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Abreviatures

A-C9 (1R,2S5,3r,4R,58,65)-6-(nonilamino)ciclohexan-1,2,3,4,5-pentaol
Ac Acetil

AcOEt Acetat d’etil

Boc tert-Butoxicarbonil

Bu Butil

Bn Benzil

BSA Albumina de sérum bovi

Bz Benzoil

cat. catalitic

CCF Cromatografia en Capa Fina

CBE Epoxid de conduritol B

CC50 Concentracio citotoxica 50

DMAP 4-dimetilaminopiridina

DMF N,N-Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulfoxid

ee Excés enantiomeéric

Et Etil

FBS Seérum fetal bovi

ERT Terapia de substitucié enzimatica (Enzyme Repacement Therapy)
GBA Gen que codifica la glucocerebrosidasa
GBAP Pseudogen de GBA

GD Malaltia de Gaucher (Gaucher Disease)

gDQCOSY  Experiment bidimensional de correlacié 'H-'H (gradient Double Quantum
COrrelation SpectroscopY)
gHSQC Experiment bidimensional de correlacio heteronuclear amb gradient (gradient

Heteronuclear Single Quantum Correlation)

GCase Glucocerebrosidasa

GCS Glucosilceramida sintasa

GlcCer Glucosilceramida

GSLs Glicoesfingolipids

h Hores

HMBC Correlacid heteronuclear a llarga distancia (Heteronuclear Multiple-Bond Correlation)

HRMS Espectrometria de masses d’alta resolucio



ICso

SAP

SLs

SRT

t.a.
TBAF
Tf

TFA
TBDPS
THF

Tr
Tris-HCI
UDP-Glucosa
Vinax

wt

Concentraci6 d’inhibidor que produeix un 50% inhibicid
Infrarroig

Constant d’inhibicid

Constant de velocitat d’inactivacid

Constant de Michaelis-Menten

Constant de velocitat aparent de primer ordre

Malaties d’acumulacio lisosomica (Lysosomal Storage Disorders)
Metanol

Acid m-cloroperbenzoic

Minuts

Metoximetil

Mesil

Bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoli
Nitrobenzodiazol

N-nonil-deoxinojirimicina

Espectroscopia d’efecte nuclear Overhauser (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY)
Nucleofil

Soluci6 amortidora salina de fosfats

Pivaloil

Fenil

Terapia basada en la utilitzacié de xaperones (Pharmacological Chaperone
Therapy)

Saposina, proteina activadora d’esfingolipids (Sphingolipid Activator Protein)
Esfingolipids

Terapia de reduccio de substrat (Substrate Reduction Therapy)
Temperatura ambient

Fluorur de tetrabutilamoni

Trifluorometansulfonil

Acid trifluoroacétic

tert-Butildifenilsilil

Tetrahidrofura

Tritil

Hidroclorur de tris-(hidroximetil)aminometa

Difosfat d’uridina i glucosa

Velocitat maxima

Tipus salvatge (wild-type)
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Gaucher disease (GD), the most
common lysosomal storage disorder, is
caused by  mutations in  acid
S-glucosidase (glucocerebrosidase,
GCase), a peripheral membrane protein
that catalyzes the hydrolysis of
glucosylceramide to  f-glucose and
ceramide in the presence of the modulator
protein saposin C.

Mutations in GCase lead to diminished
biological activity because of impaired
trafficking, altered enzyme stability and/or
defective intrinsic activity. Consequently,
the accumulation of glucosylceramide in
macrophages leads to proinflammatory
responses and altered glycosphingolipid
distribution, which results in
hepatosplenomegaly,  abnormal  bone
turnover, pulmonary hypertension and, in
some cases, central nervous system (CNS)
disease.

The main treatment for GD is enzyme
replacement  therapy  (ERT)  using
recombinant human GCase

.. ®
(imiglucerase, Cerezyme").

The disadvantages of ERT include the
need of regular intravenous infusions, the
poor effect on the CNS-affected variants
of GD and its high cost.

An alternative to ERT, the substrate
reduction therapy (SRT), is based in the
inhibition of glucosylceramide synthesis
with N-butyldeoxynojirimycin (NB-DNJ,
miglustat, Zavesca®) but has a low
therapeutic index. In addition, NB-DNJ
results in several adverse side effects.

An emerging strategy for GD therapy
is the use of small molecules that stabilize
mutant GCase and consequently restore
trafficking and activity. This approach,
known as pharmacological chaperone
therapy, has also been extended as a
therapeutic strategy to other lysosomal
enzymes, such as o-galactosidase A
(Fabry disease), a-glucosidase A (Pompe
disease) or f-hexosaminidase (Tay-

Sachs/Sandhoff disease).






1. Infroduccié general

1.1 Els esfingolipids i els glicoesfingolipids

Els esfingolipids (SLs) constitueixen una familia extensa de lipids cel-lulars amb una gran
varietat de funcions. Si bé en un principi es pensava que el seu paper en la cel-lula era només
estructural, la recerca duta a terme en les ultimes dues décades ha evidenciat la gran
importancia que tenen per a la supervivencia i el funcionament cel-lular. Els SLs formen
estructures especialitzades, son mediadors d’interaccions cel-lula-cel-lula 1 cél-lula-substrat,
modulen el comportament de proteines cel-lulars i receptors i participen en la transduccié de

senyals cel-lulars.'?

Des del punt de vista estructural, els SLs son derivats de bases esfingoides, que estan
formades per una cadena alquilica insaturada amb una regid polar que conté un grup
2-amino-1,3-diol (normalment 2S5, 3R) 1 una regid apolar consistent en una cadena alquilica
de longitud variable. En els teixits dels mamifers, les bases esfingoides més habituals tenen
18 carbonis 1 son 1’esfinganina ((25,3R)-2-amino-1,3-octadecandiol, comunament D-eritro-
esfinganina), D’esfingosina  ((2S,3R,4E)-2-amino-octadec-4-en-1,3-diol, = comunament
D-eritro-esfingosina); 1 la fitoesfingosina ((25,3S5,4R)-2-amino-1,3,4-octadecantriol,
comunament D-eritro-fitoesfingosina). Aquestes bases esfingoides poden existir en la seva
forma lliure o bé formant part d’SLs més complexos. Aixi doncs, I’esfinganina, 1’esfingosina
i la fitoesfingosina unides a un acid gras a través d’un enllag amida esdevenen la

dihidroceramida, la ceramida i la fitoceramida, respectivament (Figura 1.1).

OH OH OH
HO/Y\/\C13H27 HOWC13H27 HO/Y\‘/\C13H27
NH> NH,

NH, OH
D-eritro-esfinganina D-eritro-esfingosina D-eritro-fitoesfingosina

OH OH OH
HO C13H27 HO = C13H27 HO/\‘/\‘/\C13H27
H H

H31C15\H/N H31C15\H/N H31C15\”/NH OH
(0] (o) 0]
Dihidroceramida Ceramida Fitoceramida

Figura 1.1. Estructura quimica de [’esfinganina, l’esfingosina, la fitoesfingosina, la
dihidroceramida, la ceramida i la fitoceramida.
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Els glicoesfingolipids (GSLs) son molécules formades per una part lipidica (ceramida)
que actua com a ancoratge a la membrana i un carbohidrat (com per exemple glucosa o
galactosa) orientat extracel lularment.’ La diversitat de composicié d’aquest darrer fragment

¢s molt gran 1 permet classificar els GSLs en:

» GSLs neutres, que presenten una o més unitats de carbohidrats neutres (glucosa,
galactosa, N-acetilgalactosamina, etc.) units a la ceramida a través d’un enllag
glicosidic al grup hidroxil en C1. Els cerebrosids son els membres més simples del
grup, amb un Unic monosacarid (com per exemple la glucosilceramida (GlcCer) i la

galactosilceramida).

» GSLs acids o gangliosids, que contenen una o més unitats d’acid sialic a la part

glicidica. Aquests son especialment abundants en les neurones.

Els GSLs estan implicats en processos de transducci6é de senyal i apoptosis, perd també
influeixen en altres processos fisiologics, com sén I’embriogenesi, la diferenciacid 1
I’adhesi6 cel-lular.* Els GSLs, per formar part de la capa externa de la cél-lula, sén un lloc

d’unio de toxines, virus i bacteris.

El metabolisme dels GSLs, tant la sintesi com la degradacio, t€¢ una funcié important en la
regulacié dels nivells de ceramida. La ceramida és el substrat per a la formacié dels GSLs,
concretament és el substrat de I’enzim glucosilceramida sintasa (GCS) per a formar GlcCer, 1
el producte de la seva degradacid, mitjangant la glucosilceramida hidrolasa. L’equilibri entre
aquestes dues rutes, la de sintesi i de degradaci6é de GSLs, influeix directament en els nivells

de ceramida, com es pot veure a la Figura 1.2.
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Figura 1.2. Esquema del metabolisme dels esfingolipids: biosintesi de novo i catabolisme de la ceramida.

1.1.1 Biosintesi dels glicoesfingolipids

La via de biosintesi de novo dels GSLs comenca amb la formacié de la ceramida, on es
van afegint sucres individualment durant un procés que comporta diferents passos catalitzats
per diferents glicosiltransferases. La sintesi de ceramida esta catalitzada per enzims de
membrana del reticle endoplasmatic encarats al citosol, i un cop sintetitzada es glucosila en
’aparell de Golgi.

La via de biosintesi dels GSLs requereix un primer pas d’addicié d’un residu carbohidrat a
la ceramida. Aquest carbohidrat pot ser glucosa o galactosa, formant aixi GlcCer o
galactosilceramida. La formacié de galactosilceramida ¢&s catalitzada per 1’enzim
galactosilceramida sintasa (N-acilesfingosina galactosiltransferasa).

El primer pas de la via de formacié de GlcCer, I’addicié d’una glucosa a la ceramida, és

catalitzat per accid d’una glucosiltransferasa que utilitza UDP-glucosa com a donador de
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glucosa, la GCS o UDP-glucosa ceramida glucosiltransferasa 1 té lloc a la cara citosolica de

I’aparell de Golgi (Figura 1.3).

OH
,/ GCs oH
—_—

HO/Y\/\CHHU - Ci3Hz7
HN\n/C15H31 : HN.__C1sHa1
o) UDP-glucosa UDP \([)]/
Ceramida Glucosilceramida

OH

HO, \OH (0]

. R =
UDP-glucosa o] 0 |/Y
“10—P—0—P—0 Oy

o Y

OH OH OH R o (6]

HO  ©H

Figura 1.3. Biosintesi de la GlcCer.

Des de D’aparell de Golgi,” la GlcCer pot ser transportada directament a la membrana
plasmatica o bé pot migrar a la cara luminal del complex de Golgi per a posteriors addicions
d’altres carbohidrats a la cadena. La introduccié d’un residu de galactosa esta catalitzada per
la galactosiltransferasa I, donant lloc a la lactosilceramida, un precursor comi de molts
GSLs complexos en vertebrats, com ara els gangliosids. A la Figura 1.4 es descriu la ruta de

sintesi dels GSLs 1 la formaci¢ dels diferents gangliosids a partir de lactosilceramida.

SM B
T Lacto Series
Cer P r / Globo Series (GT3)
““‘x\\ Gal-Glo-Cer
(LacCer) (GM3) (GD3) ;
GlcCer Gle-Cer —— Gal-Glc-Cer ——=  Gal-Glc-Cer —— Gal-Glc-Cer —= NeuAc
l | |
NeuAc NeuAc NeuAc
[} }
\ NeuAc NeuAc
GalNAcT GalNAcT \\GaINAcT
( (Asialo GM2) (GM2) (GD2)
GalNAc-Gal-Gle-Cer GalNAc-Gal-Gle-Cer GalNAc-Gal-Gle-Cer
| |
NeuAc NeuAc
Gal-Cer [
/ \‘ [ NeuAc
¥
Gal-Cer Gal-Cer (Asialo GM1) (GM1a) (GD1b)
| | Gal-GalNAc-Gal-Gle-Cer Gal-GalNAc-Gal-Gle-Cer Gal-GalNAc-Gal-Gle-Cer
303H NeuAc | 1
(Sulfatide)  (GM4) NeuAc I‘;IeuAc
l NeuAc
(GM1b) (GD1a) (GT1b)
Gal-GalNAc-Gal-Gle-Cer Gal-GalNAc-Gal-Gle-Cer Gal-GalMAc-Gal-Gle-Cer
| | I I |
NeuAc NeuAc NeuAc NeuAc T:JBUAC
NeuAc
N
b v

Figura 1.4. Via de biosintesi dels principals GSLs. Figura extreta d’un article d’Ichikawa i
col-laboradors.®
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1.1.2 Catabolisme dels glicoesfingolipids

El catabolisme dels GSLs consisteix en 1’eliminacidé seqiiencial de les hexoses del
polisacarid, comengant pels GSLs més complexos fins arribar a la GlcCer, la ceramida 1, al
final, I’esfingosina.

La degradacio constitutiva dels GSLs es dona en els compartiments acidics de la cel-lula,
com sén els endosomes tardans i lisosomes. Aqui les estructures de membrana son dirigides
per hidrolases solubles ajustades per proteines activadores també solubles. Els fragments de
la membrana que contenen GSLs per degradar son endocitats 1 transportats pels
compartiments endosomals fins arribar al lisosoma, on passen a ser estructures de membrana
lisosomal.

Un cop als lisosomes les diferents reaccions de degradacié son catalitzades per hidrolases
que tenen un pH optim acid. Molts d’aquests enzims necessiten cofactors, com les saposines,

per catalitzar les hidrolisis.

Aquestes glicosidases tallen els polisacarids seqiiencialment fins obtenir ceramida, que
s’acaba degradant a esfingosina per una ceramidasa acida. Els fragments eliminats, tant els
sucres com els acid grassos, poden tornar a reincorporar-se a la via de biosintesi, reciclant-se
per a formar nous GSLs o continuar degradant-se.

Els intermediaris lipidics que es van formant durant el procés de degradacié queden
atrapats en els compartiments lisosomals 1 no participen en processos de senyalitzaci6 de la

cel-lula.

L’alteracid dels nivells dels GSLs provoca les anomenades esfingolipidosis. Es tracta de
malalties poc freqiients degudes a acumulacions de GSLs com a resultat de deficiéncies
enzimatiques especifiques. A la Figura 1.5 es mostra la via de degradacié dels GSLs amb les

malalties associades a les deficiéncies enzimatiques en les glicosidases corresponents.
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G ok x+ Cer . Glc, glucose
’ Gal, galactose
| . GalNAc, N-acetylgalactosamine

p-galactosidase ‘ SA, sialic (neuraminic) acid

Gy, gangliosidosis l
Gy) I6—@—Cer (G, I—:—.—Cer (Gp)) —O—0—@— Cer

B-galactosidase )\D-hexosam\nidase A )Jx-galaclosidase
l Tay Sachs l Sandhoff l
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B-hexosaminidase A, B/\ neuraminidase w-galactosidase
Sandhoff l Fabry
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fi-galactosidase

|
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B-galactosidase glucocerebrosidase sphingomyelinase
Krabbe Gaucher l Niemann-Pick Type A, B
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Figura 1.5. Catabolisme dels GSLs i malalties d’acumulacié lisosomica associades. Figura
extreta d’un article de Sawkar i col-laboradors.’

1.2 Malalties d’acumulacid lisosomica

Les malalties d’acumulacié lisosomica (LSDs, ‘lysosomal storage diseases’) son, com el
seu nom indica, un conjunt de malalties en les que una disfuncid en el lisosoma acaba
provocant I’acumulacié d’algun producte que en condicions normals hi seria degradat. Es
per aixo que, abans de comengar a explicar aquestes malalties, es descriura breument quin €s

el paper del lisosoma a la c¢l-lula.
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1.2.1 El lisosoma

Els lisosomes sén uns organuls limitats per una membrana que contenen una gran varietat
d’enzims hidrolitics (Figura 1.6), que funcionen a pH acid per a la digestié intracel-lular
controlada de macromolécules. El lisosoma fou descobert al 1955 per de Duve i
col-laboradors® i van ser definits en base a dos criteris: I’existéncia d’una membrana que els
limita i la presencia dins de I’organul d’hidrolases acides.

Els lisosomes son fonamentalment organuls rics en enzims hidrolitics que son els
responsables de la degradacié de macromolecules extracel-lulars (via fagocitosi o endocitosi)

o del citosol (via autofagia). Contenen diferents enzims hidrolitics capacos de degradar

proteines, lipids i diferents polisacarids. En aquest
Plasma ; A aspecte, els lisosomes sén la destinacid final de

/Memhrﬂne i A b

molts materials cel-lulars que s’han de destruir 1

que es contenen en diferents vesicules que es

Lipid fusionen amb els lisosomes per tal de transferir el
Bilayer

Hydrolytic ; Gl .
Mixture ansport Proteins seu contingut.

cosylated Membrane

Figura 1.6. Estructura d’un lisosoma.

La principal caracteristica bioquimica dels lisosomes rau en el baix pH que hi ha al seu
lumen. Aquest baix pH s’aconsegueix gracies a una bomba ATPasa protonica que amb el
consum d’adenina trifosfat (ATP) permet mantenir el pH acid necessari per al correcte
funcionament enzimatic. Els enzims lisosomics son glicoproteines que es mantenen inactives
durant el seu procés de sintesi ja que només son actives al pH del lisosoma. La seva sintesi
es realitza en el reticle endoplasmatic rugdés 1 després passa al lumen del reticle
endoplasmatic, i un cop alla el peptid-senyal dels enzims lisosomics €s eliminat i uns residus
asparagina son especificament glicosilats. Aquestes glicoproteines son plegades i exportades
al cis-Golgi, on especificament alguns dels seus oligosacarids son marcats amb una manosa-
6-fosfat 1 son empaquetades en vesicules prelisosomiques. En el #rans-Golgi aquestes
proteines marcades son reconegudes pel receptor de manosa-6-fosfat, que els dirigeix cap a
I’endosoma tarda on el baix pH fa que el receptor i I’enzim es separin (Figura 1.7 a). No tots
els enzims lisosomics requereixen aquest marcatge de manosa-6-fosfat. Per exemple, la
glucocerebrosidasa (GCase), que esta associada a la membrana lisosomica, no adquireix

aquesta manosa-6-fosfat.” En estudis recents s’ha descrit que la GCase és transportada fins al

11
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lisosoma per una proteina integral de membrana lisosomal (LIMP-2), com es mostra a la

Figura 1.7 b.'*!!
a) b)
A Some ﬁ';;:illh‘ce\cerbrosidase ]

MGE an 4 her ( LIMP=2._
l ion Lysosomal ER ER

I ad ol I |
PHOSPHO- Qdm _—
TRANSFERASE (
T ciszGolgi % cis=Golgi

trans-Golgi

—

Late
endosome

Figura 1.7. Esquema de la sintesi dels enzims lisosomics via receptor de manosa-6-fosfat
(a) 1 via LIMP-2 per a la GCase (b). a) Els enzims lisosomics interaccionen amb els
receptors de manosa-6-fosfat (M6P) en el frans-Golgi que els dirigeix cap a I’endosoma
tarda on el baix pH fa que el receptor i I’enzim es separin. b) La GCase interacciona amb la
LIMP-2 en el reticle endoplasmatic i és transportada fins al lisosoma on es separen la GCase
del LIMP-2. Figura extreta d’un article de Griffiths.""

Els darrers passos en la maduracio dels enzims lisosomics impliquen processos
proteolitics, de correcte plegament i1 d’agregacidé amb altres proteines. Amb tot aixo,
s’aconsegueix dirigir els enzims cap al lisosoma aixi com una inactivitat de tots aquells que
no arribin al lisosoma ja sigui per I’abséncia de pH baix, per la manca de la maduracio
especifica o per I’abséncia de cofactors especifics que son en molts casos necessaris per a
que els enzims siguin funcionals.'* En quant a I’origen de les substancies que son degradades
pels enzims del lisosoma, es pot dividir basicament entre productes intracel-lulars i
extracel-lulars. En el cas dels primers s’anomena autofagia, mentre que en el cas dels
extracel-lulars es pot distingir entre endocitosi 1 fagocitosi en funcié de la molecula

degradada.
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1.2.2 Malalties d’acumulacié lisosomica (LSDs): Esfingolipidosis

Les LSDs constitueixen un grup d’aproximadament 50 malalties hereditaries degudes a
defectes fisiologics del lisosoma.”> Moltes d’aquestes malalties sén degudes a la deficiéncia
d’un enzim lisosomic especific donant com a resultat I’acumulacié lisosomica del substrat no
metabolitzat. Pero hi ha altres possibilitats com que I’enzim no pugui ni tan sols arribar al
lisosoma, o que no pugui formar el complex multienzimatic necessari per al seu correcte
funcionament, o que hi hagi errors en el procés de maduracié o, fins i tot, que el que falli

sigui algun cofactor necessari per a I’activitat enzimatica (Figura 1.8).

ER Golgi Lysosome

OAl

(GM2-activator

- deficiency)
4 | (Galactosialidosis) Substrates > =
\ )
] [ || ace | / Activator
Multi- [ | |I disease](6 pratey
enzyme | | | | O
complex | | | : i
| - |I 1 (Miemann—Pick A/B)
| |
| |
Froducts
(Gaucher) I I R
Lysosomal
hydrolase 3

{Danon disease) (Cystinosis)

Figura 1.8. Bases bioquimiques de les malalties d’acumulacié lisosomica. La presencia de mutacions
provoca que I’enzim tingui una activitat reduida en els lisosomes per poder degradar el substrat (1), o
perqué I’enzim requereix d’una proteina activadora que és deficient (2). També pot ser que 1’enzim no
pugui arribar al lisosoma per un defecte de plegament (3) o perqué necessiti acomplexar-se amb altres
enzims per sortir del reticle endoplasmatic (4). En I’aparell de Golgi també poden haver problemes de
glicosilacio, que redueixen la capacitat hidrolitica de 1’enzim (5) o que si no es marca amb manosa-6-
fosfat no pugui arribar al lisosoma (6) o problemes de transport del Golgi al lisosoma (7). Les LSDs també
poden estar causades per defectes en proteines de membrana, tant tranS]i)ortadors (8) com altres proteines
reguladores (9). Figura extreta d’un article de Futerman i col-laboradors."*

La incidencia d’aquestes malalties a la poblacid general és baixa, fet que fa que siguin
classificades dintre del grup de les malalties rares o poc freqiients, tot i que en conjunt
presenten una incidéncia global del grup de 1:5000-1:10.000 naixement,” segons la
poblacié. Per altra banda, les incidéncies individuals de cada malaltia, tot 1 ser baixes, poden
ser molt variables en funcié de les poblacions estudiades, de manera que algunes malalties

poden arribar a tenir una freqiieéncia d’aparicid elevada en determinades poblacions.
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les en funcid del substrat acumulat va resultar que algunes malalties foren agrupades
erroniament perque es va coneixer abans el substrat acumulat que I’enzim que mancava.
Tanmateix, la classificacid en funcié del substrat acumulat té I’avantatge que moltes LSDs
presenten similituds cliniques quan el substrat acumulat €s similar i aixd ens permet fer
grups de LSDs amb semblances cliniques. La classificacié es veu encara més complicada pel
fet que un mateix enzim lisosomic pot tenir diferents substrats. El grup més prevalent de les
LSDs son les esfingolipidosis, que es caracteritzen per acumular GSLs concrets com a
resultat de deficiéncies enzimatiques determinades, i d’aquestes, la malaltia de Gaucher

(GD) és la més freqiient (Taula 1.1).

Les LSDs son classificades segons 1’enzim deficient o el substrat acumulat. En classificar-

Taula 1.1. Esfingolipidosis més freqiients (modificada de Futerman i col-laboradors)."

Principal substrat

Esfingolipidosis Proteina o enzim deficient acumulat

Fabry o-galactosidasa A Globotriasilceramida
Lipogranulomatosi de Farber Ceramidasa Ceramida

Gaucher I/II/I1I FGlucocerebrosidasa Glucosilceramida
Niemann-Pick A i B Esfingomielinasa Esfingomielina
D’eﬁciénci’a fie I’activador P’rote'l’na acrzti.vadora Glicolipids
d’esfingolipids d’esfingolipids (SAP)

Gangliosidosi GM 1 -Galactosidasa Gangliosid GM1
Gangliosidosi GM2 (Tay-Sachs) [-Hexosaminidasa A Gangliosid GM2
Gangliosidosi GM2 (Sandhoff) -Hexosaminidasa A i B Gangliosid GM2
dGea?,ilégfjsgsri C(lilvglv(é;ﬁdémia Proteina activadora de GM2 Gangliosid GM2
Krabbe F-Galactosidasa Galactosilceramida
Leucodistrofia metacromatica Arilsulfatasa A Glicolipids sulfatats

1.3 La malaltia de Gaucher (GD)

1.3.1 Aspectes historics i clinics

primera vegada les manifestacions cliniques del que després es va anomenar malaltia de
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Gaucher (GD). En la seva tesi doctoral, va descriure una esplenomegalia massiva (augment
simultani de la mida del fetge i la melsa) en una dona de 32 anys com un neoplasma esplénic
primari. Després de vint anys, es va corregir aquest error de diagnostic i es va donar a
aquesta afectacié el nom de GD.'® Al cap d’uns anys, es va descriure que la naturalesa
bioquimica d’aquesta malaltia era deguda a I’acumulacié del substrat GlcCer.

Els malalts de Gaucher manquen de [Dactivitat normal de 1’enzim lisosomal
glucocerebrosidasa (GCase), una f-glucosidasa que hidrolitza 1’enllag glicosidic entre la

glucosa i la ceramida, i s6n incapagos de metabolitzar la GlcCer, que s’acumula a I’interior

dels lisosomes dels macrofags impedint que aquests
funcionin  correctament. En conseqliencia, els
macrofags augmenten de volum formant les
anomenades c¢l-lules de Gaucher (Figura 1.9), que
s’acumulen sobretot en la melsa, el fetge, els pulmons,

en la medul-la Ossia, en el sistema nervios central i en

. 17,18
altres teixits.

Figura 1.9. C¢l-lula de Gaucher.

Les manifestacions cliniques de la malaltia sén molt heterogénies. Els trets més
caracteristics son: augment de la mida del fetge i de la melsa (hepatoesplenomegalia),
substitucid progressiva de la medul-la 0ssia per macrofags carregats de GlcCer (c¢l-lules de
Gaucher) que comprometen la produccido d’eritrocits 1 de plaquetes (anemia,
trombocitopenia), degeneracions Ossies 1, en una minoria de pacients, es produeix una

degeneracio progressiva del sistema nervids central.

La GD s’ha classificat tradicionalment en tres tipus clinics diferenciats per 1’abséncia

(tipus I) o preséncia i progressio (tipus II i IIT) de complicacions neurologiques:

> Tipus I: no neuronopatic (forma adulta): Es el més freqiient i presenta una elevada
prevalenca en la poblacid jueva asquenasita (1/400-1/600), perd es troba també
present en molt grups étnics (1/40.000-1/60.000)."” Es caracteritza per una
hepatoesplenomegalia massiva i la manca de manifestacions neurologiques. Aquest
engrandiment del volum del fetge i la melsa causa la seva disfunci6 aixi com el
desplacament del moll de 1’ds sa 1 la perdua de 1’6s provocant, com a conseqiiéncia,

deformacions i fractures. Malgrat que la majoria de pacients amb tipus I son adults,
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també ha estat descrit en nens, els quals presenten un fenotip més greu amb
hepatoesplenomegalia associada amb una disfuncié hepatica severa i nombroses
anormalitats esquelétiques.”” En adults, on I’edat d’aparicié i la severitat dels
simptomes son molt variats, es poden trobar des de casos asimptomatics fins a casos
realment greus. La superviveéncia €s variable, des de pocs anys (~6 anys) fins a més
de 80 anys. Es freqiient I’existéncia de pacients de GD de tipus I no diagnosticats

per la manca de manifestacions cliniques.

Tipus II: neuronopatic agut (forma infantil): Es la forma més severa de la malaltia
que es caracteritza per I’aparicio molt prematura i la rapida progressio de 1’afectacio
neurologica. Aquesta forma, és molt poc freqiient (1/500.000 naixements).'”” La
majoria dels casos apareixen al voltant dels 6 mesos d’edat. L’afectacio neuronal €s
predominant 1 normalment sol ser diagnostica. Els nens amb el tipus II moren

durant els primers 2 anys de vida, amb un deteriorament psicomotor greu.

Tipus III: neuronopatic subagut (forma juvenil): Es caracteritza per una lenta
progressio neurologica de la malaltia. La seva incidéncia és d’1/50.000 a 1/100.000
naixements vius."”” En aquest tipus, els signes i simptomes de la malaltia apareixen
en l’edat infantil o juvenil, en funci6 dels casos, amb afectacid neurologica
juntament amb una afectacié visceral indiscernible de 1’observada en pacients de
tipus I. L’afectacié neurologica és menys greu i rapida que la dels pacients de tipus
II. Els malalts amb el tipus III que arriben a 1’adolesceéncia poden sobreviure fins a

la tercera o quarta década de vida.

Taula 1.2. Clinica de la malaltia de Gaucher (Taula modificada d’un article de Grabowski).zl

Caracteristiques cliniques Tipus I Tipus 11 Tipus II1
Inici de 1a malatia Infancia/adulta Infancia Infancia/adolescéncia
Hepatoesplenomegalia +— +++ + = +++ + = -+
Hiperesplenisme +—> +++ + +—> +++
Manifestacions ossies/fractures +— +++ -- + = ++++
Afectacid del sistema nervids central -- ++++ +—> -+
Supervivencia >6-80 anys <2 anys 10-40 anys
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1.3.2 El substrat glucosilceramida (GlcCer)

El principal substrat de la GCase és un GSL que rep el nom de glucosilceramida (GlcCer)

o glucocerebrosid i esta format per una unitat de ceramida i una de f-glucosa (Figura 1.10).

OH
HO/, ./-- """""""""""""""" s
r o OH :
l : / E
HO E 0 CigHar
OH : HN\[(C15H31 E
glucosa o ceramida !

___________________________

Figura 1.10. Estructura de la GlcCer.

Com s’ha comentat anteriorment, la GlcCer es sintetitza en la cara citosolica de 1’aparell

de Golgi i una gran part d’aquesta passa a formar part d’uns 300 GSLs complexos.** L

a
GlcCer s’ha descrit no només com a intermediari de la ruta de sintesi i degradacid dels
GSLs, sin6 que també €s un component de les membranes implicat en diferents processos
cel-lulars, com soén proliferaci('),1 transformacid oncogénica 1 metastasi ‘rumoratl,23 1
diferenciacio.** També esta implicada en trombosi venosa i en Iactivitat anticoagulant de la
proteina C.*

En una seérie d’estudis van intentar avaluar la relacié entre les elevades concentracions de
GlcCer 1 diferents parametres de la fisiologia neuronal. Segons aquests estudis, I’acumulacio
de GlcCer es correlaciona amb un increment de la mobilitzacié de Ca®" intracel-lular via
receptor de rianodina®® i amb un increment de la sintesi de fosfatidilcolina®” provocant
canvis en la funcionalitat neuronal. Calen, perd, més estudis per tal de coneixer com
I’acumulacid del substrat provoca aquests increments 1 com aquests, 1 de quina manera,

afecten el normal desenvolupament de les neurones.

1.3.3 L’'enzim g-glucocerebrosidasa (GCase)

La f-glucocerebrosidasa (GCase) o f-glucosidasa acida €s una hidrolasa acida lisosomica
que catalitza la hidrolisi de la GlcCer™ a glucosa i ceramida en preséncia d’una proteina
activadora de baix pes molecular (8.5 kDa i 80 aminoacids) anomenada saposina C*° (SAP-
O). Aixi mateix, la GCase requereix agents hidrofobics, com per exemple detergents o lipids
carregats negativament (com per exemple fosfatidilserina) i pH acid per a una Optima

hidrolisi enzimatica del substrat.*°
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OH
OH Glucosilceramidasa B =
= Glucocerebrosidasa (GCase) HOWCmHy
CiaHaz HO” Y~ ~OH HN___C1sHaq
HN\[(C15H31 OH \[O(
Glucosilceramida 0 Glucosa Ceramida

Figura 1.11. Hidrolisi de la GlcCer.

També existeix una glucosilceramida hidrolasa present en el citosol, a prop de la
membrana plasmatica, anomenada glucosilceramidasa, que funciona a pH neutre.’'”* Aquest
enzim presenta diferéncies d’especificitat pel substrat 1 sensibilitat als inhibidors respecte a
I’enzim lisosomal.”* La D-gluconolactona (Figura 1.12) és un inhibidor selectiu i competitiu
de la glucosilceramidasa,” en canvi no és inhibida per ’epoxid de conduritol B (CBE), que

, v g e . . . 4
és un inhibidor irreversible de la GCase.’

OH OH
HO,, HO,,,
HO” 7 ~0 HO™ ~
OH OH
D-gluconolactona epoxid de conduritol B

Figura 1.12. Estructures de la D-gluconolactona i I’epoxid de conduritol B.

La GCase, que ¢s una glicosidasa que actua amb retencidé de configuracid, hidrolitza
I’enllag glicosidic de la GlcCer mitjangant un mecanisme en dos passos, on cada pas resulta
en una inversio de la configuracié del carboni (veure apartat 1.5) i requereix dos aminoacids
d’acid glutamic del centre actiu que actuen, un com a catalitzador acid/base (E235) i, Ialtre,
com a nucledfil (E340)*7° que forma un intermedi de tipus éster amb la glucosa, que és

hidrolitzat en un segon pas.

La GCase madura humana té 497 aminoacids i un pes molecular de 56 kDa. Conté un
peptid senyal que pot tenir 19 o 39 aminoacids degut a la presencia de dos inicis de traduccid
funcionals®” i que li permet a la proteina translocar-se al lumen del reticle endoplasmatic. La

forma glicosilada de la proteina té un pes molecular aproximat de 63 kDa.
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La seqiiencia de la GCase presenta cinc posicions per a I’N-glicosilaci6. Estudis de
digesti6 en fibroblasts humans han demostrat que Uinicament sén utilitzats quatre dels llocs
potencials de glicosilaci6. També s’ha vist que aquesta glicosilacid és essencial per al

desenvolupament de Iactivitat catalitica de 1’enzim.*®

A DP’any 2003 es va establir I’estructura de la GCase mitjangant cristal-lografia de raigs
X.** S’ha demostrat que el plegament de la proteina genera 3 dominis diferents, que a la

Figura 1.13, es marquen en blau, verd 1 rosa.

NA1G-NAG %1 Domain |

Domain Il Figura 1.13. Estructura de raigs X de la
! GCase (Figura extreta d’un article de Dvir
i col'laboradors).”’ L’enzim s’estructura
en tres dominis diferents. Domini I (rosa):
APy conté¢ dos ponts disulfur i el primer lloc
— ’_,. d’N-glicosilacio (N19). Domini II (verd):
conté¢ I’aminoacid L444 i és un domini
. semblant a una immunoglobulina. Domini
' III (blau): domini catalitic format per 8
lamines B i 8 helix o. Els aminoacids
E235 i E340 actuen com a catalitzador
acid/base 1 nucleofil, respectivament.
Amb boles es marquen les posicions de
les mutacions més freqiients de la GD
(grogues: lleus, vermelles: severes).

El primer domini (rosa), s’estén des del residu 1 al 27 i del 383 al 414, i es troba
estructurat en 3 lamines £ antiparal-leles 1 una perpendicular a elles on es situa el grup amino
terminal 1 un /oop. Conté també dos ponts disulfurs (residus 4-16 1 18-23), que es creu que
poden ser necessaris per al correcte plegament de la proteina. El segon domini (verd),
compres entre els residus 30-75 1 431-497, esta format per dues lamines [ estretament
associades que recorden una immunoglobulina (Ig). El tercer domini (blau), comprés entre
els residus 76-381 1 416-430, conté el domini catalitic, el qual es troba estructurat formant un

TIM barrel que conté 8 helix o, 8 lamines F1 tres cisteines lliures (Cys126, 248 1 342).
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1.3.4 Terapies per a la malaltia de Gaucher

Malgrat la poca incidéncia de la GD en la poblacid, s’esta treballant en la recerca d’un
tractament efectiu, especialment en el cas dels malalts de tipus II i III amb afectacio
neurologica on es requereix, a més, un farmac capa¢ de travessar la barrera
hematoencefalica. S’han desenvolupat diferents terapies per a la GD i les malalties
lisosomiques en general.”**** A la Figura 1.14 es representa un esquema de les diferents
terapies desenvolupades per a la GD indicant els punts on s’esta treballant per millorar-les.
Aquestes terapies es centren en la recuperacio total o parcial de ’activitat de la GCase en els

lisosomes o bé en la disminucié del substrat (GlcCer) acumulat.

/ Determinacié de les vies cel-lulars i \

bioquimiques afectades i intervenir en
aquestes vies Terapia de suport o

transplantament de
l / medul - la éssia
Glucosilceramida
/ Terdpia génica
Terapia de

reduccié de — Glucc)ssi::::;‘gmlda Glucocerebrosidasa \ T o
substrat (SRT) substitucié

enzimatica (ERT)

Ceramida + Glucosa T

Disseny de Millora d’enzims per
\ xaperones (PCT) ERT /

Figura 1.14. Diferents estratégies terapeéutiques utilitzades en la GD. Figura modificada
d’un article de Futerman i col-laboradors.**

1.3.4.1 Terapia de suport

Els primers tractaments que es van utilitzar en la GD van ser les terapies de suport
mediques o quirirgiques amb la finalitat de pal-liar els simptomes que provocava la malaltia.
Actualment s’utilitzen en alguns casos o com a complement d’altres terapies, com pot ser
I’enzimatica.

Un dels tractaments que s’han utilitzat és 1’esplenectomia, o extraccio de la melsa, que
esta molt indicat en aquells casos on I’augment de la melsa és molt gran i interfereix amb el
desenvolupament i el creixement normal dels pacients. Resulta eficient per al tractament de
les trombocitopénies greus.” Aixi mateix, per als problemes ossis s’utilitza la implantaci6 de

N . . . < qe . 44
protesis, amb intervencions ortopediques, o per substituir la part afectada,” encara que
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aquest tipus d’intervencions no sén molt aconsellades en nens perque pot interferir en el
creixement.

Totes aquestes mesures aixi com altres es basen en pal-liar els simptomes, perd no curen
als pacients perque no resolen el problema primordial d’aquesta malaltia, la manca

d’activitat en 1’enzim GCase.

1.3.4.2 Transplantament de medul - la ossia

Els pacients amb un fenotip més sever de la malaltia (tipus III) poden beneficiar-se del
trasplantament de medul-la dssia que ha donat bons resultats en alguns casos.*> Tot i que és
una terapia permanent que no obliga als pacients a estar sotmesos a infusions de 1’enzim
periodiques i €és més econdomica que d’altres, presenta un elevat risc ja que comporta una

elevada mortalitat (10% dels pacients), fins i1 tot quan el donant és totalment compatible.

1.3.4.3 Transferéncia génica

La gran majoria de les técniques estudiades en terapia geénica fins al moment van
encaminades a la introduccié del gen de la GCase en cel-lules mare del malalt provinents de
sang periferica o de la medul-la dssia per corregir un defecte genctic 1 tornar a introduir

\ . - 41,4647
aquestes cel-lules, que ara expressen 1’enzim funcional, en el malalt.” ™

Encara que
aquesta aproximacid ha estat explorada durant uns quants anys, encara no s’ha trobat una

terapia génica efectiva per a la GD.*

1.3.4.4 Terapia de substitucié enzimatica (Enzyme Replacement Therapy,
ERT)

Aquest tractament per a la GD es basa en I’administracié de 1’enzim GCase lleugerament
modificat per tal que pugui incorporar-se als macrofags i actuar en la degradacié del substrat
acumulat.

La idea que les LSDs es podien tractar reemplagant I’enzim que era defectiu per un enzim
actiu va ser suggerit per primera vegada per de Duve I’any 1964.*

Els primers treballs encaminats a I’obtencié d’una ERT daten dels anys 70, on es va
utilitzar GCase de placenta no modificada quan van descobrir que era un dels teixits més rics
en I’enzim. Es va aconseguir reduir la quantitat de GlcCer, perd es necessitava molta
quantitat d’enzim per a que fes el seu efecte en els macrofags i era dificil obtenir-ne grans

quantitats purificant-lo a partir de teixit placentari huma.
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El descobriment de que les glicoproteines lisosomals sintetitzades de novo eren dirigides
al lisosoma via receptors de manosa-6-fosfat va permetre dirigir la GCase als macrofags,
millorant els efectes de la terapia i establint la base del tractament de les malalties lisosomals
per ERT.”® En el cas de la GCase per dirigir-la als macrofags, que eren les cél-lules
afectades, es va modificar la glicosilacié de I’enzim per a que quedessin els residus manosa
exposats a I’exterior, per tal que la proteina pogués ser reconeguda per receptors especifics
dels macrofags permetent la seva internalitzacié selectiva.’’ Aquesta modificacio
augmentava 50 vegades la captaci6 de I’enzim pels macrofags.”® A ’any 1991 es va aprovar
aquesta terapia pel tractament de la GD i el primer farmac administrat va ser la Ceredase®™
(aglucerasa, Genzyme Corporation), que s’obtenia a partir de la GCase placentaria humana
mitjancant un complex procés d’extraccid quimica i posterior modificacid de les cadenes
d’oligosacarids, quedant els residus de manosa exposats per a que fossin reconeguts pels
macrofags. Aquest enzim té 497 aminoacids 1 el seu contingut en carbohidrats és del 6% (un

12% en I’enzim natural).>®

A I’any 1994, es va aprovar el farmac Cerezyme® (Genzyme Corporation), que té com a
principi actiu la imiglucerasa, que és la GCase recombinant obtinguda per enginyeria
gengtica a partir d’un cultiu de cel-lules de mamifer (cel-lules d’ovari d’hamster xines, CHO,
Chinese hamster ovary cells) 1 a la que també s’ha modificat la glicosilacio per a que quedin
els residus de manosa exposats. La imiglucerasa difereix de 1’aglucerasa en un aminoacid
localitzat en la posicié 495 on la histidina es troba substituida per arginina. Les propietats

fooNg r . . \ 4
farmacocinétiques son similars per als dos farmacs.’

Al 2010, la Food and Drug Administration (FDA) ha aprovat dos nous farmacs per al
tractament de la GD. Un d’ells és el VPRIV™ (Velaglucerasa alfa, Shire Human Genetic
Therapies, Cambridge, MA, USA), que es produeix a partir d’una linea cel-lular humana de
fibrosarcoma per activacié geénica i té la mateixa seqiiencia d’aminoacids que la GCase
humana.®> En els estudis fets han vist que amb aquest nou farmac els pacients poden
desenvolupar anticossos en menys de 1’1% dels casos, mentre que amb la imiglucerasa, que
s’obté a partir de cultius de cel-lules d’ovari d’hamster xings, la probabilitat de desenvolupar

anticossos augmenta fins al 15%.

L’altre farmac aprovat per la FDA a I’any 2010 és I’Uplyso (taliglucerasa alfa, Protalix
Biotherapeutics), el qual s’obté a partir de cel-lules transgeniques de pastanaga i té una

estructura 3D i una activitat bioldogica molt semblant a la imiglucerasa.*®
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Aquest tipus de terapia és adequada sobretot per a malalts de tipus 1>’ que no tenen
afectacid del sistema nervids central, perqué¢ 1’enzim administrat no pot creuar la barrera
hematoencefalica.”® Basicament actua reduint I’acumulacié de GlcCer, el que comporta una
disminucié de la mida del fetge 1 la melsa dels malalts, augmentant els nivells
d’hemoglobina 1 plaquetes i millorant la mineralitzacié de 1’6s. En malalts de tipus II 1 III
s’utilitza amb I’esperanga de frenar 1’evolucid de les formes croniques o millorar la qualitat

de vida de les formes agudes.

La resposta al tractament és variable en cada pacient segons la manifestacio de la malaltia.
S’han descrit també alguns efectes secundaris, com nausees, vomits, diarrea, febre i dolor
abdominal. Com s’ha descrit anteriorment, per al cas de la imiglucerasa, aproximadament el
15% dels pacients desenvolupen anticossos contra I’enzim administrat. Per tots aquests
motius el tractament es fa sota un estricte control medic. Els principals desavantatges
d’aquesta terapia sén ’elevat preu del tractament (430.000 dolars per any),” s’administra per
via intravenosa, requereix que el pacient vagi a 1’hospital cada 15 dies 1 no és una cura

definitiva, sin6 que implica un tractament per a tota la vida.

1.3.4.5 Terapia de reduccié de substrat (Substrate Reduction Therapy, SRT)

Aquest tractament per a la GD es basa en I’administraci6 d’un inhibidor de la
glucosilceramida sintasa (GCS), que és I’enzim que catalitza el primer pas de la sintesi dels
GSLs, és a dir, la transferéncia de glucosa (utilitzant UDP-glucosa) a la ceramida per a
formar la GlcCer.”

Per tant, es vol aconseguir una reduccié de la sintesi de GlcCer fins al nivell que 1’activitat
residual de I’enzim GCase permeti degradar la GlcCer que entra en el lisosoma, és a dir,
igualar la sintesi a la degradacio per a que aixi no s’acumuli el substrat no degradat.”® Els
inhibidors del primer pas de la sintesi dels GSLs poden ser utilitzats potencialment com a
terapia de malalties que acumulen productes derivats de la GlcCer. Aixo permet que aquests
inhibidors es puguin utilitzar no només com a terapia de la GD, sin6 també en altres
malalties on el substrat que s’acumula forma part d’aquesta via, com per exemple Fabry,

Tay-Sachs, Sandhoff o gangliosidosi GM1.

Fins al moment s’han identificat dos grans grups d’inhibidors de la GCS. El primer grup
d’inhibidors (analegs de la ceramida) és el format pel PDMP (D,L-treo-1-fenil-2-
decanoilamino-3-morfolino-1-propanol) i els seus derivats, com el PPMP (D,L-treo-1-fenil-

2-hexadecanoilamino-3-morfolino-1-propanol)®" (Figura 1.15). Actualment es troba en fase
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clinica I un analeg del PDMP (Eliglustat tartrate, Genz-112638) que €s un potent 1
selectiu inhibidor de la GCS in vitro. A més, s’ha vist que aquest compost fa disminuir els

nivells de GlcCer en models animals de la malaltia.®
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Figura 1.15. Inhibidors de la GCS.

El segon grup d’inhibidors identificats sén els iminosucres. Fins al moment la majoria
d’estudis per avaluar la SRT s’han fet utilitzant com a inhibidor la NB-DNIJ (N-butil-
deoxinojirimicina).** Aquests compostos també actuen competint amb la ceramida, perd a
més, sembla que pot evitar els canvis conformacionals de la GCS que requereix per a ser
activa.”” La NB-DNIJ no té efecte citotoxic en cél-lules en cultiu i s’excreta pels ronyons
intacte in vivo.*® Aquest iminosucre es va provar en cultius cel-lulars de cél-lules model per a
la GD i en animals model per a les malalties de Tay-Sachs,”” Sandhoff,”® Fabry,”
gangliosidosi GM1" i Niemann-Pick tipus C.”' En tots els casos s’aconseguia reduir els
nivells del substrat acumulat. A més, en el cas dels animals model també s’aconseguia reduir
aquest nivell en el sistema nervids central, ja que aquest compost pot travessar la barrera
hematoencefalica. L’any 2002 es va aprovar el farmac per al tractament de la GD Tipus I'*7*
1 al 2008 per al tractament de les manifestacions neurologiques en nens i adults de malaltia
de Niemann-Pick tipus C.”* El nom genéric del farmac és OGT918 o miglustat (Zavesca®,

Actelion Pharmaceuticals). L’administracié d’aquest farmac és per via oral, fet que

representa un benefici practic i economic.

Miglustat

1

GCS

Ceramida Glucosilceramida

UDP-glucosa UDP

Figura 1.16. Inhibici6 de la GCS amb miglustat.
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La NB-DNIJ no presenta una bona selectivitat per la GCS, ja que també és un inhibidor de
I’a-glucosidasa (IC50=0.36 uM per a 1’a-glucosidasa tipus I i II o endoglucosidasa, ICsy=1.9
uM per a I’o-glucosidasa acida lisosomal i ICso=4.5 pM per a I’a-1,6-glucosidasa.)” Aixd
fa que el farmac provoqui un gran nombre d’efectes secundaris (diarrea, pérdua de pes,
marejos, perdua d’apetit, dolor o malestar estomacal, nausees o vomits, diarrea) en els
malalts de Gaucher i només es recomana en pacients adults en els quals la ERT resulta

inadequada.”

1.3.4.6 Terapia basada en la utilitzacié de xaperones farmacologiques

Degut a que totes les anteriors terapies descrites presenten certes limitacions, en els ultims
anys s’ha treballat en la recerca de noves estrategies per al tractament de la GD 1 les altres
LSDs. Entre elles, la terapia basada en la utilitzacid de xaperones farmacologiques
(pharmacological chaperone therapy, PCT o terapia d’estimul enzimatic, enzyme
enhancement therapy) ha despertat un gran interés per al tractament de les LSDs.”’*®*" En
moltes d’aquestes malalties, la manca d’activitat enzimatica és deguda a la presencia de
mutacions en el gen precursor de I’enzim que provoca un plegament incorrecte de la proteina
1 impedeixen el seu transport al lisosoma on hidrolitza el substrat i, per tant, aquest Gltim
s’acumula en els lisosomes (Figura 1.17). Per altra banda, 1’enzim és degradat en el mateix

reticle endoplasmatic o en 1’aparell de Golgi pels proteasomes.
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Figura 1.17. Esquema de com actua una xaperona farmacologica des de que s’uneix a
I’enzim mutant en el reticle endoglasmatlc fins que arriba al lisosoma. Figura extreta d’un
article de Suzuky i col-laboradors.
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En la PCT s’utilitzen inhibidors de 1’enzim deficient que a concentracions subinhibitories
actuen com a xaperones farmacologiques i1 s’uneixen en el reticle endoplasmatic a 1’enzim
mutant per a formar un complex que I’estabilitza, facilita el seu correcte plegament i
transport al lisosoma, on en presencia del substrat, el compost es separa de I’enzim 1 aquest
pot ser actiu enzimaticament.

Els termes xaperona quimica i xaperona farmacologica s’han utilitzat a la bibliografia de
forma indistinta, perd recentment s’han establert unes diferéncies entre ells (Figura 1.18).%
Una xaperona quimica €s un compost amb un baix pes molecular, com per exemple el
glicerol 1 I’N-0xid de trimetilamina, que s’uneix i facilita el correcte plegament de qualsevol
proteina mutant i normalment no tenen un lloc d’unié especific. Degut a aixd, son
necessaries unes concentracions molt elevades d’aquests compostos per aconseguir un efecte
1 no s’ha trobat cap xaperona quimica que sent activa en cultius cel-lulars es pugui utilitzar
en assaigs clinics. En canvi, les xaperones farmacologiques son inhibidors de 1’enzim
deficient dissenyats per a que s’uneixin de forma especifica amb aquest enzim, facilitar el

seu correcte plegament i posterior transport al lisosoma.

a) xaperona farmacolégica b) xaperona quimica
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Figura 1.18. Comparaci6 dels modes d’accid de xaperones farmacologiques (a) i quimiques (b). Figura
extreta d’un article de Bernier i col-laboradors.*’

Un factor a tenir en compte per al disseny de xaperones farmacologiques és que
I’inhibidor s’ha d’unir millor a I’enzim a pH neutre (condicions del reticle endoplasmatic),

que al pH acid que hi ha en els lisosomes. D’aquesta forma es facilita el desplagcament de
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I’inhibidor, el qual es troba a concentracions subinhibitories, pel substrat un cop arriba el
complex al lisosoma.

Fins al moment no hi ha cap farmac per als malalts de Gaucher on s’utilitzi aquesta
aproximacié. Cal esmentar que la Plicera’™ (isofagomine tartrate, Amicus Therapeutics) és
I’tnica xaperona farmacologica que ha arribat fins la fase II de 1’assaig clinic per a aquesta

825 Malauradament, no es van obtenir bons resultats i el desenvolupament d’aquest

malaltia.
farmac es va aturar per falta d’eficacia. Actualment s’esta estudiant la terapia combinada de
Plicera™ amb la ERT. Val a dir que la companyia farmacéutica Amicus Therapeutics esta
fent els estudis preclinics per examinar 1’as de Plicera™ per al tractament de la malaltia de
Parkinson.

Els avantatges d’aquesta terapia front la ERT serien la possibilitat d’administrar el farmac
per via oral i1 la capacitat que tenen aquestes molecules de travessar la barrera

hematoencefalica i, per tant, servir com a farmac per als malalts de Gaucher amb afectacio

del sistema nervios central (tipus II 1 I1I).

1.3.5 Diagnostic de la malaltia de Gaucher

1.3.5.1 Diagnostic morfologic

Tradicionalment el diagnostic de la GD s’ha basat en la deteccid especifica de les cél-lules
que acumulen la GlcCer (cel-lules de Gaucher) en la medul-la 0ssia, el fetge o la melsa. Pero
s’han descrit cel-lules molt similars en altres malalties, que s’han anomenat cel-lules pseudo-
Gaucher. Aixo ha fet que s’utilitzin altres técniques bioquimiques 1 moleculars que sén més

especifiques 1 menys invasives.

1.3.5.2 Diagnostic enzimatic

El diagnostic enzimatic es basa en la mesura de [’activitat de la GCase a partir de
cel-lules. Els leucocits de sang periférica tenen normalment una activitat elevada de GCase
que es veu disminuida en cel-lules de malalts. Per a mesurar aquesta activitat s’utilitzen
substrats sintétics de la GCase, com el 4-metilumbel-liferil-4-D-glucopiranosid. També es
poden utilitzar fibroblasts, liquid amniotic o vellositats corioniques per a mesurar 1’activitat.
La demostraci6 de la reduccio en 1’activitat enzimatica de la GCase determina el diagnostic
de la malaltia. Pel que fa al diagnostic de portadors, en leucocits i fibroblasts trobem la
meitat d’activitat normal de I’enzim en els heterozigots, tot i que hi ha solapament entre
valors normals i valors de portadors. Aquest diagnostic no pot distingir entre els tipus

neuronopatics (tipus II i III) 1 no neuronopatic (tipus I), ja que hi ha també solapament dels
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valors d’activitat entre els diferent tipus. En general, en adults malalts trobem que 1’enzim t¢é
entre el 10-30% de I’activitat normal i en nens el 10% o menys. En el plasma de pacients de
la GD es troben augmentades les activitats d’alguns enzims, com sén la fosfatasa acida,
altres enzims lisosomals com 1’hexosaminidasa, 1’enzim convertidor d’angiotensina 1 la
quitotriosidasa. Sobretot la quitotriosidasa s’ha establert com un bon marcador per a seguir la
progressio de la malaltia i ’efecte de la terapia, ja que correlacionen molt bé els seus nivells

amb la severitat de la malaltia.*®

1.3.5.3 Diagnostic genetic

El diagnostic basat en I’analisi del DNA té importants avantatges respecte al diagnostic
enzimatic: les mostres sén més estables 1 permet distingir perfectament malalts de
portadors.”’ S’han desenvolupat diferents técniques basades en la reaccid en cadena de la
polimerasa (PCR) per facilitar la deteccié de mutacions i1 s’han establert protocols
moleculars rutinaris per a les mutacions més freqiients. L’analisi mutacional pot tenir un
valor predictiu per a determinar la progressié de la malaltia, ja que s’han establert algunes

correlacions genotip-fenotip clares, com es veura en 1’apartat 1.4.

1.3.5.4 Diagnostic prenatal

El diagnostic prenatal de la GD pot ser realitzat a partir de teixits fetals facilment
assequibles, com son els amniocits, les vellositats corioniques o les cel-lules cultivades
procedents d’ambdues.®’” La necessitat d’un diagnostic prenatal apareix en aquelles families
que presenten algun antecedent amb la malaltia.

El diagnostic, com hem vist amb anterioritat, pot ser realitzat per metodes enzimatics i/0
moleculars. En el darrer cas, caldra conéixer les mutacions causants de la malaltia en la
familia subjecta a estudi o, en cas contrari, emprar marcadors altament polimorfics per a
realitzar un diagnostic indirecte. Només en alguns dels casos en els quals s’arribi a

identificar el genotip del fetus, sera possible determinar el tipus de la malaltia.

1.4 Mutacions en el gen GBA

El gen que codifica la GCase ¢s el gen GBA, que esta situat en el cromosoma 1, en la
banda q21.*® Té una longitud de 7.6 kb i conté 11 exons i1 10 introns (Figura 1.19). Els
introns 2, 4, 6 1 7 contenen seqiiéncies Alu (sequiéncies repetides distribuides pel genoma).

S’ha identificat un pseudogén (GBAP) localitzat a 16 kb en direccido 3" respecte al gen
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funcional GBA,* que es transcriu perd no es tradueix a proteina per falta d’una pauta de
lectura oberta. El pseudogén té una longitud de 5.7 kb i una estructura d’exons i introns
semblant al gen perd no conté les seqliencies A/u i presenta diverses mutacions que

impossibiliten la sintesi d’una proteina funcional.

GEN 16 kb PSEUDOGEN
1921 5 —— N — 3
Alu Alu Alu Alu
GEN 1 2 3,4 5 6 7 11—k k!
PSEUDOGEN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011

Figura 1.19. Estructura del gen de la GCase (GBA) i el seu pseudogén (GBAP).

Com s’ha descrit anteriorment, en la majoria dels casos la GD és deguda a mutacions en el
gen GBA 1 en el pseudogén GBAP. Només en 7 malalts s’ha trobat alguna mutacio en el gen
que codifica la proteina activadora (SAP-C) de la GCase.”

La SAP-C s’uneix a la GCase facilitant la degradacié de la GlcCer (Figura 1.20) i li
confereix a la GCase més resisténcia a les proteases de la cél-lula.”’ Aquesta proteina esta
codificada pel gen prosaposina (PSAP) localitzat al cromosoma 10, a la banda q21-22.%
L’abséncia de SAP-C activa aboleix completament I’activitat de la GCase, produint el

fenotip caracteristic de la GD.

a) b)

_ Lysosome
intralysosomal T
Vesicle

lysosomal
Membrane

Figura 1.20. a) Model esquematic de 1’associacié de la GCase a la membrana per a degradar la GlcCer.
Figura modificada d’un article d’Alattia i col-laboradors.”® b) Model per al mecanisme de degradacié de
la GleCer per la GCase i SAP-C. Figura extreta d’un article de Wilkening i col-laboradors.”*
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A Pany 1987, es va identificar la primera mutacid en el gen de la GCase” (L444P)
responsable de la GD 1, fins el moment, s’han descrit gairebé 300 mutacions diferents’® en
aquest gen que donen lloc a la GD.

Segons la seva base molecular, les mutacions poden ser substitucions nucleotidiques que
provoquen canvis d’aminoacid, mutacions sense sentit, aparicié de codons sfop, alteracions
en el procés d’splicing, insercions o delecions que impliquen canvis en la pauta de lectura, 1
reordenacions entre el gen funcional i el pseudogén per processos de recombinacié o
conversio genica que normalment originen al-lels complexos, és a dir, que contenen diverses
mutacions.

Segons els seus efectes fenotipics, les mutacions es poden dividir, en tres grups:
mutacions letals, severes 1 lleus. Les mutacions letals son aquelles que impedeixen la
formacid de I’enzim (mutaci6é 84GG 1 mutacio IVS2+1); es consideren letals perqué no s’han
trobat mai en homozigosi; les mutacions severes poden produir enzim, perod aquest sol ésser
poc estable 1 normalment van lligades amb els tipus neuronopatics de la malaltia (tipus II o
IIT) (mutacié L444P); les mutacions lleus estan només associades amb el tipus I (forma no

neuronopatica) de la malaltia, com la mutacié N370S.

1.4.1 Distribucio poblacional de les mutacions més frequents

La GD ¢és especialment prevalent en la poblacid jueva asquenasita on presenta una
incidéncia d’1/800-1/1000 naixements.”” En la poblaci6 general, aquesta incidéncia s’eleva
fins a 1 de cada 40000-50000 naixements.”’ En la poblacié espanyola, la incidéncia
d’aquesta malaltia és encara més baixa (1 de cada 300000 naixements).”®

De totes les mutacions que s’han identificat en el gen GBA, poques tenen una prevalenga
elevada, pero la seva freqiiencia relativa varia segons el grup €tnic.

En la poblacié de jueus asquenasites, la mutacié N370S, una substitucid d’asparagina
per serina en I’aminoacid 370, ¢és la més freqilient 1 esta present en un 77% dels al-lels
mutants. La segona mutacid més freqiient és una insercid6 d’una guanina en la posicid 84
(84GQG), que representa un 12%. Només quatre mutacions (N370S, 84GG, L444P 1 IVS2+1)
expliquen el 95% de les mutacions responsables de la malaltia en aquesta poblacié (Figura
1.21).7”

En la poblacié general no jueva les mutacions més freqlients sén la N370S, que
representa un 29% dels al-lels mutants 1 la L444P (37%, substitucié de leucina per prolina en

la posicio 444) (Figura 1.21)."”
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Poblacié jueva asquenasita
c.1263- Poblacié Espanyola

Poblacié no jueva RA7X ¢.84-85insG

IVS2+1 1317del55
(2.5%) g466

L444P (18.2%
(37,5%)

IvS2+1 desconegut

(4.9%) (<1%)  (1.3%)

: 84GG D409H N370S
allels — (<1%) (1.5%) (50.2%)
recombi-
nants
(3.1%)

.

Figura 1.21. Freqiiéncies de les mutacions responsables de la GD en les poblacions segiients: jueva
s 7,99 : 7,99 - 100
asquenasita,” no jueva i espanyola.

Pel que fa a la poblaci6 espanyola, les mutacions més freqiients sén la N370S, que
representa el 50% del total de mutacions, seguida per la L444P, en un 18% dels al-lels
mutants (Figura 1.21). Juntament amb la D409H, G3778S, c.1263-1317del55, R47X, G195W
G202R i ¢.84-85insG representen el 80% de les mutacions.'”

1.4.2 Relacions genotip-fenotip (mutacions N370S i L444P)

La GD es manifesta de forma diferent en individus amb diferent genotip, pero també es
pot manifestar de forma diferent en individus amb el mateix genotip. Els genotips més
estudiats afecten les mutacions més freqiients en les diferents poblacions. Aixd permet que,
en alguns casos, es pugui deduir el procés que seguira la malaltia segons la mutacié causant
d’aquesta. En aquest sentit, la preséncia de la mutacido N370S, tant en homozigosi com en
heterozigosi, va invariablement associada a un diagnostic no neuronopatic 1, per tant, al tipus
I de la malaltia. Tsuji i col-laboradors'®' varen ser els primers en descriure aquesta mutacio,
la més prevalent en malalts de Gaucher. Amb la resolucié de I’estructura de la proteina, s’ha
pogut determinar que la mutaci6 N370S es troba localitzada a 1’hélix a-7, situada a la
interfase entre els dominis II i III, allunyada, per tant, del centre actiu (Figura 1.13).” D’altra
banda, els al-lels recombinants (al-lels que provenen de la seqiiencia del pseudogen i1
normalment agrupen més d’una mutacid) en homozigosi o juntament amb un al-lel L444P,
son particularment prevalents entre els pacients amb el tipus II de la malaltia'® i la mutaci6

199

L444P en homozigosi indica normalment el tipus III.”" Els malalts amb aquesta mutacio

presenten una clinica més severa, generalment associada amb manifestacions neurologiques.
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Amb la resolucio de I’estructura de la proteina, s’ha pogut determinar que la mutacid
L444P es troba localitzada en el domini II (Figura 1.13).%

Tot i1 aquestes correlacions, hi ha variacions considerables de fenotip entre pacients amb

un mateix genotip, que poden ser degudes a la influéncia de factors ambientals com

) . . P <o \ 18,99
infeccions, mutacions puntuals o la influéncia de gens proxims com el pseudogen GBAP. ™™

1.5 Les glicosidases

La gran varietat estereoquimica dels carbohidrats unida als diferents possibles tipus d’uni6
que poden donar-se entre ells, fa dels oligo- 1 polisacarids un grup d’una elevada
biodiversitat,'"” amb gran varietat de funcionalitats. Mentre que els polisacarids poden actuar
com a components d’emmagatzemament, elements estructurals (son la part integrant de la
majoria d’estructures vegetals) o de reconeixement; els oligosacarids, solen esdevenir
reservoris energetics 1 elements de reconeixement. A més, també es troben formant part de
gran nombre de glicoconjugats com son els glicolipids, glicoproteines o saponines. Com a
conseqiiéncia, a la natura s’ha desenvolupat una gran varietat d’enzims capagos d’hidrolitzar
enllacos glicosidics, les glicosidases. Aquests enzims son especialment eficients ja que
I’enllac¢ glicosidic és 1’enlla¢ més estable entre els biopolimers naturals,'™ i les glicosidases
aconsegueixen augments de velocitat fins a 10" vegades en relaci6 als de les respectives
reaccions no catalitzades.'”

