en agitacié a temperatura
ambient. Acabada la reaccié, es va buidar el dissolvent i es va procedir als rentats
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corresponents de la resina dins de la mateixa ampolla. A partir d'aqui es van separar les
bossetes de cada subquimioteca i es va procedir a continuar la sintesi amb etapes successives
d’acilacié i d‘acoblament d’amina. Totes les reaccions es van fer conjuntament per a les 5
bossetes de cadascuna d‘aquests quatre grups, excepte les etapes d'acoblament d’amina amb
la posici6 definida, les quals es van tractar de forma individual amb la corresponent amina (50
ed.) en DMF. En canvi, en les etapes d'acoblament d’amina amb les posicions no definides
(posicions aleatories) es van fer reaccionar totes les bossetes amb una mescla equireactiva
d’amines aplicant els factors d’equireactivitat explicats en I'apartat 12.3.2.3 partint d'un nombre
minim de 30 eq.

Per altra banda, no es van fer controls de reaccidé degut a la dificultat d'introduir una
bosseta més per a la sintesi en paral‘lel d'un pentamer control, en les mateixes condicions de
reaccié que la resta de pentamers, dins lI'esquema sintétic de la quimioteca. No obstant aixo, la
gran quantitat de proves d'optimitzacié de les condicions de reaccié efectuades abans de la
sintesi de la quimioteca donava prou garanties d'éxit com per dur a terme tota la sintesi sense
la necessitat de controlar-la al final de cada etapa.
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Figura 12.12. Esquema de la manipulacid i organitzacié de les diferents bossetes en la sintesi de la
quimoteca de pentamers en format de rastreig posicional. O: posicié definida; X: posicié aleatoria.

Després de l'escissio final de la resina, no es va poder determinar la puresa dels pentamers
degut a la preséncia del nombre tan elevat de composts (125 pentamers) en cada mescla. No
obstant, es van analitzar totes les mescles per EM (mode FIA) i es van poder observar
clarament les dues distribucions gaussianes corresponents al pic molecular (M+H)* entre 726 i
1092 i al (M+2H)**/2 entre 363 i 546. Evidentment, hi havia massa composts per intentar
identificar-los individualment, perd si que mostrava clarament la preséncia dels pentamers. A
tall d'exemple, la Figura 12.13 mostra |'espectre de masses obtingut per a la bossa n° 11.

2.3

100 o iy (M +H)+

298.9

(M+2H)2+/2

a0

&0

20+

8732|

717.3 7272

1005.3

———=a

T T T T
200 400 G000 00 1000 mig

Figura 12.13. Espectre de masses obtingut en mode FZA4 per a la mescla de pentamers de la bossa n°
11. Esquerre: conjunt de masses corresponents a (M+2H)*/2; Dreta: conjunt de masses corresponents

a (M+H)*.

Els pentamers es trobaven en forma de trifluoroacetats, en provenir de I'evaporacio dels
dissolvents del coctel de tall de la fase solida. Sense cap purificacid addicional, les mescles de la
quimioteca es van dividir en mostres aliquotes a una concentracié de 5 mg/ml, el que suposava
una concentracid aproximada de 40 uM per peptoide en cada mescla i es van liofilitzar.
Finalment, es van distribuir aquestes mostres aliquotes entre diferents grups d‘investigacio, els
quals han dut a terme els assaigs d'activitat biologica contra diferents dianes d'interes

terapéutic.
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12.5. CONCLUSIONS

Al llarg d’aquest capitol s’ha presentat una metodologia alternativa per a la preparacié de
quimioteques combinatories i, més concretament, de quimioteques en format de rastreig
posicional. En aquest sentit, caldria destacar que es tracta de la primera quimioteca de mescles
controlades sintetitzada en aquest format utilitzant la metodologia de les bossetes de te i
activacio per microones.

En aquest sentit, ha quedat demostrada la necessitat de realitzar I'estudi d’equireactivitat
entre les amines primaries escollides com a font de diversitat, ja que tot i tenir una estructura
general comuna, mostren diferéncies de reactivitat importants entre algunes d'elles, la qual
cosa podria conduir a diferéncies importants en la distribucid dels productes finals en les
mescles de la quimioteca.

Aixi doncs, la principal novetat presentada és l'activacié per microones, la qual permet
accelerar molt el procés sense perdre eficacia sintética. Tant és aixi que, un cop optimitzades
les etapes de sintesi i després de realitzar els estudis d’equireactivitat, la quimioteca es va
poder sintetitzar en un Unic dia de feina.
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13. ACTIVITAT BIOLOGICA DELS PENTAMERS DE LA QUIMIOTECA

Un dels objectius més importants de la recerca biomédica és la identificacié de noves
molécules cap de série amb interés terapéutic. Amb aquesta finalitat es va realitzar el cribratge
de la quimioteca de pentamers davant de diferents dianes biologiques disponibles en diversos
grups de recerca amb qui el nostre grup es va posar en contacte.

Al llarg d'aquest capitol es mostraran els resultats més rellevants obtinguts fins ara en el
cribratge de la quimioteca.

13.1. DIABETIS

La diabetis (Diabetis mellitus) és una malaltia cronica del metabolisme dels carbohidrats,
els greixos i les proteines caracteritzada per un augment anormal dels nivells de glucosa en la
sang (hiperglucémia), com a conseqiiéncia de falta d'insulina o d’un mal funcionament de la
seva produccio o regulacio. Aquests desordres metabolics condueixen als simptomes tipics de la
diabetis: politria, polifagia i polidipsia. La diabetis s'associa també amb neuropaties,
nefrologies, retinopaties, problemes cardiovasculars, embolies i mort prematura. El resultat és
una disminucio substancial de la qualitat i de I'esperanca de vida.
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Hi ha dos tipus de diabetis: la tipus I o diabetis insulinodependent, i la tipus 2 o no
insulinodependent. La primera afecta entre un 5-10% de la poblacié, es manifesta en la
infantesa i en I'adolescéncia, i esta provocada per una destruccié autoimmune de les cél*lules B
pancreatiques. En canvi, la diabetis tipus 2 afecta al 90-95% de poblacié i es caracteritza per
dos factors: el desenvolupament per part de I'organisme d’una resisténcia cap als efectes de la
insulina i una relativa deficiencia en la seva produccid per part de les cél*lules B pancreatiques.

Tot i que tradicionalment I'estudi d'aquesta patologia s’havia centrat en el metabolisme de
carbohidrats, en els Ultims anys s’ha produit un canvi cap a I'estudi del metabolisme dels acids
grassos com a promotor principal d'aquesta malatia. En aquest sentit, s’ha demostrat una
correlacié entre I'acumulacié de lipids en teixits periférics (fetge i muscul principalment), la
menor captacié de glucosa en el muscul i I'aparicio de resisténcia a la insulina.

El transport d'acids grassos dins de la mitocondria el realitza el sistema carnitina-
palmitoiltransferasa i esta esquematitzat a la Figura 13.1. Aquest sistema esta compost per tres
proteines: la carnitina palmitoiltransferasa I (CPT I), la carnitina-acilcarnitina translocasa (CACT)
i la carnitina palmitoiltransferasa II (CPT II), cadascuna d’elles amb una localitzacio subcel-lular
diferent. En un primer pas, els acils-CoA formats en la membrana mitocondrial externa per
I'accié de I'ACS (acil-CoA sintetasa) a partir d'acids grassos, son convertits en acil-carnitina.
Aquest pas esta regulat per la CPT I, localitzada en la membrana mitocondrial externa. El
complex acil-carnitina és transportat a la matriu mitocondrial en una reaccié d'intercanvi
facilitada per la CACT, una proteina integral de membrana mitocondrial interna. En la matriu
mitocondrial, I'acil-carnitina és reconvertida a acil-CoA per accié de la CPT II, localitzada a la
cara interna de la membrana mitocondrial interna. La carnitina alliberada difon cap al
citoplasma i pot tornar a ser utilitzada per la CPT 1.

La CPT I esta fortament regulada pel seu inhibidor fisiologic, el malonil-CoA, i per tant és el
pas més important en el control de l'oxidacié d'acids grassos. Aix0 converteix a CPT I en una
potencial diana farmacologica per al tractament de I'acumulacié d’acils-CoA de cadena llarga,
contribuint al tractament de desordres metabolics com les malaties coronaries, la resisténcia a
la insulina i la diabetis.

Els mamifers expressen dues isoformes de CPT I: la isoforma hepatica (LCPT I) i la
isoforma de muscul cardiac i esquelétic (MCPT I). Aquestes isoformes son producte de dos gens
diferents. La identitat de seqiiéncia d'aminoacids és del 62%, pero la seva regulacid per
malonil-CoA és diferent. La isoforma muscular és molt més sensible al malonil-CoA (la ICsy és
dos ordres de magnitut menor per a la MCPT I). Aquesta propietat esta involucrada en la
complexa regulacié de I'oxidacié d’acids grassos en el muscul esquelétic.

El nostre objectiu, doncs, va ser la identificaci6 de compostos capagos d‘activar
farmacologicament I'activitat de CPT I en les seves dues isoformes.
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Figura 13.1. El transport d'acids grassos dins la mitocondria mitjancant el sistema CPT. Els acids grassos de
cadena llarga s'activen a acil-CoA per accié de la acil-CoA sintetasa (ACS). El transport de I'acil-CoA cap a
I'interior de la mitocondria el realitza la CPT I, la qual converteix l'acil-CoA en acil-carnitina; la
carnitina:acilcarnitina translocasa (CACT), que transporta l'acil-carnitina a través de la membrana
mitocondrial interna; i la CPT II que reconverteix |'acil-carnitina en acil-CoA. Els nivells de malonil-CoA,
inhibidor de la CPT I, estan regulats per l'activitat de I'acetil-CoA carboxilasa (ACC) i la malonil-CoA
descarboxilasa (MCD), les quals alhora estan regulades per 'AMPK. MME: membrana mitocondrial externa;
MMI: membrana mitocondrial interna.

13.1.1. CRIBRATGE DE LA QUIMIOTECA

El procés de cribratge de la quimioteca de pentamers per trobar activadors farmacologics
de la CPT I va ser realitzat pel Dr. David Sebastian, del grup del Dr. Fausto Garcia-Hegardt i de
la Dra. Guillermina Asins, del Departament de Bioquimica i Biologia Molecular de la Facultat de
Farmacia de la Universitat de Barcelona.

L'activitat de la CPT I es va determinar mitjancant un meétode radiomeétric assajat en
fraccions enriquides en mitocondries,?”” on aquestes romanien intactes. L'assaig es va realitzar
sempre amb aquestes fraccions sense congelar per evitar la ruptura de les mitocondries i
I'aparicid de I'activitat de la CPT II.
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Els substrats per l'assaig d‘activitat van ser I'hidroclorur de I'L-[metil-*H]carnitina i el
palmitoil-CoA. La reaccid es va produir en la seglient direccio:

3H-carnitina + palmitoil-CoA ——— palmitoil-3H-carnitina + CoA-SH

El procés es basa en la formacié de palmitoilcarnitina marcada radioactivament, la qual és
soluble en un medi organic de butanol, mentre que I'excés de carnitina radioactiva que no ha
reaccionat és soluble en aigua. D'aquesta manera, mitjancant una extracci6 amb butanol
saturat d'aigua es pot separar la palmitoilcarnitina. La determinacié de la radioactivitat
d’aquesta fraccié organica permet quantificar I'activitat especifica de I'enzim.

El cribratge de la quimioteca per les dues isoformes va donar els resultats que es mostren
en la Figura 13.2. D’acord amb el format de rastreig posicional de la quimioteca, el procés de
cribratge amb només 20 assaigs (un per mescla) va permetre extreure informacié d'un total de
625 compostos, identificant aquells que van presentar una major activitat. Ara bé, I'activitat
trobada va ser contraria a la plantejada en l'objectiu inicial, ja que els components de les
mescles actuaven com a inhibidors de la CPT I enlloc d'actuar com a activadors i ho feien
selectivament per a la isoforma de muscul (MCPT I). Aquest resultat era interessant, perd per
altres motius que no tenien relacié amb I'augment de l'oxidacié d'acids grassos en muscul.

Fins ara, tots els inhibidors coneguts de CPT I no distingeixen entre LCPT I i MCPT I, amb
la qual cosa trobar-ne un que inhibeixi especificament la isoforma muscular i no I'hepatica seria
interessant tant des del punt de vista fisioldgic com molecular. Molecularment, podria ajudar a
veure les diferéncies estructurals entre les dues isoformes, mentre que fisiologicament podria
aplicar-se al tractament de la diabetis/hiperglucémies i al tractament dels infarts cardiacs. Pel
que fa referéncia al tractament d'hiperglucémies, si s'aconseguis la inhibicié de I'oxidacié d’acids
grassos en muscul, aquest hauria d’obtenir I'energia obligatoriament de l'oxidacid de la glucosa,
amb la qual cosa en captaria més i contribuiria a baixar-ne els seus nivells plasmatics. De fet, ja
s’han utilitzat inhibidors de la CPT I (Etomoxir)??®??° amb aquesta finalitat, perd com aquest
farmac també inhibeix la CPT I hepatica (LCPT I), produia efectes secundaris importants i per
aquest motiu va ser rebutjat per la FDA. Respecte el tractament dels infarts cardiacs, la
inhibicié de l'oxidacié d'acids grassos podria ajudar a la recuperacid dels pacients després de
patir-ne un. Durant un infart, el que succeeix és que no arriba oxigen al cor, amb la qual cosa
aquest muscul passa d'un metabolisme oxidatiu (glucolisi + cicle de Krebs) a un no oxidatiu
(glucolisi + fermentacid), produint una acumulacié de lactat. Aquesta acumulacié produeix un
canvi metabolic que provoca que deixi de bategar. A més, l'infart provoca l'alliberacié d'acids
grassos del teixit adipds en una resposta hormonal. Després de l'infart, ja sigui perqué no ha
estat suficientment fort per produir la mort o bé perque s’ha corregit farmacologicament, hi ha
més acids grassos i el cor els utilitza per al seu metabolisme oxidatiu (ja hi torna a haver
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oxigen), i la glucosa segueix pel metabolisme no oxidatiu, de manera que es segueix acumulant
lactat, la qual cosa no és bona per a la recuperacio del pacient que acaba de patir l'infart.
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Figura 13.2. Resultats del cribratge de la quimioteca en |'assaig per a la identificacié d’activadors de
CPT I, tant en la seva isoforma hepatica (LCPT I) com en la seva isoforma de muscul (MCPT I). En
blanc es mostra el control corresponent a un 100% d’activitat de cada isoforma i en blau es mostren les

mescles més actives seleccionades a una concentracié de 50 uM.

Del cribratge de la quimioteca es van seleccionar les mescles 5, 7, 9, 12, 14, 15, 17 i 19
com les més actives per a la MCPT I, les quals van permetre identificar tres amines per a la
posicié R' (N+terminal), dues amines per a R?, dues amines per a R® i una amina per a R*. Les
12 combinacions d'aquestes amines van conduir a la identificacié de 12 peptoides, els quals es
van resintetitzar individualment i es van tornar a assajar sense purificar (puresa > 95% per
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HPLC). Els resultats obtinguts a una concentracié de peptoide de 50 uM es mostren a la Figura
13.3.

12
1041

Activitat MCPT 1
(nmol/min x mg prot)

ct P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12

Figura 13.3. Resultats del cribratge dels 12 peptoides definits en l|'assaig per a la
identificacié d'inhibidors de la MCPT I. En blau es mostren els tres peptoides més actius
seleccionats a 50 pM. En blanc es mostra el control que correspon al 100% d‘acitvitat de la
MCPT L.

Del cribratge dels 12 peptoides definits com a inhibidors de la MCPT I es van identificar els
peptoides P2, P5 i P6 com a compostos amb activitats més elevades. Concretament, la
inhibicié de I'activitat de la MCPT I va ser al voltant del 60% a 50 uM.

Una vegada identificats, es va repetir 'assaig amb aquests tres peptoides definits purificats
per HPLC (puresa > 98%). Aquest assaig es va realitzar també sobre |'altra isoforma per tal
d'assegurar-ne la seva especificitat. Els resultats obtinguts es mostren a la Figura 13.4.
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Figura 13.4. Resultats dels assaigs d'inhibicié per a les isoformes MCPT I i LCPT I amb els tres peptoides
definits purificats a una concentracié de 50 uM. En blanc es mostra el control que correspon a un 100%
d‘activitat de cadascuna de les isoformes.

Els millors resultats obtinguts van ser els corresponents als peptoides P2 i P6, els quals
van confirmar a més la seva especificitat per a la isoforma de muscul.
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Amb aquest dos peptoides, en ser els que més inhibien, es va decidir fer un assaig dosi-
resposta. Tal i com es pot observar a la Figura 13.5, el peptoide P6 és el més eficient a
concentracions baixes. Sobretot en els punts corresponents a 5 uM i 10 uM, on el peptoide P2
no inhibeix i el peptoide P6 inhibeix fins a un 50% (a 10 pM).
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Figura 13.5. Estudi dosi-resposta d'inhibicio realitzat per als peptoides P2 (en
vermell) i P6 (en blau).

