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Recentment s’han desenvolupat técniques d’aplicacié en el camp biomédic que es basen en
I'aprofitament de la capacitat de reconeixement molecular i d’autoensamblatge dels compostos
d’origen biolc‘>gic.1 Un dels sistemes més estudiats en aquest camp ha estat el sistema format per la

biotina (o vitamina H) i les proteines avidina (Av) i estreptavidina (SAv).?

1.1 Funcio6 biologia de la biotina

La biotina (1) és un compost amb estructura de tipus biciclo[3.3.0], amb un grup urea en un
dels cicles i un atom de sofre en l'altre cicle, aixi com una cadena lateral de valerat unida al C,
respecte de I'atom de sofre.

La funcié bioldgica de la biotina va ser descoberta al 1935 per F. Lynen i col-laboradors, els
quals van observar que el mecanisme biologic de la biotina era una reaccié de transferencia de CO; a
través de la formacio reversible de 1’-N-carboxibiotina. La biotina serveix com a portador de CO, unit
covalentment, per a reaccions en les quals el CO, es fixa a un acceptor a través de carboxilases.
Aleshores aquest grup carboxil pot ser transferit, en una reaccié independent, des de la biotina a un
nou substrat a través de transcarboxilases, o el grup carboxil pot ser eliminat com a CO, a través de
descarboxilases. Aquestes transformacions bioquimiques succeeixen en un complex multienzimatic
format per almenys tres proteines: proteina portadora de biotina, biotina carboxilasa i biotina

transferasa.’

s~ >">CooH

Biotina (1)

1.2 Les proteines avidina (Av) i estreptavidina (SAv)

L’'avidina i l'estreptavidina sén proteines tetramériques formades per quatre subunitats
identiques amb quatre llocs d’unié (un en cada subunitat). Cada subunitat es troba organitzada en vuit
fulls B antiparal-lels, els quals formen un barril B classic (Figura 1). La majoria de diferencies en
I'estructura terciaria d’ambdues proteines recauen en la llargada i la conformacio dels bucles que
connecten els fulls p.*’

Els mondmers d’avidina s’'uneixen a través d’interaccions per pont d’hidrogen entre els extrems
N-terminals del full 8 de cada mondmer. Com a resultat, cada mondmer contribueix amb el Trp110
(Figura 2) al lloc d’uni6 d’'una altra subunitat. Quan s’uneix la biotina, la interaccioé 1-2 augmenta degut
a la interaccio Trp110-biotina.

Hi ha tres regions d’interaccié monomer-monomer en l'avidina (Figura 2). Aquestes interaccions
contribueixen a la rigidesa de l'estructura quaternaria i també contribueixen a crear un entorn
favorable per a la forta unié a la biotina. La comparacié entre avidina i estreptavidina ha revelat que

les interaccions 1-2 i 1-4 sén molt similars.
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Figura 1: Diagrama del complex monomeéric avidina-biotina amb els vuit fulls B disposats en forma de barril. La

biotina es representa en model de boles i palets.5

En ambdues proteines, la interaccié 1-4 fa la contribucié més gran a I'estructura tetramérica i
pot ser considerada com un adhesiu tetraméric en ambdos casos (Figura 2D). Aixo es reflecteix en el
fet que, per exemple, en el complex avidina-biotina I'area de la superficie d’interaccié 1-4 oculta és
1951 A? per monomer, mentre que en les interaccions 1-2 i 1-3 s6n 729 i 120 AZ respectivament.6 La
majoria dels contactes en la interaccié 1-4 inclouen forces de van der Waals, perd també hi ha
interaccions per pont d’hidrogen entre residus polars i molécules d’aigua. Hi ha perd algunes
diferéncies entre avidina i estreptavidina respecte a la interaccié 1-3 (Figura 2C). En l'avidina, aquesta
particular interacci® mondomer-monomer es caracteritza només per forces de van der Waals, mentre
que en estreptavidina també hi ha interaccions per pont d’hidrogen.

El tetramer natural d’estreptavidina es produeix quan interaccionen dos dimers, estabilitzant-se
a través d’interaccions de van der Waals entre les superficies dels dimers, els quals tenen curvatures

complementélries.‘“s‘7
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A) tetramer

C) interaccio 1-3 D) interacci6 1-4

Figura 2: (A) Estructura quaternaria del tetramer d’avidina. Les 4 molécules de biotina es representen en groc.
Els mondmers d’avidina es representen en colors diferents. (B) Interaccié entre els mondmers 1i 2. (C) Interaccié
entre els monomers 1 i 3. (D) Interaccid entre els mondomers 1 i 4 (rotada 90° respecte a I'eix vertical relatiu a
A).>7

1.3 Els complexos avidina-biotina (Av-BT) i estreptavidina-biotina (SAv-BT)

Les associacions de les proteines homologues avidina i estreptavidina amb el seu lligand
natural, la biotina, constitueixen dos dels complexos més estables (excloent els complexos metal-lics),
en qué hi participi una molécula de baix pes molecular com és la biotina. Aquests complexos
presenten unes constants d’associacio de 2.5x10" M en el cas de I'estreptavidina® i de 1.6x10"° M™
en el cas de l'avidina,? essent la unio tant forta que es pot considerar practicament irreversible. L’alta
afinitat de les interaccions no-covalents entre la biotina i I'estreptavidina juntament amb el fet que el
grup carboxilic de la biotina es pot derivatitzar sense que impedeixi I'associacié forta amb I'avidina o
I'estreptavidina, ha permés utilitzar el sistema SAv-biotina en nombroses aplicacions biomeédiques:
immunoassajos, cromatografia d’afinitat, kits de diagnostic, etc.?

Les estructures cristal-lines dels complexos avidina:biotina i estreptavidina:biotina donen indicis
per explicar la seva alta afinitat. Aquests factors inclouen la formacié de multiples interaccions per

pont d’hidrogen i interaccions de van der Waals entre la biotina i la proteina.
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El lloc d’unio6 de la biotina es troba proper a un dels extrems del barril g (Figura 1), i els residus
del lloc d’unié estan disposats de tal manera que formen un espai practicament fet a mida per la
biotina.

Durant la complexacio, la biotina desplaga les molécules de dissolvent, i un dels bucles exposat
(L 3,4; el bucle que connecta B3 a B4, Figura 1) s'ordena i bloqueja la biotina al seu lloc d’'uni6. En
aquest procés, quatre residus d’aminoacids en el bucle d’avidina i dos en el bucle d’estreptavidina
contribueixen a formar interaccions addicionals amb la molécula de biotina (Figura 4).

Els estudis de difraccio de raigs X dels complexos biotina-avidina® i biotina-streptavidina4 van
demostrar que les interaccions no-covalents lligand-proteina eren bastant similars en ambdés
complexos. Diversos residus aromatics en el lloc d’unid, quatre en el cas de I'estreptavidina i cinc en
el cas de l'avidina, formen una “caixa hidrofobica” en la qual resideix la molécula de biotina (Figura
3).°

Figura 3: vista espaial de quatre residus de triptofan, 79, 92, 108 i 120, envoltant la biotina en el complex que

forma amb estreptavidina.m'11

A més d’aquestes interaccions hidrofobiques, el grup ureido de la biotina forma interaccions per

pont d’hidrogen crucials amb les cadenes laterals de cinc residus aminoacidics polars.

A B
Asn 12 (N§) Asn 23 (N3)
339, L3,4 loop 303! L3,4 loop
Tyr33(0m), Ser16(0y) Tyr43(Om) , Ser27(Oy)
3057y 303 27775270
i §7 =t
Asp118____HN Asp 128 ----HN NH™
) 282 08) g5 3.06 :
L2903
OH
S S
3.24 o 3321 o
The 77 (O9) S g Yt Thr 90 (Oy) P73
(Ser?S (on) (Ser 75 (o@
Ser 88 (Qy)

avidina-biotina

biotina i estreptavidina-biotina.12

estreptavidina-biotina

Figura 4: Representacié esquematica de la xarxa d’interaccions per pont d’hidrogen dels complexos avidina-
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D’altra banda la cadena de valerat de la biotina també presenta interaccions per pont
d’hidrogen amb diversos residus aminoacidics, cinc en el cas de l'avidina i dos en el cas de
I'estreptavidina (Figura 4)."

Aquest major nombre d’interaccions per pont d’hidrogen i hidrofoébiques en el complex avidina-
biotina podria explicar la seva major constant d’associacié respecte del complex estreptavidina-
biotina.

Com a resultat de I'extensiu patré d’interaccions, resultants en part de 'ordenament del bucle L
3,4, la biotina unida es troba essencialment amagada en el complex amb només els oxigens del grup
carboxil de valerat parcialment accessibles al dissolvent (Figura 5).

D’altra banda s’han realitzat experiments de valoracions calorimétriques que mostren com la
unié de la biotina a estreptavidina esta dominada per un terme entalpic molt favorable (AG° = -18.3
kcal/mol, AH° = -32.0 kcal/mol).

2

ASN49_S
[ ]

loop 1IT

Figura 5: Vista espaial de la xarxa d’interaccions per pont d’hidrogen que forma la biotina en el seu lloc d’'unié a

estreptavidina.m’”’14

1.4 Altres lligands d’avidina i estreptavidina

1.4.1 HABA i derivats

L’acid 2-(4’-hidroxifenilazo)benzoic (HABA) i alguns dels seus derivats també s’uneixen a
avidina i estreptavidina en els mateixos llocs d’unié que la biotina, encara que amb una K, inferior (K,
= 1.7x10° M per avidina i 1x10* M™ per estreptavidina).g’15 Aquest compost és molt utilitzat en la
tecnologia avidina-biotina ja que permet determinar la quantitat d’avidina i estreptavidina actives

capaces d’unir-se a biotina en dissolucio.'®"

Aix0 és possible gracies a qué I'HABA canvia de color
(de groc a vermellds) quan s’uneix a Av o SAv, fet que permet utilitzar-lo com a indicador en la
determinacié de l'activitat d’aquestes proteines. Aquest canvi de color és degut al desplagcament de
I'equilibri tautoméric des de la forma azo (Anax = 345 nm) en qué es troba la forma lliure, cap a la
forma hidrazona (Amax = 500 nm) en que es troba la forma complexada a Av i SAv (Figura 6). L’addicio

de biotina a una dissolucié del complex Av-HABA o del complex SAv-HABA condueix a la formacio
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quantitativa dels complexos Av-BT i SAv-BT respectivament, alliberant-se 'HABA (degut a la seva
menor K,) dels llocs d’unid. Aixo porta associat una disminucié en I'absorbancia a 500 nm que es pot

utilitzar per determinar quantitativament 'activitat d’aquestes dues proteines.

o0

S}
O
o O

N HN
o <O

Figura 6: Tautdmers azo i hidrazona de 'HABA a pH = 7.0.

L’HABA s’uneix a avidina i estreptavidina amb una alteracié minima de la geometria dels llocs
d’unié. Algunes de les interaccions caracteristiques dels complexos Av-BT i SAv-BT també s’observen
en els complexos Av-HABA i SAv-HABA. En aquests complexos s’observa que la posicié d’un dels
oxigens del carboxilat de 'HABA és molt semblant a la de I'oxigen del grup ureido de la biotina, i
forma una xarxa idéntica de tres interaccions per pont d’hidrogen amb els residus Asn12, Ser16 i
Tyr33 d’Av, aixi com amb els residus Asn23, Tyr43 i Ser27 de SAv, formant un oxianié. L’altre oxigen
carboxilic de 'HABA forma interaccions per pont d’hidrogen amb Ser16 i Thr35 d’Av i amb Ser27 i
Ser45 de SAv, i una interaccio per pont d’hidrogen intramolecular amb el nitrogen proper de 'HABA.
L’'anell d’acid benzoic també presenta interaccions hidrofobiques amb els tres residus aromatics
Phe79, Trp9i Trp110 d’Av.

A T'altre extrem de la molécula, I'oxigen hidroxifenilic de I'HABA forma una interaccié per pont
d’hidrogen amb Ser73 i interaccions hidrofobiques amb Phe72 d’Av. A més, I'anell hidroxifenilic del
ligand es manté proper a I'anell indodlic del Trp70 en Av (Trp79 en SAv) formant un complex de
transferéncia de carrega, on el triptofan actua com a donador i I'anell d’hidroxifenil de 'HABA
(tautdomer hidrazona) actua com a acceptor.

La unié de 'HABA no immobilitza completament el bucle L 3,4, el qual es troba desordenat en
I'estreptavidina lliure, perd s'immobilitza en la unié a biotina.* Aquest bucle es manté parcialment
desordenat en el complex SAv-HABA i permet I'exposicié parcial del grup hidroxifenil de 'HABA,
encara que les mateixes 5 molécules d’aigua que son desplagades per la biotina, també ho son per la
unié d’HABA.™

A diferéncia de la biotina, on la unié a SAv esta dominada pel terme entalpic, la unié de 'HABA
a estreptavidina esta dominada pel terme entropic (AG° = -5.27 kcal/mol, TAS® = 6.97 kcal/mol a
25°C). Aixd suggereix que, malgrat que les interaccions per pont d’hidrogen tenen una contribucio
important, les interaccions hidrofébiques tenen una contribucié energética encara major en la unié de
'HABA."

Quan es comparen les interaccions de 'HABA amb avidina i el seu analeg bacteria
estreptavidina, es poden observar les similituds i diferéncies en les respectives interaccions i
interpretar les variacions observades en les constants de dissociacié.'® Les similituds en les propietats
d’'unié de I'HABA a les dues proteines es manifesten per les interaccions dels oxigens en l'anell de
benzoat, les quals s6n completament analogues amb les dues proteines. Encara que les interaccions

dels residus aromatics de I'estreptavidina amb HABA no estan descrites amb detall, per analogia amb
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avidina, es pot concloure que aquestes interaccions hidrofobiques sén analogues a les del complex
Av-HABA. Aquestes interaccions involucren els residus Trp92 i Trp108, aixi com Trp120 del mondmer

adjacent, els quals interaccionen amb I'anell benzoat de I'HABA."

Figura 7: Representacio esquematica de 'HABA unit estreptavidina.18

La diferéncia clau entre les interaccions de 'HABA amb avidina i estreptavidina recau en les
dues uniques interaccions entre I'anell hidroxifenilic del colorant i I'avidina; és a dir, les interaccions
descrites anteriorment entre els residus veins Phe72 i Ser73 de l'avidina i 'HABA. Aquestes
interaccions no s’observen en el cas de I'estreptavidina. Aquests dos residus estan situats en el bucle
entre els fulls B5 i B6 de l'avidina. El bucle corresponent en estreptavidina és quatre residus més llarg
que el d’avidina i no té contacte amb 'HABA. La participacié d’aquest bucle en la unié de 'HABA a
avidina ens recorda el seu paper en la unié de la biotina, el qual es considera que reflecteix les
diferéncies en I'afinitat observada per formar els complexos Av-BT i SAv-BT. Es interessant ressaltar
que la diferéncia relativa entre I'afinitat exhibida per les dues proteines amb biotina i HABA és molt

similar."

1.4.2 Homobiotina i norbiotina

A fi i efecte d'estudiar amb més profunditat la naturalesa dels llocs d’unié de les proteines
avidina i estreptavidina, s’han estudiat els complexos formats amb analegs de la biotina que
tinguessin una cadena lateral d’acid carboxilic de diferent longitud que en la biotina. Concretament
s’han estudiat els compostos norbiotina (cadena lateral d’acid carboxilic de tres metilens) i
homobiotina (cadena lateral d’acid carboxilic de cinc metilens).

La principal diferéncia estructural entre els mondomers d’Av i SAv recau en la grandaria i la
conformacié dels bucles que connecten els fulls B adjacents. El bucle que connecta les cadenes 3 i

B4 (L3,4), és tres residus aminoacidics més llarg en I'avidina que en I'estreptavidina.
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Figura 8: Representacié esquematica de la xarxa d’interaccions per pont d’hidrogen en complexos d’avidina i

estreptavidina amb diversos lligands derivats de la biotina."?

En tots aquests complexos, el sistema biciclic del lligand presenta interaccions per pont
d’hidrogen similars a les que presenta la biotina, essent les diferéncies més importants les del grup
carboxilat del lligand (Figura 8).

En el cas del complex Av-norbiotina, el grup carboxilat forma només dues interaccions per pont
d’hidrogen amb la proteina (tres menys que la biotina), perd malgrat aixo el bucle L3,4 presenta una
conformacié tancada similar a la del complex Av-BT (Figura 8C). En canvi en el complex Av-
homobiotina, el grup carboxilat no interacciona amb cap residu de la proteina, i el bucle L3,4 presenta
una conformacio desordenada (Figura 8E). Aleshores, un dels nitrdgens del grup ureido no forma
enllag d’hidrogen amb el bucle L3,4 perqué la distancia a Thr35 és massa llarga (5.7 A).

En canvi en el cas de I'estreptavidina, el fet que el bucle L3,4 sigui més curt, fa que presenti
una conformacié tancada i ordenada tant en els complexos amb biotina, com amb norbiotina i
homobiotina (Figura 8 D i F).

Com a conclusié, podem dir que I'allargament o I'escurgament en un uUnic metilé de la cadena

lateral de la biotina no afecta gaire a les interaccions en el lloc d’'uni6 a I'estreptavidina, perd si que

. . ., 12
afecta a les interaccions en el lloc d’'unié a Av.

10
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1.4.3  Glicoluril i derivats
Altres compostos com el glicoluril (2), el (+)-Gril-N-C4-COOH ((+)-3) i el Gril-C-C4,-COOH (4)
amb una estructura de tipus biciclo[3.3.0] perd que tenen dos grups urea, un en cada cicle, també

s’uneixen a Av i SAv tot i que amb constants d’associaci6 inferiors a la biotina (Figura 9).

o o i
HN” “NH HN" NH HN” “NH
H=—=H H——=H H——f=~-COOH
HNYNH HNYN\/\/\COOH HNTNH
ol 0 ol
Glicoluril (2) 3 4

Figura 9: Alguns lligands d’avidina i estreptavidina amb estructura de tipus biciclo[3.3.0]

El glicoluril es pot considerar com un analeg de la biotina en el qual s’ha substituit el grup CH,-
S-CH, per un segon grup ureido, i a més s’ha suprimit la cadena de valerat. El glicoluril s’'uneix a
SAV'® amb una K, de 4.7x10* M, i a Av"® amb una K, de 2.2x10° M, determinades per valoracié
espectrofotométrica competitiva amb HABA. S’ha descrit I'estructura de raigs X del complex SAv-
glicoluril, la qual cosa ha permés comparar les interaccions formades en aquest complex respecte a
les que es formen en el complex SAv-biotina.” Quan es superposa l'estructura cristal-lografica del
complex SAv-glicoluril amb la del complex SAv-biotina, s’observa que les interaccions per pont
d’hidrogen del grup ureido de la biotina i del glicoluril amb I'SAv sén molt similars (Figura 10).

En el complex SAv-glicoluril, la interaccid per pont d’hidrogen entre I'oxigen del grup ureido
(O1) i Thr90 reemplaga a la interaccid que es formava entre I'atom de sofre de la biotina i aquest
residu. La substitucié de I'atom de sofre de la biotina per un grup carbonil en el glicoluril fa créixer el
glicoluril en una direccio; la distancia O1-02’ en el glicoluril és de 6.00 A comparada amb la distancia
S1-02' de 5.01 A en la biotina, i aixd podria explicar en part la menor afinitat de I'estreptavidina pel
glicoluril. Aquesta diferéncia de longitud es veu compensada per la disminucié de la grandaria de
Ianell de glicoluril degut a qué la distancia dels enllagos C-N és de 1.33 A comparada amb la

distancia dels enllacos C-S de 1.80 A en la biotina.?

11
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Streptavidin-glycoluril I
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0

H-bond lengths (d) in A

Figura 10: Esquema de les interaccions per pont d’hidrogen més importants en el complex glicoluril-

estreptavidina obtinguda a partir de I'estructura de raigs X del complex. 0

També s’ha suggerit que la menor afinitat de I'estreptavidina pel glicoluril respecte a la biotina
podria ser deguda a l'abséncia de la cadena lateral de valerat, de manera que es perdrien les
interaccions per pont d’hidrogen amb el grup carboxilat i les interaccions de van der Waals amb els
metilens de la cadena lateral de la biotina. D’altra banda es va observar que una molécula de sulfat
reemplagava el grup valerat de la biotina en el complex SAv-glicoluril, de manera que la interaccio per
pont d’hidrogen amb el residu Asn49 no es perdria. No obstant aix0, s’ha observat que la K, no varia
quan es fa I'experiment en abséncia de sulfat, la qual cosa ha induit a pensar que I'aigua o algun altre

i6 fa la seva funcié en aquests casos.”

Posteriorment s’han descrit derivats del glicoluril que porten incorporada una cadena lateral de
valerat unida al N d'un grup ureido (Gril-N-C4-COOH, 3) o bé al C cap de pont (Gril-C-C4,-COOH, 4). Al
mesurar les K, d’aquests compostos s’ha observat que la introduccié de la cadena lateral de valerat
sobre I'atom de N (Gril-N-C4,-COOH, 3) es tradueix en un petit augment de K, (12 vegades superior
amb Av i 38 vegades superior amb SAv) només quan té I'estereoquimica adequada, és a dir amb el
compost (+)-3. En canvi el seu enantidmer ((-)-3), amb una estereoquimica no adequada per a unir-se
a Av i SAv, presenta una disminucio de la K, (18 cops inferior amb Av i 4 cops inferior amb SAv)

respecte del propi glicoluril (2)."

D’altra banda, quan la cadena de valerat esta unida al C cap de pont (Gril-C-C4-COOH, 4), la
Ks a Av i SAv és encara més inferior a la que presenta el glicoluril (2). Aix0 significa que es produeix
un augment important en la K, (3100 vegades superior amb Av i 23700 vegades superior amb SAv) al

passar la cadena lateral del C cap de pont (4) al N del grup ureido, amb I'estereoquimica apropiada

((+)-3)."
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1.4.4 Derivats de la propandiurea (PDU)
D’altra banda el compost DMPDU-C-C4-COOH (5), que també té dos grups urea i una cadena

de valerat, perd en el qual el sistema biciclic és de tipus biciclo[3.3.1], també s’uneix a Av i SAv en el
mateix lloc que la biotina, essent les K, de 5.3x10° M i 2.8x10° M respectivament, i aixd malgrat
tenir dos substituents metil en el pont més curt, i la cadena de valerat unida al carboni cap de pont.

En el nostre grup s’han sintetitzat altres lligands (Figura 11) amb una estructura de tipus
biciclo[3.3.1]"% i una urea a cada cicle (estructura de tipus propandiurea, que anomenarem PDU) en
els quals la cadena lateral d’acid carboxilic es troba unida a un dels atoms de N, ja que en el cas del

glicoluril el derivat N-alquilat (+)-3 té una K, a avidina 3100 vegades més gran que el seu analeg C-

alquilat (4).

0 0 0
e HN NN
HWCOOH H—A—=H H——)%H
HN._NH HN.__N._,COOEt HN._\_N.,_ COOH

¥ ' Y

Figura 11: Alguns lligands monovalents amb estructura de tipus biciclo[3.3.1]

1.5 Multivaléncia

En 'dltima década la multivaléncia ha estat ampliament estudiada per investigadors de diversos
camps. En el camp de la bioquimica degut a qué bastantes interaccions bioldgiques es poden
considerar multivalents. Un altre camp és la quimica supramolecular, on la multivaléncia ofereix una
manera de controlar, dirigir i seleccionar nanoestructures d’auto-ensamblatge funcionals i robustes.?*
29

La multivaléncia descriu la unié de dues o més espécies que impliquen la interaccié simultania
entre multiples funcionalitats complementaries dins d’aquestes espécies. La valéncia d’'una espécie
es defineix com el nombre de connexions separades i del mateix tipus que pot formar, mitjangant
interaccions no-covalents, amb una altra espécie amb funcionalitat complementéria.23 La valéncia
d’'un complex es defineix com el nombre d’interaccions compartides entre dues espécies que
interaccionen. Aixi es pot parlar de complexos divalents, trivalents, etc. No s’ha de confondre el terme
multivaléncia amb aquells casos en queé la interaccid entre dues espécies involucra multiples grups
funcionals, ni tampoc amb els casos d’una espécie multivalent que s’uneix a multiples espécies
monovalents (Figura 12).

La unié entre dues entitats multivalents no necessariament ha de ser multivalent, és a dir
intramolecular, sind que també pot ser intermolecular. Mentre que la interaccié multivalent déna lloc a
estructures ben definides, la unié intermolecular dona lloc a la formacié d’oligdmers i estructures

polimériques (Figura 13).
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€ + « — @&

Receptor Lligand Complex
monovalent monovalent monovalent

T S B
Receptor Lligand Complex
tetravalent trivalent divalent

Figura 12: Terminologia de valéncies.?®

+ —>

Grans agregats (insolubles)

Figura 13: Uni6 multivalent vs. Intermolecular.?®

1.5.1 Concentracié efectiva (C.s) i molaritat efectiva (EM)

La multivalencia ens porta a introduir el terme de la concentracié efectiva, el qual ens
proporciona una relacié entre la longitud i la flexibilitat de I'espaiador i 'energia d’associacié. Aquest
parametre representa la probabilitat d’interacci6 entre dues entitats complementaries
interconnectades i simbolitza una concentracié “fisicament real” d’'una de les entitats, tal com
I'experimenta I'entitat complementaria corresponent. La primera interaccié d’un lligand multivalent
amb un receptor multivalent altera la concentracié de lligand que experimenta el receptor vei lliure. Si
aquesta concentracio efectiva (Cer) és superior que la concentracié real de lligand en solucid, la unié
intramolecular (multivalent) es trobara afavorida. En canvi, si la concentracié de lligand en soluci6 és
superior que la C.r experimentada pel lloc d’'unié del receptor, la unié es produira probablement de

forma intermolecular (Figura 14).% Per tant, en el cas d’interaccions multivalents el tipus d’associacio

14
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dependra de la concentracio: associacié intramolecular afavorida a baixes concentracions i associacio

intermolecular afavorida a altes concentracions.

Figura 14: Representacié esquematica del concepte de concentracié efectiva, posant de manifest I'increment de
probabilitat d’interaccid per unions intramoleculars. Un lloc d'unié lliure del receptor experimenta una
concentracio efectiva de lligand [|]e en una dissolucié amb una concentracié de lligand [|]so. El cercle puntejat

representa I'esfera en la qual el receptor pot trobar-se amb el IIigand.23

Per a una interaccié multivalent formada per varies interaccions independents, la constant
d’associacié per la interaccié n-valent, K,, és directament proporcional a la constant d’associaci6

intrinseca (K;) i a la concentraci6 efectiva (C.r) segons la seglient equacio:

K, =bK'CL*

Equacio 1

On b és el factor estadistic que determina el nombre de possibles camins d’associacio

dissociacié en les etapes seguents.

La concentracié efectiva és un concepte similar a la molaritat efectiva (EM). Tot i que la Cgx
quantifica de forma tedrica (a partir de la geometria dels complexos) I'avantatge d’una interaccio
intramolecular sobre una d’intermolecular, mentre que la EM ho fa de forma empirica, a partir de la
relacié entre constants d’associacié intramolecular i intermolecular. Aquest avantatge és principalment
de tipus entropic i la EM podria arribar a ser de I'ordre de 10® M, concentracio que seria fisicament
inassolible.

Per a una interaccié intramolecular n-valent amb una constant d’associacié K, i una constant

d’associacié intrinseca (K;), la molaritat efectiva (EM) ve donada per:

15
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Vi)
M =| K
bK,"

Equacio 2

El terme molaritat efectiva s’ha aplicat amb éxit per a indicar la facilitat de ciclacié en diverses

2930 15 viabilitat de I'auto-ensamblatge en sistemes multi-component,?*' i com a mesura

34-37

reaccions,
de lincrement d’afinitat degut a interaccions multivalents. En canvi, la concentracio efectiva no
s’utilitza tant habitualment degut a la dificultat de determinar-la exactament. Malgrat aquestes
dificultats, s’ha predit que la concentracio efectiva és inversament proporcional a la longitud del
espaiador elevada al cub, la qual cosa s’explica per I'increment del volum, on pot trobar-se el lligand

confinat i no complexat, amb I'increment de la longitud de I'espaiador.

1.5.2 Efectes cooperatius en sistemes multivalents

La deduccié de si hi ha efectes cooperatius en la formacié d’'un complex multivalent no és

35.38.39 Recentment Ercolani*® ha clarificat el

trivial, i ha conduit a nombroses interpretacions erronies.
concepte de cooperativitat en interaccions multivalents. Segons Ercolani, per esbrinar si hi ha
cooperativitat en una interacci6 multivalent caldria la deconvolucié dels efectes cooperatiu i
multivalent. La cooperativitat en sistemes multivalents només es pot avaluar considerant de forma
separada i independent els processos intermoleculars i intramoleculars. Es a dir, que la cooperativitat
només es pot avaluar si les constants d’equilibri que es comparen tenen les mateixes dimensions.

Es poden tenir indicis de la preséncia d’efectes cooperatius i de la seva extensié comparant les
constants d’associacié experimentals i estadistiques per a la interaccio intramolecular. Si la constant
experimental fos superior a I'estadistica, tindriem cooperativitat positiva, mentre que en el cas oposat
la cooperativitat seria negativa. També es poden tenir indicis de cooperativitat comparant EM i Cg.
Una EM bastant inferior a la Ces seria indicativa d’efectes cooperatius negatius, mentre que una EM
bastant superior a la Cg seria indicativa d’efectes cooperatius positius. L’avaluacié de la cooperativitat
en sistemes multivalents requereix comparar quantitativament les constants d’associacié multivalent i

monovalent, juntament amb les dades de AH° dels processos multivalent i monovalent.*"™*

1.6 Lligands divalents d’avidina i estreptavidina

4445 her exemple en la preparacié de monocapes

En moltes aplicacions del sistema SAv-BT,
proteiques basades en polimers amfifilics d’avidina,*® és desitjable tenir un anic tipus de complex i
una arquitectura supramolecular ben definida. Aix0 s’aconsegueix habitualment treballant en
condicions de saturacid, on els quatre llocs d’'unié estan ocupats per molécules de biotina
derivatitzades. Malgrat tot, en algunes aplicacions especifiques, pot resultar dificil o fins i tot
impossible arribar a ocupar els quatre llocs d’unié de SAv, donant lloc a la formacié de complexos
isomerics aixi com complexos de diferent estequiometria. En aquest cas I'is de lligands divalents, és

a dir lligands en els quals dues unitats de lligand monovalent es troben unides covalentment a través
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d’'un brag espaiador, podria ser avantatjés degut al menor nombre de possibles complexos que es
poden formar amb SAv. A més, els lligands divalents tindrien una constant d’associacié a SAv bastant
superior a la dels corresponents lligands monovalents.

Alguns treballs previs donen indicis de quina és la llargada Optima que ha de tenir I'espaiador
per tal que un lligand s’uneixi divalentment a avidina i a estreptavidina. Aixi s’han descrit compostos
bis-biotinilats que provoquen oligomeritzacié d’Av o SAv quan la llargada de I'espaiador no és optima

84749 berd generalment sén compostos dissenyats per a

per a la formacio del complex intramolecular,
provocar I'oligomeritzacié d’Av o SAv.

Malauradament, les técniques utilitzades per detectar [Iexistencia d’oligomeritzacio
(microscopia electronica i cromatografia d’exclusié molecular) no donen informacié sobre I'estabilitat
del complex intramolecular, i només donen indicis de les llargades d’espaiador que minimitzen
I'oligomeritzacio.

Una aproximacio diferent per tal d’optimitzar la naturalesa de I'espaiador dels lligands divalents
d’Av i SAv consisteix en substituir les dues unitats de biotina dels extrems del lligand divalent per
ligands de menor afinitat.®® Amb aquests ligands divalents de baixa afinitat es pot mesurar facilment
la seva constant d’associacié a Av i SAv. Per tant, en una série de lligands divalents que només
difereixin en la naturalesa de I'espaiador, aquell que tingués la constant d’associacié a Av o SAv més
elevada hauria de ser el que portés incorporat I'espaiador Optim de cara a la formacié del
corresponent complex intramolecular amb aquesta proteina.

Amb aquest proposit s’han sintetitzat lligands divalents que incorporessin el lligand monovalent
5 en la seva estructura, degut a la seva moderada constant d’associacié a Av i SAv, com és el lligand

divalent 45 (Figura 15)."°'

X
O H HMH
j/ (v)n 5 HN. _NH
HNT 70(
0
0
NH 1
(SNHWH
n
HN._NH
bl
n=6 45 o)
n=68 46
n=8 47

Figura 15: Alguns lligands divalents d’Av i SAv.

La comparacio de les constants d’associacio del lligand 45 (K, = 1.1x10° M i K, = 6.0x10" M™
per SAv i Av respectivament)50 amb les del corresponent lligand monovalent 5 (K, = 2.8x10°M7i K, =
5.3x10° M per SAv i Av respectivament)50 semblava indicar que I'espaiador de sis metilens (n = 6)
del compost 45 ja era bastant adequat per a formar el complex divalent amb SAv, perd que encara no

era I'0ptim per a I'Av.
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Els objectius del present treball es resumeixen a continuacio:

1. Sintesi de nous lligands monovalents i estudi de la seva complexacié a avidina i
estreptavidina. Efecte sobre la constant d’associacio de:

- Tipus de sistema biciclic [3.3.1]: propandiurea (PDU) o dimetilpropandiurea (DMPDU).
- Preséncia o no de cadena lateral d’acid carboxilic.

- Posicié d'unié de la cadena lateral al sistema biciclic.

- Llargada de la cadena lateral.

- Derivaritzacio de la cadena lateral en forma d’amida.

2. Sintesi de nous lligands divalents amb una unitat central rigida i espaiadors
conformacionalment flexibles de tipus poliéter o alquilic. Estudi de la complexacié dels lligands
divalents sintetitzats a Av i SAv.
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3 LLIGANDS MONOVALENTS
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3.1 Sintesi de lligands monovalents: (+)-PDU-N-C,-COOH (8, 9) i (+)-DMPDU-N-C,,-
COOH (11, 12, 13)

La sintesi d’aquests compostos es va realitzar seguint dues rutes.

3.1.1 Ruta A: N-Alquilacié de la DMPDU (10) o la PDU (6) mitjangant w-haloésters.

En primer lloc es van sintetitzar els compostos biciclics dimetilpropandiurea (10) (Esquema 1) i

propandiurea (6) (Esquema 2) a partir de la condensacié dels corresponents dialdehids amb urea en

medi acid.>
X
OEt OFEt 0 HySO4aq 0 HCly,  HN™ "NH
+
EtO OEt HyN” "NH,  pH=1,90°C, 4h. HMH
14 1% \[(])/
DMPDU (10)
Esquema 1
X
OMe OMe . o) HyS04aq. 0 HClyg, HHH
MeO OMe HN" "NH; pH=1,ta, 2dies 1 NH
15
28% lr
PDU (6)
Esquema 2

A continuacié es procedeix a l'alquilacié de la propandiurea (6) utilitzant com a base NaH o
'BUOK i un o-haloéster en medi DMSO, (Esquema 3). Cal tenir en compte que la quantitat de base
utilitzada és molt important per tal d’evitar polialquilacions, perd a la vegada és dificil de controlar ja
que es necessita forca quantitat de DMSO per dissoldre la propandiurea degut a la seva baixa
solubilitat (aprox. 1 mg/mL a 90°C) i és dificil obtenir i mantenir el DMSO totalment anhidre al llarg de
la reacci6.

Finalment es va dur a terme la saponificacio de I'éster obtingut utilitzant hidroxid de sodi per tal
d’obtenir I'acid desitjat (Esquema 3). Aquesta hidrolisi es va dur a terme en condicions suaus, 1.2

equivalents de NaOH i a Temp. ambient, per tal de minimitzar reaccions de trencament del sistema

biciclic.
o o]
J 1)NaH 0 'BuOK, DMSO ]I
HN™ N HN™ NH
2) Br-(CH,),-COOEt
HN.__NH  3)NaOHg HN__N.,-COOH
T DGR
o) 0
6 8 n=4
9 n=5

Esquema 3
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Producte Condicions Rdt. (%)
PDU-N-C,-COOEt (22) '‘BUOK (1.1 eq), t.a., 1 dia 25
PDU-N-C5-COOEt (28) 'BUOK (1.5 eq), t.a., 2 dies 8

Taula 1: Resum dels resultats de les reaccions de N-alquilacié de la PDU (10).

Amb la dimetilpropandiurea la solubilitat en DMSO,,, encara és més baixa, amb la qual cosa es
va descartar aquesta ruta per a obtenir els compostos N-alquilats i es va preferir la ruta B degut a qué
es podia realitzar a més gran escala. A més a més, la ruta A pot donar lloc a polialquilacions i com a
consequéncia barreges de reacci6 més complicades, en canvi amb la ruta B, tan sols es poden

obtenir 3 productes; no alquilat, mono-alquilat i di-alquilat.

3.1.2 Ruta B: Condensacié d’un propandial amb una barreja d’urea i un acid -
ureidocarboxilic (16, 17, 18).

En primer lloc es van sintetitzar els acids w-ureidocarboxilics per reaccidé dels acids -

aminocarboxilics amb cianat de potassi en medi aquc')s52 (Esquema 4).

O
KCNO
COOH M COOH
HoN
2 /\M’/‘ H,0, reflux, 30 min. HoN ”/\M;
16 (n=2)
17 (n=3)
18 (n=4)

Esquema 4

A continuacié es procedeix a realitzar la reaccié de condensacié del 1,1,3,3-tetraetoxi-2,2-
dietilpropa (14) amb una mescla equimolar d’urea i de I'acid w-ureidocarboxilic corresponent en medi
acid aqués (Esquema 5).53 D’aquesta manera es produia la formacié in situ del 2,2-dimetilpropandial i
la seva posterior condensacié amb les urees. El resultat de la condensacié era una barreja de
DMPDU (10) i dels productes de monoalquilacié i dialquilacio, més facil de separar que les barreges

de productes polialquilats obtinguts a través de la ruta A.

X
OEt OEt o] 0 HClyq (PH=1)  HN™ °NH
Jooo+ COOH
EtO OEt  H,N” “NH, HN™ N 6 h, 80°C
H n ) HN NWCOOH
v
14 16 §n=2; o}
7 (n=3
1 (n=3
18 (n=4) 12 §n=4;
13 (n=5)
Esquema 5
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Per a la purificacié de la barreja mitjangant cromatografia en columna en gel de silice, es va
haver d'utilitzar un eluent molt polar (SiOy; n-BuOH/AcOH/H,O; 4/1/1) ja que els compostos
sintetitzats eren molt polars i quedaven molt retinguts. Com a consequéncia s’obtenia el producte
impurificat amb gel de silice. Aleshores es va procedir a realitzar una esterificacié de Fisher, amb
MeOH,,, i catalisi d’acid p-toluensulfonic, ja que I'éster metilic és més facil de purificar mitjangant
HPLC en fase reversa (Kromasil C18, H,O/MeOH).

Aleshores es va saponificar I'éster metilic amb NaOH 2M obtenint-se I'acid desitjat (11, 12 i 13)
en forma de racemic. Com que I'acid desitjat s’'obté en forma de racémic, amb la qual cosa cadascun
dels enantiomers pot tenir una constant d’associaci® amb Av i SAv diferent, es va procedir a la
resolucié dels racémics (+)-8 i (£)-12 mitjangant HPLC amb una columna amb fase estacionaria quiral
(Chirobiotic T, ASTEC Inc) per tal d’obtenir una petita quantitat de cadascun dels enantidmers i poder
mesurar la seva constant d’associacio a les proteines Av i SAv.

Aquesta ruta B no déna bons resultats quan s’intenten obtenir els compostos de la série PDU-
N-C,-COOH ja que el propandial, al tenir hidrdgens en posici6 o als grups aldehid, doéna

preferentment pirimidones (19 i 20) com a productes de condensacio.

3.2 Sintesi de lligands monovalents units a espaiadors conformacionalment flexibles

Els lligands monovalents descrits presenten la caracteristica de tenir una cadena d’acid
carboxilic, amb la qual cosa poden formar interaccions per pont d’hidrogen amb els residus
aminoacidics de la proteina. D’altra banda, els lligands descrits a I'apartat 1.6 de la introduccio, els

quals s’havien sintetitzat en el grup,®®’

consten de dues unitats de lligand monovalent unides a un
espaiador a través del grup acid carboxilic del lligand monovalent derivatitzat en forma d’amida. Per
aquest motiu era interessant veure I'efecte que produia sobre la constant d’associacié d’un lligand
monovalent, el fet que el grup acid carboxilic es trobés derivatitzat en forma d’amida. En aquest sentit
es va pensar en I'acoblament del lligand DMPDU-C-C4,-COOH (5) a dos espaiadors de tipus diamina

per tal de generar la corresponent amida, tal com s’exposa a continuacio.

3.2.1 Sintesi del compost 41

Seguint el procediment desenvolupat en el nostre grup,54 el lligand monovalent 5 es va acoblar
amb I'espaiador 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat de tert-butil (36) utilitzant difenilfosforilazida (DPPA)
com agent d’acoblament en medi de DMSO i en preséncia de Et;N (Esquema 6).

El producte 40 es va obtenir amb un 79% de rendiment, després de purificar-lo mitjangant
columna cromatografica (SiO,) i posteriorment a través de HPLC en fase reversa (Kromasil C18,
H,O/MeOH; 1/1).

A continuacio, el grup amino protegit en forma de Boc es va desprotegir en medi HCI en AcOEt
i EtOH durant 24 hores. Aleshores es va purificar el compost a través de HPLC en fase reversa
(Kromasil C18, H,O/MeOH; 9/1) obtenint-se I'hidroclorur 41 amb un 57% de rendiment (Esquema 6).
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1
HN” NH ’
HWCOOH NSO o N
hig 36
I 5

1) DPPA, EtzN, DMSO,, 79%
2) HCI/ AcOEt, EtOH  57%

j?\
HN NH H
® O
MN\/\O/\/O\/\NH;; cl
HN NH
T ©
o) 41

Esquema 6

Per tal d’obtenir el producte 41 en forma neutra, s’ha basificat a pH = 10 amb una dissolucié de
KOH,,. i s’ha purificat cromatograficament a través de fase estacionaria polimérica (MCl Gel CHP20P)
eluint amb H,O (per eliminar les sals) i barreges de H,O/MeOH per eluir el compost en forma d’amina

neutra.

3.2.2 Sintesi del compost 43

Analogament a com s’havia procedit en I'apartat anterior, es va acoblar el lligand monovalent 5
a I'espaiador 8-aminooctilcarbamat de tert-butil (39) utilitzant DPPA com agent d’acoblament en medi
de DMSO i en preséncia de Et;N. El producte 42 es va obtenir amb un 68% de rendiment després de
purificar-lo mitjangant columna cromatografica (SiO;) i posteriorment a través de HPLC en fase
reversa (Kromasil C18, H,O/MeOH; 3/7) ja que hi ha restes de DPPA que son dificils de separar si no

és a través de HPLC (Esquema 7).

J?\
/\/\/\/\/ N
HN. NH COOH * HyN Boc
5
O

1) DPPA, Etz;N, DMSO,,, 68%
2) HCI / AcOEt, EtOH
3)KOHyq  84%

X
HN._NH NH.
\g/ © 43
Esquema 7

A continuacié I'extrem amino protegit en forma de Boc es va desprotegir amb HCI en AcOEt i

EtOH. Tot seguit, un tractament amb base va generar I'amina lliure, la qual es va purificar

29



Resultats i discusio

cromatograficament a través d’'una fase estacionaria polimérica (MCIl Gel CHP20P, H,O/MeOH; 1/0,

1/1, 3/7). D’aquesta manera s’obtingué el compost 43 amb un 84% de rendiment (Esquema 7).

3.3 Estructures cristal-lines de compostos de tipus PDU-N-C,-COOH (n = 4,5)

S’han intentat diferents métodes per tal d’obtenir monocristalls dels compostos PDU-N-Cy-
COOH (8) i PDU-N-C5-COOH (9), com ara la difusié d’'un co-dissolvent o bé I'evaporacié lenta del
dissolvent. No obstant aix0, els millors resultats s’han obtingut per evaporacié lenta d’'una dissolucio

aquosa del lligand.

3.3.1 Estructura del compost PDU-N-C,~-COOH (8)

Figura 16: Vistes espaials del lligand PDU-N-C4-COOH (8) a través dels programes ORTEP i Mercury

respectivament.

El compost PDU-N-C4,-COOH (8) cristal-litza amb el sistema monoclinic, amb una molécula del
compost i una molécula d’aigua per unitat asimétrica (Figura 16). El grup espaial és P2,/a, la qual
cosa indica que existeix un eix binari perpendicular a un pla de simetria de manera que la cel'la

unitaria conté quatre posicions equivalents, i per tant quatre molécules del compost (Figura 17).

Figura 17: Empaquetament del lligand PDU-N-C4-COOH (8) dins la cel‘la unitaria.
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A continuacié es descriuen les caracteristiques més importants d’aquest compost.

Grup ureido:
Els grups ureido sén aproximadament planars. El carbonil del grup ureido disubstituit té una

distancia d’enllag de 1.22 A, mentre que en el del grup ureido trisubstituit és de 1.27 A. Aquests valors
sén lleugerament inferior i superior al del grup ureido de la biotina (1.25 A)55 i als de la PDU (6) (dC-O
=1.24 A).52 D’altra banda, les distancies entre el carboni carbonilic i els nitrogens del grup ureido
disubstituit (C3-N2 i C3-N3) sén de 1.35 A, les quals sén molt similars a les de la PDU** i de la
biotina® (1.34 A). Aquesta distancia disminueix a 1.33 A per al N1-C1, mentre que augmenta a 1.37 A

per al N4-C1, és a dir, quan el nitrogen es troba unit a la cadena de valerat.

Sistema biciclic:

Al passar d'un sistema biciclic de tipus [3.3.0] a un de tipus [3.3.1] disminueix I'angle que
formen els carbonils dels dos grups ureidos, i aix0 fa que la distancia entre els oxigens dels dos grups
ureido també sigui menor. Es a dir, que el sistema biciclic de tipus [3.3.1] queda lleugerament més
tancat que el de tipus [3.3.0]. Aixi doncs, mentre que en el glicoluril (2) la distancia entre els O
carbonilics és de 6.0 A,*® en la PDU (6) és de 5.4 A.%"%22

Quan aquests sistemes biciclics estan monoalquilats, la distancia augmenta perod la tendéncia
es manté. Aixi doncs, en la PDU-N-C,-COOH (8) la distancia entre els O carbonilics és de 5.6 A,
mentre que per la PDU és de 5.4 A. Aixd posa de manifest que la preséncia de la cadena lateral,
produeix un lleuger estirament del sistema biciclic i un augment de I'angle que formen els eixos que
contenen els grups oxigens carbonilics de cada cicle. Si comparem els angles que formen els grups
carbonilics dels dos grups ureido, s’observa que per al lligand PDU-N-C4,-COOH (8) es forma un angle
de 112°, mentre que per la PDU és de 99.9° per al glicoluril és de 124° i per un compost de tipus
glicoluril amb cadena lateral de glutarat Gril-N-C5-COOH, I'angle que es forma és de 119.1°.°" En
canvi, en la biotina (1), (dO-S = 5.01 A) 'angle és de 104°.%°

Cadena lateral:

La conformacié de la cadena lateral de valerat en el compost PDU-N-C,~-COOH (8) és
antiperiplanar, amb angles de torsi6 N4-C6-C7-C8 de 174.7°, C6-C7-C8-C9 de 167.1° i C7-C8-C9-
C10 de 177.7°.

Els dos atoms d’oxigen del grup acid carboxilic es troben un d’ells en posicié antiperiplanar
(angle de torsié C8-C9-C10-O4 de 171.7°) i I'altre sinperiplanar (angle de torsié C8-C9-C10-0O3 de -
5.29).

Interaccions per pont d’hidrogen intermoleculars:

Les molécules del compost PDU-N-C,-COOH (8) estan associades mitjangant interaccions per
pont d’hidrogen entre els grups ureido formant cadenes, amb distancies d’enllag d(D...A) 2.93 A per a
N1-H...O01 i d(D...A) 2.89 A per a N2-H...02. Aquestes interaccions per pont d’hidrogen formen una
estructura ciclica de 6 baules molt estable, la qual cosa confereix una bona ordenaci6 de I'estructura

cristal-lina (Figura 18).
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D’altra banda, cada molécula d’'una cadena interacciona directament amb una molécula de la
cadena veina mitjangant una doble interaccié per pont d’hidrogen entre un oxigen del grup acid
carboxilic i un NH de laltra molécula (d(H...A) 2.83 A per a N3-H...03) (Taula 2). L’altre oxigen del
grup acid carboxilic també interacciona amb dos atoms d’oxigen ureidics de dues molécules diferents
de la cadena veina, perd ho fa de manera indirecta, a través de molécules d’aigua que fan de pont

entre les molécules. Aixd0 permet que les interaccions entre dues molécules de cadenes veines

puguin ser especialment intenses (dos ponts d’hidrogen directes i dos més d’indirectes).

Figura 18: Visi6 espaial de les interaccions per pont d’hidrogen que es produeixen en la xarxa cristallina del
compost PDU-N-C4-COOH (8). Imatges aconseguides a través del programa Mercury 1.4.2 (Cambrigde, Soft.).

En la imatge de la dreta, obtinguda a través de I'eix b, s’ometen els H per a més claredat.

D -H .A d(H...A) d(D...A) <(DHA)
N(1) --H(1N) ..0(1) 2.078(16) 2.929(4) 147.4(18)
N(2) --H(2N) ..0(2) 2.111(17) 2.887(4) 136(2)

N(3) --H(3N) ..0(3) 1.984(15) 2.830(4) 146.6(15)

Taula 2: Distancies (A) i angles (°) de les interaccions per pont d’hidrogen del compost PDU-N-C4-COOH (8).
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3.3.2 Estructura del compost PDU-N-C5-COOH (9)

Figura 19: Vistes espaials de dues molecules del lligand PDU-N-Cs-COOH (9), les quals conformen la unitat de

simetria, a través dels programes ORTEP i Mercury respectivament.

El compost PDU-N-C5s-COOH (9) cristal-litza amb el sistema triclinic, amb dues molécules del
compost i dues molécules d’aigua per unitat asimétrica (Figura 19). El grup espaial és P-1, la qual
cosa indica que tan sols existeix un centre d’inversid, de manera que la cel'la unitat conté dues
posicions equivalents i per tant quatre molecules del compost (Figura 20). Aquest fet es podria atribuir
a que al augmentar la longitud de la cadena lateral, al compost li consti més d’empaquetar-se, amb la

qual cosa hi hagi menys simetria que amb el compost anterior.

Figura 20: Empaquetament del ligand PDU-N-Cs-COOH (9) dins la cel-la unitaria.

Els parametres geométrics dels grups ureido i sistema biciclic del compost PDU-N-C5s-COOH
(9) sén bastant similars als descrits anteriorment per al compost PDU-N-C,-COOH (8) (Figura 21,

Taula 3).

El compost PDU-N-C5s-COOH (9) té un metilé addicional en la cadena de valerat, perd també
adopta una conformacio antiperiplanar analoga a la del compost PDU-N-C,~-COOH (8), amb uns
angles de torsié N1-C6-C5-C4 de 176.1°, C6-C5-C4-C3 de 176.2°, C5-C4-C3-C2 de 178.3° i C4-C3-
C2-C1 de 178.6°.
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Segons s’ha trobat experimentalment, els grups carbonilics del grup ureido del lligand 9 formen
interaccions per pont d’hidrogen intermoleculars amb els nitrogens disubstituits, analogament a com
ho feia el compost 8, amb distancies d(D...A) 2.92 A per a N2-H...07, d(D...A) 2.85 A per a N4-H...08,
d(D...A) 2.93 A per a N6-H...03 i d(D...A) 2.84 A per a N8-H...04. Aquestes interaccions per pont
d’hidrogen també formen una estructura ciclica de sis baules molt estable, la qual cosa confereix una
bona ordenacio de I'estructura cristal-lina (Figura 21).

De la mateixa manera a com s’havia observat en el compost 8, el fet d’afegir una cadena lateral
al sistema biciclic, provoca un augment de la distancia entre els O carbonilics dels grups ureido,
disminuint I'angle que formen aquests grups carbonilics. Aixi doncs la distancia i I'angle entre els
grups carbonilics és de 5.6 A i 108° per al lligand 9, mentre que per la PDU és de 5.4 A i 99.9°
respectivament.?"#2°2

La principal diferéncia respecte al compost 8, la trobem en la cadena lateral d’acid carboxilic. El
fet d’allargar-la en un metilé provoca que les interaccions del grup acid carboxilic siguin diferents. Aixi
doncs, s’observa com el O2-H del grup carboxilic interacciona amb el O4 d’un grup ureido de forma
intermolecular a una distancia de d(D...A) 2.59 A per a 02-H...04, mentre que l'altre O1 utilitza una
molécula d’aigua per a interaccionar amb un O3 d’un altre grup ureido (Figura 21). En canvi amb el

ligand 8, la interaccié del O2 es produia amb un N d’un grup ureido adjacent.

Figura 21: Visi6 espaial de les interaccions per pont d’hidrogen que es produeixen en la xarxa cristallina del
ligand PDU-N-C5-COOH (9). Imatges aconseguides a través del programa Mercury (Cambrigde, Soft.). En la

imatge de la dreta, obtinguda a través de I'eix b, s’ometen els H per a més claredat
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D -H .A d(H...A) d(D...A) <(DHA)
0(2) --H(2) ..0(4) 1.79 2.592(2) 167
N(2) --H(2N) ..0(7) 1.964(19) 2.917(3) 173.3(19)
N(3) --H(3N) ..0(1) 2.27(2) 3.175(3) 162.8(17)
N(4) --H(4N) ..0(8) 1.936(19) 2.852(2) 171(2)
0(5) --H(5) ..0(8) 1.80 2.606(2) 170
N(6) --H(6N) ..O0(3) 1.825(18) 2.929(2) 171.1(17)
N(7) --H(7N) ..0(6) 2.23(2) 3.210(3) 161.3(15)
N(8) --H(8N) ..0(4) 1.913(19) 2.841(2) 162.1(18)

Taula 3: Distancies (A) i angles (°) de les interaccions per pont d’hidrogen del compost PDU-N-C5s-COOH (9).
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34 Estudis de complexacié dels lligands monovalents a avidina i estreptavidina

3.4.1 Meétodes emprats en la determinacié de les constants d’associacié dels lligands

monovalents a avidina i estreptavidina.

3.4.1.1 Valoracio espectrofotométrica competitiva

Per tal de comprovar que els lligands monovalents sintetitzats s’'uneixen a Av i SAv i amb quina
afinitat ho fan, es va utilitzar I'acid 2-(4’-hidroxifenilazo)benzoic (HABA), el qual s’ha demostrat que
s’uneix a Av i SAv en els mateixos llocs d’'unié que el seu lligand natural, la biotina. Aquest colorant,

en la seva forma lliure, presenta un maxim d’absorcié a 348 nm, el qual es desplaga a 500 nm quan

e ’

s’uneix a Av o SAv (Esquema 8)."®

o}
N O( NH O
N’ _ N
l
OH 0}
HABA lliure HABA complexat
Amax= 348 nm Amax= 500 nm

Esquema 8

L’addici6 de qualsevol dels lligands sintetitzats a una dissoluci6 d’HABA i qualsevol de les
proteines, Av o SAv, provoca un decreixement de la banda a 500 nm i un augment de la banda a 348
nm, la qual cosa ens indica que aquests lligands s’uneixen en els mateixos llocs d’'unié que 'HABA i
consequentment que la biotina, desplagant el colorant del seu lloc d’unié (Esquema 9). Com que les
constants d’associacié de 'HABA amb Av i SAv sén conegudes (K, = 1.7x10° i 7.3x10° M,

8,18

respectivament), les constants d’associacid dels nous lligands a Av i SAv es podrien mesurar

mitjangant experiments de competicié amb HABA.

+ 40

I

Av-HABA Lligand Av-Lligand HABA
e = 500 NmM Pomax = 348 NM

Esquema 9

A continuacio s’exposen els models utilitzats.
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3.4.1.1.1 Model d’uni6 i equacions per una valoraci6 competitiva amb un lligand
enantioméricament pur (lligand tnic)

Suposant que els quatre llocs d'unié de cada proteina (Av o SAv) es comportin de manera
independent (sense efectes cooperatius), la competicié entre l'indicador (I) i el lligand (L) per la
proteina tetramerica es pot considerar equivalent a una competicié de | i L pel lloc d’unié que hi ha en
una subunitat proteica (Esquema 10). Per tant es podran aplicar les equacions del model de

complexacié 1:1.%°

o+ e —_— S: subunitat de proteina
— I: indicador (HABA)

Sl L SL | L: lligand monovalent

Esquema 10

LK [T K]

on:
Iy. concentracio total de l'indicador (HABA)

St concentracio total de subunitats de proteina
L¢: concentracié total de lligand

[N: concentracié d’indicador lliure (HABA)

[S]: concentracié de subunitats de proteina lliures
[L]: concentracio de lligand lliure

[/S]: concentracié d’indicador complexat

[LS]: concentracié de lligand complexat

Kis: constant d’associacié de I'indicador

K.s: constant d’associaci6 del lligand

Per a cada lligand, es representa I'absorbancia experimental a 500 nm (Asp) envers la relacio

[lligand)/[subunitats proteina]. De I'ajust de I'absorbancia calculada (A.) a 'absorbancia experimental

(Equacio 3), s’obté el valor optim de la constant d’associacié entre Si L (KSL).S&59
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Acaic = €1500) [I ]"‘ €51(500) [SI ]

Equacio 3

3.4.1.1.2 Model d’unié i equacions per una valoraci6 competitiva amb un lligand racémic (o

una barreja de dos lligands)

Es troba descrit que quan la valoracié mitjangant 'H-RMN d’un receptor racémic amb un lligand
racémic condueix a desplagcaments quimics promitjats, es podran deduir les dues constants
d’associacié dels dos complexos diastereomérics, sempre i quan es pugui deduir la relacié entre
aquestes dues constants a partir d’'un altre experiment independent.60

En el cas molt habitual en qué un lligand en forma de racémic s’uneix a un receptor quiral
enantioméricament pur (per exemple, una proteina), cadascun dels enantidmers (L, i L) del lligand

pot unir-se de forma independent a la proteina (Esquema 11).

S + Ly =—= Sly + |

S + L, =——= Sl, + |
Esquema 11

Inclus en el cas que s’obtingui una unica resposta promig per als dos complexos
diastereomérics també és possible obtenir simultaniament les dues constants d’associacio (Kiis i
Kios) d’ambdoés lligands enantiomeérics. Aquestes dues constants d’associacid es poden obtenir
mitjangant una Unica valoracié del receptor enantioméricament pur amb el lligand racémic.'®**

El model d’'uni6é descrit a continuacié també pressuposa que els quatre llocs d’unié de cada
proteina (Av o SAv) es comportin de manera independent, sense efectes cooperatius, de manera que
es puguin aplicar les equacions del model de complexacié 1:1. Pero ara hi ha dos lligands (L, i Ly)

que competeixen amb l'indicador (1) pel lloc d’unié que hi ha a cada subunitat proteica (S).

=1 [Is]=K,[s]]

T1+K,[5]
[ 1]:1+ Il_is[S] [Lls]: KLlS[Ll][S]
[ 2]:1+ IL_LZLS[S] [Lzs]: KLzs[Lz][S]
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5] >

a 1+ KIS [I]+ K|_15 [L1]+ KLZS [LZ]

onl, S, [S], [IS]i Kis son com en I'apartat 3.4.1.1.1 (model d’unié de lligand unic)
L4 concentracio total del lligand 1 (o enantiomer 1)

L, concentracio total del lligand 2 (o enantiomer 2)

[L4S]: concentracio del lligand 1 complexat

[L,S]: concentracio del lligand 2 complexat

K, 1s: constant d’associacié del lligand 1

K 2s: constant d’associacié del lligand 2

L’ajust de la variacié de I'absorbancia calculada (A, Equacio 3) a la variacié de I'absorbancia
experimental al llarg de la valoracio ens proporciona simultaniament les constants d’associacio (Ki1s i
Kizs) dels dos lligands enantiomérics.

Obviament aquesta metodologia no ens indica a quin enantidmer del lligand correspon cada
constant d’associacio, perd presenta el gran avantatge de proporcionar les constants d'associacio i
I'enantioselectivitat dels dos lligands enantiomérics en una Unica valoracié del receptor amb el lligand
racémic. Aquesta metodologia permet fer una seleccio rapida dels lligands obtinguts en forma de
racémic, sense haver de separar els dos enantiomers. Només aquells lligands racémics que presentin
una constant d’associacié o activitat apropiada prosseguiran cap a la seglent etapa de resolucio del
racémic.

Finalment, la valoracié amb els lligands optims enantioméricament purs hauria de permetre
confirmar les constants d’associacid abans obtingudes, aixi com assignar-les al corresponent

enantiomer del lligand.
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3.4.1.2 Valoracio espectrofluorimétrica

3.4.1.2.1 EI fenomen de la luminiscéncia

El fenomen de la luminiscéncia consisteix en I'emissié de fotons des d’estats electronics
excitats.®” Pot ser de dos tipus depenent de la naturalesa de I'estat fonamental i els estats excitats
(Figura 22). La fluorescéncia és I'emissioé que resulta d’'una transicié electronica des d’'un estat excitat
singlet a l'estat fonamental i és una transici6 permesa quanticament. El temps de vida de
fluorescéncia és el temps promig que un fluordfor roman a I'estat excitat. La fosforescéncia és
'emissié que resulta de la transicid entre estats de diferent multiplicitat, normalment des d’'un estat
excitat triplet a I'estat fonamental singlet. Aquestes transicions no sén permeses i, per aquesta rag,
els temps de fosforescéncia sén més llargs que els de fluorescéncia.