La International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) va proposar la
classificacio6 dels enzims depenent de [Dactivitat enzimatica que realitzaven

(http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/). Amb aquesta classificaci6 es van agrupar les

glicosidases dins del grup EC 3.2.a.b; el primer digit correspon al tipus d’activitat enzimatica
(3 correspon a activitat hidrolitica), 1 el segon digit correspon al tipus de substrat (2 significa
que actuen sobre carbohidrats). El tercer digit correspon en aquest cas al tipus d’atom que
forma D’enlla¢ glicosidic; normalment és oxigen (-O-), perd també hi ha enllagos N- i
S-glicosidics. El quart digit es va reservar pel tipus de substrat, de vegades un mateix
substrat és hidrolitzat de diferent manera, per I’extrem (exoglicosidases) o per qualsevol punt
de la cadena polisacaridica (endoglicosidases).

requereix dos residus essencials: un donador de protons (acid general), i un nucleofil (base
general). La hidrolisi de D’enllag glicosidic pot portar-se mitjangant dos mecanismes

diferents: amb retencid6 o inversi6 de la configuracid del carboni anomeric. Aquests
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mecanismes van ser proposats per Koshland'* a I’any 1953, i encara que després s’han
revisat i modificat, ’esquema general original segueix sent valid. Els residus catalitics de les
glicosidases son generalment els grups carboxil d’un residu aspartic o glutamic. Ambdoés
mecanismes comparteixen el primer pas de reaccio, en el que el residu acid general protona
I’oxigen glicosidic 1 simultaniament s’inicia 1’atac nucleofil, que precisament és el que
diferencia els mecanismes. En les glicosidases amb retencid de configuracié (com la GCase),
¢s el mateix residu nucleofil el que perpetua I’atac nucleofilic sobre el carboni anomeéric del
substrat, formant un intermedi de tipus ester enzim-sacarid. En canvi, en les glicosidases que
actuen amb inversié de configuracio, €s una molecula d’aigua la que porta a terme 1’atac
nucleofilic sobre el carboni anomeric. El caracter nucleofil de la molécula d’aigua es veu
augmentada per la interaccié amb el residu base general. En tots dos mecanismes, la posicio
relativa del residu acid general €s idéntica, mentre que la del nucleofil €s diferent. En enzims
que actuen amb retencid de configuracid, el nucleofil es situa proxim al carboni anomeric
(~5.5 A), mentre que aquesta distancia es fa més gran (~10.5 A) en enzims que actuen amb
inversio de configuracié degut a la necessitat d’acomodar una molécula d’aigua entre el

nucleofil 1 el substrat (Figura 1.22).
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Figura 1.22. Mecanisme catalitic per a glicosidases que actuen amb inversié de configuracio.

La catalisi acida 1 I’atac nucleofil simultanis resulten en un estat de transicié de tipus
oxocarbocationic comu per ambdds mecanismes. Per a les glicosidases amb inversié de
configuracid, la reaccio prossegueix cap al producte final. Mentre que per a les glicosidases
amb retencio de la configuracio, es forma un intermedi covalent glicosil-enzim 1 s’allibera la
unitat no reductora del substrat hidrolitzat, que ¢és el primer producte de reaccio. En una
segona etapa, el residu acid/base general, ara desprotonat i actuant com a base general,
augmenta el caracter nucleofil d’una moleécula d’aigua que ataca al carboni anomeric per la

banda oposada a I’enllag glicosil-enzim, aconseguint aixi desplacar la unié del substrat a
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I’enzim, i alliberant el segon producte de reaccio (Figura 1.23). Aquesta etapa també té lloc a

través d’un estat de transici6 de tipus oxocarbocationic.
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Figura 1.23. Mecanisme catalitic per a glicosidases que actuen amb retencié de configuracio.

Donat que la ruptura de I’enllag O-glicosidic implica la protonacié de 1’atom d’oxigen
exociclic, I’estat de transicid té una carrega positiva considerable en aquest atom. Una de les
aproximacions que s’utilitzen per al disseny d’inhibidors de glicosidases es basa en la
preparacié de compostos que mimetitzin la carrega en ’estat de transicio del substrat natural:
del catié oxocarbeni o de 1’acid conjugat del glicosid.'”” Els compostos que tenen un grup
amino enlloc de I’atom d’oxigen exociclic son els analegs més comuns d’aquest estat de
transicio. Els compostos d’aquest tipus presenten una alta selectivitat, com per exemple la
trehazolina, que és un potent inhibidor de la trehalasa, o I’alosamidina, que és un inhibidor
de diverses quitinases.

La utilitzacié farmacologica dels inhibidors de glicosidases requereix una alta selectivitat
tant pel que fa a la configuracié del substrat de la glicosidasa (gluco, galacto, mano, etc.)
com a la configuracié anomerica (a0 o f). Estudis recents han posat de manifest petites

diferencies en la distribuci6 de la carrega en ’estat de transici6 de les a- 1 f~glicosidases.
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Aquestes diferéncies han permés millorar el coneixement sobre els perfils estructurals
adequats dels inhibidors per a la inhibicid especifica d’aquests enzims. Aixi, en les
a-glicosidases 1’estat de transicid esta proxim al catié oxocarbeni amb la densitat de carrega

positiva localitzada fonamentalment sobre ’oxigen endociclic O-5 (Figura 1.24).'%
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Figura 1.24. Primer estat de transicio proposat per a les a-glicosidases.

En el cas de les f-glicosidases aquest estat de transicid estaria més proxim a un carbocatio
anomeric, amb la densitat de carrega positiva localitzada fonamentalment sobre C-1 (Figura
1.25).1% De fet, en els iminosucres on I’atom de nitrogen ocupa la posicid corresponent al

carboni anomeric, com la isofagomina, son inhibidors selectius de f-glicosidases.
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Figura 1.25. Primer estat de transicio proposat per a les f-glicosidases.

En el disseny d’inhibidors especifics de glicosidases, s’han de tenir en compte també
altres factors, com la complementarietat dels grups hidroxil amb el substrat de ’enzim,
I’estructura de 1’aglico, la configuracid del centre anomeric (alfa o beta) i la possible

existencia de butxaques hidrofobiques o hidrofiles en 1’enzim que puguin establir

interaccions complementaries amb I’inhibidor.'"
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1.6 Inhibidors de la g-Glucocerebrosidasa (GCase)

Entre els inhibidors de la GCase més estudiats, es troben els iminosucres (coneguts també
com iminociclitols o azasucres), que sén compostos estructuralment relacionats amb els
sucres on I’atom d’oxigen endociclic s’ha substituit per un atom de nitrogen.

Els primers iminosucres descrits a la literatura com a inhibidors de la GCase van ser la
castanospermina'"° i la desoxinojirimicina (DNJ) (Figura 1.26). '"!

Uns anys més tard, Overkleeft i col-laboradors™ van descriure una série d’N-alquil
derivats de la DNIJ 1 alguns d’ells, especialment aquells compostos amb 1’atom de nitrogen

substituit amb cadenes alquiliques llargues o grups hidrofobics voluminosos, van presentar

una forta inhibicié de la GCase amb valors de ICsy de 1’ordre nanomolar (Figura 1.26). Cal
2

destacar que aquests compostos no presenten una bona selectivitat per la GCase''? i molts
d’ells sén bons inhibidors de la glucosilceramidasa (GCase no lisosomal).”?
OH OH
HO,, ;
. NR HO ’, NH
HO i HO v "/R
OH OH
Efg (EN(}’\I)B oY) EJ R=C,Hg (a-1-C-butil-DNJ) 700
~vatly g ; R=CgH,7 (a-1-C-octil-DNJ) 0.50
- t 19 8 17
R=CqH1o (NN-DNJ) 0.66 castanospermina R=CqHo (a-1-C-nonil-DNJ) 0.27
OH
N/W\O/\@
OH  AmP-DNM 0.048

Figura 1.26. Inhibicié (en cursiva, valors de ICs¢/uM) de la GCase (Ceredase”™) per derivats
de la DNJ i la castanospermina.

11 .
3 amb diferents cadenes

Aixi mateix, s’ha descrit una altra familia de derivats de la DNJ
alquiliques en la posici6 C-la (a-1-C-alquil-DNJ) i aquells iminosucres amb cadenes
alquiliques llargues van presentar valors de ICsy de I’ordre nanomolar (Figura 1.26).

En diferent estudis cel-lulars s’ha trobat que els iminosucres NB-DNJ,114 NN-DNJ,115
N-alquil derivats de la DNJ amb grups voluminosos al final de la cadena (com

I’AMP-DNM),"¢ i I’a-1-C-alquil-DNJ'"® presenten activitat xaperona. Cal destacar que el

compost a-1-C-octil-DNJ és capa¢ d’augmentar I’activitat de la GCase amb la mutacio
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N370S fins a 2 cops a una concentracié de 20 uM i €s un dels pocs compostos descrits fins al
moment que augmenta I’activitat d’aquest enzim amb la mutacio L444P fins a 1.2 cops a 5

pM després de 4 dies d’incubacio.

També s’ha dissenyat una serie de d-lactames analegs a la DNJ perd amb un grup carbonil
en lloc del grup hidroximetil i amb I’atom de nitrogen substituit (Figura 1.27).""” Encara que
aquestes d-lactames no van resultar ser bons inhibidors de la GCase, van presentar una
important activitat xaperona en limfoblasts de malalts de Gaucher amb la mutacio N370S
(alguns d’ells augmenten entre 3 1 6 vegades 1’activitat de la GCase a 50 uM) 1 després de 3

. . .11
dies d’incubacid.'"’

HO’(& Ri=(CH,)sCH; 46 R1=(CH,)sOH >0.5 mM

" "NRy R;=(CH,)gCH; 102 R{=(CH,)sO(CH,),CH; 127

HO” R{=(CH,);CH; 175 R{=(CH,),0(CH,),CH; >0.5 mM
OH R,=Bn >0.5 mM R4=C,H4N(C4Hg), 253

Figura 1.27. Inhibici6 (en cursiva, valors de ICso/uM) de la GCase per d-lactames N-substituides.

Una nova familia d’iminosucres amb estructura biciclica i relacionats estructuralment amb
la nojirimicina (NJ) o la galactonojirimicina (GNJ) han estat descrits recentment com a
inhibidors de la GCase (Figura 1.28).""® En aquests compostos biciclics, formats per un cicle
de sis baules condensat amb un de cinc baules, I’atom de nitrogen que ocupa la posicid de
cap de pont té un elevat caracter sp>. En conseqiiéncia, aquests compostos tenen una gran
estabilitat conformacional i configuracional en dissolucié aquosa i fa que els inhibidors
presentin una alta selectivitat per a I’enzim, a diferéncia de lo que passa amb alguns
iminosucres de tipus sp>. Cal destacar que aquests bicicles presenten activitat xaperona i
augmenten ’activitat de la GCase en fibroblasts de malalts de Gaucher per a les mutacions
F2131/F2131 (70-100% d’increment), N188S/G193W (25-45% d’increment), G202R/L444P
(125-175% d’increment), N370S/N370S (40-165% d’increment) i F2131/L444P (40-120%
increment) a unes concentracions entre 3 1 30 uM 1 després de 4 dies d’incubaci6. D’altra
banda, no es van observar increments en l’activitat de la GCase per a la mutacio

L444P/1.444P.'"°
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OH OH X S
J=NGgH D=NCgH
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HO,, NH HO NH . N HO N 817
HO” > "OH Ho” > “oH HO” >~ “OH HO” ™" "'OH
OH OH OH OH
N X=0, NOI-NJ 5.6
GNJ X=S, 6S-NOINJ 3.5 6S-NOI-GNJ 7.1
X=NH, 6N-NOI-NJ 4.0

Figura 1.28. Inhibicié (en cursiva, valors de ICs/uM) de la GCase per iminosucres sp> amb
estructura biciclica.

Un altre grup d’iminosucres amb estructura biciclica i que sén inhibidors de la GCase el
formen algunes calistegines.'”’ Aquests compostos tenen un grup hidroxil terciari en el cap
de pont del sistema biciclic i es divideixen en diferents grups, en funcid del nombre
d’hidroxils que tenen en la seva estructura: A (3 grups hidroxil), B (4 grups hidroxil) i C (5
grups hidroxil). A la Figura 1.29 es mostren les estructures de les calistegines amb més

activitat inhibidora.

HN HN HN OH HN OH
HO OH 1o OH HO OH HO OH
OH OH OH OH
HO~ HO~

Calistegina Ag Calistegina B4 Calistegina B, Calistegina C4
3.1 25 1.0 2.5

Figura 1.29. Inhibici6 (en cursiva, valors de ICso/uM) de la GCase (ceredase) per calistegines.

Una de les millors families d’iminosucres descrites fins al moment com a inhibidors de la
GCase ¢és la formada per la isofagomina (ICs50=56 nM 1 Ki= 25 nM), els N-alquil derivats de
la isofagomina (com el N-butil, el N-nonil) i els derivats de la isofagomina alquilats en la
posicié C6 (Figura 1.30)."%%'** Entre aquests analegs de la isofagomina, els N-alquil derivats
(N-butil 1 N-nonil IFG) van presentar una inhibicié lleugerament més baixa que la
isofagomina amb valors de 1Csy de 1’ordre micromolar. En canvi, I’altra familia d’analegs de
la isofagomina descrits que estan substituits amb una cadena alquilica en la posicio C6 van
presentar, alguns d’ells, una inhibicié de la GCase més potent que la isofagomina amb valors

' Amb aquests resultats, els autors van proposar

de ICso de D’ordre subnanomolar.'?
I’existéncia d’un domini hidrofobic proxim al centre actiu de I’enzim, tal i com es mostra a

la Figura 1.31. Segons aquest model, la preséncia d’una cadena alquilica en 1’atom de
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nitrogen interfereix en la formacié de I’enlla¢ ionic amb I’aminoacid Glu340 del centre actiu
i per aixd aquests inhibidors son pitjors.'*" Aixi mateix, s’ha resolt I’estructura cristal-lina
per difraccid de raigs X de la isofagomina amb la GCase i, a diferencia dels iminosucres
NB-DNJ 1 NN-DNJ, el grup imino presenta interaccions amb els dos residus catalitics

(Glu-340 i Glu-235).'%

OH
Trp381
HO,,
Aspl127 /"n
HO NR _-}‘O‘Hze H Asn396
o /30 I
R=H (Isofagomina, IFG) 56 nM  R=C,Hq (6-butil IFG) 160 nM 27, 'CE):H 57
R=C4Hg (N-butil IFG) 44 R=CgH; (6-octil IFG) 0.8 nM 29710 ofi !
R=CgH1g (N-nonil IFG) >700  R=CgH,g (6-nonil IFG) 0.6 nM JN i
2 e
Trpi79 ,"’2‘7 “o{
0 Glu340
n=1 18
n=2 11 Glu23s
\@ n=3 94

Figura 1.30. Inhibici6é (en cursiva, valors de ICs¢/uM) de la GCase (imiglucerasa) per
alguns derivats de la isofagomina 1 interaccions de la isofagomina amb els residus del centre
actiu de la GCase (Figura extreta d’un article de Lieberman 1 col-laboradors).123

. Glu340

Figura 1.31. Interaccions proposades pel compost 6-nonil IFG amb la GCase. Figura
extreta d’un article de Zhu i col-laboradors.'?!

Per altra banda, la isofagomina ha presentat una important activitat xaperona en c¢l-lules
de malalts de Gaucher amb les mutacions N370S (fins un 200% d’increment en I’activitat de
la GCase a 30 uM en fibroblasts) i L444P (fins un 251% d’increment a 20 uM en
limfoblasts) després de 5 dies d’incubaci6.**™ Cal destacar que hi ha una gran variabilitat en
els augments d’activitat en funci6 del tipus de cel-lula i1 del pacient, especialment en el cas

de la mutacié L444P.* Com s’ha comentat anteriorment, aquest iminosucre ha arribat a la

39



1. Infroduccié general

Fase II de I’assaig clinic per al tractament de la GD, perd malauradament no s’han obtingut
bons resultats.

Aixi mateix, s’ha descrit'** una altra familia d’analegs de la isofagomina amb 1’atom
nitrogen substituit amb una cadena alquilica, la qual conté a I’extrem un grup adamantil
voluminds 1 una amida (Figura 1.30). Encara que compostos van resultar ser pitjors
inhibidors que la isofagomina, van presentar una important activitat xaperona en fibroblasts
de malalts de Gaucher amb les mutacions N370S (90-150% increment a concentracions entre

50175 uM) i G202R (410-620% increment a 150 uM).'*

Una altra familia d’iminosucres descrita recentment estda formada pel compost
1,5-dideoxi-1,5-imino-D-xilitol (DIX) i els a-1-alquil derivats d’aquest (Figura 1.32)."** El
derivat a-1-C-nonil-DIX, a més de ser un bon inhibidor de la GCase amb un valor de K de
2.2 nM, és un dels millors compostos descrits fins al moment amb activitat xaperona, ja que
¢s capa¢ d’augmentar un 80% 1’activitat de la GCase a una concentracio de 10 nM en

fibroblasts amb la mutacié N370S després de 4 dies d’incubacié.'*

OH
Ho:érR
NH
HO
R=H (DIX) 2.3 M
R=CoHyg (0-1-C-nonil-DIX) 6.8 nM
R=C,Has (a-1-C-dodecil-DIX) 14 nM

Figura 1.32. Inhibicié (en cursiva, valors de ICsg) de la GCase pel compost DIX i els
derivats a-1-C-alquil-DIX.

A més dels iminosucres, els aminociclitols sén una important familia de productes
naturals que han estat descrits com a inhibidors de la GCase. Els alcaloides polihidroxilats
[-valienamina 1 el seu analeg fvalidamina sén un exemple representatiu (Figura 1.33). Els
primers derivats de la f-valienamina descrits van ser aquells resultants de I’alquilacid de la

[-valienamina amb 1’isomer Z o E de la ceramida 1 el dos isomers van resultar ser bons i

selectius inhibidors de la GCase (Figura 1.33).'%
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OH IIQ

B-valienamina B-validamina N-alquil derivats de N-alquil derivats del
0 la B-valienamina NOV
R=C,4H, 11 R=C4Hy 1.4
NH (CH,)14CHj5 R=CgH1s 0.3 R=CgH43 0.35
M R=CgH(; (NOV)0.03  ~-Cethz 035
o (CHy)12CHs R=CoHa 0.07 R=C4gHy1 0.714

R=C12H25 0.32
R=C14H29 0.35
R:C16H33 0.42

R:C14H29 0.12
R=C18H37 0.30

Figura 1.33. Inhibicio (en cursiva, valors de ICso/uM) de la GCase per derivats de la f~valienamina.

En un treball posterior, es va descriure una serie d’/N-alquil derivats de la f-valienamina

(Figura 1.33) i el més potent com a inhibidor de la GCase va ser el NOV (N-octil-f-

126

valienamina). = Aixi que, més tard, el mateix grup va sintetitzar N-alquil 1 N-acil derivats de

I’aminociclitol NOV, perd van resultar ser pitjors inhibidors que el NOV (Figura 1.33)."'*’
Recentment, s’ha descrit que I’aminociclitol NOV presenta activitat xaperona en
fibroblasts de malats de Gaucher amb les mutacions F213I/F2131, N188S/G193W,

G202R/L444P, N370S/N370S i F213/L444P (Figura 1.34).'*®
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Figura 1.34. Efecte de I’aminociclitol N-octil-S-valienamina (NOV) sobre 1’activitat de la GCase en
fibroblasts de malalts de Gaucher amb diverses mutacions després d’una incubacio de 4 dies. Figura
modificada d’un article de Luan i col-laboradors.'*®
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Els mateixos autors que van sintetitzar els anteriors aminociclitols, han estudiat I’activitat
d’una serie de compostos formats per PDMP analegs 1 els aminociclitols f-valienamina o la
[-validamina. Alguns d’ells van presentar una forta inhibicié de la GCase, com els que es

mostren a la Figura 1.35.'%

2R,3R
2S8,3S
2R,3S
2S3R

S o
N W N

—_~— o~
= L
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Figura 1.35. Inhibicié (en cursiva, valors de ICso/uM) de la GCase per derivats de la
[-valienamina i PDMP.

Per altra banda, el nostre grup de recerca ha descrit una série d’aminociclitols de tipus

130-132 .
30132 B va trobar que dins

inosamina (Figura 1.36) com a inhibidors selectius de la GCase.
de les dues séries diastereomeriques, nomes els compostos de la serie C1 (scyllo-inosamines)

van presentar una significant inhibicié de la GCase.

Série C1 Série C2
OH OH
HO,,, NHR HO,, ! OH
HO™ ~~ "OH HO” ™ “NHR
OH OH
R=H 5% l
R=C4H, 99.4 R=H 10%
=C, _

R=C,H,Ph  76.8

R=C4Hq 9%l

R=C,H,Ph 33%

R208H1 7 15.7
R=C8H17 503

R=CgH19 (A-Cg) 3.9
R=C10H21 1.8
R=C,HsPh  27.6

Figura 1.36. Inhibici6é (en cursiva, valors de ICs¢/uM) de la GCase (imiglucerasa) per
aminociclitols de tipus insosamina. [a]: % Inhibicio a 1 mM.

Algunes de les anteriors inosamines han estat estudiades com a xaperones en cultius de
fibroblasts 1 de cel-lules COS (cel-lules renals de Cercopithecus aethiops). El compost de la

serie C1 amb R=C¢H;; va presentar activitat xaperona en fibroblasts amb les mutacions
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L444P/G202R (augment de D’activitat fins 1.5 cops a 25 uM), L444P; E326K/G202R
(augment de I’activitat fins 1.5 cops a 20 uM). Aixi mateix, el compost de la mateixa serie
amb R=C4HsPh va presentar activitat xaperona en cel-lules COS transfectades amb les
mutacions N188S (augment de I’activitat fins 1.4 cops a 20 uM), N370S (augment de

I’activitat fins 1.15 cops a 20 pM)."*?

Zheng 1 col-laboradors han descrit tres nous compostos heteroaromatics estructuralment
no relacionats amb el substrat ni amb analegs polihidroxilats de sucres (Figura 1.37) com a
inhibidors de la GCase en un cribatge d’una biblioteca de 59815 compostos.”** A més
aquests tres compostos presenten activitat xaperona en fibroblasts de malalts de Gaucher
amb la mutacié N370S (el primer i el segon compost de la Figura 1.37, a una concentracio
de 40 uM, augmenten I’activitat de la GCase un 40% i 90 %, respectivament; el tercer

compost de la Figura 1.37 augmenta I’activitat un 20% a 13.3 pM)."**

0.43 uM 31 nM 103 nM

Figura 1.37. Inhibicio (en cursiva, valors de ICsg) de la GCase (imiglucerasa) pels tres
millors inhibidors de la biblioteca.

Maegawa i col-laboradors han descrit recentment 1’ambroxol (Figura 1.38), que és un
mucolitic, com a inhibidor de la GCase.”” Van trobar que la inhibicié de la GCase
recombinant per aquest farmac depenia del pH, sent maxima a pH neutre (ICsp= 8.1 uM), 1
estabilitza I’activitat d’aquest enzim en condicions de desnaturalitzacid térmica.

L’ambroxol va presentar activitat xaperona en fibroblasts de malats de Gaucher amb les
mutacions N370S (a una concentracid6 de 60 uM va incrementar al voltant d’un 100%
I’activitat de la GCase) 1, a més, s’ha descrit recentment que aquest farmac, a una
concentracio entre 50 1 200 uM, incrementa al voltant del 30% I’activitat de la GCase amb la

mutacié L444P. 3¢
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Br, NH,
HN'--<:><OH

31 (pH 5.6)
Br 8.1 (pH 6.7)

Figura 1.38. Inhibicio (en cursiva, valors de ICso/uM) de la GCase (imiglucerasa) per 1’ambroxol.

Una altra série d’inhibidors de la GCase que s’han descrit a la literatura son els
irreversibles, entre els quals hi ha el ciclofelitol (1) i I’epoxid de conduritol B (CBE)
(Figura 1.39)."7

OH
OH
HO,, HO,,,
o2 o
HO” ™ HO™
(:)H OH
epoOxid de conduritol B ciclofelitol

Figura 1.39. Estructures d’inhibidors irreversibles de la GCase.

Com s’ha comentat anteriorment, el CBE és un inhibidor irreversible i selectiu de la
GCase (lisosomal), pero no de la glucosilceramidasa (no lisosomal). A més aquest epoxid 1
el ciclofelitol s’han utilitzat per induir I’acumulacié de GlcCer per inactivacié de la GCase 1

., . . . \ 138,13
aixi tenir models animals que presentin cél-lules de Gaucher.*®"’

A I’any 2005, es va descriure®® I’estructura cristal-lina resolta per difraccié de raigs X del
CBE unit mitjangant un enlla¢ covalent a I’enzim GCase 1 aix0 va permetre obtenir
informacio sobre I’estructura i el centre actiu de ’enzim. A més, es va poder confirmar que
els dos aminoacids del centre actiu que actuen com a catalitzador acid/base i com a nucleofil
son el Glu235 (E235) i el Glu340 (E340), respectivament (Figura 1.40).*® Aixi mateix, s’ha
resolt D’estructura cristal-lina per difraccido de raigs X de la f-glucosidasa Thermotoga
maritima (TmGHI1) amb el ciclofelitol i ha permés identificar els residus d’aminoacids que

formen el centre actiu d’aquest enzim.'*
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/N
2 N\

E340

Figura 1.40. a) Esquema de la reaccié de I’epoxid conduritol B amb la GCase; b) Lloc actiu de la
GCase amb el ciclohexitol unit (I’anell del ciclohexitol en color blau clar i els grups hidroxil en
vermell). Figures extretes d’un article de Premkumar i col-laboradors.*®

1.7 Situacié actual del tractament de les LSDs amb xaperones

farmacologiques

A P’any 1999, Fan i col-laboradors van demostrar per primer cop 1’activitat xaperona d’un

! Des de llavors, s’han descrit altres estudis

iminosucre en limfoblasts de malalts de Fabry.
amb la finalitat d’utilitzar xaperones farmacologiques per al tractament d’altres LSDs,

incloent la GD, la Gangliosidosi GM1 1 GM2 i les malalties de Pompe i Fabry.

Per moltes raons les LSDs es poden considerar unes excel-lents candidates a la terapia
basada en la utilitzaciéo de xaperones farmacologiques. Per una banda, s’ha vist que només
un augment del 10% en I’activitat enzimatica és suficient per tal d’evitar ’acumulacié del
substrat en les LSDs.'** Com s’ha comentat en I’apartat 1.3.4.6, la utilitzacié de xaperones
farmacologiques presenta molts avantatges sobre la ERT. A part de la reduccio del preu del
tractament que en principi comporta, aquest farmac es pot administrar per via oral i1 evitaria
I’administracid del farmac per via intravenosa que requereix l’hospitalitzacié del pacient.
Pero probablement, el major avantatge que presenta sobre la ERT és la millor distribucid
cel-lular 1 tissular que tenen les xaperones farmacologiques respecte als enzims
recombinants. A més, aquests compostos poden travessar la barrera hematoencefalica 1 es
podrien utilitzar com a tractament d’aquelles malalties amb afectacio del sistema nervids

central. Per a la Gangliosidosi GM1, una LSD, Suzuki i col-laboradors han descrit que en
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ratolins model el compost N-octil-4-epi-f-valienamina és capa¢ d’augmentar 1’activitat de la
3

[-galactosidasa en el cervell i disminueix 1’acumulacié del substrat en aquest organ.'*
Actualment hi ha tres xaperones farmacologiques que es troben en fase clinica per al
tractament de les LSDs: els iminosucres deoxinojirimicina (AT2220, malaltia de Pompe),

desoxigalactonojirimicina (AT1001, DGJ, malaltia de Fabry) i isofagomina (AT2101, GD).

En la malaltia de Fabry, que es caracteritza per una deficiéncia en I’activitat de
I’a-galactosidasa, 1’iminosucre DGJ (Migalastat, AT1001, Amigal) és capa¢ d’augmentar
I’activitat enzimatica en limfoblasts de malalts de Fabry. A més, 1’administracid oral
d’aquest iminosucre a ratolins transgenics (R301Q) durant 7 dies va produir un augment de
I’activitat de 1’a-galactosidasa en diversos organs com el cor, el ronyd, la melsa 1 el
fetge.'*"'** S’han obtingut uns bons resultats en els estudis clinics de fase II i actualment

aquest farmac es troba en fase clinica III.

En la GD, la isofagomina (AT2101, Amicus Therapeutics) €s 1’inica xaperona
farmacologica que ha arribat fins a la fase II de 1’assaig clinic. Com s’ha comentat en
I’apartat anterior, aquest iminosucre és un bon inhibidor de la GCase recombinant amb una
ICsp de 56 nM 1 augmenta 1’activitat de la GCase en fibroblasts i limfoblasts de malalts de
Gaucher amb diverses mutacions. Cal mencionar que només s’observa un increment en
I’activitat de la GCase per a les dues mutacions més freqiients (N370S i L444P) quan
s’utilitza una concentracié alta d’aquest iminosucre (10-100 pM).*** Aixo esta d’acord amb
que I’eficacia d’una xaperona farmacologica no només depén de la seva afinitat per I’enzim,
sind6 que la seva biodisponibilitat és molt important. Aquest aspecte ¢€s probablement
responsable de les elevades dosis i la falta d’eficacia de la isofagomina tartrat (AT2101).
Durant els estudis clinics de fase II del farmac AT2101, es van administrar 225 mg (durant 3
dies 1 quatre dies de descans o bé durant 7 dies 1 7 dies de descans) a 30 malalts de Gaucher
de tipus I durant 6 mesos. En 20 pacients es va observar un augment de 1’activitat de la
GCase, pero unicament en 1 pacient es van observar millores cliniques significatives. Per
tant, nous estudis 1 compostos, seguint aquesta linea, son necessaris per tal de trobar noves

xaperones farmacologiques per al tractament de la GD.
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Tenint en compte les limitacions que presenten totes les aproximacions terapeutiques per
al tractament de les LSDs, s’ha descrit recentment una série d’estudis per tal de millorar

I’eficacia de la ERT utilitzant xaperones farmacologiques.™

plasma membrane

h recombinant
Golgi enzyme
apparatus b

-
early/late
endosome / \ effects of

chaperones on:
O Uptake
,1 ( Lysosomal
Trafficking
Enzyme
Q @“_ Stability
early
endosome

lysosome

—

W mannose-6-phosphate receptor

chaperone

Figura 1.41. Efecte d’una Xaperona farmacologica sobre un enzim recombinant. Figura
extreta d’un article de Parenti.”

Un estudi fet en animals model de la GD van trobar que després de 1’administracié de
I’aglucerasa (Ceredase”), només recuperaven una part d’aquesta (50-70%) en el fetge i en la
melsa.'*® Aixd esta d’acord amb que una part de I’enzim es desnaturalitza durant el seu
transport cap el lisosoma 1 podria afectar a 1’eficacia de la ERT. Per tant, si es protegeix
d’alguna forma a la GCase recombinant enfront les condicions desnaturalitzants es podria
augmentar ’eficacia de la ERT 1 no seria necessari administrar unes dosis tan elevades del

farmac (Figura 1.41).

Encara que la terapia basada en la utilitzaci6 de xaperones farmacologiques es relacioni
amb ’efecte estabilitzador que tenen les xaperones a 1’unir-se amb 1’enzim mutant, s’ha vist
que també poden tenir un efecte en enzims wt (wild-type, tipus salvatge). En estudis recents
han vist que en la pre-incubacié de la GCase recombinant amb la isofagomina augmenta
’estabilitat de I’enzim en presencia de condicions desnaturalitzants com el pH neutre o la

desnaturalitzaci6 térmica.®>!4¢
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The objectives of the present thesis are
the following:

(1) The synthesis and biological
evaluation of two cyclohexane epoxides,
cyclophellitol (1) and its epoxide
diastereomer,  (1R,65)-epi-cyclophellitol
(2).

(2) The synthesis of four families of
C;N  aminocyclitols, having different
degrees of structural similarity with the
natural substrate GluCer.

(3) The synthesis of new aminocyclitols
based in the structure of the previously
described aminocyclitol A-C9. These
include the compounds resulting from the
inversion of the configuration at Cl1
position or C2 position and the
replacement of hydroxyl at C2 position
with an alkoxy group. Depending on the
results of the biological testing of these
compounds, new analogues will be
designed and synthesized, and their effect

on recombinant GCase will be evaluated.

(4) The synthesis of new families of

bicyclic  isoureas and  guanidines
derivatives having a relative trans or cis
disposition between the C3a and C7a
substituents to explore their effects on
GCase activity.

(5) Evaluation of these compounds as
inhibitors of recombinant GCase, other
glycosidases, and GCS. Study the effect of
the active compounds on the stabilization
of recombinant GCase activity against
thermal denaturation, to assess the
potential of these compounds as
pharmacological chaperones.

(6) Evaluation of selected compounds
as inhibitors of GCase in wild-type human
fibroblasts and exploration of the
therapeutical potential as pharmacological
chaperones in human lymphoblasts
derived from Gaucher patients
homozygous for N370S or L444P variants
by determining the GCase activity

enhancement after intact cell incubation

with the compounds.






2. Objectius

Amb els precedents presentats al capitol d’Introduccié i1 a partir de dades conegudes
anteriorment en el nostre grup de recerca que mostraven que les scyllo-inosamines, com el
A-C9, son uns inhibidors selectius de la GCase i1 presenten una activitat xaperona
prometedora, 1’objectiu principal d’aquest treball és el disseny i la sintesi de nous potencials
inhibidors de la GCase que actuin com a xaperones farmacologiques, especialment sobre

variants neuronopatiques.

OH

HO:(j:NHCgHm
HO OH

OH
A-C9

Per aquestes raons, els objectius i I’estructuracio del treball van ser els segiients:

1. Sintesi dels epoxids ciclofelitol i (1R,6S5)-epi-ciclofelitol i avaluacié com a inhibidors
irreversibles de la GCase recombinant (imiglucerasa) 1 la f-glucosidasa

d’Streptomyces sp. wt.

OH OH
HO,, HO,,
@ o
HO Y HO Y
OH OH
ciclofelitol 1R-6S-epi-ciclofelitol

2. Sintesi d’una familia d’aminociclitols C;N, relacionats estructuralment amb la GlcCer,

el substrat natural de la GCase.

p

OH
HO,,, R,
HO” ™ R1
OH
R4, R, = NR, OH
R = H, alquil, arilalquil
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3. Sintesi d’una série d’analegs de 1’aminociclitol A-C9 per tal de millorar la seva
activitat inhibidora. S’estudiara la importancia que té la configuracio dels centres C1 1
C2 en la inhibicid de la imiglucerasa i s’intentara millorar la seva activitat inhibidora
amb la substitucié del grup hidroxil de la posicié C2 per un grup O-alquil. En funcio

de les activitats obtingudes amb aquests aminociclitols es sintetitzaran nous analegs.

HO” R,
OH
R1, R2 = NR3R4, OR5
R3, R4, R5 = H, anUII

4. Disseny 1 sintesi d’'una nova familia de ciclitols amb estructura biciclica formats per
un anell polihidroxilat de 6 baules fusionat amb una isourea o una guanidina ciclica de
5 baules. S’estudiara la importancia que té la configuracio dels centres C3a i C7a en

’activitat inhibidora de la imiglucerasa.

OH R
HO/,, 3§¢N
>=NR,
HO” Y 7a X
OH
X=NH, O
R = H, alquil
R4 = alquil, arialquil

5. Estudi de D’activitat de tots els compostos sintetitzats sobre la GCase recombinant
(imiglucerasa), aixi com la seva selectivitat per aquest enzim. D’alguns dels
compostos que presentin una activitat inhibidora significativa sobre la GCase
recombinant, s’estudiara el seu efecte sobre la pérdua de I’activitat d’aquest enzim en

condicions de desnaturalitzacio térmica.
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6. Determinacio de la inhibicido de la GCase en fibroblasts wt (en cel-lules intactes) i
exploracio del potencial terapeutic dels inhibidors de la GCase identificats. En concret
es dura a terme 1’estudi del comportament com a xaperones farmacologiques d’alguns
dels compostos en limfoblasts de malalts de Gaucher amb les dues mutacions més

freqiients en el gen que codifica la GCase (N370S 1 L444P).

55






Resultats 1 Discussio






3. Ciclofelitol 1 (T1R,68 )-epi-ciclofelitol

3.1 Infroduccidé i objectius

3.2 Sintesi dels epoxids ciclofelitol (1) i (1R,6S)-epi-ciclofelitol (2)

3.3 Estudis d'inhibicié enzimatica dels epoxids 1, 2 i el CBE
3.3.1 Inhibicié de la imiglucerasa i la 3-glucosidasa Bgls d’'Streptomyces sp.
pels epoxids 1,2 i el CBE

3.3.2 Inhibicié de diverses glicosidases pels epoxids 12






Covalent inactivators of glycosidases
are a class of molecules that ablate the
enzyme activity through the formation of a
covalent bond between the enzyme and
some functionality on the inactivator. In
this way, some cyclohexane epoxides may
act as specific inhibitors of glycosidases
because of their resemblance to true
sugars and by the irreversible formation of
bonds at the active site of the enzyme.

(+)-Cyclophellitol (1) is a cyclitol
isolated from the culture filtrate of the
mushroom Phellinus sp. It has been found
to be a highly specific and an effective
irreversible inactivator of p-glucosidases
and also to inhibit human GCase.

Interestingly, the unnatural (+)-(1R,6S5)-
epi-isomer 2, which has an o-epoxide
configuration, displays potent

a-glucosidase inhibitory activity.

The synthesis of a pf-glucosidase
inhibitor cyclophellitol (1) and its epoxide
diastereomer,  (1R,65)-epi-cyclophellitol
(2) is described from a common
intermediate ((-)-1-O-Pivaloyl-conduritol
B).

Epoxide 1 has been shown to be a
potent irreversible inhibitor of
imiglucerase and f-glucosidase Bgl; from
Streptomyces sp. according to pseudo-
first-order kinetics with inactivation
constants of Ki=2 uM, ki=1.2 min”! for
imiglucerase and Ki=360 puM, £=0.79
min" for the p-glucosidase Bgl; from
Streptomyces sp. The irreversibility of the
inhibition by these compounds was

evidenced by the lack of reactivation upon

dialysis of the inactivated enzyme.






3.1 Ciclofelitol i (1R,6S)-epi-ciclofelitol Resultats i Discussio

3.1 Introduccid i objectius

El ciclofelitol (1) és un carbasucre analeg de la A-D-glucopiranosa amb una funcid
Sepoxid entre les posicions C1 i C6 (Figura 3.1)."*” Aquest epoxid va ser aillat del cultiu
d’un fong, Phellinus sp., en el 1989 per Atsumi i col-laboradors'*® i sha descrit com un dels
més potents i selectius inhibidors irreversibles de I’enzim S-glucosidasa d’ametlla.'*” També
es comporta com un potencial agent terapeutic contra el virus HIV 1 contra determinats
processos de metastasis.'*’

Per altra banda, el seu diastereoisomer no natural, 1’(1R,6S)-epi-ciclofelitol (2) €s un
potent inhibidor irreversible de 1’a-glucosidasa de llevat (ICs0=23 pg/mL), perd també
inhibeix la A-glucosidasa (15% d’inhibicié a una concentracié de 80 pg/mL)."”'™> Aixi
mateix, s’ha trobat que aquest epoxid és un inhibidor de metastasis experimental, mentre que
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el ciclofelitol no va ser actiu sota les mateixes condicions. "

OH

OH

HO,, HO,, HO,
(oo B

HO . HO Y HO ;

(:)H OH OH

epoxid de conduritol B ciclofelitol (1R,6S)-epi-ciclofelitol
(CBE) 1 (2)

Figura 3.1. Estructures dels epoxids 1, 2 i CBE.

L’epoxid de conduritol B (CBE) també s’ha descrit com a inhibidor irreversible de
[-glucosidases, perd la simetria que presenta aquest compost fa que sigui un inhibidor tant
d’a-glucosidases com de B-glucosidases.'> Per aquest motiu, es va pensar que un derivat del
CBE amb un grup hidroximetil, analeg al grup hidroximetil en C5 de la glucosa, seria més
selectiu 1 millor inhibidor de les f-glucosidases. Efectivament, el ciclofelitol va resultar ser

un inhibidor més potent i selectiu de les S-glucosidases que el CBE.'*

El mecanisme proposat per a aquests tipus d’inhibidors irreversibles es mostra a la Figura
32.°M5% En la primera etapa té lloc la formacié d’un complex no covalent
enzim-inhibidor amb una constant d’equilibri K;. A continuacid, 1’epoxid €s protonat per un

residu acid del centre actiu de I’enzim 1 alhora rep I’atac nucleofilic per part del residu
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carboxilat que actua com a nucleofil en el centre actiu. Aquest procés condueix a la formacio

d’un intermedi covalent enzim-inhibidor amb una constant de velocitat £;.

I I (i
é OH OH ¢
OH
H—0" N 00" X
5
k HO
' o Ho
OH
OH ™
e'o (o)
\040 \040
tnnm T
e
OH ennn
eo
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HO H—O \C °©
HO \C40 |
OH\ | T
b
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Figura 3.2. Mecanisme proposat per a la inactivacio (a) de la f-glucosidasa pel ciclofelitol i
(b) de I’a-glucosidasa per I’(1R,65)-epi-ciclofelitol.*"-**

A la Taula 3.1 s’indiquen alguns dels parametres cinétics per a la inactivacio de diverses

: : L s 1o 34,140,151
glucosidases descrits per a aquests epoxids.”™ ™

Si comparem els valors del quocient £i/Kj, el qual permet estimar I’eficacia que presenta
un inhibidor irreversible, el ciclofelitol és 92 cops més potent que el CBE davant la
[-glucosidasa d’ametlla 1 I’(1R,6S5)-epi-ciclofelitol és 2400 cops més potent que el CBE

davant I’a-glucosidasa de llevat.
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5 TR . o . . . 34,140,151
Taula 3.1. Parametres d’inactivacio descrits dels epoxids 1, 2 i CBE sobre diversos enzims.” ™

Inhibidor Enzim K; ki ki/ K;
irreversible (mM) (min")  (min'mM™)
a-glucosidasa (llevat) 25 0.16 6.4x107
CBE [-glucosidasa (ametlla) 1.7 0.13 7.6x107
GCase (placenta) 0.16  0.05 3.1x10"
. . [-glucosidasa (ametlla) 0.34 2.38 7
CICI?f§11t01 f-glucosidasa (Thermotoga maritima)  0.015 0.26 17.3
[S-glucosidasa (Agrobacter sp.) 0.055 1.26 23
(R, 6S)_e}(7§)c iclofelitol a-glucosidasa (llevat) 0.027  0.40 15.4

Com es podra veure en el segiient capitol d’aquesta memoria, 1’(1R,65)-epi-ciclofelitol va
ser un dels intermedis necessaris per a la preparacid d’una nova familia d’aminociclitols
C;N. Aixi mateix, un precursor del ciclofelitol també ho va ser. Per aquest motiu, es va
decidir sintetitzar-los per al posterior estudi de les seves activitats sobre la imiglucerasa i una
S-glucosidasa intracel-lular (Bgls) d’Streptomyces sp.

Aixi mateix, es va avaluar la selectivitat que presentaven, especialment en el cas del
ciclofelitol, per I’enzim f-glucosidasa en fibroblasts wt d’humans (cél-lules intactes) i en

homogenats de lisats de cel-lules.

3.2 Sintesi dels epoxids ciclofelitol (1) i (1R,4S)-epi-ciclofelitol (2)

A la literatura s’han descrit diverses metodologies per a la preparacid del ciclofelitol
47156163 § e 1°(1R,65)-epi-ciclofelito],5153:155.160.164.165

En la sintesi del ciclofelitol, segons la bibliografia, s’utilitzen dues estratégies per a la
formacié de D’epoxid: una substitucid nucleofilica intramolecular o bé I’epoxidacid de
I’alque precursor. Ara bé, només I'ultima estratégia ens permet obtenir els dos epoxids amb
poques modificacions en la ruta sintética. D’aquesta forma, 1’accés selectiu a cada
diastereomer a partir d’un mateix intermedi ¢és possible si s’escullen les condicions
apropiades i els grups protectors dels grups hidroxil per tal de controlar 1’estereoquimica de
I’epoxidacid.

D’altra banda, en el nostre grup de recerca s’havia optimitzat'® les primeres etapes de la
ruta sintética descrita per Trost i col-laboradors'® i es va decidir utilitzar-la per tal de
preparar els dos epoxids. L’esquema retrosintetic dissenyat seguint aquesta metodologia

queda resumit a la Figura 3.3.
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OH OH OH OH
HO,, BnO,, HO,, HO,,.
o0 — o0 —— :(
HO” ™ BnO” ™ HO” ™ HO” ™
OH OBn OH OH
(+)-1 (+)-18 (+)-10 (+)-2
O OAc OPiv OPiv
WOAc WOAc WOH
—— — O &—
" YOAc v~ YOAc ~" YOH
o) OAc OAc OH
(+)-3 (-)-4 (-)-5

Figura 3.3. Analisi retrosintética per a I’obtencio del ciclofelitol (1) i de I’(1R,65)-epi-ciclofelitol (2).

El tetraacetat racemic (£)-3, es va obtenir a partir de la p-benzoquinona en tres passos
sintétics (Figura 3.4) segons la metodologia descrita per Guo i col-laboradors,'®” perdo amb
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les modificacions que van descriure després Trost i col-laboradors ™ en el darrer pas sintétic.

0 OAc OAc OPiv
a b c T OAc d A OAc ) \\\OAC
1 Vs _ +
“OAG ""OAc T TOAc
0) OAc OAc OAc
p-benzoquinona (#)-3 (+)-3 (-)-4

a) Br,, CH,Cly; b) NaBH,4, Et,O/H,0, 64%; ¢) Ac,0, K,COs, AcOH, 170 °C, 69%; d) lligand (R,
R), [n3-C3H5PdC1]2, THAB, tC4HsCO,H, NaOH, H,0, CH,Cl,, 44%, >96% ee.

Figura 3.4. Sintesi del pivalat (-)-4 a partir de la p-benzoquinona.'®*'%¢1%%

En T’actualitat, la resolucié d’una mescla racémica ¢és el metode més utilitzat per a
I’obtencid a gran escala de productes oOpticament purs. Malauradament, té una limitacio
important que ¢s el baix grau de conversio que es pot arribar a assolir, com a maxim un 50%
de I’enantiomer desitjat, a partir d’'una mescla racémica. La resolucid cinetica és un dels
metodes que hi ha de resolucid on un agent quiral reacciona amb els dos enantiomers de la
mescla racémica amb velocitats diferents i, al final, I’enantiomer que s’obté com a producte

¢s el qui tingui una velocitat de reaccido més rapida.
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El pivalat (-)-4 es va obtenir per resolucid cinetica del tetraacetat racemic (£)-3 (Figura

3.4 a) segons la metodologia descrita per Trost i col-laboradors,'®*'®®

perd amb algunes
modificacions que s’havien fet en el nostre grup de recerca.'®® Aquesta reaccié pot
racionalitzar-se a través d’un procés ciclic format per quatre etapes ben diferenciades:
complexacio del Pd(0) a I’olefina, ionitzacido d’un bon grup sortint (grup acetil) per la cara
oposada a la del complex de Pd formant-se un intermedi m—al-lilpal-ladi (II), addicié del
nucleofil sobre I’intermedi n—al-lilic per la cara oposada al Pd 1 la descomplexacio del Pd

donant lloc al producte i al complex inicial de pal-ladi que retorna al cicle catalitic, tal 1 com

es mostra a la Figura 3.5 b.

a) b)
OAc
AcO. ~
Rapida /|_* ] (
AcO™ ; \ AcO_~ Pd—L* RO/Q\NU ‘
OAc { Descomplexamo Complexacio
(-3 AcO™
OAc
v ! '
AcO,, Lenta
Nucleofil
AcO : @ L @ L*‘J lonitzacio
A Nu
OAc OPiv Addicio
(+)3 AcO_~ L
AcO" ;
OAc

Figura 3.5. a) Obtencié del pivalat (-)-4 per resolucio cinética (KAT, kinetic asymmetric
transformation) del tetraacetat (+)-3. b) Mecanisme de la KAT.

Com es pot veure a la Figura 3.5 i d’acord amb Trost i col-laboradors,'®*'®®

segons el
lligand utilitzat (en aquest cas la diamida R,R, veure Figura 3.6) la velocitat de formacio del
complex olefina-catalitzador i de reaccid d’aquest complex amb el nucleofil sera diferent per

als dos enantiomers.

Aixi doncs, per dur a terme la resolucid cinetica del tetraacetat racemic (£)-3 es va
sintetitzar el lligand (R,R) i el catalitzador [n’-C3HsPdCl],'® es va preparar in situ (Figura
3.6), obtenint aixi un millor rendiment en la reaccid. A més, es va utilitzar com a nucleofil

I’acid pivalic 1 1’aveng de la reacci6 es va seguir per HPLC en fase quiral.
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/\/SiMe;;

>

CH,CN

Q
)
\<<Q_
N}

PACL,(CH,CN), 25°C

o)
o) O

OH DMAP, DCC NH HN
H,N  NH, PPh; CH,Cl, PPh, Ph,P
lligand (R,R)

Figura 3.6. Sintesi del catalitzador [n’-CsHsPdCl],i el lligand (R,R).

Un cop separats el pivalat (-)-4 1 ’enantiomer (+) del tetraacetat 3 que queda sense
reaccionar per cromatografia en columna flash, es van hidrolitzar els grups acetil del
compost (-)-4 amb hidroxid amonic i es va obtenir el triol (-)-5 amb un rendiment quantitatiu
(Figura 3.7).'” Malauradament, la proteccié del tres alcohols del compost (-)-5 en forma
d’¢ter benzilic, tal i com ho descriuven Trost i col-laboradors (BusNI, BnBr, KH,

dimetoxieta),'®

no va ser possible degut a la labilitat del grup pivaloil en aquestes
condicions. Cal destacar que es van provar altres condicions de reaccid (CF;SOsH,
BnOC(=NH)CCI;, tamis molecular, CH,Cl, o dioxa com a dissolvent; BnBr, Ni(acac),,
DMF, 50 °C; BuyNI, BnBr, KH, DMF, tamis molecular), perd no es va obtenir el producte
desitjat en cap cas. En aquest punt, es va optar per canviar de grup protector i es van protegir

els alcohols del triol (-)-5 en forma d’éter metoximetilic (MOM) i es va continuar amb la

ruta sintética que descriu Trost i col-laboradors'® amb el compost (-)-6 (Figura 3.7).

OPiv OR OH OH
WOR @omom 4 MOMO,, o HO,
z OR H OMOM MOMO Y HO Y
OR OMOM OMOM C_)H
(-)-5: R=H a ()FT:R=H ] _
(-r6: R=MOM ~] (1:8: R=CH,SnBu, < © ()9 (+)-10

a) MOMBEY, iPr,NEt, DMF, 75 °C, 3 h, 73%; b) NaOCH;, MeOH, 14 h, 94%; c) KH, Bu;SnCH,I,
dimetoxieta, 2 h, 79%; d) 1. nBuLi (1.5 eq), THF, -78 °C, 5 min; 2. NH4ClI sat., -78°C, 86%;
e) CH3COCIl, MeOH, 40 °C, 1 h, 99%.

Figura 3.7. Sintesi del tetraol (+)-10 a partir del pivalat (-)-5.
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Un cop hidrolitzat el grup pivaloil del compost (-)-6, es va fer protegir 1’alcohol del
producte resultant i es va obtenir el compost (-)-8 (veure Figura 3.7). En I’etapa segiient, es
va dur a terme una transposicié 2,3-sigmatropica'”® (transposicié de Wittig) utilitzant 1.5
equivalents d’»n-BuLi i1 es va obtenir 1’alcohol (+)-9 (veure Figura 3.8) d’acord amb la
metodologia descrita per Still que utilitza 1’¢ter tributilstannilmetilic de 1’alcohol com a

precursor de I’intermedi anionic actiu en la transposicio (reaccié d’Still-Wittig).'”!

Cal afegir
que, per tal d’evitar la formacid de subproductes, s’han d’extremar els controls de
temperatura 1 temps de reaccio. A més, es va utilitzar la meitat d’equivalents d’z-Buli que
descrivien Trost i col-laboradors en la seva ruta sintética.'® Finalment, 1’eliminaci6 dels

grups MOM en medi acid va conduir a I’obtenci¢ del tetraol (+)-10 (veure Figura 3.7).

OCH,SnBus OMOM ¢
\OMOM  BuLi /X OMOM o
_— — O\e — N
- MOMO ; /
Y OMOM Bu,Sn MOMO

= OMOM

OMOM OMOM
(-)-8 - l N

on MOMO Oe QOMOM
.
MOMO,,, H o O/\Z\_
- \ E OMOM —
OMOM

MOMO : OMOM

(+)9 OMOM OMOM |

Figura 3.8. Obtenci6 de 1’alcohol homoal-lilic (+)-9 a partir de (-)-8 per transposicid 2,3-sigmatropica.

Les dades espectroscopiques del tetraol (+)-10 coincidien amb les descrites a la

. 162,172
literatura,

descrits ([a]p+120.9 (¢ 1.1, MeOH); 1it'** [a]p-13.4 (¢ 1.1, MeOH)). Per aquest motiu, abans

perd el nimero 1 el signe del poder rotatori eren diferents als que hi havien

de continuar amb la ruta sintetica, es va plantejar la sintesi dels compostos 11-14, els qual

. , . 162,163,173
estaven descrits també a la literatura """

a partir del tetraol (+)-10 (Figura 3.9), per tal de
comprovar si algun procés imprevist havia donat lloc a un producte inesperat i1 diferent del
descrit per Hansen i col-laboradors.'®® Aixi mateix, es va considerar interessant sintetitzar el
compost (-)-11 seguint la mateixa seqiiencia que pel compost (+)-11 i, d’aquesta forma,
determinar la puresa enantiomerica del producte final. Per a la sintesi de I’enantiomer (-)-11,

es va utilitzar el lligand (S,S) en la resolucid cinética 1 es va obtenir el pivalat (+)-4, a partir

del qual, es va preparar el tetraol enantiomeric (-)-10. Amb la sintesi d’aquests compostos es

69



Resultats i Discussio 3.1 Ciclofelitol i (1R,6S)-epi-ciclofelitol

va determinar 1’excés enantiomeric (97% ee) 1 es va confirmar I’estereoquimica del compost

(+)-10 donat que estan descrites les condicions de separacio dels dos enantidomers per HPLC

. 1
en fase quiral.'®

(-)-3
+
OPiv _/OH _/OBz
~»0Ac __ HO__~ b BzO -~
] OAc HO™ BzO"
OAc OH OBz
(+)-4 (-)-10 (-)-11
OAc OPiv OH OBz
i WOAc 4 @;\OAC—’ HO:ES b BZO:(S
v "OAc v "OAc HO” ™ BzO™ Y
OAc OAc OH OBz
(#)-3 (-)-4 (+)-10 (+)-11
+
C
(+)-3
Ph,, ro OH
O, e HO:(S
RO ™ BnO”
OR OBn
d I: (+)-12: R:H (+)_14
(+)-13: R=Bn

a) Ref. "' Iligand (R, R) per a (-)-4 i lligand (S, S) per a (+)-4; b) BzCl, piridina, DMAP, CH,Cl,, 18 h,
64% ((+)-11), 66% ((-)-11); c) PhCH(OMe),, acid p-toluensulfonic, DMF, 60 °C / 15-20 mm Hg, 5 h,
78%; d) NaH, BnBr, DMF, 1 h, 77%; e) 80% aq. CH;CO,H, 40 °C, 90 min, 74%.

Figura 3.9. Compostos sintetitzats per tal de confirmar I’estereoquimica del tetraol (+)-10.

Un cop confirmada I’estereoquimica del tetraol (+)-10, es continud amb la ruta sintética a
partir d’aquest intermedi per a 1’obtencio del ciclofelitol i I’(1R,6S)-epi-ciclofelitol.

Per una banda, es va protegir selectivament 1’alcohol primari del tetraol (+)-10 com a
TBDPS o tritil éter (compostos 15 1 16) 1, a continuacio, els tres alcohols restants es van
protegir en forma d’¢ter benzilic (Figura 3.10). Un cop desprotegit 1’alcohol primari,

156,157,163

I’epoxidacié de 1’alqué resultant (+)-17, seguint les condicions descrites a la

literatura,*"'%*'% dona majoritariament 1’epoxid (+)-18 degut a I’efecte director del grup
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hidroxil homoal-lilic en la formacié d’aquest epoxid. Finalment, la desproteccio de tots els
grups benzil de I’epoxid (+)-18 per hidrogenolisi dona el ciclofelitol (1).""'¢!-1

Per altra banda, 1’epoxidacio del tetraol (+)-10 utilitzant les condicions descrites a la
literatura (MCPBA 1 com a dissolvent acid acétic), ens va permetre obtenir 1’epoxid 2

((1R,6S)-epi-ciclofelitol, Figura 3.10)."°*!%

OH OR OH
HO,,, 5 a HO, \/E BnO,, {
HO : HO : BnO Y
OH OH b

C:)Bn

(+)-10 (FPASRETT ——">= 1147
(+)-16: R=TBDPS——
f d
OH OH OH
HO,, HO,, o BnO,.
{0 oO~—— o)
HO” ™ HO” ™ BnO” ™
OH OH OBn
(+)-2 (+)-1 (+)-18

a) Tetrafluoroborat d’N-tritilpiridina, CH;CN/DMF (20/1), 12 h, 77% (15); TBDPS-CI, imidazole,
DMAP, DMF, 45 °C, 2 h, 83% (16); b) 1. BnBr, NaH, DMF, 0 °C, 2 h; 2. Acid p-toluensulfonic,
DCM/MeOH, (1/4), 2 h, 88%; c) 1. BnBr, NaH, DMF, 0 °C, 86%, 2. TBAF, THF, 40 °C, 2 h, 90%;
d) MCPBA, CH,Cl,, 18 h, 70%; e) H;, (1 atm), Pd/C, THF, 14 h, 91%; f) MCPBA, CH3CO;H, 16 h,
78%.

Figura 3.10. Obtenci6 dels epoxids 1 (ciclofelitol) 1 2 ((1R,6S5)-epi-ciclofelitol) a partir del tetraol (+)-10.

3.3 Estudis d'inhibicié enzimatica dels epoxids 1, 2 i el CBE

Com ja s’ha esmentat a la introduccié d’aquesta memoria, el ciclofelitol (1) i I’(1R,65)-
epi-ciclofelitol (2) han estat descrits com a inhibidors irreversibles de f- 1 a-glucosidases,
respectivament. No obstant, el ciclofelitol és molt més selectiu que el seu diastereomer, el
qual ha estat descrit com a inhibidor irreversible de I’a-glucosidasa de llevat (ICsy=23
pg/mL), perod també presenta activitat inhibidora de la f-glucosidasa (15% d’inhibicié a una

concentracié de 80 pg/mL).">"'>
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3.3.1 Inhibicié de la imiglucerasa i la B-glucosidasa Bgls d'Streptomyces sp.
pels epoxids 1,2 i el CBE

Es va estudiar la inhibicid de la imiglucerasa pels epoxids 1 (ciclofelitol), 2 ((1R,65)-epi-
ciclofelitol) 1 el CBE (epoxid de conduritol B). L’ultim epoxid ha estat descrit com a

inhibidor irreversible de f-glucosidases, perd és menys potent i1 selectiu que el

ciclofelitol. 14135174

En primer lloc es va fer una pre-incubacié durant 5 minuts de la imiglucerasa amb
diferents concentracions de cadascun dels inhibidors. A continuacio, es va afegir el substrat

(4-metilumbel-liferil f~D-glucopiranosid), es va fer una altra incubacié durant 10 min i, per

ultim, es va mesurar I’activitat enzimatica (veure part experimental).

a) b)
100 100 -
80 80
9 =
= &
© 60 ~ 60 -
o Q
2 S
€ 40 2 40 -
£
—a— CBE
20 —a— 1R,6S-epi-ciclofelitol 20 -
—a— ciclofelitol
0 T T T T T T 1 0 L) T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 0 05 1 1.5 2 25 3
[Inhibidor] (uM) (1] (um)

Inhibidor | ICs, (uM)

1 0.3
2 24.1
CBE 33.1

Figura 3.11. Inhibicié de la imiglucerasa després de 5 min de pre-incubacié amb
a) ciclofelitol, (1R,65)-epi-ciclofelitol i I’epoxid de conduritol B i b) ciclofelitol.

Com es pot observar a la Figura 3.11, tal i com era d’esperar, el ciclofelitol a
concentracions de 1’ordre nM inhibeix la imiglucerasa i es va obtenir una ICsy de 304 nM,

que ¢s 801 110 cops més petita que la de I’epoxid 2 i el CBE, respectivament.
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Els inhibidors irreversibles donen lloc a una inhibicid depenent del temps i, per aquest
motiu, la seva potencia no pot ser caracteritzada mitjancant la determinacié del valor de 1Csy.
Aix0 és degut a que la quantitat d’enzim actiu a una concentracié donada d’inhibidor

irreversible sera diferent depenent del temps de pre-incubacié de 1’inhibidor amb I’enzim.

Tenint en compte ’assaig anterior, es va realitzar una incubacié de la imiglucerasa amb
quatre concentracions diferents de cadascun dels epoxids on s’havia observat entre un 30 1
70% d’inhibicié. Es van agafar aliquotes a diferents temps d’incubacié (0, 1, 2, 3,4,519
min) 1, després d’incubar-les amb el substrat (4-metilumbel-liferil #-D-glucopiranosid), es va
quantificar la 4-metilumbel-liferona formada per tal de mesurar la pérdua d’activitat
enzimatica amb el temps (veure part experimental).

Aquests inhibidors segueixen una cinética de primer ordre amb la segiient equacio:**'*°

K; (constant d’inhibicid): indica 1’afinitat de I’inhibidor per

1 K; 1 I’enzim

Kobs kil ki ki (constant de velocitat d’inactivacio)

Kobs (constant de velocitat aparent de primer ordre)

Els valors de les Kqps s’obtenen de la representacio del logaritme de 1’activitat residual
(-In (v/v,)) en funcid del temps d’incubacid a una concentracié constant d’inhibidor. Segons
I’equacid anterior, si representem 1’invers de la K., front I’invers de la concentraci
d’inhibidor, s’obté una recta que permet determinar els valors de la constant d’inhibicio i la
velocitat de desactivacio. La interseccid de la recta representada amb I’eix de les ordenades
dona el valor d’1/k; 1 el valor de la interseccidé amb 1’eix de les abscisses dona el valor de
-1/K;. El quocient entre les dues constants (ki/K;) permet estimar I’eficacia que presenta un

inhibidor irreversible. Quant més gran €s aquest quocient, més efectiu és I’inhibidor.

A la Figura 3.12 es mostren les grafiques obtingudes per a la determinacio de les constants

cinetiques per al ciclofelitol 1 I’(1R,65)-epi-ciclofelitol.
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Figura 3.12. a) Inactivaci6 de la imiglucerasa pel ciclofelitol (1); b) Inactivacio de la
imiglucerasa per I’(1R,6S)-epi-ciclofelitol (2).

Com es pot veure a la Taula 3.2, el ciclofelitol és un inhibidor irreversible molt efectiu de
la imiglucerasa amb un valor del quocient 4/K; de 703 min™ mM™. Si comparem els valors
dels quocients ki/K; obtinguts pels tres inhibidors, el ciclofelitol és quasi 90 cops més efectiu

que els altres dos epoxids.

Taula 3.2. Parametres cinétics per a la inactivaci6 de la imiglucerasa i la S-glucosidasa Bgl;
d’Streptomyces sp. pels epoxids 1 (ciclofelitol), 2 ((1R,65)-epi-ciclofelitol) i el CBE.