En base a aquest resultats, el segiient pas sera l'estudi del peptoide P6 ex vivo en
cél-lules (activitat CPT I i oxidacié d’acids grassos) que expressin tant la MCPT I (cél-lules
musculars de muscul huma) com cel*lules que expressin LCPT I (hepatocits primaris de rata). A
més s'estudiara I'efecte /n vivo d’aquest peptoide injectant en rates i determinant el percentatge
d'inhibicid de I'activitat CPT I en mitocondries de fetge, muscul esquelétic i cor.

Aixi doncs, aquest peptoide esdevé un nou esquelet farmacoforic per al desenvolupament
de nous farmacs inhibidors especifics de MCPT I per una millora en el tractament de les
hiperglucemies (diabetes) i els infarts cardiacs. Ara bé, en un futur caldra efectuar un estudi
d’optimitzacié de la seva estructura per tal de millorar-ne la seva activitat. En aquest sentit,
antecedents en el nostre grup de recerca suggereixen que aquest procés es pot dur a terme
augmentant la rigidesa de l'estructura i reduint la seva llibertat conformacional, comptant, a
més amb el guiatge d’estudis de modelatge molecular amb I'enzim model CPT1B.
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13.2. NEUROPROTECCIO. RECEPTOR D'NMDA

Malalties neurologiques com els vessaments cerebrals i I'epilépsia, o neurodegeneratives
com la malatia de Huntington, malaltia de Parkinson, malaltia d’Alzheimer o I'esclerosi
amiotrofica lateral, estan relacionades amb la sobreestimulacié de receptors de glutamat com
els receptors d’'NMDA, AMPA o KA.*2?%°

El glutamat (Glu) és un neurotransmissor excitatori en mamifers que activa diferents tipus
de receptors, els quals es poden classificar en ionotropics, associats a |'obertura de canals
ionics, i metabotropics, associats a proteines G, els quals modulen I'activitat de diversos enzims.
La mort neuronal esta relacionada amb |'activacid excessiva dels receptors ionotropics,
especialment del tipus NMDA. A la Figura 13.6 sha esquematitzat el procés d'ativacié dels
receptors de tipus AMPA i NMDA.

A) B)
Receptor Receptor Receptor
d’AMPA d’'NMDA d’'NMDA

QR Membrana F K%
SOEE | || st

J

Apoptosi

Figura 13.6. A) Activaci dels receptors de tipus AMPA i d’'NMDA pel glutamat (Glu), entrada a l'interior
de la cél'lula dions Na* i desbloqueig dels ions Mg*. B) Entrada a l'interior cel*lular d‘ions Ca**, fet que
pot conduir a I'apoptosi 0 mort cel-lular.

Es coneix que una activacié perllongada del receptor de tipus AMPA per part del glutamat
provoca l'entrada d'ions Na* a l'interior cel*lular i una consegtient disminucié del potencial de
membrana. Aquest canvi condueix al desbloqueig dels ions Mg* del receptor d'NMDA, el qual
també es troba activat pel glutamat, i provoca el pas d'ions Ca** cap a l'interior de la cél*lula.
Aquest augment de la concentracid intracel'lular de Ca®* provoca una cascada de reaccions
posteriors que acaben generant oxid nitric i cGMP. Aquestes alteracions condueixen, en ultim

terme, al procés d’apoptosi o de necrosi cel*lular (vegeu Figura 13.6).%%

¥ NMDA: acid N-metil-D-aspartic; AMPA: acid ( RS)-2-amino-3-(3-hidroxi-5-metil-4 isoxazolil)propionic; KA: acid kainic.
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La mort neuronal induida per glutamat pot ser amortida pel bloqueig dels receptors
d’NMDA amb un antagonista selectiu o mitjancant la interferéncia en alguna de les etapes de la
cascada posterior dels esdeveniments intracel*lulars.

Per aquests motius, els receptors de tipus NMDA es consideren unes dianes terapéutiques
importants en el camp de la neuroproteccid i es persegueix el desenvolupament d'antagonistes
selectius del glutamat de moderada afinitat pels receptors. A més, cal que aquestes estrategies
terapéutiques modulin I'activitat dels receptors sobreactivats, perd0 que no disminueixin la
transmissié sinaptica degut a la inhibicid del neurotransmissor del glutamat, raé per la qual
caldria que tinguessin una capacitat bloquejadora reversible i rapida.

13.2.1. CRIBRATGE DE LA QUIMIOTECA

Els assaigs biologics referents al cribratge de la quimioteca respecte la seva capacitat
bloguejadora dels receptors de tipus NMDA van ser realitzats per Asia Fernandez, del grup del
Dr. Antonio Ferrer-Montiel de la Universitat Miguel Hernandez d'Elx.

El model emprat per als assaigs /n vitro van ser ovocits de granota del tipus Xenopus laevis
expressats amb les unitats NR1 i NR2A del receptor d’'NMDA.*? L'assaig consisteix en posar en
contacte els ovocits que expressen els receptors amb |'agonista, el glutamat, i amb el
coagonista, la glicina, i mesurar el corrent de la cél*lula quan tots els canals es troben oberts al
pas de Ca*, mitjancant el pincament del voltatge de membrana amb dos microelectrodes
(vegeu Figura 13.7, A), obtenint-se un valor maxim d'intensitat de corrent (I,..). Posteriorment,
es tracten els ovocits amb una dissolucié de glutamat i glicina en preséncia dels compostos a
avaluar, en aquest cas les mescles de peptoides, i, si aquests son capagos de bloquejar els
canals, el corrent ionic disminueix. Un cop s’ha estabilitzat aquest corrent, la seva mesura
(I.esc) cONdueix a la resposta bloquejadora dels peptoides i, per tant, a la seva capacitat com a
agonista d'NMDA, segons la relacid [1-(Tnesee/Inx)] X 100=% de resposta bloquejadora del canal
0, el que és el mateixX, (Iyo/Ins) X 100=% (vegeu Figura 13.7, B).

Glutamat 100 pM
A) B) i Glicina 20 pM

CcADN. cARN

Ihlnn,

2 dies
Bloquejador

Figura 13.7. Model /n vitro per a la mesura de la capacitat d'un antagonista bloquejador de I'activitat
del receptor d'NMDA: A) esquema de |'assaig electrofisiologic; B) resposta obtinguda per un bloquejador
de l'activitat del receptor d'NMDA activat per glutamat 100 puM i glicina 20 pM.
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Els resultats obtinguts del cribratge de la quimioteca respecte la seva activitat bloquejadora
del receptor d'NMDA es mostren en la Figura 13.8.

Del cribratge de la quimioteca es van seleccionar les que van mostrar una eficacia
neuroprotectora amb una activitat bloquejadora superior al 40%, és a dir, les mescles 4, 5, 10,
12, 13, 15, 18 i 19. Aixi doncs, es van identificar dues amiens per a la posicié R! (NV-terminal),
una amina per a R? tres amines per a R’ i dues amines per a R*. La combinacié d’aquestes
amines va conduir a la identificaci6 de 12 peptoides, els quals es van resintetitzar
individualment per tal de tornar-los a assajar (sense purificar, puresa >95% per HPLC).
Actualment s’estan realitzant aquests assaigs i s'esta a I'espera dels resultats corresponents.
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Figura 13.8. Resultats del cribratge de la quimioteca en l'assaig per a la identificacid de
bloquejadors de l'activitat del receptor d’'NMDA. En blau es mostren les mescles més actives
seleccionades a una concentracié de 50 pg/ml.
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13.3. ANALGESIA.

El dolor, ja sigui transitori o cronic, representa un greu problema social i economic ja que
és patit per un gran nombre de persones arreu del mén. La sensacid de dolor s'inicia quan les
terminacions nervioses de les neurones sensorials (nociceptors) s'activen davant d'estimuls
nocius externs de diferent naturalesa i transmeten la informacid als centres processadors de la
sensacio del dolor.

Es calcula que aproximadament un 50% del tractament del dolor és ineficag, degut a la
manca d'especificitat i als efectes secundaris que provoca, aixi com dependeéncia. Aixi doncs, la
identificacié de nous compostos que millorin el tractament i la prevencié del dolor esdevé un
objectiu molt important.

Gracies a la caracteritzacié i clonacié del canal de la subunitat 1 vanilloide (TRPV1), s’han
comencat a aclarir els mecanismes de transmissié del dolor.>*> Aquest receptor de membrana
consisteix en un canal idnic no selectiu amb una elevada permeabilitat a Ié Ca®* quan esta
activat per capsaicina.”>* A més, aquest canal també s'obre quan es troba exposat a una
temperatura nociva (>42 °C) o a un pH baix, i la seva activitat esta fortament modulada per
I'accié de reguladors inflamatoris. Aquests fets condueixen a pensar que el canal TRPV1 esta
involucrat en les vies de dolor i que exerceix una funcié determinant en la transduccié dels

estimuls nocius térmics i quimics en les terminals nervioses dels teixits periférics.?*>2%

Els analgeésics tradicionals es divideixen en dues classes, opiacids i antipirétics, els quals no
mostren una elevada selectivitat i presenten efectes secundaris, com ara dependéncia i
tolerancia.”®” En aquest context, la recerca de nous moduladors o0 antagonistes especifics de
I'activitat de TRPV1 a través del control dels canals ionics constitueix una estratégia d’elevat
interés per al tractament del dolor.

Els Ultims anys el nostre laboratori en col'laboraci6 amb el grup del Dr. Antonio
Ferrer-Montiel de la Universitat Miguel Hernandez d’Elx ha abordat la recerca de nous
bloquejadors del canal TRPV1 mitjancant el cribratge de quimioteques de peptoides amb
resultats satisfactoris, identificant els peptoides N16-15-15C i N19-15-15C amb una activitat
bloquejadora del canal de I'ordre micromolar.®%'*° Malgrat els resultats obtinguts inicialment, la
falta de biodisponibilitat mostrada per aquests peptoides va obligar finalment a abandonar la
seva possible aplicacid.

Cal destacar que malgrat els esforcos destinats al desenvolupament d‘antagonistes del
canal de TRPV1, a dia d'avui, encara no s’ha aconseguit llencar al mercat cap farmac capag de
bloquejar el canal selectivament.”® Aquest fet posa de manifest la dificultat d‘afrontar el
problema seguint l'estratégia d'actuacid directe sobre el propi canal. Per aquest motiu, la
recerca de noves estratégies encaminades a interaccionar de forma indirecta sobre el canal
sembla una bona alternativa de futur.
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Una d'aquestes estratégies consisteix en la inhibicid de I'activitat proteolitica de la tripsina,
la qual actua com a agonista del receptor PAR 2 (Proteinase-Activated Receptor 2) quan és
alliberada en un teixit durant el procés d’inflamacio. L'activacié d’aquest receptor sensibilitza i
potencia l'activitat del receptor de TRPV1, desencadenant la sensacié de dolor i intervenint

directament en la seva transmissio.23%>*

Durant décades, s’ha considerat a les proteases com a mers enzims degradatius implicats
en la funcid digestiva. El descobriment dels receptors activats per proteases (PARs),
particularment en sistema nervids, ha aportat nous elements sobre la potencial activitat
fisiologica d'aquests enzims. Els PARs son receptors formats per set unitats transmembrana
acoblats a proteina G i la seva activacié es produeix per hidrolisi, en un punt especific, de
I'extrem extracel'lular A-terminal del receptor. Aquest tall deixa exposat un nou extrem
Mterminal que actua com a lligand d'unid, el qual s'uneix intramolecularment per iniciar la
senyalitzacio cel*lular (vegeu Figura 13.9). Entre els diferents PARs que existeixen, I'objectu del
nostre estudi es centra en el PAR2, el qual és activat per la tripsina i que esta relacionat amb
I'activacio del receptor TRPV1.

Figura 13.9. Mecanisme d‘activacié dels receptors activats per proteases (PARs),
més concretament l'activacié del PAR2 per tripsina. La tripsina (representada per
unes estisores) tallen el domini A-terminal en la superficie de la cél'lula exposant
un nou extrem Atterminal, el qual uneix i activa el receptor induint un senyal
intracel*lular.?*
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13.3.1. CRIBRATGE DE LA QUIMIOTECA

Els assaigs biologics referents al cribratge de la quimioteca respecte la seva capacitat
inhibitoria de I'activitat proteolitica de la tripsina van ser realitzats per Nuria Garcia, del grup del
Dr. Antonio Ferrer-Montiel de la Universitat Miguel Hernandez d'Elx.

L'assaig del cribratge de la quimioteca es va basar en la determinacio per fluorescencia dels
fragments digerits per la tripsina d’'un substrat no fluorescent en preséncia de les diferents
mescles de la quimioteca. Aquest assaig de fluorescéncia va consistir en la preincubacié de les
mescles de la quimioteca resuspeses en DMSO al 5% (0.2 mg/ml) amb la tripsina (Trypsin
TPCK de pancreas bovi, T1426, Sigma) en microplaques negres de 96 pouets durant 1 h en
agitacio a temperatura ambient. Passat aquest temps, s'hi va addicionar el substrat (BODIPY-FL
casein, EnzChek® Protease Assay Kit, Molecular Probes) a una concentracio final de 5 pg/ml i es
van incubar les reaccions durant 1 h en agitacié a temperatura ambient i protegides de la llum.
El substrat no fluorescent era digerit per la tripsina alliberant fragments fluorescents que es
monitoritzaven en un lector de fluorescencia utilitzant el filtre d’excitacié a 485 nm i el d’emissid
a 530 nm.

Els resultats obtinguts del cribratge de la quimioteca respecte la seva activitat inhibitoria de
I'activitat proteolitica de la tripsina es mostren en la Figura 13.10.
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Figura 13.10. Resultats del cribratge de la quimioteca en I'assaig per a la identificacié d'inhibidors de
I'activitat proteolitica de la tripsina. En blau es mostren les mescles més actives seleccionades a una
concentracio de 0.2 mg/ml. En blanc es mostra el control realitzat amb tripsina i substrat en abscéncia
d'inhidor, mostrant un 100% de fluorescéncia.

Del cribratge de la quimioteca es van seleccionar les mescles 2, 4, 9, 10, 14, 15, 16, 17 i
18. Cal destacar, perd, que l'eleccié de les mescles més actives corresponents a la posicié R!
(Mterminal, mescles 15-18) es va fer després de repetir I'assaig per a aquestes mescles a una
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concentraci6 superior, és a dir, a 0.3 mg/ml al no observar-se cap resultat positiu en el primer
assaig. Aixi doncs, es van identificar quatre amines per a la posicié R' (Aterminal), dues per la
posicid R?, dues per a la posicid R® i una per la posicié R*. La combinacié d’aquestes amines va
conduir a la identificacié de 24 peptoides, els quals es van resintetitzar individualment per tal de
tornar-los a assajar (sense purificar, puresa > 95% per HPLC). Es van realitzar dos assaigs, un
a una concentracié de peptoide de 0.1 mg/ml i un altre a 0.3 mg/ml. Els resultats obtinguts en
el primer dels assaigs es mostren a la Figura 13.11, on es destaquen en color blau els peptoides
que van donar una activitat inhibitoria més elevada. Cal destacar que el peptoide P6 no va ser
seleccionat tot i l'activitat inhibitoria mostrada en primera instancia, degut als resultats
obtinguts per aquest peptoide en el segon assaig, on la seva activitat va quedar reduida

considerablement.
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Figura 13.11. Resultats del cribratge dels 24 peptoides definits en l'assaig per a la identificacid d'inhibidors de
I'activitat proteolitica de la tripsina. En blau es mostren els nou peptoides més actius seleccionats a 0.1 mg/ml. En
blanc es mostra el control realitzat amb tripsina i substrat en abscéncia d'inhibidor, mostrant un 100% de
fluorescéncia.

Amb els nou peptoides que van mostrar una capacitat d’inhibicidé major es va realitzar un
assaig dosi-resposta a les seglients concentracions: 0.01, 0.05, 0.1 i 0.5 mg/ml, i es van obtenir
els valors d'ICsy mostrats en la Taula 13.1.
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Taula 13.1. Activitat biologica dels 9 peptoides definits de la
quimioteca de pentamers com a inhibidors de I'activitat proteolitica de
la tripsina.