A I'estat fonamental, el primer i el segon estats electronics excitats (representats per Sy, S1, S»)
el fluorofor pot existir a diferents nivells vibracionals (0, 1, 2, etc.). Quan un fluorofor absorbeix llum,
s’excita cap als estats S4 6 S, i, normalment, les molécules relaxen fins al nivell vibracional de més
baixa energia de S4, en un procés que rep el nom de conversié interna. La transicio electronica des
d’aquest estat fins al fonamental (Sy) constitueix el fenomen de la fluorescéncia. Hi ha molécules que
quan es troben a S4, poden experimentar una conversio cap al primer triplet excitat (T,) i des d’aquest
estat té lloc 'emissi6. La conversié de Sy a T4 s'anomena creuament entre sistemes (la transicié en
sentit contrari és prohibida) i 'emissié des de T, rep el nom de fosforescéncia i té lloc a A més

elevades respecte a la fluorescéncia.

S
, Internal

1 Conversion
s, = Intersystem
\_@ng
Absorption Ty
Fluorescence hv,d
e e S
hv, hwv, hvg
d Phosphorescence]
2
So é t

Figura 22: Diagrama de Jablonski on es representen els nivells d’energia d’absorcié i d’emissié de la radiacié.

3.4.1.2.2 Espectres d’emissio i excitacio

L’espectre d’emissié s’obté com a resultat de la mesura de I'emissié en un rang de longituds
d’ona com a consequéncia de I'excitacié a una determinada longitud d’ona. En canvi, I'espectre
d’excitacié representa la dependéncia de la intensitat d’emissié a una longitud d’ona determinada
quan es fa un escombrat de longituds d’ona d’excitacié. En abséncia de reaccions o transferéncia
d’energia a l'estat excitat, I'espectre d’excitacié hauria de ser practicament idéntic a I'espectre
d’absorcié del fluorofor. Normalment, en aquests espectres es representa la intensitat de

fluorescéncia en funcié de la longitud d’ona (expressada en nm). Per tal d’obtenir uns bons espectres

40



3. Lligands monovalents

és recomanable dividir el senyal que prové del detector per un senyal de referéncia per tal de

minimitzar les fluctuacions de la font de radiacio i obtenir mesures de fluorescéncia més acurades.

3.4.1.2.3 Temps de vida de fluorescéncia i rendiment quantic

El temps de vida de fluorescéncia i el rendiment quantic sén potser les caracteristiques més
importants d’'un fluordfor. El rendiment quantic és la relacié entre el nombre de fotons emesos i el
nombre de fotons absorbits. El temps de vida d’'un estat excitat es defineix com el temps promig que
una molécula es passa a I'estat excitat abans de retornar a I'estat fonamental.

La intensitat de fluorescéncia pot decréixer degut a diversos processos. Aquest fenomen es
coneix com “quenching”. El quenching per col-lisi6 es déna quan un fluordfor a I'estat excitat es
desactiva després del contacte amb una altra molécula en dissolucié. Les molécules no soén
quimicament alterades per aquest procés. En aquests casos, la disminucié de fluorescéncia ve

descrita per I'equacié de Stern-Volmer (Equacio 4):

T

FO =1+K[Q]=1+k,7,[Q]
Equacio 4

on:

Fy és la fluorescéncia inicial

F és la fluorescéncia en un moment determinat

K és la constant de quenching de Stern-Volmer

k4 és la constant de quenching bimolecular

70 és el temps de vida del fluordfor en abséncia de “quencher”

[Q] és la concentracié de quencher

El mecanisme de quenching varia segons el parell fluoréfor-quencher.

3.4.1.2.4 Fluorescéncia de proteines

Les proteines contenen tres aminoacids®>®°

que poden ser fluorescents: Tyr, Trp i Phe. Un fet
favorable per a I'estudi de proteines a través de fluorescéncia és que aquests tres aminoacids sén
poc freqlents en proteines, en concret, el Trp que és I'aminoacid fluorofor que més s'utilitza, només
és present en un 1% en proteines. D’aquesta manera s’obtenen espectres més senzills. Cal destacar
que la fluorescéncia del Trp és altament depenent de I'entorn en qué es trobi, per aquest motiu pot
canviar en funcié de si la proteina s’associa amb algun lligand, o bé es desplega l'estructura
quaternaria, etc. En aquest sentit, el Trp sembla ser Unicament sensible a efectes de quenching per
col'lisié, aparentment degut a la tendéncia de I'anell d’indole a donar electrons en el seu estat
excitat.®®

Els espectres d’absorcid i d’emissi6 d’aquests tres aminoacids es detallen a la Figura 23.
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Figura 23: Espectres d’absorcio (A) i emissio (F) dels aminoacids aromatics en dissolucié aquosa a pH = 7.5

L’emissié de les proteines es troba dominada pel Trp, el qual absorbeix a la A més alta i
presenta el coeficient d’extincid més elevat. Per aquest motiu, I'energia d’absorcié de la Phe i la Tyr
es transfereix normalment als residus de Trp de la mateixa proteina. El rendiment quantic de
fluorescéncia de Phe és baix i dificilment s’observa en proteines.®®

L’absorcié de les proteines a 280 nm és deguda als residus de Tyr i Trp, essent per sobre de
290 nm deguda fonamentalment al Trp. Per tant, a 290 nm es pot excitar majoritariament el Trp sense
afectar ala Tyr.

L’emissi6é de la Tyr en medi aqués té lloc a 303 nm i és bastant poc sensible a la polaritat del
dissolvent. EI maxim d’emissié del Trp en medi aquds es troba a 348 nm i és, en canvi, altament
depenent de la polaritat de I'entorn. La fluorescéncia de la majoria de proteines esta dominada pels
residus de Trp, ja que I'anell d’'indole és un grup fluorofor amb un rendiment quantic de fluorescéncia
molt elevat i molt sensible, a efectes de dissolvent i d’entorn. D’altra banda, tot i presentar una gran
absorcié a 280 nm i tenir un rendiment quantic considerable, 'emissié de Tyr en moltes proteines
sovint no és detectable. Hi ha diverses raons que justifiquen aquest fet, per exemple es pot produir
transferéncia d’energia cap al Trp, o bé la seva emissié pot veure’s disminuida o del tot eliminada
(“quenching”) a causa de grups de la cadena peptidica propera a I'espai (grups carboxil 0 amino). El
mecanisme de “quenching” esta probablement relacionat amb una transferéncia del prot6é del grup
fenolic de la cadena lateral de Tyr, ja sigui a I'estat fonamental o a I'estat excitat. A més a més, en les
proteines, el grup hidroxil podria estar formant interaccions per pont d’hidrogen amb grups amida i

aixo faria que la Tyr no fos fluorescent.
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Entre els factors que afecten a I'espectre d’emissié de les proteines cal destacar la seva
estructura tridimensional. Aixi per exemple, la desnaturalitzacié de les proteines provoca un augment
en I'emissié deguda a la Tyr. En canvi, en el cas del Trp, la polaritat del dissolvent s’ha de tenir molt
present ja que la interaccio de I'anell indolic amb els grups polars provoca una disminucio de I'emissio
de fluorescencia. D’altra banda, els espectres d’emissidé de proteines també es poden veure afectats
per la unié de substrats i reaccions d’associacid, observant-se desplacaments en els maxims

d’emissi6 i canvis d’intensitat d’emissio.

3.4.1.2.5 Interaccions lligand-proteina

Hi ha dues possibles situacions que es poden explorar per a I'estudi de les interaccions lligand-
proteina: la fluorescéncia de la proteina pot canviar per uni6 d’un lligand o pot ser la fluorescéncia del
ligand la que canvii. També es pot donar el cas que totes dues experimentin modificacions, la qual
cosa conduiria a complicacions en el tractament de les dades. Aquesta situacio es pot evitar escollint
longituds d’ona d’excitacié i d’emissié en qué les contribucions de les dues espécies no es
superposin.”’

Tant l'avidina com l'estreptavidina contenen grups Trp en el lloc d’unié de la biotina, tal com
s’ha descrit a partir de les estructures de raigs X. Com a conseqiiéncia, la unié de la biotina a avidina i
estreptavidina va acompanyada d’una disminucio de la intensitat de fluorescéncia de la proteina,

degut a la modificacid6 de I'entorn en qué es troben els residus de Tyr i Trp.%%%

Aquestes
observacions, combinades amb la coneguda alta afinitat que hi ha entre aquestes proteines i la
biotina, han permés desenvolupar un assaig per tal de determinar la quantitat de proteina activa que
hi ha en una dissoluci6. L’experiment consisteix en addicionar petits volums d’una dissolucié de
biotina de concentracié coneguda sobre una dissolucié que conté avidina o estreptavidina, realitzant
mesures després de cada addicié. La mostra s’excita a 290 nm i la fluorescéncia emesa es mesura a
350 nm. Les addicions es continuen fins que no s’observa variacioé de la fluorescéncia mesurada, la
qual cosa ens indica que s’ha arribat al punt d’equivaléncia en el qual totes les subunitats de proteina
es troben complexades per biotina (Figura 24).”

Aquest metode proporciona la manera més rapida i sensible de determinar la concentracié de
proteina activa que hi ha en mostres que contenen material relativament pur. Per aquest motiu és el

meétode que hem utilitzat per valorar les dissolucions de proteina comercial.
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Figura 24: Representacio de la disminucié de fluorescéncia (“quenching”) d’'una dissolucié de SAv 0.36 uM

(subunitats) per addicions successives de biotina 41 uM. Longitud d’ona d’excitacié (Aex) = 290 nm.

Aquest experiment s’ha dut a terme cada dia abans de realitzar la resta de mesures de
fluorescéncia amb els compostos d’interés, ja que d’aquesta manera sabem la concentracio efectiva

de la dissolucié de proteina que s'utilitzara per a la resta de mesures (Figura 25).

A) Biotina-avidina B) Biotina-estreptavidina
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Figura 25: Representaci6 de la disminucid de fluorescéncia normalitzada a A = 350 nm al addicionar biotina (1)

per tal de determinar la concentracié activa d’avidina (A) i estreptavidina (B). Longitud d’ona d’excitacié (1) = 290
nm.

3.4.1.2.6 Determinacio de constants d’associacio

Les valoracions espectrofluorimétriques sén una metodologia molt util per a la determinaci6 de
constants d’associacio (K,) a I'estat fonamental. Els avantatges de la fluorescéncia sobre les mesures
d’absorbancia son: la més elevada sensibilitat i selectivitat (es pot evitar el senyal d’altres molécules

que presenten absorcid). A més a més, en les mesures de fluorescéncia es necessita molta menys
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proporcié de fluorofor per aconseguir la mateixa sensibilitat que en les mesures d’absorbancia, de

869 Aixd fa que sigui

manera que es poden detectar concentracions més baixes d'aquest.
especialment Gtil en el cas de complexos de K, elevada.

L’addici6é de lligands a Av i SAv pot anar acompanyada d’'un decreixement de la intensitat de
fluorescéncia de la proteina, similar al provocat per 'addicié de biotina (Figura 24).%%%°

En el cas de la biotina, la representacié de la intensitat de fluorescéncia envers la relacié molar
ligand/proteina, hem vist que dona lloc a una recta degut a I'elevada K, del complex Av-BT i SAv-BT.
No obstant aix0, en el cas de complexos (S)Av-ligand de menor K,, cal esperar que aquesta
representacié sigui una corba, i que de l'ajust de la corba teorica (deduida a partir del model
d’associacid) a la corba experimental es pugui deduir el valor de la K, del complex.

El model utilitzat també suposa que els llocs d’unié de la proteina es comporten de manera

independent (sense efectes cooperatius) de manera que es puguin utilitzar les equacions del model

d’uni6 1:1.
P + H S . S: subunitat de proteina
L: lligand monovalent
L S SL

Esquema 12

[S]L]

" [sL]

Equacié 5

La relacio entre la concentracio i la propietat espectroscopica mesurada, en aquest cas la

intensitat de fluorescéncia, ve donada per I’expressic'):58'71

F = I:s + FSL = fs [S]+ fSL[SL]

Equacio 6

que representa la contribucié de la intensitat de fluorescéncia de la proteina lliure (Fs) i la
contribucié del complex (Fs ). F; és el valor d’intensitat de fluorescéncia en cada mesura, [S] la
concentracio de subunitats de proteina a I'equilibri, [SL] la concentracié del complex a I'equilibri, i fs i
fs. son les constants de proporcionalitat.

Tenint en compte que:
[s]=s,-[sL]
Equacio 7
[L]=L ~[sL]

Equacio6 8
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on Lii S; son les concentracions totals de L i S respectivament, la reorganitzacié d’aquestes

equacions condueix a I'expressio:
F=fs (St _[SL])"‘ fs [SL]: fsS, +(fSL - fs )[SL]
Equacio 9

i a partir del I'expressio de la constant d’equilibri, es pot deduir:

[sL]= [SIL]_ (S, —[SLI(L, —[sL)) _SL- S, [sL]- L [sL]+[SLT
Ky Kq Ky

Equacié 10

Si escrivim 'Equacio 10 en forma d’equacié de segon grau, s'obté una expressié del tipus:

0=S,L, —(S, +L, +K,)SL]+[SL]

Equacio 11

on [SL] és la incognita que es resol com una equacio de segon grau. Aillant [SL] de I'Equacié

11 i substituint en I'expresié Equacié 9, s’obté la seglient expressio:

F =S +@[(Lt +8, 4K, )= (L +5, + K, ) —4Lt8t}

1 t

Equacié 12

Per cada lligand, es representa la fluorescéncia experimental a 350 nm (F;) envers la relacié
[lligand]/[subunitats proteina]. De l'ajust de la fluorescéncia calculada (F.) a la fluorescéncia
experimental (Equacio 12), s’obté el valor optim de la constant de dissociacio (Ky) del complex SL.

La constant de proporcionalitat f; es calcula a partir de la fluorescéncia inicial de la dissolucié

de proteina, en abséncia de lligand (Equacié 13).

F
fo=—2C
St

Equacié 13

D’altra banda, la constant de proporcionalitat fs; es calcula a partir de la fluorescéncia al final de
la valoracid, suposant que la proteina es troba totalment complexada i, per tant, que la concentracio

de complex és igual a la concentracio total de proteina (Equacio 14).

F F final

foo— _
*ost] s

final

Equacio 14

46
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Sempre que ha estat possible, els valors de K, s’han determinat pel métode de competicié amb
HABA exposat préviament, el mateix métode que s’havia utilitzat per a compostos similars descrits
anteriorment.'®*°

En les valoracions amb lligands monovalents, el fet que les corbes de valoracié calculades i les
experimentals s’ajustin raonablement bé déna suport a la suposicio inicial de qué els llocs d’unié es
comporten de manera independent, sense efectes cooperatius, essent correcta la utilitzacio de les

equacions corresponents al model dels complexos 1:1.

3.4.2 Complexos de lligands monovalents de tipus dimetilpropandiurea (DMPDU) amb SAv

Lligand Ka (M) AG (kJ mol™) ES
DMPDU 1.6 (+ 0.3) x 10° -125+05@
(10)
DMPDU'(Cs')C“'COOH 2.8 (+0.2)x 10° -19.6+ 0.2 @0
DMPDU-N-C4-COOH 43(+0.2)x 10° -321+£0.1@
(+)-12 5.3 (+0.3)x 10° -326+02®
570
DMPDU-N-C4-COOH 7.5 (+ 2.5) x 10° 142+28@
(-)-12 <1.0x10° 2-171®

DMPDU-A-Cs-COOH 53(x03)x10° i $10x10° 326402 i 2-171® 2530

()13

DMPDU-C-C4-CONH-0,-NH, 2.3 (£0.1) x 10° 191+01 @
(41) O (£ 0. 0.

DMPDU-C-C4-CONH-CG-NH2 38 (+ 0 1) X 103 204 + 0.1 (a)51

(44)

Taula 4: Constants d’associacié de lligands monovalents de tipus DMPDU a estreptavidina a pH = 7.0.

@ valoracio espectrofotométrica competitiva amb HABA

®) valoracio espectrofotometrica competitiva amb HABA amb el lligand racemic.

Tal com ja s’ha indicat a la introduccid,'®*® el compost DMPDU-C-C4,-COOH (5), que conté un
sistema biciclic de tipus [3.3.1], s'uneix a I'estreptavidina amb una K, de 2.8x10°> M. El fet que la
cadena de valerat es trobi unida a la posicié del C cap de pont, fa que el compost sigui aquiral i facil
de sintetitzar.

Segons s’ha vist amb lligands de tipus glicoluril, els quals tenen una estructura biciclica de tipus
[3.3.0], passar de tenir la cadena de valerat unida al C cap de pont a tenir-la unida al N del grup
ureido es tradueix en un important augment de K,, perd només si I'estereoquimica és I'adequada.19
Aixi doncs, en passar del Gril-C-C4,-COOH (4) (K, = 76 M'1) al (+)-Gril-N-C4-COOH ((+)-3) (K, =
1.8x10° M™") raugment en la K, a SAv és d'unes 23700 vegades. En aquest sentit, vam considerar
interessant veure si en els lligands derivats de la dimetilpropandiurea (DMPDU) es produiria també un

augment considerable en la K, al passar la cadena de valerat del C cap de pont al N del grup ureido.
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Tot i que abans es va determinar la K, a SAv d’'un compost de referéncia que tingués el mateix
sistema biciclic de tipus [3.3.1], per0 sense la cadena lateral de valerat. Aquest compost de
referéncia, la DMPDU (10), va resultar tenir una K, = 1.6x10> M (Figura 26, Taula 4). Daltra banda,
el compost amb el mateix sistema biciclic perd amb una cadena de valerat unida al C cap de pont, la
DMPDU-C-C4-COOH (5), presenta una K, a SAv de 2.8x10° M".*° Es a dir que la introduccié d’una

cadena de valerat en la posicié6 C cap de pont de la DMPDU es tradueix en un augment de 17
vegades en la seva K, a SAv.

0,3 1
4
0,25 -

Absorbancia (A.U.)

0 T T T 1
0 10 20 30 40

[10]/[SAv subunitats]

Figura 26: Canvis d’absorbancia a 500 nm en la valoracié de SAv 28.8 uM (tetramer) i HABA 40.2 uM amb el

lligand DMPDU (10). La linia continua representa I'ajust de les dades al model d’unié (1:1).

Al considerar el compost DMPDU-N-C4,-COOH (12) cal tenir en compte que és un compost
quiral, i cal suposar que els dos enantiomers tindran una K, diferent. Per aquest motiu es van mesurar
les K, dels enantidbmers purs separadament i es va observar com I'enantiomer dextrorotatori ((+)-12)
era el que presentava I'estereoquimica més favorable per unir-se a SAv, ja que presentava una
constant d’associacié (K, = 4.3x10° M) 570 cops més elevada que I'enantiomer levorotatori ((-)-12,
K, = 7.5x10° M) (Figura 27 i Figura 28). Aixo representa una enantioselectivitat (ES), definida com la

relacio entre les K, dels dos enantiomers a un mateix receptor, de 570 (Taula 4).

0,5 -
041
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[(+)-12J/[SAv subunitats]

Figura 27: Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié de SAv 53.2 uM (tetramer) i HABA 48.3 uM amb
I'enantiomer dextrorotatori del lligand DMPDU-N-C4-COOH ((+)-12) en tampé fosfats 0.1 M, pH = 7.0. La linia

continua representa I'ajust de les dades d’acord amb el model d’'unié 1:1.
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Figura 28: Canvis en I'absorbancia a 500 nm en la valoracié de SAv 47.6 uM (tetramer) i HABA 53.8 uM amb
I'enantiomer levorotatori del ligand DMPDU-N-C4-COOH ((-)-12) en tamp¢é fosfats 0.1 M, pH = 7.0. La linia
continua representa I'ajust de les dades al model d'unié (1:1). Aquest ajust es va obtenir tenint en compte que el
lligand levorotatori estava impurificat amb un 10% de lligand dextrorotatori i tenint en compte el corresponent
valor de constant d’'unié a la proteina. Aquest fet va ser confirmat per analisi HPLC-MS amb fase estacionaria

quiral.

Al comparar el lligand (+)-DMPDU-N-C4-COOH ((+)-12) amb el lligand DMPDU (10) s’observa
que la introduccié de la cadena de valerat sobre el N del grup ureido provoca un augment de 150
vegades en la K, a SAv. En canvi en el cas del seu enantiomer (-)-DMPDU-N-C4,-COOH ((-)-12)
l'augment és de només 4 vegades. Es a dir, que la introduccié de la cadena de valerat sobre la
DMPDU (10), tant si s’'uneix al carboni cap de pont, com si s’uneix al nitrogen del grup ureido, sempre
condueix a un augment de la K, a SAv. Tot i que aquest augment és petit quan la cadena de valerat
s’uneix a un dels nitrbgens amb I'estereoquimica desfavorable (enantibmer (-)), €s una mica major
quan s’uneix al carboni cap de pont, i bastant més gran quan s’'uneix a un dels nitrdgens amb
I'estereoquimica favorable (enantiomer (+)).

Per veure si un petit augment de la llargada de la cadena lateral es podia traduir en un augment
de K,, es va determinar la K, dels dos enantiomers del lligand DMPDU-N-Cs-COOH (13) fent la
valoracié amb el racémic i utilitzant les equacions descrites a I'apartat 3.4.1.1.2. Préviament s’havia
comprovat fent la valoracié de SAv amb el lligand (+)-12 que els dos valors de K, obtinguts per aquest
métode concordaven bastant bé amb els obtinguts a partir dels enantiomers purs, fet que donava
validesa a I'aplicacio d’aquest métode per a aquest tipus de compostos.

Els resultats obtinguts amb el racémic (+)-13 indiquen que un dels enantiomers té una constant
d’associacio (K, = 5.3x10° M'1) aproximadament igual o lleugerament superior a la del lligand (+)-12, i
de I'altre enantiomer només es pot concloure un limit superior de K, < 1x10® M. Per tant, I'efecte
sobre la K, a SAv d’allargar en un metilé la cadena de valerat és practicament negligible (Figura 29).

Cal destacar que les valoracions espectrofluorimetriques amb els lligands de tipus
dimetilpropandiurea, DMPDU (10) i els seus derivats C- i N- alquilats (5, (x)-12, (£)-12), no van donar
bons resultats perqué no es va observar disminucié de fluorescéncia deguda a la interaccié amb els
grups Trp de la proteina. Per tant, no es va poder avaluar la K, utilitzant el métode
espectrofluorimetric descrit a I'apartat 3.4.1.2.6. En tot cas s’hauria de buscar alguna modificacié del

métode o introduir un competidor, perd amb aquests tipus de lligands no va ser necessari ja que s’han
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pogut determinar totes les K, per valoracions espectrofotomeétriques competitives utilitzant HABA com
a competidor.

Absorbancia (A.U.)

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 6

[13]/[SAv subunitats]

Figura 29: Canvi d’absorbancia a 500 nm en la valoracié de SAv 44.8 uM (tetramer) i HABA 59.0 uM amb el
ligand DMPDU-N-Cs-COOH ((2)-13) en tamp¢ fosfats 0.1 M a pH = 7.0. Aquest ajust es va obtenir amb el model

que considera els dos enantidbmers del racémic i calcula les constants d’associacié separadament.

D’altra banda es va voler avaluar I'efecte que produiria el fet de derivatitzar el grup acid
carboxilic del compost 5 amb el grup amino d’'un espaiador de tipus polieter o alquilic (compostos 41 i
44 respectivament), ja que s’havia descrit a la literatura que al derivatitzar el grup carboxilat de la
biotina en forma d’amida, s’observava una disminucié d’uns dos ordres de magnitud en la K, a SAv.°
No obstant aix0, I'estudi de la interaccié dels compostos 41 i 44°" amb SAv no va mostrar un canvi

significatiu en la K, (Figura 30 i Taula 4) respecte del compost 5.
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Figura 30: Canvi d’absorbancia a 500 nm en la valoracé de SAv 52.2 uM (tetramer) i HABA 34.4 uM amb el
ligand DMPDU-C-C4-CONH-O2-NH; (41) en tamp¢ fosfats 0.1 M a pH = 7.0. La linia continua representa I'ajust
de les dades d’acord amb el model 1:1.
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3.4.3 Complexos de lligands monovalents de tipus propandiurea (PDU) amb SAv

Lligand Ka (M) AG (kJ mol™) ES
PDU (6) 6 (+3)x 10 -26.8+1.3@
PDU-N-C4-COOH 3.1 (£0.2)x 10° -484+02@
(+)-8 >2.4 x 107 <-41.6®9

22100
1.4 (+0.2) x 10* 236+03@
PDU""('_():_‘;;COOH 45(x0.1)x 10° -208+0.1®
3.9 (x0.1)x 10° 205+0.1©

PDU-N-Cs-COOH >2x10719.0 (+ 1) x 10° <-416 i 225+0.3© > 2700

(#)-9

Taula 5: Constants d’associacié de lligands monovalents de tipus PDU a estreptavidina a pH = 7.0.

@ valoracio espectrofluorimétrica.
®) valoracio espectrofotometrica competitiva amb HABA.

© Valoracio espectrofotometrica competitiva amb HABA amb el lligand racemic.

Per tal d’esbrinar si el sistema biciclic de tipus [3.3.0] era millor o pitjor que el de tipus [3.3.1] en
ligands d’Av i SAv, calia comparar lligands que només diferissin en el tipus de sistema biciclic.

Ja es disposava dels valors de K, de lligands derivats de glicoluril ((£)-3, (£)-21) amb sistema
biciclic [3.3.0], pero els lligands derivats de DMPDU (10) no eren Utils per a fer aquesta comparativa,
ja que tenen el sistema biciclic [3.3.1] disubstituit amb grups metil en el pont més curt. Calia fer la
comparacié amb lligands derivats de la PDU (6), ja que en aquesta série de compostos I'Unic
substituent del sistema biciclic [3.3.1] seria la cadena d’acid carboxilic.

En aquest sentit es va creure necessari disposar del compost de referencia PDU (6) per tal de
fer la comparativa de constants d’associacié amb o sense cadena lateral de valerat.

El lligand PDU-N-C4-COOH ((x)-8) s’havia obtingut en forma de racémic, amb la qual cosa es
van separar els enantidomers per tal de determinar la K, de cadascun d’ells per separat. Aleshores es
va comprovar que I'’enantiomer dextrorotatori (+)-8 s’unia a la proteina amb una K, massa elevada per
al metode que s’estava utilitzant (valoracié espectrofotomeétrica competitiva amb HABA, Figura 31), i
tan sols es podia donar un limit inferior (K, = 2x10’ M'1). Per aquest motiu es va haver de buscar un
altre métode que ens permetés calcular el valor de K..

En canvi I'enantiomer levorotarori (-)-8 presentava una constant d’associacio inferior i es va

poder determinar mitjancant el métode de competicio (K, = 4.5x10° M, Figura 32).
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Figura 31: Canvis d’absorbancia a 500 nm en la valoracié de SAv 35.0 uM (tetramer) i HABA 59.0 uM amb
I'enantiomer dextrorotatori del lligand PDU-N-C4-COOH ((+)-8) en tamp¢ fosfat 0.1 M, pH = 7.0. La linia continua
representa 'ajust de les dades al model d’'unié (1:1).
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Figura 32: Canvi d’absorbancia a 500 nm en la valoraci6 de SAv 35.0 uM (tetramer) i HABA 59.0 uM amb
I'enantiomer levorotatori del lligand PDU-N-C4-COOH ((-)-8) en tamp¢ fosfats 0.1 M, pH = 7.0. La linia continua
representa I'ajust de les dades a un model d’'uni6 (1:1). Aquest ajust va ser obtingut quan es va considerar que el
lligand levorotatori estava impurificat en un 1% amb el lligand dextrorotatori i tenint en compte el seu valor de

constant d’associacio a la proteina.

El métode utilitzat va ser la fluorescéncia que presentava certs avantatges respecte a les
valoracions espectrofotométriques competitives, com son el fet que no era necessari I'is d’'un
competidor i que es pot treballar a concentracions més diluides de proteina i de lligand que per UV
(uns 10 cops inferior).

En les mesures de les mostres, el monocromador d’excitacié es situa a 290 nm (utilitzant una
amplada de banda de 4 nm), i la fluorescencia després de cada addicio d’agent valorant, es mesura a
350 nm (utilitzant una amplada de banda de 16 nm).70 La valoracio espectrofluorimétrica es va
realitzar addicionant aliquotes de I'agent valorant sobre una dissolucié de proteina i mesurant 5 min.
després de cada addicié. La disminucié de la banda d’emissié a 350 nm corresponent als grups Trp
de la proteina sembla forga logica si tenim en compte que hi ha quatre residus de Trp en el lloc d'unié
de la proteina, els quals es poden veure afectats per la unié d’un lligand en aquest punt.

Mitjangcant aquesta técnica es va poder determinar la K, = 3.1x10° M™" del ligand (+)-PDU-N-C,4-
COOH ((+)-8), el qual va resultar ser el lligand optim d’entre tots els estudiats (Figura 33). Com

podem veure la seva K, és molt més elevada, unes 5000 vegades, que la del compost de referéncia
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sense cadena lateral, la PDU (6) (Figura 34). En canvi, el lligand PDU (K, = 6x10* M’1) presenta una

constant d’associacié a SAv lleugerament superior (4 vegades) a la de (-)-PDU-N-C4-COOH ((-)-8) (Ka
=1.4x10* M) (Figura 35).

Fluorescéncia (A.U.)

[(+)-8] / [SAv subunitats]

Figura 33: Canvi de fluorescéncia a 350 nm en la valoraci6 de SAv 0.4 pM (monomer) amb I'enantidmer

dextrorotatori del lligand (+)-PDU-N-C4-COOH ((+)-8) en tamp6 A a pH=7.0. La linia continua representa I'ajust
de les dades a un model d’unié (1:1).
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Figura 34: Canvis de fluorescéncia a 350 nm en la valoracié de SAv 0.4 uM (tetramer) amb el lligand PDU (6) en

tampod A a pH = 7.0. La linia continua representa I'ajust de les dades a un model d’unié (1:1).

Aquest fet posa clarament de manifest que la introduccié de la cadena lateral de valerat amb
I'estereoquimica adequada (enantiomer dextrorotatori, (+)-8), es tradueix en un fort augment de la K,,
perd si I'estereoquimica no és I'adequada (enantidbmer levorotatori, (-)-8) la K, resulta ser inclus
inferior a la de la PDU. Aquest fet comporta una elevada enantioselecivitat (ES = 22100) (Taula 5) de
I'estreptavidina a favor de I'enantiomer (+)-PDU-N-C4,-COOH ((+)-8).
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Figura 35: Canvi de fluorescéncia a 350 nm en la valoracié de SAv 0.4 uM (monomer) i 'enantidmer levorotatori
del lligand (-)-PDU-N-C4-COOH ((-)-8) en tampd A (vegeu part experimental) a pH=7.0. La linia continua
representa I'ajust de les dades a un model d’'uni6 (1:1). Aquest ajust s’ha obtingut considerant que el lligand
levorotatori estava impurificat amb un 1% de lligand dextrorotatori i tenint en compte la seva constant

d’associaci6 a la proteina.

Si es fa la comparativa entre els lligands de tipus PDU i els de tipus glicoluril, s’observa que en
el cas dels compostos sense cadena lateral, s’'obtenen valors de K, molt similars, lleugerament
superiors en el cas de la PDU (K, = 4.7x10* i K, = 6x10* M™, per glicoluril i PDU respectivament).

D’altra banda, si comparem els lligands de tipus PDU amb els de tipus DMPDU sense cadena
lateral, s’observa un clar augment en la K, al passar del sistema DMPDU (10) al sistema PDU (6) (K,
=1.6x10 i K, = 6x10* M, per DMPDU i PDU respectivament).

En canvi si comparem els resultats obtinguts per als lligands derivats amb la cadena lateral de
valerat, s'observa com el lligand (+)-PDU-N-C4-COOH ((+)-8) amb sistema biciclo[3.3.1] (K, = 3.1x10°
M) s’uneix unes 170 vegades més fort que el seu homoleg Gril-N-C,-COOH ((+)-3) amb sistema
biciclo[3.3.0] (K, = 1.8x10° M™)."®

Analogament s’observa que el lligand (+)-PDU-N-C4,-COOH ((+)-8) s’uneix unes 720 vegades
més fort que el seu homoleg (+)-DMPDU-N-C4,-COOH ((+)-12) (K, = 4.3x10° M™").

Aquesta comparativa no és del tot correcta ja que no tenim les mesures realitzades utilitzant la
mateixa técnica, perd ens déna una idea de la forga d’'unié en cada cas. En aquest suposit, podem
concloure que el sistema PDU és I'Optim entre els estudiats tant en abséncia de cadena lateral com
amb preséncia de cadena lateral de valerat unida al N del grup ureido quan l'estereoquimica és
'adequada.

De la mateixa manera que amb els lligands de tipus DMPDU, es va voler estudiar si al
augmentar la longitud de la cadena lateral en un metilé, PDU-N-C5s-COOH (9), els resultats obtinguts
eren similars als obtinguts amb la cadena de valerat. Aquest lligand també s’obté en forma de
racémic, amb la qual cosa es va aplicar el métode espectrofotométric competitiu descrit a I'apartat
3.4.1.1.2" per a realitzar la mesura de la seva K, a SAv utilitzant HABA com a indicador. D’aquestes
mesures nomeés es va poder extreure un limit inferior (K, 2x10’ M'1) per a un dels enantiomers i K, =

9.0x10° M™" per a I'altre enantiomer, Figura 36.
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Figura 36: Canvis d’absorbancia a 500 nm en la valoracié de SAv 44.8 uM (tetramer) i HABA 59.0 uM amb el
lligand PDU-N-Cs-COOH ((+)-9) en tamp6 fosfats 0.1 M a pH = 7.0. L’ajust es va obtenir amb el model que

considera els dos enantiobmers dels racémic i en calcula les constants d’associacio per separat.

Aquests resultats ens permeten concloure que en el cas de sistemes biciclics amb dos grups
urea (un en cada cicle), el sistema biclic de tipus propandiurea (PDU) déna majors K, a SAv que el
sistema biciclic de tipus glicoluril. Aixd podria ser conseqiéncia de qué es formessin millors
interaccions de van der Waals amb els residus de la proteina degut a qué el lligand encaixés millor en
el lloc d’'unié. Aleshores els analegs amb sistema biciclic PDU amb una cadena lateral d’acid

carboxilic també presentarien millors valors de K.
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3.4.4 Complexos de lligands monovalents de tipus dimetilpropandiurea (DMPDU) amb Av

Lligand Ka (M) AG (kJ mol™) ES

DMPDU (10) 1.5 (£ 0.2) x 10° -18.0+0.3@

DMPDU-C-C,-COOH
()

DMPDU-N-C3-COOH

5.3 (+0.2)x 10° -32.6 +0.1 @

9.1(x1.0)x10° i £55x10° -34.0+0.3i2-213® 2165

(£)-11
DMPDU-N-C,-COOH 8.0 (+ 1.0) x 10° -39.3+0.3@
(+)-12 9.0 (+1.0) x 10° -39.6+0.3®
57100
DMPDU-N-C4-COOH 1.4 (+0.3) x 10 -121+05@
(-)-12 <1.0x10° >2-171®

DMPDU-N-C5-COOH 82(£1.0)x10°i <50x10° -394+03i2-211® 21600

(#)-13

DMPDU-C-C4-CONH-02-NH; 17 (£02) x 10° 1854+03®
(41) D D EY

DMPDU-C-C4-CONH-Cg-NH 1.9 (£ 0.4) x 10° 244 +0.4 @

(44)

Taula 6: Constants d’associacio de lligands monovalents de tipus dimetilpropandiurea a Av a pH = 7.0.

@) Valoracio espectrofotométrica competitiva.

®) valoracio espectrofotomeétrica competitiva del lligand racemic.

En el cas de I'Av els valors de K, obtinguts sén en general més elevats que en el cas de SAv,
tal com també s’observa amb el lligand natural biotina. Aquest fet pot ser degut a les diferéncies
existents entre les dues proteines, que generen interaccions diferents.

Segons s’ha vist amb lligands de tipus glicoluril, els quals tenen una estructura biciclica de tipus
[3.3.0], passar de tenir la cadena de valerat unida al C cap de pont a tenir-la unida al N del grup
ureido es tradueix en un important augment de K,, perd només si I'estereoquimica és I'adequada.’
Aixi doncs, en passar del Gril-C-C,~-COOH (4) (K, = 8.5x10° M™)' al (+)-Gril-N-C4-COOH ((+)-3) (K =
2.6x10’ M'1)19 'augment en la K, a Av és 3000 vegades superior, un canvi menys pronunciat que el
que es produeix amb SAv. Analogament a com s’havia fet amb SAv, es va voler avaluar I'efecte de
tenir la cadena de valerat unida al C cap de pont o al N del grup ureido en un compost de tipus
DMPDU.

En aquest sentit es va estudiar la K, dels lligands amb sistema biciclic de tipus [3.3.1] derivats
de la DMPDU (10) i es van obtenir similituds i diferéncies. Al comparar el ligand amb la cadena de
valerat unida al C cap de pont, DMPDU-C-C4,-COOH (5) respecte del sistema biciclic de referéncia
sense cadena lateral, DMPDU (10), s'observa un augment en la constant d’associacié (K, = 5.3x10°
M i K, = 1.5x10° M, per als lligands 5 i 10 respectivament) d’unes 350 vegades (Figura 37). Aquest

fet és raonable si tenim en compte que al addicionar la cadena lateral es produeix la introduccio
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d’interaccions de van der Waals i d’interaccions per pont d’hidrogen del carboxilat terminal amb els
residus de la proteina.
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Figura 37: Canvis d’absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 33.9 uM (tetramer) i HABA 24.8 uM amb el
ligand DMPDU (10) en tampo6 fosfats 0.1 M a pH = 7.0. La linia continua representa I'ajust de les dades a un

model d'unié (1:1).

En aquest sentit es van mesurar les constants d’associacié del enantiomers purs separadament
del lligand DMPDU-N-C,-COOH ((+)-12) i es va observar, igual que havia passat amb la SAv, que
I'enantiomer (+)-DMPDU-N-C4-COOH ((+)-12) era el que presentava I'estereoquimica adequada amb
una K, a Av de 8x10° M (Figura 38), la qual és unes 57100 vegades superior a I'enantiomer
levorotatori (-)-DMPDU-N-C4-COOH ((-)-12) (K, = 1.4x10° M7, Figura 39). Aixd representa una
enantioselectivitat (ES) aproximada de 57100 (Taula 6).
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Figura 38: Canvi d’absorbancia a 500 nm en la valoracié6 de Av 49.5 uM (tetramer) i HABA 27.9 uM amb
I'enantiomer dextrorotatori del lligand DMPDU-N-C4-COOH ((+)-12) en tamp6 fosfats 0.1 M a pH = 7.0. La linia

continua representa I'ajust de les dades al model d’uni6 (1:1).

Al comparar el lligand (+)-DMPDU-N-C4-COOH ((+)-12) amb el lligand de referéncia DMPDU
(10), s‘observa que la introduccié de la cadena de valerat es tradueix en un augment de 5300
vegades la K, a Av. Contrariament al que succeeix al comparar el lligand (-)-DMPDU-N-C,-COOH ((-)-
12), en el qual s’aprecia una disminuci6 en la K, (11 vegades inferior) respecte al lligand DMPDU (10)
sense cadena de valerat. Es a dir, la introduccié de la cadena de valerat sobre la DMPDU (10)
produira un augment (cadena de valerat en el C cap de pont o N amb estereoquimica (+)) o una

disminucié (cadena de valerat amb estereoquimica (-)) en la K, a Av en funcié de si tenim
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I'estereoquimica adequada o no, a diferéncia del cas de SAv, on sempre es produeix un augment de
Ka.
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Figura 39: Canvi d’absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 34.0 uM (tetramer) i HABA 27.4 uM amb
I'enantiomer levorotatori del lligand DMPDU-N-C4-COOH ((-)-12) en tampoé fosfats 0.1 M a pH = 7.0. La linia
continua representa I'ajust de les dades al model d’unié (1:1). Aquest ajust va ser obtingut considerant que el
lligand levorotatori estava impurificat amb un 0.7% de lligand dextrorotatori i tenint en compte la seva constant
d’unié a la proteina. Aquest fet va ser confirmat per analisi en HPLC-MS amb una columna de fase estacionaria

quiral.

D’altra banda si comparem l'efecte de tenir la cadena de valerat unida al C cap de pont o a un
N del grup ureido, s’obté un resultat similar a I'obtingut amb SAv. S’han mesurat les K, dels
enantiomers del lligand 12 independentment i s’ha comprovat que I'enantiomer dextrorotatori (+)-12
és el que es troba disposat amb I'estereoquimica adequada per unir-se a Av, donant una K, = 8x10°
M la qual és 15 vegades superior que la del compost 5. Aquests resultats posen de manifest el fet
que desplacgar la cadena de valerat del C cap de pont al N del grup ureido pot afavorir la unio lligand-
proteina.

Aquests resultats sén certs quan tenim l'estereoquimica adequada, en canvi amb el lligand
levorotatori (-)-12 s’obté una K, = 1.4x10° M7, la qual és unes 3800 vegades inferior que la del lligand
5. Una vegada més queda palesa la importancia de I'estereoquimica dels lligands quirals per unir-se a
la proteina. Paral-lelament es van realitzar mesures del racémic (+)-12 utilitzant el métode exposat a
'apartat 3.4.1.1.2," tal com haviem fet en el cas de I'SAv i es van obtenir resultats comparables als
obtinguts amb els enantiomers purs.

A continuacié es va avaluar I'efecte d’allargar la cadena un metilé tal com s’havia fet per SAv.
El compost estudiat DMPDU-N-C5s-COOH (+)-13 és un compost quiral, amb la qual cosa es van
realitzar mesures del racémic, obtenint-se uns resultats practicament idéntics als del lligand DMPDU-
N-C4-COOH (£)-12, (K, = 8.2x10° M K, < 5.0x10> M™", per als lligands (+)-13 i (-)-13, Figura 40).
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Figura 40: Canvis d'absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 37.1 uM (tetramer) i HABA 24.1 uM amb el
ligand DMPDU-N-Cs-COOH (13) en tamp¢ fosfats 0.1 M a pH = 7.0. Aquest ajust va ser obtingut amb el model

que considera constants d’associacio diferents per als dos enantiomers del racémic.

Com que un allargament de la cadena lateral no es traduia en un augment de la K,, es va
provar el cas invers, és a dir, un escurgament de la cadena lateral en un metilé. En aquest cas també
es van realitzar les mesures a partir del racémic, obtenint-se com a constants d’associacio 9x10° M
un limit superior de < 5.5x10° M per als dos enantiomers del ligand DMPDU-N-C3;-COOH 11 (Figura
41). Aquests resultats implicaven una disminucié de 9 vegades la K, amb Av respecte al lligand
DMPDU-N-C4,-COOH (+)-12 en el millor del casos, és a dir, si prenem com a referéncia la K, més
elevada. Com a consequéncia d’aquests resultats es pot concloure que una disminucié de la cadena

lateral d’acid carboxilic es tradueix en una disminucié de la K, a Av.
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Figura 41: Canvis d’absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 31.7 uM (tetramer) i HABA 23.8 uM amb el
ligand DMPDU-N-C3-COOH (11) en tampé fosfats 0.1 M a pH = 7.0. Aquest ajust va ser obtingut amb el model

que considera constants d’associacio diferents per als dos enantidbmers del racémic.

Després dels estudis realitzats podem concloure que la llargada optima de la cadena lateral
d’acid carboxilic per als lligands de tipus dimetilpropandiurea és la que té quatre 6 cinc metilens.

Val a dir que es van realitzar valoracions espectrofluorimétriques d’avidina amb els lligands 5 i
10, perd en cap cas es va observar disminucié de fluorescéncia a 350 nm deguda als grups Trp,
motiu pel qual es va descartar aquest métode per a la determinacié de la K.

D’altra banda es va voler estudiar I'efecte que produia la derivatitzacio I'extrem acid carboxilic

del lligand DMPDU-C-C4-COOH (5) fent-lo reaccionar amb un espaiador amino i generant d’aquesta
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manera la corresponent amida. Es va escollir un espaiador de tipus poliéter i alquilic generant els
compostos DMPDU-N-C4,-CONH-O,-NH; (41) i DMPDU-N-C4-CONH-Cg-NH, (44) respectivament.

Els resultats obtinguts van ser lleugerament diferents als que s’havien obtingut en el cas de
SAv. En aquest cas ambdos lligands van provocar una disminucio de la K, a Av respecte al lligand 5
(Ko = 1.7x10° M7 i K, = 1.9x10% M per al lligand 41 i 44°" a Av respectivament, Figura 42). En canvi
amb SAv s’obtenia una lleugera disminucié per al lligand 41 i un lleuger augment per al lligand 44
respectivament.

o
[}

0,7

Absorbancia (A.U.)
O OO0 O Oo
MNwhoo

o
i

o

0 50 100
[41)/[Av subunitats]

Figura 42: Canvis d'absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 35.2 uM (tetramer) i HABA 28.0 uM amb el

lligand DMPDU-C-C4-CONH-02-NH; (41) en tamp¢ fosfats 0.1 M a pH = 7.0. Aquest ajust va ser obtingut amb el
model d’associaci6 1:1.

La disminuci6é en la constant de la formacié del complex a Av va ser més acusada (unes 300
vegades inferior) en el cas del compost 41, en el qual I'espaiador és de tipus poliéter. En canvi amb el
ligand 44, la disminucioé de la K, és més moderada (28 vegades inferior) respecte al lligand 5. Aixd
podria ser degut al fet que I'espaiador de tipus alquilic, més apolar que I'anterior, presenti interaccions
hidrofobiques més favorables amb entorns apolars de la proteina. Tot i que també podria ser degut a

diferéncies en altres tipus d’interaccions no covalents de I'espaiador amb la proteina.
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3.4.5 Complexos de lligands monovalents de tipus propandiurea (PDU) amb Av

Lligand Ka (M) AG (KJ mol™) ES
PDU (6) 1.8 (£ 0.3) x 10° -29.8+0.3@
PDU-N-C4-COOH 1.0 (£ 0.1) x 10° -45.6 + 0.1 @)
(+)-8 3.1(x0.1)x 10’ 427+01©

6250
PDU-N-C4-COOH 1.6 (£0.1) x 10* 240+0.1@
(-)-8 1.7 (£ 0.1) x 10* 241401 ®

PDU-N-C5s-COOH

(49 50(*0.1)x10" i <1.0x10* -43.9+0.1 i 2-228® >5000

Taula 7: Constants d’associacié de lligands monovalents de tipus propandiurea a avidina a pH = 7.0.

@ valoracio espectrofotomeétrica competitiva.
® valoracio espectrofotométrica competitiva del lligand racémic.

© valoracio espectrofluorimétrica.

Analogament a la SAv es volia avaluar I'efecte que produien els metils del pont del sistema
biciclic. Per aquest motiu es va passar del sistema biciclic DMPDU al sistema biciclic PDU.

Segons els resultats obtinguts per als complexos d’avidina amb els lligands de la série DMPDU,
la llargada optima de la cadena lateral es trobava entre 4 6 5 metilens,

De la mateixa manera que s’havia obtingut amb SAv, el compost de referéncia PDU (6) s’unia a
Av amb una K, de 1.8x10° M (Figura 43), és a dir 120 vegades superior que el compost DMPDU
(10). Aleshores es va comprovar si 'augment de K, també es mantenia amb la série de lligands de la
familia de la PDU.
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Figura 43: Canvi d’absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 14.6 uM (tetramer) i HABA 71.8 uM amb el
ligand PDU (6) en tamp¢ fosfats 0.1 M a pH = 7.0. La linia continua representa I'ajust de les dades al model
d’'unié (1:1).
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En aquest sentit, es va comengar amb el lligand (+)-PDU-N-C,~-COOH ((+)-8), comprovant-se
com I'enantiomer dextrorotatori era el que disposava de I'estereoquimica optima per unir-se a Av,
obtenint-se una K, = 1.0x10% M’ per al compost (+)-8 (Figura 44), la qual va resultar ser 550 vegades
superior que la del lligand de referéncia PDU (6). Aquest valor és molt proper al limit superior de K,
que es pot calcular mitjangant el métode espectrofotométric competitiu utilitzant HABA com a
competidor.
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Figura 44: Canvi d’absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 52.5 uM (tetramer) i HABA 29.2 uyM amb
I'enantiomer dextrotatori del lligand PDU-N-C4-COOH ((+)-8) en tamp¢ fosfats 0.1 M a pH = 7.0. La linia continua

representa I'ajust de les dades al model d’unié (1:1).

En canvi amb I'enantidmer levorotatori (-)-PDU-N-C,-COOH ((-)-8) es va obtenir una K, =
1.6x10* M" (Figura 45), la qual cosa donava una enantioselectivitat forca elevada a favor de
I'enantiomer dextrorotatori (ES = 6250). Aquest resultat posava de manifest el fet que el lligand
levorotatori s’uneix a Av amb una disposicié poc favorable donant una K, inclés 10 vegades inferior
que la del lligand de referencia PDU (6), fet que ja s’havia observat en la unié d’aquests compostos a
SAv.
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Absorbancia (A.U.)

0,2
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Figura 45: Canvi d’absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 49.5 uM (tetramer) i HABA 29.2 uM amb
I'enantiomer levorotatori del lligand PDU-N-C4-COOH ((-)-8) en tamp0 fosfats 0.1 M a pH = 7.0. La linia continua

representa I'ajust de les dades al model d’unié (1:1).

Els valors de K, dels enantidmers del lligand (x)-PDU-N-C,-COOH ((x)-8) es van determinar
pels dos métodes descrits als apartat 3.4.1.1.1 i 3.4.1.1.2,; amb els enantiomers purs (Figura 44 i

Figura 45) i amb el racemic considerant que cada enantiomer s’'uneix a Av amb una K, diferent. Els

62



3. Lligands monovalents

resultats obtinguts en ambdds métodes van ser molt similars, fet que déna validesa al métode que
utilitza el racémic per a calcular la K, de cada enantiomer.

Com a consequéncia de lalta K, del lligand (+)-8, dificil de determinar pel métode de
competici6 amb HABA, es va estudiar la seva associaci6 amb Av mitjancant el métode
espectrofluorimétric. En aquest cas, si que es va observar disminucié de la fluorescéncia a 350 nm
deguda als residus de Trp després d’haver irradiat la mostra a 290 nm, cosa que no succeia amb els
ligands de la serie DMPDU. Aquest fet podria indicar que tant amb Av com amb SAv, els lligands de
tipus PDU s’uneixen amb una orientacié similar a la de la biotina i el Gril-N-C4,~-COOH, mentre que els
lligands de tipus DMPDU s’uneixen amb una disposicié diferent que comportés interaccions diferents
amb els residus de Trp del lloc d’unié. Aplicant el metode descrit a I'apartat 3.4.1.2.6 es va obtenir un
valor de K, = 3.1x10" M (Figura 46), el qual és un mica inferior al determinat per competicié perd
continua sent més alt que els valors obtinguts amb el lligand (+)-DMPDU-N-C,-COOH ((+)-12).

1,14

14
0,9 -
0,8 -
0,7 A ¢

0,6 A
0,5 | * A d —&

Fluorescéncia (A.U.)

0,4 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
[(+)-8] / [Av subunitats]

Figura 46: Canvi de fluorescencia a 350 nm en la valoracié de Av 7.1 uM (monomer) i 'enantidmer dextrorotatori
del lligand (+)-PDU-N-C4-COOH ((+)-8) en tampd A a pH=7.0. La linia continua representa I'ajust de les dades a
un model d’unié (1:1).

A continuacié es va avaluar el fet d’allargar la cadena lateral en un metilé, per veure si es
traduia en un augment de la K, o no, com s’havia vist amb SAv. Es van mesurar els valors de K, de
cada enantiomer a partir del racemic (x)-PDU-N-C5-COOH ((+)-9) utilitzant el meétode
espectrofotometric competitiu amb HABA descrit a I'apartat 3.4.1.1.2. S’obtingueren valors similars als
anteriors (K, = 5.0x10” M™" i un limit superior del valor de K, < 1.0x10* M™" per als dos enantiomers de
(x)-PDU-N-C5-COOH ((+)-9), Figura 51).

Una vegada més queda palesa la importancia de I'estereoquimica del lligand en la unié a la
proteina, obtenint-se una elevada enantioselectivitat en el lligand (x)-9 (ES = 5000).
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Figura 47: Canvis d'absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 34.7 uM (tetramer) i HABA 28.5 uM amb el
lligand (+)-PDU-N-Cs-COOH (%)-(9) en tamp6 fosfats 0.1 M a pH = 7.0. Aquest ajust va ser obtingut amb el model

que considera constants d’associacio diferents per als dos enantiomers del racémic.

El resum dels resultats obtinguts s’exposa a continuacio (Taula 8).

Canvi estructural Lligands comparats A(AG) en SAv (kJ-moI'1) A(AG) en Av (kJ-moI'1)

_ 10 vs 6 -14 -12

Canvi d;DDUMPDU a (+)-12 vs (+)-8 -16 -6

(-)-12 vs ()-8 -7 -12

Introduccié d’'una 10 vs (+)-12 -20 -21

cadena de valerat en 10 vs ()-12 ) +6
la DMPDU

cadena de valerat en 6vs (+)8 z o

6 vs (-)-8 +3 +6

la PDU

Punt d’unié de la
cadena de valerat 5vs (+)-12 -12 -7
(de C cap de pont a N)

Canvi d’enantiomer (-)-12 vs (+)-12 -18 -27
de (+) a (1) (-)-8 vs (+)-8 -25 -22

Derivatitzacié de la
cadena lateral d’acid 5vs 41 +0.6 +14
carboxilic a amida

Taula 8: Variacié en la AG de complexacié a Av i SAv provocat pels canvis estructurals indicats.

El canvi de sistema biciclic de DMPDU a PDU es tradueix en una disminucié de AG de 12-14
kJ-mol™" tant a Av com a SAv.

La introduccié d’'una cadena lateral de valerat sobre I'atom de N per tal de generar I'enantiomer
(+) porta associada una disminucié important de AG de 16-22 kJ-mol” quan l'estereoquimica del

ligand és 'adequada (enantidmer dextrorotatori), tant en el sistema de tipus PDU com DMPDU. En
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canvi, quan l'estereoquimica no és 'adequada (enantidmer levorotatori) es produeix el cas contrari, és
a dir hi ha un petit augment de AG de 3-6 kJ-mol™, excepte amb el lligand (-)-12 on s’observa una petita
disminucié de AG de 2 kJ-mol respecte al sistema biciclic de referéncia DMPDU (10).

En els lligands de tipus DMPDU, passar de tenir la cadena de valerat unida del C cap de pont a
tenir-la unida al N del grup ureido com a enantibmer (+), comporta una disminucié de AG, més
important en SAv (12 kJ-moI'1) que en Av (7 kJ-moI'1).

En els lligands amb cadena de valerat unida al N, I'enantiomer (+) t& una major afinitat per Av i
SAv que I'enantiomer (-), tant en lligands de tipus PDU com de tipus DMPDU, essent la A(AG) d’entre
-18 i -27 kJ-mol™.

En el compost DMPDU-C-C4-COOH (5), la derivatitzacié de la cadena lateral d’acid carboxilic
en forma d’amida afecta poc a la seva AG a SAv (0.6 kJ-moI'1), pero fa augmentar bastant la AG a Av
(14 kJ-mol™).

La (+)-PDU-N-C,-COOH ((+)-8) és el lligand monovalent que presenta major K,, tant a Av com
a SAv, essent inclus superior a la del compost (+)-Gril-N-C4,-COOH ((+)-3).

121
14  (+)-DMPDU-N-C4-COOH
= 8 u (-)-DMPDU-N-C4-COOH
2084 ", DMPDU
P .
[%]
2oss
2 18 "
| ]
E 0,4 1% .
* | |
< 02 m
23, .. )
0 T T T T 1
0 10 20 30 40

[LIigands]/[SAv subunitats]

Figura 48: Efecte sobre la complexacié a SAv d’afegir una cadena lateral de valerat al lligand monovalent

DMPDU (10) obtenint-se els enantiomers del lligand monovalent DMPDU-N-C4-COOH ((+)-12) i ((-)-12). Mesures
realitzades per absorbancia.

1.1 « (+)-PDU-N-C4-COOH

® (-)-PDU-N-C4-COOH

-

0,9
0,8 L]
0,7

Fluoresceéncia (A.U.)
| ]

0,5 L n
0,4 T T
0 200 400 600 800
[Lligands)/[SAv subunitats]

Figura 49: Efecte sobre la complexacié a SAv de comparar els enantiomers del lligand monovalent PDU-N-Cy-
COOH ((+)-8) i ((-)-8). Mesures realitzades per fluorescéncia.
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Figura 50: Efecte sobre la complexacié a Av d’afegir una cadena lateral de valerat al lligand monovalent DMPDU
(10) obtenint-se els enantiomers del lligand monovalent DMPDU-N-C4-COOH ((+)-12) i ((-)-12). Mesures
realitzades per absorbancia.
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Figura 51: Efecte sobre la complexacié a Av d’afegir una cadena lateral de valerat al lligand monovalent PDU (6)
obtenint-se els enantiomers del lligand monovalent PDU-N-C4-COOQOH ((+)-8) i ((-)-8). Mesures realitzades per

absorbancia.
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3.5 Estudis d’agregacié de lligands monovalents mitjangcant espectrometria de

masses-electroesprai (MS-ESI)

En la caracteritzacié per MS-ESI dels compostos 5, 8, 9, 12 i 13 en condicions estandard (en
MeOH o MeOH/H,0) es van detectar senyals relativament intensos a valors de m/z corresponents a
dimers, trimers i tetramers. Aixd ens donava indicis de la formacié d’agregats d’aquests compostos.

Com que en la mesura de la constant d’associacié d’aquests lligands a Av o SAv no és el
mateix considerar que tot el lligand esta en forma de monomer o que esta parcialment agregat, vam
voler verificar si en medi aquds (medi en qué es formen els complexos amb les proteines estudiades)
també es detectaven aquests agregats i quines eren les millors condicions per detectar-los. D’altra
banda calia fer un estudi a diferents concentracions per tal de verificar que els senyals detectats
corresponien efectivament a dimers i trimers de tipus no-covalent, i que la seva proporcio relativa
respecte del mondmer disminuia al diluir.

Per tal de realitzar aquests estudis d’agregacio es van escollir inicialment els compostos 5 i 12.
Aquests estudis de MS-ESI es van realitzar a pH < 3 (on I'acid es troba en forma neutra) i a pH = 7.0
(on I'acid es troba en forma de monoanid).

Els resultats obtinguts en ESI (+) semblen indicar que els compostos 5 i 12 s’agreguen en
aigua, tant quan es troben en medi d’acid formic aqués al 0.1% (pH < 3) com quan es troben en medi
de tampé acetat amonic 10 mM (pH = 7.0). En ambdds medis es va detectar la preséncia de dimers
(IMa+HT', [My+Na]’, [Mx+K]"), trimers ([Ms+H]", [Ms+Na]’, [M3+K]") i tetramers ([Ms+H]", [M4+Na]’,
[M4+K]) en proporcié decreixent. El caracter no-covalent d’aquestes espécies va quedar confirmat al
disminuir la seva proporcié relativa respecte del monomer ([M+H]", [M+Na]", [M+K]") amb la diluci6.

Per MS-ESI(-) també es detectaven dimers ([M>-H], [Mo+AcO]), trimers ([Ms-HJ, [M3+AcQOJ),
etc. i la seva proporcio relativa respecte del mondmer ([M-H], [M+AcQ]) també disminueix amb la
dilucio.

La tecnica MS-ESI s’ha utilitzat recentment en la determinacié de constants d’associacio (o de
dimeritzacid) de diversos compostos, per exemple per a calcular la constant d’associacié d’éters
corona amb els ions Na i K,”* per a la complexacio de B-ciclodextrines amb diversos lligands, > a més

d'altres exemples.”*””

La bona concordanca dels valors obtinguts per MS-ESI amb els valors
obtinguts per métodes espectroscc‘)pics,73 avala la utilitzacié d’aquesta técnica per a la determinacio
de constants d’associacié en determinades situacions.

A partir d'un model senzill que només tingui en compte I'equilibri mondmer-dimer (Esquema

13), es dedueix 'Equacié 15:

2M —— M,

Esquema 13
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on:
C:: concentraci6 total de compost
[M]: concentracié de monomer
[M;]: concentracié de dimer
Kgim: constant de dimeritzacié

R: relacio de concentracions de monomer respecte a dimer

K

dim

Equacié 15

Per tant, al representar els valors de C; vs 1/R?, s’hauria d’obtenir una recta el pendent de la

qual hauria de correspondre al doble de l'invers de K4 (Equacio 15).

Degut a la major disponibilitat de producte, els segiients estudis es van realitzar només amb el
compost DMPDU-C-C4,-COOH (5). Per tal que el model fos aplicable es va treballar en un rang de
concentracions prou baix com perqué només es detectés senyal de mondmer i de dimer. Es van fer
les mesures a pH = 7.0, ja que aquestes son les condicions en qué es determina habitualment la
constant d’associaci6 a la proteina. Les mesures de les dissolucions de lligand a diferents
concentracions es van realitzar en les mateixes condicions experimentals, durant el mateix dia i per
duplicat per tal d’evitar artefactes de la técnica que donessin lloc a resultats erronis. Els resultats
obtinguts a través de MS-ESI (+) es mostren a la Figura 52 i Figura 53, mentre que els obtinguts a
través de MS-ESI (-) es mostren a la Figura 54 i Figura 55.

35+ ESI (+) Duplicat 1
30+~ 8 m Duplicat 2
— Mitjana R
25 +
20 +
14
15 + .
10 +
= [
5+ [ ]
[ 4 = - = -
0 } } } } } } } } } {

0,025 0,05 0,1 0,125 02 0,25 0,312 0,5 0,625 1,25
Ct (mM)

Figura 52: Representacié de la relaci6 monomer/dimer (R) respecte a la concentracié total de compost 5

obtinguda mitjangant mesures de MS-ESI(+).
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Figura 53: Representacid de la concentraciéo total de compost 5 en funcid de linvers de la relacio

monomer/dimer al quadrat, deduida per MS-ESI(+).
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Figura 54: Representacié de la relaci6 monomer/dimer (R) respecte a la concentracioé total de compost 5

obtinguda mitjangant mesures de MS-ESI(-).