Imiglucerasa P-glucosidasa Bgl; d’Streptomyces sp.
Inhibidor | 1C® ki Ki ki K; ke K K/ K,
(uM)  (min™) (mM) (min’ mM") | (min") (@mM) (min' mM™")
1 0.3 1.2£0.2  0.002+0.0004 703+£66 0.794 0.36 2.22
2 24.1 83409 1.1+0.1 7.7+0.5 0.26 7.12 0.036
CBE 33.1 0.52+0.15 0.07+0.02 7.9+0.6 0.028 2.21 0.012

Per tal de confirmar que aquests inhibidors son irreversibles, es va estudiar 1’efecte que
tenia 1’eliminacidé de I’inhibidor després d’un temps d’incubacié amb 1’enzim. En el cas
d’inhibidors irreversibles la inhibicid es manté un cop retirat I’inhibidor, mentre que en el
cas dels inhibidors reversibles es recupera 1’activitat inicial de I’enzim no inhibit. Aixo es va
dur a terme mitjancant una dialisi posterior a la inhibici6 de la imiglucerasa en presencia dels
epoxids. Per a fer la dialisi es van utilitzar filtres Centricon (Ultracel® YM-30) i com es pot

veure a la Figura 3.13, els percentatges d’inhibicid tant abans com després de la dialisi son
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del 100%. Per tant, es pot concloure que els inhibidors son irreversibles 1 que probablement

formen un enlla¢ covalent amb I’enzim.

[ abans dialisi [ després dialisi

100 -

80 -

60 -

40

% inhibicio

20 A

1 2 CBE
(10 uM) (300 uM) (300 uM)

Figura 3.13. Efecte de la dialisi sobre Ia inhibici6 de la imiglucerasa pels epoxids.

Un altre metode que és ampliament utilitzat per confirmar la irreversibilitat dels inhibidors
¢s D’espectrometria de masses amb ionitzacidé per desorcid laser i assistida per matriu amb
analitzador de temps de vol (MALDI-TOF). En el cas d’un inhibidor irreversible, la
diferencia entre la massa molecular de I’enzim amb I’inhibidor unit covalentment i la massa
molecular de I’enzim sense I’inhibidor (Imiglucerasa: 60430 Da) ens dona 1’augment de
massa causat per la unid covalent de I’inhibidor a 1’enzim. Es va intentar fer amb el
ciclofelitol, perd va ser impossible veure una diferéncia tant petita (176 Da) degut a la baixa

sensibilitat de I’espectrometre utilitzat a masses tan altes.

Dr’altra banda es va estudiar la inhibici6 de la f-glucosidasa Bgls pels mateixos epoxids.
Aquest treball va ser realitzat al departament de Bioenginyeria de 1’Institut Quimic de Sarria

sota la supervisio del Dr. Antoni Planas.

La p-glucosidasa Bgls d’Streptomyces sp. és una proteina amb un pes molecular de 52.6
kDa que actua amb retencid de configuracié, pot hidrolitzar diversos disacarids i
oligosacarids i dur a terme reaccions de transglicosidaci.'” L’expressié i purificacié
d’aquest enzim es va fer seguint el procediment que descriuen Vallmitjana 1
col-laboradors.'”®

Un cop purificat I’enzim, es van fer uns estudis similars als que haviem fet per a la
imiglucerasa, perd en aquest cas es van agafar aliquotes de la mescla enzim-inhibidor 1

després d’incubar-les amb el substrat (5-D-glucopiranosid de p-nitrofenil), es va mesurar el
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p-nitrofenol format durant 5 min a 405 nm per tal de mesurar la pérdua d’activitat enzimatica

amb el temps.

A la Figura 3.14, es mostra la grafica obtinguda per a la determinacié de les constants
cinetiques per al ciclofelitol. Aixi mateix, també es va comprovar que 1’enzim roman inactiu

després d’una dialisi i, per tant, els inhibidors son irreversibles.
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g
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Figura 3.14. Inactivacio de la f-glucosidasa Bgls d’Streptomyces sp. pel ciclofelitol (1).

Com es pot comprovar a la Taula 3.2, el ciclofelitol també €s 1’inhibidor més efectiu de la
S-glucosidasa Bgl; amb el quocient ky/K; de 2.2 min” mM™. Si comparem els valors dels
quocients ki/K; obtinguts pels tres inhibidors, el ciclofelitol és aproximadament 183 1 61 cops

més efectiu que el CBE i I’(1R,65)-epi-ciclofelitol, respectivament.

3.3.2 Inhibicié de diverses glicosidases pels epoxids 1i 2

Es va estudiar la selectivitat que presentaven el ciclofelitol (1) i el seu diastereomer (2) per
la f-glucosidasa en cel-lules intactes (fibroblasts wt d’humans) i en homogenats de lisats de
cel-lules (fibroblasts wt d’humans). Aquests assaigs van ser realitzat en els nostres
laboratoris per la Dra. Meritxell Egido-Gabas.

Els resultats, que es recullen a la Taula 3.3, mostren que 1’(1R,65)-epi-ciclofelitol (2)
inhibeix tant a- com pf-glucosidases en cel-lules intactes i en homogenats, perd no va
presentar una inhibicid destacable sobre els altres enzims. En canvi, el ciclofelitol (1) dona
una major selectivitat i inhibicid de la f-glucosidasa. Aquest resultat esta d’acord amb el que

hi ha descrit a la literatura.'*'*°

76



3.1 Ciclofelitol i (1R,6S)-epi-ciclofelitol

Resultats i Discussio

Cal destacar que en cel-lules intactes, el ciclofelitol a una concentraciéo de 100 nM va

presentar unes inhibicions del 92 1 68% sobre la f-glucosidasa lisosomal 1 la f-glucosidasa

citosolica, respectivament. A més, en homogenats de cel-lules aquest epoxid a una

concentracio de 100 uM va inhibir completament la f-glucosidasa.

Taula 3.3. Inhibicio de diverses glicosidases en c¢l-lules intactes i en homogenats de lisats de
cel-lules pels epoxids 1 (ciclofelitol) i 2 ((1R,6S)-epi-ciclofelitol).

[a] % Inhibicié a 10 uM. [b] % Inhibicié a 0.1 pM. [c] % Inhibicié a 100 uM. [d] No

Ciclofelitol | (1R,6S5)-epi-ciclofelitol
[a] [a]
a-Glucosidasa fi[b] g(l)[b]
[a] [a]
[-Glucosidasa lisosomal 9992'%,] Elgi[b]
Cél'lul . L (@l (@l
ilftaclieess -Glucosidasa citosolica gé[b] Tg[b]
O[a] O[a]
o-Galactosidasa ott! ot!
8[a] 4[a]
-Galactosidasa bl ot!
o-Glucosidasa 13 80!l
BGlucosidasa 100! 100t
Homogenats - = =
a-Galactosidasa 18 18
S-Galactosidasa ol ol
MTT (1 dia) (fibroblasts) NTL NTL

presenten citotoxicitat a 300 pM.
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Aminocyclitols are a family of
compounds characterized by the presence
of a cyclohexane moiety with amino and
three or more hydroxyl substituents. These
compounds have found diverse
applications in medicinal chemistry as
antibiotics, glycosidase inhibitors,
modulators of sphingolipid metabolism,
and are used as pharmacological tools for
the study of inositol-related cellular
processes. In addition, the aminocyclitol
ring skeleton constitutes a structural
subunit of complex natural products such
as validamycins. In the naturally occurring
aminocyclitols, the  presence  of
hydroxymethyl side chain is common and
characteristic making them to be

designated as C;N-aminocyclitols.

A series of sixteen C;N aminocyclitol
derivatives belonging to four different
families were synthesized and evaluated
as glycosidase inhibitors. Their
configuration is governed by the regio-
and stereocontrolled epoxide opening of
hydroxyl protected forms of cyclophellitol
(1) and (1R,6S5)-epi-cyclophellitol (2).

Compounds 24a and 24b, analogues of
valienamine, were found to be potent
inhibitors of the a-glucosidase from
baker’s yeast with Kj near to 2 uM. On the
other hand, compounds 26b and 27b
exhibit a selective inhibition against
recombinant GCase with K; values of

83 and 9.1 uM, respectively.






4. Aminociclitols C7N Resultats i Discussio

4.1 Infroduccié i objectius

Els aminociclitols sén una familia de compostos amb unes interessants propietats
biologiques.'”” Des d’un punt de vista estructural, els aminociclitols sén compostos ciclics
amb tres 0 més grups hidroxil i amb un o més grups amino i sén presents en diverses
families de productes naturals i sintétics. Aquests compostos tenen aplicacions en quimica

8

médica com a antibiotics,'”® inhibidors de glicosidases,'” i moduladors del metabolisme

d’esfingolipids.'™®

Els aminociclitols naturals son metabolits secundaris que, en general, es troben com a
subunitats estructurals en alguns productes naturals més complexos. Com a derivats de
ciclitol, a més de tenir un o més grups amino, han de tenir present tres grups hidroxil en
cadascun dels cicles. Dins d’aquesta classe de productes naturals, es troben els aminociclitols
C7N,'"®! els quals tenen present un grup hidroximetil sobre un dels carbonis del sistema de

. g . .. 182 . .

ciclitol, com per exemple les validamicines, = que estan formades per una valienamina

unida a una validamina, valiolamina o hidroxivalidamina (Figura 4. 1).183

OR, OH
RO, Rs.,
noT s ',/N <" NH, HO™ ™" “NH,
OH OH 6H OH
Validamicines Valienamina R4=Ry=H Validamina
R4=0OH, R,=H Valiolamina
R1=H, R,=0OH Hidroxivalidamine

Figura 4.1. Aminociclitols C;N aillats de fonts naturals.

Durant els ultims vint anys, la sintesi de nous aminociclitols C;N i els estudis de les seves
activitats biologiques han estat objecte de molt interés donant lloc a un gran nombre de

treballs cientifics.'”® Entre d’altres, podem destacar la sintesi d’analegs nitrogenats de

184 d’ 186

. . 185 o g . .
diversos productes naturals, analegs de substrat *° o d’inhibidors d’enzims. ™ Dins

d’aquest camp de recerca, un gran nombre de families d’aminociclitols s’han sintetitzat

durant les ultimes décades i s’han estudiat les seves activitats biologiques."*"'*’

A I’any 1996, Ogawa i col-laboradors van descriure'*® una série d’N-alquil derivats de la

f-valienamina com a inhibidors de la GCase (Figura 4.2). L’inhibidor més potent
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d’aquesta serie va ser 1’ N-octil-f-valienamina (NOV) amb un valor de I1Csy de 0.03 uM. A

més aquest compost presenta activitat xaperona en fibroblasts de malalts de Gaucher amb

diverses mutacions. 5188

R=C,4Hg 11
R=CgH13 0.3
R=CgH47 (NOV) 0.03
R=C1oHa1 0.07

R=C14H29 0.12

N-alquil derivats de la valienamina R=C1gHs7 0.30

Figura 4.2. Inhibicié (en cursiva, valors de ICs//uM) de la GCase recombinant per
N-alquil derivats de la f-valienamina.

Com s’ha explicat a la Introduccid general d’aquesta memoria, el nostre grup de recerca
ha descrit diverses series d’inosamines com a inhibidors especifics de la GCase recombinant
(Figura 4.3).5%51 A més, alguns d’ells tenen un efecte protector sobre la imiglucerasa en
condicions de desnaturalitzacio térmica i presenten una activitat xaperona prometedora en
fibroblasts de malalts de Gaucher.?”'** Dins de les dues séries diastereomériques (séries C1
1 C2) descrites en aquests treballs, només amb els analegs que tenien els grups hidroxil i
amino en disposicid equatorial (série C1) es van obtenir uns resultats d’inhibici6 destacables

amb valors de ICsp entre 1.2 1 99 uM, en funcié del substituent R.

Série C1 Série C2

OH
HO,, “NHR
HO” ™ “OH

OH
R=H 5%lal R=H 10%e!
R=C,Hy  99.4 R=C,4Hq 9%
R=C,H,Ph 76.8 R=C,H,Ph 33%!
R:CSH17 157 R=C8H17 503

Figura 4.3. Inhibici6 (en cursiva, valors de ICsy/lIM) de la imiglucerasa per aminociclitols
de tipus insosamina. [a]: % Inhibici6 a 1 mM.""'™
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4. Aminociclitols C7N Resultats i Discussio

D’altra banda, les inosamines més actives de la série C1 van resultar ser les que contenien
amines alquilades i es va observar que el caracter inhibidor depenia de la longitud de la
cadena alquilica, sent directament proporcional a la longitud d’aquesta. A més, es va veure
que els compostos que tenien una cadena alquilica entre 8 i 10 carbonis eren els que
presentaven el millor balang entre la toxicitat i 1’activitat enzimatica. Aixi mateix, aquells
compostos de la série C1 amb un grup aromatic present en el substituent R també van
presentar una certa inhibicio de la imiglucerasa, encara que no es va observar una correlacid

estructura-activitat tan clara.

Tenint en compte I’estructura de raigs X de ’enzim i la conformaci6 que adopta la GlcCer

39,42 . 1 .
%42 es va comparar ’estructura tridimensional de la

131

quan s’uneix al centre actiu de la GCase,

GlcCer amb les inosamines de les series C1 1 C2 (Figura 4.4).

OH OH
HO:('):NHQHQ HO:@,OH
HO” ™~ “OH HO” ™" "NHC4Hq
OH OH
A (série C1) B (serie C2)

Figura 4.4. Superposicio de les inosamines de les séries C1 i C2 (en color) amb la GlcCer
(en gris). Figura extreta d’un article d’Egido-Gabas i col-laboradors."!

Es va observar que en les inosamines de la serie C1, tres dels grups hidroxil, els quals
adopten una disposicié equatorial, es superposen amb els de 1’anell de piranosid del substrat,
excepte el grup hidroximetil, que es superposa amb un dels grups hidroxil de la inosamina.
Aixi mateix, el grup amino de la inosamina adopta una disposicio espacial equivalent a la de

I’atom d’oxigen de la posicid anomeérica del substrat. Per altra banda,
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en la serie C2, el grup amino adopta una disposicié axial, i aixd comporta una menor
capacitat d’aquests analegs per mimetitzar al substrat natural de la GCase. Aix0 estaria
d’acord amb la manca d’activitat inhibidora trobada en aquesta tltima serie de compostos.
Per tal d’intentar millorar D’activitat inhibidora d’aquests compostos, va semblar
interessant sintetitzar quatre families d’aminociclitols C;N (on R=H, N-butil, N-octil i
2-feniletil) amb una estructura similar a les inosamines que s’havien descrit préviament, pero

substituint un grup hidroxil (encerclat a la Figura 4.5) per un grup hidroximetil.

GlcCer
(glucosilceramida)

Figura 4.5. Estructures dels aminociclitols C;N i la seva relacié amb aminociclitols descrits
préviament en el grup de recerca.

Atenent als precedents que s’han comentat, s’esperaria que aquests compostos, al tenir una
estructura més semblant a la del substrat natural (GlcCer), fossin reconeguts més
eficientment per la GCase i, per tant, presentessin una millor activitat inhibidora que les

inosamines préviament descrites pel nostre grup de recerca.'**"!

4.2 Sintesi dels aminociclitols C;N

4.2.1 Sintesi de I'epoxid tetra-O-benzil-epi-ciclofelitol (+)-19

La sintesi d’aquests nous aminociclitols es va plantejar a partir de reaccions d’obertura
regio- 1 estereoselectives dels epoxids tri-O-benzilciclofelitol (18) i1 tetra-O-benzil-epi-
ciclofelitol (19) estudiades préviament en el nostre grup de recerca amb derivats del CBE

(tri- 1 tetra-O-benzilats) (veure Figura 4.6)."3"-19%1%1
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OH
Ho:@:NHR
HO” > OH

OH

“ LiCIO; RNH, o NaN,

: O"

” NH,CI, RNH, o NaN; W

OH
Ho:(VJ,OH
HO” ™ “NHR

OH

HO/,/é\\\NHR

BnO/, BnO/,'
O
BnO Y
OBn OBn
R=H, Bn 18

condicions quelants

6H
obertura trans-diequatorial “

BnO,,,
1o
OBn

19

|

H

condicions no quelants
obertura trans-diaxial

HO,,.

HO

Figura 4.6. Analisi retrosintética per a I’obtencio dels aminociclitols C;N.

Tal i com s’ha indicat en el capitol 3, ’epoxid tri-O-benzilciclofelitol (18) es va preparar a

partir del (-)-1-O-Pivaloil-conduritol B ((-)-5) seguint una ruta sintética descrita per Trost 1

1 . .
col-laboradors'® amb lleugeres modificacions.

Per a I’obtencid de I’epoxid (+)-19 (tetra-O-benzil-epi-ciclofelitol), es van protegir els

quatre grups hidroxil de I’(1R,6S)-epi-ciclofelitol (2) (sintesi descrita en el capitol 3) en

forma d’&ters benzilics utilitzant les condicions descrites a la literatura'*>

(Figura 4.7).

a

OBn
BnO/,,

‘Y,
\\\

BnO Y
OBn
(+)-19

a) NaH, BnBr,

DMF, 52%.

Figura 4.7. Sintesi del tetra-O-benzil-epi-ciclofelitol (19) a partir de I’(1R,6S)-epi-ciclofelitol (2).
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Amb els epoxids (+)-18 i (+)-19 a les nostres mans, es van dur a terme les obertures regio-

1 estereoselectives per a 1’obtencio dels aminociclitols C;N.

4.2.2 Reaccions d'obertura dels epoxids 181 19
La reactivitat d’epoxiciclohexans, com per exemple el cis-4-benziloxi-1,2-epoxiciclohexa,

193,194

amb nucleofils ha estat molt estudiada per Chini i col-laboradors. En general, I’obertura

en aquests tipus de sistemes segueix la regla de Fiirst-Plattner,'”> segons la qual el producte
majoritari és el d’obertura rrans-diaxial de 1’epoxid."”® En sistemes amb flexibilitat
conformacional, en abséncia d’altres efectes externs, s’obté, de forma majoritaria o
exclusiva, els productes d’obertura frans-diaxial a partir de la conformacié més estable
termodinamicament. No obstant, la regio- 1 estereoquimica de 1’obertura dels epoxids pot ser

P sobre

controlada de diferents formes. En estudis duts a terme al nostre grup de recerca
derivats O-benzilats del CBE, es va aplicar un concepte desenvolupat previament per Chini 1
col-laboradors'” que es basa en I’activacié de ’epoxid i la restriccié conformacional del

ciclohexa de manera simultania mitjancant 1’us d’acids de Lewis com el LiClO4 (Figura 4.8).

OBn OR
RO
C2 0 OH BnO Nu
- n
BnO o Cl1 (')B — BnO OH
Bn n
OBn N OBn
R=H, Bn u A3
As R=H, Bn
/'.-'
BnO"
o O OBn z OH
/ L1C104 O Cl NU
BnO c1 OH BnO OH
BnO B O BnO
(+)-18 n OBn
L|---- OBn
@
/I\_I N
BnO s OBn
O OBn \
50 c1 /A oBn LiClO, /\o OBn oH
n - (
BnO
BnN < km BnO Nu
(+)_19 OBn OBn
BnO, L(? OBn OBn Nu
Nu

Figura 4.8. Obertura dels epoxids 18, 19 i derivats O-benzilats del CBE en presencia d’un acid de Lewis.

88




4. Aminociclitols C7N Resultats i Discussio

D’aquesta manera, s aprofita la capacitat del cati¢ Li" per a formar quelats amb els atoms
d’oxigen de 1’epoxid, dels eters benzilics 1 dels OH presents a la molécula, afavorint-se la
conformacié on els grups benziloxi es troben en disposicid axial (Al). En aquesta
conformacié de I’epoxid, I’obertura €s trams-diaxial i s’obté el producte amb tots els
substituents en disposicid axial (A2), que s’equilibra amb el conformer més estable, el qual
té els substituents en disposicio equatorial (A3). D’aquesta manera, s’obté formalment una

obertura frans-diequatorial de D’epoxid inicial.""

Aixi doncs, si es pot aplicar una
aproximaci6 semblant en 1’obertura dels epoxids 18 i 19, seria raonable esperar 1’obtencid

dels productes que s’indiquen a la Figura 4.8.

La capacitat del NH4Cl per promoure 1’obertura d’epoxids per nucleofils és ben

197198 § el nostre grup d’investigacié ha descrit I’obertura de derivats O-benzilats

coneguda
del CBE utilitzant unes condicions acides (un excés de NH4Cl i emprant com a dissolvent
barreges MeOH:H,0)."*""'®” En general, la protonacié de I’oxigen de 1’epoxid afavoreix
I’obertura trams-diaxial passant per la conformacié més estable on tots els substituents es
troben en disposicié equatorial. Aixi doncs, en 1’obertura dels epoxids 18 i1 19, seria

raonable esperar 1’obtencio dels productes que s’indiquen a la Figura 4.9.

@
OR H. OR
o) BnO,, OH
BnO,, Cl NH,CI 2 /A OBBR .
0 BnO —
BnO Y C2 Bno Cl BnO H NU
()Bn OBn
R=H, Bn Nu R=H, Bn
OH @
"0 ~—O0Bn
BnO,,, Cl NH,CI C2 /i
© BnO o
Bno : C2 BnO
OBn
(+)-18 Nu
OBn Nu OBn
B”O:é?},o NH,CI & OBn B“O’;(S/N“
BnO” Y C2 BnO C/c OBn BnO” ™ “OH
OBn BnO of OBn
(+)-19 NS

Figura 4.9. Obertura dels epoxids 18, 19 i derivats O-benzilats del CBE en presencia d’un
acid protic.
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Tal i com s’ha comentat en aquest apartat, I’obertura d’epoxiciclitols amb nucleofils
nitrogenats ja ha estat estudiada.””™'”'*"° En canvi, Iobertura de derivats del ciclofelitol,
unicament s’ha descrit amb azida sodica (Figura 4. 10).164192.197

Tatsuta i col-laboradors van descriure que en I’obertura de 1’epoxid 19 amb azida sodica a
110 °C, s’obtenenen els corresponents azidoalcohols amb una baixa regioselectivitat.'”* Els
mateixos autors van descriure també que en [’obertura del tetra-O-benzilciclofelitol,
utilitzant les mateixes condicions de reaccid, s’obté una mescla de practicament 1:1 dels dos
possibles regioisomers.'® D’altra banda, Ogawa i col-laboradors van descriure que en
I’obertura del tetra-O-acetil-(1R,65)-epi-ciclofelitol amb NaN3; i un excés de NH4ClI s’obté el

producte d’obertura frans-diaxial amb total regioselectivitat.'’

OBn OBn OBn
BnO/,' NaN3 Bno’/, N3 BnO/,' ‘\\OH
o +
Bno - DMF, 110 OC Bno i ’OH BnO - N3
OBn OBn OBn
OAc
OAc
AcO,, NaN5; NH4CI
’ "/O a 3 4C ACO/,' N3
, Rdnt: 93%
AcO Y 2-metoxietanol/H,0O “
OAc reflux AcO H OH
OAc
PhYO Ph o
Ph
o, NaN;, NH,Cl h N
O o/,, ‘\\N3 OH
AcO” > 2-metoxietanol/H,O *
OAc reflux AcO™ Y7 "OH  Ac0” TN,
OAc
19 81
OBn
BnO,,, NaNj3
O
0,
BnO - DMF, 110 °C -
OBn OBn
40

Figura 4.10. Obertures de derivats del ciclofelitol amb NaNj descrites a la literatura.'®*'?*!%7
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D’acord amb aquests precedents, es va dur a terme l’obertura dels epoxids 18 i 19
utilitzant un excés de LiClO4 1 azida sodica o una amina primaria (10 equivalents/mol
d’epoxid) a 80 °C 1 utilitzant com a dissolvent acetonitril (condicions a, Taula 4.1) o bé
utilitzant amines primaries (10 equivalents/mol d’epoxid) i condicions acides (un excés de

NH4Cl i com a dissolvent una mescla MeOH:H,O, condicions b, Taula 4.1) a 100 °C (veure

també Figura 4.11). Els resultats obtinguts es mostren a la Taula 4.1.

BnO/,,
BnO
OH
BnO/,' OH
BnOo” " "R,
OBn

20a: R;=NH(CH,),Ph
20b: R1=NHC8H17
20c: R1 =N HC4H9

OH

C1

v C2
OBn
18

OH
BnO/,' ‘\\R»]

+

BnO” Y~ TOH
OBn

21a: R4=NH(CH,),Ph
21b: R;=NHCgH7
21c: R4=NHC,Hq

BnO/,,
BnO
OBn
BnO/,' R1
BnO” > ""OH
OBn

22a: R;=NH(CH,),Ph
22b: R1=NH08H17
22c: R1=NHC4H9

OBn

C1
o
v C2
OBn
19
aob

(:)Bn

23a: R;=NH(CH,),Ph
23b: R1=NHC8H17
23c: R1 =N HC4H9

20d: R{=N3 j 21d: R{=N; 22d: Ry=N; 23d: Ry=N;
C C C C
20e: R{=NH, 21e: R1=Nsz 22e: R=NH, 23e: R1=NH,

a) Nucleofil (10 equivalents), 2N LiClO4, CH3CN, 80 °C, 18 h; b) Nucleofil (10 equivalents), NH4Cl,
MeOH:H,0 (8:1), 100 °C, (48-72 h); ¢) LiAlH4, THF, 2 h, 78-89%.

Figura 4.11. Obtencio dels aminoalcohols 20a-c,e — 23a-c,e a partir dels epoxids 18 1 19.

En I’obertura de I’epoxid 18 amb azida sodica es van obtenir els azidoalcohols 20d i 21d
amb una baixa regioselectivitat (entrada 4, condicions a). En canvi, quan es van utilitzar com
a nucleofils amines primaries sota condicions quelants, es van obtenir els corresponents
aminoalcohols amb més alta regioselectivitat (entrades 1-3, condicions a) i s’obtingué com a
producte majoritari el d’obertura en la posicid C1 (21a-c¢). Els regioisdomers minoritaris 20a-

¢ es van separar per cromatografia en columna i es van caracteritzar.
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En les reaccions de 1’epoxid 19 amb amines primaries sota condicions quelants es van
obtenir els corresponents productes d’obertura en la posicid C2 (23a-c) amb total
regioselectivitat (entrades 5-7, condicions a). D’altra banda, quan es va utilitzar com a
nucleofil NaN; (entrada 8, condicions a) o sota condicions acides (entrades 9-11, condicions
b) va resultar en una mescla de practicament 1:1 entre els dos possibles regioisomers (22 i

23).

Taula 4.1. Reaccions d’obertura dels epoxids 18 i 19 amb amines i NaNj.

Entrada Epoxid Nucleofil Condicions Productes rr®  Rdnt." (%)
1 18 PhCH,CH,NH, al! 21a/20a  91:9 83
2 18 CsH;;NH, al! 21b/20b  83:17 82
3 18 C4HoNH, al! 21¢/20¢c  87:13 85
4 18 NaN; al! 21d/20d 7525 82
5 19 PhCH,CH,NH, al! 23a Unic 74
6 19 CgH;NH, al! 23b Unic 76
7 19 C,HoNH, al! 23¢ nic 72
8 19 NaN; al! 22d/23d  56:44 85
9 19 PhCH,CH,NH, b4 22a/23a  59:41 82
10 19 CsH;NH, [ 22b/23b  59:41 85
11 19 C,HoNH, b4 22¢/23¢ 5545 79

[a] Relacié regioisomérica calculada a partir dels espectres de RMN de 'H. [b] Rendiments
globals. [c] Condicions a: nucledfil (10 equivalents), 2N LiClO4, CH3;CN, 80 °C, 18 h. [d]
Condicions b: nucleofil (10 equivalents), NH4CI, MeOH:H,O (8:1), 100 °C, 48-72 h.

Per tant, en molts dels casos no es va obtenir una alta regioselectivitat com s’havia
observat anteriorment en el nostre grup de recerca en I’obertura d’altres epoxids semblants
utilitzant les mateixes condicions de reaccié.””"""'** La diferent naturalesa d’aquests
epoxids amb els que s’havien utilitzat préviament en el grup de recerca podria ser una rad
per a aquesta baixa regioselectivitat obtinguda, pero els resultats obtinguts en les obertures
de I’epoxid 19 amb amines i en presencia de LiClO4 no recolzaria aquesta justificacio.

Les amines primaries 20e-23e es van obtenir amb bons rendiments mitjangant la reduccio

dels corresponents azidoalcohols 20d-23d amb LiAIH4 (Figura 4.11).
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4.2.3 Assignacié de I'estereoquimica dels compostos 20-23

L’assignacid de I’estereoquimica dels productes obtinguts en les obertures es va fer

mitjancgant els experiments de RMN bidimensionals gDQCOSY i gHSQC. A la Figura 4.12

es mostra 1’assignaci6 dels senyals dels espectres de RMN de 'H i "*C per als compostos

20b-23b.

20b

posici6  &('H)(m,J,Hz)  &("°C)
1 4.15-4.18 (m) 72.5
2 3.04 (" 3.8) 60.3
3 3.98(dd, 8.5,4.1)  80.3
4 3.90 (t*], 8.5) 83.8
5 3.87 ("], 8.5) 75.9
6 2.12-2.20 (m) 41.6
7 3.75(dd, 10.9,2.1)  63.5
7' 4.06 (dd, 10.9,3.3) 635

22b

posici6  &('H)(m, J,Hz)  &("°C)
1 3.05 (t*, 2.5) 61.7
2 3.97-4.00 (m)™
3 3.97-4.00 (m)™
4 3.83 (t*, 9.1) 84.6
5 3.97-4.00 (m)™
6 2.27-2.30 (m) 40.0
7 3.65(dd, 9.1,1.1) 704
7 3.97-4.00 (m)™© 70.4

21b

pOSIcio 5("H) (m, J, Hz) 5("°C)
1 2.74-2.88 (m)19 61.0
2 3.65 (), 9.8) 71.8
3 3.33 ("), 9.3) 83.4
4 3.58 (t*), 9.3) 85.3
5 3.24 (t* 9.9) 79.0
6 1.95-2.01 (m) 418
7 3.70 (dd, 10.7, 8.2) 63.7
7 4.07 (dd, 10.5, 2.7) 63.7

23b

posicio  3('H)(m.J, Hz)  &(°C)
1 3.50 (t*), 10.2) 66.8
2 2.47 (¥ 10.2) 65.1
3 3.47 (" 9.2) 80.5
4 3.63-3.69 (m)™“
5 3.63-3.69 (m)™“
6 1.70 (t, 10.0) 47.3
7 3.79 (dd, 8.9, 2.9) 65.9
7' 3.90 (d, 8.8) 65.9

[a] Els espectres de RMN de 'H es van enregistrar en dissolucié de CDCly, d en ppm i J en Hz.
[b] Multiplicitat aparent: t= dd amb J; = J,. [c] Els senyals d’aquests protons apareixen solapades.

Figura 4.12. Dades dels espectres de RMN dels compostos 20b-23b (500 MHz per 'H i 100 MHz per °C

RMN)."
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A D’espectre de RMN de 'H de I’aminoalcohol 21b, el proté H2 apareix com a triplet amb
una constant d’acoblament gran (J=9.8 Hz), que és tipica d’un acoblament axial/axial. Per
contra, el mateix protd en el compost 20b apareix com a triplet amb una constant
d’acoblament petita (J=3.8 Hz), que ¢és tipica d’un acoblament equatorial/axial o
equatorial/equatorial.

Per altra banda, en el compost 23b, els protons HI i H2 apareixen com a triplets amb
constants d’acoblament grans (J=10.2 Hz). Aix0 esta d’acord amb 1’obertura trans-diaxial de
I’epoxid 19. En el cas del compost 22b, els protons H2, H3, H5 1 H7' apareixen solapats a
I’espectre de RMN de 'H formant un multiplet entre 3.97 i 4.00 ppm. Per aquest motiu, va
ser impossible obtenir els valors de les constants d’acoblament entre aquests protons. En
canvi, en el compost 22b, el protdo H1 apareix com a triplet amb una constant d’acoblament
petita (J=2.5 Hz), que és tipica d’un acoblament equatorial/axial o equatorial/equatorial.

Per ultim, les constants d’acoblament grans (8.5-10.0 Hz) observades entre els protons
H3/H4, H4/HS 1 H5/H6 en tots els compostos confirmaria la relacid trams-diaxial entre

aquests protons.

4.2.4 Obtencié dels aminociclitols C7N (24-27)
Un cop amb tots els precursors dels aminociclitols C;N a les nostres mans, es va dur a

terme la desprotecci6 dels grups benzil amb BCl; a -78 °C en CH,Cl, (Figura 4.13)."2'2!

c1®
BCl, o/ MeOH

R-O-CH,Ph ﬁ» R-O-BCl,
BCl,

PhCH,CI

R-O-CH,Ph R-OH + (MeO)sB + HCI

Figura 4.13. Desproteccio dels grups O-benzil amb BCl;.

Es van obtenir els productes desitjats en totes les desproteccions dels grups benzil amb
BCls, excepte en la desproteccido dels compostos 22a-c¢, on es van obtenir mescles molt
complexes. En canvi, la desproteccid d’aquests compostos per hidrogenacid catalitica
utilitzant Pd/C com a catalitzador, va permetre obtenir els aminociclitols desitjats (26a-c)

amb bons rendiments (Figura 4.14).
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OBn OBn
R4 BnO,,, WOH
BnO0” Y "R, BnO” >~ ~OH BnO” ™~ "OH BnO0” R,
OBn OBn OBn OBn
20a: R1=NH(CH2)2Ph 21a: R1=NH(CH2)2Ph 22a: R1=NH(CH2)2Ph 23a: R1=NH(CH2)2Ph
20b: R1=NHCSH17 21b: R1=NHC8H17 22b: R1=NHC8H17 23b: R1=NHCSH17
a 20c: Ry=NHC4Hq a 21c: Ri=NHC,H, 2a°b 22c: Ri=NHC4H, 2 23c: Ry;=NHC4Hq

20e: R»]:NHQ 21e: R1=NH2 22e: R1=NH2 23e: R1=NH2

OH
HO,,, OH
HO” ™ "'NHR
oH HC
24a: R=(CH,),Ph 25a: R=(CH,),Ph 26a: R=(CH;),Ph 27a: R=(CH,),Ph
24b: R=C8H17 25b: R=C8H17 26b: R=CgH17 27hb: R=CSH17
24c: R=C4Hqy 25c: R=C4Hg 26¢c: R=C4Hq 27c: R=C4Hg
24e: R=H 25e: R=H 26e: R=H 27e: R=H

a) BCl;, CH,Cly, -78 °C — t.a., 16 h, 77-94%; b) H, (2 atm), Pd/C, HCI, THF, t.a., 14 h, 92-93%.

Figura 4.14. Obtenci6 dels aminociclitols 24a-c,e — 27a-c,e.

4.3 Estudis d'inhibicié enzimatica dels aminociclitols C7N

Els aminociclitols 24-27 (Figura 4.15) van ser estudiats com a inhibidors de les
a-glucosidases (de llevat del pa i d’arrds), I’a-galactosidasa de gra de café verd, la
S-glucosidasa d’ametlla, la GCase recombinant (imiglucerasa, Cerezyme”) i la GCS (veure
Taules 4.2 1 4.3). Aquests assaigs, excepte 1’estudi de la inhibicid de la imiglucerasa, van ser

realitzats en els nostres laboratoris per la Dra. Meritxell Egido-Gabas.

OH OH OH
HCI
HO,,, OH HO,,. NHR HO,,. wOH
HO” > “/NHR HO” > ~OH HO” > "'OH HO” > “NHR
oH -HCl OH OH on HC
24a: R=(CH,),Ph 25a: R=(CH,),Ph 26a: R=(CH,),Ph 27a: R=(CH,),Ph
24b: R=CBH17 25hb: R=CgH17 26b: R=CsH17 27b: R=C8H17
24c: R=C4Hg 25c: R=C4Hg 26¢: R=C4Hg 27c: R=C4Hg
24e: R=H 25e: R=H 26e: R=H 27e: R=H

Figura 4.15. Estructura dels aminociclitols C;N.
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Com s’ha comentat anteriorment, alguns d’aquests aminociclitols C;N es van preparar
amb I’objectiu d’obtenir inhibidors més potents de la GCase que les inosamines que s’havien

e . 130,131
sintetitzat anteriorment en el nostre grup de recerca. ~

De les quatre séries de compostos
sintetitzades, els aminociclitols 27a-c,e son els que mimetitzen millor a la GlcCer i, per tant,
caldria esperar que aquests fossin els més actius.

Com es pot observar a la Taula 4.2, molts d’aquests aminociclitols C;N sén molt poc
efectius com a inhibidors de la imiglucerasa. Els compostos 24b, 26a, 26b i1 27b van ser els
unics que van presentar una certa inhibicid sobre aquest enzim. D’altra banda, s’observa una
correlacié entre la lipofilia i I’activitat inhibidora, ja que els N-octil derivats 24b-27b van ser
més actius que els N-butil o les amines lliures. Aquesta correlacid també s’ha observat en

- : 33,121,124,126,131,202
altres compostos descrits a la literatura.” = => 7"

Taula 4.2. Inhibicié de la f-glucosidasa d’ametlla i la imiglucerasa pels aminociclitols C;N.

Glucosidasa (d’ametlla) Imiglucerasa
Compost | o, fuhibicic  1Cs % Inhibici6  ICs, K
(800 uM) (uM) @Q00pM) (M) (uM)
24a 3 ND! 48 257.6
24b 18 ND 86 439 16.7"
24c 16 ND 7 ND
24e 15 ND 43 ND
25a 13 ND 17 ND
25b 23 ND 41 400
25¢ 12 ND 9 ND
25e 16 ND 33 ND
26a 70 63.1 61 138 34.5'
26b 78 147.3 94 173 8.3
26¢ 56 ND 17 ND
26e 15 ND 21 ND
27a 13 ND 24 ND
27b 30 ND 78 227 9.1
27¢ 20 ND 7 ND
27e 14 ND 22 ND

[a] ND: no determinat. [b] Tipus d’inhibicio: no competitiva. [c] Tipus d’inhibicio: competitiva.

Es va estudiar el tipus d’inhibicid de la imiglucerasa pels compostos 24b, 26a, 26b i 27b.
Es va trobar que els compostos 24b i 27b (Figura 4.16) es comportaven com a inhibidors no
competitius amb uns valors de la Kj de 16.7 1 9.1 uM, respectivament, i per tant no s’uneixen

al centre actiu. Aquest resultat confirma el baix reconeixement dels inhibidors pel centre
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actiu de I’enzim 1, per tant, podria explicar la baixa activitat inhibidora d’aquesta familia
d’aminociclitols C;N. D’altra banda, els compostos 26a i1 26b (Figura 4.16), que tenen els
grups hidroximetil i amino en carbonis contigus i, per tant, no es superposen bé amb el
substrat natural GlcCer i en principi no haurien de ser reconeguts pel centre actiu de I’enzim,

van resultar ser inhibidors competitius amb valors de la K; de 34.5 1 8.3 uM, respectivament.

(42]
Kml Vmax
q r £
N
G 7 Kml Vimax
45_\ -~ -]

20 0 20 40 60 10 - 0 15 30 4Is M
— 4 [26b] (uM) _ [27b] (uM) AT
- = 0 uM T 8 - 020 pM
= 3 - 450 pM g 410 pM
=3 015 uM o 6 -
£ A6 UM c
E 2 - E
> > 41
N ) ” '/
l—"ﬁw;i= T T 1 r—‘fc T T 1
05 0.0 05 1.0 15 -05 0.0 0.5 1.0 15
1/[S] (mM ™) 1[S1(mM ™)

Figura 4.16. Inhibici6 de la imiglucerasa pels aminociclitols 26b-27b. Representacions de
Lineweaver-Burk i calcul de la K.

A la Figura 4.17 es mostra un resum dels resultats obtinguts per a la inhibicié de la
imiglucerasa pels N-octil aminociclitols C;N 1 les inosamines de les s¢ries C1 1 C2 descrites

anteriorment pel nostre grup de recerca.
OH

OH
HO:@:NHCus HO,, WNHCgH,; HO,,.
HO™ ™~ TOH HO” > ~OH
OH OH
C1-N-octil 25b 27b
ICso/ M 15.7 @ 400 227
KiluM 240 ND ™ 9.1
Tipus d'inhibicié competitiva ! ND ! no competitiva
OH OH OH
HO,, OH HO,, OH HO,, NHCgH17
HO Y .'INHC3H17 HO Y .IINHC8H17 HO p .IIOH
OH OH OH
C2-N-octil 24b 26b
IC5o/ M 503 @ 43.9 17.3
K/ uM 158 [l 16.7 8.3
Tipus d'inhibicié  competitiva™  no competitva  competitiva ¥

Figura 4.17. Inhibicio6 de la imiglucerasa pels N-octil aminociclitols. [a] Ref."! [b] ND: no determinat.
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Si comparem el valor de la K; obtingut per a I’aminociclitol C;N 27b amb el que hi ha
descrit per a la inosamina C1-N-octil, es pot veure clarament com la nostra hipotesi inicial no
era del tot correcta. Encara que aquest aminociclitol C;N té una estructura més semblant a la
del substrat natural (GlcCer), €s un inhibidor no competitiu de la GCase recombinant. Aixi
mateix, 1’aminociclitol 25b no va presentar una millor activitat inhibidora de la GCase
recombinant que la inosamina C1-N-octil. D’altra banda, I’aminociclitol 26b és un inhibidor
competitiu de la imiglucerasa més potent que la inosamina C2-N-octil.

Aixi mateix, els aminociclitols 26a 1 26b, a una concentracié de 800 uM, van ser els tnics

que van presentar un percentatge d’inhibici6 de la f~glucosidasa d’ametlla superior al 70%.

Un cop estudiades les inhibicions de la imiglucerasa i la f-glucosidasa d’ametlla pels
aminociclitols C/N 24-27, es van determinar les seves activitats com a inhibidors de les
o-glucosidases de llevat del pa 1 d’arrds 1 la glucosilceramida sintasa (GCS). Les activitats

obtingudes s’indiquen a la Taula 4.3.

Taula 4.3. Inhibicio de les a-glucosidases (de llevat del pa i d’arrds) i la GCS pels aminociclitols C;N.

a-Glucosidasa (de llevat del pa) a-Glucosidasa (d’arros) GCS
Compost | % Inhibici6  ICs K, | % Inhibicié  ICs, K, | % Inhibicié
(800puM) (M)  (uM) | B00pM) (M) (M) | (250 M)
24a 80 2.6 2.1 0 ND 53
24b 92 7.0 1.9 20 ND 67
24¢ 86 26.9 7 ND 5
24e 37 ND 58 773 0
25a 51 962 0 ND 0
25b 68 383 19 ND 0
25¢ 44 NDP! 12 ND 3
25e 2 ND 73 166 0
26a 17 ND 58 ND 0
26b 8 ND 61 ND 52
26¢ 0 ND 28 ND 2
26e 15 ND 96 21 25.6" 0
27a 11 ND 8 ND 9
27b 24 ND 14 ND 1
27¢ 1 ND 5 ND 6
27e 12 ND 68 167 0

[a] Tipus d’inhibicié: competitiva. [b] ND: no determinat.
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Com es pot observar a la Taula 4.3, els compostos 24a-¢ van presentar una inhibicid
destacable de I’a-glucosidasa de llevat del pa (ICs5=2.6-26.9 uM) i els aminociclitols 25a i
25b van provocar una moderada inhibicié del mateix enzim (ICs5¢=962 uM i 383 uM,
respectivament). Es va determinar el tipus d’inhibici6 per als més actius i es van comportar
com a inhibidors competitius. Es interessant destacar que la validamina (Figura 4.1), un
analeg dels compostos 24a-c, és un inhibidor de I’a-glucosidasa de llevat del pa (ICs5,=580

MM) ) 182,203

Les amines lliures (24e-27e) van presentar una moderada inhibicié de I’a-glucosidasa
d’arros (ICso=21-773 uM) 1, per tant, la preséncia de cadenes lipofiles en 1’inhibidor no és
favorable per a I’activitat inhibidora d’aquest enzim. En aquest cas, I’amina 26e es comporta
com a inhibidor competitiu de 1’a-glucosidasa d’arrds amb una K; de 25.6 uM.

Per ultim, cal mencionar que cap d’aquests aminociclitols van presentar una inhibicid

destacable de I’a-galactosidasa de gra de cafe verd ni de la GCS.
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5.1 Introduccid i objectius

5.2 Sintesi dels amino- i 1,2-diaminociclitols
5.2.1 Sintesi dels aminociclitols 28-3é
5.2.2 Sintesi dels ciclitols 37-42

5.3 Assaigs biologics dels compostos 28-42
5.3.1 Estudis d'inhibicié enzimatica dels compostos 28-42
5.3.2 Inhibicié de la GCase pels compostos 28-40 i A-C9 en fibroblasts wt
d’humans
5.3.3 Assaig de desnaturalitzacié termica de la imiglucerasa en presencia
dels compostos 28-40, A-C9 i NN-DNJ
5.3.4 Estudi de I'activitat xaperona dels ciclitols en limfoblasts de malalts de
Gaucher amb les mutacions N370S o L444P






Myo-inosamine derivatives have been
found to be potent inhibitors of
glucocerebrosidase (GCase), the

f-glucosidase  enzyme  deficient in
Gaucher disease. When tested using
lymphoblasts derived from patients with
Gaucher disease homozygous for N370S
or L444P mutations, the compounds
enhanced GCase activity at very low
concentrations. The most potent inhibitor,
(1R,2S,3R,4S,5S,6R)-5-(nonylamino)-6-

(nonyloxy)cyclohexane-1,2,3,4-tetraol had
a Kj of 1 nM on recombinant enzyme and

an ICsp of 4.3 nM when assayed in human

fibroblast cell culture. This aminocyclitol

produced maximum increases of GCase
activities of 90% in N370S lymphoblasts
at 1 nM and 40% in L444P at 0.01 nM
following a 3-day incubation. In addition
to inhibitory potency, this compound has
the permeability, subcellular distribution,
and cell metabolism characteristics that
are important for use as a pharmacological
chaperone. It is a remarkable finding that
picomolar concentrations of
aminocyclitols are sufficient to enhance
activity in the L444P variant, which
produces a severe neuronophatic form of
clinical

Gaucher disease without

treatment.
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5.1 Infroduccid i objectius

Com s’ha comentat en el capitol anterior, el nostre grup de recerca ha descrit una scrie

130-132 -
30132 4 alguns

d’aminociclitols de tipus inosamina com a inhibidors selectius de la GCase
d’ells amb potencial aplicabilitat com a xaperones farmacologiques.””*'** En estudis
anteriors es va trobar que dins de les dues scries diastereomeriques (veure Figura 5.1),
només els compostos de la sc¢rie Cl van presentar una significant inhibicio de la

imiglucerasa.

Série C1 Série C2
OH OH
HO:@NHR HO:@’OH
HO™ ~~ "OH HO” ™" “NHR
OH OH
R=H 5%l ReH 10%04]
R=C4Hg 99.4 R=C.H 90/"[31
R=C,H,Ph  76.8 A 0°[a]
R=Cotr 157 R=C,H,Ph 33%
R=CoH1g (A-C9) 3.9 R=CeHi7 503
R=C1oHa 1.8

R=C,HgPh  27.6

Figura 5.1. Inhibicié (en cursiva, valors de ICso/uM) de la imiglucerasa per alguns
aminociclitols de tipus insosamina descrits.””"*' [a]: % Inhibicié a 1 mM.

Dins de la serie C1, un dels millors inhibidors de la GCase recombinant (imiglucerasa) i
que presenta baixa citotoxicitat és 1’scyllo-inosamina A-C9 (Figura 5.1). Aquest
aminociclitol és un inhibidor de tipus competitiu (K;=1.9 uM) 1 té un efecte protector sobre la
imiglucerasa en preséncia de condicions desnaturalitzants en el medi d’incubacié.'’
Malauradament, aquest compost no va augmentar ’activitat de la GCase en fibroblasts de
malalts de Gaucher i tampoc en cultius de cel-lules COS 1i, per tant, no actua com a xaperona

133 Draltra banda, I’estructura cristal-lina de la GCase resolta per difraccié de

farmacologica.
raigs X indica I’existéncia de dos butxaques hidrofobiques™ i, mitjangant estudis de docking
d’un analeg de la GlcCer, han observat que cadascuna de les dues cadenes d’aquest compost

ocupen una butxaca hidrofobica del centre actiu de ’enzim (Figura 5.2).'*
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Figura 5.2. Cadascuna de les dues cadenes d’un analeg de la GlcCer ocupen una butxaca hidrofobica del
centre actiu de la GCase. Figura extreta d’un article de Lieberman i col-laboradors.'>

Tenint en compte aquests precedents, va semblar interessant sintetitzar una série

d’analegs de I’A-C9 (veure Figura 5.3) amb els seglients objectius:

» Estudiar la importancia que té la configuracio dels centres C1 i C2 en la inhibicid
de la GCase pels aminociclitols. Amb aquesta finalitat es van preparar els N-nonil

aminociclitols 28 1 29.

» Sintetitzar i1 estudiar I’activitat inhibidora d’una série d’analegs amb dues cadenes
alquiliques en els grups amino 1 hidroxil de les posicions C1 1 C2, respectivament,
per tal de mimetitzar les dues cadenes presents en la GlcCer i ocupar les dues
butxaques hidrofobiques del centre actiu de la GCase. D’acord amb aixo, es van

sintetitzar els compostos 30-32.

OH
HO,, WNHCgH1q
HO” ™ ~OH
OH
A-C9

30: R1=CH3; R2=CgH17
31: R1=CH3; R2=C9H19
s 32: R1=CQH19; R2=CgH19

Figura 5.3. Estructura dels aminociclitols 28-32 i A-C9.
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Un cop obtinguts aquests compostos, es van estudiar les seves activitats com a inhibidors
de la imiglucerasa i, com es veura al final d’aquest capitol, els aminociciclitols 29 i 32 van
resultar ser millors inhibidors d’aquest enzim que l’aminociclitol A-C9. D’acord amb
aquests resultats, es van sintetitzar unes series d’aminociclitols (33-36) i 1,2-diaminociclitols
(37-38), les quals mantenen la configuracié dels centres C1 i C2 (configuracid myo) que el

compost 29 (veure Figura 5.4).

OH
HO,,, ~NHR; HO;@ \NHC9H19 HO,, \\NHRZ i": N
HO™ ~WTOR, NGRS
OH
33: R1=CH3; R2=C9H19 29 37: R.]:H; R2=CgH19 39: R,]:CQH19
34: Ry=CgH19; Ro=CgH1g ﬂ 38: R4=R,=CgH1q 41: R=H
35: R1=CgH1g; Ro=H 40: R;=R,=H
OH  ______ OH
Ho:@ \N(CgH19)2 > Ho,;('j‘\\ocgmg
HO” ™ “OH HO” ™" "0CqHg
OH OH
36 42

Figura 5.4. Estructura dels compostos 29, 33-41 1 42.

Dr’altra banda, un precursor de la imidazolidinona 39 es va obtenir com a subproducte en
la sintesi del diaminociclitol 38 1, aprofitant alguns dels intermedis de la seva sintesi, es van

preparar la diamina lliure 40, la imidazolidinona 41 1 el ciclitol 42 (veure Figura 5.4).

5.2 Sintesi dels amino- i 1,2-diaminociclitols

El nostre grup de recerca ha descrit una série de metodologies per a la sintesi
d’aminociclitols i 1,2-diaminociclitols,'**"*"*’ basades en 1’obertura regioselectiva de
derivats de I’epoxid de conduritol B (tri- i tetra-O-benzilats). La preparacid dels nous
aminociclitols 1 I’l,2-diaminociclitol 37 es va plantejar a partir d’alguns productes
préviament descrits i que ja s’havien utilitzat com a intermedis sintétics en la preparacio de
les primeres generacions d’aminociclitols. La ruta sintetica proposada per a 1’obtencio dels
aminociclitols 28-36 i el diaminociclitol 37, tal i com es representa a la Figura 5.5, parteix de

I’epoxid de tetra-O-benzilconduritol B (43).
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OBn OBn
/@NHCQHm Bno;(':( BnO:@,Ns (2)-43 BnO:('\/P
pr— (0)
BnO” ™ “OH BnO” Y
OBn OBn OBn

28 53 48 43
ﬂ(+)-43
OH 0Bn OBn
HO:@ NRiCoftrs__ Bnob 2 BnO, /@ BnO,, i _\\N3 BnO, /(')
HO” ™" "OH BnO 'OH BnO” OH
OH Bn OBn OBn
20: Ri=H a7 a6 44 74

36: R1 :CgH19 W W W

OH
/@\NHRZ HO:@NHRz HO,/@ NHC4Ho
HO” >"YOR,
OH

33: Ry=CHs; R;=CgH19  30: R4=CHj; Ry,=CgH; 37
34: Ry=CgH1g; Rp=CgH1g  31: Ry=CHg; R,=CgHq
35: R1=C9H19; R2=H 32: R1=C9H1g; R2=C9H1g

Figura 5.5. Analisi retrosintética per a I’obtenci6 dels compostos 28-37.

D’altra banda, la ruta sintetica proposada per a la sintesi dels diaminociclitols 38 1 40, la
imidazolidinona 41 1 el ciclitol 42, tal i com es representa a la Figura 5.6, parteix del

(+)-conduritol B.

QH OBn
OH BnO, OH o, \OCgH
’, ., W 919
“OH BnO” > “OH " "10CeH1q
OH OBn 0
(+)-conduritol B 77 42
OH OH
HO,,, “NHCgH1q BnO/, \\N3 HO,,, «NH;
-2HCI
HO” ™" "NHCgHq HO™ ™~ “NH,
OH
OH  oncl OB”
38 ﬁs 40
OH
HO’/, ‘\\H
=0
N
HO™ ™~ '}
OH
a1

Figura 5.6. Analisi retrosintética per a I’obtencio dels compostos 38, 40-41 1 42.
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5.2.1 Sintesi dels aminociclitols 28-3é.
Sintesi de I'epoxid 43 a partir del pivalat (+)-4

Per a obtenir I’epoxid de tetra-O-benzilconduritol B (43) a partir del pivalat (+)-4 van ser
necessaries tres etapes, tal i com es representa a la Figura 5.7. Aquest és un procediment
consolidat en el nostre grup de recerca i s’ha fet a gran escala.'®® La desproteccié de tots els
grups ester del pivalat (+)-4 1 la posterior epoxidaci6 amb MCPBA dona el CBE. En la

darrera etapa es van protegir els grups hidroxil del CBE en forma d’¢ter benzilic i es va

obtenir I’epoxid (+)-43.

OPiv OH OH OBn
“LOAc 4 ~~°1 b Ho, ¢ BnO,
o o= o =
‘OAc ‘OH HO” ™ BnO” ™
OAc OH OH OBn
(+)-4 (+)-conduritol B (+)-CBE (+)-43

a) NaOCH3;, MeOH, t.a., 18 h, 99%; b) MCPBA, CH,Cl,, t.a., 18 h, 84%; c) BnBr, NaH,
DMF, 30 °C, 18 h, 72%.

Figura 5.7. Sintesi de 1’epoxid 43 a partir del pivalat (+)-4."%

Sintesi dels azidoalcohols 44, 46, 48 i els aminoalcohols 47, 49, 53 a partir de
I'epoxid 43

A partir de I’epoxid 43 es van sintetitzar els azidoalcohols 44, 46, 48 1 els aminoalcohols
47,49 1 53. A la Figura 5.8 es mostra un resum de les rutes sintétiques desenvolupades en el
nostre grup de recerca i que s han utilitzat per a la sintesi d’aquests intermedis.'®*!?"'* Cal

mencionar que I’aminociclitol aquiral 28 és 1"inic compost que es va sintetitzar a partir de

I’epoxid de conduritol B en forma racemica.

Per a la preparaci6 de I’azidoalcohol 46 i I’aminoalcohol 47, es va dur a terme ’obertura
regio- i estereoselectiva de 1’epoxid (+)-43 amb azida sodica i en condicions quelants,
obtenint-se majoritariament 1’azidoalcohol 44. Sorprenentment, tot 1 que aquesta reaccio s’ha
fet en multiples ocasions durant aquesta tesi, en cap ocasid s’ha obtingut una total
regioselectivitat en la reaccio d’obertura amb NaNs, en desacord amb la descripcid feta a la

. . \ . . 1N . o . -7 191
literatura pel mateix epoxid i, aparentment, idéntiques condicions de reaccio.”' Les raons
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d’aquest discrepancia no s’han pogut determinar. Per tal d’invertir la configuracié del
carboni que suporta el grup hidroxil del compost 44, es va dur a terme la proteccid d’aquest
grup amb clorur de mesil en preséncia de EtsN. A continuacid, es va dissoldre el mesilat
resultant en DMF 1 en preséncia d’un 2% d’aigua i es va escalfar en un tub tancat a 140 °C
durant 4 dies i s’obtingué ’azidoalcohol 46.'®® Per ultim, la reduccié de I’azida 46 amb

LiAlH4 va permetre obtenir I’aminoalcohol 47 (veure Figura 5.8).

OBn
(s BnO N e
BnO/ a BnO:@\\N3 c no,,, N3 MSO BnO/@ \\N3 d Bno, \NH2
B “0 BnO
OBn OBn OBn OBn
44: R=H j b 46 47
(*)'43‘ e 45: R=OMs
Bn OtBu
Bno,/@, d BnO,/@,NHzf BnO, " NHBos g |Bno. N—<
"OR \OMS
OBn OBn OBn
48 49 50: R=H :I b
51: R=OMs
OBn OBn y
BnO,,, NH, h BnO, N
— =0
BnO” " “OH BnO” 7O
OBn OBn
53 52

a) NaNs, LiCl0,, CH;CN, 80 °C, 18 h, 69%; b) MsCl, EN, THF,0 °C fins a t.a., 4 h (51) i 16 h (45),
88%; ¢) DMF (2% H,0), 140 °C, 100 h, 59%; d) LiAlH,, THF, 0 °C fins a t.a., 2 h-3 h, 72-81%; €) NaNj,
NH,CL, MeOH:H,0 (8:1), 100 °C, 48 h, 74%; f) Boc,0, Et;N, CH,Cl,,0 °C fins a t.a., 18 h, 93%; g) DMF,
110 °C, 16 h, 63%; h) NaOH, EtOH, 80 °C, 16 h, 94%.

Figura 5.8. Sintesi dels azidoalcohols 44, 46, 48 1 els aminoalcohols 47, 49 i 53 a partir de 1’epoxid 43.

D’altra banda, la sintesi de 1’aminoalcohol 53, es va dur a terme per obertura
regioselectiva de I’epoxid (+)-43 amb azida sodica i en condicions acides, obtenint-se
I’azidoalcohol 48 (obertura trams-diaxial de I’epoxid 43). Un cop reduit el grup azido a
amino, es van protegir els grups amino 1 hidroxil de I’aminoalcohol 49 i s’obtingué I’ N-Boc
mesilat 51 amb un bon rendiment. L.’aminoalcohol 53 es va obtenir després del tractament en
medi basic de 1’oxazolidinona 52, la qual s’obtingué per ciclacid intramolecular de I’N-Boc

mesilat 51 (Figura 5.8).
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Sintesi dels aminociclitols 28-36 a partir dels azidoalcohols 44 i 46 i els
aminoalcohols 47 i 53.
Els

aminoalcohols 47 1 53 amb 1’aldehid nonanal 1 la posterior desproteccid dels grups benzil per

aminociclitols 28, 29 1 36 es van obtenir després d’una aminacié reductora dels

hidrogenolisi (Figura 5.9). En I’aminacié reductora per a la sintesi de I’V,N-dinonil

aminociclitol 36, es va utilitzar un excés de nonanal 1 de cianoborohidrur de sodi.

OBn OBn OH _HCI
BnO:C(NHZ . BnO:C(NHCgHw 4 Ho, NHCoH,q
BnO” > “OR, BnO” ™ YOR HO” ™" YOR,
OBn OBn OH
53: R»]:H 62: R1=H 28: R1=H
OBn OBn OBn OH  .HCI
BnOﬁN;, b BnO, \/': WNH, ¢ BnO, i WNHR, 4  HO, i \NHR,
BnO H OR1 BnO Y OR1 BnO Y OR1 HO e OR1
OBn OBn OBn OH
B 63: R{=CHg; R,=CgH 30: R4=CHjg; R,=CgH
44: R=H 58: R1=CH3 : 1= 3. 2= 8h 17 ' 1_ 3' 2_ 817
a 54: R,=CH 20 Rt 64: R,=CHg; R,=CgH g 31: R4=CHg; R,=CgH1gq
55 R1=C9H1g . 1 917119 65 R1=CQH19, R2=CQH19 32 R1=C9H19; R2=C9H19
OBn OBn OBn OH .HCI
B”Ob‘\\m b B”O:(')‘\\NW c BnO, i”: wNRCoHyg  d HO, i WNRyCgH1g
BnO” ™~ "OR; BnO” ™" OR; BnO” "~ "OR; HO” > “OR,
OBn OBn OBn OH
46: Ry=H 47: Ry=H 66: R{=R;=H 29: Ry=Ry=H
a 56: R1=CHj; 60: R{=CHj; 67: R;=CHj; Ry=H 33: R{=CHj; R,=H
57: Ry=CgH1g _l g 61: Ry=CgHyg 68: R,=CgH1g; Ry=H 34: Ry=CgH4g; Ry=H
69: R1=H; R2=C9H1g 36: R1=H; R2=C9H1g
OH  Hcl
HO,, NHR,
HO” > "OR,
OH
35: Ry=CgH1g; Ry=H

a) NaH, CoHjol o CHsI, DMF, 0 °C, 45 min 71-93%; b) LiAlH,, THF, 0 °C fins a ta., 3 h, 72-95%;
¢) CsH;,CHO o C;H,;sCHO (63), NaBH;CN, AcOH cat., MeOH, t.a., 4 h, 73-90%; d) Pd/C, THF, HCI, H,
(2 atm), t.a., 24 h, 86-94%.

Figura 5.9. Sintesi dels aminociclitols 28-36.

Els O-alquil aminociclitols 30-32 es van preparar a partir de 1’azidoalcohol 44. En primer

lloc, la formacié de I’alcoxid sodic per reaccio del grup hidroxil lliure amb NaH seguida de
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I’alquilacio amb iodur de metil o nonil dona les alcoxiazides 54 i 55, que es van reduir a les
corresponents amines amb LiAlH4. A continuacid, I’aminacio reductora de les amines
primaries resultants amb 1’aldehid corresponent i la posterior desproteccid dels grups
O-benzil per hidrogenolisi, va permetre obtenir els aminociclitols 30-32 amb bons
rendiments (Figura 5.9). Els O-alquil aminociclitols 33 i 34 es van sintetitzar seguint la
mateixa ruta sintetica a partir de 1’azidoalcohol 46.

D’altra banda, I’O-nonil aminociclitol 35 es va obtenir a partir de 1’azida 57 després de
reduir el grup azido a amino 1 la posterior desproteccid dels grups O-benzil per hidrogenolisi

(Figura 5.9).

5.2.2 Sintesi dels ciclitols 37-42

El diaminociclitol 37 amb I’amina en la posicidé C2 lliure i I’altra amina, en la posicioé Cl1,
substituida amb una cadena alquilica saturada de 9 atoms de carboni, s’obtingué per
hidrogenolisi de 1’azidoamina 75, la qual es va sintetitzar en 6 etapes a partir de
I’azidoalcohol 44, seguint la mateixa ruta sintetica que la descrita préviament pel nostre grup

de recerca (veure Figura 5.10)."”

OBn OBn OBn
Bno:@:m a BnO:@NH& c Bno:@:NHBoc
BnO : OH BnO : OH BnO - OMs

OBn OBn OBn
44 70: R1=H 72
b
71ZR1=BOCj ld
OH -2HCI OBn OBn
HO:@‘\\NHCQHW . Bnob\\\NH& . Bno:@‘\\NHBoc
HO” ™ “NH, BnO” ™ N, BnO” > "N,
OH OBn OBn
37 74: R,=H ¢ 73
75: R1=09H19

a) LiAlH4, THF, 0 °C fins a t.a., 2 h, 91%; b) Boc,0, Et;N, CH,Cl,, 0 °C fins a t.a., 18 h,
82%; ¢) MsCl, Et;N, THF, 0 °C fins a t.a., 5 h, 63%; d) NaN3, DMF, 90°C, 18 h, 65%; ¢)
TFA, CH,Cl,, 0 °C fins a t.a., 4 h, 86%; f) CsH;;CHO, NaBH3CN, AcOH (cat.), MeOH,
t.a., 1 h, 75%; g) Pd/C, MeOH, HCI, H, (2 atm), t.a., 18 h, 77%.