Activitat inhibitoria

Peptoide de tripsina (ICso pM)

- 64

P2 23

o3 104

P4 38

P8 >0

P9 67

P11 20

P17 61
P19 >/

Finalment, per coneixer la selectivitat d’aquests nou peptoides vers la tripsina i comprovar
gue no es tractava d'una reaccio inespecifica es va realitzar un assaig d‘inhibicid amb una altra
proteasa, l'elastasa. L'assaig es va basar en la determinacié per fluorescencia dels fragments
digerits per I'elastasa d’un substrat no fluorescent en preséncia dels diferents peptoides definits.
Aquest assaig de fluorescéncia va consistir en la preincubacio dels diferents peptoides definits a
una concentracid d’1.3 mg/ml en microplaques negres de 96 pouets amb 1.05 unitats/ml
d’elastasa (EnzChek® Elastase Assay Kit, Molecular Probes) durant 1h en agitacidé a
temperatura ambient. Passat aquest temps, s’hi va addicionar el substrat (DQTM elastina
dissolta en aigua miliQ autoclavada) a una concentracio final de 25 pg/ml i es van incubar les
reaccions durant 2 h en agitacié a temperatura ambient i protegides de la llum. El substrat no
fluorescent era digerit per la tripsina alliberant fragments fluorescents que es monitoritzaven en
un lector de fluorescencia utilitzant el filtre d’excitacié a 485 nm i el d’emissié a 530 nm. Els
resultats obtinguts es mostren en la Figura 13.12.
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Figura 13.12. Resultats del cribratge dels 9 peptoides definits en l'assaig per a la
identificacid d‘inhibidors de I'activitat proteolitica d'elastasa. En vermell es mostren els
peptoides més actius seleccionats a 1.3 mg/ml, els quals per tant no mostraven
selectivitat en la seva accidé. En blanc es mostra el control realitzat amb elastasa i
substrat en abscéncia d'inhibidor, mostrant un 100% de fluorescéncia.

Els peptoides P2, P4 i P8 van mostrar una activitat inhibitoria d’elastasa important i per tant
van ser descartats al no presentar la selectivitat desitjada. Actualment, s'esta a l'espera dels
resultats dels assaigs ex vivo realitzats amb la resta de peptoides per confirmar els resultats

obtinguts in vitro.

13.4. CONCLUSIONS

El fet que les cadenes laterals dels peptoides recaiguin en I'atom de nitrogen de I'enllag
amida en comptes del carboni en o al carbonil, com és el cas dels péptids, evita la formacié de
ponts d’hidrogen intramoleculars, augmentant d'aquesta manera el seu grau de llibertat
conformacional. Aquesta flexibilitat els permet adoptar diverses conformacions, com s'observa
en la gran complexitat dels espectres de ‘H-RMN i de “C-RMN, i els facilita la seva interaccié
amb multiples dianes d'interés terapéutic.

Del conjunt d’amines seleccionades a partir dels resultats obtinguts del cribratge de la
quimioteca davant de les tres dianes terapeutiques estudiades amb més activitat, s‘observa com
en les posicions de diversitat R?, R? i R* Unicament es van seleccionar les amines aromatiques,
mentre que a la posicid de diversitat R! es van seleccionar amines que presentaven un segon
heteroatom en la cadena lateral. Tot i presentar aquesta caracteristica comu, les amines
seleccionades per aquesta posicid (R') mostraven una variabilitat estructural elevada, la qual
cosa semblaria indicar que la posicid Mterminal del pentamer juga un paper determinant en la
interaccid amb les dianes estudiades i, per tant, podria ser la posicid de diversitat més
important a tenir en compte a I'hora d’optimitzar la seva estructura. En canvi, en les posicions
de diversitat R%, R® i RY, la preséncia d’amines aromatiques estructuralment més semblants

258



Activitat biologica dels pentamers de la quimioteca

semblaria indicar que Unicament la seva capacitat d’establir interaccions més inespecifiques de
tipus n-n de caracter hidrofobic seria el seu efecte més important a I'hora d‘interaccionar amb
les dianes.

Un dels principals inconvenients que poden presentar les quimioteques de mescles
sintetitzades en format de rastreig posicional en comparacié a aquelles sintetitzades en format
de divisid i mescla, o de les quimioteques de definits, és el fals negatiu. Es a dir, quan es
realitza el primer cribratge d’'una quimioteca davant una diana determinada, el procés de
deconvolucié selecciona les mescles més actives i s'identifiquen els reactius més actius per a
cada font de diversitat, donant lloc a la identificacié dels corresponents compostos amb més
activitat. No obstant, I'existéncia de diferéncies importants de concentracié en els compostos de
les mescles pot produir que compostos poc actius mostrin una activitat elevada degut a que es
troben en una alta concentracid, mentre que compostos moderadament actius, o fins i tot amb
activitats elevades, no es detectin perqué es troben en concentracions més baixes a les
esperades. En aquest sentit, tot i I'estudi d’equireactivitat realitzat entre les diferents amines
per minimitzar aquest efecte, cal validar els resultats d'aquest primer cribratge, resintetitzant
els compostos de forma individual i tornant-los a assajar en un segon torn d’assaigs. Aquest
procés de validacid permet confirmar o no l'activitat dels compostos inicialment identificats,
perd no permet detectar aquells actius que no van ser seleccionats durant el cribratge inicial.

Al llarg d’aquest capitol s’ha comentat com els processos de cribratge, deconvolucid i
validacio de la quimioteca de pentamers han conduit a la identificacio, fins ara, d’un inhibidor
selectiu de CPT I de muscul (P6) amb potencial activitat pel tractament d’hipeglucémies
(diabetes) i els infarts cardiacs. A més, s'esta realitzant la validacié dels resultats obtinguts del
cribratge de la quimioteca respecte la seva capacitat blolquejadora dels receptors de tipus
NMDA mitjancant I'assaig de 12 pentamers definits i respecte a la capacitat inhibitoria de la
tripsina amb uns altres 6 pentamers definits. Aquests resultats son ja proves fefaents de la
validesa de la quimioteca de pentamers sintetitzada.
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14. PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS

14.1. CONSIDERACIONS GENERALS

Les reaccions quimiques, instrumentacio i reactius referides a la Part II es van realitzar
tenint en compte les consideracions generals descrites en I'apartat 7.1.

Les analisis per HPLC en I'estudi de reactivitat d'amines es van realitzar emprant un aparell
Hewkett Packard 1100 Series equipat amb una columna de fase inversa Kromasil 100 Cig de
5pum (4.6 x 250 mm) de Scharlau. Com a eluents es van utilitzar: a) H,0 amb HCOOH-Et;N
20 mM a pH=5.0 i ACN, i b) H;O amb 0.1% de TFA i ACN amb 0.07% de TFA. El programa
d’elucio seguit va ser el segiient: 2 min a 5% d’ACN, de 5% a 80% d’ACN en 23 min i 2 min a
80% d'ACN, tot mantenint un flux constant d’1 ml/min i deteccié a 220 nm.

Les analisis per HPLC per determinar la puresa dels peptoides aixi com I'evolucié de les
reaccions es van realitzar en el mateix aparell amb una columna de fase inversa de tipus
Kromasil 100 Cg de 5 um (4.6 x 150 mm) de Teknokroma. Eluents: H,O amb 0.1% de TFA i
ACN amb 0.07% de TFA; programa: 2 min 20% d'ACN, de 20% a 80% d’ACN en 17 min, 1 min
a 80% d’ACN, de 80% a 100% d’ACN en 3 min i 2 min a 100% d'ACN, tot mantenint un flux
constant d’1 ml/min i deteccid a 220 nm.
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Les purificacions dels peptoides es van realitzar per HPLC a escala semipreparativa en dos
aparells diferents. El primer va ser el mateix aparell anterior equipat amb una columna de fase
inversa de tipus X-Terra® Ci5 de 5 um (10 x 150 mm) de Waters. Eluents: H,O amb 0.1% de
TFA i ACN amb 0.1% de TFA; programes: de 20% a 100% d’ACN en un temps variable segons
el cas, tot mantenint un flux constant de 4 ml/min i deteccié a 220 nm. El segon, va ser un
aparell Waters (Milford, MA, U.S.A.) equipat amb una columna de fase inversa X-Terra® C5 de
5um (19 x 250 mm) de Waters o bé amb una columna de fase inversa PrePack® C;s de
15-20 pm (47 x 300 mm) també de Waters. Eluents: H,O amb 0.1% de TFA i ACN amb 0.1%
de TFA; programa: variable segons el cas i la columna utilitzada, aixi com el flux. En tots els
casos la deteccio es va fer a 220 nm.

14.1.1. INSTRUMENTACIO DE LA SINTESI EN FASE SOLIDA

Part de la instrumentacio utilitzada en la sintesi en fase solida s’ha comentat anteriorment
en les consideracions generals descrites en |'apartat 7.1.

Per a la sintesi en fase solida de la quimioteca es van fer servir bossetes formades d'una
malla de polipropilé de dimensions 2.5 x 3.5 cm.

Les bossetes es van preparar a partir d'una malla de polipropilé subministrada pel
Dr. Enrique Pérez-Paya del Laboratori de Péptids i Proteines del Centro de Investigacion
Principe Felipe de Valéncia. El segellat dels seus extrems es va realitzar amb una segelladora de
la casa Rovebloc model P.R.I.B.-350 com la que es mostra en la Figura 14.1.

Figura 14.1. Segelladora de bossetes per
impulsos d’accionament manual mitjangant
un pedal, de la casa Rovebloc.
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En el cas de la quimioteca, les dues primeres etapes de reaccid es van dur a terme en una
ampolla de polipropile de rosca ampla de 500 ml, mentre que els rentats de les etapes
posteriors es van fer en una altra de 20 ml.

Es van utilitzar dos aparells de microones diferents: un multimode d’Us domestic de la
marca LG model MS-197H (vegeu Figura 14.2, esquerre) i posteriorment un monomode d'Us
comercial de la marca CEM model Discover (vegeu Figura 14.2, dreta).

CEM

Wy prr Rt

Figura 14.2 Esquerre: microones d'Us domestic emprat per la sintesi de peptoides. Dreta:
microones d'Us comercial emprat per la sintesi de la quimioteca.

14.2. SINTESI DE PEPTOIDES ASSISTIDA PER MICROONES MITJANCANT UN
APARELL DE MICROONES DOMESTIC

14.2.1. DESPROTECCIO DE LA RESINA

En 2 xeringues de polipropilé de 3 ml equipades amb una placa porosa de polietile que
contenien 100 mg (0.79 mmol/g, 0.08 mmol) de resina de poliestire AM RAM, es van afegir
2 ml de DMF per tal d'inflar-la. Les xeringues es van mantenir en agitacid6 mecanica durant
3 min i, seguidament, el dissolvent es va eliminar per filtracio.

Sobre la resina inflada amb DMF, es van afegir 2 ml de piperidina al 20% (v/v) en DMF.
Una de les xeringues es va col'locar en un agitador de vaivé a t. a. durant 30 min mentre que
I'altra es va col'locar dins del microones doméstic i es va escalfar durant 1 min a una poténcia
de 100 W en cicles de 20 s (3 x 20 s), agitant-la manualment entre cicle i cicle d’escalfament.

Acabades les dues reaccions, les dissolucions es van filtrar i es van recollir en vials de 3 ml.
Seguidament es van preparar mostres aliquotes de cadascuna de les dues dissolucions i es van
analitzar per HPLC (condicions d‘analisi: columna Kromasil 100 Cg de 5 pm (15 x 0.46 cm) de
Teknokroma; eluents: H,O amb 0.1% de TFA i ACN amb 0.07% de TFA; programa: 2 min 20%
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d’ACN, de 20% a 80% d'ACN en 17 min i 2 min a 80% d’ACN, tot mantenint un flux constant
d’1l ml/min i deteccid a 220 nm).

14.2.2. PROVES D’ACILACIO

14.2.2.1. Acilacio amb acid bromoaceétic i amb acid cloroaceétic

En 4 xeringues de polipropilé de 3 ml proveides d’'una placa porosa de polietileé que
contenien 50 mg (0.79 mmol/g, 0.04 mmol) de resina de poliestire AM RAM, es van afegir 2 ml
de DMF per tal d'inflar-la. Les xeringues es van mantenir en agitacid mecanica durant 3 min.
Seguidament, el dissolvent es va eliminar per filtracid i es va procedir al pas de desproteccio.

Desproteccio. sobre la resina inflada amb DMF, es van afegir 1.5 ml d'una dissolucié de
piperidina al 20% (v/v) en DMF. Les xeringues es van col*locar dins del microones domestic i es
van escalfar durant 1 min a una poténcia de 100 W en cicles de 20 s (3 x 20 s), agitant-les
manualment entre cicle i cicle d’escalfament. Passat aquest temps, I'excés de reactius es va
eliminar per filtracid i el procés de desproteccié es va repetir. En acabar, la resina es va rentar
amb DMF (3 x 2 ml), iPrOH (3 x 2 ml) i DCM (3 x 2 ml). La desproteccié de la resina es va
comprovar mitjancant el test del TNBS, el qual va donar positiu (color vermell) en tots els
casos.

Acilacio: sobre la resina desprotegida i inflada amb DCM, es va afegir 1 ml d’'una de les 4
dissolucions preparades que contenien 0.2 mmol (5 eq.) d'acid i 31 pl (0.2 mmol, 5 eq.) de DIC
(vegeu Taula 14.1). Seguidament, les xeringues es van col‘locar dins del microones i es van
escalfar durant 1 min a una poténcia de 100 W en cicles de 20s (3 x 20s), agitant-les
manualment entre cicle i cicle d’escalfament.

Taula 14.1. Condicions d'acilacié utilitzades en les 4

xeringues.

Xeringa Acid Dissolvent
1 BrCH,COOH  DMF/DCM (1:1)
2 BrCH,COOH DMF
3 CICH,COOH  DMF/DCM (1:1)
4 CICH,COOH DMF

Després d’eliminar I'excés de reactius per filtracid, la resina es va rentar amb DCM (3 x
2 ml), iPrOH (3 x 2 ml) i DMF (3 x 2 ml). La desaparicié de I'amina primaria es va confirmar
amb el test del TNBS, el qual va donar negatiu (incolor) en els casos 1 i 3, mentre que va
mostrar certa coloracié vermella en el 2 i 4.
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Acoblament damina: a una suspensio de la resina acilada en 1 ml de DMF es van afegir
29 yl (0.2 mmol, 5eq.) de 4-metoxifenetilamina (A13). Seguidament, les xeringues es van
col'locar a l'interior del microones i es van escalfar durant 1 min a una poténcia de 100 W en
cicles de 20 s (3 x 20s), agitant-les manualment entre cicle i cicle d’escalfament. Després
d’eliminar I'excés de reactius per filtracio, la resina es va rentar amb DMF (3 x 2 ml), iPrOH (3 x
2 ml) i DCM (3 x 2 ml). La presencia d'una amina secundaria es va confirmar mitjancant el test
del cloranil, el qual va donar positiu (color verd) en tots els casos, essent d’una intensitat
superior en els casos 1 2.

Escissio de la resina: després d'assecar la resina, es va transferir a un tub de vidre Pyrex de
10 ml roscat amb un séptum de tefl6 resistent a l'acid. Seguidament s’hi van afegir 2 ml de
coctel d'escissiéo (TFA/DCM/H,0, 60:40:2), tornant-se la resina de color granatds. La mescla de
reaccid es va mantenir en agitacié6 mecanica durant 30 min a t.a. A continuacid, la mescla de
cada tub es va filtrar en la mateixa xeringa en queé s'havia fet la sintesi i el filtrat es va recollir
en un vial de 3 ml. Una mostra aliquota de cada prova es va analitzar per HPLC (vegeu
condicions d‘analisi de peptoides de I'apartat 14.1 amb el programa: 2 min a 20% d’ACN, de
20% d’ACN a 100% d’ACN en 10 min i 2 min a 100% d‘ACN, tot mantenint un flux constant
d’l ml/min i deteccié a 220 nm).

14.2.2.2. Estudi de les condicions d’acilaciéo amb acid bromoaceétic

En 32 xeringues de polipropile de 3 ml proveides d’'una placa porosa de polietile que
contenien 50 mg (0.79 mmol/g, 0.04 mmol) de resina de poliestiré AM RAM, es van afegir 2 ml
de DMF per tal d'inflar-la. Les xeringues es van mantenir en agitacié6 mecanica durant 3 min i
seguidament, el dissolvent es va eliminar per filtracio i es va procedir a la seva desproteccio.

Desproteccio: sobre la resina inflada amb DMF, es van afegir 1.5 ml d’una dissolucid de
piperidina al 20% (v/v) en DMF. Les xeringues es van mantenir en agitacié mecanica durant
30 min, a t.a. i a 200 rpm. Transcorregut aquest temps, el dissolvent es va eliminar per filtracid
i es va repetir el procés de desproteccid. A continuacié es van realitzar els rentats de la resina
amb DMF (3 x 2 ml), iPrOH (3 x 2 ml) i DCM (3 x 2 ml). Es van escollir 4 xeringues a l'atzar i es
va comprovar la desproteccid de la resina mitjancant el test del TNBS, el qual va donar positiu
(color vermell) en tots els casos.

Acilacio: sobre la resina desprotegida i inflada amb DCM, es va afegir una de les
dissolucions que es mostren en la Taula 14.2 i la corresponent quantitat de DIC (3 eq. 0 5 eq.)
depenent dels equivalents d'acid bromoacetic afegits. Seguidament, es van anar fent les
reaccions corresponents, d’una en una, utilitzant el microones domestic a una poténcia de
100 W, tot agitant manualment les xeringues entre cicle i cicle d’escalfament.
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Taula 14.2. Condicions d’acilaci6 utilitzades en les 32 xeringues. A I'esquerre s'indica el temps de
reaccid, la realitzacié o no de duplicats i el dissolvent utilitzat en cada reaccid, mentre que a dalt
s'indiquen els equivalents i la concentracié utilitzada en cadascuna d'elles.