ESI (-

0 T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08
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Figura 55: Representacid6 de la concentracié total de compost 5 en funcié de linvers de la relacié

monomer/dimer al quadrat deduida per MS-ESI(-).
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El fet que l'ajust de la recta tedrica als valors experimentals sigui raonablement bo, tant en
ESI(+), com en ESI(-), sembla confirmar que el model de dimeritzaci6 i la técnica de MS-ESI siguin
apropiats per a aquests estudis.

Els valors de constant de dimeritzacié (Kym) obtinguts en cada cas en aplicar 'Equacié 15 es

troben indicats a la Taula 9.

Teécnica Kaim (M)
MS-ESI (+) 270 + 30
MS-ESI (-) 64+3

Taula 9: Valors de Kgim obtinguts per al lligand DMPDU-C-C4-COOH (5).

Segons els resultats obtinguts sembla que els lligands estudiats s’agreguen en medi aquods, tot
i que els valors que s’obtenen de Ky, varien en funcié de la técnica utilitzada per al seu estudi. Val a
dir que habitualment la técnica MS-ESI (+) és més sensible que la técnica MS-ESI (-) a I'hora de
detectar els ions.

Es dificil assegurar que la Kg, obtinguda per ESI(+) es refereixi a I'espécie anidnica de I'acid
carboxilic ja que, encara que les mesures es realitzin a pH = 7.0, el compost es protona en el procés
d’ionitzacio i per aquest motiu es detecta en forma d’ié carregat positivament.

El fet que aquests lligands estessin parcialment agregats implicaria un petit cost energétic a
I'hora de dissociar-se, abans de poder complexar-se a Av o SAv. Aquest peatge energeétic ja estaria
inclos en el valor mesurat de la constant d’associacio a la proteina. Per tant, minimitzant la tendéncia
a l'autoassociacio del lligand, els valors mesurats de constant d’associacioé a Av o SAv serien majors.
En aquest sentit es van dur a terme experiments similars a nivell qualitatiu amb biotina i es va
observar que unicament es detectaven senyals de monomer ([M+H]", [M+Na]", [M+K]") i de dimer
(IM*+H]", [Mo+Na]*, [Mo+K]"). Aquest fet es podria explicar tenint en compte que la biotina té només
un grup ureido. Igual que en el cas anterior, la proporci6 de monomer respecte dimer (M/M,)
augmentava a mesura que s’anava diluint la mostra. Aix0 contribuiria a explicar, en part, la major
constant d’associacié de la biotina i de lligands similars amb un Unic grup ureido (homobiotina,

norbiotina) respecte de compostos analegs amb dos grups ureido (Gril-N-C4,-COOH, 3).
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4 LLIGANDS DIVALENTS SEMI-RIGIDS
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4.1 Disseny dels lligands divalents semi-rigids

Entitat monovalent:

Tal i com s’ha indicat a la introduccid, en el nostre grup s’ha sintetitzat tota una serie de lligands
divalents amb espaiadors no rigids de tipus alquinic enllagats covalentment amb una unitat central
d’acid glutamic per tal d’obtenir la longitud c‘>ptima.51 Tots aquests lligands divalents 45, 46 i 47 (Figura
15) contenen dues unitats de lligand monovalent 5. L’eleccié d’aquest lligand com a entitat
monovalent és deguda a:

- La moderada afinitat per I'avidina i I'estreptavidina.

- Es facilment assequible mitjangant sintesi amb alts rendiments.

- Al ser aquiral, ens estalviem la resoluci6 del racémic.

Aquests tres factors van fer aconsellable la utilitzacié del lligand 5, i no d’altres lligands com 7,

8 09, en aquesta etapa d’optimitzacié de I'espaiador.

Espaiador:

Les dues unitats d’entitat monovalent 5 estaran unides covalentment als extrems d’un
espaiador. Per tal d’optimitzar I'espaiador dels lligands divalents s’han considerat tres variables:

- La longitud de I'espaiador. La longitud es considerara optima quan li correspongui el valor
maxim de constant d’associacio (K,).

- La rigidesa de I'espaiador. Un cert augment en la rigidesa podria traduir-se també en un
augment de la K, i en una major selectivitat de la complexacié intramolecular envers la complexacio
intermolecular.

- La naturalesa quimica de I'espaiador, la qual afectaria a la polaritat, i per tant a la solubilitat
del lligand divalent, perd també pot afectar a la K, dels lligands divalents.

D’aquesta manera es pretén explorar quin d’aquests espaiadors és I'Optim per tal d’obtenir

complexos intramoleculars, minimitzant la formacié d’oligomers.

S’ha establert que la distancia minima que hauria de tenir un espaiador completament estés
per tal que el lligand divalent pugui formar un complex intramolecular amb Av, és de 25 A% En el cas

de SAv la distancia minima per tal de formar complexos intramoleculars sembla ser de 20 A8

En el present treball s’han sintetitzat lligands divalents amb una estructura que incorporés les
seguents unitats estructurals:

- Una unitat central rigida derivada de I'acid 5-aminoisoftalic, en la qual dos enllagos tenen una
geometria fixada degut a la rigidesa imposada per I'anell aromatic.

- Dues unitats de lligand monovalent 5.

- Dos espaiadors: de tipus polieter o alquilic.

Amb aquestes unitats estructurals es pretén augmentar lleugerament la rigidesa d’aquests
lligands divalents respecte als que ja estaven descrits (45, 46 i 47), i verificar si aquest petit augment

de rigidesa es tradueix en un augment de la constant d’associacio6 entre lligand i proteina, afavorint la
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formacié del complex intramolecular. Si aquesta situacié es compleix, posteriorment s’abordaria la

sintesi d’altres lligands divalents amb major grau de rigidesa.

4.2 Sintesi de lligands divalents semi-rigids de tipus alquilic i poliéter

4.2.1 N-protecci6 i activacié de I’acid 5-aminoisoftalic

En primer lloc es va dur a terme la proteccié de I'extrem amino de I'acid 5-aminobenzen-1,3-
dicarboxilic mitjangant el grup protector Cbz (Esquema 14).79 D’aquesta manera es deixava un punt

protegit per a possibles reaccions o derivatitzacions posteriors que poguessin millorar la solubilitat del

lligand final.
NHz o COOH
X »a NaOH,q o
Cl /g
HOOC COOH 90% HOOC N“ 0
4 "

Esquema 14

A continuacié es va generar el corresponent éster activat per acoblament de 48 amb 2,3,5,6-
tetrafluorofenol en DMF,*® i emprant EDC com agent d’acoblament (Esquema 15).

HN/Cbz oH

HN/Cbz
Ol X 2 Lo e
+
F o o F
HOOC COOH E E DMF
F O O
F 49 F

7 0,
48 8%

Esquema 15

Aquest éster activat (49) va ser l'intermedi a partir del qual es van generar els diversos lligands
divalents amb espaiadors de diferent naturalesa i longitud, tal com s’exposa a continuacio.

En primer lloc es van sintetitzar lligands divalents amb espaiadors de tipus alquilic, per analogia
amb els lligands divalents 45, 46 i 47 que s’havien sintetitzat al grup51 i que s’unien a Av i SAv.
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4.2.2 Sintesi del lligand divalent 54
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El lligand 54 també conté dues unitats del lligand monovalent 5 unides a una unitat central
derivada de l'acid aminoisoftalic mitjangant espaiadors de tipus alquilic de vuit metilens. Es va
procedir en primer lloc amb I'acoblament del 8-aminooctilcarbamat de tert-butil al 3,5-bis(2,3,5,6-
tetrafluorofenoxicarbonil)fenilcarbamat de benzil (49) en medi de cloroform i en preséncia de

trietilamina (Esquema 16).

,Boc
F F N
Q Q H\/\/\/\/\H
o] F HzN\/\/\/\/\N,Boc N
H
HN = HN
/ Cbz
Cbz o F EtzN, CHCl, N
% F 98% o y
E 50 "Boc

Esquema 16

A continuaci6 es va dur a terme la desproteccié dels grups amino protegits en forma de Boc
mitjangant hidrolisi acida amb TFA en medi de CH,Cl,. Posteriorment es neutralitza la sal formada

amb NaOH,,. i s’extreu amb CH,ClI, recuperant-se la diamina 51 amb un 90% de rendiment (Esquema

17).
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Esquema 17

La formacioé d’amides derivades del compost 5 és dificil degut a la poca solubilitat del compost

en la majoria de dissolvents organics, excepte el DMSO. No obstant aix0, es coneix que el compost 5

s’acobla a I'espaiador amino monoprotegit 36 emprant DPPA en DMSO com a agent d’acoblament.®®

75



Resultats i discusio

Per aquest motiu s’han seguit condicions analogues en I'acoblament que ens interessa acoblant una
molécula de lligand 5 a cadascun dels grups amino del compost 51, utilitzant DPPA com a agent
d’acoblament en medi de DMSO i en preséncia de trietilamina.

Després d'una purificacié cromatografica de la barreja de reaccid, s’obté el producte 52 en
forma suficientment pura per procedir a la desproteccié del grup Cbz. La desproteccié mitjangant
hidrogenolisi amb catalitzador Pd/C en medi metanolic, va proporcionar el compost 53, el qual es va
purificar mitjangant HPLC en fase reversa (Kromasil C18, H,O/MeOH; 4/6) obtenint-se amb un

rendiment conjunt (acoblament i desproteccid) del 39% (Esquema 18).
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Esquema 18

En els lligands divalents en qué la unitat central deriva de I'acid glutamic (45, 46 i 47), a pH =
7.0 el grup amino es troba en forma protonada, facilitant la seva solubilitzacié en el medi aquoés
encara que les cadenes espaiadores siguin de tipus alquilic. En canvi, en els lligands divalents en qué
el grup amino esta unit a un anell aromatic (per exemple: 53) cal esperar que aquest grup amino es
trobi en forma neutra a pH = 7.0 ja que I'anilina té un pK, = 4.6.%°

No obstant aix0, quan els espaiadors son de tipus poliéter, el lligand divalent pot ser prou
soluble en aigua a pH = 7.0 per permetre la solubilitzacié i la determinacié de la seva constant
d’associacié. Per contra, quan l'espaiador és de tipus alquilic, per exemple en el compost 53, la
solubilitat en medi aqués tamponat a pH = 7.0 ha resultat ser massa baixa per permetre la
determinacié de la constant d’associacié. En aquest sentit s’han explorar diverses possibilitats per
solucionar el problema:

- La determinacioé de la K, a pH inferior a 7.0 de manera que el grup amino es trobi protonat, ja
que I'Av i SAv son estables a pH lleugerament acids. Aquesta possibilitat presenta un problema, els
valors de K, d’altres lligands (45, glicoluril, HABA,...) s’han determinat a pH = 7.0. Aleshores per
comparar valors de constant d’associacié de diferents lligands cal que s’hagin determinat al mateix

valor de pH.
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- La derivatitzacié del grup amino, per exemple per reaccié amb anhidrid glutaric, de manera
que el nou lligand tingui un grup acid carboxilic, el qual es trobaria ionitzat a pH = 7.0.
- L’addicié d'una petita quantitat d’'un co-dissolvent per tal d’augmentar la solubilitat del lligand

en el medi aqudés tamponat a pH = 7.0.

En un primer moment es va optar per derivatitzar el compost 53 mitjancant la reaccié del grup
amino lliure amb anhidrid glutaric en medi de DMSO i en preséncia de Et;N, seguida de purificacié
per HPLC en fase reversa (Kromasil C18, 0.1% HCOOH,,/MeOH; 4/6) proporcionant el compost 54
amb un rendiment del 60% (Esquema 19). No obstant aixo, el compost 54, tot i ser més soluble que el
compost 53, encara no era suficientment soluble en medi aqués a pH = 7.0, per la qual cosa va ser
necessaria I'addicié d’un co-dissolvent (MeOH, DMSO) per tal de dissoldre el compost completament i

fer els estudis d’associaci6 a la proteina.
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4.2.3 Sintesi del lligand divalent 59
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Aquest compost també conté dues unitats del lligand monovalent 5 unides a una unitat central
derivada de I'acid aminoisoftalic mitjangant espaiadors de tipus alquilic, perd ara ambdos espaiadors
sén de sis metilens. Analogament a les sintesis prévies, es va procedir en primer lloc a I'acoblament
del 6-aminohexilcarbamat de tert-butil (38) al 3,5-bis(2,3,5,6-tetrafluorofenoxicarbonil)fenilcarbamat de

benzil (49) en medi de cloroform i en preséncia de trietilamina (Esquema 20).
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Esquema 20

A continuaci6 es va dur a terme la desproteccié dels grups amino protegits en forma de Boc
mitjancant hidrolisi acida amb TFA en medi de CH,Cl,. Posteriorment es neutralitza la sal formada
amb NaOH,,. i s’extreu amb CH,CI, recuperant-se la diamina 56 amb un 84% de rendiment (Esquema

21).
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A continuacié s’acobla en compost 5 a cadascun dels grups amino del compost 56, utilitzant
DPPA com a agent d’acoblament en medi de DMSO i en preséncia de trietilamina. Després d’'una
purificacié cromatografica de la barreja de reacci6, s’obté el producte 57 en forma suficientment pura
per procedir a la desproteccio del grup Cbz. La desproteccié mitjangcant hidrogenolisi amb catalitzador
Pd/C en medi metandlic, va proporcionar el compost 58, el qual es va purificar mitjangant HPLC en
fase reversa (Kromasil C18, H,O/MeOH; 1/1) obtenint-se amb un rendiment conjunt (acoblament i

desproteccid) del 30% (Esquema 22).
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Esquema 22

Es va comprovar la solubilitat del compost 58 en medi aquds tamponat (PBS, pH = 7.0) i es va
observar que el compost no era completament soluble en aquest medi, tot i haver disminuit la longitud
de les cadenes alquiliques. Per aquest motiu es va pensar en derivatitzar-lo a través del grup amino
lliure fent-lo reaccionar amb anhidrid glutaric i generant d’aquesta manera el derivat acid, el qual

hauria d’estar en forma de sal a pH = 7.0, amb la qual cosa milloraria la seva solubilitat (Esquema 23).
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Esquema 23

El compost 59, tot i tenir quatre metilens menys que el compost 54 tampoc era gaire soluble en
aigua a pH = 7.0, de manera que es va procedir a sintetitzar lligands divalents amb espaiadors de

tipus poliéter que li conferissin millor solubilitat en aquestes condicions.
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4.2.4 Sintesi del lligand divalent 63
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En primer lloc es va incorporar un espaiador de tipus poliéter, la 3,6-dioxaoctan-1,8-diamina
monoprotegida en un extrem amino mitjangat el grup Boc (36) (Esquema 24). Amb aquest espaiador
es pretenia que el lligand divalent obtingut fos més soluble en medi aqués, degut a la preséncia dels
grups éter tot i mantenir una certa flexibilitat per encaixar en els llocs d’unié de la proteina. La reacci6

de I'éster activat 49 amb I'amina 36 en cloroform va proporcionar el compost 60 amb un 77% de

rendiment.
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Esquema 24

A continuaci6 es va dur a terme la desproteccié dels grups amino protegits en forma de Boc
mitjancant hidrolisi acida amb TFA en medi de CH,Cl,. Posteriorment es neutralitza la sal formada
amb NaOH,. i s’extreu amb CH,CI, recuperant-se la diamina 61 amb un 65% de rendiment (Esquema
25).
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A continuacié s’acobla el compost 5 a cadascun dels grups amino del compost 61 utilitzant

DPPA com a agent d’acoblament en medi basic de Etz3N i DMSO com a dissolvent ja que aixi podem
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tenir tots dos compostos en dissolucié (Esquema 26), obtenint-se el compost desitjat 62 amb un 83%

de rendiment.
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Esquema 26

Finalment es procedeix a la desproteccié del grup Cbz mitjangant hidrogendlisi utilitzant
hidrogen i Pd sobre carb6 com a catalitzador en MeOH (Esquema 27).

Degut a la seva elevada polaritat, el compost 63 es va haver de purificar per HPLC en fase
reversa (Kromasil C18, MeOH/H,0; 6/4), obtenint-se el producte desitjat amb un 75% de rendiment.

Com a consequéncia de que el compost 63 ja era suficientment soluble en aigua a pH = 7.0, no

va ser necessari derivatitzar-lo per reaccié amb anhidrid glutaric.
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4.2.5 Sintesi del lligand divalent 68
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Aquest compost també conté dues unitats del lligand monovalent 5 unides a una unitat central
derivada de l'acid aminoisoftalic mitjangant espaiadors de tipus polieter. No obstant aixd, en el
compost 68, I'espaiador té una llargada superior a la del compost 63.

Analogament a la sintesi del compost 63 es va procedir en primer lloc a 'acoblament de I'11-
amino-3,6,9-dioxaundecilcarbamat de tert-butil (el qual havia estat sintetitzat en el nostre grup)®' al
3,5-bis(2,3,5,6-tetrafluorofenoxicarbonil)fenilcarbamat de benzil en medi de cloroform i en preséncia
de trietilamina (Esquema 28). En aquest cas s’obté el producte desitjat 64 amb un rendiment del 46%

acompanyat d’un 10% del corresponent producte de monosubstitucio 65.
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Esquema 28

A continuaci6 es va dur a terme la desproteccié dels grups amino protegits en forma de Boc
mitjangant hidrolisi acida amb TFA en medi de CH,Cl,. Posteriorment es neutralitza la sal formada
amb NaOH,,. i s’extreu amb CH,CI, recuperant-se la diamina 66 amb un 93% de rendiment (Esquema
29).

82



4. Lligands divalents semi-rigids de tipus poliéter i alquilic

H

N-g NH
o~ ocC o~ 2
o-/0 00
O H o~ O N o~
N0 N0
1) TFA, CH,Cl,
HN HN
cbZ 2) NaOH cbs
N 93% N
4 H/\/o\/\ d H/\/o\/\
0\ _0 0 \_o
N-Boc 66 N
64 H NH;
Esquema 29

A continuacié s’acobla el compost 5 a cadascun dels grups amino del compost 66, utilitzant
DPPA com a agent d’acoblament en medi de DMSO i en preséncia de trietilamina. Després d’'una
purificacié cromatografica de la barreja de reaccio, s'obté el producte 67 en forma suficientment pura
per procedir a la desproteccié del grup Cbz.

La desproteccid mitjancant hidrogenolisi amb catalitzador Pd/C en medi metandlic, va
proporcionar el compost 68, el qual es va purificar mitjangant HPLC en fase reversa (Kromasil C18,

H,O/MeOH; 1/1) obtenint-se amb un rendiment conjunt (acoblament i desproteccid) del 56%

(Esquema 30).
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4.2.6 Sintesi del lligand divalent 78

=0

o

HN™ “NH
s
d HN_\_NH

O
3\/\3\ /\/O\/\ )
H O
N
O H /\/O\/\H
N0
H,N
N
g H/\/o\/\ y
O™ N\_N
H
MN\/\ it
° O/\/O\/\ WH
N
H
HN NH
78 Y
O

Aquest compost també conté dues unitats del lligand monovalent 5 unides a una unitat central
derivada de l'acid aminoisoftalic mitjangant espaiadors de tipus poliéter, perd6 amb una longitud
bastant superior a la dels compostos 63 i 68.

Per a la sintesi d’aquest lligand, es va partir de la 3,6-dioxaoctan-1,8-diamina, la qual es va
protegir en primer lloc per reaccié amb cloroformiat de benzil en medi de CH,CI, i en preséncia de
trietilamina, generant d’aquesta forma el 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat de benzil (69) amb un 39%

de rendiment (Esquema 31).

CI*O
b o

HoN 0 ——————— HAN o A
~ o \/\NH2 EtN, CH,Cl, SAAN \/\H O/\©
39% 69

Esquema 31
D’altra banda es va fer reaccionar el 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat de tert-butil amb anhidrid

glutaric en medi de CH,Cl, i en preséncia de trietilamina, obtenint-se I'acid carboxilic 70 amb un

rendiment practicament quantitatiu (Esquema 32).
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L’acoblament de l'acid carboxilic 70 i 'amina 69 emprant DCC com agent d’acoblament en
medi de CH,Cl,, va proporcionar el compost 71 amb un 50% de rendiment acompanyat d’'una
quantitat important (37%) de la corresponent N-acilurea 72 (Esquema 33).
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Tot seguit es va dur a terme la desproteccid de I'extrem amino protegit amb el grup Cbz
mitjancant hidrogendlisi amb Pd sobre carbé com a catalitzador en medi metandlic, generant

d’aquesta manera el compost 73 amb un 96% de rendiment (Esquema 34).
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A continuaci6 es va acoblar lamina 73 al diéster activat 3,5-bis(2,3,5,6-
tetrafluorofenoxicarbonil)fenilcarbamat de benzil (49), obtenint-se el compost 74 amb un 90% de

rendiment (Esquema 35).
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Aleshores es desprotegeixen els extrems amino protegits amb el grup Boc mitjangant hidrolisi
acida amb TFA/CH,Cl,. A continuacié es neutralitza la sal formada amb NaHCO;q, i s’extreu amb
CH,Cl,, recuperant-se la diamina 76 amb un 51% de rendiment (Esquema 36).

El menor rendiment obtingut en aquesta desproteccio respecte de les de compostos analegs
descrits anteriorment podria ser degut a qué és més hidrofil, la qual cosa dificultaria la seva

recuperacié mitjangant extraccié amb un dissolvent organic.
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Esquema 36

A continuacié es van acoblar dues molécules de compost 5, una a cadascun dels grups amino
del compost 76 utilitzant DPPA com agent d’acoblament en DMSO i en preséncia de Et;N, tal com
s’havia fet en casos anteriors.

El producte 77 obtingut, una vegada purificat cromatograficament, es va desprotegir mitjangant
hidrogenolisi del grup Cbz emprant un catalitzador de Pd sobre carbdé en medi metanodlic. La
purificacio final mitjiangant HPLC en fase reversa (Kromasil C18, H,O/MeOH; 6/4) va proporcionar
lamina 78 amb un 19% de rendiment conjunt de les dues etapes (acoblament i desproteccid)
(Esquema 37).
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Esquema 37

Es va intentar augmentar el rendiment en l'etapa de desproteccié del grup Boc aillant el
trifluoroacetat de I'amina i generant I'amina lliure “in situ” en la reaccioé d’acoblament posterior, pero el
resultat encara va ser pitjor ja que en aquest cas es va obtenir el compost 79 com a producte

majoritari (28% de rendiment) sense que es detectés practicament gens del producte esperat.81
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4.3 Estudis de complexacio de lligands divalents semi-rigids a avidina i

estreptavidina

En general, en una complexacié lligand-receptor, la rigidificaci6 de les molécules que
interacionen es tradueix en un augment considerable de la constant d’associacio, d’entre 4 i 10
vegades per a cada rotacié congelada. Aixd és degut a qué el cost entrdpic corresponent a la pérdua
de graus de llibertat conformacional ja s’ha pagat per avangat durant la sintesi del lligand o receptor
semi-rigid. Aquesta contribucié entropica esta habitualment entre -3.5 i -5 kJ-mol” per cada rotacio
congelada.”®

Igual que en el cas dels ligands monovalents, les constants d’associacié entre els lligands
divalents sintetitzats i les proteines Av i SAv també es van determinar mitjangant valoracions
espectrofotométriques competitives, per a les quals es va utilitzar el colorant HABA com a competidor.
Aixi doncs, I'addicid d'una dissolucié de lligand divalent sobre una dissolucié de proteina i HABA,
provocava una disminucidé de l'absorbancia a 500 nm (HABA complexat) i un augment de
I'absorbancia a 348 nm (HABA lliure) degut al desplagament de 'HABA del lloc d’unié a la proteina
per I'addicio del lligand. Tenint en compte que les constants d’associacio entre 'THABA i Av o SAv sén
conegudes (K, = 1.7x10° M i K, = 1.0x10* M" respectivament),® es pot calcular la constant

d’associaci6 entre el lligand i la proteina.

4.3.1 Model d’unié i equacions per una valoracio espectrofotométrica competitiva amb un
lligand divalent

Suposant que aquests lligands interaccionen amb Av i SAv formant el complex divalent, aquest

tindra una estequiometria 1:2 (Figura 56).

—
200 + —
Liigand Receptor Complex
divalent tetravalent divalent

Figura 56

No obstant aix0, si a més suposem que tampoc hi ha efectes cooperatius, és a dir que les dues
subunitats amb els llocs d’'unié propers es comporten de manera independent de les altres dues
subunitats, la reaccié de complexacié es podria considerar equivalent a la de formacié d’'un complex
d’estequiometria 1:1 entre el lligand divalent i la bis-subunitat proteica amb els llocs d’unié adjacents
(Figura 57).
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s * MM = EB

Liigand Receptor Complex
divalent divalent divalent
Figura 57

Per tant, fent aquestes dues suposicions, la valoracié competitiva es podria representar tal com

s’indica a continuacié (Figura 58).

Ks=|_
v, + @ — + 20 S: proteina bis-subunitats
I: indicador (HABA)
Si, L S=L 2| L: lligand divalent
Figura 58

No obstant aix0, s’ha considerat també la possibilitat que, a més del complex divalent (S=L), es

puguin formar també els complexos monovalents (S-L, SL, i S,L) tal com s’indica a la Figura 59.%

d 3
>
17 .
Bg B (B

KS2L
2 *+ 6o =
2S L S,L
Figura 59

La consideracié d’aquests equilibris déna lloc a les seglients expressions matematiques, les
quals han estat utilitizades en I'ajust de minims quadrats de l'absorbancia calculada (Acc) a

I'absorbancia experimental (Aexp.) (Equacio 16).50

89



Resultats i discusio

5] >

) 1+ I<SI [I ]+ KS:L [L]+ I<SI KSIZ[I ]2 + KS—L [L](1+ KLZS [L]+ 2|<52L [S])

1] |

- 1+ K, [S](1t+ 2K5|2[| ])

Lt
) 1+ KS:L[S]+ stL [S](1+ 2KSL2[L]+ KSZL [S])

[L]

[s1]=Kg[S]I]
[Slz]: KSIZ[I][SI]

Auic = €1 (500) [I ]+ €51(500) ([SI ]+ 2[S| 2])

Equacié 16
On:
It. concentracié total d’indicador (HABA)
St concentracio total de bis-subunitats de proteina
L+ concentracio total de lligand
[N: concentracio d’indicador lliure (HABA)
[S]: concentracio de bis-subunitats de proteina lliure
[L]: concentraci6 de lligand lliure
[SN: concentracio de complex S
[SI5]: concentracio de complex Sl
Ksr: constant d’associacié de I'indicador

Ks=1: constant d’associacio del lligand

L’obtencié d’'un bon ajust entre la corba experimental i la calculada, en aquells casos en qué
s’ha obtingut, a més de proporcionar-nos el valor optim de constant d’associacié del complex divalent
(Ks=L), també ens indica que la suposicié d’abséncia d’efectes cooperatius és valida. La incorporacio

dels complexos S-L, SL, i SoL al procés d’ajust no afecta gaire als valors de Ks- obtinguts.
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4.3.2 Complexos de lligands divalents semi-rigids amb estreptavidina

Tal com s’ha exposat préeviament, s’han utilitzat les valoracions espectrofotométriques
competitives per tal de determinar la K, dels lligands divalents sintetitzats a Av i SAv. Com a compost
monovalent de referéncia s’ha utilitzat el lligand monovalent unit a I'espaiador alquilic (44) o poliéter

(41) segons el cas. A continuacio s’indiquen els valors de K, obtinguts (Taula 10).

Lligand dmax. (A)© Ka (M) AG (kJ mol™) EM (M)
45 27 1.1+0.1x10° -34.5+0.1 @0 0.038
54 32 7.8+0.3x 10 -45.0+0.1® 27
59 27 3.3+02x10 -429+0.1 ® 1.1
63 32 1.1+0.2x10° 344+01@ 0.11
68 39 3.4+02x10° 37.2+£01@ 0.34
78 69 1.9+0.3x10* 244+04@ 0.0019

Taula 10: Constants d’associacié de lligands divalents amb SAv a pH = 7.0.

@ Valoracio espectrofotomeétrica competitiva amb HABA en tamp6 fosfats.

® valoracio espectrofotomeétrica competitiva amb HABA en tamp¢ fosfats i 0.5% de DMSO.

© Les mesures de les distancies entre els grups carbonil amida de les dues cadenes de valeril dels
espaiadors es van dur a terme mitjangant el programa informatic ChemDraw 3D (Cambridge-Soft Corp.,
Cambridge, MA) després de minimitzar I'estructura completament estesa i amb conformacié planar dels

compostos sintetitzats.

4.3.21 Lligands divalents semi-rigids amb espaiadors de tipus alquilic

Per analogia amb els compostos que s’havien sintetitzat préviament en el grup (45, 46 i 47), els

quals actuaven de forma divalent amb SAv,”"*

es van estudiar compostos analegs amb espaiadors
de tipus alquilic, perd amb una unitat central rigida derivada de I'acid 5-aminoisoftalic.

En primer lloc es va estudiar la complexacié del compost 54, en el qual els carbonils de les
cadenes de valeril de les unitats monovalents estan separats per 26 enllagos, que en una
conformacié totalment estesa i plana representaria una distancia d’aproximadament 32 A. Aquest
compost no és completament soluble en medi aqués a pH = 7.0, per la qual cosa, la determinacié de
la constant d’associacié es va fer emprant un co-dissolvent que facilités la seva solubilitzacié en el
medi aquos tamponat a pH = 7.0 (vegeu apartat valoracions espectrofotométriques competitives).
Previament es va comprovar que per dicroisme circular, la preséencia d'un 2-5% de DMSO no
provocava la desnaturalitzacioé de la proteina (Av) ni tampoc afectava significativament al valor de la

constant d’associacio del lligand 475" A més a mes, ja s’havia vist en altres estudis
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espectrofluorimétrics que I'addicié de petites quantitats de co-dissolvent (DMSQO) no afectaven a
lactivitat de Av i SAv.?*#

Aquest compost (54) presenta una forta unié a SAv (K, = 7.8x10’ M'1), unes 20000 vegades
superior a la del lligand monovalent de referéncia (44). D’altra banda, la molaritat efectiva (EM) en la
complexacié de 54 amb SAv és 2.7 M. Aquests resultats, posen de manifest que el compost 54
s’'uneix a SAv de forma divalent (Figura 60). Tot i que en el lligand divalent 45 I'espaiador és una mica
més curt (22 enllagos, aproximadament 27 A entre carbonils de valeril quan esta totalment estés), el
ligand 54 s’'uneix a SAv amb una K, unes 71 vegades superior a la del lligand 45. Aquest augment de
K, porta associada una disminucié de AG d’'uns 10 kJ-mol” que es podria atribuir en gran part a
'agment de rigidesa del lligand, al substituir la unitat central d’acid glutamic per una d’acid 5-

aminoisoftalic.

o
w

)

0,2

Absorbancia (A.U.

0,0 T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

[54]/ [Bis-subunitats]

Figura 60: Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié de SAv 6.7 uM (bis-subunitats) i HABA 87.7 uM amb
el lligand divalent (54) en tamp¢ fosfats 0.1 M a pH = 7.0 i amb un 0.5 % de DMSO. La linia continua representa

I'ajust de les dades d’acord amb el model d’unié 1:1 (lligand:bis-subunitat).

Degut a la baixa solubilitat del lligand 54 en medi aqués a pH = 7.0, es va pensar en disminuir
la longitud de la cadena alquilica, la qual cosa donaria un compost probablement més soluble en
aquest medi i encara suficientment llarg per actuar de manera divalent. Aquest compost va ser el
ligand 59, el qual té una separacié de 22 enllagos entre els carbonils de les cadenes de valeril, de
manera que coincideix en el nombre d’enllagos amb el lligand 45. Aixd correspon a una longitud
d’aproximadament 27 A quan esta totalment estés. Aquesta disminucié en la longitud de la cadena
alquilica es tradueix en una petita millora de la solubilitat del compost, perd continua sent necessari
I'ts del DMSO com a co-dissolvent per assegurar la dissolucié total del compost. D’altra banda
I'escurgament de I'espaiador en quatre metilens es tradueix en una petita disminucioé (2 vegades
inferior) en la K, a SAv (K, = 3.3x10’ M’1) respecte al compost 54 (Figura 61). La molaritat efectiva
(EM) per a la complexacioé de 59 amb SAv també es forga elevada (1.1 M), tot i que una mica inferior
a la del compost 54. Aquests resultats posen de manifest que tots dos compostos actuen de forma
divalent en la seva complexaci6 a SAv. El fet que el lligand semi-rigid 59 i el lligand
conformacionalment flexible 45 tinguin aproximadament la mateixa longitud permet atribuir 'increment
de K, de 30 vegades (AAG = -8.4 kJ-moI'1) del primer respecte del segon a la major rigidesa del
lligand 59.
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Figura 61: Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié de SAv 5.9 uM (bis-subunitats) i HABA 87.7 uM amb
el lligand divalent (59) en tamp¢ fosfats 0.1 M a pH = 7.0 i amb un 0.5 % de DMSO. La linia continua representa
I'ajust de les dades d’acord amb el model d’'unié 1:1 (lligand:bis-subunitat).

4.3.2.2 Lligands divalents semi-rigids amb espaiadors de tipus poliéter

Degut als problemes de solubilitat amb qué ens haviem trobat amb els espaiadors de tipus
alquilic, es va optar per canviar la naturalesa de I'espaiador d’alquilic a poliéter per tal de millorar la
solubilitat dels compostos en el medi aqués. El ligand 63, amb 26 enllagos de separacié entre els
grups carbonil de les cadenes de valeril s’uneix de forma divalent a SAv donat que s’observa un
augment considerable de la constant d’associacio (K, = 1.1x10° M, Figura 62), unes 650 vegades
superior respecte al lligand monovalent de referéncia (41). Tot i que si el comparem amb el lligand 54,
en el qual hi ha el mateix nombre d’enllagos entre els grups carbonil, perd canviant la naturalesa de
I'espaiador, s’obté una disminucié en la constant d’associacié, 100 vegades inferior, quan I'espaiador
és de tipus polieter. Aquesta menor afinitat per I'estreptavidina dels lligands amb espaiadors de tipus
polieter podria ser deguda en part a interaccions menys favorables o desfavorables de I'espaiador,
possiblement deguda al cost energéetic que suposa passar I'espaiador a una conformacié més
adequada per unir-se a SAv.

0,5
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021
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[63)/ [Bis-subunitats]

A

Absorbancia

Figura 62: Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié de SAv 12.3 uM (bis-subunitats) i HABA 88.8 uM
amb el lligand divalent (63) en tampo6 fosfats 0.1 M a pH = 7.0. La linia continua representa I'ajust de les dades

d’acord amb el model d’unié 1:1 (lligand:bis-subunitat).
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Si s'augmenta la longitud de I'espaiador polieter a 32 enllagos entre els grups carbonil de les
cadenes de valeril, com és el cas del lligand 68, s’obté un lleuger augment en el valor de la K, a SAv
(Ka = 3.4x10° M'1) unes 3 vegades superior a la del seu homoleg 63 de cadena més curta, perd
continua sent un valor inferior a I'obtingut amb els lligands amb espaiadors de tipus alquilic (Figura
63). Les molaritats efectives (EM) d’aquests dos lligands amb espaiadors de tipus polieter (0.11 M per
al lligand 63 i 0.34 M per al lligand 68), tot i no ser tant elevades com les dels lligands amb espaiadors
de tipus alquilic (54 i 59), s6n encara prou grans per actuar en la majoria de condicions
experimentals.

0,5
0419
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0,3 1
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0,2 1
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Absorbancia (A.U.
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0,0 2,0 4,0 6,0 8,0
[68]/ [Bis-subunitats]

Figura 63: Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié de SAv 11.6 uM (bis-subunitats) i HABA 87.7 uM
amb el lligand divalent (68) en tampo fosfats 0.1 M a pH = 7.0. La linia continua representa I'ajust de les dades

d’acord amb el model d’unié 1:1 (lligand:bis-subunitat).

Finalment es proposa un augment considerablement gran de la longitud dels espaiadors amb la
sintesi del compost 78, el qual disposa de 56 enllagos senzills entre els carbonils de les dues cadenes
de valeril. Amb aquest compost el que s’aconsegueix és una disminucié del valor de la constant
d’associacié a SAv (K, = 1.9x10* M'1) de 180 vegades respecte al lligand 68 i de 60 vegades respecte
al lligand 63. Aquest fet pot ser degut a quée la longitud dels espaiadors sigui massa gran i
consequentment, una concentracio efectiva (Co¢) menor que la dels altres lligands es tradueix en una
Ka també menor (Figura 64).

La menor molaritat efectiva (EM) del lligand 78 (1.9 mM) comporta que es puguin formar

oligbmers de SAv quan la concentracio de 78 sigui de I'ordre de mM o superior.
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Figura 64: Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié de SAv 11.5 uM (bis-subunitats) i HABA 87.7 uM
amb el lligand divalent (78) en tamp¢ fosfats 0.1 M a pH = 7.0. La linia continua representa I'ajust de les dades

d’acord amb el model d’unié 1:1 (lligand:bis-subunitat).
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Els ajustos de les corbes tedriques amb els valors experimentals van ser raonablement bons

per a la majoria del lligands, tal com es pot veure a les figures anteriors.
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4.3.3 Complexos de lligands divalents semi-rigids amb avidina

Tal com s’ha indicat anteriorment, els compostos 54 i 59 no sén suficientment solubles en
tampo fosfats a pH = 7.0 com per poder determinar la seva K, a Av i SAv, i cal utilitzar un co-
dissolvent. La utilitzacié6 de MeOH com a co-dissolvent es va haver de descartar ja que calia utilitzar-
ne com a minim un 20%, i en aquestes condicions els valors de K, no eren comparables als obtinguts
en abséncia de co-dissolvents. Aixi, per exemple, la K, del complex Av-HABA, que en tamp¢ fosfats
és de 1.7x10° M, en preséncia d’'un 20% de MeOH en el medi, la K, passava a ser de 2.78x10* M.
En canvi, quan s'utilitza DMSO com a co-dissolvent, un 0.5% de DMSO ja és suficient per a dissoldre
completament aquests lligands. En preséncia d’'un 0.5% de DMSO, la K, del complex Av-HABA surt
practicament idéntica a I'obtinguda en abséncia de DMSO, de manera que els valors de K, en

aquests dos medis si que seran comparables (Taula 11).

Lligand dmax. (A)® Ka (M™) AG (KJ mol™) EM (M)
45 27 oorax ]8; PISSEY ovom 0,083
O S 53 1 B
o m NS D o

Taula 11: Valors de K; obtinguts entre alguns lligands divalents amb Av a pH = 7.0.

@ Valoracio espectrofotomeétrica competitiva amb HABA en tampd fosfats.

®) Valoraci6 calorimétrica isotérmica (ITC).

©) Valoracié espectrofotométrica competitiva amb HABA, calculant la K, (s = 2.78 x 10 M, en medi
PBS/MeOH (8/2).

@ valoracio espectrofotométrica competitiva amb HABA en tampé fosfats i un 0.5% de DMSO.

©Les mesures de les distancies entre els grups carbonil de les dues cadenes de valeril dels espaiadors
es van dur a terme mitjangant el programa informatic ChemDraw 3D (Cambridge-Soft Corp., Cambridge,
MA) després de minimitzar I'estructura completament estesa i amb conformacié planar dels compostos

sintetitzats.

4.3.3.1 Lligands divalents semi-rigids amb espaiadors de tipus alquilic

Es van realitzar valoracions de I'Av amb els lligands 54 i 59, obtenint-se els valors de K, de
1.3x10" M7 i 2.5x10" M respectivament, tot i que els ajustos no van ser tant bons com en les
valoracions amb SAv. En el cas de I'estreptavidina, en augmentar la longitud de I'espaiador en quatre
metilens addicionals (pas de 54 a 59) la K, es feia dues vegades més gran. En canvi, en el cas de
I'Av, aquest mateix increment de quatre metilens en la longitud de I'espaiador es tradueix en una

reduccié de la K, a la meitat (Figura 65-68).

96



4. Lligands divalents semi-rigids de tipus poliéter i alquilic
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Figura 65: Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 11.0 uM (bis-subunitats) i HABA 33.1 uM amb
el ligand divalent 54 en tamp¢ fosfats 0.1 M i 20% de MeOH a pH = 7.0. La linia continua representa I'ajust de
les dades d’acord amb el model d’uni6 1:1 (lligand:bis-subunitat).
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Figura 66: Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoraci6 de Av 15.7 uM (bis-subunitats) i HABA 55.7 uM amb
el lligand divalent 54 en tamp¢ fosfats 0.1 M + 0.5% de DMSO a pH = 7.0. La linia continua representa I'ajust de
les dades d’acord amb el model d’unio 1:1 (lligand:bis-subunitat).

Els resultats obtinguts denoten un augment considerable de la K, respecte al lligand
monovalent de referéncia (44) de 680 vegades en el cas del lligand 54 i de 1300 vegades en el cas
del lligand 59. D’altra banda, els valors de molaritat efectiva (EM), de 18 mM per al lligand 54 i de 35
mM per al lligand 59, no sén tant elevats com els que presentaven en la seva complexacié a SAv,
perd indiquen que amb Av també predominara el complex divalent en la majoria de condicions
experimentals. Només a concentracions superiors a la seva EM, aquests lligands conduiran a la
formacio d’oligomers d’Av per complexacio intermolecular.

En el cas de la complexacidé a Av, els lligands semi-rigids 54 i 59 tenen valors de K, del mateix
ordre de magnitud que el lligand conformacionalment flexible (45) que agafem com a referéncia. Es a
dir, que aquest petit augment de rigidesa en el lligand divalent, no es tradueix en un augment
significatiu en la K, a Av (Taula 11).

97



Resultats i discusio

o
[=2}

)

0,4
0,3

0,2

Absorbancia (A.U.

0,1+

0,0

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
[59)/ [Bis-subunitats]

Figura 67: Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 25.4 uM (bis-subunitats) i HABA 44.6 uM amb
el lligand divalent 59 en tamp¢ fosfats 0.1 M i 20% de MeOH a pH = 7.0. La linia continua representa I'ajust de

les dades d’acord amb el model d’unio 1:1 (lligand:bis-subunitat).
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Figura 68: Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 14.2 uM (bis-subunitats) i HABA 55.4 uM amb
el lligand divalent 59 en tamp¢ fosfats 0.1 M + 0.5% de DMSO (s'utilitza per dissoldre el lligand). La linia continua
representa I'ajust de les dades d’acord amb el model d’uni6 1:1 (lligand:bis-subunitat).

4.3.3.2 Lligands divalents semi-rigids amb espaiadors de tipus poliéter

Després dels resultats obtinguts per als lligands amb espaiadors de tipus alquilic es va decidir
estudiar el comportament dels lligands amb espaiadors de tipus poliéter (63, 68 i 78). No obstant aixo,
es va observar que la corba experimental no acabava d’ajustar amb el model tedric que proposa una
unioé divalent entre una molécula de lligand i dues subunitats de proteina. Per aquest motiu només es
pot aconseguir, en algun cas, un valor aproximat de constant d’associacié ajustant els primers punts

de la corba, en els quals es produeix la unié de la primera unitat de lligand a la proteina (Figura 69-
Figura 71).
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Figura 69: Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 57.0 uM (bis-subunitats) i HABA 25.8 uM amb
el ligand divalent 63 en tampo fosfats 0.1 M, pH = 7.0. La linia continua representa l'ajust de les dades als

primers punts de la valoracié d’acord amb el model d’uni6 1:1 (lligand:bis-subunitat).
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Figura 70: Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 57.0 uM (bis-subunitats) i HABA 26.6 uM amb
el lligand divalent 68 en tampo fosfats 0.1 M, pH = 7.0. La linia continua representa I'ajust de les dades als

primers punts de la valoracié d’acord amb el model d’unié 1:1 (lligand:bis-subunitat).
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Figura 71: Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié de Av 21.4 uM (bis-subunitats) i HABA 26.0 uM amb
el lligand divalent 78 en tamp¢ fosfats 0.1 M a pH = 7.0. La linia continua representa l'ajust de les dades als

primers punts de la valoracié d’acord amb el model d’unié 1:1 (lligand:bis-subunitat).

Una diferéncia important entre Av i SAv és que I'Av és una glicoproteina, i aixd fa que en 'Av
es produeixi una unio inespecifica de lligands en major extensié que en la SAv. Per tal de descartar

que aquesta fos la causa de qué no s’ajusti la corba experimental al model tedric, es va realitzar una
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valoracié espectrofotométrica competitiva del compost 68 a Neutravidina (Av on s’ha suprimit la
cadena d’oligosacarid). El resultats obtinguts perd no van diferir apreciablement dels obtinguts amb

Av, és a dir, la corba experimental tampoc s’ajusta al model tedric d’unié divalent (Figura 72).

Absorbancia (A.U.)
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Figura 72: : Canvi de I'absorbancia a 500 nm en la valoracié de NeutrAv 37.9 uM (bis-subunitats) i HABA 31.3
uM amb el lligand divalent 68 en tampo6 fosfats 0.1 M a pH = 7.0. La linia continua representa I'ajust de les

dades als primers punts de la valoracio d’acord amb el model d’unié 1:1 (lligand:bis-subunitat).

S’ha establert que la longitud que hauria de tenir un espaiador que s’unis als carbonils de les
cadenes de valeril de dues biotines en els llocs d’unié adjacents hauria de ser de 25 A per a l'avidina.
Si tenim en compte que en tots els lligands estudiats, els espaiadors tenen una longitud 27-69 A
quan es troben completament estirats, caldria esperar que en tots els casos la llargada del lligand fos
suficient per assolir dos punts d’'unié de la proteina adjacents, és a dir, es produis el complex
intramolecular i s’obtingués un bon ajust entre el model tedric i les dades experimentals. Com que
aquest fet no es produeix, es creu que aquests resultats podrien indicar dues coses:

a) La formacio d’oligdmers.

b) L'existéncia d’efectes cooperatius, és a dir, que la unié de la primera molécula de lligand a
una subunitat d’Av modifiqués I'afinitat de la segona bis-subunitat d’Av per la segona molécula de

lligand.

S’ha intentat detectar la formacié d’oligobmers en la complexacié d’Av amb els lligands 63, 68 i
78 mitjangant cromatografia d’exclusié molecular, perd tal com s’exposara a continuacio, no es van
trobar indicis de la formacié d’oligdbmers mitjangant aquesta técnica.

També es van realitzar estudis d’espectrometria de masses (ESI-TOF) d’alguns dels lligands
sintetitzats units a Av, perd en aquests estudis tampoc es van obtenir proves de qué aquests lligands
provoquessin I'oligomeritzacio d’Av.

Tots aquests resultats negatius apunten cap a la possible existéncia d’efectes cooperatius en la
complexacié dels lligands 63, 68 i 78 a Av. En les figures 69-72 s’observa que, ajustant la corba
teodrica als primers punts de la valoracid, quan deixen d’ajustar-se les dues corbes sempre queda la
corba teorica per sota dels resultats experimentals. Aix0 indicaria que la unié de la primera molécula

de lligand dificulta la complexacié de la segona molécula de lligand (efecte cooperatiu negatiu).

' Les mesures de les distancies entre els grups carbonil de les dues cadenes de valeril es van dur a terme
mitjangant el programa informatic ChemDraw 3D (Cambridge-Soft Corp., Cambridge, MA) després de minimitzar
I'estructura completament estesa i amb conformacioé planar dels compostos sintetitzats.
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En resum, de tots els lligands divalents semi-rigids descrits en aquest treball, el compost 54 és
el que presenta una major K, a SAv, essent aquesta quasi dos ordres de magnitud superior a la del
lligand divalent no rigid de referéncia (45). En canvi, en la complexacié a Av el lligand divalent semi-
rigid amb major K, és el compost 59, perd aquest valor de K, és del mateix ordre de magnitud que el

del lligand divalent no rigid de referéncia (45).
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4.4 Estudi de I’associacié lligand-proteina mitjangant GPC

La cromatografia d’exclusié molecular s’ha utilitzat en mudltiples ocasions per a estudiar
I'associacio entre lligands i proteines. Un dels sistemes estudiats mitjangant aquesta técnica ha estat
el complex Av-BT i SAv-BT, aixi com alguns derivats biotinilats.*®%*

La formacié de complexos intermoleculars entre lligands divalents i Av conduiria a la formacié
d’oligbmers que, si fossin prou estables, es podrien detectar per GPC (Figura 73). Aixi doncs, s’han
analitzat els complexos dels lligands 54, 59, 63, 68 i 78 amb Av per GPC a diferents relacions molars
(Superosa 12 HR 10/30 pre-compactada, Pharmacia LKB Biotechnology), perd en tots els casos s’ha
obtingut un cromatograma practicament idéntic al de I'Av pura. Es a dir, els pics obtinguts
corresponen al complex Av-lligand, perd en cap cas s’ha observat la preséncia significativa d’agregats

o oligbmers de pes molecular superior (Taula 12).

n Lligand divalent Tetramer

A) Formacié d’un complex divalent intramolecular

C) Formacié d’un complex intermolecular (oligomers ramificats)

Figura 73: Uni6 multivalent (A) vs. intermolecular (B, C).*
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Mostra [L] (uM) [L]1/[S] tr (min) Area (%)
SR 14 B
“om o R &

37.7 (0) 2.6
o - R
» me e W
37.5(0) 2.7
S 11
37.7 (0) 5.9
= m e Wl W
37.7 (0) 3.6
= o w W&
38.1(0) 4.7
A
38.1 (0) 1.9
S S
37.5(0) 8.0
T m e WG W
37.5(0) 3.2
S T

Taula 12: Dades obtingudes a partir dels cromatogrames mesurats per GPC entre Av ([bis-subunitats] = 26 uM) i
els lligands divalents. [L] representa la concentracié del lligand divalent, [S] representa la concentracié de bis-
subunitats d’Av, tr representa el temps de retencid. (O) representa I'octamer d’Av i (T) representa el tetramer
d’Av.
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4.5 Estudis de I’associacié lligand-proteina per ESI-TOF

L’espectrometria de masses ha resultat ser una técnica molt Gtil en els ultims anys per a
estudiar interaccions no-covalents de diversos tipus. En concret, la técnica d’electrosprai proporciona
unes condicions d’ionitzacié de la mostra molt suaus que permeten conservar l'estructura dels
complexos formats, la qual cosa permet que en principi puguin ser analitzats i detectats, i d’aquesta
manera es puguin estudiar les possibles associacions que es produeixen entre lligands i prote'l'nes.ss'
8 Mitjangant aquesta técnica s’han detectat complexos proteics no-covalents, i les seves interaccions
amb DNA, RNA, lligands i cofactors.®**® Una altra técnica que va ser ampliament utilitzada en els
inicis per estudis d’aquest tipus ha estat el MALDI.**%

En els ultims anys I'espectrometria ha esdevingut una técnica cada cop més acceptada dins el
camp de la protedmica, ja que ens permet obtenir informacié de la massa molecular de les proteines i
de la seva estructura primaria. A més a més s’esta utilitzant com a eina per estudiar la formacié de

86,87

complexos amb proteines. L’'observaci6 d’estructures no-covalents després de la ionitzacio per

MS-ESI suporta la teoria que aquests complexos resisteixen el procés d’ionitzacio.

4.5.1 Instrumentacié i modes de treball

Un espectrometre de masses consisteix en una font que genera ions en fase gas, un
analitzador de masses que mesura la relacid6 m/z dels analits ionitzats, i un detector que registra el
nombre d’ions a cada valor de m/z.

La font d'ions pot ser de diferents tipus, en aquests casos basicament es parla de ESI,
ionitzacid per electroesprai a pressié atmosférica. Sol ser la més utilitzada per a estudiar interaccions
no-covalents ja que s’aconsegueix una ionitzacié suau respectant la composicié de la mostra a
analitzar. Aquesta ionitzaci6 es produeix a través del camp eléctric aplicat a 'extrem del capil-lar (1-4
kV), fet que carrega positivament o negativament (segons el mode de treball) la dissolucié a analitzar.
L’evaporacié del dissolvent fa que les gotes formades es trenquin i siguin cada cop més petites,
creant una major repulsié couldmbica entre les carregues que conté la gota. Aquestes carregues son
la base dels ions carregats en fase gas. Aquesta ionitzacio a pressio atmosféerica no sol produir la

fragmentacio del compost a analitzar.

L’analitzador varia en funcié de 'aparell utilitzat. Els més coneguts son:

a) “Single quadrupol’, és un analitzador que consisteix en un sol quadrupol a través del qual
avancen els ions carregats. El quadrupol el formen 4 cilindres carregats positivament i negativament
dos a dos i que canvien la seva polaritat constantment per tal de generar un camp eléctric a través del
qual avancen els ions carregats. Aquest pot anar acompanyat d’un hexapol que té la mateixa funcio
pero consisteix en 6 cilindres carregats enlloc de 4.

b)  “Triple quadrupol”, és un analitzador format per dos quadrupols col-locats en série i enmig
dels quals es disposa una cambra de collisié on s’aplica un potencial i un gas, normalment argo, que
provoquen la fragmentacié del i6 precursor generant d’aquesta manera ions fills que corresponen a
fragments de la molécula. Aquesta técnica proporciona una informacié més complerta del compost

que es vol estudiar.
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c)  “lon-Trap”, és un analitzador format per un quadrupol, a la sortida del qual s’acobla una
trampa idnica on entra I'ié d’interés. En la trampa ionica s’aplica un potencial i un gas transportador,
heli, que provoca la fragmentacié del precursor en ions fills, els quals a la vegada es poden tornar a
fragmentar i d’aquesta manera obtenir-se una informacié més completa del precursor inicial.

d)  “ESI-TOF’, és un analitzador format per un quadrupol, hexapol 0 ambdds a la sortida del
qual s’acobla un tub analitzador TOF (“time of flight”), en el qual viatgen els ions en funcié de la seva
relaci6 m/z. Aquesta técnica ha esdevingut revolucionaria en el camp d'analisi i deteccido de
complexos biomacromoleculars, ja que acobla I'analisi en continu del quadrupol que fa de filtre amb la
deteccid per polsos de I'analitzador ortogonal TOF. Aquests analitzadors permeten treballar amb un
rang de m/z i sensibilitat molt més elevats (aprox. 10000), mentre que la resta no solen passar de
3000-4000 unitats m/z. Solen ser els equips utilitzats per a compostos amb pesos moleculars elevats,
com son algunes proteines. Aquest tipus d’aparell va ser 'emprat per a realitzar les nostres mesures
de formacio del complex lligand-Av (veure part experimental).

El detector sol ser un fotodiode que transforma la senyal rebuda en fotons excitats, els quals es
desexciten generant electrons que es transformen per donar una mesura d’intensitat.

En l'electroesprai (ESI), els liquids en forma d’esprai es sotmeten a camps eléctrics elevats
formant gotes petites i molt carregades. La técnica ESI requereix que la mostra no contingui sals no-
volatils ni detergents per tal d’'obtenir el maxim de sensibilitat possible i no embrutar I'aparell. També
requereix una optimitzacié exhaustiva dels parametres experimentals de I'aparell, del compost o
sistema que es vol estudiar ja que els resultats i les condicions Optimes canviaran en funcié del
compost. La miniaturitzacié de la técnica d’electrosprai (nano-electroesprai) utilitzant capil-lars més
estrets, ha permés la formacié de gotetes més petites degut a la reduccié del flux i com a
consequéncia un augment de la sensibilitat de la técnica.

En el cas de proteines se solen utilitzar tampons volatils tipus acetat d’amoni, formiat d’amoni,
etc. per tal d’afavorir la formacié d’espécies carregades. S’ha comprovat que la formacié d’espécies
carregades positives es troba més afavorida que la formacié d’espécies carregades negatives. La
carrega calculada es pot preveure pel limit d’estabilitat de fissi® Couldmbic de les gotes d’aigua
(Rayleigh, 1882), amb una grandaria equivalent a la proteina o al complex amb la proteina. La

carrega prevista ve donada per (Equacié 17):

7 87
) ey ye,R®

Equacié 17
On:

¥ és la tensio6 superficial de la gota d’aigua

&o €s la permitivitat eléctrica del buit

e és la carrega elemental

R és el radi de la gota
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Assumint que el radi de la proteina és directament proporcional al pes molecular i que la
densitat d’'una proteina és similar a la de I'aigua, es pot derivar una equacié més simple que ens dona

una idea de la carrega del pic més intens (Equacio 18):

Z. =0.078/M

Equacié 18
On:

M és la massa del complex en Dalton

En el nostre cas es va utilitzar 'espectrometria de masses per veure si es detectava la formacié
dels complexos intramoleculars o bé intermoleculars a través de la técnica ESI-TOF. Aquesta técnica
ens va permetre fer un analisi qualitatiu de la formacié de complexos, pero en cap cas es va poder fer
I'analisi quantitatiu ja que els resultats obtinguts mostraven un desplagament lleuger de les bandes de
la proteina degudes a 'augment de pes molecular per la formacié del complex, perd no es podia fer la
deconvolucié d'aquestes bandes per saber la proporcié de complex i proteina lliure.

Es van realitzar mesures a diferents relacions lligand/proteina, tal com es resumeix a la Taula

13..
Espécies detectades
Mostra R=[L]/[S]
Tetramer (T) Octamer (O)
Av - T (0]
1:Av 0.78 T+2L; T+3L O +6L
5:Av 0.9 T+3L O +6L
41:Av 3.126 ;
0.84 T+LT+2L O+2L;0+4L
63:Av 1.68 T+2L O+4L
3.23 No s’ionitza
0.46 T+L O+2L
1 T+2L O+4L
68:Av 165 T+2L 0 +4L
3.26 No s’ionitza
10.7 No s’ionitza

Taula 13: Mesures realitzades per ESI-TOF per estudiar les interaccions no-covalents lligand/proteina. Avidina
54 uM (en subunitats) en tampd acetat amonic 10 mM a pH = 7.0. [L] = lligand, [S] = 54 uM (subunitats d’avidina),

D =dimer, T = tetramer, O = octamer
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De les mesures realitzades es poden extreure varies conclusions, d’'una banda, s’observa que
la proteina avidina s’obté majoritariament en forma de tetramer, perd també s’observa formacio
d’'octamer (dimer de tetramer). S’han realitzat estudis a diferents pH i s’ha vist que la proporcié de
monomer (M), dimer (D), tetramer (T) i octamer (O) pot variar molt en funcio del pH.* Per aquest
motiu es van realitzar les mesures a pH = 7.0 ja que eren les condicions en que s’havien realitzat les
valoracions espectrométriques, tot i que es va canviar el tampé fosfats per acetat d’'amoni ja que es
requereix un tampo volatil per treballar en MS-ESI.

Altres factors importants pel que fa a I'observacié de I'estructura quaternaria de les proteines
mitjancant interaccions no-covalents sén la temperatura de la sonda i el voltatge aplica’(.97 Per aixo
fem varies mesures amb la proteina sola fins a trobar les condicions de treball optimes. L’'augment del
voltatge acostuma a afavorir el trencament de I'estructura quaternaria de la proteina degut al
trencament d’interaccions no-covalents. En el cas del sistema Av-BT, es pot observar trencament de
I'estructura quaternaria, pero sense dissociacio de la molécula de BT del seu lloc d’unié. Aquest fet és
una evidéncia més de la gran constant d’associacié amb la qual interacciona aquest sistema.

El valor de la constant de dissociacié (Kp) entre el lligand i la proteina és important per a
preveure els resultats obtinguts. Si el valor de Kp és més petit que la concentracié de proteina,
aleshores pot haver-hi unié a una concentracid de lligand del mateix ordre que la de proteina. En
canvi, si el valor de Kp és superior a la concentracid de proteina, aleshores es necessitaran
concentracions de lligand considerablement superiors a la de proteina per a completar la unié de tots
el llocs. Per tant, els resultats dels estudis d'uni6 lligand-proteina estan clarament relacionats amb la
Ko.? El problema el podem trobar en aquelles parelles lligand-proteina que tinguin una Kp bastant
elevada, ja que aixd ens obligara a treballar a concentracions de lligand forga elevades, la qual cosa
pot causar supressié de la ionitzacio de la proteina i dels seus complexos, fent que aquests tipus de
sistemes no es puguin estudiar a través d’aquesta técnica.

Quan s’analitzen dissolucions de biotina-Av, es detecta el complex T+3L que caldria esperar a
partir de la relacié R de la mostra, degut a qué la forga d’unié és tant elevada que la formacié del
complex és practicament irreversible. Amb el lligand monovalent 5 encara s’obté un resultat similar al
de la biotina, tot i que la seva K, a Av és bastant inferior (K, = 5.3x10° M™"). En canvi amb el lligand
monovalent 41, el qual fem servir com a referéncia respecte als lligands divalents ja que també té un
espaiador de tipus poliéter, no es detecta el complex amb Av. Aix0 pot ser degut a qué la seva K, a
Av no és tant elevada (K, = 1.7x10° M'1). Al ser la Kp d’'aquest sistema més elevada que la
concentracié de proteina, es requeriria una concentracié de lligand 41 superior, perd aixd va en contra
de la bona ionitzacié del complex format ja que si hi ha una elevada concentracié de lligand, es
produeix supressié de la ionitzacio.