Figura 5.10. Sintesi del diaminociclitol 37.
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Un cop reduida 1’azida 44 amb LiAlH4 a amina (70), la proteccié del grup amino en forma
de carbamat amb dicarbonat de di-tert-butil i1 la posterior mesilacié de 1’hidroxil lliure del
compost 71 dona el mesilat 72. A partir d’aquest intermedi, després de la reaccidé de
substitucio nucleofila del grup mesil per azida i la posterior desproteccio del grup Boc amb
TFA, es va obtenir I’azidoamina 74.

La diamina 37 es va preparar a partir de 74 en dues etapes: 1) aminacid reductora de
I’intermedi 74 amb nonanal i 2) desproteccid del grups O-benzil i reduccid del grup azido a

amino per hidrogenaci6 catalitica amb Pd/C (Figura 5.10).

D’altra banda, la sintesi de la diamina 38 amb les dues amines substituides amb una
cadena alifatica de 9 atoms de carboni es va acomplir per alquilacio del dicarbamat 80 amb
iodur de nonil en presencia d’hidrur de sodi. El dicarbamat 80 es va preparar a partir del
(+)-conduritol B, tal i com es representa a la Figura 5.11. La proteccid dels grups hidroxil del
conduritol B en forma d’¢ter benzilic i la posterior cis-dihidroxilacié del ciclohexé 76 amb
quantitats catalitiques de OsO4 i amb N-0xid de 4-metilmorfolina (NMO) va conduir

inicament a I’obtencié del diol 77.2*

A partir d’aquest intermedi, segons la metodologia
descrita a la bibliografia,”” es va obtenir la diazida 78 després de la proteccié dels grups
hidroxil en forma de mesil i la substitucid nucleofila d’aquests grups per azides (veure

Figura 5.11).

Es va intentar 1’obtencid del dicarbamat 80 a partir de la diazida 78 segons descriu Azev i
col-laboradors®”® per hidrogenaci¢ catalitica amb Pd/CaCOs i en preséncia de dicarbonat de
di-tert-butil, perd es va obtenir una mescla complexa formada per intermedis de la reaccio
(azidoamina, N-Boc azida, N-Boc amina....), segurament degut a 1’enverinament del
catalitzador i, encara que es va renovar el catalitzador, no es va observar un aveng en la
reaccid. Afortunadament, la reduccié de la diazida 78 amb LiAlH4 dona la diamina 79, que
va permetre preparar el dicarbamat 80 (Figura 5.11).

L’alquilacié del dicarbamat 80 va resultar dificil, segurament degut al seu impediment
estéric, 1 va ser necessari escalfar la reaccié a 80 °C durant 4 dies per tal d’observar la
desaparicio de tot el material de partida. Perd s’obtingueren dos productes, un 21% del

producte esperat 81 juntament amb un 24% de la imidazolidinona 82.
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OR; OBn QBN en
R1O/,,\/E b BnO, i :OH c Bno:@»Ns d B”O’;@\“NHR
Ri07 BnO” > “OH BnO” " "Ng BnO” ;™ “NHR

OR; 5Bn OBn O8Bn

] . ' _ 77 78 79: R=H
(+)-conduritol B: Ry=H j . T 80:R=Boc
76: R1=Bn
OBn OBn
Ri CoH1g
BnO,, \\NC9H19 BnO,, N
+ >=O
BnO "'NCgHig  BnO” ™ "(l\:lH
OBn R1 oBn 0 °
|:81ZR1—BOC 82
83: Ry=H
_1 h i
WNHCgHis Ho, N S
O
“NHCgH19 HO N
9119 : CgH1g
-2HCI
38 39

a) NaH, BnBr, DMF, 30 °C, 16 h, 75%; b) OsQ,, acetona-H,0O, NMO, t.a., 18 h, 83%; c) 1. MsCl,
piridina, 0 °C fins a t.a., 16 h; 2. NaN;, DMF, 85 °C, 12 h, 77%; d) LiAlH,, THF, 0 °C fins a t.a., 3 h,
93%; e) Boc,0, EtzN, CH,Cl,, 0 °C fins a t.a., 18 h, 53%; f) NaH, CoH;9l, DMF, 80 °C, 4 dies, 21% (81),
24% (82); g) TFA, CH,Cl,, 0 °C fins a t.a., 4 h, 86%; h) Pd/C, MeOH, HCI, H, (2 atm), t.a., 18 h, 85%;
1) Pd/C, MeOH, H; (2 atm), t.a., 18 h, 93%.

Figura 5.11. Sintesi del diaminociclitol 38 i la imidazolidinona 39 a partir del (+)-conduritol B.

El tractament de la imidazolidinona 82 amb condicions acides i escalfant la reaccid a altes
temperatures durant algunes hores o potser dies ens hauria permes obtenir més quantitat de la
diamina 83. Pero tenint en compte que només es van aillar 50 mg de la imidazolidinona, es
va decidir dur a terme la desproteccio dels grups O-benzil per hidrogenolisi 1 estudiar
I’activitat de la imidazolidinona resultant (39). Aixi mateix, un cop desprotegits els grups
Boc de la diamina 81 amb TFA i els grups O-benzil per hidrogenolisi es va obtenir el
diaminociclitol 38 (Figura 5.11). Val a dir que la diamina 38 es podria haver obtingut a partir
de I’intermedi 73 (veure Figura 5.10), pero aquesta aproximacid requeria un major esforg

sintétic i es va desestimar.

A partir del diol 77 1 la diamina 79 obtinguts en la ruta sintética anterior, es van sintetitzar
també els compostos 40-42 (Figura 5.12). Per una banda, el tractament de la diamina 79 amb

BCl; va conduir a I’1,2-didesoxi-1,2-diamino-myo-inositol 40. Per altra banda, la reaccié de
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la diamina 79 amb N,N'-carbonildiimidazole i la posterior desproteccid dels grups O-benzil
per hidrogenaci6 catalitica dona la imidazolidinona 41. Finalment, el ciclitol 42 es va obtenir
després de 1’alquilacié del diol 77 amb iodur de nonil seguida de la desproteccid dels grups
O-benzil.

OH
HO,, NH,
-2HCI

HO” ™ “NH,

OH

40

t

OBn OBn OH
BnO,, wNH, 5 BnO., N ¢ HO., N

., 2 '/

BnO” > “NH,  BnO” Y N HO” ™" "N

OBn OBn OH

79 84 41

OBn OBn OH
BnO:CEOH A BnO:@‘\\OCQHw . HO, i \OCgHsg
BnO” " “OH BnO” ™ “OCgHiq HO” > ""OCgH1q

OBn OBn OH

77 85 42

a) N,N'-carbonildiimidazole, CH,Cl,, reflux, 2 h, 83%; b) NaH, CoH,9l, DMF, 0 °C, 3 h, 78%;
¢) Pd/C, MeOH, H; (2 atm), t.a., 18 h, 88-89%; d) BCl;, CH,Cl,, -78 °C fins a t.a.,18 h, 87%.

Figura 5.12. Sintesi dels compostos 40-42 a partir del diol 77 i la diamina 79.

5.3 Assaigs biologics dels compostos 28-42

5.3.1 Estudis d’inhibicié enzimatica dels compostos 28-42

Inhibicié de la GCase recombinant (imiglucerasa)
Els compostos 28-42 van ser estudiats com a inhibidors de la GCase recombinant
(imiglucerasa, Cerezyme®). Per una banda, es van determinar a pH 5.2 la ICsy de tots els

compostos i la constant d’inhibici6 (Kj), aixi com el tipus d’inhibicid per als més actius.
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D’altra banda, com s’ha comentat en la Introduccié general d’aquesta memoria, un factor
a tenir en compte per al disseny de xaperones farmacologiques és que I’inhibidor s’ha d’unir
millor a I’enzim a pH neutre (condicions del reticle endoplasmatic), que al pH acid que hi ha
en els lisosomes (veure Figura 5.13). D’aquesta forma, mesurant I’activitat a pH neutre
podem veure si els inhibidors tenen una major afinitat per I’enzim en les condicions en les
que s’uneixen a aquest en el reticle endoplasmatic per tal de facilitar el seu correcte
plegament, que al pH acid del lisosoma on I’inhibidor, que es troba a concentracions
subinhibitories, es separa de 1’enzim per 1’efecte del substrat i, per tant, hauria de presentar
una menor afinitat per I’enzim. Per aquest motiu, també es van determinar els valors de 1Cs
a pH 7.0 per a tots els compostos, excepte per a la imidazolidinona 41, 1 es va incloure

[’aminociclitol A-C9.

pH ~7.4 > pH~5

Figura 5.13. Mecanisme proposat per a una xaperona farmacologica. La preséncia de mutacions en el gen
precursor de I’enzim provoca un plegament incorrecte de la proteina (1). Les xaperones farmacologiques
(hexagons de color rosa) s’uneixen en el reticle endoplasmatic (RE), on hi ha un pH neutre, a I’enzim
mutant i eviten que sigui degradat pels proteasomes (2). Les xaperones farmacologiques formen un
complex amb I’enzim mutant que 1’estabilitza, facilita el seu correcte plegament (3) i posterior transport al
lisosoma (4). La GCase que no és estable en el pH neutre del reticle endoplasmatic, és estable i actiu
enzimaticament en el pH acid que hi ha en els lisosomes. Figura extreta d’un article de Sawkar i
col-laboradors. >’

A la Taula 5.1 es recull un resum de les activitats obtingudes amb aquestes series de

compostos.
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Taula 5.1. Inhibicid de la imiglucerasa pels compostos 28-42 1 A-C9.

Compost ICs (WMD) Ki[a] (M)
pH 7.0 pH 5.2

A-C9 0.78 3.9 1.9
28 24.9 52.6 17.9
29 0.025 0.08 0.032
30 1.39 9.7 3.46
31 0.67 4.4 1.58
32 0.17 0.67 0.28
33 0.019 0.13 0.053
34 0.005 0.004 0.001
35 0.12 0.45 0.13
36 0.53 1.72 0.82
37 0.081 0.64 0.17
38 0.056 0.09 0.026
39 1.21 1.61 0.70
40 44.4 53.4 ND!
41 ND 5494 ND
42 493 144 ND

[a] Tipus d’inhibicié: competitiva. [b] Ref."** [¢] ND: no determinat. [d] % Inhibici6 a 1 mM.

Si comparem les activitats obtingudes pels N-nonil aminociclitols A-C9, 28 i 29, es pot

veure clarament la importancia que té la configuracié dels centres C1 1 C2 en la inhibicid de

la GCase recombinant (veure Figura 5.14). Per als N-nonil aminociclitols A-C9 i 28 es van

obtenir unes constants d’inhibicié d’1.9 1 17.9 uM, respectivament. Sorprenentment,

I’ N-nonil aminociclitol 29 (configuracié myo) va resultar ser 60 i 562 vegades més potent

que els compostos A-C9 (configuracio scyllo) 1 28 (configuracio myo), respectivament.

OH OH

OH

A-C9: K=1.9 uM 28: K=17.9 uM

OH

HO:('jiNHCQHK;‘; HO:C'j‘:NHCQH@:) Ho,,/,i;[\\NHch19
HO \ YOH; HO” ™~ ~OH HO” ™71 “OH}

éH \\ ~ _,/
29: K=0.032 uM

Figura 5.14.
obtinguts.

Estructures dels N-nonil aminociclitols A-C9, 28-29 i valors de la K; (imiglucerasa)
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Aixi mateix, I’aminociclitol N,N-disubstituit 36 va ser menys actiu que I’N-nonil

aminociclitol 29 (veure Figura 5.15). Cal esmentar que aix0 ja s’havia observat préviament

en el nostre grup de recerca en una altra familia d’aminociclitols.
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A-C9: R1=H; R2=C9H1g
30: R1=CH3; R2=C8H17
31: R1=CH3; R2=CQH19

K=1.9 uM
K=3.46 uM
K=1.58 uM

- 32: R1=C9H19; R2=C9H1g K|=028 HM

29: Ry=H; R,=CgHyg  Ki=0.032 pM

33: Ry=CHj; R,=CgH1g  Ki=0.053 uM
. 34: Ry=CgHq; Ry=CgHyg K=0.001 uM
- 35:Ry=CgHqg; Ry=H  K=0.13 uM

HO,, A\ aN(CoHig)y >

36: K=0.82 uM
HO

Figura 5.15. Estructures dels aminociclitols 29-36 i A-C9 i valors de la K (imiglucerasa) obtinguts.

Els valors de la K obtinguts per als O-metil aminociclitols 30, 31 1 33 van ser del mateix
ordre o fins 1 tot una mica més alts que els obtinguts per als corresponents aminociclitols
amb tots els grups hidroxil lliures (A-C9 i 29). En canvi, augmentant la llargaria de la cadena
O-alquilica (N,O-dinonil aminociclitols 32 i 34) suposa un augment drastic de la poténcia
inhibidora de la imiglucerasa.

Cal mencionar que I’NV,0-dinonil aminociclitol 34, amb una K; d’1 nM, es troba entre els

millors inhibidors de la GCase descrits fins al moment (veure Figura 5.16).

o-1-C-nonil-DIX: [C5=6.8 nM
K=2.2 nM

OH OH OH
HO,, CoHro HO,, R |—|o,,/,i>‘\\NHch19
5y
HO NH HO NH HO” ™" "“OCgHqq

R=CgH, (6-octil IFG): 1C5=0.8 nM
R=CgH19 (6-nonil IFG): ICs5=0.6 nM

OH
34: 1C5y=3.95 nM
K=1.03 nM

Figura 5.16. Estructures i valors de la K; o ICsy (GCase recombinant) per als millors inhibidors d’aquest
enzim descrits fins al moment i 1’NV,0-dinonil aminociclitol 34.
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D’altra banda, 1’O-nonil aminociclitol 35 amb I’amina lliure va ser menys actiu que
1’N,O-dinonil aminociclitol 34 i I’N-nonil aminociclitol 29, per tant, la preséncia de la

cadena N-alquilica és favorable per a la inhibici6 de la imiglucerasa (veure Figura 5.15).

Per a 1’1,2-didesoxi-1,2-diamino-myo-inositol 40, es va obtenir una ICso de 53.4 uM a pH
5.2. Com era d’esperar, les N-alquil diamines 37 i 38 van ser més efectives com a inhibidors
de la imiglucerasa. Per contra, la imidazolidinona 39 va ser menys activa que les anteriors
N-alquil diamines, si bé es va determinar una K; submicromolar en la inhibici6 de la
imiglucerasa. Finalment, la imidazolidinona biciclica 41 i 1’1,2-di-O-nonil-myo-inositol 42

van presentar una potencia molt inferior (veure Figura 5.17).

OH OH | OH
HO,, «NHR; HO,, N HO,, WOCgH1g
, =0
HO™ ™ “NHR; HO” ™ '//g HO” ™ "OCgHyq
OH oH OH

g; §1i2; _Ré=H09H19 Eifg';;;MM 39: R;=CoH1g K=0.70 uM 42: IC5y=144 uM
ormremeetie AR 41:Ri=H ICs=1mM
40: R1=R2=H |C50=53.4 HM

Figura 5.17. Estructures dels ciclitols 37-42 i valors de K; o ICso (imiglucerasa) obtinguts.

Els compostos 28-39 van presentar un tipus d’inhibicié competitiu, tal i com es pot veure

a la Figura 5.18 per a I’aminociclitol 34 i el diaminociclitol 38.

n12
=8
o0nM 12 - o0um 15 q '-é"‘*
®234nM & 017 pM I T T
= 375nM m0.1uM 0.04 002 0.08 0.14
a6250M | o | e005puM| 12 1 [38] (uM)
. < 94
g 61 £
= -
£ c 61
E E
:—:: 34 :'2' 3
l_"""“I':'T'?.'TJ-‘y T T T T T T’/ﬁ‘ T T T T T
-05 025 0 025 05 075 11 1.25 05 025 0 025 05 075 1 125
1[S]1(mM ™) 1S1(mM ™

Figura 5.18. Inhibicié de la imiglucerasa per I’N,0-dinonil aminociclitol 34 i el diaminociclitol
38. Representacions de Lineweaver-Burk i calcul de la K.
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Com es pot observar a la Taula 5.1, per a aquesta seérie de compostos es van obtenir uns
valors de ICsy del mateix ordre o fins i tot inferior a pH 7.0 que a pH 5.2. Aquest fet, com
s’ha comentat anteriorment, €s un factor positiu a tenir en compte per a aquests compostos a

I’hora de ser candidats a xaperones.

Estudis d'inhibicid enzimatica dels compostos 28-42 sobre diverses glicosidases
comercials i la GCS

Es va estudiar també la selectivitat que presentaven els compostos 28-42 i es van
determinar les seves activitats sobre diverses glicosidases comercials i1 la glucosilceramida
sintasa. Les activitats obtingudes amb aquests compostos sobre les a-glucosidases d’arros 1

de llevat del pa, la f-glucosidasa d’ametlla, 1’a-galactosidasa de gra de café verd, la

[-galactosidasa de fetge de bou i la GCS s’indiquen a la Taula 5.2.

Taula 5.2. Inhibicié de diverses glicosidases comercials i la GCS pels ciclitols 28-42.

a-Glucosidasa a-galactosidasa S-galactosidasa

a-Glucosidasa  fGlucosidasa

(de 11;;;u del (darros) (@ ametlla) (de gizr:lie): café (de ;itf)e de GCS
g % Inhibicio % Inhibicié % Inhibicio % Inhibicié % Inhibicio % Inhibicio
(100 pM) (100 pM) (100 M) (100 pM) (100 M) (250 pM)

28 14 0 11 0 74 13
29 0 0 10 0 12 4
30 491 ot gLl or! 87 0
31 gt 0! gl 15M 0 0
32 0 0 0 0 0 74
33 2 0 19 0 27 8
34 0 0 24 0 80 56!
35 0 0 17 0 84 13
36 0 0 5 0 0 98l
37 5 0 31 0 92 0
38 0 0 0 0 44 73]
39 0 0 1 0 55 8
40 4 0 0 1 24 0
41 0 0 6 0 3 0
42 0 0 0 0 20 0

[a] % Inhibicio a 800 uM. [b] % Inhibicio a 1.1 mM. [c] 0% d’inhibicid a 50 pM.
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Com es pot comprovar a la Taula 5.2, tots els compostos van ser inactius a una
concentracio de 100 uM sobre els enzims a-glucosidases, a-galactosidasa 1 f-glucosidasa
d’ametlla. Cal mencionar que els compostos 30, 34, 35 1 37 van presentar a una concentraciod
de 100 uM entre un 80 1 un 92% d’inhibicié de la S-galactosidasa de fetge de bou. Aixi
mateix, I’aminociclitol 36 a una concentraci6 de 250 uM va presentar un 98% d’inhibicié de
la GCS en homogenats de cel-lules A549 (cel-lules epitelials de cancer de pulmo), pero
aquest compost va ser inactiu quan es va assajar a 50 uM. Aixi doncs, es pot concloure que

aquests amino- i diaminociclitols presenten una bona selectivitat per la GCase recombinant.

5.3.2 Inhibicié de la GCase pels compostos 28-40 i A-C9 en fibroblasts wt
d’humans

Un cop estudiada [Dactivitat inhibidora que presenten aquests ciclitols sobre la
imiglucerasa, ens varem plantejar determinar la inhibicié de la GCase en fibroblasts

d’humans (en cél-lules intactes) pels compostos 28-40 1 A-C9.

Per tal d’assegurar que una disminuci6 de la fluorescencia significava una disminucio de
I’activitat de la GCase 1 no era el producte de la mort cel-lular provocada per una possible
toxicitat dels compostos, es va estudiar la toxicitat dels compostos amb el métode del MTT.
El métode MTT, descrit a I’any 1983 per Mosmann,”” ha esdevingut un dels métodes de
mesura de proliferacid cel-lular més utilitzats per veure 1’efecte produit per 1’addicié de
substancies al medi de cultiu. Es tracta d’un meétode colorimétric que permet la utilitzacio de
plaques de cultiu de 96 pous. Consisteix en 1’addicid al medi de cultiu d’una solucié de MTT
(bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoli), el qual, després de ser reduit per
I’activitat mitocondrial, forma uns cristalls de formaza de color violeta, que dissolts en
DMSO donen coloracié al medi. A més color observat, més activitat cel-lular per part dels
mitocondris, que es correlaciona amb la quantitat de cel-lules vives. A la Taula 5.3 es
presenten els valors de CCsy (concentracid citotoxica 50) per aquells compostos que van
presentar citotoxicitat, mentre que la resta no van ser toxics a concentracions inferiors a 300
uM. Tal com es pot observar en aquesta Taula, es van obtenir uns valors de CCs, entre 12 i
24 uM per als N,O-dinonil aminociclitols 32 1 34, I’N,N-dinonil aminociclitol 36 1
1’1,2-di-N-nonil diaminociclitol 38. Aixi mateix, 1’1,3-dinonil imidazolidinona 39 també va

presentar certa citotoxicitat (amb un valor de CCsy de 60.7 uM).
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Taula 5.3. Citotoxicitat dels amino- i diaminociclitols en fibroblasts wt d’humans.

e Citotoxicitat
CCs (LM)
32 243
34 12.3
36 233
38 16.6
39 60.7

Un cop determinada la toxicitat, es va estudiar 1’activitat inhibidora dels compostos no
toxics sobre la GCase en fibroblasts wt i després d’una incubacié de 24 h a una concentracid
de 50 uM. Els amino- i diaminociclitols que van presentar citotoxicitat (veure Taula 5.3), es

van assajar a una concentracié de 5 uM.

Per tal de dur a terme els experiments en plaques de 24 pous i disposar d’'una monocapa
confluent de cel-lules adherides al fons de cada pou, va ser necessari sembrar les cel-lules el
dia anterior a una concentracié de 2.5x10° cél-lules per mil-lilitre (10° cél-lules per pou). Al
cap de 24 h, un cop aspirat i renovat el medi, es van afegir cadascun dels compostos a una
concentracio determinada. Es van incubar les cél-lules durant 24 h i després es va fer ’assaig
d’activitat en cél-lules intactes, segons el procediment descrit per Sawkar i col-laboradors' "
i utilitzant com a substrat el 4-metilumbel-liferil f~D-glucopiranosid (veure apartat 8.2.9 per

un procediment més detallat de 1’assaig).
A la Figura 5.19 s’indiquen els resultats obtinguts. Aquells compostos que van presentar

un percentatge d’inhibici6 alt a 50 uM o 5 pM, també es van assajar a concentracions més

baixes.

122



5. Amino- i diaminociclitols com a xaperones farmacoldgiques de la GCase Resultats i Discussio

BN 50,M BE5M EEO05,M N 005:M

100 -
80
e
]
2 60 -
3
15
)
o 40 +
s
=
<
20 4
0 4
286 29 30 31 32 33 35 36 37 38 39 40 A-C9
100 -
—~ =100 -
s %0 = ICs=4.3 NM
@ @ 80 -
o] ©
g % 8 60
(] o
2 40 5 40
— E E=]
z Z 204
£ £
20 —0 ———
02 0 02 04 06 08 1
0 - log[34] (nM)
1 2 4 6 8 10 100 1000
[34] (nM)

Figura 5.19. Inhibicié de la GCase pels compostos 28-40 en fibroblasts wt d’humans
després d’una incubacié de 24 h.

Com es pot veure a la Figura anterior, alguns del compostos també van ser uns potents
inhibidors de la GCase en aquestes cel-lules a una concentracio de 5 uM o fins 1 tot a 500
nM. A més, es va observar una bona correlaci6 entre els valors de la K; obtinguts per a la
imiglucerasa 1 la inhibicié de la GCase en cel-lules intactes, amb 1’excepcié de la diamina
40, la qual no havia presentat una potent activitat inhibidora de la imiglucerasa (ICsp=53 uM
a pH 5.2) 1, malgrat aix0, aquest compost a 50 uM produi un 78% d’inhibici6 de la GCase en
fibroblasts wt. Cal remarcar que s’ha treballat amb c¢l-lules intactes que precisen d’una
composicidé molt definida de les seves membranes per mantenir les seves propietats fisico-
quimiques 1 les seves funcions cel-lulars. Novament, I’V,0-dinonil aminociclitol 34 va ser
I’inhibidor més potent d’aquesta série de compostos amb un valor de ICsy de 4.3 nM.
Aquests resultats son molt rellevants per a la finalitat terapeutica dels composts, ja que
indiquen una bona permeabilitat cel-lular i una correcta localitzacio dels inhibidors que, a
més, no perden potencia respecte a la inhibicid en enzima aillat quan s’assagen en cel-lules

intactes.
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5.3.3 Assaig de desnaturalitzacié termica de la imiglucerasa en preséncia
dels compostos 28-40, A-C9 i NN-DNJ

Per tal de determinar si aquesta se¢rie de ciclitols tenen un efecte protector sobre la
imiglucerasa en presencia de condicions desnaturalitzants en el medi d’incubacid, s’ha dut a
terme una serie d’assaigs de desnaturalitzacio térmica de 1’enzim. Alguns dels compostos
van ser assajats per Nuria Guillem en els nostres laboratoris.

Aquest assaig consisteix en dur a terme una incubacio de I’enzim a una temperatura alta
(48 °C) durant diversos temps (20, 40 1 60 min) en preséncia i en absencia de diferents
concentracions de cadascun dels compostos. Un cop s’ha fet una dilucié de la dissolucio
d’enzim-inhibidor 1 s’ha afegit el substrat, es mesura I’activitat de I’enzim mitjangant la
quantificacié de la 4-metilumbel-liferona que s’ha alliberat per la hidrolisi enzimatica del
substrat 4-metilumbel-liferil #-D-glucopiranosid. Cal dir que aquest assaig s’havia emprat en
el nostre grup de recerca per a determinar [’activitat que presenten altres families
d’aminociclitols 1 esta descrit en la bibliografia per a altres compostos relacionats, com per

L 115,130,135
exemple I’iminosure NN-DNJ. >~

L’activitat enzimatica relativa per a cada temps i1 concentraci6 d’inhibidor s’ha determinat
com el quocient entre I’activitat de ’enzim a un temps donat de desnaturalitzacid i I’activitat
de I’enzim sense desnaturalitzar. Si es representa 1’activitat relativa enfront el temps de
desnaturalitzacid s’obté un perfil com el que s’indica a la Figura 5.20 per al diaminociclitol
37. Com es pot veure en aquesta Figura, I’activitat disminueix amb el temps de
desnaturalitzacio en el control (en abséncia d’inhibidor), en canvi amb la preséncia del

compost a diferents concentracions (25, 10 1 1 uM), la disminucid de I’activitat és menor.

1:2 5

37 —=—control —e—1 pM
1 —¢— 10 M  —4—25 M

0.8 -
06
04
0.2

0 1 1 1
0 20 40 60
temps de desnaturalitzacio (min)

1

Activitat relativa

Figura 5.20. Efecte del diaminociclitol 37 sobre la pérdua de 1’activitat de la imiglucerasa
en condicions de desnaturalitzacio térmica.
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Aquest resultat esta d’acord amb que el diaminociclitol 37 és capa¢ d’estabilitzar
’activitat de la imiglucerasa en condicions de desnaturalitzaci6 térmica.

A la Figura 5.21 s’indica les relacions d’estabilitzacié obtingudes amb els ciclitols 28-40,
A-C9 1 I'iminosucre NN-DNJ. Aquests valors s’han determinat com el quocient entre
I’activitat relativa a una concentracié i temps de desnaturalitzacid determinats i1 I’activitat
relativa del control al mateix temps de desnaturalitzacid. Aixi mateix, a la Taula 5.4
s’indiquen els valors de les relacions d’estabilitzacio després de 60 min d’incubaci6 a una
concentracio determinada per a cadascun dels compostos.

Taula 5.4. Relacions d’estabilitzacié en condicions de desnaturalitzacio térmica (a 48 °C durant 60 min)
de la imiglucerasa per als compostos 28-40, A-C9 i NN-DNJ a les concentracions indicades.

Compost Relaci6 d’estabilitzacié
A-C9 1.4
28 2.3
29 5.0
30 11.0%
31 14.3M
32 5.2
33 2.0
34 29.0M
35 2.81°1 2ol
36 110 1.2
37 5501 2 ol
38 34.7® 16.8!°
39 1.3% 1.0
40 1.0

NN-DNJ 7.6

[a] Concentracio de compost: 50 uM. [b] Concentracié de compost: 10 M.
[c] Concentraci6 de compost:1 pM.

Com es pot observar a la Taula 5.4 1 a la Figura 5.21, per a tots els compostos, excepte per
als ciclitols 36, 39 i 40, es van obtenir unes relacions d’estabilitzacié superiors a 2 i en
alguns casos a concentracions baixes. Finalment, cal destacar que es van obtenir uns valors
de la relacié d’estabilitzacid entre 5 1 29 per als ciclitols 29, 32, 34 1 38 a una concentracid de
tan sols 1 uM 1 després de 60 min d’incubacié a 48 °C, mentre que per a 1’iminosucre
NN-DNIJ a una concentraci6é de 50 uM es va obtenir una relacié d’estabilitzacié de 7.6 en les

mateixes condicions.
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Figura 5.21. Relacions d’estabilitzaci6 (relacié entre I’activitat enzimatica relativa obtinguda en
preséncia de I’inhibidor respecte al control no tractat) dels compostos 28-40, A-C9 i NN-DNIJ en
condicions de desnaturalitzaci6 térmica (48 °C) durant 20, 40 i 60 min a les concentracions indicades

(UM).

5.3.4 Estudi de I'activitat xaperona dels ciclitols en limfoblasts de malalts de
Gaucher amb les mutacions N370S o L444P

Hi ha precedents bibliografics que demostren que els inhibidors competitius d’un enzim, a
concentracions subinhibitories, poden actuar com a xaperones farmacologiques, ajudant al

correcte plegament d’una proteina i, per tant, afavorint el seu transport i la seva funcié dins
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I’organul cel-lular de desti (Figura 5.22) resultant en un augment net de |’activitat
76,79

enzimatica.

plasma membrane
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Figura 5.22. Efecte de les xaperones
farmacologiques sobre enzims amb
defectes de plegament. Figura

extreta d’un article de Parenti.
chaperone

‘ == mannose-6-phosphate receptor

Com s’ha comentat en la Introduccid general d’aquesta memoria, 1’Gs de xaperones
farmacologiques ha demostrat tenir interés terapeutic en malalties lisosomals com la de
Gaucher, especialment en aquells casos on els malalts tenen afectacié del sistema nervios
central i actualment no disposen de cap tractament adequat.””””>*" Com s’ha esmentat també
anteriorment, en la gran majoria dels casos aquesta malaltia ¢s deguda a mutacions en el gen
GBA i les mutacions més freqiients trobades en els malalts de Gaucher son la N370S
(malalts de tipus I, no neuronopatic) i la L444P (normalment malalts de tipus II,
neuronopatic).

Un cop estudiada la inhibicié de la GCase pels ciclitols 28-40 i tenint en compte els
resultats obtinguts, en alguns casos sorprenents, tant de la inhibicid com de I’estabilitzacid
de la imiglucerasa en condicions de desnaturalitzacid, varem decidir determinar el potencial
dels compostos 28-29, 31-35, 37-39 1 A-C9 com a xaperones farmacologiques de la GCase
en limfoblasts de malalts de Gaucher amb les mutacions N370S o L444P. A més,
I’aminociclitol 36 1 el diaminociclitol 40 es van estudiar com a possibles xaperones de la
GCase amb la mutacié N370S.

L’iminosucre NN-DNJ, que s’ha descrit com a xaperona farmacologica per a la mutacio
N370S, pero no per a la L444P, es va incloure en tots els assaigs com a control.'”®

Una part dels estudis fets amb la mutacié N370S es van realitzar durant una estada de tres
mesos al Department of Biochemistry de la Universitat d’Oxford sota la supervisio del Dr.

Terry D. Butters.
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Els experiments de determinaci6é de 1’augment d’activitat enzimatica induida pels
composts, rellevant per a determinar el possible efecte xaperona dels ciclitols sobre la GCase
amb les mutacions N370S o L444P, van consistir en incubar les c¢l-lules a una densitat de
2x10° cel-lules per mil-lilitre en plaques de 12 pous durant tres dies en abséncia (control) o
en preséncia dels compostos a assajar a diferents concentracions. Després d’aquesta
incubacid, es va determinar I’activitat enzimatica (veure apartat 8.2.12 de la part
experimental) utilitzant com a substrat el 4-metilumbel-liferil f-D-glucopiranosid.

El resultat esperat pel cas d’un compost amb efecte xaperona €s un increment de la
fluorescéncia (major activitat enzimatica) en les cel-lules tractades respecte les cél-lules
control (en absencia del compost). A les Figures 5.23 1 5.25 s’indiquen els resultats obtinguts
per a les dues mutacions i a totes les concentracions a les que s’han assajat els compostos. El
maxim increment de I’activitat enzimatica 1 la concentracid de cada compost on s’ha

observat el maxim increment de I’activitat de la GCase s’indiquen a la Taula 5.5.

Taula 5.5. Maxim increment de 1’activitat de la GCase observat per incubacio de limfoblasts de
malalts de Gaucher amb els compostos A-C9, 28-29, 31-40 i NN-DNJ.

Compost - M.z‘lyfim increment de " ’ M.z‘nfim Increment de "
activitat GCase N370S Pactivitat GCase L444P
A-CY No incrementa No incrementa
28 No incrementa No incrementa
29 1.8+ 0.1 (0.5 uM) 1.2+ 0.1 (0.1 uM)
31 1.7£0.1 (10 uM) 1.5+0.2 (1 uM)
32 1.4+0.1 (1 uM) 1.2+£0.1 (5nM)
33 2.0£0.2 (1 uM) 1.3+ 0.1 (0.5 nM)
34 1.9+ 0.1 (1 nM) 1.4+0.2 (0.01 nM)
35 1.8+ 0.1 (5 uM) 1.3+ 0.1 (0.1 uM)
36 No incrementa ND™
37 1.6+ 0.1 (1 uM) 1.3+0.2 (1 uM)
38 1.6+ 0.2 (0.1 uM) 1.3£0.1 (1 nM)
39 2.0£0.1 (10 uM) No incrementa
40 1.2£0.1 (10 pM) ND'
NN-DNJ 1.4+0.1 (5uM) No incrementa

[a] Els limfoblasts es van incubar amb els compostos durant 3 dies abans de mesurar I’activitat
enzimatica. Les dades entre paréntesi corresponen a la concentracio a la que s’ha assajat el compost i
s’ha obtingut el maxim increment de 1’activitat de la GCase. [b] ND: no determinat.
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En els assaigs per a la mutacié N370S, els aminociclitols A-C9, 28 1 36 no van provocar
un augment de I’activitat de la GCase a cap de les concentracions a les que es van assajar i el
diaminociclitol 40 va augmentar 1’activitat enzimatica un 20% com a maxim a una
concentracio de 10 uM. Per altra banda, la resta de compostos van incrementar més d’un
40% D’activitat de la GCase a alguna de les concentracions assajats. El tractament amb els
ciclitols 31 1 39 a una concentracié de 10 uM o amb 35 i I’iminosure NN-DNJ a 5 uM van
produir un augment de DP’activitat de la GCase entre 1.4 1 2 vegades. Aixi mateix, els
compostos 32-33 i 37 a una concentracié de 1 uM van provocar el mateix augment de

I’activitat.
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Figura 5.23. Efecte dels compostos 28-29, 31-40, NN-DNIJ i A-C9 sobre I’activitat de la GCase en
limfoblasts (GM10873) de malalts de Gaucher amb la mutacié N370S. Es va fer una incubacio de
les cél-lules durant 3 dies en abséncia i en preséncia de diferents concentracions (uM) de cada
compost abans de mesurar I’activitat de la GCase. Els experiments es van fer per triplicat i els
resultats corresponen a la mitja + desviacid estandard. L’activitat enzimatica s’ha normalitzat
respecte a les cél-lules no tractades, la qual s’ha assignat a una activitat relativa d’1.

129



Resultats i Discussio 5. Amino- i diaminociclitols com a xaperones farmacologiques de la GCase

D’altra banda, 1’aminociclitol 29 a 500 nM 1 el diaminociclitol 38 a 100 nM van
augmentar 1’activitat enzimatica de la GCase amb la mutaci6 N370S un 80% 1 un 60%,
respectivament. El més sorprenent va ser I’efecte observat amb 1’V,0-dinonil aminociclitol
34 que va inhibir ’enzim a concentracions superiors a 100 nM, que esta d’acord amb la
inhibicié de la GCase que s’havia observat, tant amb la imiglucerasa com en els estudis fets
amb fibroblasts. Pero, el tractament dels limfoblasts amb 1’NV,O-dinonil aminociclitol 34 a
una concentracid d’1 nM va produir el maxim augment de 1’activitat enzimatica (un 90%) 1 a
concentracions més baixes ’activitat va disminuir de forma progressiva (veure Figura 5.23).
Cal mencionar que aquest augment de l’activitat a concentracions tan baixes estd en
contraposici0 amb altres compostos descrits a la literatura que s’han estudiat com a
xaperones farmacologiques. En la gran majoria dels casos s’han utilitzat concentracions de
I’ordre micromolar i molt superiors als valors de les constants d’inhibicié que s’havien
determinat utilitzant la GCase recombinant. La xaperona farmacologica de la GCase més
potent que hi havia descrita fins al moment a concentracions de 1’ordre nanomolar era
I’a-1-C-noniliminoxilitol, que €s capa¢ d’augmentar 1’activitat de la GCase fins a 1.8
vegades (a una concentracid de 10 nM) en fibroblasts amb la mutacio N370S després de 4
dies d’incubacié.'** La utilitzaci6 de baixes concentracions de xaperones farmacologiques té
molts punts a favor a I’hora de ser un possible tractament de la GD degut al increment de la
selectivitat per la GCase, i com a conseqiiéncia, la disminucié dels possibles efectes

secundaris en el pacient.

Es va estudiar també D’activitat xaperona d’alguns dels amino- i diaminociclitols que
havien donat millors resultats amb la mutacié N370S durant 5 dies d’incubaci6. La finalitat
d’aquest experiment era veure si augmentant el temps d’incubacié també s’observava un
major augment de 1’activitat de la GCase. Per fer aquest assaig es van incubar les cel-lules en
presencia dels compostos 29, 33 1 NN-DNJ a 0.1 puM, la imidazolidinona 39 a 1 uM 1
I’N,O-dinonil aminociclitol 34 a 0.1 nM 1 es va determinar 1’activitat enzimatica cada 24 h.
Cal mencionar que es va estudiar préviament la citotoxicitat d’aquests compostos en

aquestes cel-lules després de 5 dies d’incubacio.
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Figura 5.24. Efecte dels compostos 29, 33-34, 39 i NN-DNIJ sobre I’activitat de la GCase amb la mutacid
N370S després d’una incubacid de 5 dies on es va determinar I’activitat enzimatica cada 24 h. Els valors
corresponen a la mitja + la desviacio estandard d’un experiment amb tres répliques. L’activitat enzimatica
s’ha normalitzat respecte a les cél-lules no tractades, les quals s’han assignat a una activitat relativa d’1.

Com es pot observar a la Figura 5.24, I’activitat enzimatica va anar augmentant amb els
dies 1 es va arribar al maxim entre el tercer i el quart dia, llavors 1’activitat va disminuir una
mica. Una possible explicacid per a aquesta disminucio d’activitat en la ultima determinacio
podria ser degut a que les cel-lules no estiguessin en bon estat ja que, al ser limfoblasts, estan
en suspensio en el medi de cultiu i, per evitar la manipulacié no es va dur a terme el canvi de

medi habitual en aquests cultius i1 que es fa cada tres dies.

L’efecte dels compostos A-C9, 28-29, 31-35, 37-39 i NN-DNJ sobre ’activitat de la
GCase amb la mutacié L444P, que com s’ha comentat en la introduccié general d’aquesta
memoria ¢s un fenotip de la malaltia més sever que la mutacid N370S, es va estudiar
utilitzant cel-lules d’un malalt de Gaucher de tipus II (GM 08752, Coriell Cell Repositories).
Després de 3 dies d’incubacid, els ciclitols A-C9, 28, 39 i I’iminosucre NN-DNJ no van
produir cap efecte sobre I’activitat de la GCase o fins 1 tot van inhibir ’enzim a altes
concentracions. D’altra banda, per als altres ciclitols es van observar moderats increments en
I’activitat de la GCase (20-50%) a baixes concentracions. Cal destacar que I’NV,0-dinonil
aminociclitol 34 va produir un augment de 1’activitat (un 40%) a una concentracié de només

10 picomolar (veure Figura 5.25).

Cal afegir que en quasi tots els exemples descrits a la literatura (veure apartat 1.6 de la

introduccio6 general) de la utilitzacié de xaperones farmacologiques per a diverses mutacions
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de la GCase, no es van obtenir bons resultats pel cas de la mutacio L444p '*!11>122128.188 g

molts dels casos aix0 s’atribueix a que aquesta mutacio es troba allunyada del centre actiu.
Les uniques xaperones farmacologiques que s’han descrit fins al moment per a la GCase
amb la mutacié L444P sén la isofagomina,** 1’a-1-C-octil-1-deoxinojirimicina'” i

’ambroxol.'*
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Figura 5.25. Efecte dels compostos 29, 31-35, 37-39 i A-C9 sobre I’activitat de la GCase en limfoblasts
(GMO08752) de malalts de Gaucher amb la mutacio 1.444P. Es va fer una incubacio de les cél-lules durant
3 dies en abséncia i en presencia de diferents concentracions de cada compost abans de mesurar 1’activitat
de la GCase. Els experiments es van fer per triplicat i els resultats corresponen a la mitja + desviacid
estandard. L’activitat enzimatica s’ha normalitzat respecte a les cel-lules no tractades, la qual s’ha assignat
a una activitat relativa d’1.
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Aixi doncs es pot concloure que alguns dels amino- i1 diaminocicliclitols descrits en aquest
capitol sén uns inhibidors molt potents de la GCase tant d’aquest enzim en fibroblasts wt
com de la GCase recombinant. A més, alguns d’ells, a concentracions de 1’ordre nanomolar
o fins 1 tot subnanomolar, augmenten ’activitat de la GCase en limfoblasts de malalts de
Gaucher amb la mutacié N3708S, aixi com amb la mutacié L444P, la qual s’ha associat amb

un fenotip neuronopatic i actualment no hi ha cap tractament efectiu.
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Four  diastereomeric  series  of
N-alkylated [6+5] bicyclic isoureas having
hydroxyl substituents mimicking glucose
hydroxyl groups have been synthesized as
potential f-glucocerebrosidase (GCase)
inhibitors with the aim of developing
pharmacological chaperones for enzyme
deficiency in Gaucher disease (GD). The
bicyclic compounds differ either by the
configuration of the ring fusion carbon
atoms or by the nature of the  N-alkyl
substituents. When assayed for effects on
GCase activity, the isoureas displayed
selective inhibition of GCase with low
micromolar to mnanomolar ICsy’s in
isolated enzyme experiments.

One of the series of isoureas, a family
having a specific cis ring fusion, exhibited
strong inhibition of recombinant GCase
activity with Kj values in the 2-42 nM
range. In addition, the [6+5] bicyclic
guanidine derivatives with a substitution
pattern analogous to the most active

isoureas were also found to be potent

inhibitors of GCase with K; values
between 3 and 10 nM. Interestingly, the
active bicyclic isoureas and guanidines
also behaved as GCase inhibitors in wild-
type human fibroblasts at nanomolar
concentrations.

The potential of these compounds as
pharmaceutical chaperones was
determined by analyzing their capacity for
increasing GCase activity in GD
lymphoblasts derived from N370S and
L444P variants, two of the most prevalent
Gaucher mutations. Six compounds were
selected from the different bicyclic
isoureas and guanidines obtained that
increased GCase activity by 40-110% in
N370S and 10-50% in L444P cells at low
micromolar to nanomolar concentrations
following a 3-day incubation. These
results describe a promising series of
potent GCase ligands having the cellular
properties required for pharmacological

chaperones.
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6.1 Introduccid i objectius

La trehazolina 1 I’alosamidina sén productes naturals amb interessants propietats
biologiques associades als enzims que processen carbohidrats i que es caracteritzen per la
preséncia en la seva estructura d’un aminociclitol de cinc baules (Figura 6.1).*%

La trehazolina és un potent inhibidor de varies trehalases, els enzims especifics que
hidrolitzen I’enllag glicosidic del disacarid o,o’-trehalosa. Va ser aillada en el 1991 per
Ando i col-laboradors d’un cultiu del cep Micromonospora SANK 62390.%'° Practicament
de forma simultania, Nakayama i col-laboradors®'' van descriure I’aillament d’un inhibidor
especific de la trehalasa d’un cultiu del cep Amicolatopsis SANK 60791 al que van
anomenar trehalostatina. Aquests autors van proposar per a la trehalostatina I’epimer en C5
de la trehazolina. Pero les propietats fisiques dels dos compostos van ser idéntiques i, més
tard, la sintesi total dels dos isomers va demostrar que es tractava realment del mateix
compost 1 I’estructura correcta d’aquest producte natural corresponia a la que s’havia

assignat a la trehazolina.***"2

: HoN OH
! “10H
' HO
. HO
H Trehazolamina
"HOL T ; HO
HO OH ; ;
HO, g o O 0 i HOw 0
. . ; E '/N/)\N/ E "/N/)\N/
HO' H o H '/NFL_HQ ___________ (. HO \
NHAc OH /j\
. c Alosamizolina
Alosamidina

Figura 6.1. Estructures de la trehazolina, I’alosamidina, la trehazolina i I’alosamizolina.

La trehazolina és un pseudo-disacarid peculiar formada per una unitat o-D-glucopiranosa
unida a un aminociclitol de 5 baules (trehazolamina, Figura 6.1) a través d’una isourea
ciclica. La seva interessant estructura, aixi com la seva intensa activitat biologica han generat
un gran interés per a la seva sintesi i la de compostos analegs. Des dels treballs de

- 213 . 214
Shiozaki“” 1 Ogawa,

que van confirmar D’estructura de la trehazolina, totes les
aproximacions descrites per a la seva sintesi impliquen un esquema similar que suposa, en

primer lloc, la sintesi de I’aminociclopentiol, seguida del seu acoblament amb un derivat de
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glucopiranosil i, finalment, una reacci6 intramolecular per a formar la isourea. Degut a la
seva major complexitat, els esfor¢os sintétics s’han dirigit fonamentalment al
desenvolupament de nous meétodes per a accedir al fragment aminociclitol, la
trehazolamina.*' >

L’alosamidina és un potent inhibidor de la quitinasa i va ser aillada en el 1986 per Sakuda
i col-laboradors.”'” Aquest producte natural és un pseudo-trisacarid format per un disacarid
unit a una isourea biciclica (alosamizolina, Figura 6.1) formada per un aminociclitol i una
isourea de cinc baules.

A part d’aquests dos productes naturals, s’han descrit una série d’iminosucres amb una
estructura biciclica polihidroxilada com a inhibidors de glicosidases, com per exemple els
productes naturals castanospermina,”'® swainsonina®'’ o la calistegina.”*’

Aixi mateix, s’han sintetitzat diverses se¢ries de compostos amb estructura biciclica
formats per un iminosucre fusionat a una amidina ciclica®' o a un anell heterociclic,””? com
per exemple un imidazole, que van resultar ser inhibidors de f-glucosidases, amb valors de

K; de I’ordre nanomolar (Figura 6.2).

OH (0] NH
HO,, HO,,, N>=NC8H17 HO,, D=NCgHy7
. N \ N
HO” >N HO” ™ "OH HO™ ™" "OH
OH OH OH
Piperidina+ Imidazol substituit en C2 NOI-NJ 6N-NOI-NJ

f-glucosidasa d'ametlla: K=1.2 nM Imialucerasa: K=5.6 uM ; K=
B-glucosidasa de Caldocellum s.: K=0.11 nM 9 oM Imiglucerasa: Ki=4.0 uM
a-glucosidasa de llevat de la cervesa: K;=0.5 uM

Figura 6.2. Estructures d’iminosucres amb estructura biciclica.

Un altre tipus de compostos amb estructura biciclica, com s’ha comentat en la introduccio6
general d’aquesta memoria, estd formada per una familia d’iminosucres relacionats
estructuralment amb la nojirimicina (NJ) o la galactonojirimicina (GNJ) 1 han estat descrits
recentment com a inhibidors de la GCase (Figura 6.2)."'® En aquests compostos biciclics,
formats per un iminosucre de sis baules fusionat amb una isourea, guanidina o una isotiourea
de cinc baules, I’atom de nitrogen que ocupa la posicié de cap de pont té un elevat caracter
sp” i van presentar una bona selectivitat. A més s’ha descrit recentment que alguns d’ells
presenten activitat xaperona i augmenten I’activitat de la GCase en fibroblasts de malalts de

. . 119
Gaucher amb diverses mutacions.
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Tenint en compte aquests precedents, ens varem plantejar la sintesi d’una nova familia de
compostos amb estructura biciclica formats per un anell de 6 baules polihidroxilat fusionat
amb un anell de cinc baules on hi és present una isourea. D’altra banda, tenint en compte els
resultats obtinguts amb les séries d’amino- i diaminociclitols (capitol 5), varem pensar que
seria de gran interes la sintesi de diverses series amb diferent configuracid dels centres C3a i
C7a (86-89, Figura 6.3) per tal d’estudiar la relacié estructura-activitat dels mateixos com a

inhibidors de glicosidases i en particular de la GCase.

OH OH R OH
HO,,. 33‘1‘\5 HO,,, 3a_N HO,, 3a ﬁ
>:NR1 , >=NR1 >=NR1
HO” 720 HO™ ~7a"0 HO” ~y7a"0
OH OH OH
(+)-86a-c (+)-87c (x)-88a-c
(-)-86¢c,d (+)-87c,d (-)-88c,d
OH OH
HO,, 3?‘\5 HO,, “\ﬁ gi E= :i E1 = Ce'}:‘{w
=R =Gz
7-,,o>:NR1 ,,,N/ENR1 c: R =H; Ry = CoHig
HO™ ~"7a HO™ Y '} d: R=R;=CgHyg
OH OH e:R=H; R1 = (CH2)3Ph
(+)-89a-c
(+)-89¢,d (-)}-90c.e

Figura 6.3. Estructures de les isourees i guanidines bicicliques [6+5] (86-90).

En aquests compostos podem trobar quatre séries de isourees bicicliques, tant en forma
racémica com enantiomericament pura, que es diferencien en la configuracié dels centres
C3a i C7a, pero tots ells tenen el nitrogen exociclic substituit amb una cadena alquilica de
nou atoms de carboni (86¢-89¢). Aixi com les isourees en forma enantiomericament pura
amb els dos atoms de nitrogen substituits amb una cadena alquilica de la mateixa longitud
(86d-89d).

Dels compostos 86, 88 i 89, també es van sintetitzar les isourees bicicliques en forma
racemica amb el nitrogen exociclic substituit amb una cadena alquilica de vuit o sis atoms de
carboni.

De les quatre series d’isourees, com després es comentara en aquest capitol, la serie 89 va
¢sser la que va presentar una major inhibicié de la GCase i, d’acord amb aixo0, es va decidir
sintetitzar les guanidines 90c¢ i 90e, les quals mantenen la configuraci6 de tots els centres de
I’anell de sis baules i1 que resulten del bescanvi formal de 1’atom d’oxigen de la isourea per

un atom de nitrogen (Figura 6.3).
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Per a la sintesi de les isourees i guanidines bicicliques 86-90 es van utilitzar com a
productes de partida alguns dels intermedis que s’havien sintetitzat préviament per a la
preparacié dels amino- i diaminociclitols que s’han descrit anteriorment (veure capitol 5).
D’aquesta manera, per a la sintesi de la isourea 89¢ es va utilitzar I’aminoalcohol 47, el qual
presenta la mateixa configuracié dels centres on es troben els grups amino 1 hidroxil lliures
que els centres 3a i 7a, respectivament, en la isourea final.

La isourea (+)-89¢ es podria obtenir després de la desproteccid de tots els grups benzil
d’una isourea intermedia, la qual es pot preparar per ciclacié d’una tiourea o bé d’una urea.
Per ultim, la sintesi de la tiourea o la urea es podria fer facilment per reaccié de

I’aminoalcohol de partida amb isotiocianat de nonil o isocianat de nonil.

OBn OBn
HO . H 5 H H oI
", 2N nO,,, N BnO,, wN=C—NHCgH1g
 )=NCaHig =  =NCoHig => '
HO” 72O BnOo” Y~ O BnO” >~ “OH
OH OBn OBn
(+)-89¢c U
OBn
BnO,, NH,
BnO” > “OH
OBn
()47

Figura 6.4. Retrosintesi de la isourea (+)-89c.

Per a la formacié de la isourea a partir d’una tiourea o urea hi han diverses condicions
descrites a la literatura per compostos amb una estructura similar als descrits en aquest
capitol.

Storch de Gracia i col-laboradors™* han descrit una sintesi de la trehazolina on el grup
funcional isourea el van preparar a partir d’una urea amb un grup hidroxil adjacent. Segons
Storch de Gracia i col-laboradors, la reaccié de la f-hidroxiurea amb anhidrid triflic en
presencia de piridina evoluciona per un mecanisme classic de substitucid nucleofila tipus
Sn2 passant per un triflat intermedi (Figura 6.5). La formacié de la isourea ve acompanyada
en aquests cas amb una inversio de la configuraci6 del centre on hi havia el grup hidroxil

adjacent.
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Figura 6.5. Sintesi de la trehazolina.”*

Ogawa i col-laboradors™**'®**> han descrit també una sintesi de

la trehazolina 1 alguns

analegs, on la isourea la van obtenir com el producte de la reaccié d’una tiourea amb oxid de

mercuri (II), passant per un intermedi de tipus carbodiimida. Alternativament, Kobayashi 1

212,21
col-laboradors?!>?!13

van proposar la utilitzacid del reactiu tetrafluoroborat de 2-cloro-3-

etilbenzoxazolini (métode de Mukaiyama). Els dos métodes han estat utilitzats ampliament

en la sintesi d’analegs de la trehazolina (Figura 6.6).%'
. ) LIAIH OBn OBn
OBn 4 e
HO:.. 2) 6% HCI-MeOH HO,,
o s
"IOMOM "’NJJ\N 10H
BnO,, H N
OMOM 5Bn i
HgO o

0
c— Et;N

Trehazolina oN

|
T H,, Pd(OH),/C, MeOH - Et-BF, )
OBn OBn
i OBn
I”N\\rN OBn Bno/,' HO/,'
2 0 OH 0
OBn ") “I0H
: OBn BnO™ ™~ 'N=C=N
HO OBn \_/O_H
212-214

Figura 6.6. Sintesi de la trehazolina.
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6. Isourees i guanidines bicicliques com a xaperones farmacologiques de la GCase

6.2 Sintesi i assignacio estructural

bicicliques 86-90

6.2.1 Sintesi de les isourees i guanidines bicicliques 86-90

Com s’ha comentat en 1’apartat anterior, per a la sintesi de les isourees i guanidines
bicicliques 86-90 es van utilitzar com a productes de partida alguns dels intermedis que
s’havien sintetitzat préviament per a la preparacié dels amino- i diaminociclitols que s’han
descrit en el capitol 5 d’aquesta memoria. D’aquesta manera, per a la sintesi de les isourees

86-89 es van utilitzar els aminoalcohols 47, 49, 53 1 70, mentre que les guanidines 90c,e es

van preparar a partir de la diamina 79 (Figures 6.7 1 6.8).

de les isourees i guanidines

lb

OBn ﬁ
BnO:@:N—C—NH&
BnO OH

(:)Bn
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+)-93c
-)-93d

1 c
OBn
BnO/,' .‘\ﬁ

>=NR;
o

OBn

(x)-97a,c
(-)-97c,d

(
(
(

BnO

OBn OBn OBn
Bno:@:NHR BnO,, i NHR BnO, NHR
BnO” ™~ “OH BnO” ™ "OH BnO” ™~ “OH

OBn OBn OBn

(£)-70: R=H (£)-49: R=H (£)-53: R=H
(-)-70: R=H a (+)-49:R=H a (-)-53:R=H
al, (-)-91: R = CgHqg L. (+)-92: R = CgHyg ,: (-)-62: R = CgHyg
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OBn R ﬁ OBn R ﬁ
Bno:@,N—C—NH& BnOﬁN—C—NH&
BnO” > “OH BnO” > “OH

(:)Bn 6Bn

(+)-94c (+)-95a-c
(+)-94c,d (+)-95¢
(-)-95d
e |e
OBn OBn
BnO/,' ﬁ Bno’/, ﬁ
O=NR J=NR;
Bno - I/o Bno Z O
OBn OBn
(£)-98c (£)-99a-c
(+)-98¢,d (-)-99¢,d
a: R=H; Ry=CgHy3 c:R=H; Ry=CgHqg
b: R=H, R1=C8H17 d: R=R1=CQH19

Bnob\\\NHR
BnO” > “OH

(+)-96a-c
(+)-96¢,d

lc

OBn

BnO:<5”\ﬁ>I=
BnO '0

(:)Bn
(x)-100a-c
(-)-100c,d

NR;

a) CgH,;,CHO, NaBH;CN, MeOH, t.a., 4 h,75-90%; b) R|NCS, THF, 45 °C, 18 h, 65-95%;
c) HgO, tolue, 115 °C, 24-48 h, 67-95%.

Figura 6.7. Obtencio de les isourees bicicliques 97-100 a partir dels aminoalcohols 47, 49, 53 i 70.
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D’altra banda, per a la sintesi de les isoureces 86d-89d es van emprar els corresponents

N-nonil aminociclitols derivats (62, 66, 91'*°

1 92). Aquests precursors es van preparar per
aminacié reductora dels aminoalcohols 47,'%¢ 49 2%° 53 i 70'%° (en forma enantiomericament
pura) amb I’aldehid nonanal.

L’acoblament dels aminoalcohols de partida amb el corresponent N-alquil isotiocianat
dona les tiourees 93-96 en una reaccio que té lloc amb total quimioselectivitat en presencia
del grup hidroxil lliure. A continuacio, el tractament de les tiourees resultants amb un excés
(3 equivalents) d’oxid de mercuri (II) va conduir a les corresponents isourees bicicliques
97-100 (Figura 6.7). Val a dir que la formacié de les isourees 97 1 98, que tenen els dos
anells fusionats en frams, va requerir més temps de reaccid i es va utilitzar el doble
d’equivalents d’0xid de mercuri (II).

En el cas de la sintesi de les guanidines 103, la reacci6 de la diamina 79 amb 1 equivalent
de I’isotiocianat corresponent dona una mescla de diastereoisomers 101 1 102, els quals es

van fer reaccionar amb oOxid de mercuri (II) i s’obtingueren unicament les guanidines

desitjades 103¢,e (Figura 6.8).

OBn H n
BnO,, «N—C—NHR, c: Ry =CgHyg
' : e: Ry = (CH,)sPh
BnO” > “NH,
OBn OBn OBn ’
BnO/,' ~\\NH2 a 101C,e b BnO/,' “\N
e — D>=NR;
., OBn BnO N
BnO™ " “NH; BnO,, NH, not Y H
OBn : : OBn
- "N-C— ->-103c,e
()-79 BnO” ™ ” ﬁ NHR, )
OBn S
102c,e

a) CoH;oNCS o Ph(CH,);NCS, THF, 45 °C, 18 h, 65-70%; b) HgO, tolue, 115 °C, 24 h, 70-79%.

Figura 6.8. Obtencio de les guanidines bicicliques 103¢,e a partir de la diamina 79.

Cal mencionar que en un principi es va plantejar la sintesi de les isourees 100a-c a partir
de ’aminoalcohol 70, que ¢€s sintéticament més assequible que 1’aminoalcohol 47, seguint el
procediment que descriuen Storch de Gracia i col-laboradors.”?* Malauradament, el
tractament de la urea 104 amb anhidrid triflic en preséncia de piridina dona la isourea
biciclica 97b amb retencid de la configuracio del centre on es trobava 1’alcohol secundari

(Figura 6.9). Aquest fet esta en desacord amb el transcurs estereoquimic de la reaccid
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descrita per Storch de Gracia i col-laboradors, en que s’observa la inversié de configuracio
en el carboni unit a I’¢ster triflic. La retencié de configuracié en 97b esta d’acord amb les
constants d’acoblament (10.3-12.2 Hz) observades entre els protons H3a/H7a, H3a/H4 i
H7a/H7 en el compost 97b. A més, els espectres de RMN de 'H i °C dels compostos 97a-c

eren practicament iguals, excepte la part corresponent a la cadena N-alquilica.

BnO, IS NH 7o H (IC?) NHCgH BnO §
no,, ~NH BnO,, N gH17 no,.
/@\ — | ‘ o, >=NCSH17
BnO B OH BnO > OH BnO
OBn (:)Bn OBn
(£)-70 (£)-104 (£)-97b
BnO v Ry gen "y
i BnO,, “\H OH BnO,,, N OTf
/‘ENC8H17 >< _______ - ><
BnO™ Bno” " 0 NHCgH,; BnO” > O NHCgH17
OBn OBn OBn
(%) ) A
>f< L | -TfOH
| 1 ¥
OBn H OBn
BnO,,, \\N C NHCgH47 BnO,, NHC8H17 BnO,,
______ N >:NC8H17
H BnO™ Y
OB OBn - 58n
i (+)-104 R (£)-97b
oBn OB QT 0Bn
\ = C—NHC H o
BnO,,. ' (-A(N_CBHW BnO,, A _ N 87 BnO,, WN=C=NCgH7
O R O P .
BnO™ AT /O OHS BnO” > “OH
OBn OB” base OBn
D c B
Hs Hsa
SJysatza=122Hz  BnO \H
®Jnzata=105HZ  Bno o
%J7atr = 10.3 Hz NCgH17
()-97b H Hza

a) CsH7NCO, CH,Cl, t.a., 6 h, 93%; b) Tf,0, piridina, CH,Cl,, -40 °C, 1 h, 65%.

Figura 6.9. Obtencid de la isourea biciclica 97b a partir de I’aminoalcohol 70.

Una possible explicacio per a la retencid en la configuracid obtinguda del centre on es
trobava 1’alcohol secundari podria ser que no s’hagués format I’intermedi amb el grup

hidroxil protegit en forma de triflat degut a que no és cincticament favorable enfront la
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formacid d’altres possibles intermedis. Cal mencionar que en sistemes semblants ja s’havien
trobat problemes alhora de fer reaccions de substitucié nucleofila del grup hidroxil un cop
transformat en O-mesil degut a I’impediment estéric originat pels grups O-benzil presents a
la molécula.'” Aixi doncs, 1’anhidrid triflic podria reaccionar amb la urea®’ i formar un
intermedi, que després d’una ciclacio intramolecular del grup hidroxil lliure conduiria a
I’obtencid de la isourea biciclica. D’aquesta manera, es podria formar una ortourea i, després
de la transformacié del grup hidroxil a triflat s’acabaria obtenint I’intermedi A, que per
peérdua de TfOH donaria la isourea amb retencid. També es podria formar I’intermedi C i, en
presencia d’una base, podria donar-se una reaccio intramolecular i formar-se la isourea 97b.
Aixi mateix, a partir de I'intermedi C es podria formar la carbodiimida B i s’acabaria
obtenint amb tots els intermedis la isourea amb retencié de la configuracié del centre on es
trobava 1’alcohol secundari.**®

Una altra possible explicacio per a la retencid de la configuracidé podria ser que hi hagués
una doble inversio en el centre on es troba el grup hidroxil. Com per exemple, a partir de la
urea amb el grup hidroxil adjacent transformat en triflat es podria formar una
N-carbamoilaziridina D 1 aquesta també podria conduir a 1’obtenci6 de la isourea 97b

(Figura 6.9). En cap cas es van detectar els intermedis A-D en el transcurs de la reaccio.