3eq.[0.12M] | 5eq.[0.20 M] | 3 eq.[0.24 M] | 5 eq.[0.39 M]
1x(2%205) 1 9 17 25
1x(3%205) 2 10 18 26
2x (glf,,‘on s) 3 11 19 27
2x(3%205) 4 12 20 28
oo 5 13 21 29
e o) 6 14 2 30
2 ,’,‘,f,i/"nzc%,f) 7 15 23 31
2Nt oo 8 16 24 32

Després d'eliminar I'excés de reactius per filtracid, la resina es va rentar amb DCM (3 x
2 ml), iPrOH (3 x 2 ml) i DMF (3 x 2 ml).

Acoblament damina: a una suspensio de la resina acilada en 1 ml de DMF es van afegir
60 ul (0.4 mmol, 10 eq.) d'amina A15. Seguidament, les xeringues es van mantenir en agitacio
mecanica durant 3 h, a t.a. i a 200 rpm. Transcorregut aquest temps, el dissolvent es va
eliminar per filtracié i es va repetir 'operacié. A continuacié es van realitzar els rentats de la
resina amb DMF (3 x 2 ml), iPrOH (3 x 2 ml) i DCM (3 x 2 ml).

Escissio de la resina: es va realitzar seguint el procediment descrit en I'apartat 14.2.2.1.
L'oli groguenc obtingut es va redissoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va liofilitzar, per obtenir
2.3-5.0 mg de residu.

Finalment, els crus de reaccid resultants es van redissoldre en 1 ml d'H,O/ACN (20:80), i es
van preparar noves dissolucions a partir de 75 pl de les dissolucions anteriors, 25 pl
d’A-3,3-difenilpropilacetamida d’una concentracié 1.2 mg/ml, la qual va actuar com a referéncia
externa, i 100 pl d'H,O/ACN (20:80). Aquestes mostres es van analitzar per HPLC (en les
mateixes condicions d'analisi que en l'apartat anterior) per obtenir els percentatges de producte
mostrats a la Taula 9.1 de 'apartat 9.1.2.2.

14.2.3. PROVES D'ACOBLAMENT D'AMINA

Es van preparar 16 xeringues de polipropile de 3 ml proveides d'una placa porosa de
polietile amb 50 mg (0.79 mmol/g, 0.04 mmol) de resina de poliestire AM RAM. Seguint el
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procediment descrit a I'apartat 14.2.2.2, es va procedir al seu inflat inicial i a la desproteccié del
grup Fmoc. En aquest cas, perd, es van escollir a l'atzar 4 xeringues per comprovar la
desproteccio de la resina mitjangant el test del TNBS, el qual va donar positiu (color vermell) en
tots els casos.

Acilacio: sobre la resina desprotegida i inflada amb DCM, s'hi va afegir una dissolucié d’acid
bromoacetic (27 mg, 0.2 mmol, 5eq.) en 1 ml d'una mescla DCM/DMF (2:1). Seguidament, s'hi
van afegir 30 pl (0.2 mmol, 5 eq.) de DIC i la mescla es va agitar mecanicament durant 30 min,
a t.a. i a 200 rpm. Transcorregut aquest temps, I'excés de reactius es va eliminar per filtracio i
es va repetir I'operacio. Finalment, la resina es va rentar amb DCM (3 x 2 ml), iPrOH (3 x 2 ml) i
DMF (3 x 2 ml). Es van escollir 4 xeringues a l'atzar i es va comprovar la desaparicié de I'amina
primaria mitjancant el test del TNBS, el qual va donar negatiu (incolor) en tots els casos.

Acoblament d‘amina. |a realitzacid d'aquest acoblament es va fer individualment seguint les
condicions descrites en la Taula 14.3. L'amina escollida va ser novament I'amina A15 i totes les
reaccions es van dur a terme dins del microones domestic a una poténcia de 100 W, agitant
manualment les xeringues entre cicle i cicle d'escalfament. En acabar, 'excés de reactius es va
eliminar per filtracié i es van fer els rentats de la resina amb DMF (3 x 2 ml), iPrOH (3 x 2 ml) i
DCM (3 x 2 ml). En aquest cas, es va decidir no efectuar el test del cloranil perque tot seguit
tots els crus de reacci6 es van analitzar per HPLC.

Taula 14.3. Condicions d’acoblament d‘amina utilitzades en les 16 xeringues. A I'esquerre s’indica
el temps de reaccid i la realitzacié o no de duplicats en cada reaccié mentre que a dalt s'indiquen
els equivalents i la concentracid utilitzada en cadascuna d'elles.

3eq.[0.12M] | 5eq.[0.20 M] | 3 eq.[0.24 M] | 5 eq.[0.39 M]
1x(2%x205) 1 5 9 13
1x(3%20) 2 6 10 14
2x(2%205) 3 7 11 15
2x(3%205) 4 8 12 16

L'etapa d'escissio de la resina es va realitzar sequint el procediment descrit en I'apartat
14.2.2.1. L'oli groguenc obtingut es va redissoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va liofilitzar,
per obtenir 1.2-3.8 mg de residu.

Finalment, els crus de reaccid resultants es van analitzar per HPLC (la preparacié de les
mostres es va dur a terme tal i com s’ha explicat a I'apartat anterior, mentre que les condicions
d’analisi utilitzades van ser les descrites a I'apartat 14.2.2.1), per obtenir els percentatges de
producte mostrats a la Taula 9.2 de I'apartat 9.1.3.
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14.2.4. PREPARACIO DE L'N15C (90) EN AGITACIO A TEMPERATURA AMBIENT.

Es van preparar 2 xeringues de polipropilé de 3 ml proveides d’'una placa porosa de polietile
que contenien 50 mg (0.79 mmol/g, 0.04 mmol) de resina de poliestir@ AM RAM. Seguint el
procediment descrit a I'apartat 7.2.1, després de l'inflat inicial de la resina, es va procedir a la
desproteccid del grup Fmoc, I'acilacio i I'acoblament d’amina (0.2 mmol, 5 eq.) i, finalment,
I'escissid necessaria per obtenir la 2-(2,4-diclorofenetilamino)acetamida (N15C), producte
resultant dels estudis d'acilacio i d'acoblament dels apartats 14.2.2.2 i 14.2.3.

Després de I'etapa d'escissid, es va obtenir un oli groguenc que es va redissoldre en una
mescla d'H,O/ACN i es va liofilitzar, per obtenir 2.3 i 2.8 mg de residu.

2-(2,4-Diclorofenetilamino)acetamida (90)

N15C

1H-RMN (500 MHz, CD;0D):  7.51 (d, J=1.6 Hz, 1H, H,), 7.38 (d, J=8.4 Hz, 1H, H,), 7.34 (dd,
3,=8.4 Hz, J,=1.6 Hz, 1H, H,;), 3.87 (s, 2H, COCH,N), 3.27 (ac, 2H,
NC_H2CH2), 3.16 (aC, 2H, NCHzc_Hz)

13C.RMN (125 MHz, CD;0D): 168.4 (CO), 135.9 (Cx), 135.2 (Cx), 134.2 (Ca), 133.2 (CHa,), 130.5
(CHpr), 128.9 (CHp), 48.9 (COCH;N), 47.7 (NCH,CH,), 30.6
(NCH,CH5).

CL-EM 246.9 (M+H)*

14.2.5. PROCEDIMENT GENERAL DE LA SINTESI DE PEPTOIDES. PREPARACIO DEL
PEPTOIDE N20-13-20C (91)

Procediment general

En una xeringa de polipropile de 10 ml proveida d'una placa porosa de polietile que
contenia 500 mg (0.75 mmol/g, 0.38 mmol) de resina de poliestiré AM RAM, es van afegir 5 ml
de DMF per tal d'inflar-la i es va mantenir en agitacié mecanica durant 5 min. Seguidament, el
dissolvent es va eliminar per filtracid i es va procedir a la seva desproteccio.

Desproteccio. sobre la resina inflada amb DMF, es van afegir 4 ml d’'una dissolucié de
piperidina al 20% en DMF i la xeringa es va col*locar dins del microones domestic. Aleshores, es
va escalfar durant 1 min a una potencia de 100 W en cicles de 20 s (3 x 20 s), agitant-la
manualment entre cicle i cicle d’escalfament. Passat aquest temps, el dissolvent es va eliminar
per filtracié i es va repetir el procés. En acabar, la resina es va rentar amb DMF (3 x 7 ml),
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iPrOH (3 x 7 ml) i DCM (3 x 7 ml). La desproteccié de la resina va ser comprovada mitjangant el
test del TNBS, el qual va donar positiu (color vermell).

Primera acilacio: sobre la resina desprotegida i inflada amb DMF, es va afegir una
dissolucié de 260 mg (1.9 mmol, 5 eq.) d'acid bromoacétic en 4 ml de DMF. Seguidament s'hi
van afegir 293 pl (1.9 mmol, 5eq.) de DIC i la xeringa es va col'locar dins del microones
domeéstic. La mescla de reaccié es va escalfar durant 1 min a una poténcia de 100 W en cicles
de 20 s (3 x 20 s), agitant-la manualment entre cicle i cicle d’escalfament. Passat aquest temps,
I'excés de reactius es va eliminar per filtracio i es va repetir el procés. En acabar, la resina es va
rentar amb DMF (3 x 7ml), iPrOH (3 x 7ml) i DCM (3 x 7 ml). La desaparicié de I'amina
primaria va ser comprovada mitjancant el test del TNBS, el qual va donar negatiu (incolor).

Primer acoblament damina: sobre la resina acilada, s’hi va afegir una dissolucié de 395 mg
(1.9 mmol, 5 eq.) de 3,3-difenilpropilamina (A20) en 4 ml de DMF. La xeringa es va col*locar
dins del microones i es va escalfar durant 1 min a una poténcia de 100 W en cicles de 20 s (3 x
20 s), agitant-la manualment entre cicle i cicle d’escalfament. Passat aquest temps, I'excés de
reactius es va eliminar per filtracio i es va repetir el procés. En acabar, la resina es va rentar
amb DMF (3 x 7 ml), iPrOH (3 x 7 ml) i DCM (3 x 7 ml). La presencia d'una amina secundaria es
va comprovar mitjancgant el test del cloranil, el qual va donar positiu (color verd).

Segona acilacio: es va dur a terme de forma analoga a la primera acilacid. El test del
cloranil va donar negatiu (incolor) posant de manifest I'abséncia d’amines secundaries.

Segon acoblament damina.; es va dur a terme de forma analoga al primer acoblament
d'amina. En aquest cas, perd, es van afegir 274ul (1.9mmol, 5eq.) de
2-(4-metoxifenil)etilamina (A13). En acabar, es va procedir a fer el test del cloranil, el qual va
donar positiu (color verd).

Tercera acilacio: es va dur a terme de forma analoga a les anteriors. El test del cloranil va
donar negatiu (incolor).

Tercer acoblament damina: es va dur a terme de forma identica al primer acoblament,
novament utilitzant I'amina A20. El test del cloranil va donar positiu (color verd).

Escissio de la resina: després d'assecar la resina, es va transferir a un tub de vidre Pyrex de
10 ml roscat amb un séptum de tefl6 resistent a I'acid. Seguidament s’hi van afegir 5 ml de
coctel d'escissié (TFA/DCM/H,0, 60:40:2), tornant-se la resina de color granatds. La mescla de
reaccio es va deixar agitant durant 30 min a t.a. A continuacid, es va filtrar en la mateixa
xeringa en qué s’havia fet la sintesi i el filtrat es va recollir en un matras de 25 ml. La resina es
va torna a posar al tub de vidre Pyrex i es va repetir I'operacio. Els filtrats de les dues fraccions
es van ajuntar i els dissolvents es van eliminar a pressio reduida. Les traces d'aigua i d'acid es
van eliminar realitzant rentats amb ACN (3 x 5ml), els quals es van eliminar igualment a
pressio reduida. Finalment, I'oli groguenc residual es va redissoldre en una mescla d'H,O/ACN i
es va liofilitzar, per obtenir 260 mg de residu, amb una pureses superiors al 90% per HPLC.
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La purificacid es va realitzar per HPLC a escala semipreparativa (vegeu condicions de
purificaci® descrites a l'apartat 14.1 utilitzant la columna X-Terra® Cys de 5 pm (19 x 250 mm)
de Waters amb el programa: 10 min a 10% d’ACN, de 10% a 75% en 65 min, de 75% a 100%
en 10 min i 10 min a 100% d’ACN; mantenint un flux constant de 5 ml/min) per obtenir 168 mg
del peptoide (91) (rdt. 63%) amb una puresa superior al 98% per HPLC.

Les assignacions dels senyals dels espectres de H-RMN i *C-RMN d’aquests composts es
van confirmar pels experiments gDQCOSY i gHSQC. La preséncia de diferents conformacions va
conduir a uns espectres molt complexos, motiu pel qual només s’han assignat els senyals del
conformer majoritari en cada cas.

[ M-(3,3-Difenilpropil)glicil]-[ A-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]- /-(3,3-difenilpropil)glicinamida
N20-13-20C (91)%%

1H-RMN (500 MHz, CD;0D):  7.33-7.04 (22H, Ha,), 6.83-6.81 (ac, 2H, Ha,), 4.20-3.77 (ac, 8H, 6H (3
x COCH,) + 2H (2 x CHPh,)), 3.71 (s, 3H, CH;0), 3.52 (ac 2H,
NCH,CH,), 3.29 (ac, 2H, NCH,CH,CH), 2.91 (ac, 2H, HNCH,CH,CH),
2.72 (ac, 2H, NCH,CH,), 2.47-2.27 (ac, 4H, 2 x CH,CHPh,).

13C.RMN (125 MHz, CD;0D): 173.5 (CO), 170.4 (CO), 169.7 (CO), 159.8 (Cx), 145.8 (2 x Cu),
144.7 (2 x Ca), 131.3 (CHa,), 130.8 (2 X CHy,), 129.8 (8 x CHy), 128.7
(8 X CHa), 127.8 (4 X CHa), 115.3 (2 X CHa,), 55.7 (CH;0), 51.1
(COCH,N), 50.6 (COCH,N), 50.4 (CHPh,), 50.1 (COCH,N) , 49.8
(CHPh,), 48.9 (NCH,CH,CH), 48.3 (NCH,CH,), 47.9 (NCH,CH,CH),
34.8 (CH,CHPh,), 33.9 (NCH,CH,), 32.5 (CH,CHPh,).

14.2.6. PREPARACIO DELS PEPTOIDES HIBRIDS N13-15-37-G-G-37-15-13C (92) I
N37-15-13-G-G-37-15-13C (93)

Es va preparar una xeringa de polipropileé de 10 ml proveida d’'una placa porosa de polietile
amb 500 mg (0.70 mmol/g, 0.35 mmol) de resina de poliestire AM RAM. Seguint el procediment
descrit en l'apartat 14.2.5, després de l'inflat inicial de la resina, es va procedir a la desproteccié
del grup Fmoc i a les successives etapes d’acilacid i aminacio. Es van afegir 256 pl (1.75 mmol,
5 eq.) d'amina A13 en el primer acoblament d’amina, 263 pl (1.75 mmol, 5 eq.) d’amina A15
en el segon i 230 pl de 2-(4-fluorofenil)etilamina (A37) en el tercer.

Acoblament de glicina: sobre la resina inflada amb DMF, s'hi va afegir una dissolucié de
260 mg (0.88 mmol, 2.5 eq.) d'Fmoc-glicina en 3 ml de DMF. Seguidament, s’hi van afegir
140 pl (0.88 mmol, 2.5 eq.) de DIC i 120 mg (0.88 mmol, 2.5 eq.) d'HOBt. La xeringa es va
col'locar dins del microones i es va escalfar durant 1 min a una poténcia de 100 W en cicles de
20 s (3 x 20 s), agitant-la manualment entre cicle i cicle d’escalfament. Passat aquest temps,
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I'excés de reactius es va eliminar per filtracio i es va repetir el procés. En acabar, la resina es va
rentar amb DMF (3 x 7 ml), iPrOH (3 x 7 ml) i DCM (3 x 7 ml). El test del cloranil va donar
negatiu (incolor), posant de manifest I'abséncia d’amines secundaries.

A continuacid, seguint el procediment descrit a 'apartat 14.2.5 per a la desproteccio de la
resina inicial, es va procedir a la desproteccid del grup Fmoc de la glicina. La preséncia d'una
amina primaria es va confirmar mitjancant el test del TNBS (color vermell).

La sintesi va continuar amb un altre acoblament d’Fmoc-glicina i la posterior desproteccio
del grup Fmoc. Després d’aquesta desproteccid i un cop rentada i seca la resina, es va dividir en
dues parts iguals (0.18 mmol/xeringa), les quals es van afegir a dues xeringues de 5 ml
proveida d’'una placa porosa de polietilé.