En el cas dels lligands divalents 63 i 68, aquests s’uneixen a Av amb una constant d’associacio
prou elevada com per poder observar-ne els complexes per ESI-TOF. El fet de detectar el complex
T+2L i no detectar el T+3L o T+4L semblaria indicar que la unié entre els lligands 63 i 68 i 'avidina en
aquest rang de concentracions, és principalment intramolecular, és a dir, en forma de complex
divalent. Cal tenir en compte que les mesures s’han de realitzar amb dissolucions de concentracions
similars tant de lligand com de proteina, ja que sind s’observa supressio de la ionitzaciod, és a dir, si hi

ha un excés de lligand, aquest és I'linic que s’ionitza i no permet la correcta ionitzacié de la proteina.
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Els resultats obtinguts mitjangant aquesta técnica ratifiquen que els lligands 63 i 68 es
comporten com a lligands divalents i que interaccionen amb I'Av de forma intramolecular i augmentant

d’aquesta manera la constant d’unié entre ells respecte al lligand monovalent de referéncia 41.
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4.6 Lligands divalents semi-rigids de tipus acetilénic

Per tal d’optimitzar la longitud i la rigidesa dels lligands divalents es va pensar en I'augment de
la rigidesa dels espaiadors que els formen per tal de disminuir encara més la llibertat conformacional i
augmentar la K, a Av i SAv.

El sistema rigid escollit consistia en un anell aromatic central amb espaiadors mono- o
diacetilénics units a un altre espaiador més flexible enllagat al lligand monovalent 5.

Es van seguir diverses aproximacions per a la construccié del sistema rigid.

La utilitzacié d’acetilens com a grup funcional per aportar rigidesa a I'estructura del lligand ens

porta a explorar la quimica del acetilens.

4.6.1 Introduccié. La reaccio de Cadiot-Chodkiewicz i métodes relacionats.

La reaccié de Glaser i métodes relacionats, donen normalment resultats poc satisfactoris per a
acoblaments no-simétrics ja que es produeix simultaniament la formacié de productes simetrics. La
solucio per a aquest problema, la van plantejar Chodkiewicz i Cadiot® i consisteix en la condensacid
entre un alqui terminal amb un 1-bromoacetilé en la preséncia d’'una sal de coure (l) i una amina
adequada. La influéncia de diversos factors com ara la naturalesa de la base i I'acetile, el dissolvent,
el temps i la temperatura de la reaccié han estat investigats amb gran detall. Aquest métode ha estat
aplicat a la sintesi de nombrosos 1,3-butadiins alifatics i aromatics i tolera una gran quantitat de grups
funcionals, incloent-hi alcohols i poliols, epoxids, amines, acetals, carboxilats, ésters carboxilics i

amides, disulfurs, grups protectors silil-acetilénic, i fins i tot radicals nitroxil.

1) CuCl, NH,OH-HCI,
EtNH,, MeOH, N,

R———H — R———=——R + R—F——=—0-R
2)Br—=—R', MeOH heteroacoblament homoacoblament
(producte principal) (producte secundari)

Esquema 38: Condicions d’acoblament de Cadiot-Chodkiewicz

Els 1,3-butadiins aromatics s’obtenen generalment amb rendiments més elevats que els

alifatics. %1%

Els alquins terminals de I'’heteroacoblament sén particularment Utils si contenen
funcions hidrofiliques com el grup hidroxil, amino o carboxilat. Els alquins conjugats com el 1,3-butadii
també experimenten reaccions de Cadiot-Chodkiewicz amb haloalquins, la qual cosa és de gran
utilitat en la sintesi de compostos poliacetilénics. Apart dels bromoalquins, els iodo derivats també
han estat utilitzats en menor frequiéncia, mentre que els cloroacetilens tenen poca importancia degut a
la seva poca reactivitat. Les formes dels 1-iodoalquins son fortament oxidants enfront als ions de
coure (l) i normalment afavoreixen 'homoacoblament. Aquest homoacoblament també s’observa
freqientment amb bromoalquins i es considera que es produeix a través d’'un intercanvi metall-
halogen, i pot ser aplicat a la sintesi de poliacetilens simétrics. ™’

Aixi, en abséncia dun alqui terminal, els 1-bromoalquins experimenten la reaccio

d’homoacoblament catalitzada per coure (l) per donar el corresponent diacetilé simétric.
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R———=Br + 3 Cu* R———~Cu
-Br -2Cu”* l

R—=—=—=—=—R + Cu' + Br

Esquema 39

En les reaccions de Cadiot-Chodkiewicz, la reaccié secundaria d’homoacoblament es pot
minimitzar emprant una amina apropiada i amb I's de concentracions baixes de coure (l) i de 1-
bromoalqui (addicié lenta del bromoalqui a la barreja de reaccio).

Posteriorment han aparegut un gran nombre de variacions complementaries. Al 1996, Alami i
Ferri van publicar I'eficiencia de la reaccié d’heteroacoblament entre 1-haloalquins i alquins terminals
amb catalisi de iodur de coure (1) i pirrolidina.'®?

Analogament al protocol de Cadiot-Chodkiewicz, ells van observar la baixa reactivitat dels cloro
derivats, mentre que els corresponents iodurs donaven bons rendiments. La reactivitat dels
bromoalquins pot ser augmentada per l'addicié de [PdCI,(PPh3),] com a co-catalitzador. L’Us de

pirrolidina com a amina i dissolvent, déna millors rendiments i temps de reaccié.

10 %mol Cul

pirrolidina, 20°C
61-98%
X=1,Br

R = CGH5, 05H11, C5H11CH(OH)

R' = CH,OH, (CH,),0H, (CH,)4OH, (CH,)5Cl, (CH,),COOMe, CgHs, CsH,1, CH,NMe,

Esquema 40

4.6.2 Us de co-catalitzadors

Sén coneguts els heteroacoblaments acetilénics utilitzant catalisi de palladi. L'is de 1-
haloalquins en reaccions catalitzades per pal-ladi el van establir Suzuki i col-laboradors. Al 1991,
Wityak i Chan van realitzar un acoblament en condicions suaus i eficients entre un 1-iodoalqui i un
alqui terminal utilitzant pal-ladi i coure com a catalitzadors. Els rendiments van ser entre bons i
excellents, sense que es detectés quantitats apreciables de productes d’homoacoblament, inclos
quan 'oxigen no era rigorosament exclos.

[PACI(PPhs),]
Cul, iPro,NH

R—H + |——R R——=— R
THF, ta.

Esquema 41
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R R’ Rendiment (%)
Ph HOCH; 79
C7H1s HOCH; 73
HOCH; Ph 54
MesSi Ph 91

Taula 14: Condicions d’acoblament de Cadiot-Chodkiewicz en preséncia de co-catalitzador.

4.6.3 Heteroacoblaments no-oxidatius

Sorprenentment hi ha pocs estudis mecanistics de I'heteroacoblament d’alquins i haloalquins
catalitzat per pal-ladi. Aixd pot ser degut a la gran velocitat de reaccié observada entre els comuns
bromoalquins, la qual cosa fa que siguin dificils d’investigar per métodes de cinética classics. Encara
que s’ha fet estudis utilitzant cloroalquins que sén menys reactius.””’ S’ha assumit que l'acoblament

progressa a través d’acetilurs de coure que son formats a través del mateix mecanisme que en un

acoblament oxidatiu.'®*'%*
R———H R— + H*
R——© + Cu?* R—= + cu*
2 R—= R———=——R

Esquema 42: Mecanisme d’acoblament oxidatiu proposat per Klebansky i col-laboradors.

La seglent addicié oxidativa a I'halur d’alquinil per a generar un intermedi de coure (lll) ha estat
proposada. El fet que s’hagin observat acoblaments similars per halurs d’alquiniimagnesi, els quals no
poden assolir estats amb graus d’oxidacid més elevats, suggereix que I'addicié nucleofilica pot ser

una alternativa viable.'®

X

R—Cu + X—R2 R'—=-cCu
N\
CuX + RI———=—R?

Esquema 43: Mecanisme d’acoblament no-oxidatiu. '’

El mecanisme de I'heteroacoblament catalitzat per pal-ladi va ser examinat per Bugamin i
col-laboradors i més recentment per Cai i Vasella en conjuncié amb el desenvolupament d’una sintesi
binomial d’oligosacarids acetilenics.'®'”” Estudis de RMN-H' i RMN-P*' han revelat que els
haloalquins progressen a través de I'addicio oxidativa a Pd (0) via el complex de pal-ladi | (Esquema
44). L’acceleracié dramatica de | cap a lll pels ions de coure (l), va suggerir com a intermedi el
complex bimetal-lic Il. La formacié del complex dialquinilpal-ladi V podia procedir de la transmetal-lacié

de I'acetilur de coure (1), del qual no hi havia evidéncia en els estudis de RMN, o via el complex IV.
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RI——=-R? L L
\ PdOL. aS— -
/\ 2 X Rz/\
R1 |
o/ | RZ
\
Pd L Il
SN L. X.
R2 \ A — > —Pd—
/ Vb N jT L—Pd—X
ll v X R? L
It I
L—Pd—L R \
I\ L A o I
R! NV LX L |
Ve XX g Cd R>—=—Pd—X
Va oo / X L [CuXLg] L
T < R2 lla [CuXLs] “ llla
13 RsN, H—=—R'
X pa-=—R? - X X *F x_ LK
5<—|f/ pg” CU =——— Pd CY
Cu / ) / 7L
X D, Tt EA\Y
(*H A
RN IV R2 R?
b liib

Esquema 44: Mecanisme proposat per Cai i Vasella per al heteroacoblament d’alquins amb 1-haloalquins

catalitzat per pal-ladi."®

Amatore i col-laboradors van proposar un mecanisme alternatiu, el qual involucrava la

transmetal-laci6 de dues espécies d’alquinilpal-ladi, per donar lloc a la formacié del complex de

dialquinilpal-ladi V en el cicle catalitic (Esquema 45).'%

R1

X X Et;N |\|
RI— ||:d—|_ + RZ—== Fl’d—l_ - . |_—||3d ——R2 + EKNH'X

L L L

Esquema 45: Mecanisme de transmetal-lacié proposat per Amatore i col-laboradors per a la formacié de

complexos dialquinilpal-ladi a través de I'heteroacoblament d’alquins i 1-haloalquins catalitzat per pal-ladi.’®

Després de tot, és obvi que encara queda molt per acabar d’entendre completament el

mecanisme dels processos d’acoblament d’alquins.
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4.7 Reacci6 de Sonogashira

La sintesi de lligands amb espaiadors de tipus acetilénic ens porta a introduir 'acoblament de

Sonogashira com a reaccio clau en la formacié de compostos acetilénics aromatics.

4.7.1 Introduccio

Els grups de Cassar'® i Heck'®®'"°

van demostrar independentment que els halurs d’aril i de
vinil s’acoblaven a acetilens terminals utilitzant un complex de pal-ladi. Més tard, Sonogashira i
Hagihara van trobar que la reaccié funcionava sota condicions més suaus utilitzant Cul com a co-
catalitzador amb una amina com a solvent/reactiu (Esquema 46)."""""*> Aquest procediment s'utilitza
habitualment com a metode d’acoblament d’alquins degut a la simplicitat de la preparacié dels

materials de partida, les condicions suaus, i la facilitat de tolerar gran varietat de grups funcionals.

4.7.2 Mecanisme

El mecanisme tradicionalment acceptat per a la reaccié de Sonogashira és similar al que van

proposar inicialment Sonogashira i Hagihara'™"" (

Esquema 46).

Els catalitzadors classics més utilitzats sén [Pd(PPh;),Cl,] i [Pd(PPh3)4]. La forma activa del
complex és subjecte de debat, perd es creu que esta coordinadament insaturat amb 14 electrons
[PdL,] (V). En el cicle catalitic, el [Pd(PPhs),] s’ha proposat que es formi per dissociacié de dos
lligands PPh; del compost [Pd(PPh3),]. Altrament, la generacié de VI de Pd (ll) es podria produir via
transmetal-lacié de I'alquinur de coure, el qual es genera per reaccié d’'una base amb Cul, seguit
d’eliminacio reductiva de I'espécie dialquinil-Pd (lI) VII per a donar VI i el diacetilé VIIl. Aquest
compost VIII, el qual es forma per reduccié del complex de Pd (Il), és un producte secundari habitual
en la reacciéo de Sonogashira, i de vegades pot arribar a ser el producte majoritari. Tot i que la
dimeritzacio es detecta fins i tot quan s’utilitza Pd (0), aquesta pot ser minimitzada purgant I'oxigen
dels dissolvents i fent la reacci6 sota atmosfera inert.

Després de la formacié de catalitzador actiu de Pd (0) VI, es produeix I'addicié oxidativa de
I'halur d’aril o vinil donant el complex de Pd (Il) IX. Aquest pas és critic per al procés catalitic i s’han
dissenyat molts catalitzadors nous per tal de millorar-lo. Seguidament es produeix la transmetal-lacié
amb l'acetilur de Cu donant X, i finalment I'eliminacié reductiva déna el producte d’acoblament aixi

com el catalitzador actiu regenerat.
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. Cl
Pdl
e
amina-HX amina
al —cuo—=-R \_/\ H——R
CUCl"/ CuX
R
A
/Pd” Vil a. transmetal-lacié
[ \% b. eliminacié reductiva

c. addicié oxidativa

b = =
Vil
c L. X
PdlIX
-2PPh3\ PdL, L R
YR, Cu———R
[Pd°(PPh3),] a
b R
L % CuX
N 1]
R—=-R R
X
Esquema 46

Hi ha estudis recents que suggereixen un mecanisme més complex que involucra espeécies
anioniques de Pd pentacoordinades (Esquema 47).""*"""

Amatore i Jutand han establert recentment que els halurs de ArX i els precursors de Pd (0)
poden jugar un paper crucial en el cicle catalitic i que el principal complex intermedi de Pd (0) podria
ser I'espécie anionica [(PdL,X)] (X1).""*""" Aquesta espécie activa de Pd es formaria per reduccié de
PdL,Cl, amb la transmetal-lacié/eliminacié reductiva seguida de l'associaci6 amb un ié clorur. Si
partim de PdL,4, el compost Xl es formaria per dissociacié de dos lligands de fosfina, seguida de
I'associacié de X de R’X generat després d’un cicle catalitic complert (Esquema 47) o del Cul present
en solucié. L’addicié oxidativa d’'un halur de vinil o d’aril dona I'espécie pentacoordinada de Pd (II) XIl,
la qual es coordina rapidament amb el dissolvent neutre (S) formant I'espécie R’PdXSL, XIll. L’addicié
de I'acetilur de coure a aquesta espécie, completa el procés de transmetal-lacié i déna el complex
anionic XIV en el qual hi ha R’ i I'acetile en bona posicié per I'eliminacié reductiva generant el
producte d’acoblament i regenerant el complex actiu de Pd XI.

Hi ha moltes variables que afecten a I'eficiéncia del cicle catalitic, com ara els lligands, la base,
la sal de coure, el dissolvent, els additius i les caracteristiques electroniques i estériques de I'electrofil
organic i l'alqui. Els organohalurs electro-deficients donen millors resultats d’heteroacoblament,

118119 a reactivitat general de les espécies sp” és iodur de

mentre que amb I'alqui succeeix el contrari.
vinil = triflat de vinil > bromur de vinil > clorur de vinil > iodur d’aril > triflat d’aril = bromur d’aril >>
clorur d’aril. Els iodurs d’aril son els més utilitzats i solen reaccionar a temperatura ambient.

Ultimament s'utilitzen bromurs d’aril per a I'heteroacoblament a temperatures superiors a 80°C.
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PdOL,X, PdoL,

reduccio dissociaci6 / iniciacio
R'X

©
@ IT 4
L xl R—Pd"
R—Pd! LX
X|Lv\\ Xl
R s
a
a L
Lt
s R—pal
L S X
Xil

R a. transmetal-lacio
Cu——= b. eliminacio reductiva
c. addici6 oxidativa

Esquema 47

4.7.3 Catalitzadors de Sonogashira

La majoria d’heteroacoblaments es duen a terme amb els catalitzadors estandard
[Pd(PPh;).Cl,] o [Pd(PPhs)4]. El catalitzador [Pd(PPh3)4] déna millors resultats en alguns casos, perd
presenta l'inconvenient que descomposa molt facilment al exposar-se a l'aire i a temperatures
superiors a 0°C. Un altre avantatge és que s’evita I'etapa d’eliminacié reductiva del [Pd(PPh;),Cl,] per
formar el compost VI, per tant es forma molt poc o gens de dimer VIl (Esquema 46). En canvi, el
[Pd(PPh3).Cl,] té I'avantatge de ser estable a l'aire i a la temperatura i és més economic que el

[Pd(PPhs3),], encara que es produira almenys un equivalent de VIIl.

4.7.4 Amines

La preséncia d’'una base de tipus amina és un altre element crucial en la reaccié de
Sonogashira. La Et;N, Et;NH i iProNH sén les amines més utilitzades. Bases més fortes com ara
piperidina i pirrolidina també s’han utilitzat i freqientment donen bons resultats. Linstrumelle ha
publicat que les bases més fortes incrementen el rendiment i el grau de reaccié quan no s’utilitza Cul

120

com a co-catalitzador. “~ Altres estudis descriuen un decreixement del grau de reaccié amb BuNH; >

Et;N > iPr,NH > Et,NH > K,CO3; per a I'heteroacoblament del trimetilsililacetilé amb iodopiridona.121

4.7.5 Dissolvents i additius

En el protocol original de Sonogashira, 'amina funciona com a base i com a dissolvent. Estudis
posteriors van descriure millors rendiments utilitzant una barreja d’amina i un altre dissolvent,

normalment THF. Alguns autors han trobat que, emprant THF com a co-dissolvent, no és necessari
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desgasar el dissolvent si 'addicié de I'alqui es fa lentament, ja que el producte VIII es forma amb un
rendiment molt baix. Altres dissolvents comuns sén: DMF, NMP, benze i tolué. No hi ha una evidéncia
clara de perqué milloren els rendiments d’aquestes reaccions, potser senzillament un increment en la
solubilitat dels catalitzadors, reactius i productes.

S’ha descrit que alguns additius com ara sals d’amoni i de plata, TBAF o TBAOH, milloren el

rendiment i la velocitat de la reaccié.'*

4.7.6 Utilitzacio de microones en sintesi organica

Les reaccions de catalisi homogénia de metalls de transicié sén unes de les reaccions més

estudiades per MAOS (microwave assisted organic synthesis).'*

La formacié de l'enllag C-C i C-X
catalitzat per metalls de transici6 normalment requereix d’hores i dies sota escalfament a reflux i
freqientment sota atmosfera inert. L'Us de catalisi amb metalls juntament amb les microones poden
tenir avantatges significatius respecte els métodes d’escalfament convencionals, ja que la inversio del
gradient de temperatura sota les condicions de microones, pot fer incrementar el temps de vida del
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Figura 74: Gradients de temperatura invertits en un microones i en un esclafament en bany d’oli. Després d'un
minut d’irradiacié amb microones (esquerra) i tractament en un bany d’oli (dreta). En la irradiacié per microones
es produeix I'escalfament de tot el volum simultaniament, mentre que en el bany d'oli, la mescla de reaccié en

contacte amb les parets s’escalfa primer.

En els ultims anys 'escalfament i les reaccions conduides per microones han adquirit un gran
interés en la comunitat cientifica.'”® Aquest interés és degut a qué I'escalfament per microones és
capag no solament de reduir el temps de reaccié d’hores a minuts, siné també de reduir les reaccions
secundaries incrementant el rendiment i millorant la reproducibilitat.

La irradiacié6 amb microones produeix un escalfament de tot el medi de reaccié més eficient,
rapid i simultani que el meétode tradicional d’escalfament amb una font de calor. En I'escalfament amb
una font de calor, la temperatura del recipient és superior a la del medi de reaccid, mentre que en

I'escalfament induit per microones es produeix una inversié del gradient de temperatura.
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Els reactors han d’estar fets de materials transparents a les microones, com ara vidre

borosilicat, quars o teflé.

4.7.6.1 Fonaments de la técnica

La radiacié de microones és una radiacio electromagnética amb un rang de freqiiéncia de 0.3 a
300 GHz. No obstant aix0, tots els aparells de microones domeéstics i els reactors per a sintesi tenen
una frequéncia de 2.45 GHz per tal d’evitar les interferencies amb els aparells de telefonia mobil.
L’energia d’'un fotd6 de microones en aquest rang de frequéncies és massa baixa (0.0016 eV) per a
trencar enllagos quimics i també és més baixa que I'energia del moviment Brownia. Per tant, esta clar
que les microones no poden induir reaccions quimiques.'?*'%®

La utilitzacié de microones en sintesi es basa en l'eficiéncia d’escalfar els materials mitjangant
efectes d’escalfament dielectric per microones. Aquest fenomen depén de I'habilitat d’'un material
especific (dissolvent o reactiu) d’absorbir I'energia del microones i convertir-la en calor. La component

eléctrica'® "

del camp electromagnétic és la que provoca I'escalfament, principalment a través de
dos mecanismes: polaritzacioé dipolar i conduccio ionica.

La irradiacioé d’'una mostra a la frequieéncia de microones fa que els dipols o ions s’alinein amb el
camp eléctric. A mesura que el camp aplicat oscil-la, els dipols o ions intenten realinear-se amb el
camp eléctric i, en el procés, s’allibera energia en forma de calor a través de la friccio molecular i la
pérdua dieléctrica. La quantitat de calor generada en aquest procés esta directament relacionada amb
I'habilitat de les molécules de la matriu per alinear-se elles mateixes amb la freqliencia de camp
aplicat. Si el dipol no té suficient temps per realinear-se, o bé es reorienta massa rapid amb el camp
eléctric aplicat, no es despren calor. La frequéncia de 2.45 GHz atribuida als aparells comercials,
recau precisament entre aquests dos extrems i dona temps als dipols moleculars a alinear-se seguint
les oscil-lacions del camp eléctric.

La capacitat d’'una substancia especifica per a convertir energia electromagnética en calor a
una freqliiéncia i temperatura donades depén de les seves propietats dieléctriques, i es determina a
través del factor de perdua tand. Aquest factor s’expressa com el quocient tand = €’/ €, on €” és la
pérdua dielectrica, la qual és indicativa de l'eficiencia amb la qual la radiacié electromagnética es
converteix en calor, i € és la constant dieléectrica que descriu la facilitat de les molécules per a ser
polaritzades per un camp eléctric. Es requereix un medi amb un valor elevat de tand per tenir una
absorcio eficient i, com a consequéncia, un escalfament rapid.

Altres dissolvents sense moment dipolar permanent, com ara tetraclorur de carboni, benze i
dioxa també es poden utilitzar en reaccions en microones, sempre que algun altre component

(reactiu, catalitzador, additiu) tingui dipols permanents.
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A la seglent taula s’indiquen els factors de pérdua (tand) d’alguns dissolvents (Taula 15).

Dissolvent tand
etilenglicol 1.350
EtOH 0.941
DMSO 0.825
2-propanol 0.799
Acid formic 0.722
MeOH 0.659
NMP 0.275
Acid acétic 0.174
DMF 0.161
aigua 0.123
CHCI3 0.091
ACN 0.062
AcOEt 0.059
Acetona 0.054
THF 0.047

Taula 15: Dades obtingudes a 2.45 GHz, 20°C."*

4.7.6.2 Técniques experimentals

La sintesi assistida per microones es pot dur a terme en dissolvents organics estandard sota
condicions de recipients oberts o segellats. Si els dissolvents s’escalfen a través d’irradiacié per
microones en un recipient obert, el punt d’ebullicioé del dissolvent limita la temperatura que pot assolir
la reaccio. Per aquests casos s'utilitzen dissolvents que poden assolir elevats punts d’ebullicié. Els
reactors moderns de microones son capagos de controlar la temperatura i la pressio, amb la qual
cosa permeten utilitzar recipients segellats.’

Les condicions tipiques d’acoblament de iodurs, bromurs, clorurs i triflats d’aril utilitzen la DMF
com a dissolvent, dietilamina com a base i [PdCI,(PPhs),] (2-5% mol) com a catalitzador amb Cul (5%

mol) com a additiu.™**
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4.8 Aproximacio a lligands divalents amb una unitat central rigida derivada de I’acid
3,5-bis(butadiinil)benzoic

A la literatura es troben descrites substancies amb un elevat grau de rigidesa, la qual és
consequéncia de la preséncia de determinats elements estructurals, com ara sistemes aromatics
(benzé, porfirina) i triples enllagos C=C.

Per tal d'augmentar una mica més la rigidesa dels lligands divalents es va creure convenient
incorporar a I'anell d’acid benzoic dues cadenes diacetiléniques en posicié relativa meta-. Aquestes
cadenes diacetileniques haurien d’estar convenientment funcionalitzades en els extrems per tal de

poder-hi unir el ligand a través d’un espaiador no rigid.

Z A
Z A
R' R

Per a la sintesi d’aquests compostos s’ha seguit varies estratégies tal com es detalla a

continuacio.

4.8.1 Aproximacio A: Sintesi dels diins no simétrics; reaccié de Cadiot-Chodkiewicz

En primer lloc es va bromar I'acid propinoic amb hipobromit de sodi en medi aquéds a 0°C,
seguint un procediment descrit a la bibliograﬁa135 (Esquema 48). En quant a la seva purificacio, es va
veure que per cristal-litzacié (que era el procediment descrit a la literatura) s’obtenia un rendiment
baix i era dificil de recuperar el producte pur. Aleshores es va utilitzar com a técnica de purificacio la
sublimacié obtenint-se d’aquesta manera el producte desitjat amb un 42% de rendiment en forma de
cristalls blanquinosos que eren molt més facils de separar de la resta d'impureses. Cal anar amb

compte de no escalfar per sobre de 100°C ja que sind es formen productes secundaris no desitjats.

NaOBr

H—==—COOH Br—==—COOH
H,0

42%

Esquema 48

D’altra banda es va bromar I'alcohol propargilic seguint el métode Strauss'*® utilitzant brom en
medi basic a 0°C (Esquema 49). S’obté el producte bromat, d’olor desagradable, en forma d’oli marré

amb un 60% de rendiment.
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KOH, Br,

OH H>0 OH
60%

Esquema 49

Aleshores es van fer les primeres proves d’acoblament de Cadiot-Chodkiewicz entre I'acid 3-
bromopropidlic i el trimetilsililacetile.

Els grups trialquilsili son els grups protectors més freqientment utilitzats, com ara
trimetilsililacetilé (TMSA), trietilsililacetile (TESA) i triisopropilsililacetilé (TIPSA). EI TMSA es pot
acoblar facilment amb haloarens utilitzant la reaccié de Sonogashira i desprotegir-se per tractament
amb KOH o K,CO; aqués o metandlic, o amb un reactiu de fluorur tipus KF o TBAF, per donar
I'acetilé terminal.

En els ultims anys hi ha hagut estudis per tal d’incrementar els rendiments globals de
desproteccid/heteroacoblament desprotegint el grup TMS in situ i sota condicions estandard
d’heteroacoblament.”’ Els grups més voluminosos com TIPS necessiten ions fluorur per a la seva
desproteccid ja que son inerts a les condicions basiques de desprotecci6é. Aixd0 permet realitzar
desproteccions selectives.

Inicialment es va utilitzar Cul com a catalitzador i es van provar varies bases com la N-
metilpirrolidina (NMP), la piperidina i la pirrolidina. També es va addicionar PdClI,(PPhz), com a co-
catalitzador i hidroclorur d’hidroxilamina, perd en cap cas s’obtingué un resultat satisfactori. Les

condicions provades es resumeixen a la Taula 16.

Cul, base
HOOC—=—Br + H—==—SiMe; H{» HOOC—=—=SiMe,

80 920
Esquema 50
80 TMSA Cul Base/Dissolvent  PdCIx(PPh3),  NH>OH-HCI Rend.
(mmol) (mmol) (mmol) (mL) (mmol) (mmol) (%)
0.68 1.61 0.10 NMP/THE - - -
1.5/1.5
0.77 1.87 0.18 Piperidina, 1.5 - - -
0.67 1.73 0.11 Pirrolidina, 1.5 - 0.09 -
0.67 2.65 0.18 Pirrolidina, 1.5 0.03 0.56 -

Taula 16: Condicions provades per a la formacié de I'acid 5-(trimetilsilil)pentadiinoic

Segons una referéncia bibliografica'®

trobada a posteriori, el fet que la reaccié no progressi pot
ser degut a qué el grup protector trimetilsilil no aguanti les condicions de reaccié descomposant-se i
evitant d’aquesta manera que la reaccio progressi satisfactoriament.

A continuaci6 es va intentar el mateix tipus d’acoblament pero utilitzant el trietilsililacetile com a
alqui terminal, ja que la velocitat de descomposicié d’aquest grup protector és 277 cops més lenta

que el trimetilsilil en medi basic aquds-metanolic.”® Es va adaptar un procediment descrit'® per a
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compostos similars i es van optimitzar condicions de reaccié (Taula 17). El millor resultat es va obtenir
quan s'utilitzava H,O com a dissolvent, CuCl com a catalitzador, hidroclorur d’hidroxilamina com agent
reductor i n-butilamina com a base. D’aquesta manera s’obtingué el dii 91 amb un 63% de rendiment

(Esquema 51).

CuCl, NH,OH-HCI

HOOC——Br + H—=——SiEt HOOC——=——=——SiEt,
80 n-BuNH, 91
63%
Esquema 51
80 TESA catalitzador Dissolvent/Base Rend.
Condicions
(mmol)  (mmol) (mmol) (mL) (%)
Dioxa/BuNH244.30% 1) 1h, 0°C
1.0 1.07 CuCl, 01 -
5/10 2) 3h, t.a.
DMF/BuNH 1) 1h, 0°C
0.95 1.64 CuCl, 01 -
7/3 2) 3h, t.a.
BuNH2aq. 30% 1) 5min, 0°C
1.1 1.53 CuCl, 01 ) (36)
20 2) 20min, t.a.
CucCl, 0.05 BuNH24q. 30% 1) 5min, 0°C
0.5 0.75 -
PdClI,(PPhs)z, 0.05 20 2) 20min, t.a.
Pirrolidina
0.5 0.88 Cul, 0.06 4 1) 15min, 0°C -
BuNH2aq. 30% 1) 5min, 0°C
3 3.9 CuCl, 0.6 (63)
20 2) 20min, t.a.

Taula 17: Condicions provades per a la formaci6 de I'acid 5-(trietilsilil)pentadiinoic (91).

Aleshores es va procedir a I'acoblament del 3-bromo-2-propin-1-ol amb el ftrietilsililacetilé
seguint les condicions descrites a la literatura, a partir de les quals es descriu un elevat rendiment
(95%) que no va ser possible reproduir. No obstant aixd, s’han trobat altres autors que parlen de
rendiments més moderats (65%) per aquest acoblament.™® En aquesta reaccié a més del producte
d’heteroacoblament 5-(trietilsilil)penta-2,4-diin-1-o0l (92), també es forma el corresponent producte
d’homoacoblament hexa-2,4-diin-1,6-diol (93). Per tal de minimitzar la formacié del producte

d’homoacoblament, es va utilitzar un co-solvent i es va fer I'addicié del bromoalqui lentament i a baixa

temperatura sobre la mescla de reacci6. En aquestes condicions s’obté el producte
d’heteroacoblament 92 amb un 77% de rendiment (Esquema 52).
CuCl, NH,OH-HCI
= pBr + H—==—SiEt, =——=— SiEty + ,S—=——=—\
HO n-BuNH, HO HO OH
81 7% 92 19% 93
Esquema 52
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81 TESA CuCl Base/Dissolvent Rend.
Condicions
(mmol) (mmol) (mmol) (mL) (%)

BuNH24q. 30%/Et,0 1) 1 min, 0°C 93 (49)

3.1 3.9 0.09
10/1 2) 20 min, t.a. 92 (38)
BuNH2.4. 30% 1) 5 min, 0°C™ 93 (64)

6.4 8.4 0.7
10 2) 10 min, t.a. 92 (18)
BuNHzaq 30%/MeOH 1) 10 min, 0°C® 93 (19)

7.4 8.05 0.7
10/12 2) 15 min, t.a. 92 (77)

Taula 18: Condicions provades per a la formacié del 5-(trietilsilil)penta-2,4-diin-1-ol (92)
" S’han dissolt tots els reactius junts en el medi de reaccio.

@ Addicio lenta del bromoalqui dissolt en MeOH a la barreja de TESA, CuCl i BuNH; dissolts en MeOH.

A continuaci6 es va procedir a la desproteccid6 del grup ftrietilsill del producte
d’heteroacoblament (92) mitjancant tractament en medi basic en MeOH a -5°C'* (Esquema 53).
Segons la bibliografia n’hi ha prou amb extraccions per purificar el compost, perd segons la nostra
experiéncia, no n’hi ha prou per eliminar les possibles restes de silanol o altres productes secundaris
(detectats per RMN). Per aquest motiu es decideix purificar-lo mitjangant cromatografia en columna
(SiOz; AcOEt/hexa, 1/9). Cal anar amb compte a I'evaporar el dissolvent de les fraccions que
contenen el producte, ja que el penta-2,4-diin-1-ol és bastant volatil (P.eb. = 33°C (0.1 Torr).)'*

D’aquesta manera s’obté I'alcohol 94 en forma d’oli amb un 57% de rendiment.

NaOH
—=———SiE, aa = = N
HO 92 MeOH HO 94
57%
Esquema 53

El producte comercial de partida utilitzat per a I'obtencié d’aquests lligands divalents semi-rigids
era l'acid 3,5-dibromobenzoic. En primer lloc calia protegir el grup acid carboxilic per tal que en
reaccions posteriors no interferis donant lloc a productes secundaris no desitjats. Per aquest motiu es
va esterificar I'acid 3,5-dibromobenzoic amb EtOH utilitzant diciclohexilcarbodiimida (DCC) com agent
d’acoblament i dimetilaminopiridina (DMAP) en quantitat catalitica® ja que era un métode descrit que
donava bons rendiments. D’aquesta manera s’obtingué l'éster 82 amb un 85% de rendiment
(Esquema 54).

COOH COOEt
DCC, DMAP
Et,O, EtOH s
Br Br 24h, t.a. Br Br
85% 82
Esquema 54
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També es va esterificar 'acid 3,5-dibromobenzoic amb MeOH a reflux i amb catalisi acida

obtenint-se I'éster 86 amb un 97% de rendiment.'*'

COOH COOMe
MeOH, H2$O4
4 h, reflux
Br Br Br Br
97% 86

Esquema 55

4.8.2 Acoblament del dii al 3,5-dibromobenzoat d’alquil; reaccié de Sonogashira

Una vegada obtinguts el 3,5-dibromobenzoat d’etil i el 2,4-pentadiin-1-ol, es va intentar el seu
acoblament a través de les condicions de Sonogashira, perd en aquest cas es va utilitzar el
catalitzador Pd(dba), ja que, segons es trobava descrit a la literatura,"** aquest catalitzador afavoria la
disubstitucid en un acoblament similar. Es troba descrit que I's de les condicions originals
d’acoblament de Sonogashira111 entre el 3,5-dibromobenzoat d’etil i I'alcohol propargilic donen lloc al
producte monosubstituit com a resultat de la desactivacié de I'anell aromatic per la preséncia de

% en I'acoblament del

I'éster etilic. Aquest efecte també va ser observat per Thorand i Krause'
trimetilsililacetilé al bromobenzoat de metil, en el qual van ser necessaries grans quantitats de
catalitzador per tal d’augmentar l'eficiéncia de I'heteroacoblament. Encara que quan aquestes
condicions van ser aplicades a I'acoblament entre el 3,5-dibromobenzoat d’etil i I'alcohol propargilic,
van resultar ineficaces. Per aquest motiu, Hayes i col-laboradors van provar un ampli rang de
catalitzadors de pal-ladi i combinacions de lligands per tal d’augmentar la formacié del producte
disubstituit. Com a resultat es va trobar que una modificacié del procediment d’heteroacoblament de
Sonogashira utilitzant el sistema catalitic: trietilamina, bis(dibenzilidenacetona)pal-ladi, trifenilfosfina,
clorur de coure (I), THF, donava rendiments acceptables de producte disubstituit.'*?

En el nostre cas, perd no s’obtingué el producte disubstituit (95), siné6 que només s’obtingué el
monosubstituit (96) amb un baix rendiment (2%). Aleshores es va pensar que potser la reaccio
progressaria millor si s’utilitzava la radiaci6 de microones ja que en altres productes ens havia
funcionat amb rendiments molt bons, perd aquesta estratégia tampoc va obtenir resultats satisfactoris
(Esquema 56).

Les condicions provades es resumeixen a la Taula 19.

COOEt COOEt
Pd(dba),, Cul
+ =
Br Br HO 04 PPhs, EtsN, THF Br N
20
82 %o 96 %
OH
Esquema 56
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82 94 Catalitzador Rend.
Dissolvent Condicions
(mmol) (mmol) (mmol) (%)
Pd(dba), 1h,ta.
1 3 THF ann. 96 (2)
0.04 24 h, reflux
PdCl,(PPhs), MW
0.52 1.56 DMF -
0.02 25 min, 120°C

Taula 19: Condicions provades per a I'acoblament del 3,5-dibromobenzoat d’etil i el 2,4-pentadiin-1-ol

A la vista dels resultats es podia optar per utilitzar un haloaril més reactiu, ja que els iodoarils
estan descrits com a més reactius que els bromoarils, perd degut a seu al cost i inestabilitat es va

passar a explorar la segona aproximacio.

4.8.3 Aproximacié B: acoblament de Sonogashira i de Cadiot-Chodkiewicz

En aquesta aproximacié es tracta d’obtenir en primer lloc el derivat bisacetilenic, mitjangant
doble reaccié de Sonogashira, per tal de generar posteriorment el derivat bis-diacetilénic, mitjangant
un doble acoblament de Cadiot-Chodkiewicz.

A la bibliografia es trobava descrita la formacio del 3,5-bis((trimetilsilil)etinil)lbenzoat de metil
(87) a partir del iodobenzoat de metil (Que és més car) amb acoblament sequencial del
trimetilsililacetile."**

Per tant, es va comengar amb ['acoblament entre el 3,5-dibromobenzoat d'etil i el
trimetilsililacetilé en condicions de Sonogashira estandards. Es van provar dos catalitzadors, el
PdCI,(PPhs). i el Pd(dba), obtenint-se en tots dos casos rendiments de disubstitucié superiors al 95%

(Esquema 57).

COOR COOR
TMSA, Cul, Pdy

PPhj, Et;N, DMF

o .
Br Br MW, 120°C, 25 min = N
82 R=Et ™S T™MS
86 R=Me 83 R=Et >99%

87 R=Me 94%

Esquema 57

A continuacié es va provar aquest acoblament en un reactor de microones, ja que esta descrit
que els temps de reaccié disminueixen considerablement (passavem de 24 h a 25 min) i I'atmosfera
inert ja no és necessaria.”>* En el nostre cas, utilitzant PdCl,(PPhs), com a catalitzador, i els ésters 82
i 86 juntament amb el TMSA com a reactius de partida, s’han obtingut els productes 83 i 87
disubstituits amb rendiments del 87% i del 94% respectivament, mentre que els temps de reaccio es
van escurgar de 24 h a 25 min.

Cal destacar perd que el THF és un bon dissolvent per a reaccions a pressié atmosférica i amb

escalfament térmic, perd no ho és per a reaccions amb microones ja que el seu factor de pérdua
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(tand) és massa petit i la reaccié no progressa satisfactoriament. En canvi la DMF ha resultat ser un

bon dissolvent en aquest tipus de reaccions amb microones.

haloaré TMSA Catalitzador Producte
Condicions
(mmol) (mmol) (mmol) (% rend.)
82 Pd(dba), P atm., THF
3 83 (96)
0.5 0.02 Reflux, 24h
82 PdClx(PPhs3), P atm., THF
3 83 (>99)
0.5 0.02 Reflux, 24h
82 3 Pd(dba); MW, THF
0.5 0.02 120°C, 25min
82 PdClx(PPhs3), MW, DMF
3 83 (87)
0.5 0.02 120°C, 25min
86 PdClI(PPhs), MW, DMF
6 87 (94)
1 0.04 120°C, 25min

Taula 20: Condicions provades per a I'obtencié del 3,5-bis((trimetilsilil)etinil)benzoat d’etil (83) i el 3,5-

bis((trimetilsilil)etinil)benzoat de metil (87)

Seguidament es procedeix a la desproteccid del grup trimetilsili mitjangant fluorur de
tetrabutilamoni (TBAF) i acid acétic en THF durant 5 min. a temperatura ambient."*® Després de
purificar-lo per cromatografia en columna (SiO,; hexa/AcOEt, 95/5), s’obté el corresponent producte

desprotegit amb un rendiment del 83% en el cas de 84 i del 77% en el cas de 88 (Esquema 58).

COOR COOR
TBAF, AcOH
THF, 5 min, t.a.
s Z X s = X !
™ ™ 84 (R=Et) 83%
88 (R=Me)77%
Esquema 58

Tot seguit es procedeix a la bromacio del 3,5-dietinilbenzoat d’etil (84) i el 3,5-dietinilbenzoat de
metil (88) mitjangant N-bromosuccinimida (NBS) i nitrat de plata en quantitat catalitica en medi
d'acetona.'® Els productes es purifiquen per cromatografia en columna obtenint-se amb un 82% de
rendiment en el cas de 85 i amb un 99% de rendiment en el cas de 89.

COOR COOR

NBS, AgNO;

acetona, 12 h, t.a.

Z X .
85 (R=Et) 82%
89 (R=Me) 99%

A\
/

H H Br

Esquema 59
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En aquest punt es va pensar en realitzar un acoblament de Cadiot-Chodkiewicz entre el 3,5-
bis(2-bromoetinil)benzoat d’etil i I'acid propidlic i d’aquesta manera obtenir un diacid que ens
permetés I'acoblament a un espaiador amino. Per a aquest acoblament es va seguir una variant de
les condicions de Cadiot-Chodkiewicz que consisteix en utilitzar n-butilamina en medi aqués com a
base, éter dietilic com a dissolvent, clorur de coure com a catalitzador i hidroclorur d’hidroxilamina

%% En el nostre cas es va substituir I'éter dietilic per EtOH o MeOH segons el

com a agent reductor.
cas, ja que I'éter en medi aquds formava dues fases i la reaccié no progressava satisfactoriament.

La substitucié de I'éter dietilic per EtOH va permetre obtenir I'acid dicarboxilic 98 amb un
rendiment superior al 95% i amb una puresa suficient per a ser utilitzat en les seglients reaccions
(Esquema 60). Aixd es va aconseguir quan la purificacié Unicament consistia en fer extraccions amb
AcOEt de la mescla de reaccié acidificada a pH = 2.0. En canvi, quan es purificava per cromatografia
en columna en fase normal (silica) o bé per HPLC en fase reversa (Kromasil C18) el rendiment era
molt baix. Aixo podria ser degut a qué el producte quedés parcialment retingut en la fase estacionaria,
o bé a qué descomposés (per exemple per descarboxilacio) en evaporar les barreges H,O/MeOH

(eluents d’HPLC). Veure resum a la Taula 21.

COOEt
COOEt
CuCl, NH,OH-HCI Z
+  H—==—COOH H X
BuNH,/H,0 COOH
= SN COOR
Br Br —
98 (R=Et)
HooC 101 (R = Me) COOH
Esquema 60
85 Ac. propinoic Dissolvent Producte
Condicions
(mmol) (mmol) (mL) (% Rend.)
Et,O
0.4 0.95 5 2h, t.a. 100 (< 50)
EtOH 1
0.25 0.76 1h, t.a. 98 (10)
25
EtOH @
0.25 0.76 1h, t.a. 98 (>95)
25
EtOH Barreja®® 1:1
0.5 1.74 1h, t.a.
30 98:99

Taula 21: Condicions provades per a I'acoblament del 3,5-dibromobenzoat d’etil i I'acid propinoic.

™" Purificat per HPLC (Kromasil C18)
Resultat de les extraccions amb AcOEt de la mescla de reaccid, sense purificacié cromatografica
@ Analisi per "H-RMN

126



4. Lligands divalents semi-rigids de tipus acetilenic

Es va proposar una ruta alternativa a fi i efecte d’obtenir-se el mateix compost. Aquesta ruta
consistia en fer 'acoblament entre el 3,5-dietinilbenzoat d’etil i I'acid 3-bromopropionic (Esquema 61).
El resultat obtingut no va ser satisfactori, possiblement degut a qué I'acidesa dels protons alquinics
del 3,5-dietinilbenzoat d’etil era inferior que en el compost acid propionic de la reaccié anterior, per la

qual cosa es va preferir la ruta anterior.

COOEt COOEt
CuCl, NH,OH-HCI

+ Br—=——COOH

n-BuNH,

\
4

Z 98
HOOC COOH

Esquema 61
Paral-lelament es va dur a terme I'acoblament del 3,5-dietinilbenzoat d’etil amb el 3-bromo-2-

propin-1-ol en les mateixes condicions obtenint-se una barreja de compostos mono- i disubstituits

(Esquema 62), pero els resultats no van millorar,

COOEt
97 6%
COOEt ’ Z X \
CuCl, NH,OH-HCI + N
Br—
oA oy MBUNH; COOE OH
z N 81
H 84 H L
95 14%
Z X
Z X
OH OH
Esquema 62
84 Bromoalqui  Dissolvent = Amina . Producte
Condicions
(mmol) (mmol) (mL) (mL) (% Rend.)
80
CH2C|2 BUNH2
0.25 0.55 1h, t.a. -
30 0.75
+0.38
81
84 (20)
0.6 THF/MeOH BuNH;
0.25 97 (6)
+0.72 25/5 0.75 3h, t.a.
95 (14)
+1.70
81
THF/MeOH  Piridina
0.3 0.75 5h, t.a. -
25/5 0.75
+1.35

Taula 22: Condicions provades per a 'acoblament del 3,5-dietinilbenzoat d’etil (84) i el bromoalqui (80) i (81).
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Com a espaiadors no rigids es van utilitzar d’entrada els mateixos (36 i 39) que ja s’havien
utilitzat en la sintesi d’altres lligands divalents, sense preocupar-nos massa de si la seva longitud era
I'dptima, degut a qué ja disposavem d’ells monoprotegits amb el grup Boc.

Aixi, una vegada sintetitzat ja el primer lligand divalent derivat de [lacid 3,5-
bis(butadiinil)benzoic, deixariem per a més endavant I'optimitzacié de la longitud d’aquest espaiador
no rigid.

En primer lloc es va acoblar 'acid propinoic a I'espaiador 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat de
tert-butil (36) (Esquema 63) i s’obtingué un resultat diferent en funcié de les condicions utilitzades, tal
com es resumeix a continuacié (Taula 23). Cal destacar que la DCC no és un bon agent d’acoblament
en dissolvents polars com la DMF, on es preferible utilitzar EDC. En canvi cal tenir la precaucioé de no
afegir base quan es treballa amb EDC, ja que sin6 I'acoblament entre I'acid i 'amina no progressa. En
tots els casos és aconsellable utilitzar 'amina en forma neutra abans d’addicionar base al medi de
reaccio, ja que I'addicié de base afavoreix la formacié de I'espécie N-acilurea. D’aquesta manera

s’aconsegueixen resultats forga satisfactoris en 'acoblament amb DCC en medi CH,Cl,.

H plele; o H

H————COOH + HZN/\/O\/\O/\/N\BOC CH,Cly /J\N/\/O\/\O/\/N\BOC
36 H H 102 74%

e
2ad

H

N-acilurea 103

Esquema 63
Ac. propinoic 36 Carbodiimida  Dissolvent . Producte
Condicions
(mmol) (mmol) (mmol) (mL) (% Rend.)
DCC DMF 1) 1h,, 0°C
0.31 0.25 103 (94)
0.27 10 2) 2h,, ta.
EDC DMF 1) 30 min., 0°C
0.31 0.26 102 (57)
0.29 10 2) 2h,, ta.
EDC, 0.3 DMF 1) 30 min., 0°C
0.25 0.25 -
DIEA, 0.3 10 2) 5h., ta.
DCC CH2Cl2 1) 30 min., 0°C
224 1.5 102 (74)
1.85 15 2) 3h,, ta.

Taula 23: Condicions provades per a la sintesi del compost (102)

Degut a qué les millors condicions trobades per a I'acoblament de I'acid propinoic i el 8-amino-
3,6-dioxaoctilcarbamat de tert-butil (36), han estat utilitzant diciclohexilcarbodiimida (DCC) com agent
d’acoblament i CH,Cl, com a dissolvent, es decideix seguir el mateix procediment per a I'acoblament

d’aquest mateix acid al 8-aminooctilcarbamat de fert-butil (39). El producte es purifica per
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cromatografia en columna (SiO,; hexa/AcOEt, 1/1) obtenint-se I'amida 105 amb un 95% de rendiment.
Cal destacar la importancia de qué I'extrem amino de I'espaiador es trobi en forma neutra ja que
d’aquesta manera no és necessaria I'addicio de trietilamina que sovint fa baixar els rendiments dels
acoblaments. També és important dissoldre I'acid carboxilic i 'amina conjuntament, refredar a 0°C i
tot seguit addicionar-hi la DCC dissolta, ja que la formaci6 de I'espécie reactiva (O-acilisourea) té lloc

molt rapidament i d’aquesta manera reacciona immediatament amb I'amina lliure present en la

dissolucio.
H DCC o ’
H—==—COOH *+ HN """ Npgoo ohcn ooc N
— , /\/\/\/\/ ~
2 39 2vi2 4 ” Boc
H 105 95%
Esquema 64

La desproteccié de 'amina 105 amb acid trifluoroacétic (TFA) en CH,Cl, a temperatura ambient
va proporcionar el trifluoroacetat de I'amina, el qual es va fer reaccionar directament ja que I'obtencio

de la forma neutra de 'amina és complicada.

0] H TFA / CH,Cl, (0] ® o
/\/\/\/\/N\ AN NN N CF,;CO0
/N Boc 2h, ta. /N NHa CFs
H H 105 H H 106

Esquema 65

El compost sintetitzat anteriorment 106 es va voler acoblar al 3,5-bis(2-bromoetinil)benzoat d’etil
sota condicions de Cadiot-Chodkiewicz, utilitzant n-butilamina en medi aquds, clorur de coure (I),
hidroclorur d’hidroxilamina i EtOH com a dissolvent de I'éster (per tal d’evitar la transesterificacio). En
aquest cas es va formar un precipitat que després de separar i analitzar per IR i MS va resultar que
corresponia a una barreja del producte de monosubstitucié desbromat (108) i 'amina de partida en
forma neutra (109). Una possible explicacié seria que el producte de monosubstitucié precipités en el
medi de reaccié evitant d’aquesta manera la formacio del producte disubstituit, o bé que la reaccié de
desbromacié competis amb I'acoblament de Cadiot-Chodkiewicz, evitant d’aquesta manera que es

formessin quantitats apreciables de producte disubstituit (107).

COOEt COOEt

o CuCl, NH,OH-HCI
I n-BuNH, 30%, EtOH
H—=-cC *
®
\N/HB\NHETFA Z X Z X
H Br 85 Br H 108 AN
106 C/,O

1
HN
p
NH,

Esquema 66
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Aleshores es va intentar 'acoblament entre I'acid 3-bromopropinoic i 'amina 36. Per aquest
acoblament es van utilitzar diversos agents d’acoblament, i condicions, perd ni la DCC ni el PyBOP
van donar 'amida 110 (Esquema 67).

En el cas de la reaccié amb DCC com agent d’acoblament, el producte principal va resultar ser
el compost 113, del qual no en sabem I'esteroquimica, amb la qual cosa es representa una de les

possibles estructures que pot adoptar.

H DCC (0]
H
Br—=——COOH * HzN/\/O\/\O/\/N\Boc """"" > _ N/\/O\/\O/\/N‘Boc
7 H
80 36 \ Br
110
H
Boc—™ :
N—\ Q
0™\ 0 0 NH
N\ &_(N
N
N V=
113 H BrO
Esquema 67
80 36 Agent acoblament Additius Producte
Dissolvent Condicions
(mmol)  (mmol) (mmol) (mmol) (% Rend.)
PyBOP DIEA, 2.50

1.01 1.16 CH.Cl, 24 h.,, ta. -

1.20 HOB, 0.1

DCC 1) 1h.,, 0°C )
1.60 1.32 - CH2Cl, 113 (43)

2.23 2)12h., t.a.

Taula 24: Condicions provades per a I'obtencié de I'amida 110

™ purificat per HPLC (Kromasil C18, columna analitica, f = 0.8 mL/min, H,O/MeOH (2/8), tr = 14.4 min)

Aleshores es va procedir a la bromacié del producte 8-(propiolamido)octilcarbamat de tert-butil

(105), sintetitzat anteriorment, amb N-bromosuccinimida (NBS), nitrat de plata com a catalitzador,

147

bromur de tetrabutilamoni, medi basic i ACN com a dissolvent™ (Esquema 68), obtenint-se el

bromoalqui 114 amb un rendiment del 97%.

o®
o} H NBS, Br N(Bu), o H

/\/\/\/\/N\ AgN03, NaOH /\/\/\/\/N\
FZ N Boc Z N Boc

H H
H 105 ACN,12h,ta.  Br 114 97%

Esquema 68

L’acoblament de Cadiot-Chodkiewicz entre el bromoalqui 114 i I'acetilé monoprotegit

(trimetilsililacetilé o trietilsililacetile) no va donar bon resultat. Es van fer varies proves canviant les
condicions, pero els resultats obtinguts no van ser gaire satisfactoris; o no reaccionava, o bé es
formava majoritariament el producte d’homoacoblament (117) o bé el producte de desbromacio.

Només en un cas es va obtenir el diacetilé 116 amb un 10% de rendiment (Esquema 69).
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N
NN NSNS
g7 N Boc
—~ H 115 R=Me
=z 116 R=Et (10%)
Rgsl
(0]
4~.,,-Boc
i H Z N A
/LN/\/\/\/\/ “Boc + H—==—SiR, N
B H 114 17
r
(/—)ENH
Boc—NH
/ NN B0
H 105
Esquema 69
A continuacio es detallen les proves realitzades.
Acetilé
114 Catalitzador Dissolvent Producte
monoprotegit Condicions
(mmol) (mmol) (mL) (% Rend.)
(mmol)
0.41 TMSA Cul, 0.06 Piperidina / MeOH 0°C
' 1.53 PdClI,(PPhs),, 0.03 (3/8) 1h, t.a.
NH>OH-HCI
TMSA EtNH2aq. (70%)
0.16 CuCl, 0.016 0°C -
0.32 (10)
5h, t.a.
BuNH2aq. (30%) / NH,OH-HCI
TESA 116 (10)
0.66 CucCl, 0.06 Et,O 0°C
0.99 117 (89)
(5/2) 2h. t.a.
BuNH2aq. (30%) / NHOH-HCI
TESA ) 105 (18)
1.0 CuCl, 0.15 dioxa / AcOEt 0°C,
2.7 117 (80)
(25/25/25) 30 min, t.a.

Taula 25: Condicions provades per a la formacié dels productes 115i 116

Es va pensar en una altra possibilitat que consistia en acoblar en primer lloc el lligand
monovalent 5 a [I'espaiador = monoprotegit utilitzant difenilfosforilazida (DPPA) com agent
d’acoblament en DMSO.>* Aquest producte es va obtenir en forma de solid blanc després de purificar-
lo mitjangant columna cromatografica (SiO,) i posteriorment amb HPLC en fase reversa (Kromasil
C18) ja que hi ha restes de DPPA que son molt dificils de separar si no és a través de 'HPLC.
Finalment s’obtingué I'amida 40 amb un 79% de rendiment. A continuacioé es va desprotegir 'amina
amb HCI en AcOEt durant 24 h., tot seguit es va purificar de les sals que contenia a través d’HPLC en
fase reversa (Kromasil C18) obtenint-se el producte desprotegit en forma d’hidroclorur amb un 57%
de rendiment. Si es vol obtenir el producte en forma neutra (41), es basifica a pH = 10 amb KOH i es
purifica a través d’'una columna amb fase estacionaria polimerica (MCI Gel CHP20P) eluint amb H,O i
barreges H,O/MeOH (Esquema 70).
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X
HN” NH y
M(\/\/\COOH NSO o N g
HN___NH
™ s &
o 1) DPPA, EtsN, DMSO,,
2) HCI / ACOEY, EtOH

o 3) KOH

HNJ\NH i

MN\/\O/\/O\/\NHz

HN_ NH

g O 4

o

Esquema 70

Aleshores es va intentar 'acoblament de I'amina 41 amb I'acid 3-bromopropinoic utilitzant
DPPA com agent d’acoblament i trietlamina en DMF com a dissolvent, perd la reaccié no va
progressar. Com que el reactiu de partida amino no és molt soluble en DMF, es va decidir repetir
I'acoblament en les mateixes condicions pero utilitzant DMSO com a dissolvent. No obstant aixo,
tampoc es va obtenir el producte 118, siné que es va aillar el producte resultant de I'addicié-eliminacio
de 'amina 41 a la DPPA analitzat per RMN,ESI-MS i IR (Esquema 71).

O 4

X
HN NH H 0
MN\/\O/\/O\/\NHZ n Br4<:
HN\H/NH OH
0] DPPA, Et;N, DMF o DMSO
24 h, t.a.

=0
O

HN™ “NH H o] O=F:’—NH

MN\/\O/\/O\/\NJ\ 0o \_\

HN . NH H o S 0

\n/ 0 Br _\—O

O AV
0 NH
HNJ\NH 0
HN\n/NH
(0]

Esquema 71

Una possible explicacio per a la formacié d’aquest producte secundari seria que la DPPA
s’hidrolitzi i a continuacié amb la preséncia de I'hidroclorur, es formi el clorur de I'acid difenilfosforic, el
qual es troba descrit que reacciona amb una amina primaria generant el producte N-fosforamidat.™*®
Com a consequeéncia de qué els acoblaments amb I'acid 3-bromopropinoic no s’havien obtingut

amb eéxit, es va decidir provar una altra ruta que consistia en acoblar en primer lloc I'amina

132



4. Lligands divalents semi-rigids de tipus acetilenic

sintetitzada 41 a l'acid propinoic per tal de procedir amb la bromacié un cop el compost s’hagués
format.

En aquest cas es va acoblar el lligand monovalent 5 i el 8-aminooctilcarbamat de tert-butil 39
utilitzant DPPA i DMSO.*' Posteriorment es va desprotegir I'amina utilitzant HCI en AcOEt i, tot seguit,

un tractament amb base va generar I'amina lliure (Esquema 72).

X
HW H
+ N N NN
HN NH COOH HoN Boc
™ 39
O
1) DPPA, EtzN, DMSOg,4pp,
2) HCI / AcOEt, EtOH
o) 3) NaOH
HMH
\/\/\/\/\NH
2
HN\n/NH o 43
(0]

Esquema 72

Aquesta amina 43 es va acoblar a l'acid propinoic utilitzant hidroclorur de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC) com agent d’acoblament i DMF com a dissolvent, ja que
el compost 43 no es dissol en dissolvents més apolars. El producte 121 es purifica a través d’HPLC
semi-preparatiu en fase reversa (Kromasil C18) obtenint-se el producte desitjat amb un 56% de
rendiment (Esquema 73).

hiy
HN NH
H O
H’Z\%/\/\”/N\/\/\/\/\NHQ + H%<
g 0 43 OH
(@]
56% EDC, DMF
o 24 h, t.a.
HNJJ\NH H (0]
NS )J\
N X
Ly oS
g o 121 H
(0]

Esquema 73

El compost sintetitzat 121 es va intentar acoblar al 3,5-dibromobenzoat de metil mitjangant una
reacci6 de Sonogashira, utilitzant el catalitzador de pal-ladi PdCIly(PPh3),, Cul, ftrifenilfosfina,
trietilamina i DMF com a dissolvent. La mescla es va irradiar al microones a 120°C durant 25 min, ja
que aquestes eren les condicions amb les qual s’havien obtingut millors resultats anteriorment
(Esquema 74). En aquest cas la reaccié no va progressar satisfactoriament, i es va haver d’optar per

una altra ruta.
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=0

COOMe
H’\;\MH i ol PACHPPh
N~ )J\ +
N N
HN.__NH H N : PPh;, Et;N, DMF
hig o 121 H Br Br
le) 86

Esquema 74

Una alternativa era I'acoblament de Cadiot-Chodkiewicz entre l'alqui 121 i el 3,5-bis(2-
bromoetinil)benzoat de metil (89) utilitzant les condicions d’acoblament que millor ens han funcionat,
és a dir, CuCl, hidroclorur d’hidroxilamina, n-butilamina i MeOH. En aquest cas no es va utilitzar aigua
perqué empitjorava la solubilitat de I'éster. Tot i aixd es va observar I'aparicié de terbolesa i per aixd
s’addicionaren altres dissolvents (AcOEt, DMF, H,0) intentant dissoldre tots els reactius. Amb aix0 es

va millorar una mica la solubilitat global, perd la reaccié no va funcionar (Esquema 75).

X
COOMe
\/\/\/\/\NJJ\ +
HN. O NH N BUNH,, MeOH
g 0 121 H —~ AN
O Br 89 Br
Esquema 75

Finalment es va intentar 'acoblament entre el diacid 98 i les amines 41 i 43. Es van provar
diferents agents d’acoblament en cada cas. Amb el compost 41 es va utilitzar la DCC en DMF i
barreges CH,CIl,/DMF i la EDC en DMF, sense obtenir resultats satisfactoris, tal com es resumeix a

continuacio (Esquema 76, Taula 26).

Agent

Diacid 98 Amino 41 Dissolvent
d’acoblament Condicions Rend.
(mmol) (mmol) (mL)
(mmol)
DCC DMF 1h, 0°C
0.024 0.028 -
0.036 10 2h, t.a.
DCC CHCl,/DMF 1h, 0°C
0.074 0.08 -
0.185 15/35 24h, t.a.
1h, 0°C
EDC DMF
0.22 0.26 12h, t.a. -
0.27 100
2d, 55°C

Taula 26: Condicions provades per a I'obtencié del compost 120

134



4. Lligands divalents semi-rigids de tipus acetilenic

COOEt

7 A
HOOC COOH

Esquema 76

En vista dels resultats i com a conseqiieéncia de qué la solubilitat del producte 43 amb cadena
etilenica és més dolenta en dissolvents apolars, es va realitzar I'acoblament en DMSO i utilitzant
DPPA com agent d’acoblament amb trietilamina. Després de purificar la barreja de reaccié per
cromatografia en columna s’obtingué un producte majoritari que va resultar ser el producte 122
resultat d’addicio-eliminacié de 'amina 43 a la DPPA, tal com ja havia passat en un acoblament
anterior (Esquema 77). En aquest cas, també partiem de I'hidroclorur i aixd podria explicar, com en el

cas anterior, la formacié d’aquest producte secundari.