La desproteccio de tots els grups benzil de les isourees 97a-c¢ per hidrogenolisi a 2 atm,
utilitzant com a catalitzador Pd(OH); 1 escalfant a 60 °C, tal 1 com es descriu a la literatura
per a compostos similars,?'***>** dona les isourees bicicliques 86a-c (Figura 6.10). D’altra
banda, es va intentar 1’obtencio de les isourees 88 i 89 de la mateixa forma i es van obtenir
unes mescles complexes en tots els casos. Com a alternativa, es va provar dur a terme les
desproteccions dels grups benzil amb BCl; com ja s’havia fet amb alguns dels aminociclitols
que s’han descrit anteriorment en aquesta memoria. Val a dir que en un principi, tenint en
compte el medi acid que s’hi genera amb aquest reactiu, ens va semblar que les isourees no
serien estables en les condicions de la reaccid. Per aquest motiu, les reaccions es van dur a
terme a una temperatura més baixa (-78 °C durant 2 h i -40 °C durant 5 h) i es van obtenir
uns bons resultats, fins i tot en alguns casos amb una simple precipitacid6 amb AcOEt es va
obtenir el producte desitjat 1 no va ser necessari purificar-lo per cromatografia en columna

flash (Figura 6.10).
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(-)-97c,d (-)-86¢,d b: R = H; Ry = CgH,;
c:R= H, R1 = CgH19
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(+)-98c,d (+)-87c,d
OBn OH
OBn R R R
BnO/,’ N b HO/,' N HO/,, N
>=NR; —» J=NR =NR
Bno” 0 HO” >~ ~O HO” >~ ~O
oBn OH OH
(£)-99a-c (+)-105a-c (+)-88a-c
(-)-99¢,d (-)-105¢ (-)-88c
(-)-105d (-)-88d
OBn
BnO/,, ‘\N HO/, /
>=NR1 >=NR1 >=NR1
BnO
OBn
(+)-100a-c (x)-106a-c (+)-89a-c
(-)-100c,d (+)-106¢ (+)-89c,d
OBn OH
BnO,, Ho, SR
)——NR1 )——NR1
BnO HO
OBn OH
(-)-103c,e (-)-90c,e

a) Pd(OH),, EtOH, H, (2 atm), 60 °C, 18 h; b) BCl;, CH,Cl,, -78 °C (2 h), -40 °C (5 h);
¢) Pd/C, MeOH, H, (2 atm), t.a., 20 h.

Figura 6.10. Obtenci6 de les isourea i guanidines bicicliques 86-90.

En el cas de les desproteccions de les isourees 99 i 100, es van obtenir com a subproductes
les isourees 105 1 106, respectivament, amb el grup hidroxil de la posicid C4 protegit en
forma d’éter benzilic. Aixi mateix, el tractament de la isourea 99d amb BCl; dona unicament
el compost 105d. La desproteccid del grup benzil d’aquest compost es va dur a terme per

hidrogenolisi i1 es va aconseguir obtenir el producte final desitjat (88d), encara que es va
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recuperar quasi un 50% del producte de partida. Els subproductes 105 i 106 es van separar
de les isourees 88 i 89, respectivament, per cromatografia en columna flash sobre gel de

silice.

La posicio del grup benzil en els subproductes 105 i 106 es va establir de manera
inequivoca amb I’ajut dels experiments de correlacié heteronuclear HMBC 1 HSQC de les
isourees 105c 1 106a (veure Figura 6.11 per al compost 106a). Per una banda, en I’espectre
HMBC del compost 105¢, els protons del metile del grup benzil (4.57 1 4.82 ppm)
correlacionen amb C4 (80.5 ppm). Per altra banda, en 1’espectre HMBC del compost 106a es
pot observar una correlacio entre els protons del metile del grup benzil (4.86 1 4.93 ppm)

amb C4 (82.7 ppm).
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@}

r76
r77
r78
r79
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r80
r81
r82
Cl — S = F83

84

520 515 510 505 500 495 490 485 480 475 470 4.65
f2 (ppm)

Figura 6.11. Espectre HMBC de la isourea 106a.

6.2.2 Assignacio estructural per RMN de les isourees i guanidines bicicliques
L’assignacid estructural de tots els intermedis i productes finals s’ha realitzat amb un

minucids estudi per ressonancia magnetica nuclear de protd i carboni-13 1 s’han dut a terme

experiments d’homo- 1 heterocorrelacid per a la completa assignacidé dels senyals. A la

Figura 6.12 es detalla 1’assignacid dels protons de les isourees 86a, 87¢, 88b 1 89b.
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OH R OH OH OH
HO, _~3a.\N Ho, JaaR Ho, Ja R HO., 3a R
s )=NCaHis . >:NC9H19 s >=NC3H17 J=NCgH
HO” 72 O HO” 72’0 HO” “7a O HO” 74’0
OH OH OH OH
(+)-86a (+)-87c (+)-88b (+)-89b
Compost (+)-86a Compost (+)-87¢c
proto 5(*H) (m, J, Hz) interaccions NOE proto 5('H) (m, J, Hz) interaccions NOE
H-7a 4.35 (t, 10.0) H4/H6 H-7a 511 (d, 12.9) H-7/H-5
H-7 4.00 (t, 7.0) H3a H-7 4.55-4.60 (m) H-7a/H6
H-6 3.24-3.49 (m) H-7a H-6 4.12 (t, 3.5) H-3a/H-5/H-7
H-5 3.24-3.49 (m) H-3a H-5 4.04 (t, 3.0) H-4/H-6/H-7a
H-4 3.75 (t, 10.5) H-7a H-4 4.42-4.48 (m) H-5
H-3a 3.79 (t, 10.5) H-7/H-5 H-3a 4.52 (d, 14.2) H-6
Compost (+)-88b Compost (+)-89b
proto 5('H) (m, J, Hz) interaccions NOE proto 5('H) (m, J, Hz) interaccions NOE
H-7a 4.95-5.05 (m) H-6 H-7a  5.18 (dd, 4.8, 6.7) H-3a/H-7
H-7 3.86 (dd, 7.7, 10) H-5 H-7 4.05 (dd, 4.3, 9.3) H-5/H-7a
H-6 3.39-3.45 (m) H-3a/H-4/H-7a H-6 3.64 (t, 9.0) H-4
H-5 3.65 (t, 8.3) H-7 H-5 3.42 (t, 9.1) H-3a/H-7
H-4 3.93 (dd, 4.6, 8.1) H-3a/H-6 H-4 3.61 (dd, 8.0, 9.6) H-6
H-3a  4.57 (dd, 4.9, 7.1) H-4/H-6 H-3a 412 (t, 7.5) H-5/H-7a

Figura 6.12. Assignacié de I’espectre '"H RMN i interaccions NOEs observades en I’espectre
ROESY de les isourees 86a, 87¢, 88b i 89b.

Un primer aspecte a comentar és la conformacié que adopta el sistema biciclic format per
un anell de 6 baules fusionat amb un altre de 5 baules en cadascuna de les series. Amb
aquest proposit, un analisi de les constants d’acoblament entre els protons de I’anell de sis
baules ens va ser molt util.

D’acord amb les constants d’acoblament, 1’anell de sis baules en les isourees 86, 88 1 89 i
les guanidines 90 adopta una conformacié tipus cadira amb tots els grups hidroxil de les
posicions 4-7 en disposicio equatorial (Figura 6.13). Aixo esta d’acord amb els valors grans
de les constants d’acoblament observades entre els protons de les posicions 4-7 que confirma
la disposicid relativa trams-diaxial entre ells. D’aquesta manera, la isourea/guanidina
fusionada adopta una disposicid trans-diequatorial en la isourea 86 i una disposicio cis en les
isourees bicicliques 88-89 1 en les guanidines 90c,e.

En les isourees 87¢ i 87d, ’anell de sis baules adopta una conformacié tipus cadira amb

tots els grups hidroxil de les posicions 4-7 en disposici6 axial. Aixo esta d’acord amb la
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constant d’acoblament gran observada entre H3a i H7a ( Jisan7a = 12.9 Hz), les constants
d’acoblament petites trobades entre els altres protons de ’anell de sis baules CJi.= 3-4 Hz)
i els efectes NOE observats en I’espectre 2D ROESY (Figura 6.13).

En una col-laboracié amb el Dr. Ignacio Alfonso del departament de Quimica Biologica i
modelitzacid molecular (IQAC-CSIC), es va fer un calcul teoric utilitzant B3LYP/6-31+G*
per a determinar la geometria optimitzada del compost 87¢ simplificat (amb R;=CH3) 1
I’estructura optimitzada obtinguda es mostra a la Figura 6.13. Les distancies trobades entre
els protons de 1’anell de sis baules estan d’acord amb els efectes NOE forts (~2.5 A) i deébils
(~3.9 A) que s’havien observat préviament per RMN. A més, aquesta geometria podria esta
estabilitzada per les interaccions per enllag d’hidrogen entre els grups hidroxil en disposicio

axial (1-3 diaxial).

oHR OH o OH
5 NR WNR
—wo—X\N Ry Ho—w/\(\ ﬁom\/\ HO 5 N
RN "HN-R O iN-R HN™SIN-R
86 1 1 90 1

d (H7a-H7)=2.474 A
d (H7a-H5) =3.876 A
d (H3a-H4) =2.452 A
d (H3a-H6) =3.937 A
d (H4-H5)= 2513 A
d (H5-H6) = 2527 A
d (H6-H7)=2529 A

R1

Figura 6.13. Conformacions tipus cadira observades (RMN) dels compostos 86-90. Pel compost 87 es
mostren els efectes NOE observats (forts: linea continua, débils: linea discontinua) en 1’espectre 2D
ROESY (500 MHz, D,0, 298 K), la seva geometria optimitzada (de 1’analeg amb R,=CHj, Spartan,
B3LYP/6-31+G*) i les distancies entre els protons obtingudes.

Un altre aspecte que varem considerar interessant d’estudiar va ser 1’estat de protonacio
dels productes finals en les condicions de pH utilitzades en els assaigs biologics. Tenint en
compte el pK, que solen tenir les guanidines, es pot assumir que aquesta série esta protonada
a pH més baixos que 10. En el cas de les isourees, encara que es podria esperar que es
comportessin de la mateixa forma, varem decidir estudiar un dels compostos. Per fer-ho, es
va enregistrar I’espectre RMN de proté en D,O del compost 89¢ a diferents valors de pH
(entre pH 6 1 11). Si comparem I’espectre de RMN de protd enregistrat a pH 11 amb els
enregistrats entre pH 6 1 pH 8 (Figura 6.14), s’observen diferéncies importants en els valors

de desplacament quimic dels protons H3a, H4 i H7a. A més, en I’espectre RMN de proto

151



Resultats i Discussio 6. Isourees i guanidines bicicliques com a xaperones farmacologiques de la GCase

s’observa que el senyal corresponent als protons del metile NCH; a pH 6 és ample 1, a
mesura que el pH augmenta, aquest senyal va canviant de forma i a pH 11 s’observa un
triplet a 3.33 ppm. Aix0 estaria d’acord amb la desprotonacid del nitrogen exociclic i la
formacio de I’enllag C=N exociclic a pH 11. El conjunt d’aquests experiments i considerant
el pK, de la guanidina, podem concloure que tots els compostos (86-90) estan carregats

positivament en les condicions de pH utilitzades en els assaigs biologics.

OH OH

HO,.5 233 NH NaoH_ HO.543aNH
HO"6 730 H,C-CgHyy HO"6 :7a'0  H,C-CgH,;
OH OH

H6

HS

H3a NCH;

H7a H7 H

|
e
| 4
A

525 515 505 420 410 40 32 30 30 3@ 3D 390 3D

—
Cr oo

-

Figura 6.14. Espectres de RMN de proto de la isourea 89¢ enregistrats entre pH 6 1 pH 11.

Un ultim aspecte a mencionar és que les isourees que tenen el proté N-H (R=H), poden
tenir dos possibles tautomers amb 1’enllag C=N en la posicid exociclica o endociclica. No es
va observar cap correlacidé amb el protd N-H en I’espectre gDQCOSY de cap compost, degut
a que el senyal apareixia solapat amb altres i/0 s’intercanviava amb el dissolvent. En canvi,
els desplacaments quimics dels protons i carbonis proxims a la isourea van ser molt similars
per a tots els compostos de la mateixa serie, incloent els que tenen 1’atom de nitrogen
endociclic substituit amb una alquilica de nou atoms de carboni (familia ‘d’) on només és
possible I’enllag C=N en la posicid exociclica. A més, ens els espectres d’infraroig la banda
corresponent a la tensio del grup C=N apareix a una freqiiéncia al voltant de 1700 cm™ en
tots els compostos (97-100). Aquestes observacions suggereixen la preferéncia del tautomer

amb I’enllag C=N exociclic.
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6.3 Assaigs biologics dels compostos 86-90, 105 i 106.
6.3.1 Estudis d’inhibicié enzimatica dels compostos 86-90, 105i 106

Inhibicié de la GCase recombinant (imiglucerasa)
Un primer assaig que es va fer amb totes les isourees i guanidines bicicliques, incloent els
subproductes 105 i 106, va ser estudiar-les com a inhibidors de la GCase recombinant

(imiglucerasa, Cerezyme™) a pH 5.2.

Taula 6.1. Inhibicio de la imiglucerasa per les isourees i guanidines bicicliques 86-90, 105 i 106.

ICs (LM)
C t K; (uM)™!
ompos pH 7.0 pH 5.2 VD
(+)-86a 1.63 6.44 3.39
(£)-86b  0.08 0.60 0.23
(£)-86c  0.04 0.22 0.074 o on
(-)-86¢ 0.02 0.12 0.036 o, 1R HO., N
(-)-86d 5.57 11.1 12.5 O/ENF% ,,,O/ENFM
: HO -
(+)87c  0.60 29 236 "L :
(+)-87¢ 032 1.86 1.50 (£ 86a-c &)-87c
(+)-87d 56.7 160 ND™! (-)-86¢,d (+)-87cd
(£)-88a 438 12.9 11.1 oH on
(£)-88b  0.54 2.46 1.70 Ho:(':Eﬁ HO:@.HN/E
NR NR
(+)-88c  0.19 0.71 0.44 N O/E R
(-)-88¢ 1.72 6.00 1.84 AH éH
(-)-88d 1.23 10.4 4.79 (+)-88a-c (t)-89a-c
(+)-892 0039  0.098  0.042 (-)-88c,d (+)89¢,d
(£)-89b 0012 0017  0.007 OH
R
()89¢ 0008 0009  0.002 0NN BRoHR -
(+)-89¢  0.005  0.008  0.002 HO g & R=HiR, = Cotl
(+)-89d 2.3 6.8 2.8 OH e R=H: Ry = (CHp)sPh
(-)-90c 0004 0012  0.003 ()-90c,e
(-)-90e 0015  0.045  0.010
(£)-105a  NDM 64.4 25.9 HO,,
#-105b  ND® 636 3.6 \FNF“ /E NR
(£)-105c  NDU 1.34 0.53 &H
(-)-105¢  ND" 17.3 8.77 (+)-105a-c (£)-106a-c
()-10sa  ND® 1574  NDM ()-105¢d (+)106c
(+)-106a  ND" 3.88 1.29
(+)-106b  ND" 0.74 0.13
(+)-106c  ND" 1.74 0.47
+)- ND! 0.18
(H)-106¢ 0.35 o a [a] Tipus d’inhibicid: competitiva.
NN-DNJ 0.30 0.66 0.30 [b] ND: no determinat. [c] Ref, '**
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Com es pot observar a la Taula 6.1 i, com era d’esperar, la potencia inhibidora dels
compostos amb un dels grups hidroxil protegit en forma d’¢ter benzilic (105-106) va ser
inferior que les corresponents isourees bicicliques amb tots els grups hidroxil lliures, encara
que per alguns d’ells es van obtenir uns valors de la K de I’ordre nanomolar. Aixi mateix, els
N-nonil derivats (86¢, 88c 1 89¢) van ser millors inhibidors de la imiglucerasa que els
corresponents N-hexil 1 N-octil derivats de cadascuna de les series (veure Taula 6.1 i Figura
6.15). Amb la simple extensid de la cadena alquilica d’octil o nonil, ’activitat inhibidora
augmenta més de 3 vegades en les tres series. Aixo esta d’acord amb la correlacid entre la
lipofilia i ’activitat inhibidora que s’ha observat en altres families de compostos per aquest

enzim, incloent-hi els aminociclitols CsN descrits en aquesta memoria (veure apartat
121,124,126,131,202
4,3)33121.124.126,131.20

Il ICs, (pH5.2)/nM

100000 -

Bl ICs, (pH 7.0)/ nM

B K (pH5.2)/nM

10000 -
1000 -
100 -
10
1 -

(£)-86a (t)-86b (+)-86c (-)-B6c (x)-B87c (+)-87c (+)-88a (+)-88b (+)-88c (-)-88c NN-DNJ

10903 Bl ICs, (pH 5.2) /nM
Il 1Cy (pH 7.0) / nM
B K (pH 52)/nM
100 A
10 A
'1 |

(£)89a (£)-89b (+)-89c (+)-89c (-)-90c (-)-90e

Figura 6.15. Inhibici6 de la imiglucerasa per les isourees 86a-c, 87¢, 88a-c, 89a-c, les guanidines 90c,e i
I’iminosucre NN-DNJ.
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D’altra banda, la introducci6é d’una segona cadena alquilica en el nitrogen endociclic de
les isourees 86¢-89¢ produeix una drastica disminucid de 1’activitat inhibidora. Els valors de
ICso per als compostos 86d, 88d i 89d son aproximadament de 10 uM 1 en el cas de la
isourea 87d €s de 160 uM.

Encara que s’observi una bona correlacid entre la lipofilia 1 els valors de la Kj, la
configuracié dels centres on es troben els atoms d’oxigen i de nitrogen de 1’heterocicle
fusionat son crucials per a la inhibicid de la imiglucerasa (veure Figures 6.15 1 6.16). Per als
compostos 87c 1 88a-c s’han obtingut unes K; entre 0.4 i 11 uM, mentre que les isourees
86b-c, 89a-c i les guanidines 90c,e soén uns inhibidors més potents amb unes K; de I’ordre
nanomolar (2-230 nM). Val a dir que la importancia en la configuracié d’aquests centres per
a la inhibicié de la GCase també s’havia trobat en la serie d’aminociclitols descrita en el
capitol anterior (veure Figura 5.14 en el capitol 5). Un altre fet destacable en comparar les
activitats de tots els compostos €s que les series més actives (86, 89 i 90) tenen ’atom de
nitrogen endociclic en posicié equatorial i mimetitzen millor a 1’oxigen anomeric del
F-glucosid present en el substrat natural de la GCase (GlcCer). Actualment s’esta intentant
cristal-litzar alguns d’aquests compostos amb I’enzim per tal de veure quines interaccions
estableixen els inhibidors amb el centre actiu de la proteina, tal i com esta descrit amb la

isofagomina.'*

D’aquesta manera, potser es podra coneixer els motius de les diferencies
d’activitat observades en les isourees 89a-c, que tenen 1’atom d’oxigen endociclic en posicio

axial, 1 les isourees 86a-c amb el mateix atom en posicié equatorial.

OH --. OH,"|:|\ OH .. OH -
Ho, LR o AN mo LR Ho, AR
=NR, T =NR o =NRy 222 =NR;
HO” ™70} HOT (0 HOT YO HO™ VX
OH OH --* OH "~~~ OH
(-)-86¢ (+)-87¢ (-)-88¢ (+)-89¢c: X=0 K =2.5nM
Ki =36 nM Ki=1.56 yM K =1.84 uM (-)-90c¢: X=NH K;=2.9 nM
(0]
C: R1 = C9H1g )J\
OH HN Ci5H31
GlcCer HO,,, ‘\\O\/Y\/C13H27
(glucosilceramida)
HO : (0] OH
N
OH

Figura 6.16. Estructures de les isourees 86c-89¢ i la guanidina 90c i inhibicid de la imiglucerasa (Kj).
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Com es pot comprovar a la Figura 6.16, es van obtenir uns valors de K; similars per a la
isourea 89¢ i la guanidina 90c. Aixo suggereix que la substitucié de 1’oxigen de la isourea
per un grup NH no afecta a la uni6 d’aquests compostos amb 1’enzim. A més, la guanidina
90e, amb un substituent N-3-fenilpropil, també és un potent inhibidor de la GCase
recombinant amb un valor de K; de 10 nM. Aquest resultat podria indicar que altres
substituents en el nitrogen exociclic que no fossin cadenes alquiliques lineals també podrien
ser uns bons inhibidors de la GCase.

Els compostos 86-90, 105 1 106 van presentar una inhibicié de tipus competitiu, com es
pot veure a la Figura 6.17 per a la isourea 89¢. Cal destacar que els valors de K; determinats

per a les isourees 89a-c i les guanidines 90c¢,e es troben entre 2 i 42 nM.

a9
o0nM 56
e5nM 14 1 v 3
9nM 2
:12nnM 12 ra T T T T
—~1043 1 5 9 13
5 [(+)-89¢c] (nM)
8 -
g
£ B
E 44 Figura 6.17. Inhibici6 de la
2 2 imiglucerasa per la isourea
89c. Representacions de
I‘__ﬂ T T T T T . .
Lineweaver-Burk i calcul de
-05 -025 0 025 05 075 1 125 la K

1MS1(mM ™)

Com ja s’ha comentat en més d’una ocasid en aquesta memoria, les xaperones
farmacologiques s’uneixen a I’enzim mutant en el reticle endoplasmatic (on hi ha un pH
neutre), formen un complex estable i1 facilita el correcte plegament de la proteina i el seu
posterior transport al lisosoma. En aquest organul, la xaperona es separa de 1’enzim pel baix
pH i I’alta concentracié de substrat i 1’enzim realitza la seva funcio. Aixi doncs, una
xaperona farmacologica hauria de ser un inhibidor més efectiu al pH neutre, present en el
reticle endoplasmatic, que al pH acid del lisosoma on s’ha de separar de 1’enzim per poder
hidrolitzar el substrat (GlcCer) i evitar la seva acumulaci6. Per tal de comparar les afinitats
que tenen aquestes isourees i guanidines bicicliques (86-90) per la imiglucerasa a pH acid i a
pH neutre, es van determinar també els valors de ICsp a pH 7.0 (veure Taula 6.1 1 Figura
6.15). Com es pot observar, tots els compostos tamb¢ van inhibir la imiglucerasa a pH neutre
i, fins 1 tot, la poténcia inhibidora va augmentar fins a 8 vegades a aquest pH. Aquesta
dependéncia de I’activitat inhibidora amb el pH s’ha descrit també en altres compostos com

la isofagomina en fibroblasts wt i el farmac ambroxol, els quals s’han comportat com a

156



6. Isourees i guanidines bicicliques com a xaperones farmacoldgiques de la GCase Resultats i Discussio

xaperones farmacologiques de la GCase en fibroblasts de malalts de Gaucher amb diferents
mutacions en I’enzim **%>!%°

Un ultim aspecte a comentar ¢€s que les séries 86 1 88-90 amb tots els grups hidroxil de les
posicions 4-7 en disposicio equatorial (veure Figures 6.13 1 6.16), es superposen bé¢ amb
I’anell de piranosa del substrat GlcCer. D’altra banda, en la série 87, com s’ha comentat en
I’apartat anterior, I’anell de sis baules adopta una conformacié tipus cadira amb tots els
grups hidroxil de les posicions 4-7 en disposicié axial i aquesta s€rie no es pot superposar
tan bé amb I’anell de piranosa de la GlcCer. En canvi, s’han obtingut unes K; per als
compostos (£)-87¢ i1 (+)-87¢ de 2.36 uM 1 1.50 uM, respectivament, i a més son inhibidors
de tipus competitiu. Aixo feia pensar que la serie 87 podria adoptar una altra conformacio
diferent a la de tipus cadira a 1’unir-se amb 1’enzim, la qual es superposés millor amb la
conformacid del substrat natural i, aixi podria justificar I’activitat obtinguda en aquesta série.
Es va fer un calcul amb el compost 87¢ simplificat (amb el grup R;=CHj3) i es va trobar que
la conformacié tipus barca-torcada era només 1.48 kcal mol™ menys estable que la de tipus
cadira (Figura 6.18). Per una banda, es va observar que aquesta conformacié es superposava
bé amb la de tipus cadira del substrat GlcCer (amb una estructura simplificada). Per altra
banda, es va trobar que aquestes dues conformacions estan separades per una barrera
energética de només 6.7 kcal mol”. Aquests fets podrien explicar el reconeixement de la
isourea 87c¢ en el centre actiu de I’enzim, ja que hi ha conformacions accessibles

energéticament i que tenen una disposicio dels grups hidroxil semblant a la del substrat.

Q Figura 6.18.  Estructures

' of calculades (B3LYP/6-31+G*)

R de les dues conformacions

o més estables (cadira i barca-

EE=0.70kzmlnol fre— torgada) i I’estat de transicid

que separa les dues

conformacions per a la isourea

87¢ amb una estructura

simplificada (R;=CH;)(C:

gris; O: vermell; N: blau; H:

\ blanc). També es representa la

'\ E rel = 1.48 kealimol superposicio de la

A — conformacio barca-torcada

: ' (atoms de C: gris) i la

conformacié tipus cadira del

F-OMe-glucosid (atom de C:
taronja).

E rel = 0.00 kcal/mol

C5-C6 dihedral angle
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Estudis d’inhibicid enzimatica dels compostos 86-90, 105 i 106 sobre diverses
glicosidases comercials i la GCS

Es va estudiar també la selectivitat que presentaven les isourees 86-89, les guanidines
90c,e 1 els subproductes 105 1 106 per la imiglucerasa. Per fer-ho, es van determinar les
seves activitats sobre diverses glicosidases comercials (a-glucosidases d’arros i de llevat del
pa, f-glucosidasa d’ametlla, a-galactosidasa de gra de café verd i f-galactosidasa de fetge
de bou) 1 la GCS. Les activitats obtingudes amb aquests compostos sobre diverses

glicosidases comercials i la GCS s’indiquen a la Taula 6.2.

Taula 6.2. Inhibici6 de diverses glicosidases comercials'™ i la glucosilceramida sintasa (GCS) per
les isourees 1 guanidines bicicliques.

a-Glucosidasa  a-Glucosidasa  B-Glucosidasa  S-galactosidasa

(de llevat del pa) (d’arros) (d’ametlla) (de fetge de bou) 10
Compost M) ICa (uM) ICq (uM) 1Cs) (uM) P
(£)-86a NI NI NI NI NI
(+)-86b NI NI NI 85%!°! NI
(+)-86¢ NI NI NI NI NI
(-)-86¢ NI NI 60%!"! 42% NI
(-)-86d NI NI NI NI 59%
(+)-87¢ NI NI NI 37%' 57%
(+)-87¢ NI NI NI NI 43%
(+)-87d NI NI NI 35%! 90%!“
(+)-88a 0.9 33.9 NI 52%!c] NI
(+)-88b 0.8 22.9 NI 84%!! NI
(+)-88¢ 0.8 12.9 NI 85%!! NI
(-)-88¢ 0.6 6.3 NI 47%! 35%
(-)-88d NI NI NI NI 35%
(+)-89a NI NI 15.7 0.14 44%
(+)-89b NI NI 9.2 0.04 NI
(+)-89¢ NI NI 9.8 0.02 NI
(+)-89¢ NI NI 6.9 0.01 NI
(+)-89d NI NI NI NI 59%
(-)-90c¢ 48%!! NI 40%!°! 0.06 NI
(-)-90e 69%!! NI 5.2 0.18 NI
(+)-105a NI NI NI NI NI
(£)-105b 59%!! NI NI NI NI
(+)-105¢ 1.9 36.2 NI 73%! NI
(-)-105¢ 57 NI NI NI 67%
(-)-105d NI NI NI NI 64%!
(+)-106a 549! NI NI 49%\) NI
(£)-106b NI NI NI 81%! NI
(+)-106¢ NI NI NI 74% NI
(+)-106¢ NI NI NI 3.7 67%

[a] Cap compost a 100 uM va inhibir I’a-Galactosidasa (de gra verd de cafe). [b] NI: No inhibeix a
una concentracié de 100 pM (a-Glucosidasa, S-Glucosidasa, f-Galactosidasa) i a 250 uM (GCS).
[c] % d’inhibicié a 100 uM. [d] No inhibeix a una concentracio de 50 pM.
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Tots els compostos van ser inactius a una concentracid de 100 uM sobre 1’enzim
o-galactosidasa, mentre que els compostos 88a-c, els quals tenen 1’atom de nitrogen
endociclic en posiciod axial, van presentar activitat inhibidora de les a-glucosidases de llevat
del pa 1 d’arros amb valors de ICsg de 0.6-0.9 uM 1 6-34 pM, respectivament. Aquest resultat
esta d’acord amb que I’atom de nitrogen endociclic en posicid axial mimetitza a 1’oxigen
anomeric de I’a-glucosid present en el substrat natural de 1’a-glucosidasa. També es van
assajar aquests compostos com a inhibidors de I’a-glucosidasa lisosomal en fibroblasts wt
(en cel-lules intactes) després de 24 h d’incubaci6é. A una concentracié de 50 uM es va
observar menys del 7% d’inhibicié (veure Taula 6.3).

D’altra banda, les isourees 89a-c i les guanidines 90c,e van presentar activitat inhibidora
de la f-glucosidasa d’ametlla i la f-galactosidasa de fetge de bou i es van obtenir uns valors
de ICsp en el rang micromolar o fins i tot nanomolar en algun cas. Com es pot observar a la
Taula 6.2, es va trobar una correlacid entre la lipofilia i la inhibici6é d’aquests enzims. Cal dir
que es van assajar aquests compostos com a inhibidors de la f-galactosidasa lisosomal en
fibroblasts wt (en cel-lules intactes) després de 24 h d’incubacid. A una concentracid de 50

UM es va observar menys del 2% d’inhibici6 (veure Taula 6.3).

Taula 6.3. Inhibicié de 1’a-glucosidasa i la f-galactosidasa lisosomals (% inhibicid) en fibroblasts
wt pels compostos biciclics (50 uM) després de 24 h d’incubacid.

Compost  o-Glucosidasa  BGalactosidasa
(£)-105¢ 6 ND
(£)-88a 0 ND
(£)-88b 2 ND
(£)-88¢ 4 0
(-)-88¢ 7 ND
(£)-89a ND 0
(£)-89b ND 2
(£)-89c¢ ND 0
(+)-89¢ 17 1
(-)-90c ND 0
(-)-90e ND 2

Pel que fa a la inhibici6 de la GCS en homogenats de cel-lules A549 (cel-lules epitelials
de cancer de pulmo), la isourea 87d 1 els subproductes 105¢,d 1 106¢ a 250 uM van presentar

entre 64-90% d’inhibicid i per a les isourees 86d, 87c¢ i 89a,d a una concentracié de 250 uM
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es van obtenir una inhibici6 al voltant del 50%. Aquest assaig va ser realitzat en els nostres

laboratoris per la Dra. Meritxell Egido-Gabas.

6.3.2 Inhibicié de la GCase pels compostos 86-90 en fibroblasts wt d’humans

Un cop estudiada ’activitat d’aquests compostos com a inhibidors de la imiglucerasa, es
va determinar la inhibici6é de la GCase en fibroblasts wt (cél-lules intactes) pels compostos
86-90, tal i com es va fer amb els amino- 1 diaminociclitols (veure capitol 5, apartat 5.3.2).
Per tal de fer aquest assaig es van incubar els fibroblasts wt d’humans amb cadascun dels
compostos durant 24 h 1 després es va mesurar l’activitat enzimatica (veure part
experimental).

Per tal d’assegurar que una disminuci6 de la fluorescéncia significava una disminucio de
I’activitat de la GCase i no era el producte de la mort cel-lular provocada per una possible
toxicitat dels compostos, es va estudiar la toxicitat dels compostos amb el metode del MTT.
A la Taula 6.4 es presenten els valors de CCsj (concentracié citotoxica 50) per a les isourees
que van presentar citotoxicitat després d’una incubacié de 24 h, mentre que la resta de
compostos no van ser toxics a concentracions inferiors a 300 uM. Com es pot observar en
aquesta Taula, les isourees amb els atoms de nitrogen endociclic i exociclic substituits amb
una cadena alquilica de nou atoms de carboni (86d-89d) van presentar certa citotoxicitat

amb valors de CCsp entre 131 15 puM.

Taula 6.4. Citotoxicitat de les isourees bicicliques 86d-89d en fibroblasts wt d’humans.

Pl Citotoxicitat
CCs (UM)
(-)-86d 15
(+)-87d 13
(-)-88d 13
(+)-89d 13

Un cop determinada la toxicitat, es va estudiar I’activitat inhibidora que presentaven els
compostos no toxics sobre la GCase en fibroblasts wt a una concentracié de 50 uM i després
d’una incubacié de 24 h. Els productes que van presentar citotoxicitat (86d-89d) es van
assajar a una concentracié de 5 uM.

Com es pot observar a la Taula 6.5, les isourees 88a-c 1 87¢ van presentar una inhibici6

inferior al 53% a 50 uM, mentre que per a les isourees 86b,c¢, 89a-c i les guanidines 90c,e es
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van observar inhibicions superiors al 67% a la mateixa concentracid. Novament, els N-nonil
derivats (86¢, 88c 1 89¢) van ser millors inhibidors de la GCase que els corresponents

N-hexil 1 N-octil derivats de cadascuna de les séries.

Taula 6.5. Inhibicié de la GCase en fibroblasts wt pels compostos 86-90 i I’iminosucre NN-DNJ.

Compost % Inhibicié GCase
P (en fibroblasts wt)!®! oH R H R
HO, N HO N
(£)-86a 4 )=NR; ,O%—NR1
(+)-86b 67 o e 5
- OH H
(£)-86¢ 72 (+)-86a-c (+)-87¢c
()-86 %7 (-)-86¢,d (+)-87c.d
-)-86¢
(-)-86d 2410 wo, LR 2R =H R =Gt
(£)-87¢ 34 i TR eR=H R g
(+)-87¢ 33 &H e R=H; Ry = (Chp)sPh
(+)-87d 40" (+)-88a-c
)-8 0 (-)-88¢,d
+)-88a
OH OH
(£)-88b 2 HO,, ,.\ﬁ/E HO., .‘\E/E
NR NR
(+)-88¢c 53 Ho” O ! HO” ™ H !
(-)-88¢ 46 OH OH
(-)-88d 63 C s (-190c,e
(£)-89a 77
(£)-89b 97
(£)-89c¢ 99
(+)-89¢ 99
(+)-89d 171 [a] Incubacio durant 24 h amb una concentracio
d’inhibidor de 50 uM en fibroblasts wt. [b] Toxic
(-)-90¢ 99 a 50 pM. Incubaci6 durant 24 h amb una
(-)-90e 100 concentracié d’inhibidor de 5 uM en fibroblasts
wit.
NN-DNJ 56

Les isourees 86b-c, 88c, 89a-c i les guanidines 90c,e, les quals van presentar un elevat
percentatge d’inhibici6 a 50 uM, també es van assajar a concentracions meés baixes. Com es
pot observar a la Figura 6.19, les isourees 89b-¢ i1 les guanidines 90c,e també van ser uns
bons inhibidors de la GCase en cultius cel-lulars a una concentracio de 500 nM o fins i tot 50
nM. Aquests resultats mostren que aquests compostos sén uns potents inhibidors de la
GCase en cultius cel-lulars i presenten una bona permeabilitat i estabilitat cel-lular que

permet una potent inhibicié de 1’enzim.
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Figura 6.19. Inhibici6 de la GCase per alguns dels compostos biciclics en fibroblasts wt
després d’una incubacié de 24 h.

6.3.3 Assaig de desnaturalitzacio termica de la imiglucerasa en preséencia
dels compostos 86c-90c, 86d, 80d, 90e i 'iminosucre NN-DNJ.

Com ja s’ha esmentat en la introduccié general d’aquesta memoria, en les malalties
lisosomals com la de Gaucher, la manca d’activitat enzimatica és deguda, en la gran majoria
de casos, a la preséncia de mutacions en el gen precursor de 1’enzim que provoca un
plegament incorrecte de la proteina i aquesta és degradada en el mateix reticle endoplasmatic
o bé en I’aparell de Golgi pels proteasomes. Una de les terapies que ha despertat un gran
interes consisteix en el disseny de xaperones farmacologiques, les quals s’uneixen a I’enzim
mutant en el reticle endoplasmatic per a formar un complex que I’estabilitza, facilita el seu
correcte plegament i el posterior transport al lisosoma, resultant en un augment net de
I’activitat enzimatica i una reduccid en I’acumulacié de substrat.

L’assaig de desnaturalitzacié térmica de la imiglucerasa en preséncia de candidats a
xaperones farmacologiques s’utilitza per tal d’estudiar 1’efecte protector del compost sobre
I’enzim en preséncia de condicions desnaturalitzants.''>"**'*> En aquest assaig es mesura
I’activitat de I’enzim sense desnaturalitzar en abséncia i en presencia de diferents
concentracions del candidat a xaperona farmacologica. A més, es determinen les activitats
residuals de la GCase recombinant un cop s’ha desnaturalitzat termicament (a 48 °C) a
diferents temps d’incubacid, aixi com la seva recuperacido en preséncia dels candidats a

xaperones farmacologiques als mateixos temps d’incubacio.
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Aixi doncs, es va incubar la imiglucerasa a 48 °C durant 20, 40 i 60 min, en abséncia
(control) 1 en presencia de diferents concentracions dels compostos biciclics 86¢-90¢, 86d,
89d i 90e. Un cop s’ha fet una dilucié de la mescla enzim-inhibidor i s’ha afegit el substrat,
es fa una altra incubacid a 37 °C durant 10 min i es mesura I’activitat de I’enzim mitjangcant
la quantificacio de la 4-metilumbel-liferona que s’ha alliberat per la hidrolisi enzimatica del

substrat (veure part experimental).

L’activitat enzimatica relativa per a cada temps de desnaturalitzacid 1 concentracio
d’inhibidor es determina com el quocient entre 1’activitat residual de 1’enzim a un temps
donat de desnaturalitzacio i 1’activitat de I’enzim sense desnaturalitzar. Si es representa
I’activitat relativa de la imiglucerasa enfront el temps de desnaturalitzacié s’obté un perfil
com el que es representa a la Figura 6.20 per a la isourea (-)-86¢. Com es pot veure I’activitat
disminueix amb el temps en el control (en abséncia de la isourea (-)-86¢), en canvi amb la
presencia de la isourea biciclica a concentracions de 0.5, 1 1 5 uM la disminucié €s menor.
Aquest perfil obtingut €s indicatiu que aquest compost €s capag d’estabilitzar ’activitat de la

imiglucerasa en condicions de desnaturalitzaci6 térmica.

—a— control —e—0.5 uM
1M —&—5uM

1.2 (-)-86¢c

Activitat relativa

temps de desnaturalitzacio (min)

Figura 6.20. Efecte de la isourea (-)-86¢ sobre la pérdua de I’activitat de la imiglucerasa en
condicions de desnaturalitzacié térmica.

A la Figura 6.21 s’indiquen les relacions d’estabilitzacié obtingudes amb els compostos
biciclics 86¢-90c, 86d, 89d 1 90e 1 I’iminosucre NN-DNJ que s’han determinat com el
quocient entre 1’activitat enzimatica relativa a una concentracid d’inhibidor i temps de
desnaturalitzacié determinats (20, 40 o 60 min) i1 I’activitat enzimatica relativa del control

(sense inhibidor) al mateix temps de desnaturalitzacio.
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Aixi mateix, a la Taula 6.6 s’indiquen els valors de les relacions d’estabilitzacio després
de 60 min d’incubacid a una concentracié de:
e 5 uMpera lesisourees 86¢, 89¢ 1 les guanidines 90c,e
e 10 uM per a les isourees 86d, 87c, 88c 1 89d
e 50 uM per a la NN-DNJ

S O20min | T

@40 min
W 60 min

DB e S T L L e S B S S S L SR D L T

b L T T T LT LT T I

;[¢ 1 S £~ UDEISSI NI [ (B | e i

relacié d'estabilitzacié
o

Figura 6.21. Relacions d’estabilitzacié (relacid entre 1’activitat enzimatica relativa obtinguda en preséncia
de I’inhibidor respecte al control no tractat) dels compostos biciclics 86¢-90c, 86d, 89d, 90e i
I’iminosucre NN-DNIJ en condicions de desnaturalitzacié térmica a 48 °C durant 20, 40 1 60 min a les
concentracions indicades (LM).

Com es pot observar a la Taula 6.6 1 a la Figura 6.21, tots els compostos van estabilitzar a
la imiglucerasa en condicions de desnaturalitzaci6 térmica. Es interessant destacar que per
als compostos 86¢, 89c, 90c 1 90e, els quals van presentar una elevada poteéncia inhibidora de
la GCase recombinant amb valors de la K; de I’ordre nanomolar, es van obtenir unes
relacions d’estabilitzacié entre 9 1 27 a una concentracido de 5 uM 1 després de 60 min
d’incubacid a 48 °C. A més, aquests compostos es van assajar a concentracions més baixes
(1 uM 1 0.5 uM) 1 es van obtenir unes relacions d’estabilitzacio superiors a 5 després de 60
min d’incubacio a 48 °C.

Aixi mateix, per als compostos 86d i 89d, els quals no van presentar una activitat
inhibidora significativa sobre la imiglucerasa, es va observar que tenien un efecte protector
sobre aquest enzim superior a la NN-DNJ a una concentraci6 de 50 uM. Per a aquestes
isourees es van obtenir unes relacions d’estabilitzaci6 al voltant de 10 a una concentracid de

50 uM 1 després de 60 min d’incubacio.

164



6. Isourees i guanidines bicicliques com a xaperones farmacoldgiques de la GCase Resultats i Discussio

Taula 6.6. Relacions d’estabilitzacid en condicions de desnaturalitzacid térmica (48 °C)
durant 60 min de la imiglucerasa.

Compost Relacio
d’estabilitzacié™
(-)-86¢ 20
(-)-86d 1.7
(+)-87¢ 13
(+)-88¢ 11
(-)-88¢ 5
(+)-89¢ 230
(+)-89d 1.5
(-)-90¢ 271
(-)-90e 9lt!
NN-DNJ 7.6

[a] Concentracié de compost: 10 uM. [b] Concentracié6 de compost: 5 pM.
[c] Concentracio de compost: 50 uM.

6.3.4 Estudi de I'activitat xaperona de les isourees i guanidines bicicliques en

limfoblasts de malalts de Gaucher amb les mutacions N370S o L444P

L’ultim aspecte que es va estudiar amb algunes isourees bicicliques de cadascuna de les
séries 1 les dues guanidines bicicliques va ser el seu comportament com a xaperones
farmacologiques en limfoblasts de malalts de Gaucher amb les dues mutacions més freqiients
en el gen precursor de la GCase (N370S 1 L444P).

Es va decidir agafar de cada série, els compostos amb una cadena alquilica de 9 atoms de
carboni en I’atom de nitrogen exociclic (86¢-90c). Aixi mateix, un cop vist I’efecte de la
guanidina 90e sobre la GCase en cultius cel-lulars 1 sobre la imiglucerasa, es va estudiar
també com a xaperona farmacologica.

Una part dels estudis fets amb la mutacio N370S es van fer durant una estada de tres
mesos al Department of Biochemistry de la Universitat d’Oxford sota la supervisio del Dr.
Terry D. Butters.

Per tal de determinar el potencial dels compostos com a xaperones farmacologiques, es
van incubar els limfoblasts durant 3 dies en abséncia i en presencia de cadascun dels
compostos a diferents concentracions i es va determinar 1’activitat de la GCase, tal i com es
van assajar els amino- i diaminociclitols (veure apartat 5.3.4). L’iminosucre NN-DNJ, que
esta descrit com a xaperona farmacologica per a la GCase amb la mutacio N370S pero no

per a la L444P, es va utilitzar com a control. El maxim increment de 1’activitat de la GCase
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observat per a les dues mutacions, aixi com la concentracid a la que s’han assajat cadascun
dels compostos es detallen a la Taula 6.7. A més, en les Figures 6.22 1 6.24 s’indiquen els
increments de I’activitat obtinguts a totes les concentracions a les que s’han assajat les

isourees i les guanidines bicicliques.

Taula 6.7. Maxim increment de I’activitat de la GCase observat per incubacido de
limfoblasts de malalts de Gaucher amb les isourees 86¢c-89¢, les guanidines 90c.e i
I’iminosucre NN-DNJ.

Compost . M.z‘lyfim increment de " , M‘z‘uiim Increment de u
activitat GCase N370S Pactivitat GCase L444P

(-)-86¢ 1.4+0.1 (1 uM) 1.1+0.1 (1 uM)
(+)-87¢ 1.7£0.2 (10 uM) 1.3+0.1 (1 uM)
(+)-88¢ 1.7£0.1 (5 uM) ND'!
(-)-88c 1.8 £0.1 (10 uM) 1.4+ 0.1 (0.1 uM)
(+)-89¢ 1.7+0.1 (0.2 pM) ND™
(+)-89¢ 2.1+0.1 (0.2 uM) 1.5£0.1 (0.01 uM)
(-)-90c 1.8+ 0.1 (0.1 uM) 1.4+ 0.1 (0.01 uM)
(-)-90e 1.9+ 0.1 (0.05 uM) 1.4+0.1 (0.01 uM)

NN-DNIJ 1.4+0.1 (5uM) No incrementa

[a] Els limfoblasts es van incubar amb els compostos durant 3 dies abans de mesurar ’activitat
enzimatica. Les dades entre paréntesi corresponen a la concentraci6 a la que s ha assajat el compost i
s’ha obtingut el maxim increment de I’activitat de la GCase. [b] ND: no determinat.

Com es pot observar, s’ha trobat una bona correlacié entre la inhibicié de la GCase 1 la
concentracio a la que s’ha obtingut un maxim increment de 1’activitat enzimatica, a excepcio
de la isourea (-)-86¢. Es va observar que aquesta isourea tenia una gran afinitat per la GCase
(Ki=36 nM (imiglucerasa) i 87% d’inhibicio a 50 uM (en fibroblasts wt)) i un efecte
protector sobre la imiglucerasa en condicions de desnaturalitzacid térmica (a una
concentracio de 5 UM es va obtenir una relacié d’estabilitzacid de 20), perd unicament es va
obtenir un 40% d’increment de ’activitat de la GCase amb la mutacié N370S. Per contra, la
resta d’isourees 1 guanidines bicicliques van augmentar més d’1.7 1 1.3 vegades 1’activitat
enzimatica de la GCase amb les mutacions N370S i L444P, respectivament, a alguna de les

concentracions en les que es van assajar els compostos.

El tractament amb les isourees (+)-87¢ i (-)-88¢, a una concentracié de 10 uM, va produir

un augment de Dactivitat de la GCase amb la mutacié6 N370S d’1.7 1 1.8 vegades,
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respectivament. D’altra banda, els compostos 89¢, 90¢ i 90e van arribar a augmentar
I’activitat entre 1.7 1 2.1 vegades, a concentracions de 1’ordre nanomolar (entre 50 nM 1 200
nM). Utilitzant les mateixes condicions, la NN-DNJ a una concentracié de 5 uM va produir
un augment del 40% en I’activitat enzimatica. Cal mencionar que amb els compostos 89c,
90c 1 90e es va obtenir un augment aproximadament del 40% en I’activitat de la GCase amb

la mutacié N370S a una concentraci6 de tan sols 10 nM (veure Figura 6.22).
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Activitat GCase N370S
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(-)-90c (-)-90e

Figura 6.22. Efecte dels compostos 86¢-90c i 90e sobre ’activitat de la GCase en limfoblasts (GM10873)
de malalts de Gaucher amb la mutacié N370S. Es va fer una incubacid de les cél-lules durant 3 dies en
abseéncia 1 en presencia de diferents concentracions (uWM) de cada compost abans de mesurar ’activitat de
la GCase. Els experiments es van fer per triplicat i els resultats corresponen a la mitja = desviacio
estandard. L’activitat enzimatica s’ha normalitzat respecte 1’activitat de les cel-lules no tractades, la qual
s’ha assignat a una activitat relativa d’1.
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Finalment, tal 1 com es va fer amb els amino- i diaminociclitols, es va estudiar
’activitat xaperona de la isourea 89¢ i les guanidines 90c¢ i 90e durant 5 dies d’incubacid
amb limfoblasts de malalts de Gaucher amb la mutacié N370S. La finalitat d’aquest
experiment era veure si augmentant el temps d’incubacid també s’observava un major
augment de I’activitat de la GCase. Per fer aquest assaig es van incubar les c¢l-lules en
preseéncia dels compostos a una concentracid de 100 nM 1, cada 24 h, es va determinar
I’activitat de la GCase. Cal dir que es va determinar la citotoxicitat d’aquests compostos
després de 5 dies d’incubacid i1 cap d’ells va presentar senyals de toxicitat a concentracions
inferiors a 300 uM. Com es pot observar a la Figura 6.23, I’activitat enzimatica va anar
augmentant amb els dies 1 es va arribar al maxim entre el tercer i el quart dia. Un altre fet
destacable és I’elevat increment en [’activitat de la GCase observat en el segon dia,

especialment en el cas de la isourea 89¢ (un 100%) 1 la guanidina 90e (un 80%).

[ NN-DNJ Il (+)-8%
-9 Wl (-)-90e

2.5 -

Activitat GCase N370S

1 2 3 4 5
Temps (dies)

Figura 6.23. Efecte dels compostos biciclics 89¢-90c, 90e i I’iminosucre NN-DNJ (a 100 nM) sobre
I’activitat de la GCase amb la mutacié N370S després d’una incubacié de 5 dies on es va determinar
’activitat enzimatica cada 24 h. Els valors corresponen a la mitja + desviacid estandard d’un experiment
amb tres répliques. L’activitat enzimatica s’ha normalitzat respecte ’activitat de les cél-lules no tractades,
la qual s’ha assignat a una activitat relativa d’1.

L’efecte de les isourees 86¢-89c¢ i les guanidines 90c¢,e sobre 1’activitat de la GCase amb la
mutacio L444P (Figura 6.24), tal i com es va fer amb els amino- i diaminociclitols es va
estudiar utilitzant ceél-lules d’un malalt de Gaucher de tipus II (GM 08752). Després de 3
dies d’incubacio, la isourea 86¢ 1 I’iminosucre NN-DNJ no van incrementar ’activitat de la
GCase a cap de les concentracions assajats. D’altra banda, els altres compostos biciclics van

produir moderats increments en 1’activitat de la GCase (30-50%) a baixes concentracions. El
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tractament amb les isourees 87c¢ (a 1 uM) i 88¢c (a 100 nM) va produir un augment de
I’activitat de la GCase amb la mutacid L.444P del 30 i 40%, respectivament. D’altra banda,
els compostos 89¢, 90c¢ i 90e a una concentracié de 10 nM van incrementar 1’activitat de la

GCase entre un 40 1 un 50%.
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Figura 6.24. Efecte dels compostos 86¢-90c i 90e sobre ’activitat de la GCase en limfoblasts (GM08752)
de malalts de Gaucher amb la mutacié 1L.444P. Es va fer una incubacid de les cél-lules durant 3 dies en
absencia i en presencia de diferents concentracions de cada compost abans de mesurar ’activitat de la
GCase. Els experiments es van fer per triplicat i els resultats corresponen a la mitja + desviacié estandard.
L’activitat enzimatica s’ha normalitzat respecte ’activitat de les cél-lules no tractades, la qual s’ha
assignat a una activitat relativa d’1.
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S’han sintetitzat dos inhibidors irreversibles de glicosidases, el ciclofelitol (1) i
I’(1R,6S)-epi-ciclofelitol (2), a partir d’un mateix intermedi, el (-)-1-O-Pivaloil-
conduritol B (5). L’estereoquimica de I’intermedi (+)-10 s’ha confirmat amb la sintesi

dels compostos 11-14, els quals estan descrits a la bibliografia.

S’ha determinat la inhibici6 de la imiglucerasa i la f-glucosidasa d’Streptomyces sp.
wt pels epoxids 1, 2 i el CBE (epoxid de conduritol B). El ciclofelitol va ser el més
efectiu amb uns valors del quocient ki/K; de 703 i 2.2 per a la imiglucerasa i la
[-glucosidasa d’Streptomyces sp. wt., respectivament. A més, s’ha estudiat la inhibicio
de glicosidases en cel-lules intactes (fibroblasts) i en homogenats de lisats de cel-lules
pels epoxids 1 1 2. El ciclofelitol va presentar una bona selectivitat per les
[-glucosidases assajades, mentre que el seu diastereomer produi inhibicions

significatives tant en - com a-glucosidases.

S’han sintetitzat unes series d’aminociclitols C;N (24a-c,e - 27a-c,e) a partir de
I’obertura regio- i estereoselectives dels epoxids 18 1 19. En I’obertura de I’epoxid 18
amb diferents amines i en presencia d’un agent quelant com el LiClOg, es va obtenir
com a producte majoritari el d’obertura frans-diequatorial, mentre que amb 1’epoxid
19, utilitzant les mateixes condicions, es va obtenir el producte d’obertura
trans-diequatorial amb total regioselectivitat. D’altra banda, I’obertura dels epoxids
18-19 en presencia de LiClO4 amb azida sodica i 1’obertura de I’epoxid 19 sota

condicions acides amb amines dona una baixa regioselectivitat.

S’ha avaluat I’activitat inhibidora dels aminociclitols C;N (24a-c,e - 27a-c,e) sobre la
imiglucerasa 1 diverses glicosidases. Encara que aquests aminociclitols tenen una
estructura més semblant a la GlcCer que les inosamines descrites anteriorment com a
inhibidors de la imiglucerasa, van ser menys actius. Els compostos 26b i 27b van
presentar una inhibicid selectiva de la imiglucerasa amb valors de la K; de 8.3 1 9.1
uM, respectivament. D’altra banda, els aminociclitols 24a i 24b, els quals son analegs
de la valienamina, van presentar una inhibici6 destacable de I’a-glucosidasa de llevat
del pa (K; proxims a 2 uM) i les amines lliures (24e-27e¢) van presentar una moderada

inhibicié de I’a-glucosidasa d’arros (ICso=21-773 uM).
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S’ha sintetitzat una serie d’analegs de 1’aminociclitol A-C9 (configuracio scyllo) per
tal d’estudiar la importancia que té la configuracio dels centres C1 1 C2 (aminociclitols
28 1 29, configuracid myo) en I’activitat inhibidora dels mateixos sobre la GCase.
També s’ha obtingut una scrie d’analegs dels aminociclitols A-C9 i 29 amb dues
cadenes alquiliques (V,0-alquil aminociclitols 30-34) per tal de mimetitzar les dues
cadenes presents en la GlcCer 1 ocupar les dues butxaques hidrofobiques del centre

actiu de la GCase.

S’ha preparat una serie d’amino- i diaminociclitols amb configuracio myo (35-38 1 40),

les imidazolidinones 39, 41 i el myo-inositol 42.

S’ha verificat la importancia que té la configuraci6 dels centres Cl1 1 C2 de
I’aminociclitol A-C9 en I’activitat inhibidora de la GCase. L’ N-nonil aminociclitol 29
(configuracid myo) va resultar ser 60 1 562 vegades més potent que els compostos
A-C9 (configuracio scyllo) 1 28 (configuracid myo), respectivament. A més, s’ha
determinat que la substituci6 del grup hidroxil de la posicié C2 per un grup O-alquil
augmenta la poténcia inhibidora. Els aminociclitols 29, 33-36 i els diaminociclitols 37
1 38 son inhibidors potents i selectius de la imiglucerasa amb valors de la Kj entre 1 1
820 nM. L’N,O-dinonil aminociclitol 34 amb una constant d’inhibicio d’1 nM, es

troba entre els millors inhibidors de la GCase descrits fins al moment.

Els ciclitols 29, 32-38 presenten una elevada poténcia inhibidora de la GCase en
cel-lules (fibroblasts wt d’humans). L’N,O-dinonil aminociclitol 34 és el millor

inhibidor d’aquesta série amb una ICsyde 4.3 nM.

Tots els amino- 1 diaminociclitols sintetitzats, excepte els ciclitols 36, 39 1 40-42, son
capacos d’estabilitzar I’activitat de la imiglucerasa en condicions de desnaturalitzacid
termica. Els ciclitols 29, 32, 34 i 38, a una concentracio d’1 uM i després de 60 min
d’incubacid a 48 °C, condueixen als millors resultats d’estabilitzacidé de 1’enzim amb

una relacid d’estabilitzacid entre 5 1 29.
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Entre tots els amino- i diaminociclitols estudiats com a xaperones farmacologiques en
limfoblasts de malalts de Gaucher amb les mutacions N370S o L444P, destaquen per
la seva eficacia els aminociclitols 29, 33-35 1 els diaminociclitols 37-38 (tots amb
configuracié myo), els quals augmenten ’activitat de la GCase entre un 60 i 100%
amb la mutacido N370S a concentracions de 1’ordre micromolar o nanomolar després
de 3 dies d’incubaci6é. A més aquests compostos augmenten 1’activitat de la GCase
amb la mutacié L444P entre un 20 1 40% a concentracions de 1’ordre nanomolar
després de 3 dies d’incubacié. L’N,O-dinonil aminociclitol 34 augmenta ’activitat de
la GCase un 90% amb la mutacié N370S a una concentracié d’1 nM i un 40% amb la

mutacid L444P a una concentraci6 de 10 picomolar.

S’han preparat quatre series diastereomeriques d’isourees amb estructura biciclica
[6+5] formades per un anell ciclohexanic polihidroxilat fusionat amb un anell de cinc
baules on hi és present una isourea amb el nitrogen exociclic substituit amb una
cadena N-alquilica (86a-c, 87c, 88a-c 1 89a-c) o bé amb els dos atoms de nitrogen
substituits amb una cadena alquilica de 9 atoms de carboni (86d-89d). A més, s’han
sintetitzat les guanidines bicicliques 90c,e, les quals mantenen la configuracié dels
centres del cap de pont que la seérie amb major activitat inhibidora sobre la GCase

(89).

Les isourees 1 guanidines bicicliques, excepte els compostos 86d-89d, son inhibidors
potents de la imiglucerasa amb valors de la K entre 2 nM i 11 pM. Dins d’aquest
compostos, destaquen les isourees 89a-c¢ i les guanidines 90c,e per les que s’han
determinat valors de la Kj entre 2 1 42 nM. Aquests compostos presenten inhibicio de

la GCase en fibroblasts wt d’humans a concentracions de 1’ordre nanomolar.

Les isourees 86¢-89¢ i les guanidines 90c,e a una concentracié de 10 o 5 uM
estabilitzen 1’activitat de la imiglucerasa en condicions de desnaturalitzacio a 48 °C.
Es interessant destacar que amb les isourees 86¢ i 89¢ i les guanidines 90c,e a una
concentracio de 5 pM es van obtenir unes relacions d’estabilitzacié entre 9 1 27 i

després d’incubar I’enzim durant 60 min a 48 °C.
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S’ha determinat el potencial de les isourees 86c-89¢ i les guanidines 90c,e com a
xaperones farmacologiques en limfoblasts de malalts de Gaucher amb les dues
mutacions més freqiients en els malalts (N370S i L444P) després de 3 dies
d’incubacié. El tractament amb la isourea 89c i les guanidines 90c,e a concentracions
de I’ordre nanomolar (entre 50 nM 1 200 nM) produeix un augment entre 1.7 1 2.1
vegades de I’activitat de la GCase amb la mutacié N370S. Aquests compostos a una
concentracio de 10 nM van produir un augment de I’activitat de la GCase amb la

mutacid L444P entre el 40 1 50%.

Els resultats recollits en els capitols 5 i 6 indiquen que s’han trobat unes noves
families de compostos que exhibeixen una elevada i selectiva poténcia inhibidora de la
GCase recombinant (imiglucerasa) i la GCase en cultius cel-lulars (fibroblasts wt).
Quan es tracten limfoblasts de malalts de Gaucher de les variants N370S o L444P amb
els compostos esmentats a concentracions subinhibitories, s’obtenen augments de
I’activitat de la GCase en les cel-lules tractades respecte a les cel-lules no tractades.
Les concentracions efectives dels compostos en aquest augment son de 1’ordre
micromolar, nanomolar o fins 1 tot subnanomolar. Dels resultats obtinguts es pot
deduir que, a més de I’alta afinitat per la GCase, alguns compostos presenten la
permeabilitat cel-lular, distribucid subcel-lular i metabolisme cel-lular adequats per
actuar com a xaperones farmacologiques a concentracions molt baixes, de 1’ordre

nanomolar o inferior.
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8. Part Experimental

8.1 Sintesi i caracteritzacié dels productes

8.1.1 Instrumentacio i métodes generals

Excepte en determinades ocasions, els reactius comercials no es van purificar.

La majoria de reaccions s’han dut a terme sota atmosfera d’argé i els dissolvents emprats
han estat destil-lats per tal d’assecar-los de la segiient forma: Et;O 1 THF per destil-lacid a
pressio atmosferica sobre sodi i benzofenona en atmosfera de N,; MeOH, CH,Cl,, CH3CN 1
Et;N per destil-lacid a pressid atmosferica sobre hidrur de calci en atmosfera de N,; DMF 1
piridina per destil-lacid a pressio reduida sobre hidrur de calci 1 es van guardar sobre tamisos
moleculars de 4A i en atmosfera d’argd.

Les reaccions es van seguir per cromatografia en capa fina (CCF) utilitzant plaques
d’alumini amb SiO; ALUGRAM® SIL G/UV,s4 de 0.2 mm de gruix. La visualitzacié dels
productes s’ha realitzat mitjancant una lampada d’ultraviolat (A=254 nm) i les segiients
dissolucions reveladores: ninhidrina (0.1% en EtOH), acid fosfomolibdic (5.7% en EtOH) 1
anisaldehid.

La purificacié dels productes s’ha dut a terme, sempre que no s’indiqui el contrari, per
cromatografia en columna flash utilitzant com a fase estacionaria gel de silice de 60 A (35-
70 um Chromagel).

Els espectres d’infraroig s’han enregistrat emprant un espectrofotometre BOMEM MB-
120 amb transformada de Fourier. Les mostres solides foren analitzades amb pastilla de KBr
1 les liquides s’han fet emprant un suport de NaCl. En la descripcié només s’indiquen les
absorcions (en cm™") més significatives.

Els espectres de RMN es van enregistrar en dissoluci6 de CDCl;, CD;0D, DO,
CD;COCD; o CD;SOCDs. S’han utilitzat els desplacaments quimics de 'H i C del
dissolvent com a referéncia interna.

Els espectres s’han enregistrat en els segiients aparells:
> Varian Unity-300 (‘"H-RMN a 300 MHz i >C-RMN a 75.4 MHz)
> Mercury-400 ("H-RMN a 400 MHz i >C-RMN a 100.6 MHz)
> Inova-500 ("H-RMN a 500 MHz i espectres bidimensionals)

Els desplacaments quimics s’expressen en parts per milid (ppm) i la multiplicitat del
senyal s’expressa mitjangant la segiient abreviacié: s (singlet), br (singlet ample), d (doblet),
t (triplet), q (quadruplet), m (multiplet) o combinacions d’aquestes abreviacions (per
exemple dd seria un doblet de doblets). Els valors de les constants d’acoblament (J)

s’expressen en Hertz (Hz).
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Les mesures de poder rotatori ([a]p (¢ g/100 mL, dissolvent)) han estat determinades amb
un polarimetre digital Perkin-Elmer 34 a 25 °C, utilitzant una cel-la d’1 dm de longitud 1 1
mL de capacitat, emprant en totes les mesures una lampada de sodi de 589 nm.

Els espectres de masses d’alta resolucio es van fer analitzant les mostres per FIA utilitzant
un aparell Waters Micromass LCT Premier, equipat amb una font ionica electrospray dual
(ESI) LockSpray, 1 les dades van ser adquirides en ESI positiu.

Els espectres de "H-RMN i *C-RMN de tots els intermedis i productes sintetitzats, aixi
com alguns dels experiments bidimensionals, s’adjunten com a material suplementari en el

CD que acompanya aquesta memoria.