En tots dos casos, es va procedir amb successives etapes d'acilacio i d'acoblament d’amina
seguint el procediment descrit en |'apartat 14.2.5.

A una de les xeringues es van afegir 115 pl d’amina A37 (0.88 mmol, 5 eq.) en el quart
acoblament d'amina, 132 pl (0.88 mmol, 5 eq.) d'amina A15 en el cinqué i 128 pl (0.88 mmol,
5 eqg.) d'amina A13 en el sisé. A l'altra, es van afegir 128 pl (0.88 mmol, 5 eq.) d'amina A13 en
el quart acoblament d‘amina, 132 pl (0.88 mmol, 5 eq.) d’amina A15 en el cinque i 115 pl
d’amina A37 (0.88 mmol, 5 eq.) en el sise.

Finalment, es va procedir a |'escissid de la resina tal i com s’ha descrit anteriorment. L'oli
groguenc residual es va redissoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va liofilitzar, per obtenir
195 mg de cru del peptoide hibrid 92 i 203 mg de cru del peptoide hibrid 93 amb pureses
superiors al 90% per HPLC. Els dos peptoides hibrids es van identificar per CL-EM,

A la Figura 9.11 de I'apartat 9.3 s’han mostrat els perfils cromatografics dels controls de
reaccio realitzats després de cada etapa sintética a partir del primer acoblament de glicina-
Fmoc del peptoide hibrid 93.

Una mostra aliquota de cada cru de reaccid es va purificar per HPLC a escala
semipreparativa per poder caracteritzar els dos peptoides hibrids per EMAR (vegeu condicions
de purificacié descrites a I'apartat 14.1 utilitzant la columna X-Terra® Cis de 5pum (10 x
150 mm) de Waters de Waters amb el programa: 2 min a 20% d’ACN, de 20% a 100% en
18 min i 3 min a 100% d'ACN; mantenint un flux constant de 4.7 ml/min).
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[ M-(2-(4'-Metoxifenil)etil)glicil]-[ /-(2-(2',4'-diclorofenil)etil)glicil]-
[ N-(2-(4'-fluorofenil)etil)glicil]-glicil-glicil-[ A-(2-(4'-fluorofenil)etil)glicil]-
[ /-(2-(2,4'-diclorofenil)etil)glicil]- /- (2-(4'-metoxifenil)etil)glicinamida

N13-15-37-G-G-37-15-13C (92)

EMAR per CgH74Cl4F2NgO40 Calculada: 1330.4281 (M+H)*

Determinada: 1330.4317

[ N-(2-(4'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ A-(2-(2',4'-diclorofenil)etil)glicil]-
[ /-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]-glicil-glicil-[ /-(2-(4'-fluorofenil)etil)glicil]-
[ V-(2-(2,4'-diclorofenil)etil)glicil]- - (2-(4'-metoxifenil)etil)glicinamida

N37-15-13-G-G-37-15-13C (93)

EMAR per C66H74CI4F2N9010 Calculada: 1330.4281 (M+H)+
Determinada: 1330.4291

14.2.7. PREPARACIO DE 18 PEPTOIDES DEFINITS COM A AGONISTES DELS
RECEPTORS TRKA I P75N™R

Es van preparar 18 xeringues de polipropilé de 5 ml proveides d'una placa porosa de
polietile que contenien 300 mg (0.79 mmol/g, 0.24 mmol) de resina de poliestire AM RAM.
Seguint el procediment descrit a I'apartat 7.2.1, després de linflat inicial de la resina, es va
procedir a la desproteccid del grup Fmoc i les successives etapes d'acilacié amb acid cloroacetic
(1.2 mmol, 5 eq.) i DIC (1.2 mmol, 5 eq.), i d'acoblament amb la corresponent amina
(1.2 mmol, 5 eq.) (vegeu Taula 14.4).

Taula 14.4. Quantitats d’amina necessaries per
I'etapa d'acoblament (quantitats arrodonides en
la practica a 0 0 5).

Amina Quantitat
A8 166 pl
A12 142 pl
Al7 237 mg
A4 137 pl
A9 142 pl
A35 155 pl
A6 150 pl
A16 172 pl
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Finalment, es va procedir a l'etapa d'escissid i posterior tractament de les mostres per
obtenir un oli groguenc residual, el qual es va redissoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va
liofilitzar, per obtenir uns 90-115mg de residu (rdt. entre el 80-90%), i amb pureses
generalment superiors al 85% per HPLC. Els peptoides es van identificar per CL-EM.

[ /-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ A-(3-metilbutil)glicil]-V-[3-(2'-
oxopirrolidinilpropil)]glicinamida (94)

N35-4-8C

CL-EM: 506.4 (M+H)*

[ M-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ A-(3-metilbutil)glicil]- #-(3-(1'-imidazolil) propil)
glicinamida

N35-4-12C

CL-EM: 489.3 (M+H)*

[ M-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ - (3-metilbutil)glicil]- N-[ 2-(4'-sulfamoilfenil)etil ]
glicinamida (95)

N35-4-17C

CL-EM: 564.3 (M+H)*

[ M-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ /-(2-(2'-piridinil)etil)glicil]- #-[ 3-(2'-
oxopirrolidinilpropil)]glicinamida

N35-9-8C

CL-EM: 541.3 (M+H)*

[ M-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ /-(2-(2'-piridinil)etil)glicil]- ¥-(3-(1'-
imidazolil)propil)glicinamida

N35-9-12C

CL-EM: 524.3 (M+H)*

[ M-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ /-(2-(2'-piridinil)etil)glicil]- *-[ 2-(4'-
sulfamoilfenil)etillglicinamida

N35-9-17C

CL-EM: 599.3 (M+H)*

[ M-(2-(1'-Pirrolidinil)etil)glicil]-[ A-(3-metilbutil)glicil]-A-[3-(2'-
oxopirrolidinilpropil)]glicinamida

N6-4-8C

CL-EM: 481.4 (M+H)*

[ M-(2-(1'-Pirrolidinil)etil)glicil]-[ A (3-metilbutil)glicil]- A~(3-(1'-imidazolil)propil)glicinamida
N6-4-12C

CL-EM: 464.4 (M+H)*
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[ /-(2-(1'-Pirrolidinil)etil)glicil]-[ /-(3-metilbutil)glicil]- A-[ 2-(4'-sulfamoilfenil)etil]
glicinamida (96)

N6-4-17C

CL-EM: 539.3 (M+H)*

[ M-(2-(1'-Pirrolidinil)etil)glicil]-[ A-(2-(2'-piridinil)etil)glicil]- *-[3-(2'-
oxopirrolidinilpropil)]glicinamida

N6-9-8C

CL-EM: 516.4 (M+H)*

[ M-(2-(1'-Pirrolidinil)etil)glicil]-[ A-(2-(2'-piridinil)etil)glicil]- #(3-(1'-
imidazolil)propil)glicinamida

N6-9-12C

CL-EM: 499.4 (M+H)*

[ M-(2-(1'-Pirrolidinil)etil)glicil]-[ A-(2-(2'-piridinil)etil)glicil]- A-[2-(4'-
sulfamoilfenil)etillglicinamida

N6-9-17C

CL-EM: 574.3 (M+H)*

[ M-(2-(1'-Metil-2'-pirrolidinil)etil)glicil]-[ A-(3-metilbutil)glicil]- *-[3-(2'-
oxopirrolidinilpropil)]glicinamida

N16-4-8C

CL-EM: 495.4 (M+H)*

[ M-(2-(1'-Metil-2'-pirrolidinil)etil)glicil]-[ A-(3-metilbutil)glicil]- /#-(3-(1'-
imidazolil)propil)glicinamida

N16-4-12C

CL-EM: 478.4 (M+H)*

[ M-(2-(1'-Metil-2'-pirrolidinil)etil)glicil]-[ A-(3-metilbutil)glicil]- /-[2-(4'-
sulfamoilfenil)etillglicinamida

N16-4-17C

CL-EM: 553.4 (M+H)*

[ M-(2-(1'-Metil-2'-pirrolidinil)etil)glicil]-[ A-(2-(2'-piridinil)etil)glicil]-A-[3-(2'-
oxopirrolidinilpropil)]glicinamida

N16-9-8C

CL-EM: 530.4 (M+H)*

[ M-(2-(1'-Metil-2'-pirrolidinil)etil)glicil]-[ A-(2-(2'-piridinil)etil)glicil]-A-(3-(1'-
imidazolil)propil)glicinamida

N16-9-12C

CL-EM: 513.3 (M+H)*
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[ /-(2-(1'-Metil-2'-pirrolidinil)etil)glicil]-[ A-(2-(2'-piridinil)etil)glicil]-NV-[2-(4'-
sulfamoilfenil)etillglicinamida

N16-9-17C
CL-EM: 588.3 (M+H)*

14.2.8. PREPARACIO DELS PEPTOIDES N35-4-10C, N35-4-13C, N35-4-15C,
N35-4-35C I N35-4-37C

Es van preparar 5 xeringues de polipropilé de 5 ml proveides d’'una placa porosa de polietile
amb 200 mg (0.79 mmol/g, 0.16 mmol) de resina de poliestire AM RAM. Seguint el procediment
descrit en l'apartat 14.2.5, després de l'inflat inicial de la resina, es va procedir a la desproteccié
del grup Fmoc i a les successives etapes d'acilacié i aminacid. Es van afegir 0.79 mmol (5 eq.)
d’amina primaria (vegeu Taula 14.5) en el primer acoblament d’amina, 92 pl (0.79 mmol, 5 eq.)
de 3-metil-1-butilamina (A4) en e segon i 103pupl (0.79 mmol, 5eq.) de
2-(2-fluorofenil)etilamina (A35) en el tercer.

Taula 14.5. Quantitats d’amina necessaries per al primer
acoblament d’amina.

Peptoide Amina Quantitat
N35-4-10C A10 110 pl
N35-4-13C A13 116 pl
N35-4-15C A15 120 pl
N35-4-35C A35 103 pl
N35-4-37C A37 104 pl

Després de l'etapa d'escissi6 de la resina, es va obtenir un oli groguenc que es va
redissoldre en una mescla d’H,O/ACN i es va liofilitzar, per obtenir 90-130 mg de residu, amb
pureses superiors al 80% per HPLC.

La purificacid dels cinc peptoides es va dur a terme per HPLC a escala semipreparativa
utilitzant la columna Xterra® Cys de 5 pm (10 x 150 mm) de Waters amb el programa: 2 min a
20% d'ACN, de 20% a 80% en 17 min, de 80% a 100% en 3 min i 1 min a 100% d'ACN,
mantenint un flux constant de 4 ml/min, per obtenir en cada cas, les quantitats recollides en la
Taula 14.6 amb una puresa superior al 98% per HPLC. Els peptoides es van identificar per
CL-EM.
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Taula 14.6. Quantitat obtinguda de cadascun dels cinc
peptoides i rendiment global del procés en cada cas.

Peptoide Quantitat Rdt.
N35-4-10C 43.8 mg 57%
N35-4-13C 54.5 mg 67%
N35-4-15C 56.2 mg 64%
N35-4-35C 36.8 mg 46%
N35-4-37C 40.6 mg 51%

[ M-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ A~(3-metilbutil)glicil]- A-(2-feniletil)glicinamida
N35-4-10C (97)

CL-EM: 485.4 (M+H)*

[ M-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ - (3-metilbutil)glicil]- /-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicinamida
N35-4-13C (98)

CL-EM: 515.4 (M+H)*

[ N-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ A~(3-metilbutil)glicil]- A-[ 2-(2’,4'-diclorofenil)etil ]
glicinamida

N35-4-15C (99)

CL-EM: 553.3, 555.3, 557.3 (M+H, Cl,)*

[ M-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ A-(3-metilbutil)glicil]- /-(2-(2'-fluorofenil)etil)glicinamida
N35-4-35C (100)

CL-EM: 503.4 (M+H)*

[ V-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ A-(3-metilbutil)glicil]- /-(2-(4'-fluorofenil)etil)glicinamida
N35-4-37C (101)

CL-EM: 503.4 (M+H)*

14.2.9. PREPARACIO DELS PEPTOIDES N35-4-8C (94), N35-4-17C (95) I N6-4-17C
(96) A L'ESCALA DEL GRAM

Procediment general

En un matras de 100 ml de boca ampla proveit d’un agitador magnétic, es van disposar 4 g
(0.79 mmol/g, 3.1 mmol) de resina de poliestiré AM RAM i s’hi van afegir 50 ml de DMF per tal
d'inflar-la. La suspensié es va mantenir en agitacié a t.a. durant 5 min, el dissolvent es va
eliminar per filtracid en una xeringa de polipropilé de 60 ml proveida d'una placa porosa de
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polietile. A continuacio, la resina es va transferir novament cap al matras de reaccid per tal de
procedir a la desproteccié del grup Fmoc.

Desproteccio: sobre la resina inflada amb DMF, es van afegir 60 ml d’'una dissolucié de
piperidina al 20% en DMF i el matras es va col'locar al microones CEM equipat amb un
refrigerant (reaccid en sistema obert). La mescla de reaccid es va escalfar a 60 °C durant 5 min
a una poténcia de 150 W. Passat aquest temps, la resina es va filtrar en la xeringa de 60 ml
utilitzada anteriorment i es va rentar amb 40 ml de DMF. Tot seguit, la resina es va transferir al
matras de reaccié i es va repetir el procés. Acabada la reaccio, la resina es va filtrar i es va
rentar amb DMF (3 x 40 ml), iPrOH (3 x 40 ml) i DCM (3 x 40 ml). Finalment, la resina es va
deixar assecar durant 2 min i es va transferir al matras proveit amb I'agitador magneétic. La
desproteccio de la resina es va comprovar mitjancant el test del TNBS, el qual va donar positiu
(color vermell).

Primera acilacio: sobre la resina desprotegida, es va afegir una dissoluci6 de 2.2 g
(15.8 mmol, 5 eq.) d‘acid bromoacetic en 50 ml de DMF. Seguidament s'hi van afegir 2.5 ml
(15.8 mmol, 5 eq.) de DIC i es va col'locar el matras en el microones CEM equipat novament
amb un refrigerant. La mescla de reaccio es va escalfar a 60 °C durant 5 min a una poténcia de
150 W. Passat aquest temps, la resina es va filtrar en la xeringa, es va rentar amb 40 ml de
DMF i es va deixar assecar. Seguidament la resina es va transferir al matras de reaccid i es va
repetir el procés. Acabada la reaccid, la resina es va filtrar i es va rentar amb DMF (3 x 40 ml),
iPrOH (3 x 40 ml) i DCM (3 x 40 ml). A continuacid, la resina es va deixar assecar durant 2 min i
es va procedir a fer el test del TNBS, el qual va donar color vermell, posant de manifest que
I'acilacié no havia estat completa. Aixi doncs, es va fer una tercera reaccié d'acilacié procedint
de la mateixa manera que s’ha descrit anteriorment. Acabada la reaccid, la resina es va filtrar i
es va rentar amb DMF (3 x 40 ml), iPrOH (3 x 40 ml) i DCM (3 x 40 ml). Finalment, la resina es
va deixar assecar durant 2 min i es va transferir al matras proveit amb l'agitador magnétic. La
desaparicié de I'amina primaria es va comprovar mitjancant el test del TNBS, el qual va donar,
ara si, positiu per aquesta reaccid (incolor).

Primer acoblament damina. a una suspensio de la resina acilada en 50 ml de DMF es van
afegir 2.2 ml (15.8 mmol, 5 eq.) d’1-(3-aminopropil)-2-pirrolidinona (A8) o 3.2 g (15.8 mmol,
5 eqg.) de 4-(2-aminoetil)benzensulfonamida (A17), segons el cas. El matras amb la mescla de
reaccio es va col*locar en el microones CEM equipat amb un refrigerant i es va escalfar a 80 °C
durant 7 min a una poténcia de 150 W. Passat aquest temps, la resina es va filtrar en la
xeringa, es va rentar amb 40 ml de DMF i es va deixar assecar. Seguidament la resina es va
transferir al matras de reaccid i es va repetir el procés. Acabada la reaccid, la resina es va filtrar
i es va rentar amb DMF (3 x 40 ml), iPrOH (3 x 40 ml) i DCM (3 x 40 ml). Finalment, la resina
es va deixar assecar durant 2 min i es va transferir al matras proveit amb I'agitador magnétic.
L'aparicié d'una amina secundaria es va confirmar mitjancant el test del cloranill (color verd).

Segona acilacio: es va dur a terme de forma analoga a la primera acilacié. En aquest cas,
pero, una doble acilacié va ser suficient.
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El segon acoblament damina, |a tercera acilacio i el tercer acoblament damina es van dur
a terme de forma analoga a les descrites anteriorment. Es van afegir 1.8 ml (15.8 mmol, 5 eq.)
d’A4 en el segon acoblament d’amina i 2.0 ml (15.8 mmol, 5 eq.) d’/A35 o0 2.0 ml (15.8 mmol,
5 eq.) de 2-(1-pirrolidinil)etanamina (A6), segons el cas, en el tercer acoblament d’amina.