COOEt JOJ\
. HN™ “NH H .
4 % HMM ~ NN NH3 Cl
= 98 X e 0 43
HOOC COOH o

DPPA, EtzN, DMSO
24 h, ta.

O 1
y NH :
2% : O
y HN—
NH H C o
EtOOC HN N~~~y R
J—NH N o
0o (o]
i P 122 @
W\
W
N
g NH HN %O
1\24\\\\\\\\
HN

T

04/\ NH

Iz

ZT

HN \FO

02N S NH

Iz

Esquema 77

Per tal d’evitar que I'extrem amino del compost 43 es trobés en forma d’hidroclorur o bé

protonat, es va optar per realitzar la sintesi d’aquest compost mitjangant una ruta diferent en la qual
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s’utilitzés un altre grup protector, la desproteccié del qual no generés I'hidroclorur. Aleshores es va
comengar protegint els espaiadors 1,6-hexandiamina i 1,8-octandiamina amb el cloroformiat de benzil
seguint una variacié del procediment descrit a la literatura. D’aquesta manera s’obtingueren els
compostos 6-aminohexilcarbamat de benzil (126) n = 6 i 8-aminooctilcarbamat de benzil (127) n = 8

amb un 15% i un 17% de rendiment respectivament (Esquema 78).

O
NH, n
HZN/\(\/)n ac. p-toluensulfonic o
EtOH, dimetoxieta 126 (n=5) 15%
127 (n=7) 17%

C'wrov© HZNMHTOVQ

Esquema 78

Aleshores es van acoblar els espaiadors monoprotegits amb el grup Z al lligand monovalent 5
seguint el mateix procediment que haviem utilitzat per als espaiadors monoprotegits amb el grup Boc,
és a dir utilitzant DPPA com agent d’acoblament en medi de Et{zN i DMSO. D’aquesta manera
s’obtingueren els compostos 128 amb un 66% de rendiment després de purificacié per HPLC i 129
amb un rendiment practicament quantitatiu, tot i que en aquest cas no es va purificar per HPLC ja que
el compost era prou pur per a realitzar la reaccié seguent i posteriorment purificar-lo. Posteriorment es
va procedir a la desproteccio de I'extrem amino mitjangant hidrogenacioé catalitica utilitzant Pd/C com
a catalitzador i s’obtingueren d’aquesta manera el compostos desitjats amb I'extrem amino en forma
neutra 43 i 44 (Esquema 79).

X i
1) DPPA, IS
HN” NH H \/@ Et;N, DMSO,,,  HN” "NH H
OH 4+ H,Ny ,N__O Ny NH
M M \ﬂ/ 2) Hy, PAIC, M W 2
HN NH n HN NH n
\n/ O O MeOH \n/ (0]
© 126 n=6 ] 44 n=6
127 n=8 43 n=8
Esquema 79

Aleshores es va provar I'acoblament entre el compost 44 i el diacid 101 utilitzant EDC com
agent d’acoblament, en abséncia de base i utilitzant DMF com a dissolvent. Es va analitzar I'evolucio
de la reacci6é i es va observar com el diacid de partida desapareixia, perd després d’analitzar la
barreja de reaccio, es va comprovar que el diacid havia descarboxilat generant d’aquesta manera el
compost 130 i que es recuperava el reactiu de partida 44 (Esquema 80). Aix0 ens va fer pensar que hi
havia algun problema amb el dissolvent, per aix0 es van fer proves d’estabilitat del diacid 101 en DMF
amb addicié d’'acid i sense addicié d’acid. El resultat ens va mostrar com el diacid descarboxilava
simplement al estar dissolt en DMF durant 1h. a T.amb., en canvi si el medi és acid, la descarboxilacio
no es produeix. Aquesta descarboxilacié pot ser deguda a les amines que pugui contenir la DMF
utilitzada, per tant no és un bon dissolvent per a realitzar aquest acoblament, la qual cosa en complica

la sintesi del producte desitjat, ja que en dissolvents més apolars, el reactiu 44 no es dissol.
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JOL COOMe
HN” “NH H
I T N
o) 7 X
I 44 O~ 101 X __0
OH OH
EDC, DMF
0 :
HN—4 '
NH H %
HN N~ COOMe
J—NH I N Xy
0 X COOMe
= 7 N N
132 || " = 130 X
o)
HN— Il
HN N H
NN
J—NH N ©
fe} (6]
Esquema 80

A pesar del resultats pocs exitosos que s’han obtingut amb les rutes explorades, es podria

abordar la sintesi d’aquest tipus de lligands semi-rigids a partir de la formacié d’'un éster activat del

diacid 101 i posterior reaccié amb I'amina 44 o algun altre lligand monovalent similar.
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5. Métodes generals

5.1 METODES GENERALS

5.1.1 Dissolvents i reactius

- Els reactius comercials s’han utilitzat directament, sense prévia purificacié i comprovant que
les dades espectroscopiques experimentals corresponien amb les tedriques.

- Els dissolvents utilitzats en les reaccions van ser purificats i assecats quan va ser necessari
segons els procediments descrits a la literatura.

Per tal d’obtenir el DMSO anhidre s’ha fet una congelacié parcial del DMSO comercial i a
continuacié s’ha destil-lat el DMSO a pressié reduida sobre CaH,, descartant els caps i recollint el
DMSO anhidre sota atmosfera de N,.

- L’aigua utilitzada per a realitzar els experiments d’'unio del lligand a la proteina, es filtra i
purifica en un sistema Millipore (Milli-Q).

- EI 'BUOK s’ha purificat per sublimacié a pressié reduida.

5.1.2 Instrumentacié general

Punt de fusié (Pf): mesurats amb un aparell Kofler Reichert Thermovar amb llum polaritzada i

no estan corregits.

Rotacio6 optica ([a]p): mesurats a temperatura ambient (25°C) en un polarimetre Perkin Elmer
241 MC. Les concentracions es donen en g/100 mL i les mesures van ser preses a 589 nm (linia D

del sodi) en una cel-la de 1 dm de longitud i 1 mL de capacitat.

Espectres d’infraroig (IR): es van realitzar utilitzant un aparell de transformada de Fourier
Nicolet 510 FT-IR o Perkin-Elmer 681, utilitzant per a les mostres solides barreges solides de KBr i

per a les mostres liquides un film sobre una pastilla de NaCl.

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN): els espectres es van enregistrar
en dissolucions de CDCl;, CD;0D, de-DMSO, D,0 o dg-acetona segons el cas. Els aparells utilitzats
sén:

- Varian-Gemini 200 per 'H-RMN (200 MHz) i *C-RMN (50 MHz)

- Bruker-Unity 300 per '"H-RMN (300 MHz) i "*C-RMN (75 MHz)

- Mercury 400 per 'H-RMN (400 MHz) i *C-RMN (100 MHz)

Els desplagaments quimics es donen en ppm i referenciats respecte al TMS (1H i °c, & 0.0), al
CDCl; ('H, §: 7.26, °C, &: 77.0), al CD;0D ('H, &: 3.34, ™*C, &: 49.86), al de-DMSO ('H, &: 2.54, °C, &:
40.45), a la D,0 (sal sodica de TMS, H, &: 0.0, "*C, §: 0.0) i a la dg-acetona ('H, &: 2.09, °C, &: 30.6).
Les constants d’acoblament (J) es donen en Hz i la seva multiplicitat s’indica de la segiient manera: s
(singlet), d (doblet), dd (doblet de doblets), dt (doblet de triplets), t (triplet), g (quadruplet), m (multiplet)
i aixi successivament. La multiplicitat del carboni (CHs: carboni primari), (CH,: carboni secundari),
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(CH: carboni terciari) i (C: carboni quaternari) s’estableix a partir d’experiments DEPT i correlacié per
HSQC.

Espectrometria de masses (MS): Els espectres de masses es van realitzar per ESI
(espectrometre de masses ZQ, Micromass, UK), FAB (espectrometre de masses VG-QUATTRO,
Micromass, UK), ionitzacié quimica i MALDI al Departament de Quimica Organica de la UB i Mariner

ESI-TOF (Applied Biosystems) al Servei de Masses dels Serveis Cientifico-Técnics del PCB.

UV-Visible: Els espectres UV-Visible es van realitzar amb un espectrofotometre CARY 500
Scan / UV-Vis-NIR.

Fluoresceéncia: Els espectres de fluorescéncia es van realitzar en un aparell Aminco Bowman
Series 2 connectat a un termostat Haake DC 10 a una temperatura de 25°C. Les escletxes d’excitacid
es van mantenir a 4 nm i les d’emissid es van mantenir a 16 nm. El voltatge aplicat per a
fotomultiplicar el senyal al detector es va anar variant en funcié de cada conjunt de mesures per tal de

no saturar el detector. Es va emprar una cubeta de quars d’'1 cm de pas de llum.

GPC: Les mesures de GPC s’ha realitzat al Servei de Cromatografia de Liquids dels Serveis

Cientifico-Técnics del PCB utilitzant una columna d’exclusié molecular (Superosa 12 10/30).

pH-metre: Les mesures de pH es van dur a terme mitjangant un pH-metre Cyberscan 510.

Cromatografia:

Columnes de cromatografia flash: S'utilitza gel de silice (SDS, 35-70 uym) i pressioé d’aire per a
compactar-les i eluir els productes.

Cromatografia en capa fina (CCF): Es realitza sobre plaques cromatografiques de gel de silice
de Merck (DC-Alufolien KIESELGEL 60 F254; SiO, de 0.2 mm) i els components es visualitzen sota
una lampada de llum ultraviolada a 254 nm o 365 nm, o per tractament amb els seglents reveladors:

- Les plaques van ser exposades a vapors de Cl, gas i a continuacié a un agent revelador de
4,4’-metilenbis(N,N-dimetilanilina) (TDM). Amb aquest procediment eren actius els grups amida,
fenols, acids carboxilics, urea i amina entre d’altres.

- Anisaldehid: 9.2 mL de 4-metoxibenzaldehid, 3.8 mL d’acid aceétic glacial, 338 mL d’EtOH
(95%) i 12.5 mL d’acid sulfuric (98%). Aquest revelador es va utilitzar per visualitzar aldehids.

- Permanganat de potassi: 3 g KMnQO,, 20 g K,COj3, 300 mL d’aigua i 5 mL de NaOH,q. (5%).
Aquest revelador es va utilitzar per visualitzar principalment triples enllacos, tot i que es revelaven
practicament tots els grups funcionals.

- lode: vapors de iode. Aquest revelador es va utilitzar per visualitzar triples enllagos.

Cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC): Les mesures d’'HPLC es van fer utilitzant els
aparells segiients: Shimadzu (amb bombes LC9A i LC10A) i detector UV o detector de diode-Array,

Waters 510 amb detector d’index de refraccid i Waters acoblat a detector de diode-Array i
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espectrometre de masses (Micromass ZQ). Es van utilitzar segons el cas, les seglients columnes:
Kromasil C18 (30 x 0.46 cm d), Kromasil C18 (15 x 4.5 cm &), Chirobiotic T (30 x 0.21 cm Q).

Microones:

Avui en dia els reactors per a sintesi en microones disposen d’agitadors magnétics (que
asseguren I’homogeneitat), controlen la temperatura de reaccié a través de sondes de fibra dptica o
sensors d'IR, i disposen de software que permet el control de la temperatura/pressié a través de la

regulacio de la poténcia de les microones."®">

Hi ha dos tipus de reactors; els que tenen diverses
cavitats multimode que permeten sintesi en paral-lel i els monomode que només tenen una cavitat i
on només es pot irradiar una mostra cada vegada. Els reactors monomode processen volums petits i
disposen d’'una corrent d'aire refrigerant que permet refredar la mostra després d’haver estat
irradiada. Els instruments disponibles actualment poden operar amb rangs de 0.2 a 50 mL en
recipients segellats (250°C, 20 bar).

En el nostre cas s’ha treballat amb 'aparell monomode MW Biotage amb capacitat per a un

reactor amb volum de 0.5-10 mL, el qual pot treballar a un maxim de 20 bars i a 250°C.
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5.2 LLIGANDS MONOVALENTS
5.2.1 Sintesi de derivats N-alquilats de propandiurea
5.2.1.1 Sintesi de I'acid 6-ureidohexanoic (18)'*

0]

HZNJ\N/\/\/\COOH
H

Es dissol I'acid 6-aminohexanoic (7.0 g, 53 mmol) en 120 mL d’aigua. A continuacio es dissol el
KCNO (5.2 g, 63 mmol) en la minima quantitat d’aigua i s’addiciona a la dissolucié anterior. La mescla
de reaccid s’escalfa a reflux 30 min. i es controla I'evolucié de la reaccido per CCF (SiOy; n-
BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5). Tot seguit es refreda a T.amb. i s’afegeix HCI 2M fins a pH= 3. Es
refreda la mescla de reaccioé a 4°C i s’obté un solid blanc que es filtra i es renta amb aigua refredada a
0°C i acetona. El producte es recristalllitza en aigua i s’obtenen 8.7 g (49.9 mmol) d’acid 6-
ureidohexanoic (18) que representen un 94% de rendiment.

CCF (SiOy; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5; Rf = 0.75)

'H-RMN (200 MHz, DMSO-ds), 5 (ppm): 6.86 (1H, s, NH), 5.32 (2H, s, NH,), 2.89 (2H, q, J = 6.2 Hz,
NH-CH,), 2.16 (2H, t, J = 7.2 Hz, -CH,-COOH), 1.30 (6H, m, NH-CH,-(CH_)3;-CH,-COOH)

IR v (KBr, cm™) 3407, 3214, 2950, 1709 (C=0), 1661 (C=0), 1559

ESI-MS: m/z = 174.8 [M+H]", 196.8 [M+Na]", 212.8 [M+K]"

5.2.1.2 Sintesi de I'acid 5-ureidopentanoic (17)"'*

0]

HZNJ\H/\/\/COOH

Es dissol I'hidroclorur de I'acid 5-aminopentanoic (4.0 g, 26 mmol) en 120 mL d’aigua (el pes
real és inferior perqué el producte esta humit). A continuacié es dissol el KCNO (2.1 g, 26 mmol) en la
minima quantitat d’aigua i s’addiciona a la dissolucié anterior. La mescla de reacci6 s’escalfa a reflux
30 min. i es controla I'evolucio de la reaccié per CCF (SiO,; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5). Tot seguit
es refreda a T.amb. i s’afegeix HCI 2M fins a pH= 3. Es refreda la mescla de reaccié a 4°C i s’obté un
solid blanc que es filtra i es renta amb aigua refredada a 0°C i acetona. El producte es recristal-litza en
aigua i s’obtenen 338 mg (2.1 mmol) d’acid 5-ureidopentanoic (17) que representen un 8% de
rendiment.

CCF (SiO,; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5; Rf = 0.69)

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg), 8(ppm): 11.99 (1H, s, -COOH), 5.89 (1H, m, H,N-CO-NH-(CH,),-
COOH), 5.34 (2H, s, H,N-CO-NH-(CH,),-COOH), 2.92 (2H, q, J = 6.2 Hz, H,N-CO-NH-CH-(CH,)s-
COOH), 2.18 (2H, t, J = 7.2 Hz, H,N-CO-NH-(CH,);-CH,-COOH), 1.48-1.30 (4H, m, H,N-CO-NH-CH,-
(CH;),-CH,-COOH)
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IR v (KBr, cm™) 3442, 3222, 1695 (C=0), 1674 (C=0), 1599

5.21.1 Generacié del malonaldehid '**

A

Es dissol el 1,1,3,3-tetrametoxipropa (15) (8.214 g, 50 mmol) en una dissolucié de HCI 2 M (25
mL) i s’agita a temperatura ambient sota atmosfera de nitrogen. Es controla el transcurs de la reacci6
per CCF (SiO,, CH.Cl,) i RMN. La desproteccié ha finalitzat quan ja no s’observa reactiu inicial,
passades unes 2 hores.

Per analitzar per RMN, s’ha d’extreure una fraccié de la mescla de reacci6 amb CDCl; i
posteriorment s’ha d’assecar la fase organica passant-la a través d’'una pipeta que contingui Na,SO,
anhidre.
CCF (SiO,, CH,CI,, Rf = 0.5) (visible sota la lampada d’'UV)
'H-RMN (200 MHz, CDCl3), & (ppm): 9.75 (2H, t, J = 1.0 Hz, H-CO-CH,-CO-H), 9.40 (1H, d, J = 8.2
Hz, H-CO-CH=CHOH), 7.41 (1H, d, J = 10.6 Hz, H-CO-CH=CHOH), 5.63 (1H, dd, J; = 10.6 Hz, J, =
8.2 Hz, H-CO-CH=CHOH), 2.76 (2H, dd, J = 5.7 Hz, J = 1.0 Hz, H-CO-CH,-CO-H)

La proporcié ceto-enolica aprox. segons la integracié és: 1:2 (forma cetonica i enolica

respectivament)

5.2.1.2 Sintesi del 3,7-dioxo-2,4,6,8-tetraazabiciclo[3.3.1]Jnona [PDU (6)]52
0
HNJ\NH
b
HN.__NH
bl
o]

Es pesa el 1,1,3,3-tetrametoxipropa (15) (9.85 g, 60 mmol) i la urea (7.2 g, 120 mmol) en un
matras de 50 mL (relacié molar 1:2). S’afegeixen 30 mL de dissolucié HCI 2M o bé H,SO4 1M . Es
comprova amb paper indicador que el pH de la mescla és acid (pH=1). Es tapa el matras de reaccio
amb un séptum i s’agita amb agitaci6 magnética i sota atmosfera de nitrogen durant 2 dies a
temperatura ambient, o fins que s’observa que algun dels reactius s’ha esgotat. Quan ja no s’observa
malonaldehid es para la reaccio refredant-la a 4°C i filtrant el solid obtingut.

El solid es recristal-litza en aigua i s’asseca al dessecador, obtenint-se el producte desitjat amb
un 28% de rendiment.

Pf (°C) > 300°C
CCF (SiOy; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/1/1; Rf = 0.34)
"H-RMN (200 MHz, DMSO-dg), 8 (ppm): 7.06 (4H, m, H-N), 4.47 (2H, m, CH), 1.92 (2H, m, CH,)
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IR v (KBr, cm™) 3257, 3077, 1657 (C=0), 1636
ESI-MS: (H,O/MeOH) m/z = 178.7 [M+Na]’, 194.7 [M+K]", 313.0 [2M+H]", 335.0 [2M+Na]’, 469.1
[BM+H]", 491.1 [3M+Na]" i més agregats.

5.2.1.3 Sintesi del 5-(3,7-diox0-2,4,6,8-tetraazabiciclo[3.3.1]non-2-il)-pentanoat d’etil [PDU-N-
(CH,);,-COOEt (22)]

Procediment A: Utilitzant NaH com a base

Es pesa 187 mg (1.2 mmol) de PDU (6) en un matras i es guarda sota atmosfera de nitrogen
fins que s’hi transfereix el DMSO anhidre (200 mL) a través de canula i sota atmosfera inert. Aquesta
dissolucio6 s’escalfa (~90°C) amb agitacié per tal de dissoldre la PDU completament i seguidament es
deixa refredar fins aproximadament 40°C. En un altre matras es pesa el NaH 60% en oli mineral (100
mg, 2.5 mmol) i es renta amb hexa anhidre (3x10 mL) sota atmosfera de nitrogen. Tot seguit es
transfereix la dissolucié de PDU sobre el matras que conté el NaH net i sec, a través d’una canula i
sota atmosfera de N,. Es deixa agitant uns 15 min a temperatura ambient. Finalment s’afegeix el 5-
bromopentanoat d’etil (26) (251 mg, 1.2 mmol) amb xeringa i gota a gota sobre la mescla de reaccio.

La mescla de reaccié es deixa agitant sota atmosfera de nitrogen i a temperatura ambient
durant 24 h. Després d’analitzar-se per CCF (SiO,; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5) encara s’observa
gran quantitat de PDU, per la qual cosa s’addiciona 1.25 mmol de 5-bromopentanoat d’etil i es
continua agitant sota les mateixes condicions durant 2 dies. Aleshores es torna a analitzar per CCF i
encara s’observa PDU, per la qual cosa s’addiciona 1.18 mmol de 5-bromopentanoat d’etil i s’esclafa
la mescla a 50°C durant 24 hores més. Finalment s’evapora el dissolvent ja que no s'observen canvis
apreciables en I'evolucié de la reaccid.

L’analisi de la barreja de reacci6 per CCF (SiO,; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5) déna 3 taques
a Rf = 0.59, 0.42 i 0.34 (PDU) en proporcio aproximada 1:10:8. Aleshores es purifica la mescla de
reaccié per cromatografia en columna (35 x 3 cm @; SiO,; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5), obtenint-se
288 mg del compost desitjat (22) impurificats amb gel de silice, perd prou purs per a procedir amb la

reaccio seguent.

Procediment B: Utilitzant 'BuOK com a base

Una barreja de PDU (6) (40 mg, 0.25 mmol) i DMSOg,,. (50 mL) s’escalfa a 90°C amb agitacio
fins a dissolucio total i es deixa refredar la barreja a temperatura ambient. A continuacié s’addiciona
gota a gota una dissolucié de 'BUOK (31.6 mg, 0.28 mmol) en DMSO,,, (5 mL) sobre la barreja
anterior i es deixa agitant a T.amb. sota atmosfera de nitrogen durant 30 min. Aleshores s’addiciona
una dissolucié de 5-bromopentanoat d’etil (58.87 mg, 0.28 mmol) en 2 mL de DMSO,,,. i la barreja

s’agita a T.amb. sota atmosfera de nitrogen durant 24 h. L’evolucié de la reaccio es controla per
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analisi de CCF (SiOy; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5) i per HPLC (Kromasil C18, columna analitica, f =
1 mL/min, H,O/MeOH; 6/4, tr (6) = 2.8 min, tr (22) = 5.7 min) de diverses fraccions a diferents temps
de reacci6. La barreja de reaccié s’evapora a pressio reduida, es redissol en H,O/MeOH (1/1) i es
purifica mitjangant HPLC semi-preparatiu (Kromasil C18, columna semi-preparativa, f = 4 mL/min,
H,O/MeOH; 6/4, tr = 9.5-10.5 min) obtenint-se el producte desitjat (22) (18 mg, 0.06 mmol) amb un
25% de rendiment.

CCF (SiO; N-N-BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5; Rf = 0.42)

"H-RMN (200 MHz, DMSO-de), & (ppm): 7.37 (1H, ampla, H-N), 7.12 (2H, ampla, H-N), 4.52 (1H,
ampla, N-CH-N), 4.42 (1H, ampla, N-CH-N), 4.0 (2H, q, J = 7.0 Hz, COO-CH,-CH3), 3.40 (1H, m, -N-
CHH-), 2.95 (1H, m, -N-CHH-), 2.27 (2H, t, J = 6.4 Hz, -CH,-COOEt), 1.96 (2H, m, HC-CH,-CH), 1.52-
1.41 (4H, m, -N-CH,-(CH,),-), 1.13 (3H, t, J = 7.0 Hz, -COO-CH,-CH5,)

"H-RMN (400 MHz, D,0), & (ppm): 4.79 (1H, ampla, N-CH-N), 4.74 (1H, ampla, N-CH-N), 4.02 (2H, q,
J =7.6 Hz, -COO-CH,-CH3), 3.30 (1H, m, -N-CHH-), 3.15 (1H, m, -N-CHH-), 2.28 (2H, t, J = 6.4 Hz, -
CH,-COOEt), 2.15 (2H, m, HC-CH,-CH), 1.46 (4H, m, N-CH»-(CH,)>-), 1.12 (3H, t, J = 7.6 Hz, -COO-
CH,-CH,)

3C-RMN (100 MHz, D,0), & (ppm): 177.5, 157.6, 157.1, 62.3, 61.1, 55.9, 46.3, 34.3, 27.8, 26.8, 22.2,
14.0

IR v (KBr, cm™) 3246, 3074, 2939, 1735 (C=0), 1670 (C=0), 1640

ESI-MS: (H,O/MeOH) m/z = 285.5 [M+H]*, 307.5 [M+Na]’, 569.8 [2M+H]", 591.8 [2M+Na]’, 854.1
[BM+H]"

5.21.4 Sintesi de I'acid 5-(3,7-dioxo-2,4,6,8-tetraazabiciclo[3.3.1]Jnon-2-il)-pentanoic [PDU-N-
(CH)4-COOH, (8)]

A una dissolucid de 6-(3,7-dioxo-2,4,6,8-tetraazabiciclo[3.3.1]non-2-il)-pentanoat d’etil (22)
(20.3 mg, 0.07 mmol) en aigua (10 mL), se li addiciona 1.6 mL de NaOH 0.047 M (0.075 mmol, 1.1
eq). La barreja s’agita a T.amb. sota atmosfera de nitrogen durant 24 h., fins que desapareix
completament la taca de I'éster per CCF (AcOEt/MeOH, 1/1, Rf = 0.4). Aleshores la mescla s’acidifica
a pH = 5 per addicié de HCly i s’evapora el dissolvent. El cru de reaccié es redissol en H,O i es
purifica a través d’HPLC (Kromasil C18, columna semi-preparativa, f = 4 mL/min, H,O/MeOH; 9/1, tr =
3.9 min) obtenint-se el producte desitjat (17.5 mg, 0.07 mmol) amb un 98% de rendiment.
CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 1/1; Rf = 0.1)
Pf (°C) 225-227
"H-RMN (400 MHz, D,0), § (ppm): 4.79 (1H, ampla, N-CH-N), 4.74 (1H, ampla, N-CH-N), 3.30 (1H, m,
-N-CHH-), 3.15 (1H, m, -N-CHH-), 2.29 (2H, t, J = 6.4 Hz, -CH,-COOH), 2.0 (2H, m, HC-CH,-CH),
1.52-1.41 (4H, m, N-CH,-(CH,),-)

148



5. Lligands divalents semi-rigids de tipus poliéter i alquilic

3C-RMN (100 MHz, D,0), § (ppm): 179.4, 157.6, 157.1, 61.1, 55.9, 46.3, 34.1, 27.8, 26.8, 22.2

IR v (KBr, cm™) 3275, 2933, 1714 (C=0), 1666 (C=0), 1633

ESI-MS: (H,O/MeOH) m/z = 256.9 [M+H]’, 278.9 [M+Na]’, 294.9 [M+K]", 513.1 [2M+H]’, 535.1
[2M+Na]’, 551.1 [2M+K]", 769.3 [3M+H]", 791.2 [3M+Na]", 807.2 [3M+K]"

Analisi elemental CqHsN4O, - 72 H,O (calculat): C 45.28, H 6.46, N 21.12 (experimental): C 45.17, H
6.37, N 20.63

La resolucié racémica de l'acid 5-(3,7-dioxo-2,4,6,8-tetraazabiciclo[3.3.1]non-2-il)-pentanocic a
escala de mg, ha estat possible a través d’HPLC utilitzant una columna amb fase estacionaria quiral
Chirobiotic® T (ASTEC Inc, USA), (f = 0.25 mL/min, MeOH 100%, T = 25°C, tr (+)-8 = 9-15 min, tr (-)-8
= 45-60 min). Altres condicions, treballant amb un forn per a columnes analitiques: f = 0.3 mL/min,
H,O/MeOH; 6/4, T = 37°C, tr (+)-8 = 4-6 min, tr (-)-8 = 11-15 min.

(+)-8: [a]®p = +56.9 (c = 0.0017 g/mL, MeOH)
(-)-8: []*° = -54.3 (¢ = 0.0026 g/mL, MeOH)

5.2.1.5 Sintesi del 6-(3,7-dioxo-2,4,6,8-tetraazabiciclo[3.3.1]non-2-il)-hexanoat d’etil [PDU-N-
(CH,)s-COOEt; (28)]

Es pesa 187 mg (1.2 mmol) de PDU (6) en un matras i es guarda sota atmosfera de nitrogen
fins que s’hi transfereix el DMSO anhidre (200 mL) a través de canula i sota atmosfera inert. Aquesta
dissolucio s’escalfa (~90°C) amb agitacio per tal de dissoldre la PDU completament i seguidament es
deixa refredar fins aproximadament 40°C. En un altre matras es pesa el NaH 60% en oli mineral (100
mg, 2.5 mmol) i es renta amb hexa anhidre (3x10 mL) sota atmosfera de nitrogen. Tot seguit es
transfereix la dissolucié de PDU sobre el matras que conté el NaH net i sec, a través d’una canula i
sota atmosfera de N,. Es deixa agitant uns 15 min a temperatura ambient. Finalment s’afegeix el 6-
bromohexanoat d’etil (25) (267 mg, 1.2 mmol) amb xeringa i gota a gota sobre la mescla de reaccid.

La mescla de reaccié es deixa agitant sota atmosfera de nitrogen i a temperatura ambient
durant 24 h. Després d’analitzar-se per CCF (SiO,; n-BuOH/AcOH/H,O, 4/0.5/0.5) s’observen 4
taques als seguents Rf = 0.29 (PDU), 0.36, 0.43, 0.67.

Es purifiquen 485 mg de mescla de reaccié fent rentats del solid amb la barreja n-
BuOH/AcOH/H,0: 4/0.5/0.5, seguits de centrifugacié fins que es comprovi que el solid només conté la
PDU que no ha reaccionat i el sobrenedant, que conté la barreja del productes d’alquilacié, es purifica
per cromatografia en columna (SiO,; 35 x 3 cm &; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5), obtenint-se 258 mg

de producte desitjat (28) impurificat gel de silice. A continuacié es purifica a través d’HPLC (Kromasil
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C18, columna semi-preparativa, f = 5 mL/min, H,O/MeOH; 6/4, tr = 11.7 min) i s’obtenen 29 mg (0.1
mmol) de producte desitjat (28) amb un 8% de rendiment.

CCF (SiOy; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5; Rf = 0.36)

Pf (°C) 272-275

"H-RMN (200 MHz, DMSO-dq), & (ppm): 7.36 (1H, ampla, H-N), 7.17 (2H, ampla, H-N), 4.58 (1H,
ampla, N-CH-N), 4.42 (1H, ampla, N-CH-N), 4.01 (2H, q, J = 7.0 Hz, -COO-CH»-CHj3), 3.33 (1H, m, -
N-CHH-), 2.95 (1H, m, -N-CHH-), 2.24 (2H, t, J = 7.3 Hz, -CH,-COOEt), 1.96 (2H, ampla, HC-CH.-
CH), 1.59-1.37 (6H, m, -N-CH>-(CH.);-), 1.14 (3H, t, J = 7.0 Hz, -COO-CH,-CH5)

IR v (KBr, cm™) 3249, 1734 (C=0), 1669 (C=0), 1640

ESI-MS: (H,O/CH3;CN) m/z = 321.7 [M+Na]’, 619.9 [2M+Na]"

S’han dut a terme experiments d’espectroscopia de masses per assignar els productes
obtinguts en les alquilacions. Els resultats han estat els seglents:

-Taca 1 (Rf = 0.87) : ESI-MS (MeOH): m/z = 724.87 [M+H]" (correspon al pes molecular de la
PDU tetraalquilada, 32)

-Taca 2 (Rf = 0.67) : ESI-MS (MeOH): m/z = 582.85 [M+H]" (correspon al pes molecular de la
PDU trialquilada, 31)

-Taca 3 (Rf = 0.43) : ESI-MS (MeOH): m/z = 440.76 [M+H]", 462.72 [M+Na]" (correspon al pes
molecular de la PDU dialquilada, 29 o 30)

5.2.1.6 Obtencio de I’acid 6-(3,7-dioxo-2,4,6,8-tetraazabiciclo[3.3.1]non-2-il)-hexanoic [PDU-
N(CH)s-COOH; (9)]

A una dissolucio de 6-(3,7-dioxo-2,4,6,8-tetraazabiciclo[3.3.1]non-2-il)-hexanoat d’etil (28) (16.1
mg, 0.054 mmol) en aigua (10 mL), se li addiciona 1.2 mL de NaOH 0.047 M (0.06 mmol, 1.1 eq). La
barreja s’agita a T.amb. sota atmosfera de nitrogen durant 24 h., fins que desapareix completament la
taca de I'éster per CCF (AcOEt/MeOH, 1/1; Rf = 0.5). Aleshores la mescla s’acidifica a pH = 5 per
addicioé de HClg i s’evapora el dissolvent. El cru de reaccid es redissol en H,O i es purifica a través
d’HPLC (Kromasil C18, columna semi-preparativa, f = 5 mL/min, 100% H,O, tr = 3.9 min) obtenint-se
el producte desitjat (2)-9 (14.6 mg, 0.05 mmol) amb un 92% de rendiment.

CCF (SiOy; AcOEt/MeOH, 1/1; Rf = 0.25)

Pf (°C) 221-223

"H-RMN (200 MHz, DMSO-dg), 8 (ppm): 7.39 (1H, ampla, H-N), 7.12 (2H, ampla, H-N), 4.53 (1H,
ampla, N-CH-N), 4.42 (1H, ampla, N-CH-N), 3.37 (1H, m, -N-CHH-), 2.94 (1H, m, -N-CHH-), 2.10 (2H,
t, J =7.4 Hz, -CH,-COOH), 1.96 (2H, ampla, HC-CH,-CH), 1.48-1.14 (6H, m, -N-CH>-(CH)s-)
®C-NMR (100 MHz, D;0), § (ppm): 182.7, 157.7, 157.1, 61.1, 56.0, 46.7, 36.7, 28.1, 26.8, 26.4, 25.7
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IR v (KBr, cm™) 3855-2902 (ampla), 1707 (C=0), 1670 (C=0), 1640

ESI-MS: (H,O/MeOH) m/z = 270.9 [M+H]", 292.9 [M+Na]’, 308.9 [M+K]". S’observen dimers: 541.1
[2M+H]", 563.1 [2M+Na]", 579.1 [2M+K]"; i trimers: 811.3 [3M+H]", 833.3 [3M+Na]’, 849.3 [3M+K]"
Analisi elemental C;1HsN,O, - 2 MeOH (calculat): C 48.24, H 7.04, N 19.57 (experimental): C 48.09,
H 7.13, N 20.02

5.2.2 Sintesi de derivats N-alquilats de dimetilpropandiurea (DMPDU)

5.2.2.1 Sintesi del 9,9-dimetil-3,7-dioxo-2,4,6,8-tetraazabiciclo[3.3.1Jnona (DMPDU)'*° (10)
O
HNJ\NH
H—ﬁ\H—-H
HN NH
bl
(0]

Es dissol una barreja de 1,1,3,3-tetraetoxi-2,2-dimetilpropé2 (14) (1.5 g, 6.04 mmol) i urea (0.9
g, 12.6 mmol) en 3 mL d’aigua i s’addiciona acid sulfuric concentrat (3 gotes) fins a obtenir pH = 1-2.
La barreja s’escalfa a 90°C durant 4 h. obtenint-se un solid blanc que es filtra a través d’una placa
filtrant (del num. 3) i es renta amb aigua freda i acetona. S’obtenen 784.8 mg (4.26 mmol) amb un
71% de rendiment.
CCF (SiOy; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/1/1; Rf = 0.45; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5; Rf = 0.35)
Pf. (°C) > 300 (descomposa)
'H-NMR (200 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 6.52 (4H, s, NH), 3.83 (2H, s, CH) 1.09 (6H, s, CH>)
IR v (KBr, cm™): 3250, 3050, 1700 (C=0), 1630, 1540.

5.2.2.2 Sintesi de I'acid 4-(9,9-dimetil-3,7-dioxo-2,4,6,8-tetraazabiciclo[3.3.1]non-2-il)butanoic
[DMPDU-N-(CH,)3-COOH, (11)]

Una barreja equimolar d’'urea (240 mg, 4 mmol) i acid 4-ureidobutanoic® (16) (586 mg, 4 mmol)
es dissolen en 20 mL d’aigua escalfant a 90°C per tal de dissoldre-ho completament. Tot seguit
s’addiciona el 1,1,3,3-tetraetoxi-2,2-dimetilpropa (14) (1146 mg, 4.6 mmol) i HoSO4conc. (6 gotes) fins a
pH = 1. S’escalfa la barreja a 90°C durant 6 h., aleshores es refreda a 4°C i es filtra el solid obtingut.

Es purifiquen 100 mg de solid mitjancant HPLC semi-preparatiu (Kromasil C18, columna semi-

2 Sintetizat per Joaquim Martin. Master Experimental en Quimica Organica, Universitat de Barcelona, 2003.

® Sintetitzat al nostre grup de la mateixa manera que I'acid 6-ureidohexanoic (18).
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preparativa, f = 4 mL/min, H,O/MeOH, 87/13) i s’obtenen 2 pics majoritaris: tr = 6.9-10 min.
(corresponent a DMPDU (10)) i tr = 16.8-21.4 min. (42 mg ,0.17 mmol) corresponents al producte
desitjat (11) amb un 42% de rendiment.

CCF (SiOy; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/1/1; Rf = 0.47)

Pf (°C) 245-250

"H-NMR (400 MHz, D,0) & (ppm): 4.39 (1H, s, -CH), 4.32 (1H, s, -CH), 3.51 (1H, dt, J4 = 14.8 Hz, J; =
7.6 Hz, -N-CHH-), 3.21 (1H, dt, J4 = 14.8 Hz, J; = 7.6, -N-CHH-), 2.39 (2H, t, J = 7.6 Hz, -CH,-COOH),
1.86 (2H, m, -CH,-), 1.23 (6H, s, -CH},)

*C-NMR (100 MHz, D,0) & (ppm): 179.2, 157.8, 157.3, 70.0, 64.6, 49.9, 46.1, 32.1, 30.8, 24.1, 21.9.
IR v (KBr, cm™): 3278, 1730 (C=0), 1669 (C=0), 1634

ESI-MS (H,O/MeOH) m/z: 270.8 [M+H]", 292.8 [M+Na]", 308.8 [M+K]"

5.2.2.3 Sintesi de I’acid 5-(9,9-dimetil-3,7-dioxo0-2,4,6,8-tetraazabiciclo[3.3.1]non-2-il)pentanoic
[DMPDU-N-(CH,);,-COOH, (8)]

Una barreja equimolar d’urea (240 mg, 4 mmol) i acid 5-ureidopentanoic (17) (640 mg, 4 mmol)
es dissolen en 20 mL d’aigua escalfant a 90°C per tal de dissoldre-ho completament. Tot seguit
s’addiciona el 1,1,3,3-tetraetoxi-2,2-dimetilpropa (14) (1111 mg, 4.47 mmol) i H,SO4c0nc. (6 gotes) fins
a pH = 1. S’escalfa la barreja a 90°C durant 6 h., aleshores es refreda a 4°C i es filtra el sdlid obtingut.
En la purificacid del solid obtingut s’utilitza en primer lloc la cromatografia en columna (SiOy; n-
BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5) obtenint-se el producte desitjat impurificat amb gel de silice. Per tal de
facilitar la seva purificacié cromatografica es va transformar una part del producte (103 mg, 0.36
mmol) en el corresponent eéster metilic dissolent-lo en 50 mL de MeOH anhidre amb catalisis d’acid p-
toluensulfonic (5 mg) en un bany a 45-50°C durant 24 h. Després de la purificacié mitjiangant HPLC
(Kromasil C18, columna semi-preparativa, f = 5 mL/min, H,O/MeOH; 6/4, tr = 7.3 min), s’obtenen 49.7
mg (0.17 mmol) d’éster metilic 34 amb un 44% de rendiment. Aquest éster metilic (34) es saponifica
amb NaOH,q. 2M (24 h, T.amb.) obtenint-se el producte desitjat (10 mg, 0.036 mmol) en forma d’acid
(12) amb un 10% de rendiment global.

CCF (SiOy; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/1/1; Rf = 0.51)

Pf (°C) 232-237

"H-NMR (500 MHz, D,0), & (ppm): 7.59 (1H, s, -NH), 7.28 (1H, s, -NH), 7.15 (1H, s, -NH-CO-N-), 4.39
(1H, s, CH-N-CHy>-), 4.30 (1H, s, CH), 3.50 (1H, m, -N-CHH-), 3.15 (1H, m, -N-CHH-), 2.37 (2H, m, -
CH,-COOQOH), 1.58 (2H, t, J = 3.5 Hz, -CH,-COOH), 1.23 (3H, s, -CH3), 1.21 (3H, s, -CH,)

®C-RMN (100 MHz, DMSO-d), & (ppm): 174.7, 153.9, 153.8, 68.6, 64.3, 43.8, 33.6, 30.5, 27.6, 22.5,
22.3,22.0

IR v (KBr, cm™): 3276, 1717 (C=0), 1670 (C=0), 1636
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ESI-MS (H,0/MeOH) m/z: 307.1 [M+Na]"

La resolucié del racémic de l'acid 5-(9,9-dimetil-3,7-dioxo-2,4,6,8-tetraazabiciclo[3.3.1]non-2-
il)pentanoic ((x)-12) a escala de mg. es va dur a terme mitjangant HPLC utilitzant una columna amb
fase estacionaria quiral (Chirobiotic® T, ASTEC Inc, U.S.A,, f = 0.3 mL/min, H,O/MeOH; 6/4, Temp =
35°C) obtenint-se els dos enantidmers a tr = 3.3-5 min. ((+)-12) i tr = 8-11 min. ((-)-12).

Altres condicions: f = 0.25 mL/min, 100% MeOH, tr = 6.5-12 min. ((+)-12) i tr = 28-45 min. ((-)-
12)

(+)-12: [0]*°p = +38.4 (c = 0.0017 g/mL, MeOH)
(-)-12: [0]®°p = -22.2 (c = 0.0011 g/mL, MeOH) (el qual s’obté amb un 82% de puresa enantiomeérica).

5.2.2.4 Sintesi de I'acid 6-(9,9-dimetil-3,7-dioxo-2,4,6,8-tetraazabiciclo[3.3.1]non-2-il)hexanoic
[DMPDU-N-(CH,)s-COOH, (13)]

Una barreja equimolar d’urea (240 mg, 4 mmol) i acid 6-ureidohexanoic (18) (697 mg, 4 mmol)
es dissolen en 20 mL d’aigua escalfant a 90°C per tal de dissoldre-ho completament. Tot seguit
s’addiciona el 1,1,3,3-tetraetoxi-2,2-dimetilpropa (14) (1166 mg, 4.7 mmol) i HoSO4conc. (6 gotes) fins a
pH = 1. S’escalfa la barreja a 90°C durant 6 h., aleshores es refreda a 4°C i es filtra el solid obtingut.
En la purificacio del solid obtingut s’utilitza en primer lloc la cromatografia en columna (SiO,; n-
BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5) obtenint-se el producte desitjat impurificat amb gel de silice. Per tal de
facilitar la purificacié del compost, es van esterificar 100 mg de producte mitjangant una esterificacio
de Fisher utilitzant MeOH anhidre (50 mL) amb catalisis d’acid p-toluensulfonic (5 mg) durant 24 h. a
45-50°C. Després de la purificacié mitjangant HPLC (Kromasil C18, columna semi-preparativa, f = 5
mL/min, H,O/MeOH; 6/4, tr = 9.6 min), s’obtenen 77.7 mg (0.24 mmol) d’éster metilic 35 amb un 71%
de rendiment. Aquest éster metilic es saponifica amb NaOH,,. 2M (24 h., T.amb.) i es purifica
mitjangant HPLC (Kromasil C18, columna semi-preparativa, f = 5 mL/min, H,O/MeOH; 99/1, tr = 8.3
min) obtenint-se el producte desitjat (£)-13 (29 mg, 0.1 mmol) amb un 93% de rendiment de
saponificacio.

CCF (SiO,; n-BuOH/AcOH/H,0, 4/0.5/0.5; Rf = 0.53)

Pf (°C) 242-244

'H-NMR (200 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 7.36 (1H, s, -NH), 7.02 (2H, s, -NH), 3.96 (1H, s, N-CH-N),
3.85 (1H, s, N-CH-N), 3.40 (1H, m, -N-CHH-), 2.85 (1H, m, -N-CHH-), 2.02 (2H, m, -CH,-COOH), 1.41
(4H, m, -(CH,)2-), 1.16 (2H, m, -CH,-), 1.09 (3H, s, -CH3), 1.07 (3H, s, -CH,)

3C-RMN (100 MHz, DMSO-ds), 8 (ppm): 174.7, 154.0, 153.7, 68.7, 64.3, 44.3, 33.8, 30.5, 27.9, 26.1,
245,225,223
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IR v (KBr, cm™): 3276, 1715 (C=0), 1670 (C=0), 1634

ESI-MS (H,0/MeOH) m/z: 320.9 [M+Na]"

Analisi elemental C3H,,N,O, - H,O (calculat): C 49.36, H 7.65, N 17.71 (experimental): C 50.15, H
7.67,N 17.89

5.2.2.5 Sintesi del compost 40>

0]

0
HNJJ\NH H
HI\Z\MN\/\O/\/O\/\H/BOC
1]

Es dissol el compost 5 (305 mg, 1.01 mmol) en 50 mL de DMSO,,, i s’addiciona la
difenilfosforilazida (DPPA, 825 mg, 1.5 mmol) i la trietilamina (0.42 mL, 1.5 mmol). A continuacio
s’addiciona a través de canula el 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat de fert-butil (372 mg, 1.5 mmol)
dissolt en 10 mL de DMSO,,. La mescla es deixa agitant a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant
24 h. Aleshores s’addiciona uns 2 mL d’aigua i s’evapora amb la bomba d’oli per tal d’eliminar el
DMSO. La mescla resultant es purifica per cromatografia en columna (SiO,; 10 x 3.5 cm ;
CH,CI,/MeOH, 9/1, 75/25). S’obté el producte impurificat lleugerament amb Et;N i silica, per la qual
cosa es purifica a través de HPLC semi-preparatiu (Kromasil C18, columna semi-preparativa, f = 4
mL/min, H,O/MeOH; 1/1, tr = 16 min). S’obté el producte desitjat el forma de solid blanc (404 mg, 0.79
mmol) amb un 79% de rendiment.

HPLC (Kromasil C18, columna analitica, f = 0.8 mL/min, H,O/MeOH; 1/1, tr = 15.3 min)

Pf (°C) 225-229

'H-RMN (CD;0D, 200 MHz) & (ppm) 1.26 (6 H, s, CHs), 1.48 (9 H, s, CHs), 1.57 (2H, m, CH,), 1.62
(2H, m, CH,), 1.78 (2H, m, CH,), 2.31 (2H, t, J =7 Hz, CH»-CO), 3.27 (2H, t, J = 6 Hz, CH,) 3.42 (2H,
t, J =5.4 Hz, CH,) 3.56 (2H, m, CH,), 3.66 (6H, m, CH,), 4.11 (1H, s, CH)

ESI-MS: m/z = 515.3 [M+H]’, 537.3 [M+Na]"

5.2.2.6 Sintesi del compost 41

X
HN NH
N 0~&
~ o \/\NH3 cl
HN NH o
g °
(o)

A una dissoluci6 del compost 40 (500 mg, 0.97 mmol) en 30 mL d’EtOH, se li addiciona 30 mL
d’HCI/AcOEt (~ 2M) i es deixa reaccionar 12 h. a T.amb. A continuaci6 s’evapora el dissolvent amb la

trompa d’aigua i es purifica per HPLC semi-preparatiu en fase reversa (Kromasil C18, columna semi-
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preparativa, f = 4 mL/min, H,O/ MeOH; 9/1, tr = 12.8 min). S’obté el producte desitjat en forma
d’hidroclorur (183 mg, 0.41 mmol) amb un 86% de rendiment.

HPLC (Kromasil C18, columna analitica, f = 0.8 mL / min, H,O/ MeOH; 9/1, tr = 12.8 min)

Analisi elemental [C1gH35CINgO5 + H,0] tedric (%) C: 46.1, H: 7.9, N: 17.9; experimental (%) C: 46.7,
H:7.9,N: 18.0

A continuaci¢ es redissol el producte en 10 mL H,O i es basifica amb KOH,q 2M a pH=10. Es
purifica a través d’una columna amb fase estacionaria polimérica (MCl Gel CHP20P, 15 x 1 cm &) per
tal de treure les sals. S’elueix en primer lloc amb H,O (per eluir les sals) i tot seguit amb barreges
H,O/MeOH (75/25) (s’obté el producte desitjat) fins acabar amb MeOH 100% (per regenerar la

columna).

"H-RMN (D,O, 400 MHz) & (ppm) 1.06 (6H, s, CH,), 1.38 (2H, m, CH,), 1.52 (2H, m, CH,), 1.65 (2H,
m, CH,), 2.19 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,-CO), 3.08 (2H, t, J = 5.2 Hz, CHo-NH,), 3.28 (2H, t, J = 5.2 Hz,
CHo-NH), 3.52 (2H, t, J = 5.2 Hz, CH,), 3.58 (4H, s, O-CH,-CH,-0), 3.63 (2H, t, J = 5.2 Hz, CH,), 4.14
(1H, s, CH)

IR, v (KBr, cm™") 1126, 1530, 1645 (C=0), 1685 (C=0), 2930, 3069 (N-H), 3238 (N-H)

ESI-MS: m/z = 415.1 [M+H]", 414.5 (calc)

5.2.2.7 Sintesi del compost 42

X
HN NH H .
H’\Z\%/\/\”/ \/\/\/\/\H/ 0oC
g ©
o}

Es dissol el compost 5 (454 mg, 1.5 mmol) en 50 mL de DMSO,, i s’addiciona la
difenilfosforilazida (DPPA, 619 mg, 2.25 mmol) i la trietilamina (0.31 mL, 2.25 mmol). A continuacio
s’addiciona a través de canula el 8-aminooctilcarbamat de fert-butil (39) (521.0 mg, 2.1 mmol) dissolt
en 10 mL de DMSO,,. La mescla es deixa agitant a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 24 h.
Aleshores s’addicionen 2 mL d’aigua i s’evapora amb la bomba d’oli per tal d’eliminar el DMSO. La
mescla resultant es purifica per cromatografia en columna (SiO,, 10 x 4.5 cm &, CH,Cl,/MeOH; 98/2,
95/5, 9/1, 8/2). S'obté el producte impurificat lleugerament amb Et;N i DPPA, per la qual cosa es
purifica per HPLC semi-preparatiu (Kromasil C18, columna semi-preparativa, H,O/MeOH; 30/70, f = 4
mL/min, tr =12 min). S’obté el producte esperat (520 mg, 1.02 mmol) en forma de solid blanc amb un
68% de rendiment.

'H-RMN (CD;OD, 400 MHz) & (ppm) 1.24 (6H, s, CH,), 1.36 (8H, m, CH,), 1.46 (9H, s, CHs), 1.53 (6H,
m, CH,), 1.67 (2H, m, CH,), 1.76 (2H, m, CH,), 2.27 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,-CO), 3.04 (2H, m, CH,-
NH-Boc), 3.18 (2H, m, CH,-NH), 4.10 (1H, s, CH)

ESI-MS: m/z = 511.7 [M+H]", 533.7 [M+Na]"
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5.2.2.8 Sintesi del compost 43

JOL

HMH\A/\/V\

HN\n/NH 5 NH,
o]

El compost 42 (505 mg, 0.99 mmol) es dissol en 30 mL d’EtOH i se li addiciona 30 mL
d’HCI/AcOEt (~ 2M), deixant-ho reaccionar 12 h. a T.amb. A continuacié s’evapora el dissolvent amb
la trompa d’aigua, es redissol amb H,O, es basifica amb NaOH,, fins a pH = 12 i es purifica a través
d’'una columna polimérica (18 x 1 cm &, MCI Gel CHP20P) utilitzant H,O i H,O/MeOH (1/1),
H,O/MeOH (3/7) com a eluent. S’obté el producte esperat (43) (226 mg, 0.55 mmol) en forma de solid
blanc amb un 84% de rendiment.

Pf. (°C) 245-247

'H-RMN (CD30OD, 400 MHz) & (ppm) 1.25 (6H, s, CHs), 1.37 (8H, m, CH,), 1.53 (6H, m, CH,), 1.67
(2H, m, CH,), 1.76 (2H, m, CH,), 2.27 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,-CO), 2.68 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,-NH,),
3.20 (2H, t,J = 7.2 Hz, CH,-NH), 4.10 (1H, s, CH)

®C-RMN (CD;0OD, 100 MHz) & (ppm) 21.4, 22.9, 27.4, 28.0, 30.4, 30.4, 30.5, 33.6, 34.8, 34.9, 36.6,
40.4,425,67.3,71.4,158.0, 175.8

IR, v (KBr, cm™) 1134, 1540, 1654 (C=0), 1699 (C=0), 2852, 2924, 3251 (N-H)

ESI-MS: m/z = 411.5 [M+H]", 433.5 [M+Na]"

5.2.3 Estudis de difraccio de raigs X

5.2.3.1 Difraccié de raigs X del compost PDU-N-C,-COOH (8)

Un cristall prismatic (0.1 x 0.1 x 0.2 mm) vas ser seleccionat i es va muntar sobre d’'un
difractometre MAR345 amb un detector amb placa d’'imatge. Els parametres de la cella unitaria van
ser determinats a través de 14 reflexions (3 < § < 31°) i refinats pel metode de minims quadrats. Les
intensitats van ser recollides en grafit després de radiaci®6 monocromada de Mo Ka. Es van mesurar
4185 reflexions en el rang de 2.69 < § < 29.99, 3761 de les quals no van ser equivalents per simetria.
Es va assumir 1753 reflexions aplicant la condicié | > 2¢ (I). Es va aplicar la polaritzacié de Lorentz,
pero no les correccions d’absorcid.

L’estructura es va resoldre per métodes directes, utilitzant un programa informatic SHELXS
(Sheldrick, G.M., (1997), un programa per la soluci6 automatica de I'estructura del cristall, Univer
Goettingen, Germany) i refinament a través del métode de minims quadrats de la matriu complerta
amb el programa informatic SHELX97 (Sheldrick, G.M., (1997), un programa per al refinament de
I'estructura del cristall, Univer Goettingen, Germany), utilitzant 4185 reflexions (moltes intensitats

negatives no son considerades). La funcié minimitzada fou:
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2

> w{Fo|’ ~Fef

on w=|o2(1)+(0.0950P) |,

(Fo? +2Fcf’)
3

onf, f i f’ sén presos de les taules internacionals de Cristal-lografia per Raigs-X, (International
Tables of X-Ray Crystallography, (1974), Ed. Kynoch press, Vol. IV, pp 99-100 i 149). 15 atoms de H
van ser comptats i refinats, utilitzant un model de transport, amb un factor de temperatura isotropic
igual a 1.2 vegades el factor de temperatura equivalent de I'atom al qual es troba unit. El factor final R
(en F) va ser 0.069, wR (en |F|*) = 0.171 i el bon ajust = 0.920 per a totes les reflexions observades.
El nombre de parametres refinats va ser 190. Els pics max. i min. en la diferéncia final de sintesi van

ser 0.3451-0.413 eA”, respectivament.

Dades experimentals obtingudes:

PDU-N-C,4-COOH

Crystal data

C1oH16N406D. D,=1.373Mgm™

M, = 292.30 Melting point: 298 K

Monoclinic, P24/a Mo Ka radiation A=0.71073 A
Hall symbol: Cell parameters from 14 reflections
a=11.104 (11) A 6 =3-31°

b =8.951 (6) A =011 mm™"

c=14.494 (10) A T=293(2) K

B =100.95 (4)° Cell measurement pressure: ? kPa
V=1414 2) A Prism,

Z=4 0.2x0.1x0.1 mm

Fooo = 624

Data collection
diffractometer 1753 reflections with | > 20(1)
Radiation source: fine-focus sealed tube R = 0.057

Monochromator: graphite Omax = 30.0°
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T=293(2) K

P =7?kPa

Absorption correction: none
4185 measured reflections

3761 independent reflections

Refinement

Refinement on F?
Least-squares matrix: full

R[F? > 20(F?)] = 0.069
wR(F?) = 0.202
$=0.92

3761 reflections
190 parameters

16 restraints

Omin = 2.7°
h=-14—-13
k=0-12

| =0—-20

Standard reflections:

Primary atom site location: structure-invariant
direct methods

Secondary atom site location: difference Fourier
map

Hydrogen site location: inferred from
neighbouring sites

H-atom parameters constrained

w= 1/[02(F022 + (0.095P)]
where P = (F,* + 2F2)/3

(DO )max < 0.001
Apmax = 0.35e A
Apmin=-0.41e A7

? constraints Extinction correction: none

Refinement of F2 against ALL reflections. The weighted R-factor wR and goodness of fit S are based
on F?, conventional R-factors R are based on F, with F set to zero for negative F2. The threshold
expression of F? > 23igma(F2) is used only for calculating R-factors(gt) etc. and is not relevant to the
choice of reflections for refinement. R-factors based on F? are statistically about twice as large as
those based on F, and R- factors based on ALL data will be even larger.

All e.s.d.'s (except the e.s.d. in the dihedral angle between two |.s. planes) are estimated using the
full covariance matrix. The cell e.s.d.'s are taken into account individually in the estimation of e.s.d.'s
in distances, angles and torsion angles; correlations between e.s.d.'s in cell parameters are only used
when they are defined by crystal symmetry. An approximate (isotropic) treatment of cell e.s.d.'s is
used for estimating e.s.d.'s involving I.s. planes.

Computing details
Data collection; cell refinement; data reduction; program(s) used to solve structure; program(s) used

to refine structure: SHELXL97 (Sheldrick, 1997); molecular graphics; software used to prepare
material for publication.

5.2.3.2 Difraccié de raigs X del compost PDU-N-C;-COOH (9)

Un cristall prismatic (0.1 x 0.1 x 0.2 mm) vas ser seleccionat i es va muntar sobre d’'un
difractometre MAR345 amb un detector amb placa d’'imatge. Els parametres de la cel-la unitaria van

ser determinats a través de 110 reflexions (3 < § < 31°) i refinats per métode de minims quadrats. Les

158



5. Lligands divalents semi-rigids de tipus poliéter i alquilic

intensitats van ser recollides en grafit després de radiaci6 monocromada de Mo Ka. Es van mesurar
16403 reflexions en el rang de 2.82 < 6 < 29.99, 8052 de les quals no van ser equivalents per
simetria. Es va assumir 7839 reflexions aplicant la condicié | > 2c (I). Es va aplicar la polaritzacié de
Lorentz, perd no les correccions d’absorcio.

L’estructura es va resoldre per métodes directes, utilitzant un programa informatic SHELXS
(Sheldrick, G.M., (1997), un programa per la solucié6 automatica de I'estructura del cristall, Univer
Goettingen, Germany) i refinament a través del métode de minims quadrats de la matriu complerta
amb el programa informatic SHELX97 (Sheldrick, G.M., (1997), un programa per al refinament de
I'estructura del cristall, Univer Goettingen, Germany), utilitzant 16403 reflexions (moltes intensitats

negatives no son considerades). La funcié minimitzada fou:

2

> w|Fo|’ ~Fef

on w=|o2(1)+(0.0350P) +0.3575P] ",

(Fol* + 2Fd?)
3

onf, f i f’ sén presos de les taules internacionals de Cristal-lografia per Raigs-X, (International
Tables of X-Ray Crystallography, (1974), Ed. Kynoch press, Vol. IV, pp 99-100 i 149). 6 atoms de H
van ser localitzats i refinats, utilitzant un model de transport, amb un factor de temperatura isotropic
igual a 1.2 vegades el factor de temperatura equivalent de I'atom al qual es troba unit. El factor final R
(en F) va ser 0.058, wR (en |F|2) = 0.133 i el bon ajust = 1.282 per a totes les reflexions observades.
El nombre de parametres refinats va ser 397. Els pics max. i min. en la diferéncia final de sintesi van
ser 0.162 i -0.306 eA™, respectivament.

Dades experimentals obtingudes:

PDU-N-C5;-COOH

Crystal data

C141H1gN4O4-2(H,0) Fooo = 656

M, = 306.33 Dy=1.330 Mgm™

Triclinic, P 1 Melting point: 298 K

Hall symbol: )I\VI: g‘;{gg?f&i\on

a=11.674 (7)A Cell parameters from 110 reflections
b=12.047 (5) A 6 =3-31°

c=12.701 () A p=0.11 mm™
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o =71.83 (4)
B = 66.58 (3)°
y =73.22 (3)

V=1529.3 (13) A®
Z=4

Data collection

diffractometer

T=248 (2) K
Cell measurement pressure: kPa
Prism,

0.2x 0.1 x0.1 mm

7839 reflections with / > 20(/)

Radiation source: fine-focus sealed tube R;;= 0.034

Monochromator: graphite
T=293(2)K

P=7?kPa

Absorption correction: none
16403 measured reflections

8052 independent reflections

Refinement

Refinement on F
Least-squares matrix: full
R[F* > 20(F?)] = 0.058
wR(F?) = 0.133

S=1.28

8052 reflections
397 parameters
15 restraints

? constraints

Bmax = 30.0°
Bmin = 2.8°
h=-14-16
k=-15—-16
/=0—-16

Standard reflections:

Primary atom site location: structure-invariant
direct methods

Secondary atom site location: difference Fourier
map

Hydrogen site location: inferred from
neighbouring sites

H atoms treated by a mixture of
independent and constrained refinement

w= 1/[02(5,22 +(0.035P)* + 0.3575P]
where P = (F,* + 2F2)/3

(A/G)max < 0.001
ApPmax = 0.16 e A
Apmin=-0.31e A

Extinction correction: none

Refinement of F2 against ALL reflections. The weighted R-factor wR and goodness of fit S are based
on F?, conventional R-factors R are based on F, with F set to zero for negative F%. The threshold
expression of F? > 23igma(F2) is used only for calculating R-factors(gt) efc. and is not relevant to the
choice of reflections for refinement. R-factors based on F? are statistically about twice as large as
those based on F, and R- factors based on ALL data will be even larger.