8.1.2 Sintesi del ciclofelitol (1) i I'(1R,4S)-epi-ciclofelitol (2)
Els segiients compostos s’han preparat d’acord amb els procediments descrits a la
literatura:
Tetraacetat de (1RS,2SR,3SR,4RS)-ciclohex-5-en-1,2,3,4-tetrail (3),163’167
Triacetat de (15,25,3R,6R)-6-(pivaloiloxi)ciclohex-4-en-1,2,3-triil (4),'%*'%
Pivalat de (1R,4R,5S,6R)-4,5,6-trihidroxiciclohex-2-enil (5).'®

8.1.2.1 Sintesi de I'(1R,2R,3S,6R)-6-(hidroximetil)ciclohex-4-en-1,2,3-triol (10)

Pivalat d’(1R,4R,5S,65)-4,5,6-tris(metoximetoxi)ciclohex-2-¢ (6)

En un matras de dues boques equipat amb un refrigerant Dimroth, es va preparar una
dissolucié del triol (-)-5'9166167 (3 38 g, 10.3 mmol) en DMF anhidra (20 mL). A
continuacié es van addicionar, sota agitacio magnetica 1 a 0 °C, 12 mL (68.9 mmol)
d’N,N-diisopropiletilamina i 6 mL de bromometil metil éter (73.5 mmol) i es va escalfar la
mescla de reaccio a 75 °C. Passades tres hores, quan ja no es va detectar la preséncia de
producte de partida, la reaccid es va refredar a 0 °C 1 es va afegir gel. La fase aquosa
s’extragué amb Et,O (3 x 50 mL). S’ajuntaren les fases organiques i es van rentar amb una
solucio de NaHCO; i amb una solucié saturada de NaCl. La fase organica s’asseca sobre
MgSOy 1, després de filtrar, es va eliminar el dissolvent a pressio reduida. El residu es va
purificar per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 4:1), donant lloc al pivalat 6 (2.76

g, 7.6 mmol, 73%) en forma d’oli groc.
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[a]-130.8 (c 1.0, CHCL); IR (film): v = 2960, 2894, 2825, 1729, 1480,

OP‘V\OMOM 1280, 1156, 1038, 921 cm’™’; 'H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 1.21 (s, 9H),
3.38 (s, 3H), 3.41 (s, 3H), 3.44 (s, 3H), 3.74-3.83 (m, 2H), 4.21-4.23 (m,
Y~ "OMOM| 1H), 4.74-4.89 (m, 6H), 5.40-5.44 (m, 1H), 5.48 (dt, 1H, J=10.3, 2.3 Hz),
OM(_O)'_\:'S 5.77 (dt, 1H, J =10.3, 2.0 Hz); *C RMN (5, 100 MHz, CDCls): 27.2,
38.9, 55.8, 56.3, 56.4, 74.4, 78.2, 79.0, 79.3, 97.4, 98.0, 98.2, 125.9,
130.2, 178.0. HRMS calculat per C;7H39OgNa: 385.1838 [M+Na]". Trobat: 385.1850.

(1R, 4R,5S,65)-4,5,6-tris(metoximetoxi)ciclohex-2-enol (7)

Es va preparar una suspensi6 d’1.4 g (24.6 mmol) de NaOCHj3; en 50 mL de MeOH anbhidre.
Per altra banda, es va dissoldre el pivalat (-)-6 (5.68 g, 15.6 mmol) en 10 mL de MeOH
anhidre 1 es va addicionar via canula, sota atmosfera d’argd 1 a 0 °C, sobre la suspensid de
NaOCHs3;. Després d’una nit de reaccid a t.a., s’elimina el dissolvent a pressio reduida i es va
obtenir un oli que es va tornar a dissoldre en 40 mL de CH,Cl, 1 es renta amb una solucid
aquosa saturada de NH4Cl i amb una solucié aquosa saturada de NaCl. La fase organica
s’asseca sobre MgSQy 1, després de filtrar, es va eliminar el dissolvent a pressio reduida. El
residu resultant es va purificar per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 2:1), donant

lloc a I’alcohol al-lilic (-)-7 (4.1 g, 14.6 mmol, 94%) en forma d’oli incolor.

[]2-108 (c 1.0, CHCL); IR (film): v = 3442, 3039, 2894, 2825, 1470,

OH
f oMom | 1384,1125,916, 774 cm’; 'TH RMN (8, 500 MHz, CDCL3): 3.41 (s, 3H),

3.43 (s, 3H), 3.48 (s, 3H), 3.73 (dd, 1H, J=10.4, 7.7 Hz), 4.17 (d, 1H, J =
5MO,3MOM 2.0 Hz), 4.20-4.22 (m, 2H), 4.74-4.85 (m, 6H), 5.66-5.72 (m, 2H); °C
(-)-7 RMN (8, 100 MHz, CDCls): 55.7, 56.08, 56.09, 56.1, 71.5, 78.5, 78.6,
87.3, 97.2, 98.0, 98.6, 127.8, 128.8. HRMS calculat per C;,H,,0;Na:

301.1263 [M+Na]". Trobat: 301.1250.

Tributil(((1R,4R,5S,65)-4,5,6-tris(metoximetoxi)ciclohex-2-eniloxi)metil)estanna (8)

Es va preparar una suspensié de 760 mg (al 30%, 5.6 mmol) de KH en 10 mL de dimetoxieta
(DME) anhidre. Per altra banda, es va dissoldre 1’alcohol (-)-7 (810 mg, 2.9 mmol) en 10
mL de DME anhidre i es va addicionar via canula, sota atmosfera d’argé i a 0 °C, a la
suspensio de KH 1 es deixa la reaccio en agitacio a t.a. durant 30 min. Passat aquest temps, es

refreda la mescla de reaccio a 0 °C i s’afegi, gota a gota, BusSnCHaxI (1.9 g, 4.5 mmol) i es
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deixa la mescla en agitaci6 a t.a. durant 2 h més (control per CCF). Passat aquest temps, es
va afegir una solucié aquosa de NH4Cl (30 mL), es van separar les fases i s’extragué la fase
aquosa amb Et;0O (2 x 50 mL). S’asseca el conjunt de fases organiques sobre MgSQO., es
filtra 1 s’eliminaren els dissolvents a pressid reduida. El cru aixi obtingut es purifica per
cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 6:1), donant lloc al compost 8 (1.3 g, 79%) en

forma d’oli incolor.

[a] #-80 (c 2.0, CHCl); IR (film): v = 3039, 2925, 2851, 2822, 1465, 1388, 1153, 1034,

921, 774 cm™; 'H RMN (3, 500 MHz, CDCLy): 0.87-0.9 (m, 15H), 1.27-

OCH28HBU3
oMoM| 131 (m, 6H), 1.45-1.52 (m, 6H), 3.41 (s, 3H), 3.44 (s, 6H), 3.59 (d, 1H, J
= 9.8 Hz), 3.65-3.72 (m, 2H), 3.83-3.88 (m, 2H), 4.17-4.19 (m, 1H), 4.74-

: OMOM
SMOM 491 (m, 6H), 5.70-5.75 (m, 2H); °C RMN (8, 100 MHz, CDCls): 9.0,
(-)-8 13.7, 13.9, 17.7, 27.0, 27.5, 28.0, 29.2, 55.7, 56.2, 56.2, 58.8, 78.1, 79.0,

79.4, 84.6, 97.4, 97.9, 98.2, 127.2, 128.7. HRMS calculat per C,sHs0O;NaSn: 605.2476
[M+Na]". Trobat: 605.2450.

((1R,4S8,5R,6R)-4,5,6-tris(metoximetoxi)ciclohex-2-enil)metanol (9)

En un matras de dues boques, una proveida de seéptum i I’altre amb un termometre, es va
preparar una dissolucié de 0.51 g (0.86 mmol) del compost (-)-8 en 15 mL de THF anhidre
sota atmosfera d’argd. La dissolucid es va refredar en un bany d’acetona/neu carbonica (-78
°C) 1, després de 30 min aproximadament, s’hi va afegir, gota a gota, 0.8 mL (1.29 mmol)
d’n-BuLi (1.6 M en hexa). La mescla de reacci6 es va mantenir amb agitacid a -78 °C durant
5 min i, després de comprovar per CCF la desaparicid del producte de partida, s’afegiren 15
mL d’una soluci6 aquosa saturada de NH4Cl. Es van fer diverses extraccions amb Et,0 (3 x
30 mL) 1 la fase organica es renta amb una solucid saturada de NaCl, s’asseca sobre MgSO4
1, després de filtrar, es van eliminar els dissolvents a pressio reduida. El cru resultant es va
purificar per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 2:1 1 1:1), donant lloc a 1’alcohol

homoal-lilic 9 (216 mg, 0.74 mmol, 86%) en forma d’oli incolor.

[a]#+113 (¢ 1, CHCL); IR (film): v = 3454, 2892, 2826, 1651, 1469, 1444, 1392, 1151,

1105, 1025, 918, 771 cm™'; 'H RMN (8, 500 MHz, CDCly): 2.42-2.46 (m, 1H), 3.40 (s, 3H),
3.43 (s, 3H), 3.44 (s, 3H), 3.66-3.70 (m, 2H), 3.79 (dd, 1H, J = 10.1, 7.7 Hz), 3.88 (dd, 1H, J
=11.5,3.8 Hz), 4.18-4.21 (m, 1H), 4.71-4.94 (m, 6H), 5.59 (dt, 1H, J=10.1, 2.0 Hz), 5.73
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or (dt, 1H, J = 10.1, 2.6 Hz); *C RMN (8, 100 MHz, CDCl;): 45.5, 55.7,

MOMO. 56.2, 56.3, 63.0, 77.8, 79.5, 81.6, 97.1, 98.0, 99.0, 129.0, 129.1;

MOMO T HRMS calculat per C;3HsO;Na: 315.1420 [M+Na]+. Trobat:
(+)_90MOM 315.1431.

(1R,2R,3S,6R)-6-(hidroximetil)ciclohex-4-en-1,2,3-triol (10)

A una dissoluci6 de 0.6 mL (7.9 mmol) de clorur d’acetil en 20 mL de MeOH anhidre es va
addicionar via canula, sota atmosfera d’argo6 i a 0 °C, una dissolucio de I’alcohol homoal-lilic
(+)-9 (0.38 g, 1.32 mmol) en 10 mL de MeOH anhidre. Es va escalfar la reacci6 a 40 °C
durant 1 h i es va controlar per CCF. Després d’eliminar el dissolvent a pressid reduida, es

va aillar el tetraol 10 (0.21 g, 1.31 mmol, 99%) en forma de solid blanc.

[0]2+120.9 (c 1.1, MeOH); lit'®* [a]2-13.4 (¢ 1.1, MeOH); IR (KBr): v
f | 3340, 1652, 1081, 723 em™; 'H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 2.21 -
2.30 (br s, 1H), 3.4-3.47 (m, 2H), 3.59 (dd, 1H, J = 10.6, 6.1 Hz), 3.79
HO™ ™ (dd, 1H, J = 10.6, 4.1 Hz), 3.99-4.06 (m, 1H), 5.59-5.64 (m, 2H); "°C
OF | RMN (3, 100 MHz, CDOD): 47.8, 63.5, 72.0, 73.7, 78.9, 128.6, 131.1;

(+)-10
HRMS calculat per C;H;,04Na: 183.0633 [M+Na]+. Trobat: 183.0629.

HO,,

Les dades espectroscopiques obtingudes coincideixen amb les descrites a la

. 162,172,1
literatura,'6%!7%173

8.1.2.2 Sintesi dels compostos 11-14 a partir del tetraol 10

Tribenzoat d’(1R,2R,3S5,6R)-6-(benzoiloximetil)ciclohex-4-en-1,2,3-triil (11)

A una solucié de 17 mg (0.1 mmol) de (+)-10 en 1.5 mL de CH,Cl, anhidre, es van
addicionar 0.3 mL (3.7 mmol) de piridina anhidra, 7.2 mg (0.06 mmol) de DMAP 1
finalment 0.2 mL de clorur de benzoil (1.7 mmol). La reaccié es mantingué amb agitacid a
t.a. durant tota la nit. A I’endema, la solucid es va diluir amb 25 mL de CH,Cl, 1 es va rentar
amb aigua (10 mL). La fase organica s’asseca sobre MgSOy 1, després de filtrar, s’elimina el
dissolvent a pressié reduida. El cru resultant es purifica per cromatografia en columna flash
(hexa/AcOEt 5:1), donant lloc al compost 11 (39 mg, 0.07 mmol, 64%) en forma d’espuma

blanca.
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(+)-11: Excés enantiomeric >96% (determinat per HPLC [Chiralpak ® IA 0.46 x 25 cm, fase
mobil hexa/iPrOH 90:10, 0.7 mL/min, 240 1 210 nm]. (-)-enantiomer tgp 25.69 min,

(+)-enantiomer tg 35.33 min.

(+)-11: [a] 2+159.7 (¢ 0.7, CH,CLy); IR (film): v = 3063, 3034, 2955, 2928, 2854, 1736,
1601, 1451, 1315, 1275, 1178, 1113 707 cm™'; 'H RMN (5, 500 MHz, CDCls): 3.25-3.30 (m,
1H), 4.40 (dd, 1H, J = 11.3, 4.9 Hz), 4.61 (dd, 1H, J = 11.3, 4.5 Hz),
5.88-5.92 (m, 1H), 5.94-6.0 (m, 2H), 6.02-6.08 (m, 2H), 7.26-7.33 (m,
4H), 7.40-7.47 (m, 6H), 7.54-7.57 (m, 2H), 7.85-7.91 (m, 4H), 8.03 (d,
BzO” ™ 4H, J =7.5 Hz); *C RMN (3, 100 MHz, CDCls): 42.2, 64.0, 70.2, 73.0,
OBz 127.0-129.9, 133.2, 133.3, 133.32, 133.4, 166.0 (2), 166.1, 166.4; °C
e RMN (3, 100 MHz, CD;OD): 43.3, 65.5, 71.9, 74.2, 74.7, 127.7-134.5,
167.3, 167.3, 167.4, 167.7; HRMS calculat per CssHsOgNa: 599.1682 [M+Na]+. Trobat:
599.1674.

OBz
BZO/,,

(-)-11: es va obtenir a partir del tetraol (-)-10, el qual es va preparar utilitzant com a producte
de partida el triol (+)-5. [a]Z-147.2 (¢ 0.7, CH,Cl, 86% ee ); lit'® [a]Z-76.9 (c 1.1,
CH,Cl,, 88% ee);

(1R,3R,6R,9S,105)-9,10-dihidroxi-3-fenil-2,4-dioxabiciclo[4.4.0]dec-7-¢ (12)

A una soluci6 de 25 mg (0.15 mmol) de (+)-10 en 2 mL de DMF anhidra, s’addicionaren 30
pL (0.2 mmol) de PhACH(OMe), i 2 mg (0.01 mmol) d’acid p-toluensulfonic. La mescla de
reaccio es va escalfar a 60 °C i a una pressio de 20 mm Hg, emprant I’evaporador rotatori,
durant 5 h (control per CCF). A continuacio, s’afegiren 10 mg de NaHCOs 1 el dissolvent es
va eliminar a pressié reduida. El cru resultant es va purificar per cromatografia en columna
flash (hexa/AcOEt 1:1), donant lloc al diol 12 (30 mg, 0.12 mmol, 78 %) en forma d’oli

incolor.

Ph, 0O [a]5+32 (¢ 1.8, EtOH); 1it'” [a]%+28 (¢ 2.5, EtOH); IR (film): v =

o,
' 3333, 2957, 2922, 2851, 1462, 1453, 1369, 1360, 1261, 1165, 1095,
HO™ ™ 1025 em™; 'H RMN (5, 500 MHz, CD;0D): 2.55-2.60 (br s, 1H), 3.62
OH 1 (¢, 1H, 7= 13 Hz), 3.66 (t, 1H, J = 14 Hz), 3.78 (dd, 1H, J = 13.0, 9.2

(+)12

Hz), 4.16-4.2 (m, 1H), 4.25 (dd, 1H, J=10.7, 4.5 Hz), 5.40 (dt, IH, J =
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12.0, 2.0 Hz), 5.59-5.62 (m, 1H), 5.67 (dt, 1H, J = 12.5, 3.5 Hz), 7.30-7.42 (m, 3H), 7.51 (t,
2H, J = 12.6 Hz); °C RMN (3, 100 MHz, CD;OD): 40.2, 71.1, 75.2, 76.6, 82.3, 103.3,
125.1, 127.5, 129.0, 129.8, 132.3, 139.8; HRMS calculat per C14H1704: 249.1127 [M+H]".
Trobat: 249.1129. Les dades espectroscopiques obtingudes coincideixen amb les descrites a

la literatura.'”

(1R,3R,6R,95,105)-9,10-dibenziloxi-3-fenil-2,4-dioxabiciclo[4.4.0]dec-7-¢ (13)

Una dissoluci6 del diol (+)-12 (30 mg, 0.12 mmol) en 2 mL de DMF es va addicionar via
canula sobre un suspensié de NaH (20 mg al 60%, 0.5 mmol) en 4 mL de DMF a 0 °C.
Després de 30 min, es van addicionar 60 pL. de BnBr (0.06 mmol) i la reaccié es mantingué
amb agitacio a t.a. durant 1 h. A continuacio, es refreda la reaccio a 0 °C, s’addiciona aigua
(1 mL) 1 es va diluir amb Et,O (20 mL). Es renta amb aigua (20 mL) 1, després de separar les
fases, la fase aquosa es torna a extreure amb Et,O (2 x 20 mL). S’ajuntaren les fases
organiques, s’assecaren sobre MgSOj4 anhidre i s’elimina el dissolvent a pressié reduida. El
cru es purifica per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 10:1) i es van obtenir 39.5

mg (0.09 mmol, 77%) del producte 13 en forma d’oli incolor.

[0] 3+40.6 (c 1.85, CHCLy); lit'” [a] 2 +34 (¢ 2.6, CHCl3); IR (film): v =
3406, 2922, 2852, 1627, 1599, 1573, 1495, 1462, 1453, 1434, 1371, 1084,
1069, 1025 cm™; 'H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 2.58-2.82 (m, 1H), 3.66
(t, 1H, J=11.2 Hz), 3.83 (t, 1H, J= 9.9 Hz), 4.02 (ddd, 1H, J=10.3, 7.0,
0.9 Hz), 4.24-4.41 (m, 2H), 4.55-4.98 (m, 3H), 5.04 (d, 1H, J = 11.3 Hz),
5.41 (dt, 1H, J=9.9, 1.8 Hz), 5.63-5.68 (m, 1H), 5.77 (dtd, 1H, J = 9.9,
3.0, 0.7 Hz), 7.26-7.56 (m, 15H); *C RMN (3, 100 MHz, CDCls): 38.7,
70.1, 72.4, 74.8, 80.8, 82.0, 82.3, 101.6, 125.2, 126.1, 127.7-129.0, 138.3, 138.5, 138.8;
HRMS calculat per CysH2904: 429.2066 [M+H]+. Trobat: 429.2062. HRMS calculat per

CysH504Na: 451.1885 [M+Na]". Trobat: 451.1885. Les dades espectroscopiques obtingudes
3

coincideixen amb les descrites a la literatura.'’
(1R,2R,5S,6S5)-5,6-bis(benziloxi)-2-(hidroximetil)ciclohex-3-enol (14)

Es van dissoldre 32.2 mg (0.07 mmol) del compost (+)-13 en 2 mL d’acid acetic (al 80% en

aigua) 1 es va escalfar la reaccio a 40 °C durant 90 min. Després d’eliminar el dissolvent a
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pressid reduida, es va purificar el cru resultant per cromatografia en columna flash

(hexa/AcQOEt 1:1), donant lloc al diol 14 (19 mg, 0.05 mmol, 74%) en forma d’oli groc.

[0] 3 +34 (¢ 2.6, CHCl3); [o] 2 +158 (c 1.1, acetona); lit'” [a]Z+147 (c 1.1, acetona); lit'®*

) [015+1047 (¢ 1.0, CHCL); IR (film): v = 3415, 3088, 3063, 3031, 1649,

1454, 1098, 1052 cm™; '"H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 2.48-2.53 (m,
1H), 3.64-3.72 (m, 3H), 3.79 (dd, 1H, J=10.7, 4.2 Hz), 4.20-4.24 (m, 1H),
BnO e 4.64 (d, 1H, J=11.5 Hz), 4.72 (t, 2H, J = 11.5 Hz), 5.05 (d, 1H, J=11.3
(414 Hz), 5.53 (dt, 1H, J = 10.2, 1.9 Hz), 5.80 (dt, 1H, J = 10.2, 2.5 Hz), 7.29-

7.39 (m, 10H); >C RMN (3, 100 MHz, CDCL): 45.3, 65.5, 71.6, 72.8,

75.0, 80.3, 83.4, 127.5-128.7, 138.1, 138.5; HRMS calculat per C,;HO4Na: 363.1572

HO,

[M+Na]". Trobat: 363.1583. Les dades espectroscopiques obtingudes coincideixen amb les

descrites a la literatura.'¢>!”

8.1.2.3 Sintesi dels epoxids 1i 2 a partir del tetraol 10
(1R,2R,3S,6R)-6-(tritiloximetil)ciclohex-4-en-1,2,3-triol (15)

Es va dissoldre 0.36 g (2.25 mmol) del tetraol (+)-10 en 15 mL d’una mescla CH;CN/DMF
(20:1). Seguidament, es van addicionar 1.01 g (2.47 mmol) de tetrafluoroborat d’N-
tritilpiridina. La reaccié es mantingué¢ amb agitacio a t.a. durant 12 h (control CCF) 1 es van
eliminar els dissolvents a pressié reduida. El cru resultant es va dissoldre en 20 mL
d’AcOEt, es filtra i el solid es va rentar amb AcOEt (3 x 5 mL). Es van ajuntar els filtrats i,
després d’eliminar el dissolvent a pressio reduida, es va purificar el cru resultant per
cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 1:1) i1 es va aillar el triol 15 (702 mg, 1.74
mmol, 77 %).

[a]+85.6 (c 1.0, CHCls); 'H RMN (8, 500 MHz, CDCL3): 2.58-2.59 (br

OTr
HO, s, 1H), 3.12-3.16 (m, 1H), 3.42-3.46 (m, 1H), 3.58-3.65 (m, 2H), 4.21-
| 4.22 (m, 1H), 5.35-5.37 (m, 1H), 5.61- 5.64 (m, 1H), 7.27-7.45 (m, 15H);
Ho éH BC RMN (3, 100 MHz, CDCls): 44.2, 66.5, 72.3, 73.6, 77.6, 87.6, 126.5,
(+)-15 127.4, 128.1, 128.7, 129.5, 143.6; HRMS calculat per CysH»sO4Na:

425.1729 [M+Na]". Trobat: 425.1728.
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(1R,2R,3S,6R)-6-((tert-butildifenilsililoxi)metil)ciclohex-4-en-1,2,3-triol (16)

A una solucié de 163 mg (1.01 mmol) de (+)-10 en 10 mL de DMF anhidra, es van
addicionar a 0 °C, 148 mg (2.17 mmol) d’imidazole, 12 mg (0.1 mmol) de DMAP i 0.34 mL
(1.3 mmol) de TBDPSCI. La mescla de reaccio es va escalfar a 45 °C durant 2 h. Passat
aquest temps, es deixa refredar a t.a. i s’afegiren 2 mL de MeOH. Després d’eliminar els
dissolvents a pressio reduida, es va purificar el cru resultant per cromatografia en columna
flash (CH,Cl,/MeOH 20:1) 1 es va aillar el triol 16 (347 mg, 0.84 mmol, 83%) en forma de

solid blanc.

[]3492.6 (c 0.56, MeOH); IR (film): v = 3405, 2929, 2857, 1659,

oteDps| 1589, 1472, 1427, 1112, 823, 701 cm™; 'H RMN (5, 500 MHz,
CD;0D): 1.04 (s, 9H), 2.30-2.34 (br s, 1H), 3.41 (dd, 1H, J = 10.1,
8.0 Hz), 3.59 (t, 1H, J = 9.7), 3.79-3.89 (m, 2H), 4.03-4.06 (m, 1H),
oH 5.58-5.66 (m, 2H), 7.38-7.44 (m, 6H), 7.66-7.68 (m, 4H); °C RMN
(+)-16 | (3,100 MHz, CD;0D): 20.2, 27.3, 48.0, 65.0, 71.5, 73.7, 79.0, 128.8,

129.3, 130.8, 130.9, 136.7, 136.7.

HO.,,.

HO

(1S8,2R,3R,4R)-4-hidroximetil-1,2,3-(tribenziloxi)ciclohex-5-¢ (17)

a) Una dissolucié del triol (+)-15 (690 mg, 1.71 mmol) en 10 mL de DMF anhidra
s’addiciona via canula sobre un suspensié de NaH (304 mg al 60%, 7.6 mmol) i BnBr (0.9
mL, 7.6 mmol) en 5 mL de DMF a 0 °C. La solucié resultant es mantingué amb agitacio
durant 30 min a 0 °C 1 a t.a. durant 2 h (control CCF). A continuacio, es refreda la reaccio a
0 °C, s’addiciona aigua (0.5 mL) 1 es va diluir amb Et,O (50 mL) i es renta amb aigua (30
mL). Es van separar les fases i la fase aquosa es torna a extreure amb Et,O (2 x 50 mL).
S’ajuntaren les fases organiques, s’assecaren sobre MgSQO, anhidre i s’elimina el dissolvent a
pressio reduida. El residu resultant es va dissoldre en 10 mL d’una mescla DCM/MeOH
(1:4) 1 es van afegir 33 mg (0.17 mmol) d’acid p-toluensulfonic. Després de 3 h, quan ja no
es va detectar la preséncia de producte de partida, es van afegir 50 uL de Et;N i es van
eliminar els dissolvents a pressio reduida. El cru obtingut es purifica per cromatografia en

columna flash (hexa/AcOEt 5:1) 1 s’ailla I’alcohol 17 (0.65 g, 1.50 mmol, 88 %).

b) Una dissolucié del triol (+)-16 (287 mg, 0.72 mmol) en 5 mL. de DMF s’addiciona via
canula sobre un suspensid de NaH (144 mg al 60%, 3.6 mmol) i BnBr (0.5 mL, 4.2 mmol)
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en 15 mL de DMF sota atmosfera d’argd i refredada a 0 °C. La soluci6é resultant es
mantingué amb agitacié durant 2 h a 0 °C (control CCF). A continuacio, es refreda la reaccid
a 0 °C, s’addiciona aigua (2 mL) i es van eliminar els dissolvents a pressid reduida. El residu
obtingut es va dissoldre en 40 mL d’Et,O i es renta amb aigua (30 mL). Es van separar les
fases 1 la fase aquosa es torna a extreure amb Et,O (2 x 30 mL). S’ajuntaren les fases
organiques, s’assecaren sobre MgSO, anhidre 1 s’elimina el dissolvent a pressio reduida. El
cru obtingut es purifica per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 40:1) 1 es va
obtenir un oli incolor. Es va dissoldre 1’oli resultant (376 mg, 0.56 mmol) en 15 mL de THF
anhidre, es va refredar a 0°C i, s’hi van addicionar 1.2 mL (1.0 M en THF, 1.2 mmol) de
TBAF. Després de 30 min a 0 °C, es va escalfar la reaccié durant 2 h a 40 °C (control CCF).
A continuacio, es va tornar a refredar la reaccio a 0 °C, es van addicionar 0.5 mL de MeOH 1
es van eliminar els dissolvents a pressi6 reduida. El cru obtingut es purifica per
cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 10:3-2:1) i s’ailla 1’alcohol 17 (217 mg, 0.5
mmol, 70 %).

[a]3+67.3 (¢ 0.4, CHClLy); 1it'® [0] 2 +104.5 (¢ 1.92, CHCl;); IR (film):

O = 3442, 3063, 3030, 2923, 2853, 2360, 2343, 1496, 1454, 1359 cm”’; 'H
RMN (3, 500 MHz, CDCly): 2.47-2.50 (br s, 1H), 3.64-3.71 (m, 3H), 3.85
BnO” (dd, 1H, J =10.0, 7.8 Hz), 4.24-4.28 (m, 1H), 4.69 (d, 1H, J = 11.2 Hz),
OBN | 473 (s, 2H), 4.94-4.99 (m, 2H), 5.0 (d, 1H, J = 11.2 Hz), 5.55 (dt, 1H, J =

CHT ) 100, 1.8 Hz), 5.76 (dt, 1H, J = 102, 2.1 Hz), 7.28-7.39 (m, 15H); 1°C
RMN (5, 100 MHz, CDCly): 45.9, 63.4, 72.3, 75.2, 75.4, 78.7, 80.9, 853, 127.7-128.7,

138.4, 138.5, 138.9; HRMS calculat per C,sH30O4Na: 453.2042 [M+Na]+. Trobat: 453.2051.

BnO/,,

Les dades espectroscopiques obtingudes coincideixen amb les descrites a la

. 156,157,163
literatura. ” """

((1R,2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benziloxi)-7-oxa-biciclo[4.1.0] heptan-2-il)metanol.
(+)-2,3,4-tri-O-benzilciclofelitol (18)

Es van dissoldre 219 mg (0.5 mmol) de 1’alcohol homoal-lilic (+)-17 en 30 mL de CH,Cl; 1
s’hi van addicionar 370 mg (70%, 1.5 mmol) de MCPBA. La reaccid es mantingué¢ amb
agitacid a t.a. durant 18 h (control CCF). A continuacio, la mescla resultant es va rentar amb
una solucié aquosa saturada de NaHCOs; (30 mL) i la fase aquosa resultant s’extragué amb

AcOEt (3 x 50 mL). Es van ajuntar les fases organiques, es van assecar sobre MgSQO4
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anhidre i es va eliminar el dissolvent a pressié reduida. El cru resultant es va purifica per
cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 4:1 1 3:1) 1 es van obtenir 160 mg (0.36 mmol,
70%) de P’epoxid 18 en forma de solid blanc 1 27 mg (0.06 mmol, 12%) de 1’epoxid

diastereomeric.

on ) (H-18: [a]F+65.8 (c 0.9, CHCLy); 1it'® [a]5+71.0 (¢ 0.9, CHCL); IR
BnO,, (film): v = 3356, 2957, 2924, 2854, 1463, 1454, 1070, 736, 694 cm™'; 'H
O RMN (3, 500 MHz, CDCly): 2.18-2.22 (m, 1H), 3.19 (d, 1H, J = 3.7
8en Hz), 3.36 (d, 1H, J = 3.4 Hz), 3.49 (t, 1H, J = 10.0 Hz), 3.59 (dd, 1H, J
(+)-18 = 10.0, 8.0 Hz), 3.89 (dd, 2H, J = 11.8, 4.5 Hz), 3.98 (dd, 1H, J =
10.8, 4.5 Hz), 4.57 (d, 1H, J = 10.9 Hz), 4.74-4.94 (m, 5H), 7.28-7.37

(m, 15H); °C RMN (3, 100 MHz, CDCly): 44.1, 53.1, 56.0, 63.0, 73.3, 75.5, 75.7, 75.7,

79.9, 85.1, 127.7-128.7, 137.7, 138.2, 138.7;, HRMS calculat per CsH39OsNa: 469.1991

BnO

[M+Na]". Trobat: 469.1992. Les dades espectroscopiques obtingudes coincideixen amb les

. . 157,161,163,1
descrites a la literatura,'>7-161:163:168

(18,2R,35,4R,5R,6R)-5-Hidroximetil-7-oxa-biciclo[4.1.0]heptan-2,3,4-triol.
(+)-Ciclofelitol (1)

En un tub a pressio, es va dissoldre I’epoxid 18 (60 mg, 0.13 mmol) en 3 mL de THF i s’hi
afegiren 50 mg de Pd/C (5-15%). El sistema es va purgar amb quatre cicles de buit i
hidrogen, deixant finalment una pressi6 d’1 atm. Es deixa el sistema amb agitacio vigorosa a
t.a. durant 14 h. Passat aquest temps, es filtra la mescla resultant sobre Celite™ i es renta
amb 15 mL de MeOH. Després d’eliminar els dissolvents a pressio reduida, es van aillar

21.5 mg (0.12 mmol, 91%) de I’epoxid 1 en forma de solid blanc.

[a]2+101 (c 0.5, HyO); 1it'®! [a]Z+97 (c 0.35, H,0); '"H RMN (3, 500

OH MHz, CD;0D): 1.94-2.01 (m, 1H), 3.04-3.08 (m, 2H), 3.20 (dd, 1H, J =

HO:. o | 99 83Hz),3.40-3.42 (m, 1H), 3.64 (d, 1H, J=8.2 Hz), 3.68 (dd, 1H,J
HO” ™ =10.1, 9.3 Hz), 4.01 (dd, 1H, J = 10.5, 4.3 Hz); °C RMN (8, 100 MHz,
(:;):' CD;OD): 45.9, 56.0, 57.4, 62.4, 68.8, 72.8, 78.5; HRMS calculat per

C;H;,OsNa:  199.0582 [M+Na]'. Trobat: 199.0578. Les dades

o . o - . 161,163
espectroscopiques obtingudes coincideixen amb les descrites a la literatura. ™
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(1R,2R,3S5,4R,5R,65)-5-Hidroximetil-7-oxa-biciclo[4.1.0]heptan-2,3,4-triol (2).
(+)-1R,6S-epi-ciclofelitol

Es van dissoldre 0.30 g (1.87 mmol) del tetraol (+)-10 en 15 mL d’acid acétic i1 s’hi van
addicionar 1.0 g (4.05 mmol) de MCPBA. La reaccié es mantingué amb agitacid a t.a. durant
tota la nit (control CCF). Després d’eliminar el dissolvent a pressié reduida, es va obtenir un
solid de color groc, el qual es va rentar amb Et,O varies vegades. El solid blanc resultant

s’asseca al buit 1 s’obtingueren 255 mg de I’epoxid 2 (1.45 mmol, 78%).

[a]Z+79 (¢ 0.4, H,0); lit" [a]Z+80 (¢ 0.36, H,0); '"H RMN (8, 500

OH | MHz, CD;OD): 1.92-1.96 (m, 1H), 3.18 (d, 1H, J=4.0 Hz), 3.22 (t, 1H,
HO,, ) J=9.9 Hz), 3.27 (dd, 1H, J= 3.7, 1.5 Hz), 3.33-3.38 (m, 1H), 3.69-3.74
HO7 -0 (m, 2H), 3.88 (dd, 1H, J = 10.8, 3.5 Hz); °C RMN (5, 100 MHz,
OH CD;OD): 46.4, 55.3, 58.1, 62.1, 71.3, 73.3, 74.8; HRMS calculat per

(+)-2 C7H,05Na: 199.0582 [M+Na]". Trobat: 199.0575.

8.1.3 Sintesi dels aminociclitols C;N

8.1.3.1 Sintesi de I'(1S,2R,3S,4R, 5R,6S)-2,3,4-tris(benziloxi)-5-(benziloximetil)-7-oxa-
biciclo[4.1.0]hepta (19)

Una dissolucié de I’epoxid 2 (200 mg, 1.13 mmol) en 5 mL de DMF anhidra es va
addicionar via canula sobre un suspensié de NaH (350 mg al 60%, 8.75 mmol) en 15 mL de
DMF a 0 °C. Després de 10 min, s’addicionaren 0.9 mL de BnBr (7.6 mmol) i la
reaccio es mantingu¢ amb agitacid a t.a. sota atmosfera d’argd durant 6 h. Passat aquest
temps, es refreda la reaccio a 0 °C, s’addiciona aigua (1 mL) i es va diluir amb Et,O (40
mL). Es renta amb aigua (30 mL) 1, després de separar les fases, la fase aquosa es torna a
extreure amb Et,O (2 x 40mL). S’ajuntaren les fases organiques, s’assecaren sobre MgSO4
anhidre i s’elimina el dissolvent a pressido reduida. El cru obtingut es purifica per
cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 20:1) i es van obtenir 315 mg (0.59 mmol,

52%) de I’epoxid 19 en forma de solid blanc.

192



Sintesi dels amino- i diaminociclitols 8. Part Experimental

[a]2+53.5 (¢ 0.50, CHCLy); 1it"? [a]p+60 (¢ 0.50, CHCl;); IR (film): v

OBn
= 3062, 3029, 2923, 2852, 1737, 1496, 1454, 1363, 1158, 1072, 1027,

0 | 735,697 cm™; 'H RMN (8, 500 MHz, CDCl3): 2.22 (dt, 1H, J=9.7, 3.2

BnO” ™ ‘ Hz, H-5), 3.17 (d, 1H, J = 4.0 Hz, H-6), 3.34 (dd, 1H, J = 3.75, 1.4 Hz,

O8n H-1), 3.48 (t, 1H, J= 9.7 Hz, H-4), 3.56 (d, 2H, J = 3.5 Hz, H-8, H-8"),

()19 3.73 (t, 1H, J = 9.3 Hz, H-3), 3.89 (dd, 1H, J = 8.5, 1.3 Hz, H-2), 4.34-

4.88 (m, 8H, 4xPhCH,0), 7.16-7.42 (m, 20H, Ph); *C RMN (3, 100 MHz, CDCl;): 43.0

(C5), 55.0 (C6), 55.2 (C1), 68.4 (C8), 73.0 (PhCH,0), 73.3 (PhCH,0), 75.4 (PhCH,0), 75.9

(PhCH,0), 77.7 (C4), 79.9 (C2), 82.4 (C3), 127.7-128.5 (CHar), 138.0 (Car), 138.5 (Car),

138.6 (Car), 138.8 (Car); HRMS calculat per C3sH3sOsNa: 559.2460 [M+Na]". Trobat:
559.2479.

BnO,,,

8.1.3.2 Reaccions d'obertura dels epoxids 18 i 19 amb nucleofils en preséncia de
LiClO4

Metode general: A una dissolucié 2N de LiClO4 en 3 mL de CH3;CN anhidre, s’hi va
addicionar I’epoxid 18 o 19 (0.3 mmol). A continuacid, s’hi va addicionar NaN3 o la
corresponent amina (3.0 mmol) 1 la reaccid es va escalfar a 80 °C sota atmosfera d’argo
durant 18 h. Després d’eliminar el dissolvent a pressio reduida, el residu es va dissoldre en
45 mL d’una mescla d’aigua/Et,O (1:2) i es van separar les fases. La fase aquosa es torna a
extreure amb Et,O (2 x 30 mL). S’ajuntaren les fases organiques, s’assecaren sobre MgSOy4
anhidre 1 s’elimina el dissolvent a pressid reduida. El cru resultant es va purificar per

cromatografia en columna flash.

(1R,25,35,45,5R,6S5)-3,4,5-tris(benziloxi)-6-(hidroximetil)-2-(fenetilamino)ciclohexanol
(20a) i (1R,2S,3S5,4R,5R,6S5)-2,3,4-tris(benziloxi)-5-(hidroximetil)-6-(fenetilamino)ciclo-
hexanol (21a)

D’acord amb el métode general, 1’obertura de 1’epoxid 18 (141 mg, 0.32 mmol) amb
2-feniletilamina (0.4 mL, 3.2 mmol) dona una mescla dels regioisomers 21a i 20a (91:9), els
quals es van separar per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 1:2) i es van obtenir

14 mg (0.02 mmol, 8%) de 20a i 135 mg (0.24 mmol, 75%) de 21a.
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20a: Oli; [a] +41.2 (c 1.00, CHCly); IR (film): v = 3320, 3103, 3072, 2925, 2851, 1499,
1445, 1348, 1061, 693 cm'l; 'H RMN (0, 500 MHz, CDCls): 2.12-2.20 (m, 1H, H-6), 2.73-
2.84 (m, 4H, PhCH,, NCH,), 3.07 (t, 1H, J = 3.9 Hz, H-2),
3.73 (dd, 1H, J= 11.0, 2.5 Hz, H-7), 3.87 (t, 1H, J= 8.4 Hz,
H-5), 3.91 (t, 1H, J = 8.4 Hz, H-4), 3.98 (dd, 1H, J = 8.7,
77 NH(CH2:Ph | 42 Hg, H-3), 4.05 (dd, 1H, J=11.0, 3.5 Hz, H-7"), 4.15-4.17
ZI)B_ZOa (m, 1H, H-1), 4.50-4.92 (m, 6H, 3xPhCH-0), 7.20-7.38 (m,

20 H, Ph); *C RMN (3, 100 MHz, CDCls): 36.6 (PhCH,),
41.5 (C6), 49.8 (NCH,), 60.0 (C2), 63.5 (C7), 72.3 (C1), 72.5 (PhCH,0), 74.7 (PhCH,0),
75.4 (PhCH,0), 75.7 (C5), 79.9 (C3), 83.7 (C4), 126.3-128.7 (CHar), 138.6 (Car), 138.9
(Car), 139.1 (Car), 140.0 (Car); HRMS calculat per C3¢H4NOs: 568.3063 [M+H]". Trobat:
568.3069.

21a: Oli; [a] #+6.8 (c 1.00, CHCl3); IR (film): v = 3389,

3063, 3030, 2924, 2854, 1666, 1496, 1454, 1360, 1066,
1028, 750, 698 cm™'; "H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 1.84-
1.90 (m, 1H, H-5), 2.64 (t, 1H, J=10.9 Hz, H-6), 2.72-2.89
(m, 2H, PhCH>), 2.95-3.08 (m, 2H, NCH>), 3.24 (t, 1H, J =
9.9 Hz, H-4), 3.30 (t, 1H, J = 9.3 Hz, H-2), 3.54-3.62 (m,
2H, H-1, H-3), 3.66 (dd, 1H, J = 10.6, 7.8 Hz, H-7), 3.99 (dd, 1H, J = 10.6, 3.0 Hz, H-7"),
4.55-4.98 (m, 6H, 3xPhCH,0), 7.20-7.38 (m, 20H, Ph); *C RMN (3, 100 MHz, CDCls):
36.3 (PhCH,), 42.6 (C-5), 45.6 (NCH,), 60.5 (C6), 63.9 (C7), 72.4 (C1), 75.5 (PhCH,0),
75.6 (PhCH,0), 75.7 (PhCH,0), 79.5 (C4), 83.8 (C2), 85.6 (C3), 126.6-128.8 (CHar), 138.0
(Car), 138.36 (Car), 138.42 (Car), 138.9 (Car); HRMS calculat per C3;sH4,NOs: 568.3063
[M+H]". Trobat: 568.3045.

BnO/,'

BnO Y
OBn

(+)-21a

(1R,25,35,4S5,5R,6S5)-3,4,5-tris(benziloxi)-6-(hidroximetil)-2-(octilamino)ciclohexanol
(20b) i (1R,28,35,4R,5R,6S5)-2,3,4-tris(benziloxi)-5-(hidroximetil)-6-(octilamino)ciclo-
hexanol (21b)

D’acord amb el metode general, 1’obertura de I’epoxid 18 (131 mg, 0.29 mmol) amb
octilamina (0.48 mL, 2.9 mmol) dona una mescla dels regioisomers 21b i 20b (83:17), els

quals es van separar per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 1:2) i es van obtenir

22 mg (0.04 mmol, 13%) de 20b i 117 mg (0.20 mmol, 69%) de 21b.
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20b: Oli; [a] #+38.7 (c 0.64, CHCl3); IR (film): v = 3389, 3081, 3061, 3021, 2954, 2926,
2855, 1471, 1451, 1060, 1023, 661 cm™; "H RMN (3, 500 MHz, CDCls): 0.88 (t, 3H, J = 6.9
Hz, CHs), 1.18-1.42 (m, 12H, 6xCH,), 2.12-2.20 (m, 1H, H-6), 2.39-2.54 (m, 2H, NCH,),
3.04 (t, 1H, J=3.8 Hz, H-2), 3.75 (dd, 1H, J=10.9, 2.1 Hz, H-7), 3.87 (t, 1H, J= 8.5 Hz, H-
5),3.90 (t, 1H, J = 8.5 Hz, H-4), 3.98 (dd, 1H, J = 8.5, 4.1 Hz, H-
3),4.06 (dd, 1H, J=10.9, 3.2 Hz, H-7"), 4.15-4.18 (m, 1H, H-1),
4.59-491 (m, 6H, 3xPhCH,0), 7.26-7.38 (m, 15H, Ph); "°C
7" “NHCgHi7| RMN (8, 100 MHz, CDCLy): 14.3 (CH;), 22.8 (CH,), 27.4 (CH),
(Ci?_';% 29.4 (CHa), 29.6 (CH,), 29.8 (CH,), 32.0 (CH,), 41.6 (C6), 48.7

(NCH,), 60.3 (C2), 63.5 (C7), 72.4 (C1), 72.5 (PhCH,0), 74.7
(PhCH,0), 75.4 (PhCH,0), 75.8 (C5), 80.3 (C3), 83.8 (C4), 127.7-128.7 (CHar), 138.6
(Car), 138.8 (Car), 139.1 (Car); HRMS calculat per CicHsoNOs: 576.3689 [M+H]+. Trobat:
576.3693.

OH

BnO/,' OH

BnO

21b: Oli; [a] #+5.1 (¢ 1.00, CHCl3); IR (film): v = 3389, 3084, 3056, 3026, 2958, 2927,
2852, 1478, 1458, 1081, 1024, 893, 651 cm™; "H RMN (8, 500 MHz, CDCl3): 0.87 (t, 3H, J
= 7.1 Hz, CH3), 1.15-1.55 (m, 12H, 6xCH>), 1.95-2.01 (m, 1H,
H-5), 2.74-2.88 (m, 3H, H-6, NCH,), 3.24 (t, 1H, J = 9.8 Hz, H-
4), 3.33 (t, 1H, J = 9.3 Hz, H-2), 3.58 (t, 1H, J = 9.3 Hz, H-3),
3.65 (t, 1H, J =9.8 Hz, H-1), 3.70 (dd, 1H, J = 10.7, 8.2 Hz, H-
7), 4.07 (dd, 1H, J = 10.5, 2.7 Hz, H-7"), 4.54-4.97 (m, 6H,
3xPhCH,0), 7.26-7.36 (m, 15H, Ph); °C RMN (3, 100 MHz,
CDCl): 14.2 (CH3), 22.8 (CH»), 27.0 (CHy), 29.3 (CHy), 29.4 (CHy), 29.9 (CH,), 31.9
(CH»), 41.8 (C5), 45.0 (NCH,), 61.0 (C6), 63.7 (C7), 71.8 (C1), 75.6 (PhCH,0), 75.70
(PhCH;0), 75.73 (PhCH,0), 79.0 (C4), 83.4 (C2), 85.3 (C3), 127.9-128.8 (CHar), 137.8
(Car), 138.2 (Car), 138.3 (Car); HRMS calculat per C3sHsoNOs: 576.3689 [M+H]". Trobat:
576.3702.

(:DBn
(+)-21b
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(1R,25,3S5,4S,5R,65)-3,4,5-tris(benziloxi)-2-(butilamino)-6-(hidroximetil)ciclohexanol
(20¢) i (1R,2S,3S5,4R,5R,65)-2,3,4-tris(benziloxi)-6-(butilamino)-5-(hidroximetil)ciclo-
hexanol (21¢)

D’acord amb el metode general, 1’obertura de I’epoxid 18 (141 mg, 0.32 mmol) amb
butilamina (0.32 mL, 3.2 mmol) dona una mescla dels regioisomers 21¢ i 20c (87:13), els
quals es van separar per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 1:2) 1 es van obtenir

19 mg (0.04 mmol, 11%) de 20c i 121 mg (0.23 mmol, 74%) de 21c.

20c: Oli; [a] ¥ +41.4 (¢ 0.88, CHCl3); IR (film): v = 3389, 3088, 3063, 3030, 2956, 2924,
2854, 1496, 1454, 1360, 1094, 1067, 1028, 733, 697, 665 cm™; '"H RMN (3, 500 MHz,
CDCly): 0.90 (t, 3H, J = 7.3 Hz, CH3), 1.23-1.54 (m, 4H, 2xCH,), 2.14-2.19 (m, 1H, H-6),
2.44-2.57 (m, 2H, CH,), 3.07 (t, 1H, J = 3.6 Hz, H-2), 3.77 (dd,
1H, J=11.0, 2.5 Hz, H-7), 3.89 (t, 1H, J = 8.5 Hz, H-5), 3.92 (t,
1H, J = 8.4 Hz, H-4), 4.00 (dd, 1H, J = 8.6, 4.1 Hz, H-3), 4.07
B “NHC4Hg | (dd, 1H, J = 11.0, 4.1 Hz, H-7'), 4.17-4.21 (m, 1H, H-1), 4.62-
(Oj_r;oc 4.93 (m, 6H, 3xPhCH,0), 7.28-7.38 (m, 15H, Ph); °*C RMN (3,

100 MHz, CDCls): 14.1 (CHs), 20.5 (CH»), 29.8 (CH,), 41.6
(Co6), 48.4 (NCH,), 60.3 (C2), 63.5 (C7), 72.3 (C1), 72.5 (PhCH,0), 74.7 (PhCH,0), 75.4
(PhCH;0), 75.8 (C5), 79.8 (C3), 83.7 (C4), 127.6-128.7 (CHar), 138.6 (Car), 138.8 (Car),
139.1 (Car); HRMS calculat per Cs»H4,NOs: 520.3063 [M+H]+. Trobat: 520.3061.

21c: Oli; [a] ¥ +12.4 (c 0.84, CHCl3); IR (film): v = 3309, 3078, 3051, 3028, 2851, 1493,
1458, 1090, 1065, 1025, 668 cm™; 'H RMN (3, 500 MHz,
CDCls): 0.83-1.54 (m, 7H, CH3, 2xCH>), 2.12-2.18 (m, 1H, H-5),
2.95-3.15 (m, 3H, CH,, H-6), 3.27 (t, IH, J = 9.7 Hz, H-4), 3.39
(t, 1H, J = 9.2 Hz, H-2), 3.61 (t, 1H, J = 9.2 Hz, H-3), 3.74 (dd,
1H, J = 10.6, 8.9 Hz, H-7), 3.80 (t, 1H, J = 9.8 Hz, H-1), 4.16
(dd, 1H, J = 10.8, 2.9 Hz, H-7"), 4.53-4.96 (m, 6H, 3xPhCH,0),
7.26-7.40 (m, 15H, Ph); °C RMN (3, 100 MHz, CDCls): 13.6 (CH3), 19.7 (CH,), 29.8
(CH»), 40.7 (CS5), 45.8 (NCH»), 61.8 (C6), 63.3 (C7), 71.3 (Cl), 75.5 (PhCH,0), 75.7
(PhCH,0), 75.8 (PhCH,0), 78.3 (C4), 82.7 (C2), 84.7 (C3), 127.8-128.8 (CHar), 137.6
(Car), 138.0 (Car), 138.1 (Car); HRMS calculat per C3;H4NOs: 520.3063 [M+H]". Trobat:
520.3080.

(:DBn
(+)-21c
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(1R,28,35,4S,5R,65)-2-azido-3,4,5-tris(benziloxi)-6-(hidroximetil)ciclohexanol (20d) i
(1R,25,35,4R,5R,65)-6-azido-2,3,4-tris(benziloxi)-5-(hidroximetil)ciclohexanol (21d)

D’acord amb el métode general, I’obertura de ’epoxid 18 (171 mg, 0.38 mmol) amb azida
sodica (0.25 g, 3.8 mmol) dona una mescla dels regioisomers 21d i 20d (75:25), els quals es
van separar per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 2:1) i es van obtenir 115 mg

(0.23 mmol, 61%) de 21d i 39 mg (0.08 mmol, 21%) de 20d.

20d: Oli; [a] +22 (¢ 1.00, CHCl3); IR (film): v =3440, 3049, 3022, 2909, 2104, 1714, 1496,

1452 em™; "H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 1.71-1.76 (m, 1H, H-6),
3.70-3.74 (m, 1H, H-7), 3.82-3.92 (m, 3H, H-2, H-4, H-5), 4.00 (dd,
1H, J = 10.9, 2.3 Hz, H-7'), 4.06-4.08 (m, 2H, H-1, H-3), 4.70-5.00
7N (m, 6H, 3xPhCH,0), 7.29-7.40 (m, 15H, Ph); >C RMN (3, 100
(ﬂ(fo”d MHz, CDCl): 41.6 (C6), 62.8 (C2), 63.0 (C7), 73.1 (C1), 73.5

(PhCH,0), 74.7 (C5), 75.0 (PhCH,0), 76.0 (PhCH,0), 80.3 (C3),
84.3 (C4), 127.7-128.8 (CHar), 138.2 (Car), 138.6 (Car), 138.8 (Car); HRMS calculat per
CosH31N3OsNa: 512.2161 [M+Na]+. Trobat: 512.2159.

21d: Oli; [a] % -8.8 (¢ 1.00, CHCl3); IR (film): v =3439, 3054, 3026, 2903, 2106, 1953, 1721,
1493, 1455 cm™; '"H RMN (3, 500 MHz, CDCl;): 1.41-1.47 (m, 1H, H-5), 2.57-2.75 (brs,
1H, OH), 3.38-3.45 (m, 2H, H-2, H-6), 3.56-3.62 (m, 3H, H-1, H-3,
H-4), 3.79 (dd, 1H, J=10.8, 2.4 Hz, H-7), 3.85 (dd, 1H, J=10.8, 1.6
Hz, H-7"), 4.72-5.02 (m, 6H, 3xPhCH,0), 7.28-7.40 (m, 15H, Ph);
BC RMN (3, 100 MHz, CDCLs): 45.2 (C5), 58.3 (C7), 60.9 (C6),
75.3 (PhCH,0), 75.7 (PhCH,0), 75.9 (PhCH,0), 76.3, 76.8, 83.2
(C2), 85.7 (C3), 127.9-128.8 (CHar), 138.1 (Car), 138.27 (Car),
138.35 (Car); HRMS calculat per C,sH3;N3OsNa: 512.2161 [M+Na]+. Trobat: 512.2153.

6Bn
(-)-21d

(18,2R,35,45,5R,65)-3,4,5-tris(benziloxi)-6-(benziloximetil)-2-(fenetilamino)ciclo-
hexanol (23a)

D’acord amb el meétode general, I’obertura de I’epoxid 19 (56 mg, 0.10 mmol) amb 2-
feniletilamina (0.13 mL, 1.0 mmol) dona 51 mg (0.08 mmol, 74%) de ’amina 23a després

d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 2:1-1:1) del cru.
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23a: Oli; [a]Z+11.6 (c 0.43, CHCl3); IR (film): v = 3331, 3062, 3028, 2923, 2853, 1658,
1495, 1453, 1069, 1028, 876, 750 cm™; '"H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 1.68 (t, 1H, J =
10.2 Hz, H-6), 2.49 (t, 1H, J = 10.2 Hz, H-2), 2.68-2.77 (m,
2H, PhCH,), 2.91 (dt, 1H, J=11.2, 7.1 Hz, NCH>), 3.13 (dt,
IH, J =113, 7.1 Hz, NCH,), 3.43 (t, IH, J = 9.2 Hz, H-3),
NH(CH2):Ph | 3.49 (t, 1H, J = 10.3 Hz, H-1), 3.60-3.67 (m, 2H, H-4, H-5),
3.80 (dd, 1H, J = 8.9, 3.0 Hz, H-7), 3.88 (dd, 1H, J=8.9, 1.9
Hz, H-7'), 4.54-4.99 (m, 8H, 4xPhCH,0), 7.14-7.34 (m, 25H,
Ph); °C RMN (8, 100 MHz, CDCl3): 37.1 (PhCH,), 47.2 (C6), 47.9 (NCH,), 65.2 (C2), 65.9
(C7), 66.9 (C1), 73.4 (PhCH,0), 75.3 (PhCH;0), 75.60 (PhCH,0), 75.62 (PhCH,0), 77.9,
80.7 (C3), 88.0, 126.3-128.9 (CHar), 138.4 (Car), 138.51 (Car), 138.53 (Car), 138.7 (Car),
139.8 (Car); HRMS calculat per Cs3H4gNOs: 658.3532 [M+H]+. Trobat: 658.3545.

OBn

BnO/,' ‘\\OH

BnO

(:)Bn

(+)-23a

(18,2R,35,45,5R,6S5)-3,4,5-tris(benziloxi)-6-(benziloximetil)-2-(octilamino)ciclohexanol
(23b)

D’acord amb el meétode general, ’obertura de I’epoxid 19 (38 mg, 0.07 mmol) amb
octilamina (0.12 mL, 0.7 mmol) dona 36 mg (0.05 mmol, 76%) de ’amina 23b després

d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 1:1) del cru.

23b: Oli; [a]%+9.5 (¢ 0.72, CHCL); IR (film): v = 3344,
o8 3088, 3064, 3030, 2924, 2854, 1496, 1454, 1360, 1148, 1068,
1028, 734, 697, 666 cm™; "H RMN (3, 500 MHz, CDCl):
NHCgH17 0.91 (t, 3H, J =7.0 Hz, CHs), 1.17-1.38 (m, 12H, 6xCH>),
1.70 (t, 1H, J=10.0 Hz, H-6), 2.47 (t, 1H, J = 10.2 Hz, H-2),
2.57 (dt, 1H, J=11.0, 7.1 Hz, NCH>), 2.76 (dt, 1H, J = 11.0,
7.2 Hz, NCH,), 3.47 (t, 1H, J = 9.2 Hz, H-3), 3.50 (t, 1H, J =10.2 Hz, H-1), 3.63-3.69 (m,
2H, H-4, H-5), 3.79 (dd, 1H, J = 8.9, 2.9 Hz, H-7), 3.90 (d, 1H, J = 8.8 Hz, H-7'), 4.48-5.03
(m, 8H, 4xPhCH,0), 7.21-7.37 (m, 20H, Ph); >*C RMN (8, 100 MHz, CDCl5): 14.3 (CH3),
22.8 (CH,), 27.4 (CH,), 29.4 (CH,), 29.6 (CH,), 30.9 (CH,), 31.9 (CH,), 46.6 (NCH,), 47.3
(C6), 65.1 (C2), 65.9 (C7), 66.8 (C1), 73.4 (PhCH,0), 75.4 (PhCH,0), 75.6 (2xPhCH,0),
77.9, 80.5 (C3), 88.2, 127.7-128.7 (CHar), 138.50 (Car), 138.53 (Car), 138.55 (Car), 138.72
(Car); HRMS calculat per C43Hs6NOs: 666.4158 [M+H]+. Trobat: 666.4181

BnO/,' ‘\\OH

BnO

(:)Bn

(+)-23b
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(1S5,2R,35,4S5,5R,65)-3,4,5-tris(benziloxi)-6-(benziloximetil)-2-(butilamino)ciclohexanol
(23¢)

D’acord amb el métode general, 1’obertura de 1’epoxid 19 (39 mg, 0.07 mmol) amb
butilamina (0.08 mL, 0.7 mmol) dona 32 mg (0.05 mmol, 72%) de 1’amina 23¢ després

d’una purificacio6 per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 1:1) del cru.

23c: Oli; [a] Z+8.7 (c 0.90, CHCLy); IR (film): v = 3349, 3088,
3063, 3030, 2956, 2924, 2870, 1496, 1454, 1360, 1145, 1089,
1068, 1028, 734, 697, 666 cm™; "H RMN (8, 500 MHz, CDCls):
0.88 (t, 3H, J = 7.3 Hz, CH3), 1.20-1.40 (m, 4H, 2xCH,), 1.69
(t, 1H, J=9.0 Hz, H-6), 2.49 (t, 1H, J = 10.2 Hz, H-2), 2.60 (dt,
1H, J = 11.2, 7.1 Hz, NCH,), 2.78 (dt, 1H, J = 11.0 , 7.2 Hz,
NCH>), 3.47-3.55 (m, 2H, H-1, H-3), 3.62-3.67 (m, 2H, H-4, H-5), 3.79 (dd, 1H, J=9.0, 3.2
Hz, H-7), 3.88 (dd, 1H, J = 9.0, 1.9 Hz, H-7'), 4.48-5.02 (m, 8H, 4xPhCH,0), 7.19-7.37 (m,
20H, Ph); °C RMN (3, 100 MHz, CDCl;): 14.1 (CHs), 20.4 (CH,), 29.8 (CH,), 46.5
(NCH,), 47.3 (C6), 65.2 (C2), 66.0 (C7), 66.8 (C1), 73.4 (PhCH,0), 75.4 (PhCH,0), 75.6
(2xPhCH,0), 77.9, 80.3 (C3), 88.1, 127.7-128.7 (CHar), 138.4 (Car), 138.47 (Car), 138.50
(Car), 138.7 (Car); HRMS calculat per C39H4sNOs: 610.3532 [M+H]". Trobat: 610.3553.

OBn
WOH

NHC,Hg

5Bn

(+)-23¢

(18,25,35,4R,5R,6 R)-6-azido-2,3,4-tris(benziloxi)-5-(benziloximetil)ciclohexanol (22d) i
(15,2R,35,4S,5R,65)-2-azido-3,4,5-tris(benziloxi)-6-(benziloximetil)ciclohexanol (23d)
D’acord amb el metode general, I’obertura de ’epoxid 19 (161 mg, 0.30 mmol) amb azida
sodica (0.20 g, 3.0 mmol) dona una mescla dels regioisomers 22d i 23d (56:44), els quals es
van separar per cromatografia en columna flash (CHCl3;/AcOEt 40:1) i es van obtenir 79 mg

(0.14 mmol, 46%) de 22d 1 68 mg (0.12 mmol, 39%) de 23d.

22d: Oli; [a] 3+27.9 (c 0.49, CHCly); lit"” [o] 2 +32 (c 0.44, CHCly);
IR (film): v = 3393, 3063, 3030, 2919, 2106, 1454, 1361, 1063,
1027, 735, 698 cm™; "H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 2.51-2.65 (m,
1H, H-5), 3.46-3.50 (m, 2H, H-4, H-7), 3.72 (dd, 1H, J=9.4, 2.9 Hz,
H-2), 3.80-3.84 (m, 2H, H-3, H-7"), 4.10 (t, 1H, J = 3.4 Hz, H-1),
420 (t, 1H, J = 3.4 Hz, H-6), 4.47-4.91 (m, 8H, 4xPhCH,0), 7.19-
7.37 (m, 20H, Ph); >C RMN (8, 100 MHz, CDCls): 40.4 (C5), 61.0 (C6), 67.8 (C7), 68.9

6Bn
(+)-22d
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(C1), 73.27 (PhCH,0), 73.30 (PhCH,0), 75.4 (PhCH,0), 75.9 (PhCH;0), 78.4 (C4), 80.3
(C2), 83.4 (C3), 127.7-128.7 (CHar), 137.9 (Car), 138.2 (Car), 138.3 (Car), 138.8 (Car);
HRMS calculat per C35H37N305Na: 602.2631 [M+Na]+. Trobat: 602.2655.

23d: Oli; [0] 3 +54.0 (¢ 0.52, CHCLy); 1it'”? [a]2+61 (¢ 0.4, CHCL3);
o8N IR (film): v = 3390, 3062, 3030, 2922, 2857, 2108, 1452, 1360, 1147,
1063, 1025, 992, 696 cm’l; 'H RMN (0, 500 MHz, CDCl3): 1.77-1.82
N3 (m, 1H, H-6), 3.38 (t, 1H, J = 9.8 Hz, H-3), 3.41 (t, IH, J= 9.9 Hz,
H-2), 3.51 (t, 1H, J = 9.6 Hz, H-5), 3.56 (t, 1H, J= 9.7 Hz, H-1), 3.64
(t, 1H, J=9.2 Hz, H-4), 3.68 (dd, 1H, J= 9.1, 4.6 Hz, H-7), 3.86 (dd,
1H, J=9.0, 2.5 Hz, H-7"), 4.47-4.94 (m, 8H, 4xPhCH,0), 7.19-7.38 (m, 20H, Ph); *C RMN
(8, 100 MHz, CDCl;): 46.2 (C6), 66.8 (C7), 69.7 (C1), 70.0 (C2), 73.4 (PhCH,0), 75.7
(PhCH,0), 75.8 (PhCH,0), 76.0 (PhCH,0), 77.3 (C5), 81.3 (C3), 86.3 (C4), 127.7-128.6
(CHar), 137.8 (Car), 137.9 (Car), 138.2 (Car), 138.5 (Car); HRMS calculat per

C35H37N305Na: 602.2631 [M+Na]'. Trobat: 602.2617.

BnO/,' \\\OH

BnO

C:)Bn

(+)-23d

8.1.3.3 Reaccions d'obertura de I'epoxid 19 amb nucleofils utilitzant condicions
acides

Metode general: A una dissolucid de I’epoxid 19 (100 mg, 0.18 mmol) en 4.5 mL d’una
mescla MeOH:H,O (8:1) s’afegiren 59 mg (1.1 mmol) de NH4CI i la corresponent amina
(1.8 mmol). Es va escalfar la reaccié a 100 °C durant 48-72 h sota atmosfera d’argo i es van
eliminar els dissolvents a pressid reduida. El residu resultant es va dissoldre en 40 mL d’una
mescla aigua/Et,O (1:1) i es van separar les fases. La fase aquosa es torna a extreure amb
Et,0 (2 x 20 mL). S’ajuntaren les fases organiques, s’assecaren sobre MgSQOy anhidre, es
filtra 1 s’elimina el dissolvent a pressi6 reduida. El cru resultant es va purificar per

cromatografia en columna flash.