Escissio de la resina. després d'assecar la resina, es va repartir entre quatre tubs de vidre
Pyrex de 30 ml roscats amb un septum de tefld resistent a I'acid. Seguidament s’hi van afegir
20 ml de coctel d'escissidé (TFA/DCM/H,0, 60:40:2), tornant-se la resina de color granatos. La
mescla de reaccid es va deixar agitant durant 30 min a t.a. A continuacid, la mescla de cada tub
es va filtrar a través d’'una xeringa de polipropilé de 10 ml proveida d'una placa porosa de
polietile. Els filtrats es van recollir en un matras de 250 ml i el dissolvent es va eliminar a
pressid reduida, mentre que la resina es va transferir novament als tubs de vidre Pyrex per
repetir I'etapa d’escissio. Les traces d‘aigua i d'acid es van eliminar realitzant rentats amb ACN
(3 x 10 ml), els quals es van eliminar igualment a pressié reduida. Finalment, I'oli groguenc
residual es va redissoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va liofilitzar, per obtenir 1.25-1.80 g de
residu, amb pureses superiors al 85% per HPLC.

La purificacio dels tres peptoides es va dur a terme per HPLC a escala semipreparativa
utilitzant la columna PrePack®-Ci;s de 15-20 um (47 x 300 mm) de Waters i els programes
mantenint un flux constant de 60 mil/min: a) per al cas del N35-4-8C, 10 min a 20% d’ACN, de
20% a 80% en 60 min, de 80% a 100% en 10 min i 10 min a 100% d’ACN; b) per al cas del
N35-4-17C i del N6-4-17C, 10 min a 10% d’ACN, de 10% a 50% en 50 min, de 50% a 80% en
20 min, de 80% a 100% en 10 min i 10 min a 100% d'ACN;, per obtenir, en cada cas, les
quantitats recollides en la Taula 10.2 de l'apartat 10.2.2.5 amb una puresa superior al 98% per
HPLC.

Les assignacions dels senyals dels espectres de *H-RMN i *C-RMN d’aquests composts es
van confirmar pels experiments gDQCOSY i gHSQC. La presencia de diferents conformacions va
conduir a uns espectres molt complexos, motiu pel qual només s’han assignat els senyals del
conformer majoritari en cada cas.

[ /-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ A-(3-metilbutil)glicil]- V- 3-(2'-
oxopirrolidinil)propillglicinamida

N35-4-8C (94)

1H-RMN (500 MHz, CD;0D):  7.34 (ac, 1H, Hy), 7.32 (ac, 1H, Ha), 7.17 (ac, 1H, Ha), 7.12 (ac, 1H,
Har), 4.4-3.9 (ac, 6H, 3 x COCH,N), 3.5-3.2 (ac, 10H, 4 x NCH,CH, i 1
x HNCH,CH,), 3.10 (ac, 2H, HNCH,CH,), 2.36 (ac, 2H, COCH,CH,),
2.03 (ac, 2H, COCH,CH,), 1.9-1.7 (ac, 2H, NCH,CH,CH,N), 1.60 (ac,
1H, (CH3),CHCH,CH,N), 1.6-1.4 (ac, 2H, (CHs),CHCH,CH,N), 0.94 (ac,
6H, (CHs),CHCH,CH,N).
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13C-RMN (125 MHz, CD;0D):

EMAR per CZ6H41FN504

177.8 (CO), 170.9 (CO), 167.6 (CO), 166.7 (CO), 162.5 (Cy), 132.2
(CHa), 130.6 (CHa), 125.8 (CHa), 124.5 (Ca), 116.5 (CHa), 50.8
(COCH,N), 50.1 (COCH,N), 49.9 (COCH,N), 48.4 (HNCH,CH,), 48.2
(NCH,CH;), 46.9 (NCH,CH,), 46.4 (NCH,CH,), 41.2 (NCH.CH,), 37.1
((CH3),CHCH,CH,N), 32.0 (COCH,CH,), 27.1 ((CH3),CHCH,CH,N), 27.0
(HNCH,CH>), 25.9 (NCH,CH,CH,N), 22.8 (2 x (CHs),CHCH,CH,N), 18.8
(COCH,CH).

Calculada:  506.3143 (M+H)*

Determinada: 506.3144

[ M-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ A-(3-metilbutil)glicil]- N-[ 2-(4"-sulfamoilfenil)etil]

glicinamida

N35-4-17C (95)

1H-RMN (500 MHz, CD;0D):

13C-RMN (125 MHz, CD;0D):

EMAR per C,;H39FNs05S

7.88 (d, J=8 Hz, 2H, Hx), 7.46 (d, =8 Hz, 2H, Hy), 7.41 (ac, 1H,
Hao), 7.38 (ac, 1H, Ha), 7.23 (ac, 1H, Hy), 7.16 (ac, 1H, Ha,), 4.3-3.8
(ac, 6H, 3 x COCH,N), 3.65 (ac, 2H, NCH,CH,Cy.), 3.5-3.3 (ac, 4H,
(CH3),CHCH,CH,N i HNCH,CH;), 3.14 (ac, 2H, HNCH,CH,), 2.97 (t,
3=7.5 Hz, 2H, NCH,CH,C,,), 1.64 (ac, 1H, (CH3),CHCH,CH,N), 1.6-1.3
(ac, 2H, (CH3),CHCH,CH,N), 0.96 (ac, 6H, (CHs),CHCH,CH,N).

170.7 (CO), 167.4 (CO), 166.7 (CO), 162.5 (Cx), 144.4 (C.), 143.0
(Car), 132.2 (CHp), 130.8 (CHa), 130.5 (2 X CHy), 127.5 (2 x CHa),
125.8 (CHa), 124.4 (Cx), 116.6 (CHa), 51.0 (COCH,N), 50.3
(COCH;N), 50.7 (NCH,CH,Car), 49.9 (COCH,N), 48.4 (HNCH,CH,), 47.5
(NCH,CH,), 37.0 ((CH3),CHCH,CH,N), 34.4 (NCH,CH,Cy), 27.1
((CH3),CHCH,CH,N), 27.0 (HNCH,CH,), 22.8 (2 x (CHs),CHCH,CH,N).

Calculada:  564.2656 (M+H)*
Determinada: 564.2640

[ M-(2-(1-Pirrolidinil)etil)glicil]-[ /-(3-metilbutil)glicil]- A-[ 2-(4"-sulfamoilfenil)etil ]

glicinamida

N6-4-17C (96)

1H-RMN (500 MHz, CD;0D):

7.9-7.8 (ac, 2H, Hp.), 7.5-7.4 (ac, 2H, Ha), 4.3-3.8 (ac, 6H, 3 x
COCH;N), 3.8-3.2 (ac, 12H, 4 x NCH,CH, i HNCH,CH,), 3.1-2.9 (ac,
2H, NCH,CH,C,,), 2.12 (sa, 4H, Ng.CH,CH,CH,CH,), 1.60 (ac, 1H,
(CHs),CHCH,CH;N), 1.6-1.2 (ac, 2H, (CHs),CHCH,CH;N), 0.92 (ac, 6H,
(CH53),CHCH,CH,N).

279



Capitol 14

13C-RMN (125 MHz, CD;0D):  170.1 (CO), 167.3 (CO), 166.6 (CO), 144.6 (Cyy), 143.1 (Cyy), 130.5 (2
X CHa), 127.6 (2 X CHyy), 55.7 (2 X NeieCHaCHs), 51.3 (COCH,N), 51.0
(COCH>N), 50.9 (HNCH,CH>), 50.6 (COCH;N), 50.3 (NCH,CH,C,,), 47.5
(NCH,CH,), 44.3 (HNCH,CH,), 37.1 ((CH3),CHCH,CH,;N), 34.3
(NCHCHoCyr), 27.1 ((CH3)2CHCH,CHoN), 24.0 (NeioeCH.CHLCHLCH),
22.8 (2 x (CH3),CHCH,CH;N).

EMAR per C,5H;43Ng05sS Calculada:  539.3016 (M+H)*

Determinada: 539.3022

14.3. SINTESI DE PEPTOIDES ASSISTIDA PER MICROONES MITJANGANT
L’APARELL DE MICROONES COMERCIAL CEM

14.3.1. SISTEMA TANCAT

14.3.1.1. Desproteccio de la resina

Es van preparar 9 bossetes de malla de polipropilé que contenien 100 mg (0.79 mmol/g,
0.08 mmol) de resina de poliestire AM RAM cadascuna. A continuacié es van col*locar d'una en
una a linterior d'un tub de reaccidé de 10 ml proveit amb un nucli d'agitaci6 magnética.
Seguidament s'hi va afegir 3 ml d'una dissolucié de piperidina al 20% (v/v) en DMF, es va tapar
el tub, es va collocar a l'interior de I'aparell de microones CEM i es van anar realitzant les
corresponents reaccions segons les condicions recollides en la Taula 14.7.

Taula 14.7. Condicions de reacci6 utilitzades en les 9 bossetes per a l'etapa de
desproteccié del grup Fmoc de la resina. A I'esquerre s'indica el temps de reaccid,
mentre que a dalt s'indica la temperatura a la qual es va dur a terme.

40 °C 60 °C 80 °C
1 min 1 4 7
2 min 2 5 8
5 min 3 6 9

Acabades les reaccions, les dissolucions es van recollir en vials de 3 ml. Seguidament es
van preparar mostres aliquotes de cadascuna de les 9 dissolucions i es van analitzar mitjancant
un espectrofotometre, fent les lectures a una longitud d’ona de 290 nm. Els valors obtinguts en
cada cas van ser els mostrats en la Taula 11.1. D'acord amb aquests resultats, es va establir
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que les condicions més favorables per dur a terme la reaccié de desproteccid6 amb aquesta
metodologia de sistema tancat eren irradiar la mostra a una temperatura de 60 °C durant 2 min
a una potencia de 150 W.

14.3.1.2. Proves d’acilacio

Es va preparar una bosseta de malla de polipropilé que contenia 100 mg (0.79 mmol/g,
0.08 mmol) de resina de poliestire AM RAM. Seguint el procediment descrit a I'apartat anterior,
es va procedir al seu inflat inicial i a la desproteccié del grup Fmoc.

Acilacio: la bosseta amb la resina desprotegida i inflada amb DCM, es va col-locar
novament a l'interior d’'un tub de reaccié de 10 ml proveit d'un nucli d’agitacié magnética i s'hi
van afegir 3 ml d’'un dissolucié d’acid bromoaceétic (333 mg, 2.4 mmol, 30 eq.) i DIC (375 yl,
2.4 mmol, 30 eq.) en DMF. A continuacié es va tapar el tub, es va col*locar a l'interior de
I'aparell de microones CEM i es va escalfar durant 30 s a una temperatura de 35 °C amb una
poténcia de 150 W. En acabar, es va buidar la dissolucid i la bossesta es van transferir cap a
una ampolla de polipropilé de 20 ml, on es van realitzar els corresponents rentats amb DMF (3
x 5 ml), iPrOH (3 x 5 ml) i DCM (3 x 5 ml). Finalment es va agafar una mostra de resina i es va
realitzar els test del TNBS, el qual va posar de manifest que I'acilacié no havia estat completa,
en romandre part de la resina de color vermell.

Es van preparar un total de 9 bossetes més i es va procedir de la mateixa manera, variant
només les condicions de la reacci6é d'acilacié. Les condicions utilitzades en cada cas van ser les
descrites en la Taula 14.8. Al finalitzar cadascun d’'aquests experiments, es va realitzar els test
del TNBS per analitzar els resultats obtinguts.

Taula 14.8. Condicions d'acilacié utilitzades en els 9 experiments. A l'esquerre s’indica el nimero
d’experiment, mentre que a dalt s'indiquen els 4 parametres de reaccid que definien les condicions de
reaccid en cada cas.

Temperatura (°C) Temps (min) Eq. de reactius Duplicat
1 60 1 30 Si
2 60 1 5 Si
3 60 1 10 Si
4 60 1 20 Si
5 60 1 30 Si
6 60 0.5 30 No
7 60 1 30 No
8 60 5 30 No
9 60 10 30 No
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D’acord amb aquests resultats, es va establir que les condicions més favorables per dur a
terme la reaccidé d'acilacié amb aquesta metodologia en sistema tancat eren escalfar la mostra a
una temperatura de 60 °C durant 1 min amb una poténcia de 150 W treballant amb una
concentraci6 de reactius de 0.4 M i realitzar un duplicat de la reaccid.

14.3.1.3. Proves d’acoblament d’amina

Es van preparar 6 bossetes de malla de polipropilé que contenien 100 mg (0.79 mmol/g,
0.08 mmol) de resina de poliestire AM RAM cadascuna. Tot seguit, les bossetes es van col*locar
a l'interior d’'una Unica ampolla de rosca ampla de 20 ml i que contenia 10 ml de DMF, per
procedir a l'inflat inicial.5 L'ampolla es va mantenir en agitacié durant 5 min i seguidament es va
buidar el dissolvent.

Desproteccio. es van col'locar totes les bossetes en una ampolla que contenia 10 ml d’una
dissolucié de piperidina al 20% (v/v) en DMF i es van mantenir en agitaci6 mecanica durant
30 min, a t.a. i a 200 rpm. Llavors, el dissolvent es va buidar i es va tornar a repetir l'operacio.
Les bossetes es van rentar amb DMF (3 x 5ml), iPrOH ( 3 x 5ml) i DCM (3 x 5 ml). En cada
rentat les ampolles es van mantenir en agitacié durant 1 min.

Acilacio: sobre les 6 bossetes col'locades a l'interior de 'ampolla de polipropileé de 20 ml,
s’hi van afegir 10 ml d’'una dissolucié d'acid bromoacetic (660 mg, 0.4 mmol/bossa, 5 eq.) en
20 ml de DCM/DMF (1:1) i DIC (370 pl, 0.4 mmol/bossa, 5 eqg.) i es va mantenir en agitacié
mecanica durant 30 min, a t.a. i a 200 rpm. Llavors, el dissolvent es va buidar i es va tornar a
repetir I'operacio. Les bossetes es van rentar amb DCM (3 x 5 ml), iPrOH ( 3 x 5 ml) i DMF (3 x
5 ml). En cada rentat les ampolles es van mantenir en agitacié durant 1 min.

Acoblament d‘amina: |a realitzacié d’aquest acoblament es va fer individualment per a cada
bosseta, la qual es va col'locar a linterior d'un tub de 10 ml proveit d’'un nucli d’agitacid
magneética. Seguidament, s'hi van afegir 4 ml de DMF, I'amina A15 (360 ul, 2.4 mmol, 30 eq.),
es va tapar i es va col'locar a linterior de I'aparell de microones CEM. Cadascun dels
experiments es va dur a terme seguint les condicions descrites en la

Taula 14.9 amb una potencia de 150 W. En acabar, I'excés de reactius es va eliminar i es
van fer els rentats de la resina de la bosseta amb DMF (3 x 5 ml), iPrOH (3 x 5 ml) i DCM (3 x
5 ml).

¥ El dissolvent ha de cobrir completament les bosses quan aquestes es mantenen en agitacid.

282



Procediments experimentals

Taula 14.9. Condicions d‘acoblament d'amina utilitzades en els 6
experiments. A l'esquerre s'indica el temps de reaccid, mentre que a dalt
s'indica la temperatura a la qual es va dur a terme cada reaccio.

70 °C 80 °C 90 °C
1 min 1 3 5
2 min 2 4 6

Escissio de la resina. es van agafar les 6 bossetes i es van col*locar cadascuna d'elles en un
tub falcon roscat de 15 ml amb 5 ml de coctel d'escissié format per TFA/DCM/H,O (60:40:2,
v/v). Els tubs es van mantenir en agitacié mecanica a t.a. durant 30 min. Llavors, es van recollir
les corresponents dissolucions en matrassos de 10 ml i es van eliminar els dissolvents a pressio
reduida. Les traces d'aigua i d’acid es van eliminar per rentats amb ACN (3 x 5 ml), els quals es
van eliminar igualment a pressié reduida. Els olis groguencs residuals es van redisoldre en una
mescla d'H,O/ACN i es van liofilitzar.

Finalment, els crus de reacci6 resultants es van analitzar per HPLC (la preparacié de les
mostres es va dur a terme tal i com s’ha explicat a I'apartat 14.2.2.2, mentre que les condicions
d’analisi utilitzades van ser les descrites a I'apartat 14.2.2.1), per obtenir els valors del quocient
d'arees entre la 2-(2,4-diclorofenetilamino)acetamida (90) i I'A+3,3-difenil-propilacetamida
utilitzada com a patrd extern mostrats a la Taula 11.2 de I'apartat 11.2.1.3.