All e.s.d.'s (except the e.s.d. in the dihedral angle between two |.s. planes) are estimated using the
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full covariance matrix. The cell e.s.d.'s are taken into account individually in the estimation of e.s.d.'s
in distances, angles and torsion angles; correlations between e.s.d.'s in cell parameters are only used
when they are defined by crystal symmetry. An approximate (isotropic) treatment of cell e.s.d.'s is
used for estimating e.s.d.'s involving I.s. planes.

5.2.4 Determinacié de les constants d’associacié dels Iligands monovalents amb avidina i

estreptavidina.

5.2.41 Procediment general de les valoracions espectrofotométriques competitives

Les valoracions espectrofotométriques competitives es van dur a terme en una cel-la de 1.5 mL
amb 1 cm de pas de llum. Es van addicionar aliquotes d’una dissolucio de lligand de concentracio 0.1-
2.0 mM en tamp¢ fosfats (0.1 M, a pH = 7.0) a una dissolucié de proteina 3-30 uM i d’'HABA 70-100
uM en el mateix tampé fosfats. 5 minuts després de cada addicié es va enregistrar el corresponent
espectre d’absorcié entre 200-700 nm. Els canvis d’absorbancia produits a 500 nm o a 348 nm
(deguts al desplagament del HABA unit a la proteina produit pel lligand) sén ajustats al model d’'unié
1:1 assumint que hi ha comportament independent entre els quatre llocs d'unié de la proteina. Fent
aquesta suposicié del comportament independent, I'experiment de competicié es pot representar de la

seglent manera (Esquema 81).

b s S: subunitat de proteina
. + o = . + e . P
I: indicador (HABA)
Sl L SL | L: lligand monovalent

Esquema 81

Les expressions [S], [I], [L], [SI]i [SL] derivades del model d’'uni6 1:1, sén utilitzades en I'ajust de

minims quadrats de l'absorbancia a 500 nm calculada (A...) (Equacio ‘I9)50 a l'absorbancia

experimental (Acyp). (Veure equacions a resultats i discussio, apartat 3.4.1.1.1)

Acaic = €1 s00) '[I ]+55|(500) '[SI]

Equacio 19

Aquest procediment d’ajust déna un valor optim de constant d’associacio entre S i L. El bon
ajust obtingut entre les corbes tedriques i les corbes experimentals suporten la suposicié del
comportament independent entre els llocs d’unié d’aquestes proteines.

Per tal de mesurar les constants d’associacié dels dos enantibmers directament per valoracié
d’una dissolucié de proteina:HABA amb un racémic, es va seguir un procediment experimental idéntic
a l'utilitzat pels enantidmers purs. Aleshores es va assumir que els dos enantibmers es comportaven

independentment (no hi havia interaccié entre ells) i es va suposar que cadascun dels enantiomers
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s’unia a la proteina amb una constant d’associacio diferent.” (Veure equacions a resultats i discussio,
apartat 3.4.1.1.2).

L’ajust de minims quadrats de [Iabsorbancia calculada a [l'absorbancia experimental
proporciona simultaniament les constants d’associacié dels dos enantiomers, tot i que no ens diu a

quin enantidomer correspon cada valor de constant.

5.2.4.2 Procediment general de les valoracions espectrofluorimeétriques

Les valoracions espectrofluorimétriques es van dur a terme en una cel-la de quars de 4 mL amb
1x1 cm de pas de llum. Es van addicionar aliquotes de dissoluci6 de lligand 0.01-2.0 mM en tampé A
(100 mM NaCl, 50 mM NaH,PO,;, 1 mM EDTA a pH = 7.0) a una dissolucié6 de proteina de
concentracié 0.2-0.4 uM. Es van enregistrar els espectres d’emissié de fluorescéncia després de 5
minuts de cada addici6 entre 300 i 400 nm (slit = 16 nm), després d’haver excitat a A = 290 nm (slit =
4 nm). Els canvis de fluorescéncia a 350 nm s’ajusten al corresponent model d’'uni6é 1:1 assumint
comportament independent entre els llocs d'unié (Equacié 20). (Veure equacions a resultats i
discussio, apartat 3.4.1.2.6).

Foate = fS(350) '[S]+ fSL(SSO) '[SL]

Equacié 20

Totes les mesures d’un lligand es van realitzar en un mateix dia per tal d’evitar fluctuacions de
la lampada. En primer lloc es realitzava un experiment addicional que consistia en realitzar una
valoracié de la dissolucid6 de proteina que s’havia d’utilitzar (de concentracié aprox. 0.2 uM),
addicionant aliquotes de 2 uL d’'una dissolucié de biotina de concentracié coneguda (0.041 mM). Es
van enregistrar els espectres d’emissié a 350 nm passats 5 min. de cada addicio, fins que ja no
s’observava variacid. Tenint en compte que cada subunitat de proteina és capag¢ d’unir una molécula
de biotina i que la proteina esta formada per quatre subunitats, el punt en el qual ja no s’observa
variacio de la fluorescéncia, ens indica que és el punt d’equivaléncia en el qual totes les subunitats de
proteina es troben complexades amb biotina. Tenint en compte que la concentracié de la dissolucio
de biotina és coneguda, podem saber els mols de biotina necessaris per complexar totalment la
proteina i d’aquesta manera podem deduir les concentracié de subunitats de proteina actives que es
troba en dissolucié. Aquesta concentracié sera la que s’utilitzara per a la resta de valoracions amb els
ligands monovalents.

Es aconsellable repetir aquest procediment cada dia abans de realitzar les valoracions amb els
lligands, ja que la concentracié de proteina activa pot variar molt d’'un dia a I'altre, la qual cosa donaria
lloc a resultats erronis.

Les dissolucions de proteina es poden guardar al congelador a -18°C durant 1 mes i ser
utilitzades sense haver patit processos de congelacié-descongelacid sense que hagi perdut
practicament gens d’activitat.
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La determinacio dels factors fsssg) i fsi (350 €S va dur a terme a partir dels resultats experimentals
de fluorescéncia a 350 nm. D’aquesta manera al principi de la valoracid, on només hi ha proteina (S)
podem deduir el valor fsssp) de la seglient expressio (Equacio 21), on Fye, €s la fluorescéncia
experimental inicial:

E
f _ Oexp
© o [s]
Equacioé 21

Al final de la valoracio, és a dir quan ja no hi ha variacié de fluorescéncia, fem la suposicié que
tota la proteina es troba complexada amb el lligand, per tant tota la fluorescéncia és deguda al
complex (SL). Seguint el mateix raonament que hem utilitzat anteriorment, es pot deduir el valor de
fsiss0) de la segient expressié (Equacio 22), on Fry, €s la fluorescéncia al final de la valoracio.

D’aquesta manera s’han calculat els valors del factor f en cada cas.

f — Ff exp
SL [SL]
Equacioé 22
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5.3 LLIGANDS DIVALENTS SEMI-RIGIDS

5.3.1 Sintesi del core central dels lligands divalents semi-rigids

5.3.1.1 Sintesi de I’acid N-(benziloxicarbonil)-5-aminobenzen-1,3-dicarboxilic (48)79

COOH

O
HOOCQHAOKQ

Es dissol I'4cid 5-aminobenzen-1,3-dicarboxilic (996 mg, 5.5 mmol) en 6 mL de NaOH,q 2M i es
refreda la mescla a 0°C. En un altre matras es dissol el cloroformiat de benzil (0.94 mL, 6.62 mmol) en
3.3 mL de NaOH 2M i s’addiciona sobre la mescla anterior a través d’un embut d’addicié gota a gota
durant 30 min. A continuacio es deixa escalfar a T.amb. i s’agita sota atmosfera de nitrogen durant
15h. Seguidament s’extreu amb Et,O (4x25 mL) per eliminar I'excés de cloroformiat de benzil. La fase
aquosa s’acidifica amb HCI 2M observant-se la formacié d'un precipitat que es filtra a través d’'una
placa filtrant amb porus del num. 4 i s’asseca al dessecador de P,0Os, obtenint-se el producte desitjat
en forma de solid blanquinds (1.55 g, 4.9 mmol) amb un 90% de rendiment.

CCF (SiO,; AcOEt/AcOH, 99/1; Rf = 0.5)

Pf (°C) 297-298 (tebric)79, >325 (experimental, descomposa)

"H-RMN (acetona-ds, 300 MHz) & (ppm) 5.27 (2H, s, CH,), 7.44 (5H, m, Ar-H), 8.40 (1H, t, J = 1.8 Hz,
Ar-H), 8.57 (2H, d, J = 1.8 Hz, Ar-H), 9.20 (1H, s, NH)

C-RMN (acetona-dg, 100 MHz) & (ppm) 57.4, 113.8, 113.9, 115.2, 119.4, 119.5, 119.8, 123.1, 127.7,
131.2, 144.7, 157.8

IR, v (KBr, cm™) 1262, 1541, 1693 (C=0), 2860, 2968, 3299

UV-vis (MeOH) Amax. =218 nm (e = 38614), 309 nm (¢ = 2154)

5.3.1.2 Sintesi de 3,5-bis(2,3,5,6-tetrafluorofenoxicarbonil)fenilcarbamat de benzil (49)49

o)

HN’go :
F F
F o 0 F
F O °F
F F

Es dissol I'acid N-(benziloxicarbonil)-5-aminobenzen-1,3-dicarboxilic (520 mg, 1.6 mmol) en 2.5
mL de DMF. En un altre matras es dissol el 2,3,4,5-tetrafluorofenol (681 mg, 3.8 mmol) en 4 mL de
DMF i s’addiciona sobre la mescla anterior. Tot seguit es dissol la EDC (731 mg, 3.8 mmol) en 10 mL

de DMF (forma una suspensio blanquinosa) i s’addiciona sobre la barreja anterior. La barreja s’agita a
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T.amb. sota atmosfera de nitrogen durant 24 h. A continuacié s’evapora el dissolvent a sequedat amb
la bomba d’oli, es redissol en H,O (per hidrolitzar possibles restes d’EDC) i s’evapora. El cru de
reaccié es purifica per cromatografia en columna (SiO,, 10 x 4.5 cm &, CH,CI,) obtenint-se el
producte desitjat (785 mg, 1.22 mmol) amb un 78% de rendiment.

CCF (SiO,; CH,Cl,; Rf = 0.64)

Pf (°C) 159-161 (te()ric)49, 155-157 (experimental)

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) 5.26 (2H, s, CH,), 7.06 (2H, m, TFF-H), 7.40 (5H, m, Ar-H), 8.57
(2H, d, J = 1.6 Hz, Ar-H), 8.70 (1H, t, J = 1.6 Hz, Ar-H)

*C-RMN (CDCl;, 100 MHz) & (ppm) 67.7, 103.7, 125.5, 127.2, 128.4, 128.6, 128.7, 129.1, 135.4,
139.5, 142.0, 144.9, 147.3, 152.9, 161.2

IR, v (KBr, cm™) 1102, 1192, 1490, 1526, 1766 (C=0), 3087 (N-H)

ESI-MS: m/z = 629.3 [M-NH,]", 1245.4 [2M+Na]"

UV-vis (MeOH) Anax. = 229 nm (g = 56694 ), 324 (¢ = 3222)

5.3.2 Sintesi del compost 54
5.3.2.1 Sintesi del compost 51

\/\/\/\/\NHz
HN
/
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Es dissol el 8-aminooctilcarbamat de tert-butil®’ (39) (483 mg, 1.98 mmol) i la trietilamina (0.5
mL, 3.56 mmol) en 5 mL de CHCIl;. En un altre matras es dissol el 3,5-bis(2,3,5,6-
tetrafluorofenoxicarbonil)fenilcarbamat de benzil (49) (315 mg, 0.49 mmol) en 40 mL de CHCI; i
s’addiciona gota a gota amb un embut d’addicié sobre la solucié anterior (2 h.). La barreja resultant
s’agita 12 h. a T.amb sota atmosfera de nitrogen. Aleshores es comprova per CCF (SiOy;
AcOEt/MeOH, 95/5; Rf = 0.85) que la reacci6 s’ha completat. Tot seguit s’evapora la barreja, es
redissol en CH,Cl, i s’extreu amb NaHSO,s,; (3x25 mL), NaClgy (1x25 mL), NaHCO3¢4, (3x25 mL) i
NaCl (1x25 mL). La fase organica s’asseca amb Na,SOy. i s'obté 383 mg (0.48 mmol) de producte
desitjat (50) en forma de solid blanc amb un 98% de rendiment. A continuacio es dissol el producte 50
en 50 mL de CH.Cl, i se li addiciona 3 mL de TFA. S’agita a T.amb. durant 2 h. i es comprova per
CCF (SiO,; MeOH/NH3, 8/2; Rf = 0.8) que la reaccié ha finalitzat. Aleshores s’evapora el dissolvent,
es redissol el residu en 25 mL de NaOH,, 1M i s’extreu amb CH,Cl,. S’asseca la fase organica amb
MgSQ,, s’evapora i s’obtenen 269 mg (0.43 mmol) de producte desitjat (51) en forma d’oli amb un 90
% de rendiment.
CCF (SiO,; MeOH/NHj3, 8/2; Rf = 0.8)
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'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1.26-1.32 (20H, m, CH,), 1.50 (4H, m, CH,), 2.5 (4H, t, J = 5.6
Hz, CH,NH,), 3.22 (4H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,), 5.18 (2H, s, CH,), 7.40 (5H, m, Ar-H), 7.85 (1H, t, J
= 1.2 Hz, Ar-H), 8.01 (2H, d, J = 1.2 Hz, Ar-H), 8.46 (2H, t, J = 5.6 Hz, NH)

IR, v (film, cm™) 1654 (C=0), 1734 (C=0), 2125, 2252, 2931, 3447

5.3.2.2 Sintesi del compost 52
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A una dissoluci6 del compost 5 (302 mg, 0.99 mmol), difenilfosforilazida (0.86 mL, 3.96 mmol) i
trietilamina (0.56 mL, 4 mmol) en 30 mL de DMSO,,,. i se li addiciona el compost 51 (247 mg, 0.40
mmol) dissolt en 10 mL de DMSO,,, i s’agita a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 24 h.
Aleshores s’addicionen 10 mL d'H,O i s’evapora la barreja a sequedat amb la bomba d’oli. El cru de
reaccio es purifica per cromatografia en columna (SiO,, 20 x 4.5 cm ) aplicant la barreja en forma
solida barrejada amb silica i eluint amb AcOEt/MeOH (1/1) fins a MeOH 100%. La separacié es
complexa degut a la diferent solubilitat dels compostos i s’han de fer dues cromatografies en columna
successives. S’obtenen 301 mg de producte desitjat (52) impurificats amb gel de silice, perd
suficientment purs per a procedir a la desproteccié del grup Z que es descriu en I'apartat seguent.
CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 1/1; Rf = 0.2)

Pf (°C) 198-203 (exp.)

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1.05 (12H, s, CHs), 1.26-1.51 (36H, m, CH,), 2.04 (4H, m,
CH,), 3.00 (4H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.22 (4H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.78 (2H, t, J = 4.4
Hz, CH), 5.18 (2H, s, Ar-CH,), 6.52 (4H, d, J = 2 Hz, NH), 7.00 (4H, d, J = 2 Hz, NH), 7.39 (5H, m, Ar-
CH), 7.72 (2H, t, J = 5.6 Hz, NH), 7.83 (1H, t, J = 1.2 Hz, Ar-H), 7.99 (2H, d, J = 1.2 Hz, Ar-H), 8.44
(2H, t, J = 5.6 Hz, NH), 10.01 (1H, ampla, NH)

IR, v (KBr, cm™) 1521, 1540, 1652 (C=0), 1684 (C=0), 1717 (C=0), 1734 (C=0), 2929, 3260
ESI-MS: m/z = 1100.9 [M+H]", 1122.9 [M+Na]’, 573.4 [M+2Na]"/2
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5.3.2.3 Sintesi del compost 53
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Es dissol el compost anterior 52 (160 mg, 0.14 mmol) en 50 mL de MeOH escalfant
lleugerament per dissoldre’l completament. A continuacié s’addicionen 10 mg de pal-ladi sobre carbd
(10% p/p) i s’hi bombolleja hidrogen a T.amb. L’analisi de la barreja de reaccié per CCF (SiO,; MeOH
100%) indica que, al cap de 24 h., la taca de reactiu inicial ha desaparegut, observant-se una nova
taca a Rf = 0.25 que presenta absorcidé a A = 365 nm, caracteristica que no presenta el reactiu inicial.
Aleshores es filtra el catalitzador sobre Celite, s’evapora el dissolvent i s’obtenen 138 mg de barreja
de reaccié. A continuacié es purifica per HPLC (Kromasil C18, columna semi-preparativa, f = 4
mL/min, H,O/MeOH; 4/6, tr = 17-19 min) i s’obtenen 83 mg (0.086 mmol) de producte desitjat (53) en
forma de solid blanc amb un 39% de rendiment conjunt després de I'acoblament i la desproteccié.
CCF (SiO3; MeOH 100%; Rf = 0.25)

Pf (°C) 230-231 (exp.)

'H-RMN (DMSO-dg, 400 MHz) & (ppm) 1.05 (12H, s, CHs), 1.27 (16H, m, CH,), 1.35-1.49 (20H, m,
CH,), 2.04 (4H, t, J = 6.4 Hz, COCH,), 3.00 (4H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, NHCH,), 3.20 (4H, dt, J4 = J; =
5.6 Hz, NHCH,), 3.79 (2H, t, J = 4.4 Hz, CH), 5.36 (2H, ampla, NH,), 6.53 (4H, d, J = 2 Hz, CNH), 7.01
(4H, dd, J = 2 Hz, CHNH), 7.08 (2H, d, J = 1.2 Hz, Ar-H), 7.33 (1H, t, J = 1.2 Hz, Ar-H), 7.72 (2H, t, J =
5.6 Hz, CONH), 8.25 (2H, t, J = 5.6 Hz, CONH)

3C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) § (ppm) 21.9, 22.1, 26.8, 27.0, 29.6, 29.8, 30.0, 34.0, 34.5, 36.0, 39.1,
40.0, 40.5, 66.3, 70.5, 114.0, 115.8, 136.8, 149.5, 155.5, 167.2, 172.8

IR, v (KBr, cm™) 1521, 1540, 1652 (C=0), 1683 (C=0), 1696 (C=0), 2856, 2929, 3294

ESI-MS: m/z = 506.1 [M+2Na]’/2, 988.6 [M+Na]"
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5.3.2.4 Sintesi del compost 54
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Es dissol el compost 53 (17 mg, 0.017 mmol) i I'anhidrid glutaric (5.5 mg, 0.048 mmol) en 10
mL de DMSO,, i s’addiciona trietilamina (0.1 mL, 0.7 mmol). La mescla s’agita a T.amb durant 48 h.
Aleshores s’afegeixen 2 mL d'H,O i s’evapora la barreja amb la bomba d’oli. Es redissol el cru de
reaccié6 en 5 mL H,O/MeOH (1/1), s’acidifica a pH = 3.0 amb acid féormic, s’analitza per HPLC
(Kromasil C18, columna analitica, f = 0.8 mL/min, H,O + 0.1% acid formic/MeOH; 4/6) i s’'obtenen 2
pics corresponents al reactiu de partida (tr = 9.5 min, (53)) i al producte esperat (tr = 13.6 min, (54))
analitzats per MS-ESI(-). Després de separar el producte esperat per HPLC, s’obtenen 11 mg (0.011
mmol) de producte desitjat (54) en forma de solid blanc que suposen un 60 % de rendiment.

NOTA: Cal anar amb compte a I'’hora d’evaporar les fraccions de 'HPLC i no escalfar massa el
bany ja que en algun cas s’ha esterificat I'acid formant I'éster metilic degut a la preséncia d’acid formic
i MeOH.

CCF (SiO,; CH,Cl,/MeOH/AcOH, 70/30/4; Rf = 0.75)

Pf (°C) 207-208 (exp.)

"H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1.05 (12H, s, CHs), 1.26-1.51 (36H, m, CH,), 1.82 (2H, quin, J
=7.2 Hz, CH,), 2.04 (4H, t, J = 7.2 Hz, COCH,), 2.28 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,), 2.37 (2H, t, J = 7.2 Hz,
CH,), 3.01 (4H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, NHCH,), 3.22 (4H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, NHCH,), 3.79 (2H, t,J = 4.4
Hz, CH), 6.53 (4H, d, J = 2 Hz, CNH), 7.00 (4H, dd, J = 2 Hz, CHNH), 7.73 (2H, t, J = 5.6 Hz, NH),
7.87 (1H, t, J = 1.2 Hz, Ar-H), 8.11 (2H, d, J = 1.2 Hz, Ar-H), 8.45 (2H, t, J = 5.6 Hz, CONH), 10.15
(1H, s, NH)

*C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) & (ppm) 20.3, 21.1, 21.5, 25.9, 26.3, 26.4, 28.6, 29.0, 29.1, 30.6, 32.8,
33.2,33.7, 35.1, 35.2, 38.3, 65.7, 69.5, 120.1, 120.4, 135.6, 139.1, 154.4, 165.8, 170.9, 171.7, 174 1
IR, v (KBr, cm™) 1637 (C=0), 1654 (C=0), 1686 (C=0), 1735 (C=0), 2874, 2935, 3273

ESI-MS: m/z = 1078.7 [M-H]', 1102.6 [M+Na]", 562.8 [M+2Na]"/2

Analisi elemental, Cs3HgsN13044-H,O-HCOOH + 4% matéria inert, (%) calculat: C: 53.56, H: 7.57, N:
15.06; experimental: C: 53.68, H: 7.59, N: 14.98
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5.3.3 Sintesi del compost 59

5.3.3.1 Sintesi del compost 56
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Es dissol el 6-aminohexilcarbamat de tert-butil®' (38) (408 mg, 1.89 mmol) i la trietilamina (0.5
mL, 356 mmol) en 5 mL de CHCIl;. En un altre matras es dissol el 3,5-bis(2,3,5,6-
tetrafluorofenoxicarbonil)fenilcarbamat de benzil (49) (471 mg, 0.73 mmol) en 40 mL de CHCI; i
s’addiciona gota a gota amb un embut d’addicié sobre la solucié anterior (2 h.). La barreja resultant
s’agita 12 h. a T.amb sota atmosfera de nitrogen. Es comprova per CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 95/5; Rf
= 0.75) que la reaccié s’ha completat. Aleshores s’evapora el dissolvent, es redissol el cru de reaccio
en CHyCl, i s’extreu amb NaHSOysy (3x25 mL), NaClgy (1x25 mL), NaHCOss, (3x25 mL) i NaCl
(1x25 mL). La fase organica resultant s’asseca amb Na,SOy,, | sS’obtenen 544 mg (0.73 mmol) de
producte desitjat (55) amb un rendiment quantitatiu. A continuacié es dissol el producte 55 en 50 mL
de CH.CI, i se li addiciona 3 mL de TFA. La barreja resultant s’agita a T.amb. durant 2 h. i es
comprova per CCF (SiO,; MeOH/NHj3, 8/2; Rf = 0.8) que la reaccié ha finalitzat. Aleshores s’evapora
el dissolvent, es redissol el residu en 25 mL de NaOH,q 1M i s’extreu amb CH,Cl,. S’asseca la fase
organica amb MgSOg.nn., s’evapora i s’obtenen 350 mg (0.62 mmol) de producte desitjat en forma d’oli
amb un 84 % de rendiment.
'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1.29-1.33 (12H, m, CH,), 1.50 (4H, m, CH,), 2.50 (4H, m,
CH,NHy), 3.22 (4H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 5.17 (2H, s, CH>), 7.39 (5H, m, Ar-H), 7.8 (1H, t, J =
1.2 Hz, Ar-H), 8.00 (2H, d, J = 1.2 Hz, Ar-H), 8.45 (2H, t, J = 5.6 Hz, NH)
3C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) & (ppm) 26.8, 27.0, 29.5, 34.0, 40.5, 42.3, 66.5, 120.4, 120.5, 128.7,
128.8, 129.0, 136.7, 137.3, 140.0, 154.2, 166.7
IR, v (film, cm™) 1654 (C=0), 1718 (C=0), 2126, 2252, 3442

5.3.3.2 Sintesi del compost 57
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Part experimental

Es dissolen el compost 5 (430 mg, 1.42 mmol), la difenilfosforilazida (1.2 mL, 5.69 mmol) i la
trietilamina (0.7 mL, 5 mmol) en 70 mL de DMSO,,;, i s’addiciona la diamina (56) (323 mg, 0.57 mmol)
dissolta en 10 mL de DMSO,,, deixant-se la barreja 24 h. amb agitacié a T.amb i sota atmosfera de
nitrogen. Aleshores s’addicionen 10 mL d’H,O i s’evapora a sequedat amb la bomba d’oli. El cru de
reaccio es purifica per cromatografia en columna (SiO,, 20 x 4.5 cm O) aplicant la barreja en forma
solida barrejada amb silica i eluint amb AcOEt/MeOH (1/1) fins a MeOH 100%. La separacié es
complexa degut a la diferent solubilitat dels compostos i s’han de fer dues columnes. Al final
s’obtenen 391 mg del producte esperat impurificat amb gel de silice, pero suficientment pur per
procedir a la desproteccio del grup Z que es descriu en I'apartat seglent.

CCF (SiO,, MeOH 100%, Rf = 0.5)

Pf (°C) 192-198 (exp.)

'H-RMN (DMSO-dg, 400 MHz) & (ppm) 1.04 (12H, s, CH,), 1.27-1.49 (28H, m, CH,), 2.02 (4H, t, J =
6.4, CH,CO), 3.00 (4H, dt, J4 = J; = 5.6, CH,NH), 3.22 (4H, dt, J4 = J; = 5.6, CH,NH), 3.77 (2H, t, J =
4.4, CH), 5.16 (2H, s, CH>), 6.52 (4H, m, NH), 7.00 (4H, m, NH), 7.39 (5H, m, Ar-H), 7.72 (2H, t, J =
5.6, NH), 7.83 (1H, t, J = 1.2, Ar-H), 7.98 (2H, d, J = 1.2, Ar-CH), 8.43 (2H, t, J = 5.6, NH), 10.0 (1H,
ampla, NH)

IR, v (KBr, cm™) 1521, 1652 (C=0), 1682 (C=0), 1700 (C=0), 1733 (C=0), 2934, 3078, 3260

ESI-MS: m/z = 1066.9 [M+Na]", 1044.6 [M+H]", 534.3 [(M+H+Na)/2]"

5.3.3.3 Sintesi del compost 58
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Es dissol el compost anterior 57 (148 mg, 0.14 mmol) en 50 mL de MeOH escalfant
lleugerament per dissoldre’l completament. A continuacid s’addicionen 10 mg de pal-ladi sobre carbé
(10% p/p) i s’hi bombolleja hidrogen a T.amb. L’analisi de la barreja de reaccié per CCF (SiO,; MeOH
100%) indica que, al cap de 24 h., la taca de reactiu inicial ha desaparegut, observant-se una nova
taca a Rf = 0.3 que presenta absorcié a A = 365 nm, caracteristica que no presenta el reactiu inicial.
Aleshores es filtra el catalitzador sobre Celite, s’evapora i s’'obtenen 112 mg de producte impur. A
continuacio es purifica per HPLC (Kromasil C18, columna semi-preparativa, f = 4 mL/min, H,O/MeOH,;
1/1, tr = 10-12 min) i s’obtenen 61 mg (0.067 mmol) de producte desitjat (58) en forma de solid blanc
amb un 30% de rendiment conjunt d’acoblament i desproteccio.

CCF (SiO,; MeOH 100%, Rf = 0.3)
Pf (°C) 189-190 (exp.)
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5. Lligands divalents semi-rigids de tipus poliéter i alquilic

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1.04 (12H, s, CHs), 1.27 (8H, m, CH,), 1.35-1.49 (20H, m,
CH,), 2.03 (4H, t, J = 6.4 Hz, COCH,), 3.00 (4H, dt, Jg = J; = 5.6 Hz, NHCH,), 3.19 (4H, dt, Jg = J, =
5.6 Hz, NHCH.), 3.77 (2H, t, J = 4.4 Hz, CH), 5.36 (2H, ampla, NH,), 6.53 (4H, d, J = 2 Hz, CNH), 7.00
(4H, dd, J = 2 Hz, CHNH), 7.07 (2H, d, J = 1.2 Hz, Ar-H), 7.33 (1H, t, J = 1.2 Hz, Ar-H), 7.73 (2H, t, J =
5.6 Hz, CONH), 8.25 (2H, t, J = 5.6 Hz, CONH)

3C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) & (ppm) 21.9, 22.1, 26.8, 27.0, 29.9, 34.0, 34.5, 36.0, 39.0, 40.0, 40.5,
66.3, 70.5, 114.0, 115.8, 136.5, 149.5, 155.5, 167.2, 172.8

IR, v (KBr, cm™) 1522, 1540, 1654 (C=0), 1684 (C=0), 1701 (C=0), 2859, 2931, 3260

ESI-MS: m/z = 910.6 [M+H]", 932.6 [M+Na]’

5.3.3.4 Sintesi del compost 59
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Es dissol el compost 58 (40.5 mg, 0.04mmol) i 'anhidrid glutaric (25.4 mg, 0.15 mmol) en 10
mL de DMSO,,,. i s’addiciona trietilamina (0.1 mL, 0.7 mmol). La mescla s’agita a T.amb durant 48 h.
Aleshores s’afegeixen 2 mL d’H,O i s’evapora la barreja a sequedat amb la bomba d’oli. Es redissol el
cru de reaccié en 10 mL de H,O/MeOH (1/1) i s’analitza per HPLC (Kromasil C18, columna analitica, f
= 0.8 mL/min, H,O/MeOH; 1/1). S’obtenen 2 pics corresponents al reactiu de partida (tr = 7.2 min,
(58)) i al producte esperat (tr = 11.7 min, (59)) analitzats per MS-ESI(-). Després de separar el
producte esperat per HPLC semi-preparatiu (Kromasil C18, columna semi-preparativa, f = 4 mL/min,
H.O/MeOH; 1/1, tr = 14-20 min) s’obtenen 18 mg (0.017 mmol) de producte desitjat en forma de solid
blanc que suposen un 40 % de rendiment.
CCF (SiOy; MeOH 100%, Rf = 0.62)
Pf (°C) 185-189 (exp.)
'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1.05 (12H, s, CHs), 1.29-1.54 (28H, m, CH,), 1.82 (2H, m,
CH,), 2.06 (4H, t, J = 6.4 Hz, COCH,), 2.27 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,), 2.37 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,), 3.02
(4H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, NHCH,), 3.22 (4H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, NHCH,), 3.79 (2H, t, J = 4.4 Hz, CH),
6.55 (4H, d, J = 2 Hz, CNH), 7.03 (4H, dd, J = 2 Hz, CHNH), 7.74 (2H, t, J = 5.6 Hz, NH), 7.89 (1H, t, J
=1.2 Hz, Ar-H), 8.12 (2H, d, J = 1.2 Hz, Ar-H), 8.47 (2H, t, J = 5.6 Hz, CONH), 10.18 (1H, s, NH)
3C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) § (ppm) 20.4, 21.1, 21.5, 25.9, 26.1, 29.0, 29.1, 30.6, 33.0, 33.2, 33.7,
35.1, 35.3, 38.2, 65.7, 69.6, 120.1, 120.5, 135.6, 139.1, 154.5, 154.6, 165.8, 171.0, 171.8
ESI-MS: m/z = 1024.6 [M+H]", 1046.5 [M+Na]", 534.9 [M+2Na]'/2
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Part experimental

Analisi elemental, C;9H77N130411-MeOH-2HCOOH + 4% matéria inert, (%) calculat: C: 51.41, H: 7.22,
N: 14.98; experimental: C: 51.24, H: 7.33, N: 14.76

5.3.4 Sintesi del compost 63

5.3.4.1 Sintesi del 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat de tert-butil (36)"*%'*
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Es dissol la 3,6-dioxaoctan-1,8-diamina (25.59 g, 172.6 mmol) en 200 mL de dioxa i es refreda
en un bany de gel. En un altre matras es dissol el dicarbonat de di-tert-butil (anhidrid de Boc) (9.98 g,
45.7 mmol) en 150 mL de dioxa i s’addiciona gota a gota a través d’'un embut d’addicié sobre la
mescla anterior (1.5 h.). Aleshores es deixa la mescla de reacci6 agitant a T.amb, sota atmosfera de
nitrogen, durant 24 h. A continuacié s’evapora el dissolvent, es redissol el residu en H,O, s’acidifica
amb HCI a pH = 2-3 i s’extreu amb CH,CI, (3x50 mL). S’asseca la fase organica amb MgSOyanp, i
s’evapora obtenint-se 1.38 g (4.0 mmol) del producte de diproteccié (10% rendiment). La fase aquosa
es basifica a pH = 11 amb NaOH 1M, s’extreu amb CH,CI, (560x50 mL) fins que practicament no
s’observa producte a la fase aquosa. La fase organica resultant s’asseca amb MgSOy,,. | S’evapora a
sequedat obtenint-se 5.14 g (20.7 mmol) de producte de monoproteccié desitjat en forma de cera (50
% rendiment).
CCF (SiO,; MeOH/NHj3, 9/1; Rf = 0.6)
'H-RMN (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) 1.44 (9H, s, CH3), 2.88 (2H, t, J = 5.2 Hz, CH,NH,), 3.33 (2H, m,
CH,NHBoc), 3.5-3.7 (8H, m, CH,0), 5.19 (1H, s, NH)

5.3.4.2 Sintesi del compost 60
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Es dissol el 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat de tert-butil (36) (840 mg, 3.38 mmol) en 15 mL de
CHCI; acabat de destil-lar i s’hi addiciona trietilamina (340 pL, 2.4 mmol) acabada de destil-lar. En un
altre matras es dissol el 3,5-bis(2,3,5,6-tetrafluorofenoxicarbonil)fenilcarbamat de benzil (49) (212 mg,
0.33 mmol) en 70 mL de CHCI; i s’addiciona gota a gota durant 1 h. sobre la barreja anterior. La
mescla de reaccié es deixa agitant a T.amb, sota atmosfera de nitrogen, durant 12 h. A continuacio

s’evapora el dissolvent, es redissol la barreja en CH,CI, i s’extreu amb NaHSO,s,; (4x30 mL) per tal
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5. Lligands divalents semi-rigids de tipus poliéter i alquilic

d’eliminar I'excés d’espaiador amino i la trietilamina. A continuacié s’extreu amb NaHCO34,; (4x30 mL)
per tal d’eliminar el 2,3,5,6-tetrafluorofenol. S’asseca la fase organica amb Na,SOy,, S'evapora a
sequedat i s’obté el producte desitjat en forma de solid blanc (278 mg, 0.36 mmol) amb un 77% de
rendiment.

CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 95/5; Rf = 0.4)

'H-RMN (DMSO-ds, 200 MHz) & (ppm) 1.33 (18H, s, CHs), 3.02 (4H, dt, J4 = J; = 5.8 Hz, CH,NHBoc),
3.32-3.5 (20H, m, CH,0 i CH,N), 5.16 (2H, s, CH,), 6.75 (2H, t, J; = 5.8 Hz, NH), 7.37 (5H, m, Ar-H),
7.85 (1H, m, Ar-H), 8.01 (2H, m, Ar-H), 8.45 (2H, t, J; = 5.8 Hz, NH), 9.90 (1H, s, NH)

*C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) & (ppm) 28.9, 39.9, 40.3, 66.6, 69.6, 69.9, 70.2, 70.2, 78.2, 120.4,
120.6, 128.7, 129.1, 136.1, 137.2, 139.9, 154.1, 156.2, 166.7

5.3.4.3 Sintesi del compost 61
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Es dissol el compost 60 (278 mg, 0.36 mmol) en 50 mL de CH,CI, i s’addicionen 3 mL de TFA.
La mescla s’agita a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 1 h. i es comprova per CCF que la
desproteccié ha finalitzat (SiO,; MeOH/NH3;, 8/2; Rf = 0.6). A continuaci6é s’evapora el dissolvent, es
redissol en 25 mL de NaOH,, 1M i s’extreu amb CH,CI, s’asseca la fase organica amb Na,SOgann. i
s’evapora a sequedat obtenint-se el producte desitjat (174 mg, 0.30 mmol) amb un 85% de rendiment.
CCF (SiO,; MeOH/NHj3, 8/2; Rf = 0.6)
'H-RMN (CDCls, 200 MHz) & (ppm) 2.50 (br, NH,), 2.85 (4H, t, J;= 5.8 Hz, CH,NH,), 3.45-3.8 (20H, m,
CH,), 5.21 (2H, s, CH,Ar), 7.38 (5H, m, Ar-H), 7.91 (1H, m, Ar-H), 8.15 (2H, m, Ar-CH), 8.30 (2H, m,
NH)

5.3.4.4 Sintesi del compost 62
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Part experimental

Es dissol el compost 5 (105 mg, 0.35 mmol) en 50 mL de DMSO,,, i s’addiciona la
difenilfosforilazida (0.37 mL, 1.73 mmol) i la trietilamina (0.24 mL, 1.73 mmol) sota atmosfera de
nitrogen. A continuacio es dissol el compost 61 (80 mg, 0.14 mmol) en un altre matras amb 10 mL de
DMSO,,,, i s’addiciona sobre la mescla anterior a través de canula. La mescla de reacci6é s’agita a
T.amb., sota atmosfera de nitrogen, durant 24 h. Aleshores s’addiciona uns 10 mL d'H,O i s’evapora a
sequedat. El cru de reacci6 es purifica per cromatografia en columna (SiO,, 10 x 4.5 cm @), aplicant la
barreja en forma de solid barrejat amb silica i s’elueix amb AcOEt augmentant la polaritat fins arribar
a MeOH 100%. El producte s’elueix amb AcOEt/MeOH, 4/6. S’obtenen 152 mg. del producte desitjat
impurificat amb silica. Per purificar-los s’intenta la recristal-litzacié amb H,O, perd sense obtenir bons
resultats. Aleshores s’intenta la purificacio a través de 'HPLC en fase reversa. Per aquesta purificacio
s’utilitza la columna semi-preparativa (Kromasil C18, f = 4 mL/min, H,O/MeOH; 4/6, tr = 9.6 min) i
s’obtenen 128 mg de producte desitjat (0.11 mmol) amb un 83% de rendiment.

HPLC (Kromasil C18, columna analitica, f = 0.8 mL/min, H,O/MeOH; 1/1, tr = 17 min)

CCF (SiO,; MeOH/H,0, 9/1; Rf = 0.67)

Pf (°C) 196-197 (exp.)

'H-RMN (DMSO-dg, 400 MHz) & (ppm) 1.05 (12H, s, CH;), 1.42-1.53 (12H, m, CH,), 2.06 (4H, t, J =
6.8 Hz, CH,CO), 3.17 (4H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.31 (4H, s, CH,O o CH,N), 3.38 (8H, m,
CH,0 o CHN), 3.53 (8H, m, CH,0 o CH,N), 3.79 (2H, t, J = 4.4 Hz, NH-CH-NH), 5.18 (2H, s, CH,),
6.55 (4H, m, NH), 7.03 (4H, m, NH), 7.42 (5H, m, Ar-H), 7.82 (2H, t, J = 5.6 Hz, NH), 7.89 (1H, s, Ar-
H), 8.03 (2H, s, Ar-H), 8.51 (2H, t, J = 5.6 Hz, NH), 10.04 (1H, s, NH)

*C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) & (ppm) 21.8, 22.1, 26.5, 33.9, 34.4, 35.7, 39.0, 40.3, 66.4, 66.5, 69.5,
69.8, 70.1,70.2, 120.3, 120.5, 128.7, 129.1, 136.0, 137.1, 139.9, 154.0, 155.2, 166.7, 172.8

IR, v (KBr, cm™) 1522, 1651 (C=0), 2938 (CH,), 3290 (NH)

ESI-MS: m/z = 1130.8 [M+Na]", 1108.8 [M+H]", 566.3 [(M+H+Na)/2]"

UV-vis (MeOH) Amax. = 218 nm (¢ = 41846), 304 nm (¢ = 1812)

5.3.4.5 Sintesi del compost 63
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Es dissol el compost 62 (128 mg, 0.12 mmol) en 50 mL de MeOH escalfant lleugerament per
dissoldre’l completament. A continuacié s’addicionen 10 mg de pal-ladi sobre carb6 (10% p/p) i s’hi
bombolleja hidrogen a T.amb. L’analisi de la barreja de reaccié per CCF (SiO,, MeOH) indica que, al

cap de 5 h de reaccid, la taca de reactiu inicial (Rf = 0.4) practicament ha desaparegut, observant-se
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5. Lligands divalents semi-rigids de tipus poliéter i alquilic

una nova taca a Rf = 0.35 que presenta absorcié a A = 365 nm, caracteristica que no presenta el
reactiu inicial. Per acabar de completar la reaccid, es deixa durant 12 h, sota atmosfera d’hidrogen. A
continuacié es filtra el catalitzador sobre Celite i s’evapora el dissolvent obtenint-se 106 mg d’una
barreja. L’analisi d’aquesta barreja per HPLC (Kromasil C18, columna analitica, f = 0.8 mL/min,
H,O/MeOH; 6/4) indica que conté un pic del producte majoritari (tr = 7.5 min) corresponent al producte
pur (63) i un segon pic com a impuresa (tir = 11.6 min), per tant es decideix purificar el producte a
través de HPLC (Kromasil C18, columna semi-preparativa, f = 4 mL/min, H,O/MeOH; 1/1). S’obtenen
85 mg de producte desitjat (0.09 mmol) amb un 75% de rendiment.

CCF (SiO; MeOH; Rf = 0.35)

Pf (°C) 198-200 (exp.)

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) 1.05 (12H, s, CH,), 1.42-1.53 (12H, m, CH,), 2.06 (4H, t, J =
6.8 Hz, CH,CO), 3.17 (4H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.31 (4H, s, CH,0), 3.38 (8H, t, J = 5.6 Hz,
CH,NH i CH,0), 3.53 (8H, m, CH,0), 3.79 (2H, t, J = 4.4 Hz, NH-CH-NH), 5.42 (2H, s, NH,), 6.55 (4H,
m, C-NH), 7.03 (4H, m, CH-NH), 7.12 (2H, s, Ar-H), 7.39 (1H, s, Ar-H), 7.82 (2H, t, J = 5.6 Hz, NHCO),
8.31 (2H, t, J = 5.6 Hz, Ar-CONH)

3C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) § (ppm) 21.8, 22.2, 26.6, 34.0, 34.5, 35.8, 39.1, 40.2, 66.4, 69.6, 69.9,
70.2,70.3,113.8, 115.7, 136.1, 149.4, 155.3, 167.4, 172.9

IR, v (KBr, cm™) 1522, 1600 (C=0), 1650 (C=0), 1695 (C=0), 2871, 2934, 3334 (NH)

UV-vis (MeOH) Amax. = 220 nm (g = 26277), 330 nm (g = 2298)

ESI-MS: m/z = 974.6 [M+H]", 996.6 [M+Na]", 510.0 [M+2Na]"/2

Analisi elemental, C;;H71N13042-H,O-MeOH + 4% matéria inert, (%) calculat: C: 50.66, H: 7.28, N:
17.07; experimental: C: 50.05, H: 7.35, N: 17.15

5.3.5 Sintesi del compost 68

5.3.5.1 Sintesi del compost 64
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Es dissol el 11-amino-3,6,9-dioxaundecilcarbamat de tert-butil®' (37) (432 mg, 1.47 mmol) i la
trietilamina (0.25 mL, 1.77 mmol) en 5 mL de CHCI;. En un altre matras es dissol el 3,5-bis(2,3,5,6-
tetrafluorofenoxicarbonil)fenilcarbamat de benzil (49) (785 mg, 1.28 mmol) en 40 mL de CHCI; i
s’addiciona gota a gota amb un embut d’addicié sobre la solucié anterior (2 h.). La barreja es deixa
agitant a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 12 h. A continuacié s’analitza la barreja per CCF
(SiO,; AcOEt/MeOH, 95/5) i encara s’observa éster activat (Rf = 0.9). Aleshores s’addiciona més 11-
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Part experimental

amino-3,6,9-dioxaundecilcarbamat de fert-butil (37) (480 mg, 1.64 mmol) i s’agita 1 h. més, a partir de
la qual ja no s’observa I'éster activat de TFF per CCF. Tot seguit s’evapora el dissolvent, es redissol
en CH,Cl; i s’extreu amb NaHSO,s,;. (3x40 mL) per tal d’eliminar 'excés d’amina (37) i de trietilamina.
A continuacio s’extreu amb NaHCOgzg,. (4x40 mL) per tal d’eliminar el fenol. La fase organica resultant
s’asseca amb Na,SOy.m, S'evapora a sequedat i es purifica el cru de reaccié per cromatografia en
columna (SiO,, 10 x 4.5 cm G, AcOEt/MeOH; 9/1). S’obtenen majoritariament 2 productes que
corresponen al producte de disubstitucio (64) (506 mg, 46% rendiment) i al producte de
monosubstitucié (65) (90 mg, 10% rendiment).

Producte 64:

CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 9/1; Rf = 0.35)

"H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) 1.39 (18H, s, CHs), 3.24 (4H, dt, Jq = J; = 4.8 Hz, CH,), 3.49 (4H, t,
J = 4.8 Hz, CH,), 3.56-3.64 (24H, m, CH,0), 5.15 (2H, ampla, NH), 5.21 (2H, s, CH,Ar), 7.18 (2H,
ampla, NH), 7.37 (5H, m, Ar-H), 7.93 (1H, t, J = 1.6 Hz, Ar-H), 8.18 (2H, m, Ar-H), 8.36 (1H, ampla,
NH)

Producte 65:

CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 9/1; Rf = 0.8)

"H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) 1.39 (9H, s, CHs), 3.23 (2H, dt, Jq = J; = 4.8 Hz, CH,), 3.47 (2H, t,
J = 4.8 Hz, CH,), 3.51-3.64 (12H, m, CH,0), 5.04 (1H, ampla, NH), 5.23 (2H, s, CH,), 7.05 (1H, m,
TFF-H), 7.25 (1H, ampla, NH), 7.37 (5H, m, Ar-CH), 8.24 (1H, m, NH), 8.29 (1H, m, Ar-H), 8.72 (1H,
m, Ar-H), 8.86 (1H, m, Ar-H)

5.3.5.2 Sintesi del compost 66

NH,

H/N
Cbz

Es dissol el compost 64 (506 mg, 0.58 mmol) en 50 mL de CH,CI, i se li addiciona 6 mL de
TFA. La mescla resultant s’agita a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 3 h. i es comprova per
CCF que la desproteccié a finalitzat (SiO,; MeOH/NH3, 8/2; Rf = 0.4). A continuacié s’evapora el
dissolvent, es redissol la barreja en 25 mL de NaOH,, 1M i s'extreu amb CH,Cl, s’asseca la fase
organica amb Na,SOy.n, | S'’evapora obtenint-se 357 mg (0.54 mmol) de producte desitjat amb un
93% de rendiment.

CCF (SiO,; MeOH/NHs, 8/2; Rf = 0.3)
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"H-RMN (CDCls, 200 MHz) & (ppm) 2.05 (br, NH,), 2.77 (4H, t, J = 4.8 Hz, CH.NH,), 3.43 (4H, t, J =
4.8 Hz, CH,NH), 3.56-3.63 (24H, m, OCH,), 5.20 (2H, s, CH,-Ar), 7.38 (5H, m, Ar-H), 7.91 (2H, ampla,
NH), 8.03 (1H, m, Ar-H), 8.20 (2H, m, Ar-H), 8.98 (1H, ampla, NH)

5.3.5.3 Sintesi del compost 67
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Es dissol el compost 5 (354 mg, 1.17 mmol) en 50 mL de DMSO,,. i se li addiciona la meitat de
la difenilfosforilazida (0.5 mL, 2.5 mmol) i la trietilamina (0.73 mL, 5.2 mmol) sota atmosfera de
nitrogen. A continuacio es dissol la diamina 66 (346 mg, 0.52 mmol) en un altre matras amb 10 mL de
DMSO,,. i s’addiciona sobre la mescla anterior a través de canula. Passades 2 h. s’addiciona l'altra
meitat de DPPA (0.5 mL, 2.5 mmol). La mescla de reacci6 s’agita a T.amb. sota atmosfera de nitrogen
durant 24 h. S’analitza per CCF (SiO,; MeOH/NHj3, 8/2; Rf = 0.3) i ja no s’observa preséncia de la
diamina 66. Aleshores s’addiciona uns 10 mL d’H,O i s’evapora la barreja amb la bomba d’oli. El cru
de reaccio es purifica per cromatografia en columna (SiO,, 20 x 4.5 cm ). La barreja s’aplica en
forma solida barrejada amb silica i s’elueix amb AcOEt augmentant la polaritat fins arribar a MeOH
100%. S’obtenen 491 mg (0.41 mmol) de producte desitjat 67 impurificat amb silica, perd prou pur per
procedir a la desproteccio del grup Z que es descriu en el seguient apartat.

CCF (SiO,; MeOH/ACOEt, 1/1; Rf = 0.2)

Pf (°C) 187-188 (exp.)

'H-RMN (DMSO-dg, 400 MHz) & (ppm) 1.05 (12H, s, CHs), 1.42-1.53 (12H, m, CH,), 2.06 (4H, t, J =
7.2 Hz, CH,CO), 3.17 (4H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.30-3.34 (4H, m, CH,), 3.37 (4H, t, J = 5.6
Hz, CH.NH o CH,0), 3.42 (4H, t, J = 5.6 Hz, CH,NH o CH,0), 3.47-3.53 (16H, m, CH,0), 3.79 (2H, t,
J = 4.4 Hz, CH), 5.18 (2H, s, CH»-Ar), 6.52 (4H, ampla, NH), 7.01 (4H, m, NH), 7.42 (5H, m, Ar-H),
7.82 (1H, t, J = 5.6 Hz, NH), 7.89 (1H, s, Ar-H), 8.03 (2H, s, Ar-H), 8.51 (2H, t, J = 5.6 Hz, NH), 10.04
(1H, s, NH)

IR, v (KBr, cm™) 1522, 1652 (C=0), 1660 (C=0), 1734 (C=0), 2935, 3259

ESI-MS: m/z = 1218.8 [M+Na]", 1196.8 [M+H]", 610.3 [(M+H+Na)/2]"
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5.3.5.4 Sintesi del compost 68
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Es dissol el compost anterior 67 (486 mg, 0.41 mmol) en 50 mL de MeOH escalfant
lleugerament per dissoldre’l completament. A continuacidé s’addicionen 10 mg de pal-ladi sobre carbé
(10% p/p) i s’hi bombolleja hidrogen a T.amb. L’analisi de la barreja de reaccié per CCF (SiO,; MeOH
100%) indica que, al cap de 16 h., la taca de reactiu inicial ha desaparegut, observant-se una nova
taca a Rf = 0.2 que presenta absorcié a A = 365 nm, caracteristica que no presenta el reactiu inicial.
Aleshores es filtra el catalitzador sobre Celite i s’evapora el dissolvent obtenint-se 415 mg (0.39 mmol)
de producte desitjat 68 impurificat amb silica. La purificacié per HPLC (Kromasil C18, columna semi-
preparativa, f = 4 mL/min, H,O/MeOH; 1/1) proporciona 311 mg (0.29 mmol) de producte desitjat 68
amb un 56% de rendiment després de les dues ultimes reaccions, acoblament i desproteccio.

CCF (SiO,; MeOH 100%, Rf = 0.2)

Pf (°C) 191-193 (exp.)

'H-RMN (DMSO-dg, 400 MHz) & (ppm) 1.05 (12H, s, CH,), 1.42-1.53 (12H, m, CH,), 2.06 (4H, t, J =
6.8 Hz, CH,CO), 3.17 (4H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.38 (8H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH o
CH,0), 3.50 (20H, m, CH;0), 3.79 (2H, t, J = 4.4 Hz, CH), 5.42 (2H, ampla, NH,), 6.54 (4H, d, J = 2
Hz, C-NH), 7.03 (4H, dd, J = 2 Hz, CH-NH), 7.12 (2H, d, J = 1.2 Hz, Ar-H), 7.38 (1H, t, J = 1.2 Hz, Ar-
H), 7.82 (2H, t, J = 5.6 Hz, NHCO), 8.30 (2H, t, J = 5.6 Hz, CONH)

3C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) & (ppm) 21.8, 22.2, 26.6, 34.0, 34.5, 35.8, 39.1, 40.2, 66.4, 69.6, 69.9,
70.2,70.3,70.3,70.4,113.7, 115.7, 136.1, 149.4, 155.2, 167.4, 172.9

IR, v (KBr, cm™) 1125, 1522, 1647 (C=0), 2871, 2935, 3323 (NH)

UV-vis (PBS 0.1M, pH=7.0) Amax. = 220 nm (g = 29635), 320 nm (g = 2401)

ESI-MS: m/z = 1062.7 [M+H]", 1084.7 [M+Na]", 554.2 [M+2Na]"/2

Analisi elemental, C;sH79N13014-H,O-MeOH + 3% matéria inert, (%) calculat: C: 51.32, H: 7.47, N:
15.88; experimental: C: 50.55, H: 7.49, N: 15.99
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5.3.6 Sintesi del compost 78

5.3.6.1 Sintesi del 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat de benzil'*® (69)

0
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Es dissol 3,6-dioxaoctan-1,8-diamina (4.031g, 27.2 mmol) i trietilamina (0.6 mL, 8.4 mmol) en
20 mL de CH,CI, i es refreda a -45°C en un bany de nitrogen liquid i AcOEt. En un altre matras es
dissol el cloroformiat de benzil (1.335 g, 7.8 mmol) en 10 mL de CH.CI, i s’addiciona gota a gota a
través d’'un embut d’addicioé sobre la dissolucié anterior durant 30 min. La mescla resultant s’agita a
T.amb durant 12 h. A continuacié s’extreu la fase organica amb H,O (3x25 mL), s’asseca la fase
organica amb Na,SOg4... | s’evapora. El cru de reaccié es purifica per cromatografia en columna
(SiOy, 15 x 4.5 cm @) utilitzant com a eluent 500 mL de CH,Cl,/MeOH/Et;N (85/15/1) i 1 L de
CH,CIlx/MeOH/Et;N (80/20/1). S’obté el producte impurificat amb hidroclorur de trietilamoni, per la qual
cosa es purifica fent extraccions amb NaHCO3¢, (3x25 mL) en CH,Cl, i NaClgy, (2x25 mL), s’asseca
la fase organica amb Na;SOyqnn, S’evapora i s’'obtenen 839 mg (2.97mmol) de producte esperat (69)
en forma d’oli amb un 39% de rendiment.
CCF (SiO,; CH,Cl,/MeCOH, 8/2; Rf = 0.2)
'H-RMN (CDCls, 200 MHz) & (ppm) 1.43 (2H, ampla, NH,), 2.84 (2H, t, J = 5.6 Hz, CH,NH,), 3.39 (2H,
dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.47-3.63 (8H, m, CH,0), 5.10 (2H, s, Ar-CH,), 5.52 (1H, ampla, NH),
7.34 (5H, m, Ar-H)
IR, v (film, cm™) 1538, 1716 (C=0), 2870, 2921, 3327
ESI-MS: m/z = 283.4 [M+H]"

5.3.6.2 Sintesi del compost 70
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Es dissolen l'anhidrid glutaric (507.5 mg, 4.45 mmol) i el 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat de
tert-butil (1024.8 mg, 4.13 mmol) en 50 mL de CH,CI, i s’addiciona la trietilamina (1.1 mL, 8.05 mmol).
La mescla resultant s’agita a T.amb. sota atmosfera de nitrogen durant 24 h. Aleshores es para la
reaccio fent extraccions amb NaHSO,s,; (325 mL). S’asseca la fase organica amb MgSO,,,. | s’obté
1.496 g (4.13 mmol) de producte desitjat (70) en forma d’oli amb un rendiment quantitatiu.

CCF (SiO,; CH,Cl,/MeCOH, 8/2; Rf = 0.63)

'H-RMN (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) 1.46 (9H, s, CHs), 1.98 (2H, quint, J = 6.6 Hz, CH,), 2.33 (4H, t, J
= 6.6 Hz, CH,), 3.34 (2H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.5-3.63 (10H, m, CH,), 5.22 (1H, ampla, NH),
6.3 (1H, ampla, NH)
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IR, v (film, cm™) 1539, 1653 (C=0), 1711 (C=0), 2870, 2924, 3328
ESI-MS: m/z = 363.5 [M+H]", 385.5 [M+Na]"

5.3.6.3 Sintesi del compost 71

(0]

O
H H
©/\OJ\N/\/O\/\O/\/N\H/\/\H/N\/\O/\/O\/\HJ\O><

H o) o)

Es dissol I'acid 70 (696 mg, 1.92 mmol) i 'amina 69 (471 mg, 1.67 mmol) en 50 mL de CH,Cl,
(filtrat a través d’alumina basica) i es refreda en un bany de gel a 0°C. A continuacié s’hi addiciona la
DCC (564 mg, 2.73 mmol) dissolta en 20 mL de CH,Cl, i s’agita a 0°C durant 1 h. i a T.amb durant 12
h. Aleshores s’extreu la mescla de reaccid amb NaHSO,g,. (3x25 mL) i amb NaHCO3¢,, (3x25 mL).
S’asseca la fase organica amb MgSOg..., S’evapora a sequedat i es purifica per cromatografia en
columna (SiO,, 12 x 3.5 cm @) utilitzant CH,Cl, i augmentant la polaritat fins a CH,Cl,/MeOH (9/1).
S’obté com a subproducte la N-acilisourea 72 (351 mg, 0.62 mmol, 37% rendiment) a més del

producte desitjat (71) en forma d’oli (528 mg, 0.84 mmol, 50% rendiment).

Producte (71):

CCF (SiO,; CH,CI,/MeOH, 9/1; Rf = 0.2)

"H-RMN (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) 1.44 (9H, s, CHs), 1.95 (2H, quint, J = 6.2 Hz, CH,), 2.21 (4H, t, J
= 6.2 Hz, CH,CO), 3.34 (2H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.47 (6H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.50-
3.60 (16H, m, CH,), 5.1 (2H, s, Ar-CH,), 5.45 (2H, ampla, NH), 6.5 (2H, ampla, NH), 7.35 (5H, m, Ar-
H)

®C-RMN (CDCl;, 75 MHz) & (ppm) 21.9, 28.4, 35.1, 39.1, 40.2, 40.3, 40.8, 66.7, 69.7, 69.9, 70.0,
70.1, 128.0, 128.4, 156.4, 172.6

IR, v (KBr, cm™) 1252, 1540, 1654 (C=0), 1711 (C=0), 2871, 2933, 3325 (NH)

ESI-MS: m/z = 627.4 [M+H]’, 649.4 [M+Na]"

Producte (72):

CCF (SiO,; CH,Cl,/MeOH, 9/1; Rf = 0.45)

'H-RMN (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) 1.15-1.8 (20H, m, Chx), 1.46 (9H, s, CH,), 1.99 (2H, quin, J = 6.6
Hz, CH,), 2.29 (2H, t, J = 6.6 Hz, CH,CO), 2.48 (2H, t, J = 6.6 Hz, CH,CO), 3.34 (2H, dt, J4 = J;= 5.6
Hz, CH,NH), 3.47 (2H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.54-3.63 (8H, m, CH,0), 3.95 (1H, ampla, NH),
5.10 (1H, ampla, NH), 6.22 (1H, ampla, NH)

IR, v (KBr, cm™) 1530, 1654 (C=0), 1700 (C=0), 2858, 2933, 3317 (NH)

ESI-MS: m/z = 591.4 [M+Na]"
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5.3.6.4 Sintesi del compost 73
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Es dissol el producte 71 (268 mg, 0.43 mmol) en 70 mL de MeOH, se li addiciona 10 mg de
pal-ladi sobre carbd (10% p/p) i es bombolleja hidrogen durant unes 4 h. Es deixa 12 h. més sota
atmosfera d’hidrogen i a continuacié es comprova per CCF que la desproteccié ha finalitzat (SiO,;
CH.CIl,/MeOH, 95/5; Rf = 0.1). Tot seguit es filtra la mescla sobre Celite, s’evapora i s’obtenen 202
mg (0.41 mmol) de producte desitjat (73) que representen un 96% de rendiment.

CCF (SiO,; CH,Cl,/MeCOH, 8/2; Rf = 0.2)

'H-RMN (CDCls, 200 MHz) & (ppm) 1.44 (9H, s, CH,), 1.95 (2H, quint, J = 6.2 Hz, CH,), 2.15 (2H,
ampla, NH,), 2.24 (4H, t, J = 6.2 Hz, CH,CO), 2.87 (2H, t, J = 5.6 Hz, CH,CO), 3.32 (2H, dt, J4 = J; =
5.6 Hz, CH,NH), 3.52 (6H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.54-3.63 (16H, m, CH,0), 5.2 (1H, ampla,
NH), 6.7 (1H, ampla, NH), 6.83 (1H, ampla, NH)

IR, v (film, cm™) 1539, 1652 (C=0), 1705 (C=0), 2869, 2926, 3067, 3305

ESI-MS: m/z = 493.6 [M+H]"

5.3.6.5 Sintesi del compost 74
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Es dissol el compost 73 (417 mg, 0.85 mmol) en 40 mL de CH.CI, i s’addiciona 0.5 mL (3.5
mmol) de trietilamina acabada de destillar. En un altre matras es dissol el 3,5-bis(2,3,5,6-
tetrafluorofenoxicarbonil)fenilcarbamat de benzil (49) (192 mg, 0.31 mmol) en 25 mL de CH,CI, i
s’addiciona gota a gota sobre la dissolucié anterior. La mescla s’agita sota atmosfera de nitrogen
durant 12 h. a T.amb. Aleshores es comprova per CCF (SiO,; AcOEt/CH,Cl,, 1/1) que la reacci6 s’ha
completat. S’evapora la barreja, es redissol el cru de reaccié en CH,Cl, i s’extreu amb NaHSO¢y.
(3x50 mL), NaClgy, (1x50 mL) i NaHCOs3ey (3x50 mL). S’asseca la fase organica amb MgSOqn.,
s’evapora i es purifica per cromatografia en columna (SiO,, 11 x 3.5 cm d) eluint amb CH,Cl,/MeOH
(9/1) i augmentant la polaritat fins a CH,Cl,/MeOH (8/2). S’obté el producte desitjat (74) en forma d’oli
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(356 mg, 0.28 mmol, 90% de rendiment), perd en algun cas s’ha obtingut com a subproducte el

producte de monosubstitucid (75).