(18,25,35,4R,5R,6R)-2,3,4-tris(benziloxi)-5-(benziloximetil)-6-(fenetilamino)ciclo-
hexanol (22a)

D’acord amb el metode general, 1’obertura de I’epoxid 19 (80 mg, 0.15 mmol) amb
2-feniletilamina (0.19 mL, 1.5 mmol) dona una mescla dels regioisomers 22a 1 23a (59:41),

els quals es van separar per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 4:1-1:2) 1 es van

obtenir 49 mg (0.08 mmol, 50%) de 22a i 32 mg (0.05 mmol, 32%) de 23a.
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22a: Oli; [a]Z+14.8 (¢ 1.00, CHCl3); IR (film): v = 3328,

OBn

3051, 3027, 2961, 2841, 2095, 1645, 1493, 1058, 1025, 743

BnO:,, cm’; 'TH RMN (3, 500 MHz, CDCl3): 2.31-2.33 (m, 1H, H-5),

NH(CH,),Ph

BnO” >~ "“OH 2.62-2.79 (m, 4H, PhCH,, NCH>), 3.11-3.13 (m, 1H, H-6),
OBn 3.58 (d, 1H, J = 9.3 Hz, H-7), 3.85 (d, 1H, J = 8.8 Hz, H-3),
(+)-22a 3.91-4.0 (m, 4H, H-1, H-2, H-4, H-7"), 4.32-4.95 (m, 8H,

4xPhCH,0), 7.18-7.37 (m, 25H, Ph); *C RMN (3, 100 MHz, CDCL3): 36.7 (PhCH,), 39.9
(C5), 50.1 (NCHy), 61.1 (C6), 68.6, 70.0 (C7), 73.2 (PhCH,0), 73.3 (PhCH,0), 75.1
(PhCH,0), 75.6 (PhCH,0), 77.8, 80.9, 84.4 (C3), 126.1-128.8 (CHar), 138.2 (Car), 138.5
(Car), 139.1 (Car), 139.2 (Car), 140.3 (Car); HRMS calculat per Cs3HisNOs: 658.3532
[M+H]". Trobat: 658.3533.

(15,25,35,4R,5R,6R)-2,3,4-tris(benziloxi)-5-(benziloximetil)-6-(octilamino)ciclohexanol
(22b)

D’acord amb el meétode general, 1’obertura de 1’epoxid 19 (100 mg, 0.18 mmol) amb
octilamina (0.3 mL, 1.8 mmol) dona una mescla dels regioisdomers 22b i1 23b (59:41), els
quals es van separar per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 4:1-1:2) 1 es van

obtenir 64 mg (0.09 mmol, 52%) de 22b i 41 mg (0.06 mmol, 33%) de 23b.

22b: Oli; [a] #+19.4 (c 0.72, CHCL); IR (film): v = 3341, 3098, 3061, 3025, 2951, 2862,

1483, 1446, 1357, 1134, 1052, 661 cm™; "H RMN (8, 500 MHz,
CDCl;): 0.88 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH;), 1.20-1.33 (m, 12H,
6xCH,), 2.27-2.30 (m, 1H, H-5), 2.45 (t, 2H, J = 6.8 Hz, NCH>),
3.05 (t, 1H, J = 2.5 Hz, H-6), 3.65 (dd, 1H, J=9.1, 1.1 Hz, H-7),
3.83 (t, 1H, J = 9.1 Hz, H-3), 3.97-4.00 (m, 4H, H-1, H-2, H-4,
(+)-22b H-7'), 4.46-4.91 (m, 8H, 4xPhCH,0), 7.22-7.38 (m, 20H, Ph);
BC RMN (8, 100 MHz, CDCL): 14.3 (CHs), 22.8 (CH,), 27.5 (CH,), 29.4 (CH,), 29.7
(CH,), 30.6 (CH,), 32.1 (CH,), 40.0 (C5), 49.1 (NCH,), 61.7 (C6), 68.7, 70.4 (C7), 73.2
(PhCH,0), 73.4 (PhCH,0), 75.2 (PhCH,0), 75.7 (PhCH,0), 77.9, 81.0, 84.6 (C3), 127.5-
129.2 (CHar), 138.2 (Car), 138.5 (Car), 139.2 (Car), 139.3 (Car); HRMS calculat per
C43HsNOs: 666.4158 [M+H]". Trobat: 666.4164.
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(18,25,35,4R,5R,6R)-2,3,4-tris(benziloxi)-5-(benziloximetil)-6-(butilamino)ciclohexanol
(22¢)

D’acord amb el meétode general, I’obertura de 1’epoxid 19 (90 mg, 0.17 mmol) amb
butilamina (0.17 mL, 1.7 mmol) dona una mescla dels regioisomers 22¢ i 23c¢ (55:45), els
quals es van separar per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 4:1-1:2) i es van

obtenir 45 mg (0.07 mmol, 43%) de 22¢ 1 36 mg (0.06 mmol, 36%) de 23c.

22¢: Oli; [0] 2 +12.5 (¢ 1.00, CHCLs); IR (film): v = 3394, 3321,
3085, 3068, 3033, 2954, 2864, 1493, 1456, 1066, 1024, 663 cm™;
'H RMN (8, 500 MHz, CDCl3): 0.87 (t, 3H, J = 6.5 Hz, CHs),
'OH 1.22-1.34 (m, 4H, 2xCH,), 2.31-2.34 (m, 1H, H-5), 2.47 (t, 2H, J
=6.1 Hz, NCH,), 3.07-3.09 (m, 1H, H-6), 3.66 (d, 1H, J=9.3 Hz,
H-7), 3.85 (t, 1H, J = 9.0 Hz, H-3), 4.00-4.05 (m, 4H, H-1, H-2,
H-4, H-7'), 4.46-4.95 (m, 8H, 4xPhCH,0), 7.26-7.39 (m, 20H, Ph); °*C RMN (5, 100 MHz,
CDCls): 14.1 (CHs), 20.5 (CH,), 32.6 (CH,), 40.0 (C5), 48.6 (NCH)), 61.7 (C6), 68.7, 70.4
(C7), 73.2 (PhCH,0), 73.5 (PhCH,0), 75.2 (PhCH,0), 75.6 (PhCH,0), 77.9, 80.9, 84.5
(C3), 127.5-128.6 (CHar), 138.2 (Car), 138.5 (Car), 139.2 (Car), 139.3 (Car); HRMS
calculat per C39H4sNOs: 610.3532 [M+H]". Trobat: 610.3550.

OBn

BnO/,' NHC4H9

BnO

(:)Bn

(+)-22¢

8.1.3.4 Reduccio de les azides 20d/21d i 22d/23d: sintesi de les amines 20e/21e i
22e/23e

Metode general: A una dissolucio de 1’azida (0.07 mmol) en 5 mL de THF, refredada a 0
°C, s’hi van addicionar 0.13 mmol de LiAlH,4 i es va deixar la reaccié amb agitacid a aquesta
temperatura sota atmosfera d’argd durant 1 h. Passat aquest temps, la reaccio es torna a
refredar a 0 °C 1 s’hi van addicionar unes gotes d’una soluci6 saturada de Na,SO4. Es van
separar les sals per filtracié a través de Celite™ i es rentd amb 15-20 mL d’Et,0. Després
d’eliminar els dissolvents a pressio reduida es van aillar les amines corresponents, les quals

es van emprar en la segiient reaccio sense purificar.
(1R,28,35,4S,5R,65)-2-amino-3,4,5-tris(benziloxi)-6-(hidroximetil)ciclohexanol (20e)

D’acord amb el meétode general, la reduccio de I’azida 20d (36 mg, 0.07 mmol) dona 30 mg
(0.06 mmol, 87%) de I’amina 20e.
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20e: [a] +40.4 (c 1.00, CHCI3); IR (film): v = 3362, 2928, 2924, 2853, 1598, 1461, 1452,
1049, 1027, 696 cm™; "H RMN (3, 500 MHz, CDCl3): 2.07-2.10 (m, 1H, H-6), 3.39-3.43 (m,
1H, H-2), 3.67-3.71 (brs, 3H, NH,, OH), 3.77-3.81 (m, 1H, H-7),
3.85-3.93 (m, 3H, H-3, H-4, H-5), 4.04-4.09 (m, 2H, H-1, H-7"),
4.66-4.96 (m, 6H, 3xPhCH,0), 7.28-7.36 (m, 15H, Ph); *C RMN
BnO”™ “'NH, (6, 100 MHz, CDCls): 41.6 (C6), 53.3 (C2), 63.1 (C7), 72.8
OBn (PhCH,0), 74.8 (C1), 74.9 (PhCH,0), 75.6 (PhCH,0), 76.1 (C5),
()-20e 80.5 (C3), 83.6 (C4), 127.6-128.7 (CHar), 138.7 (Car), 138.8 (Car),
139.0 (Car); HRMS calculat per C,3H34NOs: 464.2437 [M+H]+. Trobat: 464.2438.

(1R,28,35,4R,5R,65)-6-amino-2,3,4-tris(benziloxi)-5-(hidroximetil)ciclohexanol (21e)
D’acord amb el metode general, la reduccid de 1’azida 21d (100 mg, 0.20 mmol) dona 84 mg
(0.18 mmol, 89%) de I’amina 21e.

21e: [0]2+20.6 (¢ 1.00, CHCL); IR (film): v = 3356, 3030, 2921,
1586, 1496, 1453 1359, 1065, 1027, 734, 697, 665 cm™; "H RMN
(8, 500 MHz, CDCls): 1.50-1.61 (m, 1H, H-5), 2.58 (t, I1H, J = 10.3
Hz, H-6), 2.70-3.00 (brs, 3H, OH, NH,), 3.20 (t, 1H, J = 9.3 Hz, H-
1), 3.31 (t, 1H, J = 9.3 Hz, H-2), 3.35 (t, 1H, J = 9.8 Hz, H-4), 3.63
(t, IH, J = 9.3 Hz, H-3), 3.76 (dd, 1H, J = 10.6, 6.3 Hz, H-7), 4.01
(d, 1H, J=10.5 Hz, H-7"), 4.61-5.00 (m, 6H, 3xPhCH,0), 7.28-7.40 (m, 15H, Ph); *C RMN
(8, 100 MHz, CDCls): 46.4 (C5), 54.4 (C6), 62.5 (C7), 75.5 (PhCH,0), 75.6 (PhCH,0), 75.7
(PhCH,0), 77.2 (C1), 79.2 (C4), 83.6 (C2), 85.9 (C3), 127.8-128.8 (CHar), 138.12 (Car),
138.14 (Car), 138.46 (Car), 138.51 (Car); HRMS calculat per C,gH3uNOs: 464.2437
[M+H]". Trobat: 464.2434

(:)Bn
(+)-21e

(18,285,35,4R,5R,6R)-6-amino-2,3,4-tris(benziloxi)-5-(benziloximetil)ciclohexanol (22¢)
D’acord amb el metode general, la reduccio de I’azida 22d (70 mg, 0.12 mmol) dona 56 mg

(0.10 mmol, 84%) de I’amina 22e.
22e: [0] #+30.7 (c 0.43, CHCL); IR (film): v = 3331, 3062, 3034, 2907, 2863, 1581, 1458,

1149, 683 cm™; 'H RMN (3, 500 MHz, CDCLy): 2.30-2.33 (m, 1H, H-5), 3.52-3.54 (m, 1H,
H-6), 3.69 (dd, 1H, J = 2.4, 9.4 Hz, H-7), 3.83 (t, 1H, J = 9.0 Hz, H-3), 3.88-3.91 (m, 2H,
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H1, H-7), 3.97 (t, 1H, J=10.0 Hz, H-4), 4.00 (dd, 1H, J = 3.0, 9.2 Hz,
H-2), 4.45-4.90 (m, 8H, 4xPhCH,0), 7.21-7.34 (m, 20H, Ph); °C
RMN (3, 100 MHz, CDCls): 40.3 (C5), 53.3 (C6), 69.7 (C7), 71.6
(C1), 73.0 (PhCH,0), 73.4 (PhCH,0), 75.2 (PhCH,0), 75.6
(PhCH,0), 77.5 (C4), 80.8 (C2), 84.3 (C3), 127.8-128.6 (CHar),
138.26 (Car), 138.32 (Car), 138.9 (Car), 139.2 (Car); HRMS calculat
per C3sHyoNOs: 554.2906 [M+H]". Trobat: 554.2922.

BnO/,'

BnO

(18,2R,3S5,4S,5R,65)-2-amino-3,4,5-tris(benziloxi)-6-(benziloximetil)ciclohexanol (23e)
D’acord amb el meétode general, la reduccio de I’azida 23d (63 mg, 0.11 mmol) dona 47 mg

(0.08 mmol, 78%) de I’amina 23e.

23e: [0]2+9.4 (c 0.18, CHCLy); IR (film): v = 3366, 3090, 3030,

OBn 2917, 2863, 1584, 1481, 1454, 1059, 693 cm™; '"H RMN (8, 500
\OH | MHz, CDCL): 1.77 (t, 1H, J =1 0.7 Hz, H-6), 2.20-2.60 (br s, 3H,
s OH, NH,), 2.67 (t, 1H, J = 9.8 Hz, H-2), 3.24 (t, 1H, J = 9.5 Hz, H-
OBn 3), 3.46 (t, 1H, J = 10.0 Hz, H-1), 3.54 (t, 1H, J =10.1 Hz, H-5), 3.62
(+)-23e (t, 1H, J=9.3 Hz, H-4), 3.69 (dd, 1H, J = 4.3, 8.8 Hz, H-7), 3.86 (dd,
1H, J = 1.3, 9.0 Hz, H-7"), 4.45-4.99 (m, 8H, 4xPhCH,0), 7.18-7.37
(m, 20H, Ph); >C RMN (8, 100 MHz, CDCLy): 47.0 (C6), 59.2 (C2), 67.1 (C7), 70.5 (C1),
73.4 (PhCH,0), 75.6 (2xPhCH,0), 75.7 (PhCH,0), 78.0 (C5), 83.0 (C3), 87.1 (C4), 127.8-
128.7 (CHar), 138.2 (Car), 138.42 (Car), 138.47 (Car), 138.6 (Car); HRMS calculat per
C3sH4NOs: 554.2906 [M+H]". Trobat: 554.2899.

8.1.3.5 Reaccions d’O-desbenzilacié amb BCls: sintesi dels aminociclitols 24a-c.e -
25a-c.e, 26ei27a-c.e

Metode general: En una matras de forma conica, es van dissoldre els corresponent
aminociclitols O-benzilats (0.21 mmol) en 10 mL de CH,Cl, anhidre sota atmosfera d’argo.
Es va refredar el sistema a -78 °C i es va addicionar, gota a gota, una dissolucié de BCl; 1M
en hepta (2.5 equivalents per cada grup benzil). Després de 2 h, es va deixar pujar la
temperatura fins a t.a 1 es mantingué amb agitacio durant 16 h. Passat aquest temps, es torna
a refredar el sistema a -78 °C 1 es van afegir, gota a gota, 2 mL de MeOH. Després

d’eliminar els dissolvents a pressié reduida, s’hi van addicionar uns 5 mL d’AcOEt de
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qualitat HPLC sobre el cru i, després de deixar el matras al ultrasons durant 2-3 min, es va
observar la formaci6é d’un precipitat blanc. Amb molta cura, es va treure el sobrenedant i,
després de repetir el procés de rentat amb AcOEt dos cops més i assecar el solid al buit, es

van obtenir els aminociclitols desitjats.

Hidroclorur de I’(1R,25,35,45,5R,65)-6-(hidroximetil)-4-(fenetilamino)ciclohexan-
1,2,3,5-tetraol (24a)
D’acord amb el metode general de la reaccié d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 13 mg

(0.02 mmol) de I’amina 20a s’obtingueren 7 mg (0.02 mmol, 90%) de I’aminociclitol 24a.

[0]3+6.5 (¢ 0.70, CH;OH); "H RMN (8, 500 MHz, CD;0D): 1.93-2.05 (m, 1H, H-6), 3.04-
3.08 (m, 2H, PhCH>), 3.33-3.36 (m, 2H, NCH), 3.54 (t, 1H, J = 4.9 Hz, H-4), 3.61 (t, 1H, J
=73 Hz, H-2),3.72 (t, 1H, J= 7.5 Hz, H-1), 3.85 (dd, 1H, J =
10.6, 7.5 Hz, H-7), 3.96 (dd, 1H, J = 10.6, 4.8 Hz, H-7"), 4.07
(dd, 1H, J=7.6, 4.5 Hz, H-3), 4.41 (dd, 1H, J = 4.7, 4.0 Hz, H-

HO,,

HO™ ™ "’N:(C?Hz)zPh 5), 7.26-7.36 (m, 5H, Ph); °C RMN (3, 100 MHz, CD;OD):
OH 32.9 (PhCH,), 46.7 (C6), 49.1 (NCH,), 60.6 (C7), 62.5 (C4),
(+)-24a

65.4 (C5), 69.6 (C3), 71.6 (C1), 75.0 (C2), 128.3 (CHar), 129.7
(CHar), 130.0 (CHar), 137.8 (Car); HRMS calculat per C;sH,4NOs: 298.1654 [M+H]".
Trobat: 298.1656.

Hidroclorur de I’(1R,25,35,45,5R,6S5)-6-(hidroximetil)-4-(octilamino)ciclohexan-1,2,3,5-
tetraol (24b)
D’acord amb el metode general de la reaccié d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 20 mg

(0.03 mmol) de I’amina 20b s’obtingueren 11 mg (0.03 mmol, 91%) de I’aminociclitol 24b.

[a]2+5.4 (¢ 1.00, CH;0H); "H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 0.91
(t, 3H, J = 6.9 Hz, CH3), 1.23-1.76 (m, 12H, 6xCH,), 1.91-1.95
(m, 1H, H-6), 3.00-3.10 (m, 2H, NCH,), 3.45 (t, 1H, J = 4.9 Hz,
H-4), 3.58 (t, 1H, J = 7.6 Hz, H-2), 3.71 (t, 1H, J = 7.8 Hz, H-1),
3.85 (dd, 1H, J = 10.6, 7.4 Hz, H-7), 3.95 (dd, 1H, J = 10.6, 4.8
Hz; H-7'), 4.05 (dd, 1H, J = 7.9, 4.4 Hz, H-3), 433 (t, 1H, J = 4.2
Hz, H-5); °C RMN (3, 100 MHz, CD;0D): 14.4 (CH3), 23.7 (CH,), 26.6 (CH,), 27.7 (CH,),

HO,,

"'NHCgH,7

HO” ™
OH -HCI

(+)-24b
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30.2 (CHy), 30.22 (CH,), 32.9 (CHy), 46.5 (C6), 48.1 (NCH;), 60.6 (C7), 62.2 (C4), 65.3
(C5), 69.6 (C3), 71.6 (C1), 75.0 (C2); HRMS calculat per C;sH3,NOs: 306.2280 [M+H]+.
Trobat: 306.2280.

Hidroclorur de I’(1R,2S5,35,4S5,5R,65)-4-(butilamino)-6-(hidroximetil)ciclohexan-
1,2,3,5-tetraol (24c¢)
D’acord amb el metode general de la reaccid d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 17 mg

(0.03 mmol) de I’amina 20¢ s’obtingueren 9 mg (0.03 mmol, 94%) de 1’aminociclitol 24c.

[0]+7.6 (c 0.90, CH;0H); 'H RMN (5, 500 MHz, CD;OD): 1.00 (t, 3H, J =7.4 Hz, CH3),
1.39-1.75 (m, 4H, 2xCH,), 1.92-1.99 (m, 1H, H-6), 3.11 (dd, 2H, J = 9.5, 6.9 Hz, NCH),
3.46 (t, 1H, J = 5.0 Hz, H-4), 3.58 (t, 1H, J = 7.4 Hz, H-2), 3.71 (t, 1H, J = 7.1 Hz, H-1),
3.84 (dd, 1H, J = 10.6, 7.5 Hz, H-7), 3.95 (dd, 1H, J = 10.7, 4.8
Hz, H-7'), 4.05 (dd, 1H, J = 7.8, 4.5 Hz, H-3), 4.37 (dd, 1H, J =
5.2, 4.0 Hz, H-5); °C RMN (3, 100 MHz, CD;0D): 14.0 (CHz),
21.0 (CH,), 28.6 (CHa), 46.5 (C6), 48.0 (NCH,), 60.7 (C7), 62.2
(C4), 65.4 (C5), 69.6 (C3), 71.6 (C1), 75.1 (C2); HRMS calculat
per C1Ho4NOs: 250.1654 [M+H]". Trobat: 250.1647.

Hidroclorur de [I’(1R,285,35,45,5R,65)-4-amino-6-(hidroximetil)ciclohexan-1,2,3,5-
tetraol (24e)
D’acord amb el metode general de la reaccidé d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 25 mg

(0.05 mmol) de I’amina 20e s’obtingueren 11 mg (0.05 mmol, 87%) de I’aminociclitol 24e.

[a]¥+11.1 (c 0.60, CH3;0H); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0D):

1.78-1.86 (m, 1H, H-6), 3.45-3.49 (m, 2H, H-2, H-4), 3.62 (t, 1H,
J=9.1 Hz, H-1), 3.83 (dd, 1H, J = 7.9, 10.5 Hz, H-7), 3.93-3.97
(m, 2H, H-3, H-7"), 4.24 (t, 1H, J = 3.5 Hz, H-5); °C RMN (3,
100 MHz, CD;0D): 45.4 (C6), 56.9 (C4), 60.8 (C7), 67.2 (C5),
69.5 (C3), 71.2 (C1), 75.6 (C2); HRMS calculat per C7H;sNOs:
194.1028 [M+H]". Trobat: 194.1022.
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Hidroclorur de I’(1R,25,35,4R,55,6R)-6-(hidroximetil)-5-(fenetilamino)ciclohexan-
1,2,3,4-tetraol (25a)

D’acord amb el métode general de la reaccid d’O-desbenzilacio amb BCls, a partir de 120
mg (0.21 mmol) de ’amina 21a s’obtingueren 54 mg (0.18 mmol, 77%) de I’aminociclitol

25a.

[0]2+9.6 (¢ 1.00, CH;0H); 'H RMN (3, 500 MHz, CD;OD): 1.83-1.90 (m, 1H, H-6), 3.00

(t, 2H, J=7.7 Hz, PhCH>), 3.14 (t, 1H, J = 9.4 Hz, H-1), 3.16-

OH
-HCI
3.23 (m, 3H, H-2, H-3, H-5), 3.33-3.40 (m, 1H, NCH), 3.54-
HO,, '\NH(CH,),Ph
3.60 (m, 2H, NCH, H-4), 3.70 (t, 1H, J = 9.8 Hz, H-7), 4.13
HO : OH (dd, 1H, J = 108, 3.3 Hz, H-7), 7.25-7.36 (m, 5H, Ph); 1*C
(+)-25a RMN (5, 100 MHz, CD;OD): 33.8 (PhCH.,), 42.8 (C6), 48.0

(NCH,), 63.3 (C5), 63.5 (C7), 71.7 (C1), 72.7 (C4), 76.0, 77.4,
128.4 (CHar), 129.9 (CHar), 130.0 (CHar), 137.6 (Car); HRMS calculat per C;sH24NOs:
298.1654 [M+H]". Trobat: 298.1646.

Hidroclorur de I’(1R,25,35,4R,5S5,6R)-6-(hidroximetil)-5-(octilamino)ciclohexan-1,2,3,4-
tetraol (25b)

D’acord amb el metode general de la reaccio d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 100
mg (0.17 mmol) de ’amina 21b s’obtingueren 55 mg (0.16 mmol, 92%) de 1I’aminociclitol
25b.

[a]Z+11.5 (¢ 1.00, CH30H); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0D):
091 (t, 3H, J = 6.6 Hz, CHs), 1.22-1.73 (m, 12H, 6xCH,), 1.88-
1.94 (m, 1H, H-6), 3.09-3.31 (m, 6H, NCH,, H-1, H-2, H-3, H-5),
3.57 (dd, 1H, J = 10.2, 8.9 Hz, H-4), 3.77 (dd, 1H, J = 10.4, 8.9

HO” >~ “OH
OH
(+)-25b Hz, H-7), 4.16 (dd, 1H, J = 10.8, 3.0 Hz, H-7"); *C RMN (8, 100

MHz, CD;0D): 14.4 (CHs), 23.7 (CHy), 27.5 (CH»), 27.7 (CH,),
30.2 (CH), 30.2 (CH»), 32.9 (CH,), 42.8 (C6), 46.6 (NCH,), 63.0 (C5), 63.2 (C7), 71.6, 72.5
(C4), 76.0, 77.4; HRMS calculat per C;5sH3;,NOs: 306.2280 [M+H]+. Trobat: 306.2268.
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Hidroclorur de I’(1R,28,35,4R,55,6R)-5-(butilamino)-6-(hidroximetil)ciclohexan-
1,2,3,4-tetraol (25¢)

D’acord amb el meétode general de la reaccid d’O-desbenzilacio amb BCls, a partir de 115
mg (0.22 mmol) de I’amina 21¢ s’obtingueren 56 mg (0.19 mmol, 88%) de I’aminociclitol

25c.

[0]2+13.9 (c 0.48, CH;0H); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0D): 0.99 (t, 3H, J =7.4 Hz, CHs),

1.40-1.71 (m, 4H, 2xCH,), 1.86-1.93 (m, 1H, H-6), 3.10-3.30 (m,
6H, NCH,, H-1, H-2, H-3, H-5), 3.55 (dd, 1H, J = 10.4, 8.8 Hz,
H-4), 3.77 (dd, 1H, J = 10.7, 8.7 Hz, H-7), 4.17 (dd, 1H, J = 10.8,
3.2 Hz, H-7"); >C RMN (8, 100 MHz, CDsOD): 13.9 (CHj3), 20.7
(CH,), 29.7 (CH,), 42.7 (C6), 46.3 (NCH,), 63.0 (C5), 63.3 (C7),
71.6, 72.5 (C4), 76.0, 77.5; HRMS calculat per C;;H4NOs:
250.1654 [M+H]". Trobat: 250.1657.

HO” ™
OH
(+)-25¢

Hidroclorur de I’(1R,28,35,4R,55,6R)-5-amino-6-(hidroximetil)ciclohexan-1,2,3,4-
tetraol (25¢)
D’acord amb el metode general de la reaccio d’O-desbenzilaciéo amb BCls, a partir de 75 mg

(0.16 mmol) de I’amina 21e s’obtingueren 34 mg (0.15 mmol, 91%) de I’aminociclitol 25e.

[0]2+7.2 (c 0.80, CH;OH); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;OD): 1.66-

1.73 (m, 1H, H-6), 3.05 (t, 1H, J = 10.9 Hz, H-5), 3.16-3.23 (m, 3H,
H-1, H-2, H-3), 3.37 (dd, 1H, J=10.4, 9.3 Hz, H-4), 3.80 (dd, 1H, J
=6.9, 10.9 Hz, H-7), 4.03 (dd, 1H, J= 3.3, 10.9 Hz, H-7'); °*C RMN
(8, 100 MHz, CD;0D): 44.7 (C6), 56.1 (C5), 62.0 (C7), 71.5, 74.2
(C4), 76.0, 77.8; HRMS calculat per C;H;¢NOs: 194.1028 [M+H]".
Trobat: 194.1021.

Hidroclorur de [I’(1R,2S,35,45,5R,6R)-5-amino-6-(hidroximetil)ciclohexan-1,2,3,4-
tetraol (26e)
D’acord amb el métode general de la reaccio d’O-desbenzilacio amb BCls, a partir de 50 mg

0.09 mmol) de I’amina 22e s’obtingueren 18 mg (0.08 mmol, 85%) de 1I’aminociclitol 26e.
g g
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[0]2+7.8 (¢ 1.00, CH;0H); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;OD): 2.22-

2.26 (m, 1H, H-6), 3.61-3.73 (m, 4H, H-1, H-2, H-3, H-5), 3.82 (dd,
1H, J = 11.2, 3.2 Hz, H-7), 4.01-4.04 (m, 2H, H-4, H-7"); °C RMN
(8, 100 MHz, CD;OD): 42.8 (C6), 61.3 (2) (C5, C7), 67.7 (C4),
71.3, 73.6, 74.2 (C1, C2, C3); HRMS calculat per C7H;¢NOs:
194.1028 [M+H]". Trobat: 194.1023.

Hidroclorur de I’(1R,25,35,4R,5S8,65)-6-(hidroximetil)-4-(fenetilamino)ciclohexan-
1,2,3,5-tetraol (27a)
D’acord amb el metode general de la reaccio d’O-desbenzilaciéo amb BCls, a partir de 42 mg

(0.06 mmol) de I’amina 23a s’obtingueren 18 mg (0.05 mmol, 87%) de I’aminociclitol 27a.

[a] +4.2 (¢ 1.00, CH;0H); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0D):
1.50 (tt, 1H, J = 10.5, 3.2 Hz, H-6), 3.04-3.10 (m, 3H, PhCH,,
H-4), 3.27-3.38 (m, 3H, H-1, H-2, H-3), 3.39-3.46 (m, 2H,
N_ﬂ(g“ﬂzph NCH), 3.73 (t, 1H, J = 10.5 Hz, H-5), 3.88-3.94 (m, 2H, H-7,
(+)27a H-7'), 7.27-7.36 (m, 5H, Ph); *C RMN (8, 100 MHz,
CD;OD): 33.4 (PhCH,), 47.4 (NCH,), 50.1 (C6), 58.4 (C7),
65.8 (C5), 66.2 (C4), 70.09 (C3), 70.11 (C1), 79.2 (C2), 128.3 (CHar), 129.8 (CHar), 130.0
(CHar), 137.9 (Car); HRMS calculat per C;5sH24,NOs: 298.1654 [M+H]". Trobat: 298.1640.

Hidroclorur de I’(1R,25,35,4R,5S,65)-6-(hidroximetil)-4-(octilamino)ciclohexan-1,2,3,5-
tetraol (27b)
D’acord amb el metode general de la reaccid d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 34 mg

(0.05 mmol) de I’amina 23b s’obtingueren 16 mg (0.05 mmol, 92%) de I’aminociclitol 27b.

[a]+7.1 (¢ 1.00, CH;0H); 'H RMN (3, 500 MHz, CD;0D):

0.91 (t, 3H, J = 6.9 Hz, CH3), 1.24-1.51 (m, 11H, 5xCH>, H-6),
1.71-1.79 (m, 2H, NCH,CH,), 2.97-3.02 (m, 1H, H-4), 3.12-3.20
: N_:gelus (m, 2H, NCH>), 3.27-3.46 (m, 3H, H-1, H-2, H-3), 3.71 (t, 1H, J

= 10.5 Hz, H-5), 3.89-3.95 (m, 2H, H-7, H-7"); >*C RMN (8, 100
MHz, CD;0D): 14.4 (CHs), 23.7 (CH,), 27.3 (CH,), 27.6 (CH,),

(+)-27b
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30.2 (CHy), 33.0 (CHy), 46.2 (NCH;), 50.2 (C6), 58.4 (C7), 65.7 (C5), 66.1 (C4), 70.0 (C3),
70.1 (C1), 79.2 (C2); HRMS calculat per C;5H3,NOs: 306.2280 [M+H]+. Trobat: 306.2268.

Hidroclorur de I’(1R,28,35,4R,5S,65)-4-(butilamino)-6-(hidroximetil)ciclohexan-
1,2,3,5-tetraol (27¢)
D’acord amb el metode general de la reaccié d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 25 mg

(0.04 mmol) de I’amina 23c¢ s’obtingueren 11 mg (0.03 mmol, 86%) de I’aminociclitol 27c.

[0]%+4.6 (c 0.72, CH;0H); 'H RMN (5, 500 MHz, CD;OD):
1.00 (t, 3H, J = 7.4 Hz, CH3), 1.39-1.75 (m, 5H, 2xCH,, H-6),
2.99 (t, 1H, J = 10.7 Hz, H-4), 3.13-3.20 (m, 2H, NCH>), 3.25-
<" NHCHy | 3.44 (m, 3H, H-1, H-2, H-3), 3.71 (t, 1H, J = 10.5 Hz, H-5), 3.88-
OH HCI 3.93 (m, 2H, H-7, H-7"); °C RMN (8, 100 MHz, CD;0D): 13.9
(*)-27c (CH3), 20.9 (CH,), 29.3 (CHy), 45.8 (NCH,), 50.2 (C6), 58.4
(C7), 65.7 (C5), 66.1 (C4), 69.9 (C3), 70.1 (C1), 79.2 (C2); HRMS calculat per C;;HyNOs:
250.1654 [M+H]". Trobat: 250.1646.

Hidroclorur de I’(1R,285,35,4R,55,65)-4-amino-6-(hidroximetil)ciclohexan-1,2,3,5-
tetraol (27e)
D’acord amb el metode general de la reaccid d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 45 mg

(0.08 mmol) de I’amina 23e s’obtingueren 17 mg (0.07 mmol, 90%) de I’aminociclitol 27e.

[a] #+10.1 (c 0.54, CH30H); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0D): 1.46

(tt, 1H, J = 10.6, 2.8 Hz, H-6), 2.87 (t, 1H, J = 10.1 Hz, H-4), 3.24-
3.27 (m, 2H, H-2, H-3), 3.34-3.39 (m, 1H, H-1), 3.55 (t, 1H, J =
10.2 Hz, H-5), 3.87-3.94 (m, 2H, H-7, H-7"); *C RMN (3, 100 MHz,
CD;OD): 50.1 (C6), 58.3 (C7), 60.7 (C4), 67.3 (C5), 70.3 (C1),
71.6, 79.0 (C2, C3); HRMS calculat per C;H;¢NOs: 194.1028
[M+H]". Trobat: 194.1022.
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8.1.3.6 Sintesi dels aminiciclitols 2éa-c per hidrogenolisi utilitzant com a catalitzador
Pd/C

Metode general: En un tub a pressid, es va dissoldre I’aminociclitol O-benzilat (0.1 mmol)
en 3 mL de THF 1 s’hi van addicionar 50 mg de Pd/C (5-15%) 1 4 gotes de HCI concentrat.
El sistema es va purgar amb quatre cicles de buit 1 hidrogen, deixant finalment una pressio
de 2 atm d’H». Es deixa el sistema amb agitacio vigorosa a t.a. durant 14 h. Passat aquest
temps, es filtra la mescla resultant sobre Celite” per tal de separar el catalitzador i es renta
amb 15 mL de MeOH. Després d’eliminar els dissolvents a pressio reduida, es van aillar els

aminociclitols corresponents en forma de solid blanc.

Hidroclorur de [I’(1R,25.,35,4S5,5R,6R)-6-(hidroximetil)-5-(fenetilamino)ciclohexan-
1,2,3,4-tetraol (26a)

D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccid dels grups O-benzil,
a partir de 45 mg (0.07 mmol) de ’amina 22a s’obtingueren 21 mg (0.06 mmol, 92%) de

I’aminociclitol 26a.

[a]2+7.2 (¢ 0.90, CH;0H); "H RMN (8, 500 MHz, CD;0D):

OH
‘HCI
HO,, NH(CH,),ph | 238241 (m, 1H, H-6), 2.97-3.12 (m, 2H, PhCHy), 3.37-3.48
, (m, 2H, NCH,), 3.67-3.72 (m, 1H, H-5), 3.73-3.87 (m, 4H, H-
HO A OH 1, H-2, H-3, H-7), 4.17 (dd, 1H, J=11.1, 7.1 Hz, H-7"), 4.20-
(+)-26a 422 (m, 1H, H-4), 7.25-7.36 (m, 5H); >C RMN (3, 100

MHz, CD;OD): 33.3 (PhCH,), 42.8 (C6), 50.1 (NCH,), 61.2
(2) (C5, C7), 67.6 (C4), 71.3, 73.6, 74.1 (C1, C2, C3), 128.3 (CHar), 129.8 (CHar), 130.0
(CHar), 137.7 (Car); HRMS calculat per C;sH24NOs: 298.1654 [M+H]". Trobat: 250.1630.

Hidroclorur de I’(1R,2S5,35,48,5R,6R)-6-(hidroximetil)-5-(octilamino)ciclohexan-1,2,3,4-
tetraol (26b)

D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccio dels grups O-benzil,
a partir de 55 mg (0.08 mmol) de ’amina 22b s’obtingueren 26 mg (0.08 mmol, 93%) de

[’aminociclitol 26b.

[0]2+11.6 (c 1.00, CH;0H); 'H RMN (5, 500 MHz, CD;0D): 0.91 (t, 3H, J = 6.9 Hz, CH3),
1.29-1.40 (m, 10H, 5xCH,), 1.70-1.76 (m, 2H, NCH,CH>), 2.41-2.42 (m, 1H, H-6), 3.11-
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Hidroclorur de

1,2,3,4-tetraol (26¢)

3.22 (m, 2H, NCH>), 3.64 (dd, 1H, J =9.1, 4.6 Hz, H-5), 3.74-
3.81 (m, 4H, H-1, H-2, H-3, H-7), 4.15-4.19 (m, 2H, H-4, H-7");
BC RMN (8, 100 MHz, CD;OD): 14.4 (CH3), 23.7 (CHy), 27.2
(CHy), 27.6 (CHp), 30.2 (CHy), 32.9 (CH,), 42.8 (C6), 49.0
(NCH»), 61.3 (2) (C5, C7), 67.6 (C4), 71.3, 73.7, 74.1 (C1, C2,
C3); HRMS calculat per C;sH3,NOs: 306.2280 [M+H]+. Trobat:
306.2276.

I’(1R,28,35,4S,5R,6R)-5-(butilamino)-6-(hidroximetil)ciclohexan-

D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccid dels grups O-benzil,

a partir de 40 mg (0.06 mmol) de I’amina 22¢ s’obtingueren 17 mg (0.06 mmol, 92%) de

I’aminociclitol 26c¢.

[0]2+5.0 (¢ 1.00, CH;OH); 'H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 0.99 (t, 3H, J = 6.8 Hz, CH}),

1.40-1.45 (m, 2H, CH,), 1.67-1.73 (m, 2H, NCH,CH>), 2.39-
2.41 (m, 1H, H-6), 3.16-3.18 (m, 2H, NCH,), 3.61-3.65 (m, 1H,
H-5), 3.75-3.82 (m, 4H, H-1, H-2, H-3, H-7), 4.16-4.18 (m, 2H,
H-4, H-7"); *C RMN (3, 100 MHz, CD;OD): 13.9 (CH3), 20.8
(CH,), 29.2 (CH>), 42.7 (C6), 49.0 (NCH>), 61.3 (2) (C5, C7),
67.6 (C4), 71.2, 73.5, 742 (C1, C2, C3); HRMS calculat per
C11H24NOs: 250.1654 [M+H]". Trobat: 250.1650.

8.1.4 Sintesi dels amino- i diaminociclitols

Els segiients compostos s’han preparat d’acord amb els procediments descrits a la

literatura:

(1R,2R,3S,4S,5R,65)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-7-oxa-biciclo[4.1.0]hepta (+)-43,'
(1RS,2RS,3SR,4SR,5RS,6SR)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-7-oxa-biciclo[4.1.0]Thepta (+)-43,'"
(1R,2R,3S,4R,5R,6S)-2-azido-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexanol (+)-44,'%
(1R,28,3S5,4R,55,6R)-metanosulfonat de 2-azido-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexil (+)-45,166
(18,2R,3S5,4R,5R,65)-2-azido-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexanol (+)-46,166
(1S,2R,3S,4R,5R,6S5)-2-amino-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexanol (-)-47,166
(1SR,2SR,3SR,ARS,5RS,6SR)-2-azido-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexanol (+)-48,'"
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(1RS,2SR,3SR,ARS,5RS,6SR)-2-amino-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexanol (+)-53,"”
(1R,2R,3S,4R,5R,6S5)-2-amino-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexanol (-)-70,199 (1S,2R,3R,45)-5-

ciclohexen-1,2,3,4-tetraol ((+)-conduritol B). 166

8.1.4.1 Sintesi de les O-alquil azides 54-57 per alquilacié dels azidoalcohols 44 i 46

Meétode general: A una dissolucio de I’azidoalcohol 44 o 46 (125 mg, 0.22 mmol) en 4 mL
de DMF, es van addicionar 15 mg (60%, 0.38 mmol) de NaH a 0 °C i es va mantenir amb
agitacio sota atmosfera inert durant 15 min. A continuacid, es va addicionar iodur de metil o
iodur de nonil (0.44 mmol), es deixa la mescla a 0 °C durant 30 min (control CCF) 1, després
s’addiciona unes gotes d’aigua, es va diluir amb Et,O (40 mL). Es rentd amb aigua (40 mL)
1, després de separar les fases, la fase aquosa s’extragué¢ amb Et,O (2 x 40 mL). Es van
ajuntar les fases organiques i es van assecar sobre Mg,SO4. Després de filtrar, s’elimina el
dissolvent a pressié reduida i el cru es purifica per cromatografia en columna flash

(hexa/AcOEt 20:1-6:1).

(1S8,2R,3R,4S,5R,6R)-5-azido-1,2,3,4-tetrabenziloxi-6-(metoxi)ciclohexa (54)
D’acord amb el métode general, a partir de 762 mg (1.34 mmol) de I’azidoalcohol 44
s’obtingueren 722 mg (1.24 mmol, 93%) de 1’azida 54.

[a]2+6.0 (¢ 0.5, CHCl3); IR (film): v = 3090, 3066, 3026, 2922, 2857, 2106, 1499, 1454,
1360, 1137, 1064, 1028, 735, 697 cm™; 'H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 3.08 (t,
oo 1H, J =9.6 Hz), 3.32 (t, 1H, J =9.6 Hz), 3.42 (t, 1H, J =10.0 Hz),
BnO,, Ns 3.45-3.52 (m, 2H), 3.57 (t, 1H, J =9.3 Hz), 3.70 (s, 3H), 4.82-4.93
,@\ (m, 8H), 7.26-7.35 (m, 20H); *C RMN (8, 100 MHz, CDCl3): 61.5,
SBn OCHs 66.7, 76.08, 76.10, 76,14, 81.0, 82.5, 83.3, 83.4 (2), 127.9-128.6,
(+)-54 137.9, 138.3, 138.4. HRMS calculat per C;5H37N30sNa: 602.2631
[M+Na]". Trobat: 602.2629.

BnO

(18,2R,3R,4S,5R,6R)-5-azido-1,2,3,4-tetrabenziloxi-6-(noniloxi)ciclohexa (55)
D’acord amb el metode general, a partir de 125 (0.22 mmol) de I’azidoalcohol 44
s’obtingueren 145 mg (0.21 mmol, 93%) de I’azida 55.
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[a] +9.1 (¢ 1.0, CHClL); IR (film): v = 3089, 3064, 3031, 2925,

OBn
BnO:@:Ns 2854, 2102, 1497, 1454, 1359, 1137, 1069, 1028, 733, 696 cm™; 'H
BnO” ™ ~0C,Hg RMN (8, 500 MHz, CDCl;): 0.89 (t, 3H, J=6.9 Hz), 1.19-1.42 (m,
OBn 12H), 1.61-1.66 (m, 2H), 3.14 (t, 1H, J=9.4 Hz), 3.30 (t, 1H, J=9.7
(+)-55 Hz), 3.38-3.42 (m, 1H), 3.47-3.50 (m, 2H), 3.55 (t, 1H, J=9.2 Hz),

3.74-3.86 (m, 2H), 4.82-4.89 (m, 8H), 7.25-7.35 (m, 20H); "°C
RMN (3, 100 MHz, CDCls): 14.3, 22.8, 26.2, 29.4, 29.69, 29.71, 30.5, 32.0, 67.0, 74.4,
76.07, 76.09, 76.15, 81.1, 81.5, 82.6, 83.3, 83.4, 127.8-128.6, 137.9, 138.39, 138.40. HRMS
calculat per C43Hs3N30sNa: 714.3883 [M+Na]. Trobat: 714.3901.

(15,2R,3R,45,5R,65)-5-azido-1,2,3,4-tetrabenziloxi-6-(metoxi)ciclohexa (56)
D’acord amb el metode general, a partir de 115 mg (0.20 mmol) de 1’azidoalcohol 46

s’obtingueren 82 mg (0.14 mmol, 71%) de ’azida 56.

[0]%+5.2 (¢ 1.0, CHCL); IR (film): v = 3090, 3031, 2925, 2854,

OBn
BnO,, ! WN; 2102, 1497, 1453, 1361, 1069, 1028, 735, 696 cm'l; "H RMN (o,

500 MHz, CDCls): 3.23 (dd, 1H, J =10.4, 2.1 Hz), 3.44 (dd, 1H, J
5B OCHs =9.8, 2.1 Hz), 3.49-3.55 (m, 2H), 3.70 (s, 3H), 3.98 (t, 1H, J =9.8
(+)-56 Hz), 4.01 (t, 1H, J =9.6 Hz), 4.70-4.93 (m, 8H), 7.30-7.35 (m, 20H);
B3C RMN (8, 100 MHz, CDCls): 61.6, 63.4, 73.3, 75.8, 75.9, 76.2,
78.8, 80.3, 81.4, 81.6, 84.4, 127.7-128.6, 138.03, 138.06, 138.61, 138.65. HRMS calculat per
C3sH37N305Na: 602.2631 [M+Na]". Trobat: 602.2625.

BnO

(1S5,2R,3R,45,5R,65)-5-azido-1,2,3,4-tetrabenziloxi-6-(noniloxi)ciclohexa (57)
D’acord amb el metode general, a partir de 163 mg (0.29 mmol) de 1’azidoalcohol 46
s’obtingueren 180 mg (0.26 mmol, 90%) de I’azida 57.

[0]2+7.6 (¢ 1.0, CHCly); IR (film): v = 3089, 3064, 3031, 2925,

OBn 2855, 2106, 1497, 1454, 1360, 1137, 1065, 1028, 734, 697 cm’';
B”O:C'j\\“s 'H RMN (3, 500 MHz, CDCl3): 0.91 (t, 3H, J=6.8 Hz), 1.08-1.44
BnO” > “OC4H,, | (M. 12H), 1.46-1.70 (m, 2H), 3.17 (dd, 1H, J=10.3, 1.9 Hz), 3.41

OBn (dd, 1H, J=9.8, 1.8 Hz), 3.53 (t, 1H, J=9.2 Hz), 3.67-3.71 (m,

(+)-57 1H), 3.88-3.92 (m, 2H), 3.99-4.04 (m, 2H), 4.73-4.97 (m, SH),
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7.26-7.42 (m, 20H); °C RMN (3, 100 MHz, CDCly): 14.3, 22.8, 26.2, 29.5, 29.6, 29.8, 30.4,
32.1,63.4,73.1,73.9, 75.7, 76.1, 77.1, 80.2, 81.6, 81.7, 84.5, 127.7-128.6, 138.15, 138.22,
138.56, 138.71. HRMS calculat per C43Hs3N30sNa: 714.3883 [M+Na]'. Trobat: 714.3898.

8.1.4.2 Reduccié de les azides 54-57: sintesi de les amines 58-61

Metode general: Sobre una suspensié de 18 mg (0.42 mmol) de LiAlH4 en 4 mL de THF
anhidre, refredada a 0 °C, s’addiciona via canula una dissolucié de 1’azida (0.21 mmol) en 4
mL de THF i es va deixar la reaccidé amb agitacid a t.a. sota atmosfera d’arg6. Després de 3
h, la reaccid es torna a refredar a 0 °C 1 s’hi van addicionar unes gotes d’una solucié saturada
de Na,SO4. Es van separar les sals per filtracié a través de Celite® i es rentd amb 15-20 mL
d’AcOEt. Després d’eliminar els dissolvents a pressid reduida es van aillar les amines

corresponents, les quals es van emprar en la segiient reaccid sense purificar.

(1R,25,3R,4R,55,6R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-(metoxi)ciclohexanamina (58)
D’acord amb el meétode general, la reduccid de 1’azida 54 (722 mg, 1.25 mmol) dona 655 mg
(1.18 mmol, 95%) de I’amina 58.

[a] 2+9.7 (¢ 1.0, CHCl3); IR (film): v = 3092, 3064, 3030, 2904,

OB
. " 2853, 1497, 1454, 1356, 1130, 1063, 1043, 1027, 734, 695 cm’’; 'H
no, X _NH,
/@\ RMN (8, 500 MHz, CDCLy): 1.81 (br s, 2H), 2.88 (t, 1H, J=10.0 Hz),
BnO . OCHs| 3 09 (¢, 1H, 7 =9.5 Hz), 3.36 (¢, 1H, J =9.4 Hz), 3.50-3.64 (m, 3H),
(+)-58 3.68 (s, 3H), 4.70-5.02 (m, 8H), 7.29-7.36 (m, 20H); 13C RMN (5,

100 MHz, CDCls): 55.6, 61.6, 75.8, 75.9, 76.0, 76.1, 82.9, 83.5,
84.34, 84.35, 84.39, 127.8-128.7, 138.42, 138.45, 138.50, 138.55. HRMS calculat per
C35H4oNOs: 554.2906 [M+H]". Trobat: 554.2838.

(1R,28,3R,4R,5S,6R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-(noniloxi)ciclohexanamina (59)

D’acord amb el metode general, la reduccioé de 1’azida 55 (145 mg, 0.21 mmol) dona 100 mg

(0.15 mmol, 72%) de I’amina 59.
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[a] +7.6 (¢ 1.0, CHCL); IR (film): v = 3090, 3065, 3033, 2924,
OBn

8O, NH, 2854, 1497, 1452, 1356, 1130, 1069, 1043, 1024, 732, 696 cm™;
'"H RMN (5, 500 MHz, CDCls): 0.90 (t, 3H, J=7.0 Hz), 1.19-1.40

(m, 12H), 1.54-1.67 (m, 2H), 1.90 (br s, 2H), 2.90 (t, 1H, J=10.0
Hz), 3.16 (t, 1H, J=9.4 Hz), 3.35 (t, 1H, J=9.4 Hz), 3.53-3.69 (m,
4H), 3.93-3.97 (m, 1H), 4.71-5.02 (m, 8H), 7.26-7.37 (m, 20H);
BC RMN (8, 100 MHz, CDCls): 14.3, 22.8, 26.3, 29.4, 29.6, 29.7, 30.6, 32.0, 55.5, 74.1,
75.85, 75.89, 76.0, 76.1, 82.7, 83.1, 83.6, 84.4 (2), 127.8-128.7, 138.45, 138.47, 138.53.
HRMS calculat per C43Hs6NOs: 666.4158 [M+H]+. Trobat: 666.4131.

BnO OC9H19

OBn
(+)-59

(1R,25,3R,4R,5S,65)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-(metoxi)ciclohexanamina (60)
D’acord amb el metode general, la reduccid de ’azida 56 (75 mg, 0.13 mmol) dona 65 mg

(0.12 mmol, 85%) de I’amina 60.

oo [0]2-31.2 (¢ 1.0, CHCL); IR (film): v = 3089, 3066, 3033, 2921,

BnO, _.NH, | 2854, 1496, 1454, 1362, 1090, 1071, 1028, 735, 696 cm™; 'H RMN
8n0” " “och, | (& 500 MHz, CDCL): 2.48 (d, 1H, J =9.4 Hz), 3.43-3.50 (m, 3H),
OBn 3.63 (s, 3H), 3.71-3.75 (m, 1H), 3.96 (t, 1H, J =9.3 Hz), 4.61-4.93

(-)-60 (m, 8H), 7.24-7.35 (m, 20H); °C RMN (3, 100 MHz, CDCly): 54.3,

61.8, 73.1, 75.7, 75.9, 76.0, 79.9, 82.3, 82.9, 83.3, 85.0, 127.04-
128.65, 138.35, 138.67, 138.80, 138.86. HRMS calculat per C35H4NOs: 554.2906 [M+H]".
Trobat: 554.2927.

(1R,25,3R,4R,55,65)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-(noniloxi)ciclohexanamina (61)
D’acord amb el metode general, la reducci6 de 1’azida 57 (120 mg, 0.17 mmol) dona 90 mg

(0.13 mmol, 80%) de I’amina 61.

oBn [0]5-47.1 (¢ 1.0, CHCl3); IR (film): v = 3080, 3060, 3033, 2924,
B”O:C')»NHz 2854, 1497, 1454, 1362, 1090, 1069, 1024, 732, 696 cm™; '"H RMN

BNO” " “OC4Hy,| (8- 500 MHz, CDCLy): 0.92 (t, 3H, J =6.7 Hz), 1.24-1.33 (m, 12H),
OBn 1.50-1.63 (m, 2H), 2.46 (d, 1H, J=9.5 Hz), 3.40-3.64 (m, 4H), 3.80-
(-)-61 3.83 (m, 1H), 3.98-4.07 (m, 2H), 4.67-5.04 (m, 8H), 7.24-7.35 (m,

20H); >C RMN (8, 100 MHz, CDCls): 14.3, 22.8, 26.3, 29.5, 29.6,
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29.8, 30.6, 32.1, 54.3, 72.9, 73.6, 75.85, 75.86, 76.0, 78.1, 82.3, 83.0, 83.3, 85.1, 127.6-
128.7, 138.4, 138.72, 138.73, 138.9. HRMS calculat per C43Hs¢NOs: 666.4158 [M+H]+.
Trobat: 666.4156.

8.1.4.3 Procediment general per a I'aminacié reductora: sintesi de 62-69

A una dissolucié de I’amina 47, 53, 58-60 o 61 (0.11 mmol) en MeOH (5 mL) es van
addicionar, sota atmosfera d’argd, 0.23 mmol de cianoborohidrur de sodi (NaBH3CN), 8 pL
d’acid acetic i I’aldehid (nonanal o octanal, 0.12 mmol). Després de deixar la mescla amb
agitacio durant 4 h (control CCF), s’addiciona 0.2 mL d’aigua i s’eliminaren els dissolvents
a pressi6 reduida. El residu resultant es va tornar a dissoldre en 20 mL d’¢ter dietilic, es renta
amb aigua (15 mL) i, després de separar les fases, la fase aquosa es torna a extreure amb
Et,0 (2 x 20 mL). S’ajuntaren les fases organiques, s’assecaren sobre MgSO4 anhidre i
s’elimina el dissolvent a pressio reduida. El cru obtingut es purifica per cromatografia en

columna flash utilitzant els eluents indicats en cada cas.

(1RS,2SR,3RS,4RS,55R,65R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-(nonilamino)ciclohexanol (62)
D’acord amb el métode general, I’aminaci6 reductora de 1’aminoalcohol (£)-53 (49 mg, 0.09
mmol), després d’una purificacioé per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 4:1-3:1)

del cru, dona 49 mg (0.07 mmol, 82 %) de ’amina (+)-62.

Oli incolor; IR (film): v = 3085, 3065, 3026, 2947, 2923, 2850,

OBn 1496, 1454, 1362, 1086, 1070, 1027 cm™; '"H RMN (8, 500
B”OﬁNHCQHw MHz, CDCLy): 0.92 (t, 3H, J=6.8 Hz, CH;), 1.25-1.38 (m, 12H,
BnO” ™~ “OH 6XCH>), 1.46-1.55 (m, 2H, CH>), 2.76-2.88 (m, 2H, NCH>),

OBn 3.33-3.37 (m, 1H, H-6), 3.51-3.55 (m, 2H, H-1, H-3), 3.59-3.61

(+)-62 (m, 1H, H-5), 3.90 (t, 1H, J=9.1 Hz, H-2), 3.97 (t, 1H, J=9.0

Hz, H-4), 4.65-4.97 (m, 8H, 4xPhCH,0), 7.26-7.41 (m, 20H, Ph); *C RMN (8, 100 MHz,
CDCl): 14.3 (CHj3), 22.8 (CH,), 27.4 (CH,), 29.5 (CH>), 29.7 (CH>), 29.8 (CH>), 30.8
(CH>), 32.0 (CH,), 50.8 (NCH,), 57.7 (C6), 72.3 (C1), 72.6 (PhCH,0), 75.4 (PhCH,0), 75.6
(PhCH,0), 75.7 (PhCH,0), 81.0 (C2), 81.8 (C3 o C5), 81.9 (C3 o C5), 83.4 (C4), 127.7-
128.7 (CHar), 138.2 (Car), 138.7 (Car), 138.8 (Car). HRMS calculat per Cs3Hs6NOs:
666.4158 [M+H]". Trobat: 666.4180.
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(1R,25,3R,4R,55,6R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-metoxi-/N-octilciclohexanamina (63)
D’acord amb el metode general, I’aminacié reductora de I’amina 58 (80 mg, 0.14 mmol),
després d’una purificacido per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 2:1) del cru,

dona 73 mg (0.11 mmol, 77 %) de ’amina 63.

Oli; [a]%+7.5 (¢ 0.2, CHCL); IR (film): v = 3089, 3064, 3031,

OBn

2925, 2854, 1497, 1454, 1359, 1134, 1064, 1028, 733, 697 Cm-l;
BnO/,, \\\NHC8H17
'H RMN (5, 500 MHz, CDCls): 0.89 (t, 3H, J =7.0 Hz), 1.25-

o OCH, 1.50 (m, 12H), 2.57 (t, 1H, J=10.1 Hz), 2.73-2.81 (m, 2H), 3.16
(1163 (t, 1H, J =9.3 Hz), 3.41 (t, 1H, J =9.6 Hz), 3.50-3.65 (m, 3H),

3.67 (s, 3H), 4.73-5.01 (m, 8H), 7.24-7.43 (m, 20H); *C RMN
(5, 100 MHz, CDCl3): 14.3, 22.8, 27.4, 29.36, 29.39, 29.6, 30.7, 32.0, 49.9, 61.2, 62.1,
75.72, 75.90, 75.92, 76.0, 81.9, 83.2, 84.2, 84.4, 84.5, 127.8-128.6, 138.34, 138.47, 138.54.
HRMS calculat per C43Hs6NOs: 666.4158 [M+H]+. Trobat: 666.4221.

BnO

(1R,25,3R,4R,55,6R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-metoxi-N-nonilciclohexanamina (64)
D’acord amb el meétode general, I’aminacidé reductora de I’amina 58 (72 mg, 0.13 mmol),
després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 2:1) del cru,

dona 64 mg (0.09 mmol, 73%) de ’amina 64.

Oli incolor; [a] #+13.0 (¢ 0.3, CHCl3); IR (film): v = 3089, 3065,

OBn

3033, 2924, 2854, 1497, 1454, 1359, 1136, 1064, 1028, 733, 697
BnO/,' \\\NHC9H19
/@\ cm™; '"H NMR (8, 500 MHz, CDCl3): 0.89 (t, 3H, J =6.99 Hz),

o OCHs 1.22-1.44 (m, 14H), 2.55 (t, 1H, J=10.1 Hz), 2.73-2.81 (m, 2H),
(164 3.16 (t, 1H, J =9.2 Hz), 341 (t, 1H, J =9.5 Hz), 3.49-3.61 (m,

3H), 3.65 (s, 3H), 4.73-5.00 (m, 8H), 7.28-7.35 (m, 20H); "°C
NMR (8, 100 MHz, CDCLy): 14.3, 22.8, 27.4, 29.4, 29.7, 30.7, 32.0, 49.9, 61.2, 62.1, 75.7,
75.91, 75.93, 76.1, 82.0, 83.2, 84.2, 84.44, 84.49, 127.8-128.7, 138.3, 138.47, 138.55,
HRMS calculated for C44HssNOs: 680.4315 [M+H]+. Found: 680.4221.

BnO
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(1R,28,3R,4R,5S,6R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-N-nonil-6-(noniloxi)ciclohexanamina (65)
D’acord amb el metode general, I’aminacié reductora de I’amina 59 (77 mg, 0.12 mmol),

després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 20:1-6:1) del cru,

dona 74 mg (0.09 mmol, 81%) de ’amina 65.

Oli incolor; [a] +5.2 (¢ 1.0, CHCl3); IR (film): v = 3089, 3064,
OBn

810, L \NHCgHyo | 3030, 2955, 2024, 2854, 1497, 1467, 1454, 1358, 1133, 1064,
,@\ 1028, 735, 696 cm™; 'H RMN (3, 500 MHz, CDCls): 0.90 (d,
&an OCefio | ¢H. J=6.9, 7.0 Hz), 1.22-1.45 (m, 22H), 1.42-1.45 (m, 2H), 1.55-
(+)-65 1.66 (m, 2H), 2.27-2.30 (m, 2H), 2.56 (t, 1H, J=10.0 Hz), 2.76-
2.85 (m, 2H), 3.20-3.23 (m, 1H), 3.37-3.44 (m, 1H), 3.51-3.68
(m, 4H), 3.91-3.95 (m, 1H), 4.74-4.98 (m, 8H), 7.27-7.35 (m, 20H); '*C RMN (5, 100 MHz,
CDCLy): 14.3, 22.8, 26.4, 27.4, 29.4, 29.5, 29.7, 30.7, 32.03, 32.05, 50.4, 62.2, 74.0, 75.7,
75.9, 76.0, 76.1, 82.2, 82.6, 83.3, 84.5 (2), 127.79-128.63, 138.4, 138.5, 138.56, 138.59.
HRMS calculat per Cs;H74NOs: 792.5567 [M+H]+. Trobat: 792.5620.

BnO

(18,258,3R,4R,55,6R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-(nonilamino)ciclohexanol (66)
D’acord amb el metode general, I’aminaci6 reductora de I’aminoalcohol 47 (66 mg, 0.12
mmol), després d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 4:1-3:1)

del cru, dona 74 mg (0.11 mmol, 90%) de I’amina 66.

Oli incolor; [a]%-20.2 (¢ 1.0, CHCL); IR (film): v = 3087, 3058,

OBn 3
BnO,, f NHCqhHig 3028, 2947, 2924, 2853, 1496, 1454, 1362, 1086, 1070, 1028 cm

I TH RMN (8, 500 MHz, CDCls): 0.93 (t, 3H, J=7.0 Hz, CH}),
5 Bn"’OH 1.28-1.44 (m, 14H, 7xCH>), 2.41-2.45 (m, 1H, H-6), 2.47 (dd,
()-66 1H, J=2.4, 10.0 Hz, NCH>), 2.61-2.66 (m, 1H, NCH,), 3.47 (dd,
1H, J=2.8, 9.6 Hz, H-2), 3.59 (t, 1H, J=9.4 Hz, H-4), 3.70 (t, 1H,
J=9.7 Hz, H-5), 4.08 (t, 1H, J=9.5 Hz, H-3), 4.15 (t, 1H, J=2.5 Hz, H-1), 4.61-5.05 (m, 8H,
4xPhCH,0), 7.30-7.46 (m, 20H, Ph); *C RMN (8, 100 MHz, CDCl;): 14.3 (CHj), 22.8
(CH>), 27.3 (CH,), 29.4 (CH.), 29.6 (CH.), 29.7 (CH.), 30.1 (CH,), 32.0 (CH,), 47.3
(NCH,), 60.9 (C6), 65.4 (C1), 72.6 (PhCH,0), 75.8 (PhCH,0), 76.1 (PhCH,0), 80.1 (C5),
81.2 (C2), 81.7 (C3), 85.0 (C4), 127.7-128.7 (CHar), 138.4 (Car), 138.5 (Car), 138.7 (Car),
138.9 (Car); HRMS calculat per C43Hs6NOs: 666.4158 [M+H]+. Trobat: 666.4175.

BnO
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(1R,25,3R,4R,55,65)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-metoxi-/N-nonilciclohexanamina (67)

D’acord amb el metode general, I’aminacié reductora de I’amina 60 (63 mg, 0.11 mmol),

després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 20:1-5:1) del cru,

dona 62 mg (0.09 mmol, 80%) de I’amina 67.

OBn

BnOb ‘\\N HC9H19
BnO” ™ "“OCH,
OBn
(-)-67

Oli incolor; [a] #-12.9 (c 1.0, CHCI); IR (film): v = 3089, 3069,
3031, 2955, 2921, 2850, 1497, 1467, 1454, 1358, 1133, 1064,
1028, 735, 696 cm™; '"H RMN (8, 500 MHz, CD;COCD3): 0.88
(t, 3H, J=5.9 Hz), 1.24-1.35 (m, 12H), 1.44-1.52 (m, 2H), 2.50-
2.90 (m, 3H), 3.54 (t, 1H, J =8.7 Hz), 3.60-3.73 (m, SH), 3.87 (t,
1H, J =9.5 Hz), 3.99-4.01 (m, 1H), 4.72-4.93 (m, 8H), 7.22-7.42

(m, 20H); BC RMN (6, 100 MHz, CD;COCDs): 14.4, 23.3, 28.0, 29.9, 30.1, 30.3, 30.4,
32.6,48.4,61.6,61.7,73.1,75.8,75.9, 76.00, 82.6 (2), 83.2, 85.5, 128.0-129.1, 139.9, 140.2,
140.3 (2). HRMS calculat per C44HssNOs: 680.4315 [M+H]". Trobat: 680.4346.