14.3.1.4. Procediment general de la sintesi de peptoides. Preparacié del peptoide
N20-13-20C (91)

Procediment general

Es va preparar una bosseta de malla de polipropilé que contenia 100 mg (0.79 mmol/g,
0.08 mmol) de resina de poliestire AM RAM i es va col*locar a l'interior d’un tub de 10 ml proveit
amb un nucli d’agitacié magnética. A continuacié s’hi van afegir 4 ml de DMF i es va mantenir
en agitacid a t.a. durant 5 min per procedir a linflat inicial de la resina. Seguidament, el
dissolvent es va eliminar i es va procedir a la seva desproteccid.

Desproteccio: sobre la resina inflada amb DMF, es van afegir 4 ml d’'una dissolucié de
piperidina al 20% (v/v) en DMF, es va tapar el tub i es va col'locar a l'interior de l'aparell de
microones CEM. Aleshores, es va escalfar durant 2 min a una temperatura de 60 °C amb una
poténcia de 150 W. Passat aquest temps, el dissolvent es va eliminar i es va repetir el procés.
En acabar, la bosseta es va treure del tub i es va transferir cap a una ampolla de rosca ampla
de polipropileé de 20 ml on es va rentar amb DMF (3 x 5 ml), iPrOH (3 x 5 ml) i DCM (3 x 5 ml).
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Primera acilacio. es va col-locar la bosseta a l'interior d’'un tub de reaccié de 10 ml proveit
amb un nucli d'agitacié magnética i s’hi va afegir una dissolucié de 330 mg (2.4 mmol, 30 eq.)
d’acid bromoaceétic en 5 ml de DMF i 370 pl (2.4 mmol, 30 eq.) de DIC. Aleshores es va tapar el
tub, es va col*locar a l'interior de I'aparell de microones CEM i es va escalfar durant 1 min a una
temperatura de 60 °C amb una poténcia de 150 W. Passat aquest temps, I'excés de reactius es
va eliminar i es va repetir el procés. En acabar, la bosseta es va treure del tub i es va transferir
cap a una ampolla de rosca ampla de polipropilé de 20 ml on es va rentar amb DMF (3 x 5 ml),
iPrOH (3 x 5ml) i DCM (3 x 5 ml).

Primer acoblament damina: es va col'locar novament la bosseta a l'interior d'un tub de
reaccid de 10 ml proveit amb un nucli d’agitacié magnética i s’hi va afegir una dissolucié de
500 mg (2.4 mmol, 30 eq.) d'amina A20 en 5 ml de DMF. Aleshores es va tapar el tub, es va
col*locar a linterior de l'aparell de microones CEM i es va escalfar durant 2 min a una
temperatura de 80 °C amb una poténcia de 150 W. Passat aquest temps, I'excés de reactius es
va eliminar i es va repetir el procés. En acabar, la bosseta es va treure del tub i es va transferir
cap a una ampolla de rosca ampla de polipropileé de 20 ml on es va rentar amb DMF (3 x 5 ml),
iPrOH (3 x 5ml) i DCM (3 x 5 ml).

Segona acilacio: es va dur a terme de forma analoga a la primera acilacio.

Segon acoblament damina: es va dur a terme de forma analoga al primer acoblament
d’amina. En aquest cas, pero, es van afegir 345 pl (2.4 mmol, 30 eq.) d’amina A13.

Tercera acilacio: es va dur a terme de forma analoga a les anteriors.

Tercer acoblament damina: es va dur a terme de forma idéntica al primer acoblament,
novament utilitzant I'amina A20.

Escissio de la resina.: després d'assecar la resina, es va obrir la bosseta i es va transferir la
resina cap a un tub de vidre pyrex roscat amb un tap proveit d’'un septum de tefld resistent a
I'acid. Tot sequit, s’hi van afegir 5 ml de coctel d’escissié (TFA/DCM/H,0, 60:40:2), tornant-se
la resina de color granatds. La mescla de reaccid es va deixar en agitacido mecanica a t.a durant
30 min i a continuacié es va filtrar a través d’'una xeringa de polipropilé de 5 ml proveida d’'una
placa filtrant. El filtrat es va recollir en un matras de 25 ml i els dissolvents es van eliminar a
pressio reduida. Les traces d'aigua i d'acid es van eliminar per rentats amb ACN (3 x 5 ml), els
quals es van eliminar igualment a pressid reduida. Finalment, I'oli groguenc residual es va
redissoldre en una mescla d'H,O/ACN i es va liofilitzar, per obtenir 48 mg de residu, amb una
puresa superior al 85% per HPLC.

La purificacid es va realitzar per HPLC a escala semipreparativa (vegeu condicions de
purificacid descrites a l'apartat 14.1 utilitzant la columna X-Terra® Cys de 5 pm (19 x 250 mm)
de Waters amb el programa: 10 min a 10% d’ACN, de 10% a 75% en 65 min, de 75% a 100%
en 10 min i 10 min a 100% d’ACN; mantenint un flux constant de 5 ml/min) per obtenir 29.2
mg del peptoide (91) (rdt. 52%) amb una puresa superior al 98% per HPLC.
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14.3.1.5. Escissio de la resina dins de la bosseta

Es va preparar una xeringa de polipropileé de 10 ml proveida d’'una placa porosa de polietile
amb 300 mg (0.79 mmol/g, 0.24 mmol) de resina de poliestire AM RAM. Seguint el procediment
descrit en l'apartat 14.2.5, després de l'inflat inicial de la resina, es va procedir a la desproteccié
del grup Fmoc i a les successives etapes d‘acilacio i aminacid. Es van afegir 250 mg
(1.19 mmol, 5 eq.) d'amina A20 en el primer acoblament d’amina, 175 pl (1.19 mmol, 5 eq.)
d'amina A13 en el segon i novament 250 mg (1.19 mmol, 5 eq.) d’amina A20 en el tercer. En
acabar, es van realitzar els rentats de la resina i es va deixar assecar en la propia xeringa
disposada en el rentador sota I'aspiracio de la campana extractora fins que no es nota humida.

Un cop seca, la resina es va separar en dues meitats. La primera d'elles es va transferir cap
a un tub de vidre pyrex mentre que l'altra es va trasferir cap a una bosseta de malla de
polipropile, la qual es va col-locar a l'interior d'un tub falcon roscat de 15 ml. Tot seguit, es van
afegir 5 ml del coctel d’escissié descrit anteriorment i es van deixar les dues mescles en agitacio
mecanica a t.a. durant 30 min. Passat aquest temps, la mescla del tub de vidre pyrex es va
filtrar a través d'una xeringa de polipropilé de 5 ml proveida d'una placa filtrant tot recollint el
filtrat en un matras de 10 ml, mentre que la dissolucié de la mescla de la bosseta es va recollir
en un altre matras de 10 ml. Els dissolvents es van eliminar a pressio reduida mentre que les
traces d'aigua i d’acid es van eliminar realitzant rentats amb ACN (3 x 5 ml), els quals es van
eliminar igualment a pressio reduida. Finalment, els olis groguencs residuals es van redissoldre
en una mescla d'H,O/ACN i es van liofilitzar, per obtenir 105 mg i 100 mg de residu,
respectivament.

El perfil cromatografic d’'HPLC del cru de reaccié va ser igual en els dos casos, mostrant
una puresa superior al 90%.

14.3.2. SISTEMA OBERT

14.3.2.1. Procediment general de la sintesi de peptoides. Sintesi del pentamer
model N6-20-34-13-7C (102)

Procediment general

Es va preparar una bosseta de malla de polipropilé que contenia 100 mg (0.79 mmol/g,
0.08 mmol) de resina de poliestire AM RAM i es va procedir de forma analoga al procediment
descrit en l'apartat 14.3.1.4. En aquest cas, pero, el reactor utilitzat va ser un matras de 50 ml
proveit d’'un nucli d'agitacid magnética enlloc d'un tub de reaccié de 10 ml i el sistema no
estava tancat sin6 equipat amb un refrigerant en sistema obert.

Després de l'inflat inicial de la resina per agitacié a t.a. amb 10 ml de DMF, es va procedir
amb la desproteccio del grups Fmoc de la resina per tractament amb 10 ml d'una dissolucié de
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piperidina al 20% (v/v) en DMF escalfant durant 2 min a una temperatura de 60 °C amb una
poténcia de 150 W. Passat aquest temps, el dissolvent es va eliminar i es va repetir el procés.

Les reaccions d'acilacié es van realitzar mitjancant I'addicié de 10 ml d’'una dissolucié d'acid
bromoacetic (416 mg, 3 mmol, 38 eq.) en DMF i DIC (470 pl, 3 mmol, 38 eq.) i posterior
escalfament durant 1 min a una temperatura de 60 °C amb una poténcia de 150 W.

Pel que fa a les reaccions d'acoblament d’amina, aquestes es van dur a terme mitjangant
I'addici6 de 10 ml d’una dissolucid de la corresponent amina (3 mmol, 38 eq., vegeu Taula
14.10) en DMF i posterior escalfament durant 2 min a una temperatura de 80 °C amb una
poténcia de 150 W.

Taula 14.10. Quantitats d’amina necessaries en
cadascuna de les reaccions d‘acoblament.

Acoblament Amina Quantitat
1 A7 287 ul
2 A13 439 pl
3 A34 420 pl
4 A20 633 mg
5 A6 380 pl

Les quantitats de cada amina afegides es van arrodonir
alob.

L'escissid de la resina es va dur a terme sense treure-la de la bosseta mitjancant el
procediment descrit en I'apartat anterior, per obtenir 48 mg de cru de reaccié liofilitzat amb una
puresa superior al 85% per HPLC. Tot i que la puresa del cru era acceptable, la quantitat de cru
de reaccié obtinguda era baixa. Per aquest motiu, es va decidir repetir la sintesi variant
diferents parametres de reaccid.

Es va preparar una bosseta de malla de polipropilé que contenia 100 mg (0.79 mmol/g,
0.08 mmol) de resina de poliestire AM RAM i es va procedir de forma analoga a la descrita
anteriorment. En aquest cas, pero, les reaccions d'acilacié es van dur a terme escalfant durant
30s a una temperatura de 35°C amb una poténcia de 150 W mentre que les reaccions
d'acoblament d’amina es van realitzar escalfant durant 1.5 min a una temperatura de 95 °C
amb la mateixa poténcia. A més, no es van realitzar duplicats de reaccid, excepte en el cas de
la desproteccio inicial dels grups Fmoc de la resina.

Finalment es va dur a terme la reaccidé d'escissido de la resina tal i com s’ha comentat
anteriorment, per obtenir 95 mg de cru de reaccié liofilitzat amb una puresa novament superior
al 85%.
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La purificacid d'aquest cru es va realitzar per HPLC a escala semipreparativa (vegeu
condicions de purificacié descrites a l'apartat 14.1 utilitzant la columna X-Terra® C;s de 5 um
(19 x 250 mm) de Waters amb el programa: 3 min a 20% d’ACN, de 20% a 100% en 30 min i
10 min a 100% d'ACN; mantenint un flux constant de 10 ml/min) per obtenir 49.5 mg del
pentamer 102 (rdt. 66%) amb una puresa superior al 98% per HPLC.

Les assignacions dels senyals dels espectres de 'H-RMN i *C-RMN d’aquest compost es van
confirmar pels experiments gDQCOSY i gHSQC. La presencia de diferents conformacions va
conduir a uns espectres molt complexos, motiu pel qual només s’han assignat els senyals del

conformer majoritari.

[ /-(2-(1-Pirrolidinil)etil)glicil]-[ /-(3,3-difenilpropil)glicil]-[ /-(2-(4'-clorofenil)etil)glicil]-
[ M-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]- /-(2-acetamido)etil)glicinamida

N6-20-34-13-7C (102)

1H-RMN (500 MHz, CD;0D):  7.4-7.0 (ac, 16H, Ha,), 6.9-6.8 (ac, 2H, 2 x CHaC.OCHs), 4.5-3.8 (ac,
10H, 5 x COCH,N),

13C-RMN (125 MHz, CD;0D):  173.8 (CO), 172.9 (CO), 171.0 (CO), 170.5 (CO), 170.4 (CO), 167.4
(CO), 160.0 (Ca), 145.8 (2 X Cyy), 138.9 (Cx), 131.7 (Ca), 131.5 (Cay),
129.8 (2 x CHy,), 129.5 (4 X CHy), 128.9 (2 X CHa,), 128.8 (4 X CHy),
128.7 (2 X CHy), 1274 (2 x CHy), 1152 (2 x CHy), 55.8
(NciceCH,CH,CH,CHy), 55.7 (OCHs), 51.4 (COCHN), 51.3 (COCH,N),
512 (COCH,N), 50.9 (HNCH,CH,), 50.2 (COCH,N), 50.1
(CHCH,CH,N), 50.0 (COCH,N), 49.3 (NCH,CH,NH), 49.0 (NCH,CH,),
48.8 (NCH,CH,), 44.4 (NCH,CH,), 442 (HNCH,CH,), 38.7
(NCH,CH,NH), 34.2 (NCH,CH,), 33.8 (NCH,CH,), 33.7 (NCH,CH,),
23.9 (COCHs), 22.8 (NciceCH2CH,CH,CH,).

EMAR per C52H63CIN807 Calculada: 951.4899 (M+H)+

Determinada: 951.4861

14.3.2.2. Sintesi del pentamer model N6-20-34-13-7C (102) amb 5 bossetes alhora

Es van preparar 5 bossetes de malla de polipropilé que contenien 100 mg (0.79 mmol/g,
0.08 mmol) de resina de poliestire AM RAM cadascuna i es van disposar totes juntes en un
matras de 50 ml proveit amb un nucli d’agitaci6 magnética. Després de l'inflat inicial de la
resina es van anar realitzant les corresponents reaccions de desproteccid dels grups Fmoc de la
resina, d‘acilacio i d’acoblament d’amina seguint el protocol descrit a I'apartat anterior. L'Unica
diferéncia va ser la utilitzacié de 30 ml de dissolvent en comptes de 10 ml i la concentracié de
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reactius en les etapes d‘acilacié i d'acoblament d’amina, la qual es va fixar a 0.4 M
(30 eq./bosseta). Les condicions utilitzades van ser les seglients:

Acilacio: acid bromoacetic (1.66 g, 12 mmol, 30 eq./bosseta) i DIC (1.88 ml, 12 mmol,
30 eq./bosseta) en 30 ml de DMF.

Acoblament damina: amina segons Taula 14.11 (12 mmol, 30 eqg./bosseta) en 30 ml de
DMF.

Taula 14.11. Quantitats d'amina necessaries en
cadascuna de les reaccions d’acoblament.

Acoblament Amina Quantitat
1 A7 1.22 g
2 A13 1.81g
3 A34 1.87¢g
4 A20 2.54¢
5 A6 1.37 g

Finalment, es va dur a terme la reaccidé d’escissio de la resina tal i com s’ha comentat
anteriorment a cadascuna de les bossetes per separat, per obtenir entre 80-88 mg de cru de
reaccio liofilitzat amb una puresa entre el 80-85%.

14.4. ESTUDI DE LA REACTIVITAT DE LES AMINES DE LA QUIMIOTECA

14.4.1. ESTUDI PER HPLC

14.4.1.1. Estudi de la reactivitat de les deu amines en fase solida utilitzant mescles
equimolars

Es va preparar una xeringa de 10 ml que contenia 400 mg (0.79 mmol/g, 0.3 mmol) de
resina de de poliestire AM RAM. Seguint el procediment descrit a I'apartat 7.2.1, es va procedir
a la desproteccié del grup Fmoc i a l'acilaci6 amb l'acid 4-bromometilbenzoic. Els tests van
donar positius en cada cas.

Un cop la resina estava ben seca, es van preparar quatre bossetes de malla de polipropilé
(dues per a la reacci6 amb les amines del grup A i dues per a la reaccid amb les amines del
grup B), s’hi van pesar 100 mg d’aquesta resina i es van segellar. Seguidament es va procedir a
realitzar I'etapa d’aminacié de forma individual per a cadascuna de les bossetes.
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L'aminacié es va dur a terme afegint 10 ml de DMF que contenien una mescla equimolar
(4 mmol/amina, 50 eq.) de 5 amines (vegeu Taula 14.12) a un matras de 50 ml proveit amb un
nucli magnétic que contenia la bosseta amb la resina. El matras es va col*locar a l'interior del
microones CEM i es va escalfar a una temperatura de 90 °C durant 1.5 min, a una poténcia de
150 W. Transcorregut aquest temps, el dissolvent es va buidar i la bosseta es va trasferir a una
ampolla de polipropile de 20 ml de rosca ampla per tal de procedir al rentat amb DMF
(3x 10 ml), iPrOH (3 x 10 ml) i DCM (3 x 10 ml). En cada rentat I'ampolla es va mantenir en
agitacio manual durant 20 s.

Taula 14.12. Quantitats damina necessaries en cada matras per a
I'etapa d'acoblament. En negreta es mostren les amines escollides com a
referéncia en cada grup.

Grup A Quantitat Grup B Quantitat
A7 454 mg A6 461 mg
Al12 511 mg A9 514 mg
Al3 617 mg All 417 mg
A20 871 mg Al19 526 mg
A34 635 mg A35 562 mg

Les quantitats de cada amina afegides es van arrodonir a 0 0 5.