Producte (74):

CCF (SiO,; CH,Cl,/MeOH, 9/1; Rf = 0.25)

"H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) 1.43 (18H, s, CHs), 1.89 (4H, quint, J = 6.8 Hz, CH,), 2.17 (8H, t, J
= 6.8 Hz, CH,CO), 3.28 (4H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.38 (8H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.50-
3.61 (36H, m, CH,), 5.18 (2H, ampla, NH), 5.19 (2H, s, Ar-CH,), 6.66 (1H, ampla, NH), 6.85 (1H, t, J =
5.2 Hz, NH), 7.37 (5H, m, Ar-H), 7.92 (1H, t, J = 1.2 Hz, Ar-CH), 8.19 (2H, d, J = 1.2 Hz, Ar-H), 9.08
(2H, ampla, NH)

®C-RMN (CDCls, 100 MHz) & (ppm) 22.1, 28.64, 35.4, 39.4, 40.2, 40.49, 67.2, 69.9, 69.9, 70.4, 70.5,
120.4, 120.5, 128.4, 128.6, 128.8, 135.9, 136.4, 139.7, 154.09, 167.1, 173.3

IR, v (KBr, cm™) 1542, 1654 (C=0), 1702 (C=0), 2871, 2921, 3303 (NH)

ESI-MS: m/z = 1265 [M+H]", 633 [M+2H]/2

Producte (75):

CCF (SiO,; CH,Cl,/MeOH, 9/1; Rf = 0.75)

'H-RMN (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) 1.43 (9H, s, CHs), 1.95 (2H, quint, J = 6.2 Hz, CH,), 2.20 (4H, t, J
= 6.2 Hz, CH,), 3.32 (2H, dt, J4 = J; = 5.6 Hz, CH,NH, CH,), 3.43-3.64 (22H, m, CH,), 5.05 (1H, br,
NH), 5.23 (2H, s, CH.), 6.5 (1H, ampla, NH), 6.65 (1H, ampla, NH), 7.05 (1H, m, TFF-H), 7.37 (5H, m,
Ar-H), 8.05 (1H, s, Ar-H), 8.32 (1H, s, Ar-H), 8.75 (1H, ampla, NH), 8.80 (1H, s, Ar-H)

5.3.6.6 Sintesi del compost 76
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A una dissolucio del producte 75 (153 mg, 0.12 mmol) en 50 mL de CH.CI, se li addicionen 2
mL de TFA i es deixa amb agitacié a T.amb, sota atmosfera de nitrogen, durant 8 h. Aleshores es
comprova per CCF (SiO,; CH,Clo/MeOH, 9/1) que la reaccié s’ha completat. S’evapora el dissolvent,
es redissol la barreja en CH,Cl; i NaHCO3e4, i s’extreu amb CH,Cl, (3x50 mL), s’asseca la fase
organica amb MgSOy,, | sS’evapora obtenint-se 66 mg (0.062 mmol) de producte desitjat (76) amb un

51% de rendiment.
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NOTA: Com que el rendiment és bastant baix, en properes ocasions, es deixara el producte en
forma de sal de TFA.
CCF (SiOy; CH,Cl,/MeCOH, 8/2; Rf = 0.15)
'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) 1.85 (4H, quint, J = 6.8 Hz, CH,), 2.18 (8H, t, J = 6.8 Hz, CH.),
3.11 (4H, t, J = 5.2 Hz, CH,), 3.37 (8H, dt, Jg = J; = 5.2 Hz, CH,), 3.55 (8H, t, J = 5.2 Hz, CH,), 3.60-
3.70 (28H, m, CH,), 4.16 (11H, ampla, NH), 5.21 (2H, s, CH,), 7.37 (5H, m, Ar-H), 7.93 (1H, t, J = 1.2
Hz, Ar-H), 8.03 (2H, d, J = 1.2 Hz, Ar-H)

5.3.6.7 Sintesi del compost 78
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Prova A: A una dissolucié del compost 5 (53 mg, 0.17 mmol), difenilfosforilazida (248 mg, 0.9
mmol) i trietilamina (0.1 mL, 0.7 mmol) en 20 mL de DMSO,,, i se li addiciona la diamina 76 (65.6 mg,
0.062 mmol) dissolta en 10 mL de DMSO,,,. i s’agita a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 24 h.
Aleshores s’addicionen 5 mL d’H,O i s’evapora la barreja a sequedat amb la bomba d’oli. El cru de
reaccié es renta amb Et,O per eliminar I'excés de DPPA. A continuacioé es purifica la barreja per
cromatografia en columna (SiO,, 17 x 3.5 cm o) eluint amb CH,CIl,/MeOH (8/2) i augmentant la
polaritat fins a 100% MeOH. S’obtenen 50 mg del producte 77 impurificat amb gel de silice, perd prou
pur per a la desproteccioé seguent. Aquest producte es desprotegeix dissolent-lo en 30 mL de MeOH,
addicionant 10 mg de pal-ladi sobre carb6 (10% p/p) i bombollejant hidrogen durant 24 h. Aleshores
es filtra el catalitzador sobre Celite, s’evapora el dissolvent i s’obtenen 33 mg (0.02 mmol) de producte
78 que purificarem per HPLC ja que pot estar impurificat amb gel de silice. Condicions de purificacio
en fase reversa: Kromasil C18, columna semi-preparativa, f = 4 mL/min, H,O/MeOH; 6/4, tr = 11-18
min. S’obtenen 17 mg (0.01 mmol) de producte 78 que suposen un 19% de rendiment total de les
dues reaccions, acoblament i desproteccid.

CCF (SiO,; MeOH 100%; Rf = 0.1; fluorescent a A = 365 nm)
Pf (°C) 115-120 (exp.)
HPLC (Kromasil C18, columna analitica, f = 0.8 mL/min, H,O/MeOH; 6/4, tr = 11.4 min)
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"H-RMN (CD;0D, 400 MHz) 5 (ppm) 1.20 (12H, s, CHs), 1.52 (4H, m, CH,), 1.63 (4H, m, CH,), 1.72
(4H, m, CH,), 1.87 (4H, quint, J = 7.2 Hz, CH,), 2.20 (8H, t, J = 7.2 Hz, CH,CO), 2.25 (4H, t, J = 7.2
Hz, CH,CO), 3.35 (12H, dt, Jq = J; = 5.6 Hz, CH,NH), 3.50-3.67 (36H, m, CH,), 4.06 (2H, s, CH), 7.23
(2H, d, J = 1.6 Hz, Ar-H), 7.48 (1H, t, J = 1.6 Hz, Ar-H)

3C-RMN (CD,0D, 100 MHz) & (ppm) 21.5, 22.8, 23.0, 27.3, 34.8, 34.9, 36.2, 36.6, 40.3, 41.0, 67.3,
70.6,71.3,71.4,71.4,71.4, 115.6, 117.3, 137.1, 150.1, 158.0, 170.2, 175.5, 175.6, 176.0

IR, v (film, cm™) 1540, 1651 (C=0), 2872, 2929, 3077, 3282

ESI-MS: m/z = 756.0 [M+2Na]'/2, 743.4 [M+H+Na]'/2, 732 [M+2H]/2

Prova B: S’ha realitzat la mateixa reaccid i en les mateixes condicions perd partint del
trifluoroacetat de 'amina 76. Després de purificar per HPLC semi-preparatiu (Kromasil C18, columna
semi-preparativa, f = 4 mL/min, H,O/MeOH; 6/4, tr = 14-20 min) el resultat que s’ha obtingut ha estat
la formacié majoritaria d’'un subproducte 79 (47.5 mg, 0.33 mmol).

CCF (SiO; MeOH 100%; Rf = 0.4; fluorescent a A = 365 nm)

Pf (°C) 115-117 (exp.)

HPLC (Kromasil C18, columna analitica, f = 0.8 mL/min, H,O/MeOH; 4/6, tr = 11.5 min)

'H-RMN (CD30OD, 400 MHz) & (ppm) 1.20 (6H, s, CHs), 1.52 (2H, m, CH.), 1.63 (2H, m, CH,), 1.72
(2H, m, CH,), 1.87 (4H, quint, J = 7.2 Hz, CH,), 2.20 (8H, t, J = 7.2 Hz, CH,CO), 2.25 (2H, t,J = 7.2
Hz, CH,CO),3.18(2H, dt, J4 = 11.6 Hz, J; = 6 Hz, CH,NH), 3.33-3.37 (8H, m, CH,), 3.44 (2H,t,J=5.6
Hz, CH,), 3.50-3.67 (36H, m, CH,), 4.06 (1H, s, CH), 7.23 (8H, m, Ar-H), 7.37 (4H, m, Ar-H), 7.48 (1H,
s, Ar-H)

IR, v (KBr, cm™) 1540, 1558, 1653 (C=0), 1683 (C=0), 2872, 2935, 3303

ESI-MS: m/z = 1451.6 [M+Na]’, 737.5 [M+2Na]'/2

Analisi elemental, C¢gH102N13020P-2H,O-MeOH, (%) calculat: C: 53.77, H: 7.41, N: 12.17;
experimental: C: 53.30, H: 7.34, N: 11.92
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5.3.7 Mesures d’interaccions no-covalents lligand-proteina través de GPC

Per a les mesures de cromatografia per exclusié de tamany es va utilitzar una columna
Superosa 12 HR 10/30 pre-compactada (Pharmacia LKB Biotechnology). Aquesta columna esta
formada per un medi basat en agarosa en forma de cross-linking, el qual permet la filtracid per gel de
biomolécules a alta resoluci6. Amb aquestes condicions es pot treballar amb rangs de masses de
1000-300000 UMA. El tampé utilitzat consisteix en una dissolucié de NaCl 0.15 M, PBS 0.05 M i
s’ajusta la dissolucié a pH = 7.0. El flux de treball és de 0.4 mL/min i el detector permet enregistrar els
cromatogrames a dues longituds d’'ona A = 280 nm i A= 254 nm, a una velocitat d’'escombrat de 0.5
cm/min.

Es preparen les mostres dissolent els lligands i la proteina en el tampé. Aleshores es valora la
quantitat de Av activa en dissolucié a través d’'una valoracié espectrofotométrica amb HABA'™ i a
partir de la concentracié coneguda d’Av ([Sub-unitats] = 52 uM), es preparen les barreges d’Av-lligand
amb la relacié molar que ens interessa i es realitzaran les mesures de la seva afinitat a través de la
columna Superosa 12. Els cromatogrames s’enregistren durant 1 h., ja que és el temps maxim que
triguen en eluir cadascun dels lligands estudiats.

Cromatogrames obtinguts de les barreges entre Av i els lligands divalents estudiats utilitzant la

columna de GPC Superosa 12, tal com es descriu a la part experimental.

Eva001:1_UV1_280nm Eva001:1_UV2 254nm —— - Eva001:1_Conc
Eva001:1_Flow : Eva001:1_UV1_280nm@01,BASEM
AT Troos oo s s st s o i et e o e et o i ol e ke o o e i i et i.%g
| |
400 |
| |-40.0
|l |
300 i
i 130.0
i L |
20.0 l |
i i1 {20.0
100 1 | t
' ' 1100
0.0 — p— N N r
| !
:i it e —— ?0'0
0 20 40 60 80 100 min

Cromatograma 1: Cromatograma de GPC de I'Av enregistrat a A = 280 nm i 254 nm.
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Eva2002:1 UV _280nm Eva2002:1_UV2 254nm
Eva2002:1_UV1_280nm@01,BASEMI Eva2002:1_UV2_254nm@02,BASEMI
mAU 41.43
20.0
10.0
41.43
37.73
\ 4427 97
Tl e 0 ) 27 elor M8 8149
|
-10.0 37.32
I_:!H je 1 T -
0.0 20,0 40.0 60.0 min

Cromatograma 2: Cromatograma de GPC de la barreja 54/Av ([L]}/[S] = 0.59 enregistrat a A = 280 nm i
254 nm.

~—— Eva2003:1_UV1_280nm  ~——— Eva2003:1_UV2_254nm
Eva2003:1_UV1_280nm@01,BASEM Eva2003:1_UVZ_254nm@02.BASEM
mAU | 4145
8231
250 1
200
15.0
10.0
5.0 R
l 3781 -
S I\ 82,34
\ 3T 7351/
N 14/50 S T __,5‘%# e/ 835k
0o
50
0.0 200 400 600 min

Cromatograma 3: Cromatograma de GPC de la barreja 54/Av ([L]/[S] = 5.0 enregistrat a A = 280 nm i 254
nm.
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7 Eva3001:1_UVI_280nm — Eva3001:1 UV2 254nm
Eva3001:1_UV1_280nm@01, BASEM Eva3001:1 UV2 254nm@02.BASEM
mAU
30.0
4126
200
4125
10.0 ':I
|
|
|
'I |
\ 37.39
- 3718
00 N\ 16.33 N 386 |
0.0 00 w00 600 ) min

Cromatograma 4: Cromatograma de GPC de la barreja 59/Av ([LJ/[S] = 0.63 enregistrat a A = 280 nm i
254 nm.

Eva2005:1_UV1_280nm Eva2005:1_UV2_254nm
Eva2005:1_UV1_280nm@01,BASEM Eva2005.1_UV2 254nm{@02, BASEM

mAU

68.15
400 I

300

20,0 ‘ 4142

10.0

_ 3754139
I Y SRR RN o L 1 A

=200

63 17
6322,

0.0 200 60.0 ' " min

Cromatograma 5: Cromatograma de GPC de la barreja 59/Av ([L}/[S] = 5.05 enregistrat a A = 280 nm i
254 nm.
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Eva2002:1 UV1_280nm Eva2002:1_UV2_254nm
EVE.EUOZ:I_UVI ZSOHm@UI,BASEM Eva2002:1_UV2 254|I!1l"r_i'(]:_B'-\S[f.\|
mAU 4151
250
200
15.0 R
4I.SI
10.0
|
50
|I 3767
\ W] usa6 i
aho
0.0 Mo - Vo of ot S W‘Y o
50
0o 200 400 60.0 min

Cromatograma 6: Cromatograma de GPC de la barreja 63/Av ([L]/[S] = 0.53 enregistrat a 2 = 280 nm i
254 nm.

— Eyr2003:F_UV1 280am Eva2003:1_UV2_2540m
== Eyad003:1 UV1 280nm@01 BASEM - Fva2003:1_LiV2 ISinmaiint BASEM
mAU 41 52
i 63.63
i ;
|
I %
250 i i
! Iy
| |
; i ¥
00 4 : i
15.0
100
]
50 |‘
“.
L N
an T i
o0 200 400 0.0 i

Cromatograma 7: Cromatograma de GPC de la barreja 63/Av ([L]/[S] = 5.07 enregistrat a A = 280 nm i
254 nm.
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— Eva002:1_UV1 _280nm —— —  Eva002:1_UV2_254nm Eva002:1_Flow
~ 7 Eva002:1_UVI_280nm@01, BASEM Eva002:1_UV2_254nm@02, BASEM
Eva002:1_UV1_280nm@01,BASEMI 7 Eva002:1_UV2_254nm@02,BASEMI
mAU | 4167
20.0
10.0
41.68
i
| 61.79
0.0 I e it — _
i
B i 6171
Plagps | Jedas

Cromatograma 8: Cromatograma de GPC de la barreja 68/Av ([L)/[S] = 0.57 enregistrat a A = 280 nm i
254 nm.

Eva2001:1_UVI_280nm Eva2001:1_UV2_254nm

F.vaEDﬂi'I_lJ\"I_ZBOnm-@}UI,BASF.M Eva2001:1 UV2Z 254nm{m02 BASEM
mALl | 61.64
0.0
10.0 48

[
AL __ 2is B7.98 S48 81137
100 61.67
7 43.38
- e NP, § W . 7114 5_3_.5:5
0.0 20.0 40.0 60.0 min

Cromatograma 9: Cromatograma de GPC de la barreja 68/Av ([LJ/[S] = 5.09 enregistrat a L = 280 nm i
254 nm.
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~ Eva2004:1_UV1_280nm ~ Eva2004:1_UV2 254nm
Eva2004:1_UV1_280nm@01, BASEM1 ~ - Eva2004:1_UV2_254nm@02,BASEMI
mAU 4138
30.0
25.0 i
1
20.0
10.0 5
5.0 _
3754 | 79.24
3788
T & T
0.0 T = -E—-.:r-.-;':i‘ﬁ}::‘_‘.‘_‘.‘.‘:.:::,.ﬁ.ﬁ_‘k._l“:.{'- - R — ____'T:_b,%.;‘l’_“___ b

0.0 200 w00 60.0 T min

Cromatograma 10: Cromatograma de GPC de la barreja 78/Av ([L])/[S] = 0.63 enregistrat a A = 280 nm i
254 nm.

Eva002:1 UV 280nm ——— Eva3002:1_UV2_254nm
Eva3002:1_UV1_280nm@01,BASEM Eva3002:1 UV 280nm@01,BASEMI
mAU | 41.40
|
250 79.96
200
|
15.0 m‘.hg
|:I!!;
10.0 i
5.0 1 f
h | 79.96
37.57 A
0.0 —

Cromatograma 11: Cromatograma de GPC de la barreja 78/Av ([L]/[S] = 0.63 enregistrat a L = 280 nm i
254 nm.
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5.3.8 Mesures d’interaccions no-covalents Illigand-proteina través de ESI-TOF

Es van realitzar estudis d’associacié a través d’interaccions no-covalents entre els lligands
divalents sintetitzats i I'avidina mitjancat un aparell “Mariner Applied Biosystems”, en el qual es
produeix la ionitzacié de la mostra suau per electrospray (ESI) i la deteccié es du a terme amb un
detector TOF.

Reflector
/e
e
Ity
I
I \! Flight
/ | tube
! ‘l Shutter
/ \ Accelerating ;
/ lens stack  Skimmer 1 Curtain
‘ g 1'\ é Sknmmer 2 Nozzle gas fiow
e = =
Detector  py)) elactro{e \ I , . Spray tip
Blighy et |F7'|/ —Y\/ I
electrode

Einzel Dsﬂactor | Quad rupola

lens Extraction
lens

I 11 || —

Analyzer Interface Spray
chamber

Esquema 82: Parts del espectrometre de masses ESI-TOF Mariner (Applied Biosystems)

Com a patroé de calibratge de I'aparell pel seu Us amb proteines es va utilitzar Mioglobina (Myo)
dissolta en tampd NH;Ac 10 mM a pH = 7. Com a fase mobil es va utilitzar el mateix tampé i es va
treballar a un f = 5 uL/min. Els parametres optims de I'aparell trobats per a realitzar aquestes mesures
eren: Nozzle Potential = 80 V, Quadrupole RF Voltage = 1600 V, Nozzle Temperature = 160°C.

Les mostres es preparen dissolent I'Av ([S] = 42 uM) en tampd NH,Ac 10 mM a pH = 7,
calculant la concentracié de proteina activa mitjangant una valoracié espectrofotométrica amb HABA i
a partir d’aquesta concentracié es calcula el volum de dissolucié de cada lligand en el mateix tampé
que cal addicionar per obtenir la relacié molar desitjada.

Espectres obtinguts de les mesures per ESI-TOF de dissolucions d’Av amb els respectius

lligands.
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a) BSA b) Av
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5.4 Lligands divalents semi-rigids de tipus acetilénic

5.4.1 Sintesi de I'acid 3-bromopropinoic’®

Br—=——COOH

Es prepara una dissolucié d’hipobromit de sodi (solucié A) afegint Br, (2 mL) a 20 mL d’'una
dissolucié aquosa de NaOH (3.4 g) amb refrigeracié. Mentrestant es prepara la solucié B afegint
carbonat de sodi (1.54 g) a 15 mL d’'una solucié aquosa que conté I'acid propinoic (2.084 g, 29.77
mmol). Aleshores la solucidé A s’afegeix sobre la solucié B i la mescla es deixa reaccionar durant 30
min a T.amb. Tot seguit la mescla es refreda en un bany de gel i s’ajusta a pH = 3 per addici6
d’HClcone- A continuacio la barreja s’extreu amb AcOEt i la fase organica es renta amb H,O, s’asseca i
s’evapora obtenint-se un oli que es purifica per sublimacié (P = 6 mmHg, T < 100°C ja que sin6 es
produeixen reaccions secundaries). Finalment s’obté I'acid 3-bromopropinoic (1.85 g, 12.4 mmol) en
forma d’agulles blanquinoses amb un 42% de rendiment.

CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 7/3; Rf = 0.39)

Pf. (°C) 80-84 (84 lit.)"®

IR, v (KBr, cm™) 1247, 1642 (C=0), 2199 (C=C), 3420 (COOH)
ESI-MS: m/z = 160.9 [M-HT, 162.9 [M-HJ

5.4.2 Sintesi del 3-bromo-2-propin-1-ol136

Br%\
OH

Es prepara una solucié d’hidroxid de potassi (50.2 g, 896 mmol) en 200 mL d’H,0 i es refreda
en un bany de gel i sal (-5 a 0°C). S’afegeix el brom (20.5 g, 128 mmol) lentament i s’agita durant 15
min a 0°C. A continuacié s’addiciona el 2-propin-1-ol (9.6 g, 171.8 mmol) gota a gota amb un embut
d’addicié. La barreja s’agita 30 min. a 0°C i es deixa escalfar a T.amb. A continuacié s’extreu amb
Et,O (4x100 mL), s’asseca la fase organica amb MgSQO, i s’evapora obtenint-se el producte desitjat en
forma de liquid marré (13.8 g, 102.26 mmol) amb un 60% de rendiment.
CCF (SiOy; hexa/AcOEt 8/2; Rf = 0.15)
'H-RMN (CDCl3, 200 MHz) & (ppm) 1.77 (1H, s, OH), 4.30 (2H, s, CH.)
IR, v (film, cm™) 1050 (CH,-OH), 1678, 2216 (C=C), 3327 (O-H)
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5.4.3 Sintesi del 3,5-dibromobenzoat d’etil*®

COOEt

Br Br

A una solucié d’acid 3,5-dibromobenzoic (1.0 g, 3.57 mmol) en Et,O (20 mL) s’addiciona
EtOH,ps. (4 mL). A continuaci6 s’addiciona la DCC (903 mg, 4.38 mmol) i DMAP en quantitat catalitica
(48 mg, 0.39 mmol) dissoltes en Et,0. Es deixa agitant a temperatura ambient sota atmosfera de
nitrogen durant tota la nit.

Passades 24 hores, es filtra la DCU formada amb una placa filtrant del nim. 4. La fase etéria s’extreu
amb H,O (3x50 mL), AcOH 10% (3x50mL), H,O (1x50 mL) i NaCls. (1x50 mL). La fase organica
s’asseca amb MgSOQ,, es filtra i s’evapora. Tot seguit es purifica per cromatografia en columna per tal
d’eliminar les restes de DCU (SiO,, 4 x 4.5 cm J, hexa/AcOEt ; 5/1). S’obté el producte desitjat (933
mg, 3.03 mmol) amb un 85% de rendiment.

Pf. (°C) 58-59 (58 lit.)'®°

'H-RMN (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) 1.40 (3H, t, J = 7.4 Hz, CH3), 4.39 (2H, q, J = 7.4 Hz, CH,), 7.75
(1H, m, Ar-H), 8.10 (2H, m, Ar-H)

IR, v (film, cm™) 1262, 1415, 1558, 1725 (C=0), 2981

CI-MS: (NH3") m/z = 306.1, 308.1, 310.1

5.4.4 Sintesi del 3,5-bis(trimetilsililetiniljbenzoat d’etil (83)

COOEt

AN
4

TMS TMS

A pressié atmosferica:

Prova A: Una barreja de 3,5-dibromobenzoat d’etil (154 mg, 0.5 mmol), Pd(dba), (11.5 mg,
0.02 mmol), iodur de coure (I) (3.81 mg, 0.02 mmol), trifenilfosfina (24.9 mg, 0.095 mmol),
trimetilsililacetilé (294.6 mg, 3 mmol) i trietilamina (0.46 mL, 3.25 mmol) s’agiten en 50 mL de THF .
sota atmosfera de nitrogen a reflux durant 24 hores. Aleshores la barreja de reaccié es tracta amb
Et,O, es filtra sobre Celite, s’aboca sobre una solucié de HCI 1M i s’extreu amb Et,O (3x50 mL). La
fase organica s’extreu amb NaHCOass,: (3x50 mL) i H,O (1x50 mL). Tot seguit s’asseca la fase
organica amb MgSO, i s’evapora. A continuacié es redissol en hexa i es filira sobre Celite. El filtrat es
purifica per cromatografia en columna (SiO,, 10 x 4.5 cm &, hexa/AcOEt; 98/2). S’obté el producte
desitjat (165 mg, 0.48 mmol) en forma d’oli groguenc amb un 96% de rendiment.

Prova B: Una barreja de 3,5-dibromobenzoat d’etil (154 mg, 0.5 mmol), PdCIx(PPh;), (14.0 mg,
0.02 mmol), iodur de coure (I) (3.81 mg, 0.02 mmol), trifenilfosfina (24.9 mg, 0.095 mmol),
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trimetilsililacetilé (294.6 mg, 3 mmol) i trietilamina (0.46 mL, 3.25 mmol) s’agiten en 50 mL de THF .
sota atmosfera de nitrogen a reflux durant 24 hores. Es segueix el mateix procediment de purificacio

que en el cas anterior. S’obté el producte desitjat (172 mg, 0.5 mmol) amb un rendiment quantitatiu.

Amb microones:"*

Prova C: Una barreja de 3,5-dibromobenzoat d’etil (154 mg, 0.5 mmol), Pd(dba), (11.5 mg,
0.02 mmol), iodur de coure () (3.81 mg, 0.02 mmol), trifenilfosfina (24.9 mg, 0.095 mmol),
trimetilsililacetileé (294.6 mg, 3 mmol) i trietilamina (0.46 mL, 3.25 mmol) s’agiten en 7 mL de THF .,
sota atmosfera de nitrogen en un vial segellat tipus Smith a 120°C durant 25 min. en una cavitat de
microones. La barreja de reaccioé es purifica seguint el mateix procediment que en les reaccions a
pressié atmosférica. En aquest cas no s’obté el producte desitjat, obtenint-se en el seu lloc els
reactius de partida.

Prova D: Una barreja de 3,5-dibromobenzoat d’etil (154 mg, 0.5 mmol), PdCl,(PPhs), (14.0 mg,
0.02 mmol), iodur de coure (I) (3.81 mg, 0.02 mmol), trifenilfosfina (24.9 mg, 0.095 mmol),
trimetilsililacetilé (294.6 mg, 3 mmol) i trietilamina (0.46 mL, 3.25 mmol) s’agiten en 7 mL de DMF sota
atmosfera de nitrogen en un vial segellat tipus Smith a 120°C durant 25 min. en una cavitat de
microones. La barreja de reaccié es purifica seguint el mateix procediment que en el cas anterior.
S’obté el producte desitjat (149 mg, 0.44 mmol) amb un rendiment del 87%.
CCF (SiOy; hexa/AcOEt, 98/2; Rf = 0.45)
'H-RMN (CDCl3, 200 MHz) & (ppm) 0.26 (18H, s, CH,Si) 1.38 (3H, t, J = 7.2 Hz, CH3), 4.38 (2H, q, J =
7.2 Hz, CH,), 7.72 (1H, m, Ar-H), 8.04 (2H, m, Ar-H)
IR, v (film, cm™) 1224, 1249, 1729 (C=0), 2157 (C=C), 2897, 2958
ESI-MS: m/z = 343.4 [M+H]", 360.4 [M+NH,]"

5.4.5 Sintesi del 3,5-dietinilbenzoat d’etil (84)'%

COOEt

En una dissolucié del 3,5-bis-(trimetilsililetinil)benzoat d’etil (352 mg, 1.03 mmol) en THF (15
mL) s’addiciona 'acid aceétic (0.13 mL, 2.11 mmol) i el fluorur de tetrabutilamoni (TBAF) 1.0 M en THF
(2.12 mL, 2.11 mmol). La mescla s’agita a temperatura ambient durant 5 min. i s’evapora. Tot seguit
es redissol en aigua i s’extreu amb Et,O (3 x 50 mL), s’asseca la fase organica amb MgSOQ, i
s’evapora. A continuacio es purifica per cromatografia en columna (SiO,, 13 x 4.5 cm &, hexa/AcOEt;
95/5). S’obté el producte desitjat en forma de solid (169 mg, 0.85 mmol) amb un 83% de rendiment.
CCF (SiOy; hexa/AcOEt, 95/5; Rf=0.3)
Pf. (°C) 90-94 (92-94 lit.)'*
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"H-RMN (CDCl,, 200 MHz) & (ppm) 1.40 (3 H, t, J = 7.2 Hz, CHs), 3.15 (2H, s, C=CH), 4.38 (2H, q, J =
7.2 Hz, CHy), 7.76 (1H, t, J = 1.8 Hz, Ar-H), 8.12 (2H, d, J = 1.8 Hz, Ar-H)

3C.RMN (CDCls, 100 MHz) § (ppm) 14.3, 61.5, 78.9, 81.7, 123.0, 131.2, 133.2, 139.2, 165.0

IR, v (KBr, cm™) 1226, 1307, 1589, 1712 (C=0), 2114 (C=C), 2982, 3266.

ESI-MS: m/z = 199 [M+H]", 221 [M+Na]"

5.4.6 Sintesi del 3,5-bis(2-bromoetinil)benzoat d’etil (85)"*°

COOEt

= A
Br Br

En una dissolucié de 3,5-dietinilbenzoat d’etil (246 mg, 1.24 mmol) en 50 mL d’acetona,
s’afegeix la N-bromosuccinimida (NBS, 486.5 mg, 2.73 mmol) i el nitrat de plata (AgNQO3, 42 mg, 0.25
mmol). La mescla s’agita 12 h. a temperatura ambient sota atmosfera de nitrogen. Seguidament es
filtra la mescla sobre Celite, s’evapora i es purifica per cromatografia en columna (SiO,; 9 x 4.5 cm ;
hexa/AcOEt, 98/2). S’obté el producte desitjat en forma de solid groguenc (364 mg, 1.02 mmol) amb
un 82% de rendiment.

CCF (SiOy; hexa/AcOEt, 8/2; Rf = 0.7)

"H-RMN (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) 1.40 (3 H, t, J = 7.2 Hz, CHs), 4.38 (2H, q, J = 7.2 Hz, CH,), 7.67
(1H, t, J = 1.8 Hz, Ar-H), 8.07 (2H, d, J = 1.8 Hz, Ar-H)

3C-RMN (CDCl3;, 100 MHz) & (ppm) 14.6, 52.5, 61.9, 78.6, 123.9, 131.6, 133.3, 139.2, 165.2

IR, v (KBr, cm™) 1227, 1323, 1592, 1723 (C=0), 2197 (C=C), 2980.

CI-MS: (NH3") m/z = 354.1, 356.1, 358.1 [M], 372.1, 374.1, 376.1 [M+NH,]"

5.4.7 Sintesi del 3,5-dibromobenzoat de metil'

COOMe

Br Br

A una solucié d’acid 3,5-dibromobenzoic (1.0 g, 3.57 mmol) en 10 mL de MeOH, s’addiciona
H,SO4conc. (1.2 mL, 21.4 mmol) gota a gota. La barreja s’escalfa a reflux durant 4 hores. A
continuacié es neutralitza amb NaHCO;g i s’extreu amb CH,Cl, (3x50 mL). La fase organica
s’asseca amb MgSOQO, i s’evapora. S’obté el producte desitjat en forma de solid marré (1.02 g, 3.47
mmol) amb un 97 % de rendiment.

CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 9/1; Rf = 0.9)
Pf. (°C) 60-62 (62-63 lit.)"’
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"H-RMN (CDCl; 400 MHz) § (ppm) 3.93 (3H, s, CHs), 7.84 (1H, t, J = 1.6 Hz, Ar-H), 8.10 (1H, d, J =
1.6 Hz, Ar-H)

3C-RMN (CDCl3, 100 MHz) & (ppm) 52.7, 123.0, 131.3, 133.2, 138.2, 164.5

5.4.8 Sintesi del 3,5-bis(trimetilsililetinil) benzoat de metil (87)

COOMe

= X
TMS TMS

Una barreja de 3,5-dibromobenzoat de metil (294 mg, 1 mmol), clorur de coure (l) (7.6 mg,
0.035 mmol), PdCIy(PPh3), (28.07 mg, 0.04 mmol), trifenilfosfina (49.84 mg, 0.19 mmol), trietilamina
(656.5 mg, 6.5 mmol) i trimetilsililacetilé (589.3 mg, 6 mmol) en 5 mL de DMF s’agita sota atmosfera
de nitrogen en un vial de tipus Smith al microones durant 25 min. a 120°C. La barreja de reacci6 es
purifica seguint el mateix procediment descrit per al corresponent éster etilic (apartat 5.4A) obtenint-
se el producte desitjat en forma d’oli (310 mg, 0.94 mmol) amb un 94 % de rendiment.

'H-RMN (CDCl; 400 MHz) & (ppm) 0.25 (18H, s, SiCH;) 3.92 (3H, s, CHs), 7.72 (1H, t, J = 1.6 Hz, Ar-
H), 8.04 (2H, d, J = 1.6 Hz, Ar-H)

5.4.9 Sintesi del 3,5-dietinilbenzoat de metil (88)

COOMe

= A
H H

A una dissolucio de 3,5-bis(trimetilsililetinil)benzoat de metil (310 mg, 0.94 mmol) en 15 mL de
THF, s’addiciona el TBAF (1.89 mL, 1.89 mmol) i AcOH (0.11 mL, 1.89 mmol) com amb el
corresponent ester etilic (83). La barreja de reaccio es purifica seguint el mateix procediment que amb
el corresponent ester etilic (83). S’obté el producte desitjat (134 mg, 0.73 mol) amb un 77 % de
rendiment.
'H-RMN (CDCl; 300 MHz) & (ppm) 3.14 (2H, s, C=CH), 3.92 (3H, s, CH,), 7.76 (1H, t, J = 1.6 Hz, Ar-
H), 8.12 (2H, d, J = 1.6 Hz, Ar-H)
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5.4.10 Sintesi del 3,5-bis(2-bromoetinil)benzoat de metil (89)

COOMe

Z X
Br Br

A una dissolucié de 3,5-dietinilbenzoat de metil (87 mg, 0.47 mmol), s’addiciona NBS (184.03
mg, 1.03 mmol) i AgNO; (16.0 mg, 0.09 mmol) com amb el corresponent éster etilic (84). La barreja
de reaccié es purifica seguint el mateix procediment que amb el corresponent éster etilic (84),
obtenint-se el producte desitjat (165 mg, 0.47 mmol) en forma de sdlid blanquinés amb un rendiment
quantitatiu.

'H-RMN (CDCl; 400 MHz) § (ppm) 3.91 (3H, s, CHs), 7.66 (1H, t, J = 1.6 Hz, Ar-H), 8.06 (2H, d, J =
1.6 Hz, Ar-H)
IR, v (KBr, cm™) 1733 (C=0), 2195 (C=C), 2924, 2955

5.4.11 Intents de sintesi de I’acid 5-(trimetilsililpentadiinoic (90)

HOOC———=—=—SiMe,

Procediment general:

Es dissol I'acid 3-bromopropinoic i el trimetilsililacetilé en 'amina i s’addiciona el catalitzador. La
barreja resultant es deixa reaccionar a T.amb sota atmosfera de nitrogen entre 30 min i 2 h segons la
prova. A continuacié s’evapora el dissolvent i el cru de reaccié es redissol en CH,Cl, i s’extreu amb
NH4Clsat, i NaHSOy,t, S'asseca la fase organica amb MgSO, i s’evapora a sequedat. A continuacio
s’analitza per IR i CCF (SiO,; CH,Cl,/MeOH/AcOH, 70/30/4).

Prova A: Es parteix de 'acid 3-bromopropinoic (102.0 mg, 0.68 mmol), TMSA (158 mg, 1.61
mmol) i Cul (19.9 mg, 0.1 mmol) dissolts en 1.5 mL de N-metilpirrolidina i 1.5 mL de THF. S’agita 30
min. a T.amb, tot i que s’observa que I'acid no es dissol completament en aquest medi. Seguint el
procediment general, s’analitza la barreja de reaccio per IR, perod no es detecta el producte desitjat ni
tampoc els reactius inicials.

Prova B: Es parteix de I'acid 3-bromopropinoic (115.2 mg, 0.77 mmol), TMSA (184 mg, 1.87
mmol) i Cul (34.7 mg, 0.18 mmol) dissolts en 1.5 mL de piperidina. En aquest cas els reactius es
dissolen completament. La barreja de reaccié s’agita a T.amb. durant 2 h. Seguint el procediment
general, s’analitza la barreja de reacci6 per IR, perd no es detecta el producte desitjat ni tampoc els
reactius inicials.

Prova C: Es parteix de I'acid 3-bromopropinoic (100.9 mg, 0.67 mmol) i es dissol en 1.5 mL de
pirrolidina. En un altre matras es pesa el TMSA (170 mg, 1.73 mmol), Cul (20.7 mg, 0.11 mmol) i
I’hidroclorur d’hidroxilamina (6.3 mg, 0.09 mmol). S’addiciona la dissolucié d’acid lentament sobre la

barreja que conté el TMSA. La barreja s’agita a T.amb durant 2 h. A continuacié s’acidifica
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addicionant 8 mL de HCI 3M i s’extreu amb AcOEt. S’asseca la fase organica amb MgSQ,, s’evapora
a sequedat i s’analitza per IR sense obtenir-se el producte desitjat ni els reactius inicials.

Prova D: Es parteix de TMSA (260 mg, 2.65 mmol), Cul (33.6 mg, 0.18 mmol), hidroclorur
d’hidroxilamina (38.9 mg, 0.56 mmol) i PdCI,(PPh3), (24.4 mg, 0.03 mmol) dissolts en 0.5 mL de
pirrolidina. En un altre matras es dissol I'acid 3-bromopropinoic (100.3 mg, 0.67 mmol) en 1.5 mL de
pirrolidina i s’addicionen lentament sobre la mescla anterior. S’agita a T.amb durant 3 h. Seguint el
procediment general, s’analitza la barreja de reaccioé per IR, perd no es detecta el producte desitjat ni

tampoc els reactius inicials.

5.4.12 Sintesi de I’acid 5-(trietilsilil)pentadiinoic (91)

HOOC—=—=—SiEt,

Procediment general:

Es dissol el clorur de coure (1) i 'hidroclorur d’hidroxilamina en una barreja d’amina i dissolvent.
S’addiciona el trietilsililacetile i es refreda la barreja en un bany de gel a 0°C. A continuacié
s’addiciona I'acid 3-bromopropinoic dissolt en el dissolvent corresponent en cada cas gota a gota
sobre la mescla anterior. Tot seguit s’agita a T.amb sota atmosfera de nitrogen. El temps de reaccio
varia en funcié de cada prova. Si la mescla adquireix coloracié blavosa-verdosa, s’addicionen uns
cristallets d’hidroclorur d’hidroxilamina fins que desapareix el color blau.

Tot seguit s’acidifica la mescla de reacciéo amb HCI 2M i s’extreu amb AcOEt, s'asseca la fase
organica amb MgSQ,, s’evapora i s’analitza per CCF i IR. Finalment el cru de reaccid es purifica per
cromatografia en columna (SiO,, 10 x 3.5 cm &, AcOEt 100%, AcOEt/MeOH; 95/5, 9/1, 8/2).

Prova A: Es parteix de CuCl (10 mg, 0.1 mmol), NH,OH-HCI (cristallets), TESA (150 g, 1.07
mmol) i acid 3-bromopropinoic (149 mg, 1 mmol) dissolts en 5 mL de dioxa i 10 mL de BuNH,5q 30%.
Passades 4 h. s’acidifica la mescla de reacci6é a pH = 1 amb HCI 2M i s’extreu amb Et,0, s’asseca la
fase organica amb MgSO,, s’evapora a sequedat i es purifica per cromatografia en columna (SiO,, 11
x 3.5 cm @, AcOEt 100%, AcOEt/MeOH; 96/4, 9/1, 8/2) recuperant-se I'acid 3-bromopropinoic de
partida.

Prova B: Es parteix de CuCl (11 mg, 0.1 mmol), NH,OH-HCI (cristallets), TESA (230 g, 1.64
mmol) i acid 3-bromopropinoic (141 mg, 0.95 mmol) dissolts en 3 mL de DMF i 7 mL de BuNH,.
Passades 4 h. s’acidifica la mescla de reacciéo a pH = 1 amb HCI 2M i es purifica com en el cas
anterior (prova A) recuperant-se també I'acid 3-bromopropinoic de partida.

Prova C: Es parteix de CuCl (11 mg, 0.1 mmol), NH,OH-HCI (cristallets), TESA (214 g, 1.53
mmol) i acid 3-bromopropinoic (164 mg, 1.1 mmol) dissolts en 20 mL de BuNHy,, 30% a 0°C.
Després de 20 min. de reaccié a T.amb, s’acidifica la mescla de reaccio fins a pH = 1 amb HCI 2M i
s’extreu amb AcOEt (3 x 40 mL), s’asseca la fase organica amb MgSQ, i s’evapora a sequedat. A
continuacié es purifica la barreja per cromatografia en columna (SiO,, 11 x 3.5 cm &, AcOEt 100%,
AcOEt/MeOH; 96/4, 9/1, 8/2). S’obté el producte desitjat (74 mg, 0.36 mmol) amb un 36% de

rendiment.
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Prova D: Es parteix de CuCl (4.95 mg, 0.06 mmol), NH,OH-HCI (cristallets), TESA (105 g, 0.75
mmol), acid 3-bromopropinoic (74.5 mg, 0.5 mmol) i PdCI,(PPh;), dissolts en 20 mL de BuNH,,q 30%
a 0°C. Després de 20 min. de reacci6 a T.amb, s’acidifica la mescla de reaccid fins a pH = 1 amb HCI
2M i s’extreu amb AcOEt (3x40 mL), s’asseca la fase organica amb MgSO, i s’evapora a sequedat.
S’analitza per IR i no s’observen les bandes caracteristiques dels alquins conjugats, la qual cosa ens
indica que no s’ha obtingut el producte desitjat.

Prova E: Es parteix de Cul (11 mg, 0.06 mmol), NH,OH-HCI (cristallets), TESA (124 g, 0.88
mmol) i acid 3-bromopropinoic (74.5 mg, 0.5 mmol) dissolts en 4 mL de pirrolidina a 0°C. Després de
15 min. de reaccié a 0°C, s’acidifica la mescla de reaccié fins a pH = 1 amb HCI 2M i s’extreu amb
AcOEt (3x40 mL), s’asseca la fase organica amb MgSQ, i s’evapora a sequedat. S’analitza per IR i no
s’observen les bandes caracteristiques dels alquins conjugats, la qual cosa ens indica que no s’ha
obtingut el producte desitjat.

Prova F: Es parteix de CuCl (13.9 mg, 0.6 mmol), NH,OH-HCI (cristallets), TESA (550 g, 3.9
mmol) i acid 3-bromopropinoic (446 mg, 3 mmol) dissolts en 20 mL de BuNH,,, 30% a 0°C. Després
de 20 min. de reaccié a T.amb, s’acidifica la mescla de reacci6 amb HCI 2M i s’extreu amb AcOEt
(3x40 mL), s’asseca la fase organica amb MgSQ, i s’evapora a sequedat. A continuacié es purifica la
barreja per cromatografia en columna (SiO, 8 x 3.5 cm &, AcOEt 100%). S’obté el producte desitjat
(396 mg, 1.9 mmol) amb un 63% de rendiment.

Caracteritzacioé de I'acid 5-(trietilsilil)pentadiinoic (91):

CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 8/2; Rf = 0.5)

HPLC (Kromasil C18 columna analitica; f = 0.8 mL/min; H,O/MeOH, 2/8; tr = 8.7 min).
"H-RMN (CDCl3;, 200 MHz) & (ppm) 0.68 (6H, q, J = 8 Hz, CH,Si), 0.98 (9H, t, J = 8 Hz, CH,)
IR, v (film, cm™) 1688 (C=0), 2106 (C=C), 2204 (C=C), 2877, 2958, 3286 (br, COOH)
UV-Vis (Amax. Nm, MeOH) 255, 269, 285

ESI-MS: m/z = 207.1 [M-H], 163.1 [M-COOY, 415.4 [2M-H]

5.4.13 Sintesi del 5-(trietilsilil)penta-2,4-diin-1-ol (92)
= =—"Sikt
HO

Prova A: Es dissol el CuCl (9 mg, 0.09 mmol) en 10 mL de n-BuNH,,, 30% i s’afegeixen uns
cristallets de NH,OH-HCI fins que desapareix el color blau (per la reduccié de Cu(ll) a Cu(l)). A
continuacié s’addiciona el trietilsililacetilé (550 mg, 3.9 mmol) i es refreda la barreja en un bany de gel
a 0°C detectant-se la formacié d’'una suspensié groguenca deguda a la formacié del derivat cuprat.
Tot seguit s’addiciona el 3-bromo-2-propin-1-ol (418 mg, 3.1 mmol) dissolt en 1 mL de Et,O gota a
gota sobre la mescla anterior a 0°C. Seguidament s’agita a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant
20 min (passats 10 min. s’observa l'aparicié de coloracié vermellosa). (Si la mescla adquireix
coloraci6 blavosa-verdosa, s’addicionen uns cristallets d’hidroclorur d’hidroxilamina fins que
desapareix el color blau.) La barreja de reaccidé s’extreu amb Et,O i NH4Clsy ja que complexa el

coure, s’asseca la fase organica amb MgSQO,, s’evapora a sequedat i el cru de reaccio es purifica per
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cromatografia en columna (SiO,, 10 x 3.5 cm @, hexa/AcOEt 9/1, hexa/AcOEt 8/2, AcOEt 100%),
obtenint-se dos productes; el producte resultat de 'homoacoblament (93) (84 mg, 0.76 mmol) amb un
49% de rendiment i el producte desitjat resultat de I'neteroacoblament (92) (231 mg, 1.18 mmol) amb

un 38% de rendiment.

Hexa-2,4-diin-1,6-diol (93):

CCF (SiO,; hexa/AcOEt, 8/2; Rf = 0.1)

Pf. (°C) 110-112 (112 lit.)'®?

'H-RMN (CDCl3, 200 MHz) & (ppm) 1.58 (2H, s, OH), 4.35 (4H, s, CH.,)
IR, v (film, cm™) 1030 (CH,-OH), 2874, 2956, 3309 (O-H)

UV-Vis (kmax (NM), MeOH) 257, 243, 231, 212

5-(trietilsilil)-penta-2,4-diin-1-ol (92):

CCF (SiOy; hexa/AcOEt, 8/2; Rf = 0.54)

'H-RMN (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) 0.62 (6H, q, J = 8 Hz, CH,Si), 0.98 (9H, t, J = 8 Hz, CH;CH,Si),
1.65 (1H, s, OH), 4.34 (2H, s, CH,OH)

IR, v (film, cm™) 1012 (CH,-OH), 2104 (C=C), 2218 (C=C), 2874, 2952, 3206 (O-H)

UV-Vis (Anax. (nmM), MeOH) 329, 268, 254

Prova B: Es dissol el CuCl (71 mg, 0.7 mmol), el NH,OH-HCI (125 mg, 1.8 mmol), el TESA
(1180 mg, 8.4 mmol) i el 3-bromo-2-propin-1-ol (860 mg, 6.4 mmol) en 10 mL de BuNHs, 30% (on
s’ha bombollejat nitrogen) a 0°C. La barreja es deixa reaccionar amb agitacié 5 min. a 0°C i 10 min. a
T.amb. A continuacié es purifica seguint el mateix procediment descrit en la prova A. S’obtenen dos
productes; el producte resultat de 'homoacoblament (93) (212 mg, 1.93 mmol) amb un 64% de
rendiment i el producte desitjat resultat de I'heteroacoblament (92) (204 mg, 1.05 mmol) amb un 18%

de rendiment.

Prova C:"*® Es procedeix com en la prova A partint de CuCl (71.3 mg, 0.7 mmol), NH,OH-HCI
(100 mg, 1.4 mmol), TESA (1130 mg, 8.05 mmol) i 3-bromo-2-propin-1-ol (1008 mg, 7.4 mmol).
Aquesta prova es diferencia en que el bromoalqui es dissol en 12 mL de MeOH i s’addiciona
lentament sobre la barreja de reaccié durant 10 min. A continuacié s’agita 15 min. a T.amb. i es
purifica seguint el mateix procediment descrit a la prova A. S’obtenen dos productes; el producte
resultat de 'homoacoblament (93) (74 mg, 0.67 mmol) amb un 19% de rendiment i el producte desitjat

resultat de I'heteroacoblament (92) (1049 mg, 5.4 mmol) amb un 77% de rendiment.

5.4.14 Sintesi del 2,4-pentadiin-1-ol"*°
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Es dissol el 5-(trietilsilil)penta-2,4-diin-1-ol (528 mg, 2.7 mmol) en 20 mL de MeOH i s’addiciona
3.8 mL de NaOH,, 2.5M. S’agita la mescla en un bany de gel i sal (-5°C) sota atmosfera de nitrogen.
Passades 4 h. s’addicionen 3.5 mL d’acid formic 2M i s’extreu amb Et,0 (3x50 mL). La fase organica
es renta amb NaClgy, (1x30 mL), s’asseca amb MgSQO, i s’evapora a sequedat. Cal anar amb compte
de no escalfar al evaporar ja que sin6é el producte descomposa. L'oli resultant es purifica per
cromatografia en columna (SiO,, 7 x 4.5 cm @, hexa/AcOEt 9/1). D’aquesta manera s’obté el producte
desitjat (94) en forma d’oli (125 mg, 1.56 mmol) amb un 57% de rendiment.
CCF (SiOy; hexa/AcOEt, 9/1; Rf = 0.25)
'H-RMN (CDCls, 200 MHz) & (ppm) 1.62 (2H, s, OH), 2.21 (1H, s, CH), 4.33 (2H, s, CH,OH)
IR, v (film, cm™) 1016 (CH,-OH), 2061 (C=C), 2218 (C=C), 3291 (O-H)

5.4.15 Sintesi del 3,5-bis(5-hidroxipenta-1,3-diinil)benzoat d’etil (95)

COOEt
= A
= A
OH OH

5.4.15.1 Intents de sintesi a partir del 3,5-dibromobenzoat d’etil

Prova A: Es dissol el 3,5-dibromobenzoat d'etil (308 mg, 1 mmol) en 10 mL de THF, i
s’addiciona la trietilamina (0.9 mL, 6.5 mmol). En un altre matras es dissol la trifenilfosfina (49.8 mg,
0.19 mmol), el iodur de coure (7.6 mg, 0.04 mmol) i la dibenzilidenacetona de pal-ladi (23 mg, 0.04
mmol) en 10 mL de THF i s’addicionen a través de canula sobre la mescla anterior. La barreja s’agita
30 min. a T.amb. i sota atmosfera de nitrogen. A continuacié es dissol el 2,4-pentadiin-1-ol (240 mg, 3
mmol) en 20 mL de THF i s’addicionen lentament a través de I'embut d’addicié sobre la mescla
anterior (1h.). Tot seguit s’escalfa la barreja a reflux.

Passades 48h. s’analitza per CCF i sembla que ja no quedi 2,4-pentadiin-1-ol, amb la qual cosa
es filtra el catalitzador sobre Celite, s’evapora, es redissol en CH,Cl, i s’extreu amb HCI 2M (1 x 50
mL) i NaClsy. (2 x 50 mL). S’asseca la fase organica amb MgSOQO,, s’evapora i es purifica per
cromatografia en columna (SiO,, 18 x 3.5 cm @, hexa/AcOEt 8/2, hexa/AcOEt 1/1, AcOEt 100%).
S’obtenen majoritariament dues fraccions; una conté el 3,5-dibromobenzoat d’etil de partida juntament
amb dibenzilidenacetona i trietilsilanol i I'altra el 3-bromo-5-(5-hidroxipenta-1,3-diinil)benzoat d’etil (96)
(6 mg, 0.019 mmol) amb un 2% de rendiment.

Prova B: Es dissol el 3,5-dibromobenzoat d’etil (160 mg, 0.5 mmol), la trietilamina (0.45 mL, 3.2
mmol), la trifenilfosfina (31 mg, 0.09 mmol), el iodur de coure (I) (4 mg, 0.02 mmol), el PdCIy(PPh3),
(20 mg, 0.03 mmol) i el 2,4-pentadiin-1-ol (125 mg, 1.56 mmol) amb 7 mL de DMF en un tub segellat
tipus Smith. Tot seguit s’escalfa al microones 25 min. a 120°C. A continuacio es purifica seguint el

mateix procediment que en la prova A, obtenint-se resultats similars.

204



5. Lligands divalents semi-rigids de tipus acetilénic

3-bromo-5-(5-hidroxipenta-1,3-diinil)benzoat d’etil (96)

'H-RMN (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) 1.40 (3H, t, J = 7.2 Hz, CHs), 4.38 (2H, q, J = 7.2 Hz, CH,), 4.44
(2H, s, CH,OH), 7.78 (1H, m, Ar-H), 8.07 (1H, m, Ar-H), 8.15 (1H, m, Ar-H)

IR, u (film, cm™) 1253, 1724 (C=0), 2150 (C=C), 2247 (C=C), 3292 (O-H)

5.4.15.2 A partir del 3,5-dietinilbenzoat d’etil
Prova A: Es dissol el 3,5-dietinilbenzoat d’etil (50 mg, 0.25 mmol) en 10 mL de THF. Tot seguit

es dissolen el clorur de coure (I) (3 mg, 0.03 mmol) i I'hidroclorur d’hidroxilamina (9 mg, 0.13 mmol) en
10 mL de THF/MeOH (1:1). A continuacid s’addicionen 0.75 mL de n-butilamina i la barreja es refreda
en un bany de gel. En un altre matras es dissol el 3-bromo-2-propinol (82 mg, 0.6 mmol) en 10 mL de
THF i s’addiciona gota a gota sobre la barreja anterior. Tot seguit s’agita la barreja a T.amb. i es
controla 'evolucié de la reaccio per CCF (SiO,; hexa/AcOEt, 8/2). Quan ja no es detecta bromoalqui
perd encara es detecta éster de partida, s’addiciona més bromoalqui ja que la reaccié
d’homoacoblament del bromoalqui competeix enfront de I'heteroacoblament. Aixi doncs, s’han
addicionat 0.72 mmol de 3-bromo-2-propinol als 15 min. de reaccioé i 1.7 mmol més als 75 min. de
reaccio.

Quan ja no s’observa progrés de la reaccid, s’addiciona CH,Cl, i s’extreu amb NH;Clgy.
S’asseca la fase organica amb MgSOQ,, s’evapora a sequedat i es purifica per cromatografia en
columna (SiO,; 16 x 3.5 cm @; hexa/AcOEt, 100/1, 98/2, 95/5, 9/1, 8/2). S’obtenen tres compostos: es
recupera un 20% del 3,5-dietinilbenzoat d’etil de partida (10 mg, 0.05 mmol) (84), el 3-etinil-5-(5-
hidroxipenta-1,3-diinil)benzoat d’etil (97) (4 mg, 0.016 mmol) amb un 6% de rendiment i el 3,5-bis(5-
hidroxipenta-1,3-diinil)benzoat d’etil (95) desitjat (11mg, 0.036 mmol) amb un 14% de rendiment.

3-etinil-5-(5-hidroxipenta-1,3-diinil)benzoat d'etil (97):

CCF (SiOy; hexa/AcOEt, 8/2; Rf = 0.25)

'H-RMN (CDCls, 200 MHz) & (ppm) 1.40 (3 H, t, J = 7.2 Hz, CHs), 3.16 (1H, s, C=CH), 4.38 (2H, q, J =
7.2 Hz, CH,), 4.44 (2H, s, CH,OH), 7.74 (1H, t, J = 1.6 Hz, Ar-H), 8.11 (2H, d, J = 1.6 Hz, Ar-H)

IR, v (film, cm™) 1256, 1589, 1723 (C=0), 2113 (C=C), 2150 (C=C), 2245 (C=C), 3292 (O-H)

ESI-MS m/z: 253 [M+H]", 270 [M+NH,]", 275 [M+Na]"

3.5-bis(5-hidroxipenta-1,3-diinil)benzoat d’etil (95):

CCF (SiOy; hexa/AcOEt, 1/1; Rf = 0.5)

'H-RMN (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) 1.41 (3 H, t, J = 7.2 Hz, CH3), 4.27 (4H, s, CH,OH), 4.41 (2H, q, J
=7.2Hz, CH,), 7.73 (1H, t, J = 1.6 Hz, Ar-H), 8.09 (2H, d, J = 1.6 Hz, Ar-H)

IR, v (film, cm™) 1252, 1587, 1721 (C=0), 2150 (C=C), 2244 (C=C), 3334 (O-H)

ESI-MS m/z: 329 [M+Na]’, 635 [2M+Na]", 941 [3M+Na]"

Prova B: Es procedeix de la mateixa manera que en la prova A, pero en aquest cas s'utilitza

piridina com a base. Es parteix de 3,5-dietinilbenzoat d’etil (60 mg, 0.3 mmol), clorur de coure (l) (3.6
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mg, 0.036 mmol) i I'hidroclorur d’hidroxilamina (11 mg, 0.16 mmol) i 0.75 mL de piridina. S’addiciona
el 3-bromo-2-propinol en dues vegades; 0.75 mmol al principi i 1.35 mmol passades 2h.
La mescla de reaccio6 es purifica de la mateixa manera que en la prova A, sense obtenir-se el

producte esperat.

5.4.16 Sintesi del 3,5-bis(4-carboxibutadiinil)benzoat d’etil (98)

COOEt

\
A\
7

Y4

Z
HOOC COOH

5.4.16.1 Intent a partir de 3,5-dietinilbenzoat d’etil
Es dissol el 3,5-dietinilbenzoat d’etil (50 mg, 0.25 mmol) en 10 mL de CH,Cl,. Tot seguit es

dissolen el clorur de coure (I) (3 mg, 0.03 mmol) i I'hidroclorur d’hidroxilamina (9 mg, 0.13 mmol) en 10
mL de CH,CI,. A continuacié s’addicionen 0.75 mL de N-butilamina i la barreja es refreda en un bany
de gel. En un altre matras es dissol I'acid 3-bromopropinoic (82 mg, 0.55 mmol) en 30 mL de THF i
s’addiciona gota a gota sobre la barreja anterior. Tot seguit s’agita la barreja a T.amb. L’evolucié de la
reaccié es controla per CCF (SiO,; hexa/AcOEt, 8/2). Passats 30 min. ja no s’observa l'acid 3-
bromopropinoic (Rf = 0.2, AcOEt/MeOH; 8/2) perd encara s’observa éster de partida (Rf = 0.9,
AcOEt/MeOH; 8/2). Aleshores s’addiciona més acid 3-bromopropinoic (57 mg, 0.38 mmol) ja que la
reaccié d’homoacoblament de I'acid 3-bromopropinoic competeix amb la d’heteroacoblament.

Quan ja no s’observa progrés de la reaccio, s’extreu la barreja de reaccio amb AcOH 10%, i es
renta la fase organica amb NH,Cls, i NaClg,. S’asseca la fase organica amb MgSO,, s’evapora a
sequedat i s’analitza per 'H-RMN (CDCl3) observant-se que es recupera el 3,5-dietinilbenzoat d’etil de

partida (84) sense detectar-se la formacioé del producte desitjat.

5.4.16.2 A partir de 3,5-bis(2-bromoetinil)benzoat d’etil

Prova A: Es dissol el clorur de coure () (4 mg, 0.04 mmol) en 5 mL de n-BuNH, al 30% en medi
aquos, obtenint-se una dissolucid de color blau. S’afegeixen uns cristallets d’hidroclorur
d’hidroxilamina per tal de reduir el Cu (Il) a Cu (I) amb la consequient desaparicié del color blavés. A
continuacié s’addiciona I'acid propinoic (67 mg, 0.95 mmol) i es refreda la barreja en un bany de gel.
Seguidament es dissol el 3,5-bis(2-bromoetinil)benzoat d’etil (145 mg, 0.41 mmol) en 5 mL Et,O i
s’addiciona gota a gota sobre la barreja anterior durant 10 min. Es treu la mescla del bany de gel i
s’observa el canvi de color cap a groc-marronds. Si apareix coloracio blavosa o verdosa, s’addicionen
uns cristallets d’hidroclorur d’hidroxilamina.