Després de I'etapa d'escissid, es va obtenir un oli groguenc que es va redissoldre en una
mescla d'H,O/ACN i es va liofilitzar, per obtenir 42/42 mg dels residus del grup A i 44/42 mg
dels del grup B.

Seguidament, es van preparar dissolucions dels residus obtinguts d'una concentracio
aproximada de 8 mg en 200 ul d’ACN. Tal i com es van preparar les dissolucions de les rectes
de calibracid,'® a 5 pl de les dissolucions anteriors dels residus s’hi van afegir 10 pl del patré
(M3,3-difenilpropilacetamida) d'una concentracié 0.41 uM i 185 pl d'una dissolucié aquosa de
HCOOH-Et;N 20 mM, pH=5.0. En el cas dels residus del grup B es va preparar també una
dissolucié analoga a I'anterior, pero afegint-hi 185 pl d'H,0 amb 0.1% de TFA.

A partir de I'analisi de les mostres per HPLC (vegeu condicions d‘analisi de I'apartat 14.1) i
tenint en compte les rectes de calibracié corresponents a cada benzamida (vegeu Taula 12.1),
es van determinar els valors de reactivitat relativa i els factors d’equireactivitat™ en fase solida
entre les amines presents en un mateix grup, els quals s’han mostrat a la Taula 12.2 de
I'apartat 12.3.2.2.

™ El factor d'equireactivitat s'ha calculat a partir de la inversa del valor de reactivitat relativa a A12 en el grup A i A6
en el grup B, és a dir a 1.
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14.4.1.2. Estudi de la reactivitat de les 10 amines en fase solida utilitzant mescles
equireactives

Es va preparar una xeringa de 10 ml que contenia 400 mg (0.79 mmol/g, 0.3 mmol) de
resina de de poliestire AM RAM i es va procedir de forma analoga a la descrita anteriorment en
I'apartat 14.4.1.1 fins a l'etapa d’acoblament d’amina. En aquest cas, aquesta etapa es va
realitzar variant la quantitat de cada amina afegida en funcid dels factors d’equireactivitat
respectius obtinguts (vegeu Taula 14.13).

Taula 14.13. Quantitats d'amina necessaries en cada matras per |'etapa d’acoblament en
fase solida, després d'aplicar els factors d’equireactivitat respectius. En negreta es mostren
les amines escollides com a referéncia.

Grup A mmol Quantitat Grup B mmol Quantitat
A7 5.48 622 mg A6 4.00 461 mg
Al12 4.00 511 mg A9 8.72 1117 mg
Al3 4.20 648 mg All 8.60 888 mg
A20 5.12 1106 mg Al19 4.44 584 mg
A34 5.28 838 mg A35 12.96 1817 mg

Les quantitats de cada amina afegides es van arrodonir a 0 o 5.

Després de l'escissié de la resina i de la liofilitzacié final, es van obtenir 43/45 mg dels
residus del grup A i 48/50 mg dels del grup B.

De I'analisi dels dos residus de cada grup per HPLC (vegeu condicions d’analisi de I'apartat
14.1), es van obtenir els nous valors de reactivitat en fase solida entre les amines presents en
un mateix grup, els quals s’han mostrat a la Taula 12.3 de I'apartat 12.3.2.3.

14.5. SINTESI DE LA QUIMIOTECA DE PENTAMERS

Es van omplir 20 bossetes convenientment etiquetades amb 100 mg (0.79 mmol/g,
0.079 mmol) de resina de de poliestire AM RAM. Inicialment, les bossetes es van disposar en
una Unica ampolla de polipropilé de rosca ampla de 500 ml i que contenia 250 ml de DMF, per
procedir a l'inflat inicial.”” L'ampolla es va mantenir en agitaci® durant 5 min i sequidament es
va buidar el dissolvent.

Desproteccio. totes les bossetes es van col'locar a I'ampolla descrita anteriorment amb
250 ml d'una dissolucid de piperidina al 20% (v/v) en DMF i es van mantenir en agitacié
mecanica durant 30 min, a t.a. i a 200 rpm. Llavors, el dissolvent es va buidar i es va tornar a

T El dissolvent ha de cobrir completament les bosses quan aquestes es mantenen en agitacio.
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repetir I'operacio. Les bossetes es van rentar amb DMF (3 x 150 ml), iPrOH ( 3 x 150 ml) i DCM
(3 x 150 ml). En cada rentat les ampolles es van mantenir en agitacié durant 2 min.

Acilacio: les primeres 5 bossetes (1-5) es van col-locar dins d’un matras de 50 ml equipat
amb un nucli magnétic. Seguidament, s’hi van afegir 30 ml d’una dissolucié d’acid bromoacétic
(33.5 g, 2.4 mmol/bossa, 30 eq.) en 600 ml de DMF i DIC (1.9 ml, 2.4 mmol/bossa, 30 eq.). El
matras es va col'locar en el microones CEM i es va escalfar a una temperatura de 35 °C durant
30 s a una potencia de 150 W. Transcorregut aquest temps, el dissolvent es va buidar i les
bossetes es van transferir des del matras cap a una ampolla de polipropileé de 20 ml de rosca
ampla per tal de procedir al seu rentat amb DMF (3 x 10 ml), iPrOH (3 x 10 ml) i DCM (3 x
10 ml). En cada rentat I'ampolla es va mantenir en agitaci6 manual durant 20 s. Aquesta
operacio es va repetir per a la resta de bossetes: 6-10, 11-15 i 16-20.

Acoblament damina, R°: seguint I'esquema dissenyat per a la sintesi de la quimioteca, el
primer acoblament d’amina és comu per a totes les bossetes (A7). Les bossetes de I'1-5 es van
col*locar a un matras de 50 ml proveit d’'un nucli magnétic. Seguidament s’hi van afegir 30 ml
de DMF i I'A-(2-aminoetil)acetamida (1.36 g, 2.4 mmol/bossa, 30 eq.). El matras es va col*locar
en el microones i es va escalfar a una temperatura de 90 °C durant 1.5 min, a una poténcia de
150 W. Transcorregut aquest temps, el dissolvent es va buidar i les bossetes es van trasferir
des del matras a una ampolla de polipropileé de 20 ml de rosca ampla per tal de procedir al
rentat amb DMF (3 x 10 ml), iPrOH (3 x 10 ml) i DCM (3 x 10 ml). En cada rentat I'ampolla es
va mantenir en agitacidé manual durant 20 s. Aquesta operacié es va repetir per a la resta de
bossetes: 6-10, 11-15i 16-20.

2a acilacic: es va procedir de la mateixa forma que en la primera acilacid.

2n acoblament damina, R’: les bossetes numerades de I'l al 5 es van fer reaccionar
individualment. Es va col*locar cada bosseta en un matras de 50 ml proveit amb un nucli
magneétic. Seguidament s’hi van afegir 10 ml de DMF i la quantitat d'amina corresponent
(4 mmol, 50 eq.) (vegeu Taula 14.14) per definir la quarta posicid.

Taula 14.14. Quantitats d'amina necessaries
(50 eq.) per a la primera posicié de diversitat (R*) de
la quimioteca de pentamers.

Bossa Amina Quantitat
1 A7 454 mg
2 A12 487 pl
3 A13 597 ul
4 A20 550
5 A34 571 pl

Les quantitats de cada amina afegides es van
arrodonira 0 0 5.

291



Capitol 14

La resta de bosses, amb la quarta posicid aleatoria, es van fer reaccionar com ja s’ha
explicat anteriorment, aplegades de 5 en 5 (6-10, 11-15, 16-20). Cada grup de 5 bossetes es va
col'locar dins d’'un matras de 50 ml proveit amb un nucli magnétic. Seguidament s’hi van afegir
30 ml d’'una dissolucié que contenia una mescla equireactiva de cinc amines en DMF (vegeu
Taula 14.15), tenint en compte els seus corresponents factors d’equireactivitat.

Taula 14.15. Quantitats d’amina necessaries per
tenir la mescla equireactiva per a la primera posicid
de diversitat (R*) de la quimioteca de pentamers.

Amina Quantitat  Equivalents
A7 1.87¢ 41.5
A12 1.46 ml 30.3
A13 1.88 ml 31.8
A20 2.11ml 38.8
A34 2.26 ml 40.0

Les quantitats de cada amina afegides es van
arrodonira 0 0 5.

En ambdds casos es va collocar el matras de reacci6 dins de I'aparell de microones i es va
escalfar a una temperatura de 90 °C durant 1.5 min a una poténcia de 150 W. Transcorregut
aquest temps, el dissolvent es va buidar i les bossetes es van trasferir des del matras cap a una
ampolla de polipropilé de 20 ml de rosca ampla per tal de procedir al rentat amb DMF (3 x
10 ml), iPrOH (3 x 10 ml) i DCM (3 x 10 ml). En cada rentat I'ampolla es va mantenir en
agitacio manual durant 20 s.

3a acilacio: es va procedir de la mateixa forma que en les anteriors etapes d'acilacio.

3r acoblament d‘amina, R°: es va procedir com s’ha explicat anteriorment, perd en aquest
cas es van fer reaccionar individualment les bossetes numerades de I'6 al 10. Les quantitats
emprades de cada amina, tant en les bossetes amb la tercera posicid definida, individuals, com
en les de posicid aleatoria, van ser les mateixes que en l'acoblament d’amina anterior (vegeu
Taula 14.14 i Taula 14.15).

4a acilacio. es va procedir de la mateixa forma que en les anteriors etapes d'acilacio.

4t acoblament damina, R%: es va procedir com s’ha explicat anteriorment, perd en aquest
cas es van fer reaccionar individualment les bossetes numerades de I'11 al 15. Les quantitats
emprades de cada amina, tant en les bossetes amb la segona posicio definida, individuals, com
en les de posici6 aleatoria, van ser les mateixes que en els dos acoblament d’amina anteriors
(vegeu Taula 14.14 i Taula 14.15).
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5a acilacio: es va procedir de la mateixa forma que en les anteriors etapes d'acilacid.

56 acoblament damina, R': es va procedir com s’ha explicat anteriorment, perd en aquest
cas es van fer reaccionar individualment les bossetes numerades del 16 al 20. Les amines
emprades en aquest acoblament, tant en les bossetes amb la primera posicid definida,
individuals, com en les de posicié aleatoria, van ser diferents i sén les mostrades en la Taula
14.16.

Taula 14.16. Quantitats d’amina necessaries per a la cinquena posicié de diversitat (R!) de la
quimioteca de pentamers. Esquerre: reaccions individuals per posicions definides, bossetes 16-20.
Dreta: mescles equireactives per posicions aleatories, bossetes 1-5, 6-10 i 11-15.

Bossa Amina Quantitat Amina Quantitat  Equivalents
16 A6 512 pl A6 1.54 ml 30.3
17 A9 504 pl A9 3.29 ml 66.1
18 A1l 426 A1l 2.75 mi 65.1
19 A19 637 pl A19 2.12 ml 33.6
20 A35 527 ul A35 5.13 ml 98.2

Les quantitats de cada amina afegides es van arrodonir a 0 o 5.

Escissio de la resina. després dels rentats, les bossetes es van assecar bé sota corrent
d’aire fins que la resina no es va notar humida. A continuacid, cada bosseta es va col'locar a
I'interior d’un tub Falcon amb tap de rosca de 15 ml resistent a I'acid. Seguidament s’hi van
afegir 5 ml d’un coctel d'escissié format per TFA/DCM/H,O (60:40:2) (v/v/v), tornant-se la
resina de color granatds. Els tubs es van mantenir en agitacié a t.a. durant 30 min. A
continuacié es va recollir el cru de reaccié de cada tub en un matras de 10 ml. Aixi mateix, es
va fer un rentat de cada tub amb cada bosseta fent servir 1 ml més de coctel. Una vegada
aplegades les dues fraccions, el dissolvent es va eliminar a pressié reduida. Per acabar
d’eliminar les traces d‘aigua i d'acid, es van fer rentats amb ACN (2 x 4 ml), els quals es van
eliminar igualment a pressid reduida. Finalment, les 20 mescles es van liofilitzar per acabar

obtenint en tots els casos un oli groguenc/marronds com a residu.

Cadascuna de les mescles es va dividir en mostres aliquotes a una concentracié de
5 mg/ml, el que suposava una concentracid mitjana de 5 mM (aproximadament 40 UM per
pentamer en cada mescla).

Es van analitzar totes les mescles per FIA (vegeu la Figura 12.13 de l'apartat 12.4.2), per
observar les dues distribucions gaussianes corresponents al (M+H)* entre 726 i 1092 i el
(M+2H) %*/2 entre 363 i 546.
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Conclusions

1. S’han establert tres estratégies de sintesi de monomers d’AMalquilglicines aplicables de forma
general a qualsevol amina primaria que no presenti altres grups funcionals reactius addicionals
en les condicions descrites. A més, la introduccié de diferents grups protectors en cadascuna de
les estratégies, ortogonals entre si, permet ampliar el ventall d'aplicacié d’aquests monomers
més enlla de la sintesi de peptoides, degut a la seva estabilitat en diferents condicions de
reaccio.

2. S’ha demostrat que el métode de I'acoblament d’unitats de glicines A+substituides és adient
per sintetitzar, amb rendiments i pureses satisfactories, peptoides que continguin substituents
amb grups amino terciaris. Aquest métode esta particularment indicat per als casos on les fonts
de diversitat que continguin aquests substituents amino es trobin en la posicié central o
C-terminal del peptoide.

3. L'aplicaci6 d’aquestes estratégies ha permeés la sintesi, purificacid i caracteritzacido del
peptoide N22-6-16C (SICHI), el qual havia estat identificat del cribratge de la quimioteca de
peptoides-I com a un potencial inhibidor de la semaforina 3A. El conjunt d‘assaigs realitzats
amb aquest peptoide ha permés determinar que SICHI inhibeix la resposta quimiorepulsiva
induida per Sema 3A d’una manera depenent de la dosi degut a la reversié del col*lapse del con
de creixement. A més, s’ha pogut establir que SICHI potencia la regeneracié d’axons entorrino-
hipocampals axotomitzats i augmenta la supervivéncia d’alguns grups neuronals actuant a nivell
extracellular, tot impedint la unié de Sema 3A amb el seu complex receptor.

4. Els estudis realitzats per a la determinacié estructural del subproducte de PM-14, identificat
en el transcurs de la sintesi del peptoide N22-6-16C (SICHI) i que inicialment es relacionava
amb I'activitat d'inhibicié de la Sema 3A, no han permeés resoldre la seva estructura, ni explicar
la seva formacid. No obstant, si que han permés determinar que la seva formacid esta
condicionada a la utilitzacié de I'estratégia del submonomer i que és necessaria la preséncia de
I'amina A22 o l'amina A19 en el trimer, preferentment a l'extrem Afterminal, aixi com
I'ocupacié de la resta de posicions del trimer per part d'amines amb un nitrogen terciari en la
cadena lateral, el qual a més ha d’estar formant part d'un cicle.

5. S’ha desenvolupat la metodologia de sintesi de peptoides en fase solida assistida per
microones utilitzant en primer lloc un aparell domestic i posteriorment un aparell comercial de la
casa CEM. Aprofitant aquesta metodologia s’han sintetitzat els peptoides N35-4-8C, N35-4-17C i
N6-4-17C a l'escala del gram i s’ha establert un protocol de sintesi de peptoides en fase solida
utilitzant la tecnica de les bossetes de te de Houghten.

6. S'ha sintetitzat una quimioteca de mescles de 625 peptoides (pentamers d’'Atalquilglicines)
en fase solida assistida per microones i en format de rastreig posicional.

7. S'ha realitzat un estudi de reactivitat de les amines introduides en les fonts de diversitat de la
quimioteca, havent determinat les seves reactivitats relatives i els seus factors d’equireactivitat.
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S’ha comprovat la correccié i amortiment de la diferéncia existent en la reactivitat amb I'ajust
de les quantitats d'amina afegida en l'etapa d'introduccié de diversitat, en funcié dels seus
factors d'equireactivitat.

8. En col'laboraci6 amb altres grups d'investigacio, s’ha realitzat el cribratge, deconvolucio i
validacié de la quimioteca davant de tres dianes terapeutiques. Aquest estudi ha permeés
identificar diversos candidats a caps de série. Cal destacar un inhibidor selectiu del CPT I de
muscul (P6) amb potencial activitat per al tractament d’hiperglucémies (diabetes) i els infarts
cardiacs.

Globalment, aquest treball introdueix una nova metodologia de sintesi de peptoides
especialment indicada per al cas d'introduccié d’amines amb un nitrogen terciari en la seva
cadena lateral i reflecteix la utilitzacid i aplicacid de la quimica combinatoria, en concret de
quimioteques de mescles controlades, per a la recerca de nous compostos actius d'interes
terapéutic. A més, introdueix |'aplicacié de les microones en el camp de la quimica combinatoria
per accelerar el procés de sintesi de compostos, posant de manifest el potencial d’'una
tecnologia que ha experimentat un gran impuls en els darrers anys.
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