L’evolucié de la reaccié es controla per CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 2/1). Passades 2h. ja no
s’observa bromoalqui de partida (Rf = 0.95). Aleshores s’acidifica la barreja de reacci6 amb HCI 2M
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fins a pH=2 i s’extreu amb AcOEt (5x50 mL). S’asseca la fase organica amb Na,SO, i s’evapora. El
cru de reacci6é es purifica per cromatografia en columna (SiO,; 10 x 3.5 cm &; AcOEt/MeOH, 1/0,
95/5, 9/1, 8/2, 6/4). S’obté majoritariament 'acid 5-(3-etoxicarbonil-5-(2-bromoetinil)fenil)penta-2,4-

diinoic (100) (70 mg, 0.2 mmol) impurificat amb silica.

acid 5-(3-etoxicarbonil-5-(2-bromoetinil)fenil)penta-2,4-diinoic (100):

CCF (SiO; AcOEt/MeOH, 2/1; Rf = 0.15)

'H-RMN (CD;0OD, 200 MHz) & (ppm) 1.43 (3H, t, J = 7 Hz, CHs), 4.41 (2H, q, J = 7 Hz, CH,), 7.87 (1H,
t, J = 1.6 Hz, Ar-H), 8.12 (2H, d, J = 1.6 Hz, Ar-H)

IR, v (film, cm™) 1252, 1361, 1602, 1719 (C=0), 2139 (C=C), 2226 (C=C), 3200 (ampla, COOH)
ESI-MS: m/z = 171.2, 172.2, 173.2 [(M-2H)/2]

Prova B: Es dissol el clorur de coure (I) (6 mg, 0.06 mmol) en 5 mL de n-BuNH, al 30% en medi
aquos, obtenint-se una dissolucié de color blau. S’afegeixen uns cristallets d’hidroclorur
d’hidroxilamina per tal de reduir el Cu (Il) a Cu (I) amb la consequent desaparicid del color blavés. A
continuacio s’addiciona I'acid propinoic (196 mg, 2.8 mmol) i es refreda la barreja en un bany de gel.
Seguidament es dissol el 3,5-bis(2-bromoetinil)benzoat d’etil (139 mg, 0.39 mmol) en 5 mL de MeOH i
s’addiciona gota a gota sobre la barreja anterior durant 10 min. Es treu la mescla del bany de gel i
s’observa el canvi de color cap a groc-marronos. Si apareix coloracié blavosa o verdosa, s’addicionen
uns cristallets d’hidroclorur d’hidroxilamina. La barreja de reaccié es purifica de la mateixa manera
que en la prova A, obtenint-se 80 mg d'una barreja en proporci6 1:1 de 3,5-bis(4-
carboxibutadiinil)benzoat d’etil (98) i 3,5-bis(4-carboxibutadiinil)lbenzoat de metil (101) impurificats

amb silica.

3,5-bis(4-carboxibutadiinil)benzoat d’etil (98):

CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 6/4; Rf = 0.2)

HPLC (columna analitica, Kromasil C18, f=0.8 mL, H,O + 0.1% formic/MeOH (4/6); tr = 9.9 min.)
'H-RMN (CD30D, 400 MHz) & (ppm) 1.43 (3 H, t, J = 7.2 Hz, CH;), 4.42 (2H, q, J = 7.2 Hz, CH,), 8.06
(1H, t, J = 1.8 Hz, Ar-H), 8.27 (2H, d, J = 1.8 Hz, Ar-H)

3C-RMN (CD;0OD, 100 MHz) & (ppm) 14.5, 63.1, 67.3, 69.4, 74.4, 81.0, 122.9, 133.4, 136.0, 141.6,
154.7, 165.4

IR, v (flm, cm™) 1252, 1361, 1696 (C=0), 1719 (C=0), 2154 (C=C), 2230 (C=C), 3200 (ampla,
COOH)

ESI-MS: m/z = 245.3 [M-2COOH], 289.3 [M-COOHT, 333.3 [M-HJ

UV-Vis (Anax. (nM), MeOH) 332, 310, 287, 269, 256, 231

3,5-bis(4-carboxibutadiinil)benzoat de metil (100):

CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 6/4; Rf = 0.2)

HPLC (columna analitica, Kromasil C18, f=0.8 mL, H,O + 0.1% formic/MeOH (4/6); tr = 6.5 min.)
'H-RMN (CDs0D, 400 MHz) & (ppm) 3.96 (3H, s, CH50), 8.06 (1H, t, J = 1.8 Hz, Ar-H), 8.27 (2H, d, J
= 1.8 Hz, Ar-H)
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ESI-MS: m/z = 231.3 [M-2COOHT, 275.3 [M-COOH], 319.3 [M-HJ

Prova C: Es dissol el clorur de coure (I) (2.5 mg, 0.025 mmol) en 5 mL de n-BuNH, al 30% en
medi aquds, obtenint-se una dissoluci6 de color blau. S’afegeixen uns cristallets d’hidroclorur
d’hidroxilamina per tal de reduir el Cu (Il) a Cu (I) amb la consequent desaparicié del color blavés. A
continuacié s’addiciona I'acid propinoic (53 mg, 0.76 mmol) i es refreda la barreja en un bany de gel.
Seguidament es dissol el 3,5-bis(2-bromoetinil)benzoat d’etil (90 mg, 0.25 mmol) en 25 mL d’EtOH i
s’addiciona gota a gota sobre la barreja anterior durant 10 min. Es treu la mescla del bany de gel i
s’observa el canvi de color cap a groc-marronds. Si apareix coloracié blavosa o verdosa, s’addicionen
uns cristallets d’hidroclorur d’hidroxilamina. La barreja de reaccié es purifica de la mateixa manera
que en la prova A, obtenint-se el producte desitjat impurificat amb silice. Per tal de purificar-lo
utilitzarem HPLC semi-preparatiu (Kromasil C18, columna semi-preparativa, f = 4 mL/min, H,O + 0.1
% acid formic/MeOH, 2/8, tr = 12-15 min). Aquesta técnica no és prou adequada per aquest compost
ja que el producte queda forga retingut a la columna i déna pic amb cua. A més al evaporar les
fraccions al rotavapor pot descomposar possiblement degut a la Temp. del bany que pot fer que I'acid

descarboxili. Finalment s’obté el producte desitjat (98) (8 mg, 0.025 mmol) amb un 10% de rendiment.

Prova D: Es dissol el clorur de coure (I) (2.5 mg, 0.025 mmol) en 5 mL de n-BuNH, al 30% en
medi aquds, obtenint-se una dissolucid de color blau. S’afegeixen uns cristallets d’hidroclorur
d’hidroxilamina per tal de reduir el Cu (Il) a Cu (I) amb la consequent desaparicié del color blavés. A
continuacié s’addiciona I'acid propinoic (86 mg, 1.23 mmol) i es refreda la barreja en un bany de gel.
Seguidament es dissol el 3,5-bis(2-bromoetinil)benzoat d’etil (90 mg, 0.25 mmol) en 25 mL d’EtOH i
s’addiciona gota a gota sobre la barreja anterior durant 10 min. Es treu la mescla del bany de gel i
s’observa el canvi de color cap a groc-marronds. Si apareix coloracié blavosa o verdosa, s’addicionen
uns cristallets d’hidroclorur d’hidroxilamina. La barreja es deixa reaccionar durant 30 min. i es
comprova que el bromoalqui de partida no es detecta per CCF (Hexa/AcOEt, 8/2; Rf = 0.8). Aleshores
s’acidifica la barreja amb HCI 2M fins a pH = 2 i s’extreu amb AcOEt (1x50 mL). A continuacio s’extreu
la fase organica amb HCI 2M (3x50 mL), s’asseca la fase organica amb MgSO, i s’evapora obtenint-

se el producte desitjat (98) (117 mg) cap més purificacio.

Prova E: Es dissol el clorur de coure (I) (5 mg, 0.05 mmol) en 30 mL de n-BuNH, al 30% en
medi aquods, obtenint-se una dissolucid de color blau. S’afegeixen uns cristallets d’hidroclorur
d’hidroxilamina per tal de reduir el Cu (Il) a Cu (I) amb la consequient desaparicié del color blavés. A
continuacié s’addiciona I'acid propinoic (122 mg, 1.74 mmol) i es refreda la barreja en un bany de gel.
Seguidament es dissol el 3,5-bis(2-bromoetinil)benzoat d’etil (177 mg, 0.5 mmol) en 30 mL d’EtOH i
s’addiciona gota a gota sobre la barreja anterior durant 10 min. Es treu la mescla del bany de gel i
s’observa el canvi de color cap a groc-marronds. Si apareix coloracio blavosa o verdosa, s’addicionen
uns cristallets d’hidroclorur d’hidroxilamina. La barreja es purifica com en la prova D obtenint-se 162
mg de solid que corresponen a una barreja en proporcié 1:1 del producte desitjat 3,5-bis(4-
carboxibutadiinil)benzoat d’etil (98) i acid 5-(3-etoxicarbonil-5-etinilfenil)penta-2,4-diinoic (99) que no

es purificaran fins la reaccio posterior ja que la purificacié en aquest estadi és complicada.
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"H-RMN (CD;0D, 400 MHz) & (ppm) 1.43 (6 H, t, J = 7.2 Hz, CH,), 3.68 (1H, s, C=CH), 4.42 (4H, q, J
= 7.2 Hz, CH,), 7.91 (1H, t, J = 1.6 Hz, Ar-H), 8.06 (1H, t, J = 1.6 Hz, Ar-H), 8.16 (1H, t, J = 1.6 Hz, Ar-
H), 8.18 (1H, t, J = 1.6 Hz, Ar-H), 8.27 (2H, d, J = 1.6 Hz, Ar-H)

IR, v (film, cm™) 1264, 1371, 1719 (C=0), 2119 (C=C-H), 2154 (C=C), 2230 (C=C), 3200 (COOH)
ESI-MS: m/z = 221.3 [(99)-COOH], 265.3 [(99)-H]; 245.3 [(98)-2COOH], 289.3 [(98)-COOH][, 333.3
[(98)-H]

5.4.17 Sintesi del 8-(propiolamido)-3,6-dioxaoctilcarbamat de tert-butil (102)

(0]

H
/ H/\/O\/\o/\/N‘Boc

H

Prova A: Es dissolen I'acid propinoic (22 mg, 0.31 mmol) i el 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat de
tert-butil (62 mg, 0.25 mmol) en 5 mL de DMF i es refreda la barreja a 0°C. A continuacié s’addiciona
la DCC (56 mg, 0.27 mmol) dissolta en 5 mL de DMF a través de canula. La mescla s’agita a 0°C
durant 1h. i a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 2h. Aleshores s’extreu la fase organica amb
NaHCO3say (1x30 mL), NaHSO4saty (1x30 mL) i NaClsay (1x30 mL). S’asseca la fase organica amb
MgSQ, i s’evapora a sequedat. S’analitza per "H-RMN (CDCl3) i CCF (SiO,, AcOEt 100%) i s’observa
que s’obté unicament la 1,3-diciclohexil-1-propinoilurea (103) (81 mg, 0.29 mmol) amb un 94% de
rendiment, CCF (SiO,; AcOEt 100%; Rf = 0.95).

Prova B: Es dissolen I'acid propinoic (22 mg, 0.31 mmol) i el 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat de
tert-butil (65 mg, 0.25 mmol) en 5 mL de DMF i es refreda la barreja a 0°C. A continuacié s’addiciona
la EDC (56 mg, 0.27 mmol) dissolta en 5 mL de DMF a través de canula. La mescla s’agita a 0°C
durant 1h. i a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 12h. Aleshores s’evapora la barreja a
sequedat, es redissol en CH,CI, i es segueix el mateix procediment de purificacié de la prova A
obtenint-se d’aquesta manera el producte desitjat (102) (43 mg, 0.14 mmol) amb un 57% de

rendiment.

8-(propiolamido)-3,6-dioxaoctilcarbamat de tert-butil (102):

CCF (SiO,; CH,CI,/AcOEt, 1/1; Rf = 0.15)

'H-RMN (CDCls, 200 MHz) & (ppm) 1.45 (9H, s, CHs), 2.79 (1H, s, C=CH), 3.34 (2H, m, CH,-NH-Boc),
3.48-3.63 (10H, m, CH,), 5.05 (1H, br, NH), 6.70 (1H, br, NH)

IR, u (KBr, cm™) 1528, 1653 (C=0), 1699 (C=0), 2106 (C=C), 3304 (NH)

Prova C: Es dissolen I'acid propinoic (17.5 mg, 0.25 mmol) i el 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat
de tert-butil (62 mg, 0.25 mmol) en 5 mL de DMF i es refreda la barreja a 0°C. A continuacio
s’addicionen la EDC (57 mg, 0.3 mmol) i la DIEA (39 mg, 0.3 mmol) dissoltes en 5 mL de DMF a

través de canula. La mescla s’agita a 0°C durant 1h. i a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 5h.
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Aleshores s’analitza la barreja per CCF (SiO,, MeOH/NHj3;, 9/1) observant-se els reactius de partida i

sense detectar-se formacié del producte esperat.

Prova D: Es dissolen I'acid propinoic (157 mg, 2.24 mmol) i el 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat
de tert-butil (372 mg, 1.5 mmol) en 10 mL de CH,ClIj filtrat sobre alumina basica i es refreda la barreja
a 0°C. A continuacié s’addiciona la DCC (383 mg, 1.86 mmol) dissolta en 5 mL de CH,Cl, a través de
canula. La mescla s’agita a 0°C durant 1h. i a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 3h. Aleshores
es refreda la barreja en un bany de gel per afavorir la precipitacié de la DCU i es filtra amb placa
filtrant de 4 um. El filtrat s’evapora a sequedat, es redissol en CH,CI, i es segueix el mateix
procediment de purificacié de la prova A. En aquest cas cal una purificacio posterior per cromatografia
en columna (SiO,; 10 x 4.5 cm &; CH,CI,/AcOEt, 1/1) obtenint-se el producte desitjat (102) (334 mg,

1.11 mmol) amb un 74% de rendiment.

5.4.18 Sintesi del 8-aminooctilcarbamat de tert-butil®’

§
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Es dissol el 1,8-diaminoocta (4.9 g, 34.5 mmol) en 100 mL d'una barreja dioxa/H,O (8/2).
S’addiciona trietilamina (5.8 mL, 42.1 mmol) i es refreda la barreja en un bany de gel a 0°C. A
continuacio s’addiciona el Boc,0 (2.3 g, 10.7 mmol) dissolt en 50 mL de dioxa lentament a través d’un
embut d’addicié. La barreja es deixa reaccionar durant 1h. en el bany de gel i 4h. a T.amb. Aleshores
la mescla s’evapora a sequedat, es redissol en H,0 i s’acidifica a pH = 2-3 amb HCI 2M. S’extreu amb
CH,CI, i aquesta fase organica s’asseca amb MgSQ, i s’evapora obtenint-se el producte diprotegit
amb el grup Boc (104) (354 mg, 0.79 mmol) amb un 7% de rendiment (CCF, MeOH/NH3, 9/1; Rf =
0.9). La fase aquosa es basifica a pH = 11 amb NaOH,, 2M i s’extreu amb CHCI, fins que ja no
s’extreu més producte. Tot seguit s’asseca la fase organica amb MgSQO, i s’evapora obtenint-se el
producte monoprotegit (39) (1.02 g, 3.4 mmol) amb un 32% de rendiment.

CCF (SiO,; MeOH/NHj3, 9/1; Rf = 0.5)
'H-RMN (CDCls, 200 MHz) & (ppm) 1.30 (9H, s, CH), 1.44 (12H, m, CH,), 2.68 (2H, t, J = 6.6 Hz,
CH,NH,), 3.10 (2H, m, CH»-NH-Boc), 4.53 (1H, s, NH)

5.4.19 Sintesi del 8-(propiolamido)octilcarbamat de tert-butil
/L N
2 N N NS
P N Boc
H ~ H

Una dissolucié de DCC (377 mg, 1.8 mmol) en 10 mL de CH.CI, (filtrat a través d’alimina

basica) es refreda en un bany de gel a 0°C i es transfereix a través de canula a un matras que conté
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una barreja d’acid propinoic (192 mg, 2.7 mmol) i 8-aminooctilcarbamat de tert-butil (298 mg, 1.2
mmol). La barreja s’agita durant 30 min. en el bany de gel i 24 h. a T.amb. A continuacio es torna a
refredar a 0°C per tal que precipiti la DCU formada i es filtra en una placa porosa del num. 4. El filtrat
s’evapora i es purifica per cromatografia en columna (SiO,, 10 x 4.5 cm @, hexa/AcOEt; 7/3,
hexa/AcOEt; 1/1) obtenint-se el producte desitjat (105) (345 mg, 1.16 mmol) amb un 95% de
rendiment.

HPLC (Kromasil C18, columna analitica, f = 0.8 mL/min, H,O/MeOH; 2/8, tr = 5.8 min)

'H-RMN (CDCls, 200 MHz) & (ppm) 1.30 (9H, s, CHs), 1.44 (8H, m, CH,), 1.53 (4H, m, CH,), 2.79 (1H,
s, C=CH), 3.09 (2H, dt, J4= J; = 6.6 Hz, CH,-NH-Boc), 3.28 (2H, dt, J4= J; = 6.6 Hz, CH,-NH), 4.5 (1H,
s, ampla, NH), 6.0 (1H, s, ampla, NH)

3C-RMN (CDCl3;, 100 MHz) & (ppm) 26.8, 26.9, 28.6, 29.2, 29.3, 29.3, 30.2, 40.1, 40.7, 73.1, 77.7,
79.6, 152.4, 156.0

IR, v (KBr, cm™) 1533, 1645 (C=0), 1692 (C=0), 2104 (C=C), 3302 (N-H)

ESI-MS: m/z = 297.3 [M+H]", 319.4 [M+Na]", 615.6 [2M+Na]"

5.4.20 Sintesi del trifluoroacetat de la N-(8-aminooctil)propiolamida (106)

0O

NH. CF.COO
r/\/\/\/\/ 3 3
/H

Es dissol el 8-(propiolamido)octilcarbamat de tert-butil (105) (305 mg, 1.03 mmol) en 30 mL de
CH.CI, i s’addiciona 3 mL d’acid trifluoroacetic (40.38 mmol). Passades 2 h. s’analitza per CCF
(MeOH/NHj3;; 9/1) i ja no s’observa producte protegit amb Boc-. S’evapora el dissolvent a la trompa
d’aigua i s’asseca al dessecador. Es convenient no generar I'amina lliure ja que és dificil d’aillar i
podem perdre el producte tal com ha passat amb productes similars amb espaiadors de tipus poliéter.
D’aquesta manera s’obté el producte 106 en forma de sal.

CCF (SiO,; MeOH/NH3, 9/1; Rf = 0.4)
IR, v (KBr, cm™) 1634 (C=0), 1682 (C=0), 2104 (C=C), 2859, 2929

5.4.21 Intent de sintesi del producte (107)

COOEt
= A
= N
Os Xx__0
S &
NH HN
8 Y
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Es dissol el trifluoroacetat de la N-(8-aminooctil)propiolamida (106) (214 mg, 0.69 mmol) en una
solucié de CuCl (5 mg, 0.05 mmol) i una punta d’espatula d’hidroclorur d’hidroxilamina en 25 mL de n-
BuNH; 30% en medi aquds. A continuacio es refreda a 0°C i s’observa coloracié groguenca deguda
possiblement a la formacié del derivat cuprat de l'alqui terminal. Tot seguit es dissol el 3,5-bis(2-
bromoetinil)benzoat d’etil (75 mg, 0.21 mmol) en 10 mL d’EtOH i s’addiciona gota a gota sobre la
mescla anterior amb un embut d’addici6 i sota atmosfera de nitrogen. La mescla s’agita a T.amb i al
cap de 15 min. de reaccid s’observa I'aparicié d’'un precipitat groguenc en el medi de reaccio. Es filtra
el solid format i es renta amb H,O i acetona. L’analisi per IR i MS de la barreja de reaccié indica que
conté una barreja dels compostos (108) i N-(8-aminooctil)propiolamida de partida (109).

IR, v (KBr, cm™) 1648 (C=0), 1720 (C=0), 2041 (C=C), 2175 (C=C), 2228 (C=C), 2858, 2928, 3380
(N-H)
ESI-MS: m/z = 393.4 [M+H]" (108), 197.2 [M+H]" (109)

5.4.22 Intents de sintesi del compost (110)

0]

H
/ H/\/O\/\o/\/N‘Boc

Prova A: Es dissol l'acid 3-bromopropinoic 251 mg, 1.68 mmol) i el 8-amino-3,6-

Br

dioxaoctilcarbamat de fert-butil (280 mg, 1.12 mmol) en 10 mL de CH,CI, (filtrat a través d’alumina
basica) i es refreda 0°C. A continuacié s’addiciona I'agent d’acoblament DCC (440 mg, 2.13 mmol)
dissolt en el mateix dissolvent (10 mL) a través de canula i s'agita a 0°C i a T.amb sota atmosfera de
nitrogen durant 12 h. Aleshores s’evapora a sequedat i es purifica el cru de reaccidé a través de
columna cromatografica (SiO,, 12 x 3.5 cm &, CH,Cl,/MeOH; 1/0, 98/2, 95/5, 9/1) obtenint-se el
subproducte (113) (412 mg, 0.68 mmol) amb un 60% de rendiment.

Prova B: Es dissol I'acid propinoic (151 mg, 1.01 mmol) i la DIEA (0.43 mL, 2.5 mmol) en 10 mL
de CH.CI, i s’addiciona el PyBOP (625 mg, 1.2 mmol) i ’'HOBt (13 mg, 0.09 mmol) dissolts en 10 mL
de CH,CI, Es deixa reaccionar 10 min. a T.amb. i s’addiciona el 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat de
tert-butil (289 mg, 1.16 mmol) dissolt en 5 mL de CH,ClI, S’agita a T.amb. sota atmosfera de nitrogen
durant 24 hores. Aleshores s’evapora la barreja a sequedat, es redissol en CH,Cl,, s’extreu amb
NaHCOgzs,. (6x30 mL), es renta la fase organica amb H,O, s’extreu amb NaHSO,s,t, S'asseca la fase
organica amb Na,SO, i s’analitza per IR sense observar-se la preséncia de la banda tipica d’alquins
entre 2100-2200 cm™, la qual cosa indica que no s’obté el producte esperat ni I'acid 3-bromopropinoic
de partida.

Prova C: Es procedeix com en la prova A. El producte es purifica per cromatografia en columna
(SiOy, 15 x 3.5 cm @; AcOEt/hexa 1/2, 1/1, 1/0). S’obté un producte amb Rf = 0.54 (AcOEt 100%),
perd que semblen 2 productes amb Rf molt similars; Rf; = 0.9 i Rf, = 0.87 (CH,Cl,/MeOH 9/1). Per
aquest motiu s’analitza per HPLC (Kromasil C18, f = 0.8 mL/min, H,O/MeOH 2/8). S’obté un pic a try =
4.6 min corresponent a la DCU (analitzat per MS) i un pic a tr, = 14. 5 min corresponent a un
subproducte (113) resultat de I'acoblament de I'acid, 'amino i la DCU (analitzat per MS, 'H-RMN i IR).
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Prova D: Es dissol I'acid 3-bromopropinoic (149 mg, 1 mmol) en 5mL de clorur de tionil,
s’escalfa a reflux durant 30 min. amb un tub de clorur de calci i s’evapora el clorur de tionil amb la
trompa d’aigua (s’intercala un tub de clorur de calci perqué no entri humitat). S’obté un oli marré que
es dissol en 5 mL de CH,Cl, i a continuaci6 s’addiciona el 8-amino-3,6-dioxaoctilcarbamat de tert-butil
(492 mg, 1.98 mmol) dissolt en 10 mL de CH,Cl,. Es deixa reaccionar durant 1h. a T.amb, s’evapora
el dissolvent, es redissol en CH,Cl, i s’extreu amb NaHCO;g (3x25 mL) i HCI 2M (3x25 mL).
S’asseca la fase organica amb Na,SO, i s’analitza per CCF i IR sense obtenir-se cap producte nou.

Prova E: Es procedeix com en la prova D, pero en el work-up, es fan extraccions amb NaHSO,
(3x25 mL) per tal d’eliminar les restes de trietilamina. S’observen 2 productes que es purifiquen per
cromatografia en columna (SiO,, 22 x 2 cm &, AcOEt/hexa 1/1, 6/4, 7/3). S’obtenen 2 productes amb
Rf; = 0.8 (15 mg, 111) i Rf, = 0.5 (10 mg, 112) en SiO,, AcOEt 100%, analitzats per 'H-RMN, IR, MS.
Com a consequiéncia d’aquest resultat, s’analitza I'acid 3-bromopropinoic de partida per MS i
s’observa que ja estava impur, era barreja d’acid 3-bromopropinoic, acid dibromopropinoic i acid
tribromopropinoic. Aixo pot explicar el resultat d’aquesta reaccio.

Prova F: Es procedeix com en la prova E, perd en aquest cas s'utilitza acid 3-bromopropinoic
pur i acabat de sintetitzar. Segons l'analisi de IR i CCF, s’obté el mateix resultat que en el cas

anterior.

Producte (110):

'H-RMN (CDCl3, 200 MHz) & (ppm) 1.45 (9H, s, CHs), 1.0-2.1 (20H, m, Chx), 3.32 (2H, m, CH,-NH-
Boc), 3.50-3.63 (10H, m, CH,), 5.05 (1H, br, NH), 6.70 (1H, br, NH)

IR, v (film, cm™) 1524, 1647 (C=0), 1697 (C=0), 2194 (C=C), 2930 (CH,), 3373 (NH)

ESI-MS: m/z = 379.2, 381.2 [(110)+H]", 401.2, 403.2 [(110)+Na]"

Producte (113):

'H-RMN (CDCl3, 200 MHz) & (ppm) 1.45 (9H, s, CHs), 1.0-2.1 (20H, m, Chx), 3.32 (2H, m, CH,-NH-
Boc), 3.50-3.63 (10H, m, CH,), 4.10 (1H, br, NH), 5.05 (1H, br, NH), 6.70 (1H, br, NH), 7.82 (1H, br,
C=CH)

IR, v (film, cm™) 1524, 1650 (C=0), 1710 (C=0), 2855 (CH,), 2930 (CHy), 3337 (NH)

ESI-MS: m/z = 603.4, 605.4 [21.2+H]", 625.3, 627.3 [21.2+Na]"

Producte (111):

'H-RMN (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) 1.46 (9H, s, CHs), 3.32 (2H, m, CH,-NH-Boc), 3.50-3.63 (10H, m,
CH,), 4.95 (1H, br, NH), 6.60 (1H, br, NH)

IR, v (film, cm™) 1521, 1669 (C=0), 1671(C=0), 2870 (CH,), 2930 (CH,), 3295 (NH)

ESI-MS: m/z = 537.1, 539.1, 541.1, 543.1 [22.1+H]", 559.1, 561.1, 463.1, 465.1 [22.1+Na]"

Producte (112):

'H-RMN (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) 1.46 (9H, s, CHs), 3.32 (2H, m, CH,-NH-Boc), 3.50-3.63 (10H, m,
CH,), 4.95 (1H, br, NH), 6.50 (1H, br, NH), 6.62 (1H, br, C=CH)

IR, v (film, cm™) 1525, 1663 (C=0), 1690 (C=0), 2869 (CH,), 2975 (CHy,), 3322 (NH)
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ESI-MS: m/z = 459.3, 461.3, 463.3 [22.2+H]", 481.3, 483.3, 485.3 [22.2+Na]’

5.4.23 Sintesi del 8-(3-bromopropiolamido)octilcarbamat de tert-butil (114)

Q H
N/\/\/\/\/N‘B
é N [e]o]

Br

Es dissolen 8-(propiolamido)octilcarbamat de tert-butil (50 mg, 0.17 mmol), N-bromosuccinimida
(NBS, 60.1 mg, 0.34 mmol), bromur de tetrabutilamoni (1.3 mg, 0.004 mmol), nitrat de plata (0.7 mg,
0.004 mmol) i hidroxid de sodi (13.5 mg, 0.34 mmol) en 20 mL de ACN i s’agita a T.amb i sota
atmosfera de nitrogen durant tota la nit. A 'endema es fan extraccions amb AcOEt i NaCls,. S’asseca
la fase organica i s’evapora a sequedat. A continuacié es purifica per cromatografia en columna (SiOy;
10 x 3.5 cm O; hexa/AcOEt, 7/3) obtenint-se el producte desitjat (114) (61 mg, 0.16 mmol) amb un
97% de rendiment.

CCF (SiOy; hexa/AcOEt, 7/3; Rf = 0.3)

HPLC (Kromasil C18, columna analitica, f = 0.8 mL/min, H,O/MeOH; 2/8, tr = 6.8 min)

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) 1.30 (9H, s, CH;), 1.44 (8H, m, CH,), 1.51 (4H, m, CH,), 3.10 (2H,
m, CH,-NH-Boc), 3.28 (2H, m, CH,-NH), 4.52 (1H, s, NH), 5.98 (1H, s, NH)

®C-RMN (CDCl3, 100 MHz) & (ppm) 26.8, 26.9, 28.6, 29.2, 29.3, 29.34, 34.1, 40.2, 40.7, 75.5, 75.5,
79.1,152.2, 156.2

IR, v (KBr, cm™) 1539, 1649 (C=0), 1697 (C=0), 2193 (C=C), 3286 (N-H)

ESI-MS: m/z = 375.4, 377.4 [M+H]", 397.4, 399.4 [M+Na]"

5.4.24 Intent de sintesi de 8-(5-(trimetilsilil)penta-2,4-diinamido)octilcarbamat de tert-butil

Me3Si

Prova A: Es dissol el Cul (11.8 mg, 0.06 mmol), el PdCIy(PPh3). (21.1 mg, 0.03 mmol) i el TMSA
(150 mg, 153 mmol) en 1 mL de piperidina. A continuaci6 s’addiciona el 8-(3-
bromopropiolamido)octilcarbamat de tert-butil (153 mg, 0.41 mmol) dissolt en 2 mL de piperidina i 5
mL de MeOH gota a gota sobre la barreja anterior i s’agita la mescla a T.amb sota atmosfera de
nitrogen durant 1 h. Tot seguit la mescla de reacci6é s’extreu amb NH,Clg,; i AcCOEt. La fase organica
s’asseca amb MgSOQO, i s’evapora a sequedat. S’analitza per IR, 'H-RMN i ESI-MS obtenint-se un
subproducte que no podem identificar i que no correspon al producte desitjat.

Prova B: Es dissol el CuCl (17.7 mg, 0.18 mmol), el NH,OH-HCI (29.6 mg, 0.42 mmol) i el
TMSA (149 mg, 1.52 mmol) en 5 mL de EtNH,,, 70%. S’observa la formacié de fums blancs i la
barreja adquireix coloracio vermella. A continuacio s’addiciona el 8-(3-
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bromopropiolamido)octilcarbamat de tert-butil (60 mg, 0.16 mmol) dissolt en 5 mL de EtNH,,, 70%
gota a gota sobre la barreja anterior i s’agita la mescla a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 5 h.
La mescla adquireix coloracié marronosa. A continuacié es purifica seguint el mateix procediment que

en la prova A. S’analitza com en la prova A i tampoc s’obté el producte desitjat.

5.4.25 Intent de sintesi de 8-(5-(trietilsilil)penta-2,4-diinamido)octilcarbamat de tert-butil

Et,Si

Prova A: Es dissol el CuCl (6 mg, 0.06 mmol), uns cristallets de NH,OH-HCI i el TESA (138.7
mg, 0.99 mmol) en 5 mL de BuNHy,q 30% i es refreda en un bany de gel. A continuaci6 s’addiciona el
8-(3-bromopropiolamido)octilcarbamat de tert-butil (248 mg, 0.66 mmol) dissolt en 2 mL de Et,0 gota
a gota sobre la barreja anterior i s’agita la mescla a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 2 h. Tot
seguit la mescla de reaccio s’extreu amb NH4Clg,. i ACOEL. La fase organica s’asseca amb MgSQy, i
s’evapora a sequedat. El cru de reaccioé es purifica a través de cromatografia en columna (SiO,; 10 x
4.5 cm J; hexa/AcOEt, 2/1, 1/1, 1/2, 0/1) obtenint-se el producte desitjat (116) (28 mg, 0.064 mmol)
amb un 10% de rendiment i com a subproducte majoritari el producte resultat de ’homoacoblament
del bromoalqui (117) (174.3 mg, 0.29 mmol) amb un 89% de rendiment.

8-(5-(trietilsilil)penta-2,4-diinamido)octilcarbamat de tert-butil (116):

'H-RMN (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) 0.60 (6H, q, J = 7.8 Hz, CH,Si), 0.96 (9H, t, J = 7.8 Hz,
CH;3CH,Si), 1.29 (9H, s, CH;), 1.44 (8H, m, CH,), 1.51 (4H, m, CH,), 3.10 (2H, m, CH,-NH-Boc), 3.28
(2H, m, CH,-NH), 4.52 (1H, s, NH), 5.98 (1H, s, NH)

IR, v (KBr, cm™) 1592, 1658 (C=0), 1701 (C=0), 2109 (C=C), 2171 (C=C), 3363 (N-H)

ESI-MS: m/z = 452.4 [M+NH,]", 508.4 [M+BuNH,]"

Producte d’homoacoblament (117):

'H-RMN (CDCl3, 200 MHz) & (ppm) 1.29 (18H, s, CHs), 1.44-1.59 (24H, m, CH,), 3.10 (4H, m, CH,-
NH-Boc), 3.28 (2H, m, CH,-NH), 3.45 (2H, m, CH,-NH), 4.60 (4H, s, NH)

IR, v (KBr, cm™) 1527, 1624 (C=0), 1697 (C=0), 2858, 2927, 3332 (N-H)

ESI-MS: m/z = 592.3 [M+H]", 664.6 [M+BuNH,]"

Prova B: Es dissolen CuCl (15 mg, 0.15 mmol), NH,OH-HCI (30 mg, 0.43 mmol), TESA (380
mg, 2.7 mmol) i 8-(3-bromopropiolamido)octilcarbamat de tert-butil (375 mg, 1 mmol) en 25 mL de
BuNH_,q 30% refredada en un bany de gel, perd com que la dissolucié no és total, s’addicionen 25
mL de dioxa i 25 mL de AcOEt. Aleshores s’agita a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 30 min.
(ja que no s’observa bromoalqui per CCF (SiO,, hexa/AcOEt, 1/1; Rf = 0.55). La barreja es purifica

seguint el mateix procediment que en la prova A, obtenint-se el producte 8-
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(propiolamido)octilcarbamat de tert-butil (105) (54 mg, 0.18 mmol) amb un 18% de rendiment (vegeu
caracteritzacio a l'apartat 5.19) i el producte resultat de 'homoacoblament del bromoalqui (117) (240
mg, 0.40 mmol) amb un 80% de rendiment.

5.4.26 Intents de sintesi del compost (118)

H H (0]
N~ O )\
! M o H \\

o]
NJ\NH
N\n/NH ¢} Br

o]

Utilitzant DMF:

Es dissol I'acid 3-bromopropiolic (75 mg, 0.28 mmol) en 20 mL de DMF i s’addiciona la
difenilfosforilazida (387 mg, 1.4 mmol) i la trietilamina (0.2 mL, 1.4 mmol). Al addicionar la trietilamina,
s’observa l'aparicié de color marré intens. En un altre matras es dissol I'hidroclorur de 41 (128 mg,
0.28 mmol) en 10 mL de DMF i s’addiciona trietilamina (0.2 mL, 1.4 mmol) per tal de regenerar 'amina
lliure. En aquest punt s’observa I'aparicié de precipitat blanquinés que pot ser degut a la formacié de
clorur de ftrietilamoni i que sigui insoluble en DMF. Aquesta barreja s’addiciona sobre la mescla
anterior a través de canula i es deixa reaccionar a T.amb sota atmosfera de nitrogen. S’analitza
'evolucio de la reaccié a través de CCF (MeOH/NHs;; 9/1) passades 4h., 6h. i encara s’observa
reactius de partida. En aquest punt s’addiciona més DPPA (355 mg, 1.29 mmol), perd tampoc

s’observa evolucié de la reaccio.

Utilitzant DMSO:
Es dissol I'acid 3-bromopropiolic (13 mg, 0.087 mmol) i I'hidroclorur de 41 (20 mg, 0.048 mmol)
en 25 mL de DMSO,,,. i s’addiciona la DPPA (77 mg, 0.28 mmol) i la Et3N (20 mg, 0.2 mmol). Es

deixa reaccionant a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 12 h. A continuacié s’evapora i

s’analitza per 'H-RMN, MS-ESIi IR la barreja de reaccié sense que es detecti el producte desitjat.
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5.4.27 Intent de sintesi del compost (120)
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Prova A: Es dissol la DCC (7.4 mg, 0.036 mmol) en 10 mL de DMF a 0°C i s’addiciona sobre un
matras que conté el diacid 98 (8 mg, 0.24 mmol) i 'amina 41 (11.9 mg, 0.028 mmol). La barreja
resultant s’agita a 0°C durant 1 h. i tot seguit a T.amb. durant 2 h. A continuacié s’analitza la barreja
de reaccio per CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 1/1 i MeOH/NH3;, 9/1) sense observar-se la formacié de cap
producte nou. A més a més sembla que el diacid s’ha descompost.

Prova B: Es dissol el diacid 98 (25 mg, 0.074 mmol) en 5 mL de CH,CI, (filtrat per alimina
basica) i 5 mL de DMF (ja que sin6 no es dissol completament). En un altre matras es dissol I'amina
41 (36 mg, 0.08 mmol) en 5 mL de CH,Cl, i 30 mL de DMF (cal escalfar lleugerament per dissoldre).
A continuacié s’addiciona la dissolucié que conté el diacid sobre la dissolucié que conté I'amina a
través de canula i es refreda la barreja en un bany de gel a 0°C. Seguidament s’addiciona la DCC
(38.2 mg, 0.18 mmol) dissolta en 5 mL de CH,Cl,. S’observa l'aparici6 d’'una barreja térbola
blanquinosa, potser deguda a qué algun reactiu precipiti. La barreja s’agita a 0°C sota atmosfera de
nitrogen durant 1h. i a T.amb 24 h. Aleshores purifica per cromatografia en columna (SiO; 9 x 3.5 cm
J; AcOEt/MeOH, 9/1, 8/2, 75/25, 1/1, 0/1; MeOH/NH3, 9/1) obtenint-se 2 subproductes dificils de
caracteritzar i 'amina 41 (28 mg) de partida.

Prova C: Es dissol el diacid 98 (73 mg, 0.22 mmol) i 'amina 41 (108 mg, 0.26 mmol) en 100 mL
de DMF i es refreda la barreja en un bany de gel a 0°C. A continuacié s’addiciona la EDC (51.8 mg,
0.27 mmol) dissolta en 2 mL de DMF i s’agita sota atmosfera de nitrogen a 0°C durant 1 h. ia T.amb
12 h. Aleshores s’analitza per CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 1/1 i MeOH/NH3, 9/1) sense observar-se
progrés de la reaccié. Es decideix escalfar a 55°C pero al cap de 2 dies, no es detecta el producte

esperat.
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5.4.28 Sintesi del compost (121)

JOI\
AN
HN\n/NH 5 H H
o

Es dissol el compost 43 (124 mg, 0.31 mmol) en 100 mL de DMF, escalfant i sonicant la barreja
ja que sind no es dissolen completament. Es deixa refredar a T.amb i s’addiciona I'acid propinoic (67
mg, 0.96 mmol) mitjangant xeringa. A continuacié s’addiciona la EDC (133 mg, 0.69 mmol) dissolta en
10 mL de DMF a través de canula i s’agita a T.amb sota atmosfera de nitrogen. Passades 24 hores
s’evapora la mescla de reaccié amb la bomba d’oli, es redissol en H,O/MeOH i es purifica mitjangant
HPLC semi-preparatiu (Kromasil C18, columna semi-preparativa, f = 4 mL/min, H,O 0.1%
formic/MeOH; 55/45, tr = 15 min). S’obté el producte desitjat (79 mg, 0.17 mmol) en forma de solid
blanc amb un 56% de rendiment.
Pf. (°C) 235-240
HPLC (Kromasil C18, columna analitica, f = 0.8 mL/min, H,O 0.1% formic/MeOH; 55/45, tr = 15.2 min)
'H-RMN (CDs0OD, 400 MHz) & (ppm) 1.25 (6H, s, CH,), 1.37 (8H, m, CH,), 1.54 (6H, m, CH,), 1.67
(2H, m, CH,), 1.76 (2H, m, CH,), 2.27 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,-CO), 3.20 (2H, t, J = 6.8 Hz, CH,), 3.23
(2H,t, J =6.8 Hz, CH,), 3.38 (1H, s, C=CH), 4.10 (1H, s, CH)
®C-RMN (CD;0OD, 100 MHz) & (ppm) 22.3, 23.8, 28.2, 28.7, 28.8, 30.9, 31.1, 31.1, 31.3, 35.7, 35.7,
37.5,41.2,41.5,68.1,72.3,76.4,79.2, 158.8, 176.7
IR, v (KBr, cm™) 1528, 1616 (C=0), 1652 (C=0), 2104 (C=C), 3073 (N-H), 3241 (N-H)
ESI-MS: m/z = 463.5 [M+H]", 925.7 [2M+H]"

5.4.29 Intent de sintesi del compost (123)
O
HN—
NH H O
HN N\/\/\/\/\N
)—NH N X COOMe
o) (0]
O
HN—{ l
%\/\”/H
HN N~
J—NH N" "0
e} (6]

En un vial tipus Smith es dissolen 3,5-dibromobenzoat de metil (7.7 mg, 0.026 mmol), l'alqui
terminal 121 (20 mg, 0.043 mmol), iodur de coure (1) (0.9 mg, 0.004 mmol), PdCI;(PPhj3), (4.5 mg,
0.006 mmol), trifenilfosfina (3.8 mg, 0.014 mmol) i trietilamina (0.04 mL, 0.28 mmol) en 4 mL de DMF.

Es segella el vial i es fa reaccionar al microones 25 min. a 120°C. A continuacio es filtra el catalitzador
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a través de llana de vidre i s’analitza per HPLC-MS ja que la barreja és forga complexa (Kromasil C18,
columna analitica, f = 0.8 mL/min, H,O + 0.1% formic/MeQOH; 4/6) i no es detecta el producte esperat.
S’evapora una aliquota de la mescla de reacciod i s’analitza per 'H-RMN (CD30OD), perd tampoc es
detecta el producte esperat.

5.4.30 Intent de sintesi del compost (124)

HN—4

NH 0}

H
HN N\/\/\/\/\N
J—NH N X

O © X COOEt

Es dissol el diacid 98 (28 mg, 0.08 mmol) en 10 mL de DMSO,y i s'addiciona
difenilfosforilazida (0.05 mL, 0.24 mmol) i trietilamina (0.03 mL, 0.24 mmol). S’agita la barreja durant 5
min a T.amb. A continuacié s’addiciona el compost 43 (76 mg, 0.18 mmol) dissolt en 20 mL de
DMSO,,, i s’agita a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 12 h. Aleshores s’evapora el DMSO
amb la bomba de buit i es purifica el cru de reaccié per cromatografia en columna (SiO,, 9 x 3.5 cm @;
AcOEt 100%, AcOEt/MeOH 9/1, AcOEt/MeOH 75/25, MeOH 100%, MeOH/NH; 9/1). S’obtenen varies
fraccions de subproductes dificils de caracteritzar i un subproducte (122) resultat de I'acoblament
entre el compost (121) i la DPPA.

Producte (122):

'H-RMN (CD;0D, 300 MHz) & (ppm) 1.24 (6H, s, CH,), 1.28 (8H, m, CH.), 1.51 (6H, m, CH,), 1.65
(2H, m, CH,), 1.74 (2H, m, CH,), 2.26 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,CO), 3.02 (2H, m, CH,NH), 3.18 (2H, m,
CH,NHCO), 4.09 (1H, s, CH), 7.25 (6H, m, Ar-CH), 7.41 (4H, m, Ar-CH)

IR, v (KBr, cm™) 1652 (C=0), 2931 (CH,), 3241 (N-H)

ESI-MS: m/z = 643.5 [M+H]", 665.5 [M+Na]"
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5.4.31 Intent de sintesi del compost (125)

0
HN—
NH H 0
NH N X
o © X COOMe
Il
0
HN—4 Il
NH H
NH
s I H

Es dissol I'alqui terminal 121 (55 mg, 0.12 mmol) en 15 mL de MeOH i s’addiciona 7 mL de
BuNH,, CuCl (0.23 mg, 0.002 mmol) i uns cristallets de NH,OH-HCI. Aquesta barreja es refreda en un
bany de gel i s’observa aparicié d’'una barreja térbola, possiblement deguda a qué el derivat cuprat és
més insoluble en el medi de reaccid. Aleshores s’afegeixen 5 mL de AcOEt, 5 mL de DMF i 5 mL de
H,O per veure si la solubilitat millora, perd no s’observen canvis apreciables. De totes formes
s’addiciona el 3,5-bis(2-bromoetinil)benzoat de metil (89) (26 mg, 0.076 mmol) dissolt en 10 mL de
MeOH i 2 mL de AcOEt (ja que sindé no es dissol completament) gota a gota durant 5 min. S’agita la
mescla a T.amb i poc a poc s’observa que la terbolesa va desapareixent quedant una dissolucio
groguenca. Passada 1h. s’evapora el dissolvent i es redissol en H,O i AcOEt, s’acidifica amb acid
formic per tal de protonar la N-butilamina i s’extreu amb AcOEt. La fase organica es renta amb H,O
acida, s’asseca amb MgSQO, i s’evapora. La mescla de reaccioé s’analitza per HPLC-MS (Kromasil
C18, columna analitica, f = 0.8 mL, H,O + 0.1% formic/MeOH; 4/6) detectant-se un pic a tr = 9.3 min.
amb una relacié m/z que podria correspondre al producte esperat (125); ESI-MS: m/z = 552.6, 1104.9
(concorda amb el producte desitjat (125)). Aleshores es separa per HPLC semi-preparatiu (Kromasil
C18, columna semi-preparativa, f = 4 mL, H,O + 0.1% formic/MeOH; 4/6) i s’analitza el possible
producte per 'H-RMN i IR comprovant-se que no correspon al producte desitjat, sind que és el reactiu
de partida (121) tot i que per 'H-RMN no s'observa el H alquinic (veure caracteritzacié a I'apartat
5.2.28).

5.4.32 Sintesi del 6-aminohexilcarbamat de benzil

N \/@
H2N/\/\/\/N\"/O
(0]

Es dissolen 5.88 g (50.6 mmol) de 1,6-hexandiamina en 15 mL d’aigua i s’addicionen 19.02 g
(100 mmol) d’acid p-toluensulfonic dissolts en 10 mL d’aigua obtenint-se pH = 3. Aleshores

s’addiciona 50 mL d’EtOH i s’agita a 20°C. A continuacio6 s’addiciona el cloroformiat de benzil (6.3 mL,
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445 mmol) dissolt en 15 mL de dimetoxieta a través d’'un embut d’addicié i durant 15 min.
Seguidament s’agita a 20°C i es controla que el pH de la reaccid estigui entre 3.5-4.5 mitjangant
mesures constants amb pH-metre i addicionant dissolucié d’acetat de sodi 25% (p/v). Passada 1.5 h
ja no s’observa canvi de pH, amb la qual cosa es deixa agitant a 20°C durant 1 h. i s’evapora el
dissolvent. El cru de reaccio es redissol en aigua i es filtra el solid obtingut corresponent al producte
diprotegit (519 mg, 1.35 mmol) que representen un 6% de rendiment. El filtrat es basifica amb
NaOH,,. (40%) a pH = 13 i s’extreu amb CH,Cl, (5x75 mL). La fase organica es renta amb NaClg,.
(2x50 mL), s’asseca amb MgSOQ, i s’evapora obtenint-se el compost desitjat (126) en forma de cera
(1.62 g, 6.49 mmol) amb un 15% de rendiment.

'H-RMN (CDCl3, 300 MHz) & (ppm) 1.31-1.51 (8H, m, CH,), 2.65 (2H, t, J = 6.6 Hz, CH,-NH,), 3.17
(2H, dt, Jy = 6.6 Hz, J; = 6.6 Hz, CH,-NH-Cbz), 4.65 (1H, s, ampla, NH), 5.08 (2H, s, CH,-Ar), 7.33
(5H, m, Ar-H)

ESI-MS: (MeOH) m/z = 251.4 [M+H]"

5.4.33 Sintesi del 8-aminooctilcarbamat de benzil

N \/@
HZN/\/\/\/\/N\H/O

0]

Es dissolen 7.22 g (50 mmol) de 1,8-octandiamina en 15 mL d’aigua i s’addicionen 19.02 g (100
mmol) d’acid p-toluensulfonic dissolts en 10 mL d’aigua obtenint-se pH = 3. Aleshores s’addiciona 50
mL d’EtOH i s’agita a 20°C. A continuacié s’addiciona el cloroformiat de benzil (6.3 mL, 44.5 mmol)
dissolt en 15 mL de dimetoxieta a través d’'un embut d’addicié i durant 15 min. Seguidament s’agita a
20°C i es controla que el pH de la reaccio estigui entre 3.5-4.5 mitjangant mesures constants amb pH-
metre i addicionant dissoluci6 d’acetat de sodi 25% (p/v). Passada 1.5 h ja no s’observa canvi de pH,
amb la qual cosa es deixa agitant a 20°C durant 1 h. i s’evapora el dissolvent. En aquest cas
s’observa que la solubilitat dels compostos és inferior. Per aquest motiu es realitzar un procés de
purificacié diferent. Tant el producte diprotegit com el monoprotegit precipiten en el medi de reaccié,
per la qual cosa es decideix purificar a través de cromatografia en columna (SiO,, 13 x 4.5 cm @,
CH.CI,/MeOH; 9/1). D’aquesta manera s’obté el producte desitjat (127) en forma de cera (2.15 g, 7.64
mmol) amb un 17% de rendiment.

CCF (SiO,; MeOH/NHj3, 9/1; Rf = 0.37)

'H-RMN (CDCl3, 300 MHz) & (ppm) 1.29 (6H, m, CH.), 1.43-1.48 (6H, m, CH.), 2.67 (2H, t, J = 6.6 Hz,
CHx-NH,), 3.16 (2H, dt, J4 = 6.6 Hz, J; = 6.6 Hz, CH,-NH-Cbz), 4.85 (1H, s, ampla, NH), 5.09 (2H, s,
CH,-Ar), 7.33 (5H, m, Ar-H)

ESI-MS: (MeOH) m/z = 279.5 [M+H]"
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5.4.34 Sintesi del compost (128)

O

HNJJ\NH H O

HN\n/NH o H /\©
O

Es dissol el compost 5 (302.3 mg, 1 mmol) en 50 mL de DMSQO,,, i s’addiciona DPPA (421.8
mg, 1.5 mmol) i trietilamina (0.2 mL, 1.5 mmol). En un altre matras es dissol el 6-aminohexilcarbamat
de benzil (402 mg, 1.6 mmol) en 10 mL de DMSO,,, i s’addiciona sobre la mescla anterior a través de
canula. La barreja s’agita a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 2 dies. Aleshores s’evapora el
DMSO a pressio reduida. El cru de reaccié es redissol en CH,Cl; i s’extreu amb HCI 2M (2x50 mL) i
NaOH,q 40% (2x50 mL) per tal d’eliminar sals de trietilamoni i de DPPA. La fase organica es purifica
per cromatografia en columna (SiO;; 14 x 4.5 cm @; CH,CIl,/MeOH, 1/0, 95/5, 9/1, 8/2, 3/2). S’obté el
producte desitjat impurificat amb DPPA ja que tots dos productes tenen una polaritat molt similar. Per
aquest motiu s’utilitza HPLC semi-preparatiu per acabar de purificar el compost desitjat. HPLC
(Kromasil C18, columna semi-preparativa; f = 4 mL/min; H,O/MeOH, 35/65, tr = 11 min). D’aquesta
manera s’obté el producte desitjat (128) en forma de solid blanc (344 mg, 0.66 mmol) amb un 66% de
rendiment.

CCF (SiO,; CH,Cl,/MeOH, 9/1; Rf = 0.15)

'H-RMN (CD;OD, 400 MHz) & (ppm) 1.24 (6H, s, CHs), 1.37 (4H, m, CH.), 1.53 (6H, m, CH,), 1.67
(2H, m, CHy), 1.77 (2H, m, CH,), 2.65 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,-CO), 3.14 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,-NH-
Cbz), 3.19 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH»-NH), 4.09 (1H, s, CH), 5.09 (2H, s, CH»-Ar), 7.36 (5H, m, Ar-H)
®C-RMN (CD;0OD, 100 MHz) & (ppm) 21.4, 22.9, 27.3, 27.4, 27.6, 30.3, 30.8, 34.8, 34.9, 36.6, 40.3,
41.7,67.3,71.4,128.7, 128.9, 129.6, 138.6, 158.0, 158.9, 175.8

ESI-MS: (MeOH) m/z = 517.6 [M+H]", 539.6 [M+Na]", 555.6 [M+K]"

5.4.35 Sintesi del compost (129)

o]

HNJ\NH H

MN\/\/\/\/\NJLO

HN\n/NH o H /\©
o]

Es dissol el compost 5 (302.3 mg, 1 mmol) en 50 mL de DMSQ,,, i s’addiciona DPPA (421.8
mg, 1.5 mmol) i trietilamina (0.2 mL, 1.5 mmol). En un altre matras es dissol el 8-aminooctilcarbamat
de benzil (443 mg, 1.6 mmol) en 10 mL de DMSO,,,. i s’addiciona sobre la mescla anterior a través de
canula. La barreja s’agita a T.amb sota atmosfera de nitrogen durant 2 dies. Aleshores s’evapora el

DMSO a pressio6 reduida. El cru de reacci6 es redissol en CH.Cl, i s’extreu amb HCI 2M (2x50 mL) i

NaOH,q 40% (2x50 mL) per tal d’eliminar sals de trietilamoni i de DPPA. La fase organica es purifica
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per cromatografia en columna (SiO,; 14 x 4.5 cm &; CH,CI,/MeOH, 1/0, 95/5, 9/1, 8/2, 3/2), perd en
aquest cas no cal la purificaci6 a través d’HPLC ja que el producte obtingut per purificacio
cromatografica ja és prou pur, en tot cas s’ha arrossegat silica que eliminarem en la purificacié de la
reaccié seglent. D’aquesta manera s’obtenen 607 mg del compost desitjat (129) (impurs amb silica)
que representen un rendiment quantitatiu.

CCF (SiO,; CH,Cl,/MeCOH, 9/1; Rf = 0.12)

'H-RMN (CDCI,/CD;0D (8/2), 300 MHz) & (ppm) 1.21 (6H, s, CHs), 1.31 (8H, m, CH,), 1.50 (6H, m,
CH,), 1.67 (4H, m, CH,), 2.23 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,-CO), 3.15 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,-NH), 3.18 (2H,
t, J =7.2 Hz, CH,-NH), 4.04 (1H, s, CH), 5.08 (2H, s, CH»-Ar), 7.34 (5H, m, Ar-H)

5.4.36 Sintesi del compost (44)

j\
HN\n/NH 5 NH;
o]

Es dissol el compost 128 (224 mg, 0.43 mmol) en 50 mL de MeOH, s’afegeix una punta
d’espatula de Pd/C (10 mg) i es bombolleja hidrogen durant 1 h. A continuacié s’agita sota atmosfera
d’hidrogen durant 14 h. a T.amb i es comprova per CCF (SiO,, MeOH/NHj3; 9/1, Rf = 0.1) que la
reacci6 s’ha completat. Aleshores es filtra el catalizador sobre Celite i s’evapora el dissolvent obtenint-
se el producte desitjat (44) en forma de film transparent (167 mg, 0.43 mmol) amb un rendiment
quantitatiu.

CCF (SiO,; MeOH/NH3, 9/1; Rf = 0.1)

'H-RMN (CD;0D, 300 MHz) & (ppm) 1.24 (6H, s, CHs), 1.37 (4H, m, CH,), 1.53 (6H, m, CH,), 1.67
(2H, m, CH,), 1.77 (2H, m, CH.), 2.27 (2H, t, = 7.2 Hz, CH,-CO), 2.71 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH>-NH,),
3.21 (2H,t,J = 7.2 Hz, CH,-NH), 4.10 (1H, s, CH)

3C-RMN (CD;0D, 100 MHz) § (ppm) 21.4, 22.8, 27.3, 27.5, 27.7, 30.4, 32.7, 34.8, 34.9, 36.6, 40.2,
42.1,67.3,71.4,158.0, 175.8

5.4.37 Sintesi del compost (43)

N
M \/\/\/\/\NHZ

O
HNJ\NH
HN\n/NH o

o}

Es dissol el compost 129 (520 mg, 0.95 mmol) en 50 mL de MeOH, s’afegeix una punta

d’espatula de Pd/C (10 mg) i es bombolleja hidrogen durant 1 h. A continuacié s’agita sota atmosfera
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d’hidrogen durant 14 h. a T.amb i es comprova per CCF (SiO,, MeOH/NHj3; 9/1, Rf = 0.15) que la
reaccié s’ha completat. Aleshores es filtra el catalizador sobre Celite i s’evapora el dissolvent obtenint-
se el producte desitjat (43) en forma de film transparent (382 mg, 0.93 mmol) amb un 98% de
rendiment.

CCF (SiO3; MeOH/NHs, 9/1; Rf = 0.15)

'H-RMN (CD30OD, 300 MHz) & (ppm) 1.24 (6H, s, CHs), 1.37 (8H, m, CH.), 1.53 (6H, m, CH,), 1.67
(2H, m, CH,), 1.77 (2H, m, CH,), 2.27 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,-CO), 2.71 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH,-NH,),
3.20 (2H, t,J = 7.2 Hz, CH,-NH), 4.10 (1H, s, CH)

3C-RMN (CD;0OD, 100 MHz) & (ppm) 21.4, 22.8, 27.3, 27.8, 27.9, 30.3, 30.4, 30.5, 32.2, 34.8, 34.9,
36.6,40.4, 42.0, 67.3,71.4,158.0, 175.8

5.4.38 Intent de sintesi del compost (132)

o)
HN—
NH H o
HN N\/\/\/\N
NH H X
o © X COOMe

(0]
HN— I
NH H
HN N\/\/\/\
NH N0
0] (0]

Es dissol en diacid 101 (78 mg, 0.17 mmol) en 10 mL de DMF. En un altre matras es dissol el
compost 44 (151 mg, 0.29 mmol) en 60 mL de DMF escalfant a 80°C per tal de dissoldre el compost
completament i deixant refredar a T.amb. Aquesta dissolucié s’afegeix a la del diacid a través de
canula. A la vegada s’afegeix una dissolucié de EDC (57 mg, 0.3 mmol) en 5 mL de DMF sobre la
mescla de reaccid. La mescla té coloracié ocre. S’agita a T.amb. sota atmosfera de nitrogen durant 15
h. Aleshores s’analitza per CCF (SiO,; AcOEt/MeOH, 2/1) sense detectar-se preséncia del diacid de
partida. Com a consequiéncia s’evapora la mescla de reaccié i es purifica la meitat del cru de reaccié
mitjangant cromatografia en columna (SiO,; AcOEt/MeOH, 9/1, 2/1, 1/1, 0/1; MeOH/NH3;, 9/1) i s’obté
el producte de descarboxilacié (130) impurificat amb EDC i el producte de partida (44) impurificat amb

silice.

5.4.39 Proves d’estabilitat del diacid (98)

Es va dissoldre 2 mg del diacid (98) en 2 mL de DMF i es va agitar la barreja durant 1 h. a
T.amb. Aleshores es va analitzar per CCF (SiO,, AcOEt/MeOH, 2/1) sense detectar-se el diacid a Rf =
0.2. Aleshores es va evaporar a sequedat i es va analitzar per RMN comprovant que el diacid havia

descarboxilat obtenint-se d’aquesta manera el 3,5-di(buta-1,3-diinil)benzoat d’etil (131).
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CCF (SiO,; AcCOEt/MeOH, 2/1; Rf = 0.9)

"H-RMN (CD;0D, 300 MHz) & (ppm) 1.40 (3H, t, J = 7.2 Hz, CHs), 4.40 (2H, q, J = 7.2 Hz, CH,), 7.78
(1H,t, J = 1.5 Hz, Ar-H), 8.15 (2H, d, J = 1.5 Hz, Ar-H)

IR, v (KBr, cm™) 1240, 1721 (C=0), 2146 (C=C), 2228 (C=C)

ESI-MS: (MeOH) m/z = 245.3 [M-HJ

225



6. Conclusions

226



6. Conclusions

6 CONCLUSIONS

227



6. Conclusions

228



6. Conclusions

1. S’han sintetitzat lligands monovalents d’Av i SAv amb sistema biciclic de tipus [3.3.1],
tant de tipus PDU, com DMPDU i s’ha demostrat que s'uneixen a Av i SAv. En aquests lligands

monovalents s’ha observat que:

- El canvi de sistema biciclic de DMPDU a PDU es tradueix en un augment de la constant
d’associacio tant a Av com a SAv.

- La introducci6 d'una cadena lateral de valerat sobre I'atom de N per tal de generar
I'enantidmer (+) porta associat un augment important de la K, de complexacié a SAv i Av,
tant en el sistema de tipus PDU com en el de tipus DMPDU. En canvi, quan s’introdueix la
cadena de valerat sobre el N per tal de generar I'enantiomer (-), els canvis en la K, sén molt
menors i de signe contrari, és a dir, hi ha un petit augment en el cas de la DMPDU, pero
una petita disminucié en el cas de la PDU quan s’associen a SAv. En canvi en 'Av es
produeix sempre la disminucié de K,.

- En els lligands de tipus DMPDU, passar de tenir la cadena de valerat unida al C cap de
pont a tenir-la unida al N del grup ureido com a enantiomer (+), comporta un augment de la
Ka, més important en Av que en SAv.

- En els ligands amb cadena de valerat unida al N, I'enantiomer (+) té una major afinitat per
Av i SAv que I'enantiomer (-), tant en els lligands de tipus PDU com en els de tipus DMPDU.

-  En el compost DMPDU-C-C4,-COOH (5), la derivatitzacié de la cadena lateral d’acid
carboxilic en forma d’amida afecta poc a la seva K, a SAv, pero fa disminuir bastant la K, a
Av.

- La (+)-PDU-N-C4-COOH ((+)-8) és el ligand monovalent que presenta major K,, tant a Av

com a SAv, essent inclus superior a la del compost (+)-Gril-N-C4-COOH ((+)-3).

2. S’ha sintetitzat lligands divalents semi-rigids amb espaiadors de diferent longitud i
naturalesa quimica. En aquells casos en que la estat possible, s’ha determinat la seva K, a Av i SAv.
- D’entre els lligands amb espaiadors de tipus alquilic, el que presenta una major K, a SAv és
el compost 54 (K, = 7.5x10" M™).
- En els lligands divalents amb espaiadors de tipus alquilic, un augment en la rigidesa de

I'espaiador es tradueix en un augment en la K, a SAv.

3. S’han explorat rutes de sintesi de nous lligands divalents amb una part rigida més

extensa que en els lligands anteriors.
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