(1R,25,3R,4R,55,65)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-/N-nonil-6-(noniloxi)ciclohexanamina (68)

D’acord amb el méetode general, I’aminacié reductora de I’amina 61 (89 mg, 0.14 mmol),

després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 20:1-5:1) del cru,

dona 85 mg (0.11 mmol, 75%) de I’amina 68.

OBn
BnOb‘\\NHCQH»]g
BnO” ™ ""OCqH1q

OBn

(-)-68

Oli incolor; [0] 2 -18.4 (¢ 1.0, CHCly); IR (film): v = 3088, 3062,
3029, 2955, 2924, 2854, 1497, 1467, 1454, 1362, 1133, 1088,
1070, 732, 696 cm™; "H RMN (3, 500 MHz, CD;COCD3): 0.85-
0.90 (m, 6H), 1.20-1.39 (m, 24H), 1.39-1.51 (m, 2H), 1.57-1.63
(m, 2H), 2.50-2.70 (m, 2H), 2.75-2.90 (m, 1H), 3.48 (t, 1H, J=9.1
Hz), 3.56 (dd, 1H, J=9.8, 1.5 Hz), 3.64 (t, 1H, J=9.4 Hz), 3.71

(dt, 1H, J=9.0, 6.4 Hz), 3.84-3.88 (m, 1H), 3.91 (t, 1H, J=9.5 Hz), 3.97 (dt, 1H, J=8.9, 6.4
Hz), 4.14 (br s, 1H), 4.71-4.94 (m, 8H), 7.22-7.42 (m, 20H); *C RMN (8, 100 MHz,
CD;COCDs): 14.4, 23.34, 23.37, 27.0, 28.1, 29.2, 29.9, 30.1, 30.3, 30.4, 30.5, 31.2, 32.6,
32.7, 48.4, 62.0, 73.0, 73.8, 75.3, 75.9, 76.0, 82.7 (2), 83.4, 85.6, 128.0-129.0, 140.00,
140.30, 140.35, 140.45. HRMS calculat per Cs;H74NOs: 792.5567 [M+H]". Trobat:

792.5578.
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(18,25,3R,4R,585,6R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-(dinonilamino)ciclohexanol (69)

D’acord amb el metode general, I’aminacié reductora de 1’aminoalcohol 47 (50 mg, 0.09
mmol) amb 39 uL (0.23 mmol) de nonanal i 29 mg (0.46 mmol) de NaBH;CN, després
d’una purificaci6é per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 20:1) del cru, dona 60

mg (0.07 mmol, 81%) de I’amina 69.

Oli incolor; [a] #-28.5 (c 1.0, CHCI); IR (film): v = 3085, 3065,

OBn

3026, 2958, 2938, 2855, 1496, 1454, 1394, 1086, 1070, 1059 cm’
BnO/,, ‘\\N(CgHA]g)z -
; ' H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 0.90 (t, 6H, J =6.9 Hz), 1.20-

BnO : B;"OH 1.33 (m, 24H), 1.40-1.48 (m, 4H), 2.61 (dd, 1H, J=2.0, 10.7 Hz),

69 2.77 (t, 4H, J =7.2 Hz), 3.45 (dd, 1H, J=2.7, 9.1 Hz), 3.56 (t, 1H,

J=9.1 Hz), 3.92 (t, 1H, J =9.2 Hz), 4.11-4.18 (m, 2H), 4.72-4.93

(m, 8H), 7.27-7.38 (m, 20H); *C RMN (3, 100 MHz, CDCls): 14.3, 22.8, 27.5, 29.5, 29.85,

29.87, 30.1, 32.1, 53.2, 62.2, 70.7, 72.6, 74.2, 75.8, 78.3, 81.8, 81.9, 86.1, 127.5-128.6,

138.1, 138.89, 138.94, 139.2. HRMS calculat per Cs;HuNOs: 792.5567 [M+H]". Trobat:
792.5566.

8.1.4.4 Sintesi de I'azidoamina 74 a partir de I'aminoalcohol 70

(1R,25,3R,4R,5S,6 R)-N-(2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)carbamat de zert-
butil (71)

Es van dissoldre 0.71 g (1.3 mmol) de I’aminoalcohol 70 en 10 mL de CH,Cl, i s’hi van
addicionar 0.3 mL (1.7 mmol) de Et:N 1 0.40 g (1.8 mmol) de (Boc),O. La reaccid es
mantingué¢ amb agitacié a t.a. durant 12 h (control CCF) i1 es va eliminar el dissolvent a
pressié reduida. El cru resultant es va purificar per cromatografia en columna flash

(hexa/AcOEt 3:2) i es va aillar el carbamat 71 (0.7 g, 1.10 mmol, 82 %).

oB Oli incolor; [a]¥-21.4 (¢ 1.0, CHCl3); '"H RMN (8, 500 MHz,
n

BnO, _J_ .NHBoc| CDCL): 1.47 (s, 9H), 3.45-3.67 (m, SH), 4.50 (d, 1H, J =6.5 Hz),
o 470 (d, 1H, J=11.2 Hz), 4.87-4.94 (m, 7H), 7.28-7.35 (m, 20H); °C

&Bn RMN (3, 100 MHz, CDCL): 28.5, 56.5, 73.4, 75.3, 75.7, 75.9, 76.0,
(-)-71 79.2, 80.3, 82.6, 84.0, 84.2, 127.8-128.7, 138.1, 138.4, 138.6, 156.9;
IR (film): v = 3342, 3063, 3030, 2976, 2901, 1687, 1534, 1497,

BnO
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1453, 1365 cm™; Les dades espectroscopiques coincideixen amb les descrites a la

literatura.'” HRMS calculat per C30H4sNO-Na: 662.3094 [M+Na]". Trobat: 662.3082.

(1R,2R,3S5,4R,55,65)-metanosulfonat de 2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-(zert-butoxi-
carbonilamino)ciclohexil (72)

A una dissolucio de 548 mg (1.0 mmol) del carbamat 71 en 6 mL de THF, s’hi van
addicionar 400 pL (2.9 mmol) de Et;N 1 100 pL (1.2 mmol) de clorur de mesil. Es deixa la
reaccido amb agitacid a t.a. durant 5 h (control CCF) 1 es va diluir la mescla amb 10 mL
d’Et,0. Es van separar les sals per filtracio a través de Celite” i es renta varies vegades amb
Et;0. Després d’eliminar els dissolvents a pressio reduida, es va purificar el cru resultant per
cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 6:1) i es va aillar el mesilat 72 (458 mg, 0.64
mmol, 63%).

o5 [a]2-25.6 (¢ 1.0, CHCly); 'H RMN (3, 500 MHz, CDCls): 1.48 (s,
n

BnO,, __ .NHBoc| 9H), 2.87 (s, 3H), 3.56-3.70 (m, 4H), 3.72-3.77 (m, 1H), 4.56-4.60
one | THD, 4.67-4.96 (m, 9H), 7.24-7.38 (m, 20H); 3C RMN (3, 100

OBn MHz, CDCL): 28.5, 39.0, 54.6, 75.6, 75.8, 76.0, 76.1, 79.1, 80.2,
(-)-72 80.8, 81.2, 82.5, 83.7, 127.8-128.6, 137.7, 137.9, 138.0, 138.2,
155.7; IR (film): v = 3068, 2974, 2862, 2105, 1698, 1463 cm™; Les

BnO

dades espectroscopiques coincideixen amb les descrites a la literatura.'”® HRMS calculat per

C4oH47NO9NaS: 740.2869 [M+Na]+. Trobat: 740.2853.

(1R,25,35,4R,5R,65)-N-(2-azido-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexil)carbamat de zerr-butil
(73)

Sobre una dissolucié del mesilat 72 (207 mg, 0.29 mmol) en 6 mL de DMF es van
addicionar 56 mg (0.85 mmol) d’azida sodica i la mescla resultant s’escalfa a 90 °C durant
18 h. Passat aquest temps, es va diluir la mescla amb Et,O (20 mL), es renta amb aigua (20
mL) 1, després de separar les fases, la fase aquosa es torna a extreure amb Et;O (2 x 20 mL).
S’ajuntaren les fases organiques, s’assecaren sobre MgSQO, anhidre, es filtra i s’elimina el
dissolvent a pressié reduida. El cru es purifica per cromatografia en columna flash
(hexa/AcOEt 3:1) 1 es van obtenir 125 mg (0.19 mmol, 65%) de 1’azida 73 en forma d’oli

incolor.
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[]-28.5 (¢ 1.0, CHCL); 'H RMN (5, 500 MHz, CDCL3): 1.50 (s,

OBn
BnO,, [ .NHBoc 9H), 3.52-3.57 (m, 2H), 3.70-3.76 (m, 2H), 3.94 (t, 1H, J=8.6 Hz),

4.15-4.20 (m, 1H), 4.65-4.96 (m, 8H), 7.24-7.39 (m, 20H); >°C RMN
(8, 100 MHz, CDCL3): 28.5, 51.5, 62.6, 73.3, 75.5, 76.0, 76.2, 79.1,
80.1, 81.0, 81.6, 84.2, 127.8-128.6, 137.6, 138.1, 138.5, 155.5; IR
(film): v = 3340, 3031, 2912, 2101, 1684, 1526, 1357 cm’™’; Les

BnO” 7 "N,
OBn
(-)-73

dades espectroscopiques coincideixen amb les descrites a la literatura.'” HRMS calculat per

C30H44N4O6Na: 687.3159 [M+Na]". Trobat: 687.3167.

(1R,25,35,4R,5R,65)-2-azido-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexanamina (74)

S’addiciona gota a gota TFA (0.8 mL) sobre una dissolucié de 1’azida 73 (120 mg, 0.18
mmol) en 5 mL de CH,Cl,. Després de 4 h amb agitacio a t.a., s’eliminaren els dissolvent a
pressio reduida. El residu obtingut es va dissoldre en 20 mL d’AcOEt i1 es renta amb una
solucio aquosa saturada de NaHCO; (10 mL). La fase organica s’asseca sobre MgSQu, es
filtra 1 s’elimina el dissolvent a pressio reduida. El cru es purifica per cromatografia en

columna flash (hexa/AcOEt 1:1-1:3) i s’ailla 87 mg (0.15 mmol, 86%) de I’aminoazida 74.

[a]z-14.5 (¢ 1.0, CHCly); 'H RMN (8, 500 MHz, CDCL): 1.50 (br s,

OBn
BnO,, [ NH, 2H), 2.61 (d, 1H, J =8.8 Hz), 3.41 (t, 1H, J =9.4 Hz), 3.47 (t, 1H, J

=9.2 Hz), 3.66 (d, 1H, J=9.5 Hz), 3.97 (t, 1H, J=9.4 Hz), 4.05-4.10
(m, 1H), 4.65-5.02 (m, 8H), 7.24-7.39 (m, 20H); °C RMN (3, 100
MHz, CDCls): 52.7, 63.7, 73.2, 75.8, 76.0, 76.2, 81.5, 82.2, 82.5,
84.6, 127.8-128.7, 137.7, 138.4, 138.5, 138.6; IR (film): v = 3377,
3063, 3030, 2914, 2101, 1697, 1585, 1496, 1454 cm™; Les dades espectroscopiques

z ',/NS
OBn

(-)-74

BnO

coincideixen amb les descrites a la literatura.!” HRMS calculat per C34sH37N4O4: 565.2815
[M+H]". Trobat: 565.2813.

8.1.4.5 Sintesi de la (1R,2S,3S,4R,5R,6S)-2-azido-3,4,5,6-tetrabenziloxi-N-nonilciclo-
hexanamina (75)

D’acord amb el métode general de 1’aminaci6 reductora (veure apartat 8.1.4.3), a partir de
I’azidoamina 74 (69 mg, 0.12 mmol), després d’una purificacid per cromatografia en
columna flash (hexa/AcOEt 10:1) del cru de reaccid, s’obtingueren 62 mg (0.09 mmol, 75%)

de ’azidoamina 75.
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[]-6.4 (c 0.5, CHCL); 'H RMN (3, 500 MHz, CDCL): 0.91 (t,

OBn
BnO:@‘\\NHCQHm 3H, J =6.9 Hz, CHj3), 1.19-1.36 (m, 12H, 6xCH,), 1.40-1.51 (m,
BnO” > N, 2H, CH,), 2.43 (td, 1H, J =7.2, 10.7 Hz, CH,), 2.53 (dd, 1H, J
OBn =2.7, 10.1 Hz, H-1), 2.67 (ddd, 1H, J =6.2, 7.8, 10.8 Hz, CH,),
(-)-75 3.52 (t, 1H, J =9.3 Hz, H-5), 3.57 (dd, 1H, J =3.1, 9.6 Hz, H-3),

3.65 (t, 1H, J=9.7 Hz, H-6), 3.96 (t, 1H, J=9.4 Hz, H-4), 4.04 (t, 1H, J =2.7 Hz, H-2), 4.66-
4.97 (m, 8H, 4xPhCH-0), 7.30-7.38 (m, 20H, Ph); °C RMN (5, 100 MHz, CDCL;): 14.3
(CHs), 22.8 (CH,), 27.3 (CH,), 29.4 (CH,), 29.6 (CH,), 29.7 (CH,), 30.0 (CH,), 32.0 (CH,),
47.7 (CH,), 59.90 (C2), 59.92 (C1), 73.3 (PhCH,0), 75.9 (PhCH,0), 76.1 (PhCH,0), 76.2
(PhCH,0), 80.6 (C6), 81.2 (C3), 82.0 (C4), 84.9 (C5), 127.8-128.7 (CHar), 137.9 (Car),
138.3 (Car), 138.56 (Car), 138.58 (Car); IR (film): v = 3091, 3061, 3031, 2956, 2924, 2853,
2102, 1565, 1456, 1135, 1088, 1071, 668 cm']; HRMS calculat per C43HssN4O4: 691.4223
[M+H]". Trobat: 691.4253.

8.1.4.6 Sintesi de les diamines 79 i 80 a partir del conduritol B
(18,2R,3R,45)-1,2,3,4-tetrabenziloxi-ciclohex-5-¢ (76)

Una dissolucio del (+)-conduritol B (1.5 g, 10 mmol) en 10 mL de DMF es va addicionar via
canula sobre un suspensio de NaH (2.4 g al 60%, 60 mmol) en 30 mL de DMF a 30 °C.
Després de 30 min, es van addicionar 7.1 mL de BnBr (60 mmol) i la reaccid es mantingué
amb agitacio a 30 °C durant 16 h. Passat aquest temps, es refreda la reaccio a 0 °C,
s’addicionaren 2 mL d’aigua i, després d’eliminar els dissolvents al buit, es va diluir la
mescla amb Et,O (40 mL). Es renta amb aigua (30 mL) 1, després de separar les fases, la fase
aquosa es torna a extreure amb Et,O (2 x 40 mL). S’ajuntaren les fases organiques,
s’assecaren sobre MgSO, anhidre i s’elimina el dissolvent a pressio reduida. El cru es
purifica per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 10:1) i es van obtenir 3.8 g (7.5

mmol, 75%) del producte 76 en forma de solid blanc.

[a]z+81.8 (¢ 1.0, CHCL); 'H RMN (8, 500 MHz, CDCL): 3.76 (dd,

OBn
BnO, ! 2H, J =2.3, 5.3 Hz), 4.24 (dd, 2H, J =2.3, 5.2 Hz), 4.69-4.96 (m, 8H),

5.74 (s, 2H), 7.28-7.36 (m, 20H); °C RMN (8, 100 MHz, CDCls): 72.6,
75.7, 80.3, 83.8, 127.7-128.6, 138.4, 138.8; IR (film): v = 3087, 3062,
3029, 2901, 2861, 1497, 1454, 1085, 1071, 1032, 693 cm™'; Les dades

BnO Y
OBn
(+)-76

espectroscopiques ('H RMN) coincideixen amb les descrites a la
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literatura.”” HRMS calculat per C34H3404Na: 529.2355 [M+Na]". Trobat: 529.2314.

(1R,25,35,4R,5R,65)-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexan-1,2-diol (77)

Es va dissoldre 1’alque 76 (1.7 g, 3.3 mmol) en 40 mL d’una mescla d’acetona/aigua (9:1) 1
s’afegi N-0xid de 4-metilmorfolina (0.84 g, 7.2 mmol) i una solucié 0.05 M de tetraoxid
d’osmi en tert-butanol estabilitzada amb ferz-butilhidroperoxid (4.2 mL, 0.32 mmol). Es
deixa la mescla en agitacid a t.a. durant una nit (control CCF). L’endema, es va afegir sulfit
de sodi (0.42 g, 3.3 mmol). Després d’1 h en agitacio, es va diluir amb AcOEt (40 mL). Es
renta amb aigua (25 mL) i, després de separar les fases, la fase aquosa es torna a extreure
amb AcOEt (2 x 40 mL). S’ajuntaren les fases organiques, s’assecaren sobre MgSQOy4 anhidre
1 s’elimina el dissolvent a pressié reduida. El cru es purifica per cromatografia en columna
flash (hexa/AcOEt 10:1) i es van obtenir 1.47 g (2.71 mmol, 83%) del diol 77 en forma de

solid blanc.

o8n [0]25-20.6 (¢ 1.0, CHCl) [lit*":[a] 23-24.3 (¢ 1.3, CHCl3)]; 'H RMN

BnO,,. OH | (9, 500 MHz, CDCl;): 2.40-2.44 (br s, 1H), 2.47-2.52 (br s, 1H), 3.48-
/©:OH 3.52 (m, 3H), 3.86 (t, 1H, J =9.5 Hz), 3.99 (t, 1H, J =9.5 Hz), 4.22-
OBn 425 (m, 1H), 4.71-4.99 (m, 8H), 7.30-7.38 (m, 20H); °C RMN (3,
(-)-77 100 MHz, CDCls): 71.8, 72.9, 75.8, 75.9, 76.1, 80.1, 81.4, 81.8, 83.3,
127.8-128.7, 137.9, 138.6, 138.7; IR (film): v = 3420, 3085, 3064,
3029, 2901, 1070 cm™; Les dades espectroscopiques (‘'H RMN) coincideixen amb les
descrites a la literatura.”>° HRMS calculat per Cs3sHz6OgNa: 563.2410 [M+Na]+. Trobat:
563.2371.

BnO

(15,2R,3R,4S,5R,65)-5,6-diazido-1,2,3,4-tetrabenziloxiciclohexa (78)

A una dissolucié de 600 mg (1.1 mmol) del diol 77 en 6 mL de piridina, s’hi van addicionar,
a 0 °C, 300 pL (3.1 mmol) de clorur de mesil. Es deixa la reacci6 amb agitacio a t.a. durant
16 h (control CCF) i es va diluir la mescla amb 20 mL d’AcOEt. Es renta amb aigua (2 x 20
mL) i amb una soluci6 saturada de NaCl (25 mL). La fase organica s’asseca sobre MgSOj4
anhidre, es filtra 1 s’elimina el dissolvent a pressié reduida. L’oli resultant es va dissoldre en
10 mL de DMF 1 s’hi van afegir 800 mg (12.2 mmol) d’azida sodica. Es va escalfar la
mescla a 85 °C durant 12 h (control CCF) i, després d’eliminar els dissolvents al buit, es va

diluir la mescla amb Et;O (40 mL). Es renta amb aigua (10 mL) 1, després de separar les
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fases, la fase aquosa es torna a extreure amb Et,0O (2 x 40 mL). S’ajuntaren les fases
organiques, s’assecaren sobre MgSO, anhidre 1 s’elimina el dissolvent a pressio reduida. El
cru es purifica per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 5:1) i es van obtenir 500 mg

(0.85 mmol, 77%) de la diazida 78.

[a]+18.1 (¢ 1.0, CHCL); 'H RMN (8, 500 MHz, CDCly): 3.38 (dd, 1H, J =10.2, 3.1 Hz),
3.48 (t, 1H, J =9.3 Hz), 3.57 (dd, 1H, J =9.6, 3.2 Hz), 3.82 (¢, 1H, J

OBn =9.7 Hz), 3.91 (t, 1H, J =9.5 Hz), 3.98 (t, 1H, J =3.1 Hz), 4.72-4.93
BnO,, N3 (m, 8H), 7.25-7.40 (m, 20H); °C RMN (8, 100 MHz, CDCls): 61.9,
BnO” " "N, 62.0, 73.5, 76.0, 76.3, 80.1, 80.3, 81.5, 84.0, 127.7-128.7, 137.5,
OBn 137.7, 138.3; IR (film): v = 3083, 3063, 3031, 2923, 2872, 2101,
(+)-78 1091, 1065, 697 cm™; Les dades espectroscopiques ('H RMN i IR)

coincideixen amb les descrites a la literatura.””> HRMS calculat per

C34H34NgO4Na: 613.2539 [M+Na]+. Trobat: 613.2554.

(1S8,2R,35,4R,5R,65)-3,4,5,6-tetra(benziloxi)ciclohexan-1,2-diamina (79)

Sobre una suspensid de LiAlH4 (0.11 g, 2.9 mmol) en 20 mL de THF, refredada a 0 °C, s’hi
van addicionar via canula una dissolucié de 580 mg (0.99 mmol) de la diazida 78 en 30 mL
de THF. Després de 30 min, es va deixar la reaccio amb agitacid a t.a. sota atmosfera d’arg6
durant 3 h (control CCF). Tot seguit, la reaccio es torna a refredar a 0 °C, s’addiciona unes
gotes d’una solucid saturada de Na,SOy4 1 es va diluir la mescla amb AcOEt. Es van separar
les sals per filtraci6 a través de Celite® i es rentd amb 15-20 mL d’AcOEt. Després
d’eliminar els dissolvents a pressi6 reduida, es van aillar 500 mg (0.93 mmol, 93%) de la

diamina 79 i es va emprar en la segiient reaccio sense purificar.

OBn [0]-23.2 (¢ 1.5, CHCls); '"H RMN (8, 500 MHz, CDCL): 1.59 (br s,

Bnof;@»\““z 4H), 2.69 (dd, 1H, J =10.0, 2.7 Hz), 3.46-3.57 (m, 3H), 3.79 (¢, 1H, J
—NH, | =9.6 Hz), 4.07 (t, 1H, J =9.1 Hz), 4.64-5.02 (m, 8H), 7.29-7.36 (m,
OBn 20H); *C RMN (8, 100 MHz, CDCl3): 51.7, 54.0, 72.4, 75.7, 75.8,
)79 76.0, 81.82, 81.87, 81.99, 85.3, 127.6-128.7, 138.4, 138.7, 138.89,
138.91; IR (film): v = 3084, 3060, 3029, 2923, 2855, 1496, 1453, 1088, 1070, 1027, 735,

BnO

697 cm™; Les dades espectroscopiques (‘H i °C RMN) coincideixen amb les descrites a la

literatura.>’® HRMS calculat per C34H39N>204: 539.2910 [M+H]+. Trobat: 539.2924.
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(18,2R,3S5,4R,5R,65)-3,4,5,6-tetra(benziloxi)ciclohexan-1,2-diildicarbamat de di-zerz-
butil (80)

Es van dissoldre 269 mg (0.5 mmol) de la diamina 79 en 10 mL de CH,Cl, i s’hi van
addicionar a 0 °C, 0.21 mL (1.5 mmol) de EtsN i 0.33 g (1.5 mmol) de (Boc),0. La reaccio
es mantingué¢ amb agitacio a t.a. durant tota la nit (control CCF) i es va eliminar el dissolvent
a pressid reduida. El cru resultant es va purificar per cromatografia en columna flash

(hexa/AcOEt 10:1-6:1) 1 es va aillar el dicarbamat 80 (200 mg, 0.27 mmol, 53%).

- Of Bn \Boe | [0]3-22.6 (¢ 1.0, CHCL). HRMS calculat per CagHsNOgNa:

., 761.3778  [M+Na]".  Trobat:  761.3757; Les  dades
" “NHBoc
OBn

(-)-80 a la literatura.**

BnO . . Y .
espectroscopiques (‘H i °C RMN) coincideixen amb les descrites

8.1.4.7 Sintesi de la (1S,2R,3S,4R,5R,6S5)-3,4,5,6-tetrabenziloxi-N7,N2-
dinonilciclohexan-1,2-diamina (83) i la (3a$,4S,5R,6R,7S,7aR)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-
1,3-dinonil-hexahidro-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-ona (82)

A una dissolucio del dicarbamat 80 (187 mg, 0.25 mmol) en 5 mL de DMF, es van
addicionar 25 mg (60%, 0.6 mmol) de NaH a 0 °C i es va mantenir amb agitacid sota
atmosfera inert durant 15 min. Seguidament s’addiciona iodur de nonil (200 uL, 1.0 mmol) i
la mescla s’escalfa a 80 °C durant 24 h. Després de comprovar per CCF la preséncia de
producte de partida, es van addicionar 100 pL (0.5 mmol) més d’iodur de nonil i es va tornar
a escalfar a la mateixa temperatura durant 72 h. Passat aquest temps, s’addiciona unes gotes
d’aigua, es va diluir la mescla amb Et,O (40 mL). Es renta amb aigua (40 mL) i, després de
separar les fases, la fase aquosa s’extragué¢ amb Et,0 (2 x 40 mL). Es van ajuntar les fases
organiques 1 es van assecar sobre Mg;SO,4. Després de filtrar, s’elimina el dissolvent a
pressio reduida i el cru es purifica per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 10:1-
5:1). Es van aillar 52 mg (0.05 mmol, 21%) del dicarbamat 81 i 50 mg (0.06 mmol, 24%) de
la imidazolidinona 82.

El dicarbamat 81 (0.05 mmol) es va dissoldre en 4 mL de CH,Cl, anhidre i es van
addicionar 0.6 mL de TFA i la reaccid s’agita a t.a. durant 4 h. Després d’eliminar els
dissolvent a pressié reduida, el residu obtingut es va dissoldre en AcOEt i es renta amb una

solucid aquosa saturada de NaHCO;. La fase organica s’asseca sobre MgSQy, es filtra i
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s’elimina el dissolvent a pressio reduida. El cru es purifica per cromatografia en columna

flash (hexa/AcOEt 10:1-5:1) 1 s’aillaren 34 mg (0.04 mmol, 86%) de la diamina 83.

82: [a]-13 (c 1.0, CHCls); 'H RMN (3, 500 MHz, CDCls): 0.91
ano, L GeMe | (dt, 6H, 7 =62, 6.9 Hz), 1.17-1.48 (m, 28H), 2.68-2.78 (m, 1H),

/@ >=0 | 2.95-3.05 (m, 1H), 3.47-3.62 (m, 2H), 3.70 (dd, 1H, J =9.0, 5.6
2o, Cotho | Hz), 3.74-3.82 (m, 2H), 3.87 (dd, 1H, J =9.8, 2.9 Hz), 3.93 (dd,
(82 1H, J =12.1, 6.8 Hz), 4.06 (dd, 1H, J=8.7, 7.1 Hz), 4.47-5.04 (m,
8H), 7.24-7.48 (m, 20H); *C RMN (5, 100 MHz, CDCl3): 14.3,
22.8,29.4,29.5,29.6,29.71, 29.73, 32.0, 41.9, 42.7, 52.9, 56.4, 72.6, 73.1, 74.1, 75.3, 80.2,
81.0, 84.4, 127.6-128.7, 137.8, 138.0, 138.3, 138.4, 160.8; IR (film): v = 3089, 3064, 3031,
2959, 2925, 2854, 1699, 1454, 1069, 1028, 734, 697 cm’; HRMS calculat per
Cs3H7,N,0sNa: 839.5339 [M+Na]". Trobat: 839.5370.

83: [a]z-15 (¢ 1.0, CHCl;); '"H RMN (5, 500 MHz, CDCly):

gBn 0.81-0.96 (m, 6H), 1.06-1.54 (m, 28H), 2.30-2.70 (m, 4H), 2.97-
BnO,, NHCgHg
3.07 (m, 1H), 3.36-3.63 (m, 3H), 3.80 (t, 1H, J =9.4 Hz), 4.21 (&,
“'NHCgH
BnO s 9 1H, J=9.0 Hz), 4.47-5.04 (m, 8H), 7.24-7.48 (m, 20H); '°C RMN
n
(83 (3, 100 MHz, CDCLy): 14.3, 22.8, 27.5, 29.50, 29.54, 29.73, 29.78,

29.8,30.4, 30.8, 32.1, 47.3, 51.0, 54.5, 60.6, 72.7, 75.6, 75.7, 75.9,
81.2, 82.2, 84.3, 85.9, 127.6-128.7, 138.7, 138.9, 139.0; IR (film): v = 3090, 3061, 3031,
2948, 2924, 2853, 1734, 1454, 1361, 1089, 1069, 1028, 732, 696 cm'l; HRMS calculat per
Cs;H75sN,04: 791.5727 [M+H]". Trobat: 791.5747.

8.1.4.8 Sintesi de la (3aS$,4S5,5R,6R,7S,7aR)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidro-1H-
benzo[d]imidazol-2(3H)-ona (84)

Sobre una dissolucié de 126 mg (0.23 mmol) de la diamina 79 en 7 mL de CH,Cl, es van
addicionar 57 mg (0.35 mmol) de N,N'-carbonildiimidazole i s’escalfa a reflux durant 2 h.
Després d’eliminar el dissolvent a pressio reduida, es purifica el cru de reaccid per
cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 1:10) i es van obtenir 110 mg de la

imidazolidinona 84 (0.19 mmol, 83%).
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[a]#-61.8 (¢ 1.0, CHCl3); 'H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 3.49-

50, g i 3.56 (m, 2H, H-3a, H-5), 3.66 (dd, 1H, J =8.5, 4.6 Hz, H-7), 3.73
/@ S=0 | (t 1H,/=8.1 Hz, H-4),3.89 (t, H,J=8.3 Hz, H-6), 4.03 (dd, 1H,
BnO : Bn”ﬁ J =74, 47 Hz, H-Ta), 4.52-4.96 (m, 8H, PhCH,0), 7.27-7.42 (m,
4 20H, Ph); 13C RMN (3, 100 MHz, CDCls): 54.0 (C7a), 56.0 (C3a),

73.6 (PhCH,0), 74.9 (PhCH,0), 75.0 (PhCH;0), 75.2 (PhCH,0),
78.1 (C7), 81.2 (C6), 82.3 (C4), 82.6 (C5), 127.83-128.83 (CHar), 138.0 (Car), 138.27 (Car),
138.34 (Car), 162.7 (Car); IR (film): v = 3220, 3090, 3063, 3029, 2922, 2853, 1702, 1453,
1359, 1086, 1070, 1028, 696 cm™; HRMS calculat per C3sH3;N,Os: 565.2702 [M+H]".
Trobat: 565.2701.

8.1.4.9 Sintesi de I'(1S,2R,3R,4S,5S,6R)-1,2,3,4-tetrabenziloxi- 5,6 -bis(noniloxi)ciclo-
hexa (85)

A una dissoluci6 del diol 77 (70 mg, 0.13 mmol) en 5 mL de DMF, es van addicionar 21 mg
(60%, 0.52 mmol) de NaH a 0 °C i es va mantenir amb agitaci6 sota atmosfera inert durant
15 min. Tot seguit, es va addicionar iodur de nonil (256 pL, 1.3 mmol) 1 es deixa la mescla a
0 °C durant 3 h (control CCF). Passat aquest temps, s’addicionaren unes gotes d’aigua i es va
diluir la mescla amb Et;O (20 mL). Es renta amb aigua (10 mL) 1, després de separar les
fases, la fase aquosa s’extragué amb Et,O (2 x 20 mL). Es van ajuntar les fases organiques,
s’assecaren sobre Mg,SOy, es filtraren 1 s’elimina el dissolvent a pressio reduida. El residu
obtingut es purifica per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 20:1) 1 es van obtenir

80 mg (0.10 mmol, 78%) del compost 85 en forma d’oli groc.

[@]5+2.0 (¢ 0.7, CHCly); '"H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 0.90-

OBn
BnO,, \OCqHig 0.94 (m, 6H), 1.28-1.42 (m, 24H), 1.61-1.66 (m, 4H), 3.15-3.21
| (m, 1H), 3.37-3.40 (m, 1H), 3.48 (td, 1H, J =2.2, 9.2 Hz), 3.53-

7 "OCgHig

San 3.58 (m, 1H), 3.61-3.66 (m, 1H), 3.78 (td, 2H, J =2.2, 6.5 Hz),
(+)-85 3.93 (d, 1H, J =2.05 Hz), 3.97 (td, 1H, J =2.3, 9.5 Hz), 4.05 (dt,
1H, J =2.3, 9.5 Hz), 4.75-4.97 (m, 8H), 7.30-7.42 (m, 20H); "°C
RMN (8, 100 MHz, CDCly): 14.3, 22.83, 22.84, 26.3, 26.42, 26.47, 29.52, 29.66, 29.70,
29.74, 29.8, 30.4, 30.5, 32.0, 32.1, 70.9, 72.8, 73.5, 75.0, 75.9, 76.0, 76.1, 81.1, 81.6, 81.7,
81.8, 83.7, 127.6-128.5, 138.6, 138.97, 139.02, 139.2; IR (film): v = 3085, 3065, 3026, 2959,

BnO
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2924, 2854, 1734, 1718, 1267, 1095, 1071, 1028, 728, 668 c¢cm'; HRMS calculat per
Cs;H7»O¢Na: 815.5227 [M+Na]". Trobat: 815.5238.

8.1.4.10 Sintesi dels compostos 28-39, 41 i 42 per hidrogenolisi utilitzant com a
catalitzador Pd/C

Metode general: En un tub a pressio, es va dissoldre 1’amino- o azidociclitol O-benzilat (0.1
mmol) en 3 mL de THF 1 s’hi van addicionar 50 mg de Pd/C (5-15%) 1 4 gotes de HCl
concentrat (només per a la sintesi dels aminociclitols 28-36 i diaminociclitols 37-38). El
sistema es va purgar amb quatre cicles de buit 1 hidrogen, deixant finalment una pressié de 2
atm d’H,. Es deixa el sistema amb agitacié vigorosa a t.a. durant 24 h. Passat aquest temps,
es filtra la mescla resultant sobre Celite” per tal de separar el catalitzador i es renta amb 15
mL de MeOH. Després d’eliminar els dissolvents a pressiéo reduida, es van aillar els

productes finals en forma de solid blanc.

Hidroclorur de ’(1R,25,3R,4R,5S,6R)-6-(nonilamino)ciclohexan-1,2,3,4,5-pentaol (28)
D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccid dels grups O-benzil,
a partir de 46 mg (0.07 mmol) de ’aminoalcohol 62 s’obtingueren 22 mg (0.06 mmol, 91%)

de ’aminociclitol 28 en forma de solid blanc.

STR— 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0D): 0.90 (t, 3H, J=6.9 Hz, CHj), 1.24-
HO,, NHCgHo| 1:45 (m, 12H, 6xCH;), 1.70-1.80 (m, 2H, CH;), 3.14-3.26 (m, 3H,
NCH,, H-1), 3.45-3.51 (m, 2H, H-2, H-4), 3.62-3.68 (m, 1H, H-6),
o 3.72-3.78 (m, 2H, H-3, H-5); >*C RMN (3, 100 MHz, CD;0D): 14.4
28 (CH3), 23.6 (CH,), 26.4 (CH,), 27.5 (CH,), 30.2 (CH,), 30.3 (CH,),
30.4 (CH,), 32.9 (CHa), 52.2 (NCHa), 63.0 (C6), 69.8 (C3, C5), 73.9

(C2,C4),74.9 (C1). HRMS calculat per C;5sH3,NOs: 306.2280 [M+H]+. Trobat: 306.2275.

HO OH

Hidroclorur de I’(18,25,35,4R,5S,65)-6-(nonilamino)ciclohexan-1,2,3,4,5-pentaol (29)
D’acord amb el métode general de la hidrogendlisi per a la desproteccio dels grups O-benzil,
a partir de 71 mg (0.11 mmol) de ’aminoalcohol 66 s’obtingueren 33 mg (0.10 mmol, 92%)

de ’aminociclitol 29.

[0]2-11.2 (¢ 1.0, CH;0H); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0OD): 0.90 (t, 3H, J=6.7 Hz, CH3),
1.24-1.45 (m, 12H, 6xCH>), 1.64-1.83 (m, 2H, CH>), 3.04-3.18 (m, 3H, NCH,, H-6), 3.18-
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3.28 (m, 1H, H-4), 3.38-3.48 (m, 1H, H-2), 3.54-3.62 (m, 1H, H-3), 3.73-3.80 (m, 1H, H-5),
4.15-4.20 (m, 1H, H-1); *C RMN (8, 100 MHz, CD;0D): 14.5

HO., T ‘\\,{,:gLHm (CHs), 23.7 (CHa), 27.0 (CHa), 27.8 (CHa), 30.3 (CHa), 30.4 (CH,),

30.5 (CHy), 33.0 (CH,), 46.5 (CH,), 61.1 (C6), 68.0 (C1), 70.9

HO H on (C5), 73.5 (C2 0 C3), 73.6 (C2 0 C3), 76.8 (C4). HRMS calculat per
(-)-29 C15H3:NOs: 306.2280 [M+H]". Trobat: 306.2269.

Hidroclorur de I’(1S5,2R,35,4R,5R,65)-5-metoxi-6-(octilamino)ciclohexan-1,2,3,4-tetraol
(30)

D’acord amb el métode general de la hidrogendlisi per a la desproteccio dels grups O-benzil,
a partir de 62 mg (0.09 mmol) de I’amina 63 s’obtingueren 29 mg (0.09 mmol, 92%) de

I’aminociclitol 30.

o o | [@lZ+8.5 (c 1.0, CH;OH); 'H NMR (8, 500 MHz, CD;OD): 091 (t,
HO, A wNHCeH7l 3y 7 —6.9 Hz), 1.28-1.47 (m, 10H), 1.70-1.80 (m, 2H), 3.03 (t, 1H, J
HO” ~~"NOCH, | =10.8 Hz), 3.08-3.14 (m, 2H), 3.17-3.26 (m, 2H), 3.33-3.37 (m, 1H),
OH 3.44 (t, 1H, J =8.9 Hz), 3.48-3.54 (m, 1H), 3.67 (s, 3H); °C NMR (5,

(+)-30

100 MHz, CD;OD): 14.4, 23.7, 27.3, 27.6, 30.2 (2), 32.9, 45.8, 60.9,
61.7, 69.7, 75.3, 76.3, 77.4, 79.0. HRMS calculated for C;sH3NOs: 306.2280 [M+H]".
Found: 306.2276.

Hidroclorur de I’(1S5,2R,35,4R,5R,65)-5-metoxi-6-(nonilamino)ciclohexan-1,2,3,4-
tetraol (31)

D’acord amb el metode general de la hidrogendlisi per a la desproteccio dels grups O-benzil,
a partir de 51 mg (0.07 mmol) de ’amina 64 s’obtingueren 25 mg (0.07 mmol, 94%) de

[’aminociclitol 31.

OH -HCI [a]2+10.3 (c 1.0, CH;0H); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0D): 0.90
HO’;@:NHCQHw (t, 3H, J =6.9 Hz), 1.31-1.43 (m, 12H), 1.70-1.75 (m, 2H), 3.03 (t,

HO” ~ocH, | IH.J=10.8 Hz), 3.08-3.17 (m, 2H), 3.18-3.26 (m, 2H), 3.34-3.37
OH (m, 1H), 3.4 (t, 1H, J =8.9 Hz), 3.49-3.54 (m, 1H), 3.66 (s, 3H);
(+)-31 13C RMN (3, 100 MHz, CD;0D): 14.5, 23.7, 27.3, 27.6, 30.2, 30.4,
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30.5, 33.0, 46.0, 60.9, 61.7, 69.8, 75.3, 76.3, 77.4, 79.0. HRMS calculat per C;sH34NOs:
320.2437 [M+H]". Trobat: 320.2433.

Hidroclorur de I’(1R,25,3R,4S5,5S,6 R)-5-(nonilamino)-6-(noniloxi)ciclohexan-1,2,3,4-
tetraol (32)

D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccid dels grups O-benzil,
a partir de 62 mg (0.08 mmol) de ’amina 65 s’obtingueren 32 mg (0.07 mmol, 89%) de

[’aminociclitol 32.

[a]5+9.3 (¢ 0.9, CH;OH); '"H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 0.90

OH  .HCI
Ho, X NHC4H,s| (dt, 6H, J=7.0, 6.9 Hz), 1.31-1.43 (m, 24H), 1.60-1.76 (m, 4H),
3.00-3.12 (m, 2H), 3.16-3.21 (m, 2H), 3.24 (t, 1H, J=9.1 Hz), 3.40-
HO” ™" 0CgHq 5
on 3.48 (m, 3H), 3.60-3.65 (m, 1H), 4.13-4.18 (m, 1H); *C RMN (3,
(+)-32 100 MHz, CD,0D): 14.5, 23.8, 27.3, 27.4, 27.7, 30.3, 30.4, 30.5,

30.6, 30.8, 31.5, 33.06, 33.12, 46.8, 62.0, 70.0, 74.1, 75.4, 76.3,
77.6, 78.0. HRMS calculat per Co4HsoNOs: 432.3689 [M+H]". Trobat: 432.3675.

Hidroclorur de I’(15,2R,35,4R,5S,65)-5-metoxi-6-(nonilamino)ciclohexan-1,2,3,4-tetraol
(33)

D’acord amb el metode general de la hidrogendlisi per a la desproteccid dels grups O-benzil,
a partir de 55 mg (0.08 mmol) de I’amina 67 s’obtingueren 26 mg (0.08 mmol, 89%) de

[’aminociclitol 33.

[0]2-15 (¢ 0.9, CH;OH); 'H RMN (5, 500 MHz, CD;OD): 0.90 (t, 3H, J =6.8 Hz, CHj),

G 1.27-1.43 (m, 12H, 6xCH,), 1.60-1.85 (m, 2H, CH,), 3.00-3.24 (m,
HO., NHCgHyg| 4H. NCHz, H-6, H-2), 3.50-3.60 (m, 2H, H-3, H-4), 3.65-3.72 (m,
,@,, 4H, OCHj3, H-1), 3.91-3.97 (m, 1H, H-5); *C RMN (8, 100 MHz,
6H OCH; CD;OD): 14.4 (CH3), 23.7 (CH,), 27.0 (CH,), 27.7 (CH,), 30.3
()33 (CH,), 30.4 (CH,), 30.5 (CH,), 33.0 (CH,), 47.0 (NCH,), 60.9 (C6),
62.0 (OCH3), 71.2 (C1), 73.6 (C3), 74.8 (C4), 77.0 (C2), 78.0 (C5).

HRMS calculat per C;6H34NOs: 320.2437 [M+H]+. Trobat: 320.2433.

HO
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Hidroclorur de I’(1R,25,3R,4S,58,65)-5-(nonilamino)-6-(noniloxi)ciclohexan-1,2,3,4-
tetraol (34)

D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccid dels grups O-benzil,
a partir de 80 mg (0.10 mmol) de ’amina 68 s’obtingueren 43 mg (0.09 mmol, 92%) de

I’aminociclitol 34.

[a]5-18 (¢ 1.0, CH3;0H); 'H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 0.88-
OH .Hcl
HO:@‘\\NHCQHw 0.96 (m, 6H, 2xCHj), 1.25-1.42 (m, 24H, 12xCH,), 1.60-1.80 (m,

4H, 2xCH>), 3.04-3.09 (m, 2H, NCH>), 3.13 (dd, 1H, J=10.7, 2.6
H 0G| oy, H-5), 3.19 (t, 1H, J=9.1 Hz, H-3), 3.50 (dd, 1H, J=9.9, 2.2 Hz,
()34 H-1), 3.54-3.64 (m, 2H, OCH.,, H-2), 3.72 (dd, 1H, J=10.5, 9.3 Hz,

H-4), 3.98-4.05 (m, 1H, H-6), 4.16 (dt, 1H, J=9.1, 7.2 Hz, OCH>);
3¢ RMN (5, 100 MHz, CD;0D): 14.5 (2xCHs), 23.74 (CH), 23.75 (CH,), 27.1 (CH,), 27.2
(CH»), 27.8 (CHa), 30.3 (CH,), 30.4 (CH,), 30.51 (CHa), 30.53 (CH,), 30.76 (CH,), 30.80
(CH»), 31.5 (CHa), 33.0 (CH»), 33.1 (CH,), 46.9 (NCH,), 60.9 (C5), 71.3 (C4), 73.6 (C2),
74.8 (OCH,, C1), 76.6 (C6), 77.1 (C3). HRMS calculat per C,4Hs5oNOs: 432.3689 [M+H]".
Trobat: 432.3674.

HO

Hidroclorur de I’(1R,25,3R,4S5,5S,65)-5-amino-6-(noniloxi)ciclohexan-1,2,3,4-tetraol
(335

D’acord amb el metode general de la hidrogendlisi per a la desproteccio dels grups O-benzil,
a partir de 21 mg (0.03 mmol) de ’azida 57 s’obtingueren 10 mg (0.03 mmol, 90%) de

[’aminociclitol 35.

TR [0]2-11.6 (c 0.5, CH;OH); 'H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 0.90

HO:@»NHZ (t, 3H, J =6.8 Hz), 1.25-1.40 (m, 12H), 1.55-1.70 (m, 2H), 3.10 (d,
oy, | THe /=105 Hz), 3.19 (t, 1H, J =9.1 Hz), 3.45-3.53 (m, 1H), 3.54-
OH 3.70 (m, 3H), 3.80-3.87 (m, 1H), 3.98-4.05 (m, 1H); *C RMN (5,
(-)-35 100 MHz, CD;0D): 14.4, 23.7, 27.1, 30.5, 30.7, 30.8, 31.2, 33.1,
55.2,71.5, 73.9, 74.6, 75.1, 77.0, 78.7. HRMS calculat per C;sH3,NOs: 306.2280 [M+H]".
Trobat: 306.2265.

HO
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Hidroclorur de I’(18,25,35,4R,55,65)-6-(dinonilamino)ciclohexan-1,2,3,4,5-pentaol (36)
D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccid dels grups O-benzil,
a partir de 40 mg (0.05 mmol) de ’amina 69 s’obtingueren 21 mg (0.04 mmol, 86%) de

[’aminociclitol 36.

o HOl [a]2-15 (¢ 1.0, CH;0H); 'H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 0.90 (t,
HO,, “N(CoHyo)2|  6H, J=6.5 Hz), 1.21-1.47 (m, 24H), 1.66-1.80 (m, 4H), 3.16-3.35
,@ oH (m, 4H), 3.40-3.50 (m, 2H), 3.53-3.60 (m, 2H), 4.04 (dd, 1H, J
OH =8.9, 10.6 Hz), 4.24-4.28 (m, 1H); “C RMN (8, 100 MHz,
(-)-36 CD;OD): 14.4, 23.7, 25.8, 26.7, 27.8, 27.9, 30.20, 30.23, 30.3,
30.5, 33.0, 54.0, 54.9, 64.5, 68.5, 69.2, 73.7, 73.8, 77.2. HRMS

calculat per Co4HsoNOs: 432.3689 [M+H]". Trobat: 432.3686.

HO

(18,2R,3R,4S,55,6 R)-5-amino-6-(nonilamino)ciclohexan-1,2,3,4-tetraol (37)

D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccid dels grups O-benzil,
a partir de 51 mg (0.07 mmol) de I’azidoamina 75, després d’una purificacié per
cromatografia en columna flash (CH2Cl,:MeOH 4:1-3:1 1 1% vol NH3) del cru de la reaccio,
s’obtingueren 17 mg (0.06 mmol, 77%) de la diamina 37.

oOH  -2HCI [a] 2-12.5 (¢ 1.0, CH;0H); "H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 0.91
HO,, wNHCoH19 | (¢ 3H, J =6.1 Hz), 1.22-1.45 (m, 12H), 1.50-1.61 (m, 2H), 2.47-
HO” " “NH, 2.56 (m, 2H), 2.70-2.74 (m, 1H), 3.17 (t, 1H, J =8.3 Hz), 3.40-3.46
OH (m, 2H), 3.51 (t, 1H, J=9.7 Hz), 3.63 (t, 1H, J =9.4 Hz); °C RMN
(-)-37 (8, 100 MHz, CD;SOCD;): 13.7, 21.9, 26.7, 28.5, 28.79, 28.82,

29.6, 31.1, 46.7, 50.7, 60.9, 70.9, 72.4, 72.9, 76.4. HRMS calculat per C;sH33N,Oq:
305.2440 [M+H]". Trobat: 305.2427.

Dihidroclorur de I’(1S5,2R,3R,4S,5R,65)-5,6-bis(nonilamino)ciclohexan-1,2,3,4-tetraol
(3%

D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccid dels grups O-benzil,
a partir de 27 mg (0.03 mmol) de la diamina 83 s’obtingueren 15 mg (0.03 mmol, 85%) del

diaminociclitol 38.
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[]%-9.4 (¢ 1.0, CH;O0H); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;OD): 0.92

OH  "2HCL 1 (¢ 6H, J =6.7 Hz), 1.22-1.38 (m, 24H), 1.43-1.84 (m, 4H), 2.83-

HO:@“\NHCQH” 3.24 (m, 5H), 3.41-3.50 (m, 2H), 3.50-3.61 (m, 1H), 4.04-4.13 (m,
HO “NHCgHyg | 2H); '>C RMN (3, 100 MHz, CD;0D): 14.3, 23.5, 27.1, 27.3, 27.4,
27.6, 30.1, 30.14, 30.22, 30.24, 30.37, 30.39, 30.6, 30.9, 32.9,
45.6, 48.9, 59.5, 62.1, 68.2, 70.9, 73.9. HRMS calculat per:
Ca4Hs1N,O4: 431.3849 [M+H]". Trobat: 431.3860.

OH
()38

(3aR,45,5R,6R,7S,7a8)-4,5,6,7-tetrahidroxi-1,3-dinonil-hexahidro-1H-
benzo|d]imidazol-2(3H)-ona (39)

D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccid dels grups O-benzil,
a partir de 48 mg (0.06 mmol) de la imidazolidinona O-benzilada 82 s’obtingueren 25 mg
(0.06 mmol, 93%) de la imidazolidinona 39.

[0]%-8.5 (¢ 1.0, CH;0H); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;OD): 0.90 (t, 6H, J =6.8 Hz),
1.22-1.38 (m, 24H), 1.43-1.64 (m, 4H), 3.07-3.15 (m, 1H), 3.24 (dd, 1H, J =10.0, 7.0
Hz), 3.30-3.39 (m, 1H), 3.46 (td, 2H, J=13.6, 7.6 Hz), 3.55 (t, 1H,
HO,, T coie | s=s2 Hz), 3.62-3.65 (m, 1H), 3.75-3.82 (m, 2H), 3.84 (dd, 1H, J
b >=0 | =88, 2.9 Hz); >C RMN (5, 100 MHz, CD;0D): 14.5, 23.8, 27.8,
Sy Cothe | 28.0,304,30.5,30.8,33.1,43.3,43.4, 56.2, 59.0, 71.9, 75.3, 76.1,
77.2, 163.5. HRMS calculat per C,sH49N,Os: 457.3641 [M+H]+.
Trobat: 457.3665.

(3aR,4S5,5R,6R,7S,7a8)-4,5,6,7-tetrahidroxi-hexahidro-1H-benzo|[d]imidazol-2(3H)-ona
(41)

D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccid dels grups O-benzil,
a partir de 50 mg (0.09 mmol) de la imidazolidinona O-benzilada 84 s’obtingueren 16 mg
(0.08 mmol, 88%) de la imidazolidinona 41.

s N

U [0]3-7.5 (¢ 1.0, CH;OH); 'H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 3.13

HO/,, ‘\\N
ol (& 1H,J=9.4 Hz), 3.39 (dd, 1H, J =7.9, 6.8 Hz), 3.44 (dd, 1H, J
HO” >N =9.5, 8.1 Hz), 3.49 (t, 1H, J = 9.3 Hz), 3.61 (dd, 1H, J =9.3, 4.8

OH ()41 | Hz), 404 (dd, 1H, J =6.7, 4.8 Hz); °C RMN (5, 100 MHz,
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CD;OD): 58.3, 58.7, 72.5, 74.2, 74.8, 77.5, 166.3. HRMS calculat per C;H;2N,OsNa:
227.0644 [M+Na]". Trobat: 227.0637.

(1R,25,35,4R,5R,65)-5,6-bis(noniloxi)ciclohexan-1,2,3,4-tetraol (42)

D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccid dels grups O-benzil,
a partir de 70 mg (0.09 mmol) del ciclitol 85 s’obtingueren 34 mg (0.09 mmol, 89%) del
ciclitol 42.

[a] 5 +15.4 (¢ 1.0, CH;0H); '"H RMN (8, 500 MHz, CD;0D): 0.90

OH
HO,,, \): OCeHio| (&, 6H, J =6.9 Hz), 1.25-1.42 (m, 24H), 1.53-1.65 (m, 4H), 3.07

(dd, 1H, J =2.3, 9.9 Hz), 3.13 (t, 1H, J =9.2 Hz), 3.30-3.36 (m,
H OCsftro 1H), 3.51-3.77 (m, 6H), 3.84 (t, 1H, J =2.4 Hz); '*C RMN (&, 100
(+)-42 MHz, CD;OD): 14.5, 23.8, 27.3, 27.4, 30.49, 30.53, 30.7, 30.82,
30.84, 31.2, 314, 33.1, 71.7, 73.6, 73.9, 74.6, 76.8, 79.3, 82.4.
HRMS calculat per Co4sHss06Na: 455.3349 [M+Na]". Trobat: 455.3328.

HO

8.1.4.11 Sintesi del Dihidroclorur de I'(1S,2R,3R,4S,5R,6S)-5,6-diaminociclohexan-
1,2,3,4-tetraol (40)

En una matras de forma conica, es van dissoldre 86 mg (0.16 mmol) de la diamina
O-benzilada 79 en 10 mL de CH,Cl, anhidre sota atmosfera d’argo. Tot seguit, es refreda el
sistema a -78 °C 1 es va addicionar, gota a gota, una dissoluciéo de BCl; 1M en hepta (2.0
equivalents per cada grup benzil). Després de 2 h, es va pujar la temperatura fins a t.a. i es
mantingué amb agitacid durant 5 h. Passat aquest temps, es torna a refredar el sistema a -78
°C 1 es van afegir, gota a gota, 2 mL de MeOH. Després d’eliminar els dissolvents a pressio
reduida, s’hi van addicionar uns 5 mL d’AcOEt de qualitat HPLC sobre el cru i, després de
deixar al ultrasons el matras durant 2-3 min, es va observar la formacié d’un precipitat blanc.
Amb molta cura, es va treure el sobrenedant i, després de repetir el procés de rentat amb
AcOEt dos cops més i assecar el solid al buit, es van obtenir 35 mg (0.15 mmol, 87%) de la

diamina 40 en forma de solid blanc.

OH 2HC | [a]Z-6.4 (c 1.0, CH;OH); 'H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 3.43
HO’;(‘)\“NHZ (t, 1H, J =7.7 Hz), 3.56 (dd, 1H, J =9.8, 3.1 Hz), 3.63 (1, 1H, J

HO” " "NH, =8.2 Hz), 3.82-3.90 (m, 2H), 3.91-3.97 (m, 1H); *C RMN (3, 100
OH MHz, CD;0D): 52.5, 52.7, 69.6, 70.0, 73.4, 75.7. HRMS calculat
(-)-40 per CoHsN>Oy4: 179.1032 [M+H]". Trobat: 179.1025.
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8.1.5 Sintesi de les isourees i guanidines bicicliques
Els segiients compostos s’han preparat d’acord amb els procediments descrits a la

literatura:

(1SR,2RS,3SR,4RS,5RS,6SR)-2-amino-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexanol (+)-47,'"
(1S8,2R,3S5,4R,5R,6S)-2-amino-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexanol (-)-47,166
(15,25,35,4R,5R,65)-2-amino-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexanol (+)-49,226
(15,25,35,4R,5R,65)-2-amino-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexanol (ﬂ:)-49,199
(1RS,2SR,3SR,4RS,5RS,6SR)-2-amino-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexanol (+)-53,'"”
(1RS,2RS,3SR,ARS,5RS,6SR)-2-amino-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexanol (+)-70,'"
(1R,2R,3S,4R,5R,6S)-2-amino-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexanol (-)-7 0,199
(1R,2S8,3R,4R,5S,6R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-nonilaminociclohexanol (-)-91. 130

8.1.5.1 Sintesi de I'aminoalcohol (-)-53 a partir de I'aminoalcohol (+)-49
(18,25,3R,4R,5S8,65)-N-(2,3,4,5-tetrabenzioxi-6-hidroxiciclohexil)carbamat de zerz-butil
(50)

Es van dissoldre 1.74 g (3.2 mmol) de I’aminoalcohol (+)-49 en 20 mL de CH,Cl; 1 s’hi van
addicionar a 0 °C, 0.6 mL (4.3 mmol) de Et;N 1 0.96 g (4.4 mmol) de (Boc),O. La reaccid es
mantingué amb agitacio a t.a. durant tota la nit (control CCF). L’endema, es va eliminar el
dissolvent a pressio reduida. El cru de reaccid es va purificar per cromatografia en columna
flash (hexa/AcOEt 2:1) 1 es va aillar el carbamat (+)-50 (1.92 g, 3.0 mmol, 93 %) en forma
d’oli incolor.

[0]3+14.2 (¢ 1.0, CHCL); IR (film): v = 3342, 3063, 3030, 2976,

OBn 0
BnO,, NHBoc 2901, 1687, 1534, 1497, 1453, 1365 cm™; H RMN (5, 500 MHz,
CDCls): 1.46 (s, 9H), 2.42-2.52 (m, 1H), 3.58 (t, 1H, J =9.1 Hz),

65; OH 3.71 (dd, 1H, J=2.5,9.1 Hz), 3.87 (t, 1H, J=8.9 Hz), 4.10 (dd, 1H,
(+)-50 J=4.6,9.3 Hz), 4.27-4.29 (m, 1H), 4.49 (br s, 1H), 4.51-4.91 (m,
8H), 7.29-7.38 (m, 20H); Les dades espectroscopiques (‘H RMN)
coincideixen amb les descrites a la literatura.'” °C RMN (0, 100 MHz, CDCl»): 28.4, 50.7,
68.0, 72.3, 72.9, 75.81, 75.83, 77.5, 79.5, 80.1, 80.8, 81.6, 127.7-128.6, 137.9, 138.0, 138.7,
138.8, 156.1. HRMS calculat per C39H4sNO7Na: 662.3094 [M+Na]+. Trobat: 662.3078.

BnO
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(15,2R,35,4R,585,6 R)-metanosulfonat de 2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-(zerz-butoxicarbonil-
amino)ciclohexil (51)

A una dissolucié de 163 mg (0.25 mmol) del carbamat 50 en 2 mL de THF, s’hi van
addicionar 140 pL (1.0 mmol) de Et;N 1 28 puL (0.36 mmol) de clorur de mesil. Es deixa la
reaccié amb agitacié a t.a. durant 5 h (control CCF) i es va diluir la mescla amb 10 mL
d’Et,0. Es van separar les sals per filtraci6 a través de Celite® i es renta varies vegades amb
Et,0. Després d’eliminar els dissolvents a pressi6 reduida, es va purificar el cru resultant per
cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 6:1) 1 es va aillar el mesilat 51 (160 mg, 0.22
mmol, 88%).

[a]2+19.9 (¢ 1.0, CHCl3); IR (film): v = 3068, 2982, 2932, 1809, 1757, 1477, 1458, 1395
cm™; "H RMN (3, 500 MHz, CDCl3): 1.51 (s, 9H), 3.03 (s, 3H),

BnO,,, NHBoc
Hz), 4.06 (dd, 1H, J =4.1, 8.5 Hz), 4.17-4.22 (m, 1H), 4.64-4.92

Y ‘OMs (m, 9H), 5.69 (br s, 1H), 7.24-7.38 (m, 20H); Les dades
OBn

(+)-51

Of Bn 3.66 (t, 1H, J=8.1 Hz), 3.84 (t, 1H, J=9.0 Hz), 3.88 (t, 1H, J =9.6

BnO

espectroscopiques (‘H RMN) coincideixen amb les descrites a la
literatura.'”” *C RMN (8, 100 MHz, CDCls): 28.4, 38.7, 50.8, 72.7,
73.2, 75.9, 76.0, 76.7, 77.0, 80.4, 81.60, 127.8-128.7, 137.4, 138.4, 138.5, 155.7. HRMS
calculat per C40H47NOgNaS: 740.2869 [M+Na]+. Trobat: 740.2874.

(3aR,4S5,5R,6S8,7S,7aR)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidrobenzo|d]oxazol-2(3 H)-ona (52)

Una dissolucio d’1.2 g (1.67 mmol) del mesilat (+)-51 en 10 mL de DMF s’escalfa a 110 °C
durant 16 h. Passat aquest temps, es va eliminar el dissolvent al buit i el cru de reaccio es va
purificar per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 3:1-1:1) 1 es va aillar

I’oxazolidinona (-)-52 (600 mg, 1.06 mmol, 63%).

OBn [0]2-6.6 (¢ 1.0, CHCL); IR (film): v = 3273, 3092, 3068, 3059,
Bno:@:%:o 2974, 2866, 1757, 1454, 1070, 697 cm™; 'H RMN (5, 500 MHz,
BnO © CDCL): 3.61 (dd, 1H, J =6.2, 8.7 Hz), 3.65 (dd, 1H, J =3.9, 6.1
Hz), 3.89 (t, 1H, J =6.2 Hz), 4.11 (dd, 1H, J =3.8, 8.4 Hz), 4.13
(dd, 1H, J =6.2, 8.7 Hz), 4.49-4.85 (m, 9H), 4.86 (br s, 1H), 7.28-

6Bn
(-)-52
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7.40 (m, 20H); °C RMN (8, 100 MHz, CDCl3): 53.0, 73.1, 73.3, 73.9, 74.3, 76.1, 79.87,
79.92, 80.5, 81.2, 127.8-128.6, 137.5,137.7, 138.1,138.3, 159.8. HRMS calculat per
C3sH35NOgNa: 588.2362 [M+Na]". Trobat: 588.2374.

(1R,25,35,4R,5R,65)-2-amino-3,4,5,6-(tetrabenziloxi)ciclohexanol (53)

Es va dissoldre I’oxazolidinona (-)-52 (0.4 g, 0.71 mmol) en 12 mL d’una dissolucié IN de
NaOH en EtOH i es va escalfar la mescla de reaccio a 80 °C durant 16 h. Després d’eliminar
els dissolvents a pressid reduida, el residu resultant es va dissoldre en 25 mL d’AcOEt i es
renta amb aigua (15 mL). Es van separar les fases i1 la fase aquosa s’extragu¢ de nou amb
AcOEt (2 x 15 mL). Es combinaren les fases organiques, s’assecaren sobre Na>SOs 1
s’elimina el dissolvent a pressio reduida. D’aquesta manera, es van obtenir 0.37 g (0.68

mmol, 94%) de I’aminoalcohol (-)-53, el qual es va emprar en la segiient reaccid sense

purificar.

OBn [@]%-21.0 (¢ 1.0, CHC); IR (film): v = 3311, 3087, 3059, 3029,
B”":@:"‘W 2946, 1574, 1499, 1439 cm™; "H RMN (3, 500 MHz, CDCl3): 1.81 (br
BnO” > “OH | s, 3H), 3.48-3.54 (m, 3H), 3.67 (t, 1H, J =33 Hz), 4.02 (t, 1H, J =9.4

OBn Hz), 4.15 (t, 1H, J=9.5 Hz), 4.68-5.01 (m, 8H), 7.25-7.42 (m, 20H);

(-)}-53 13C RMN (3, 100 MHz, CDCLy): 51.1, 71.8, 72.5, 75.57, 75.61, 76.0,

80.8, 81.2, 81.9, 839, 127.6-128.7, 138.3, 138.7, 138.80, 138.85. Les dades
espectroscopiques coincideixen amb les descrites a la literatura.’” HRMS calculat per

C34H3sNOs: 540.2750 [M+H]". Trobat: 540.2728.

8.1.5.2 Procediment general per a I'aminacié reductora: Sintesi de (-)-62i (+)-92

A una dissolucio de 1’aminoalcohol (0.14 mmol) en MeOH (5 mL) es van addicionar, sota
atmosfera d’argd, 18 mg (0.29 mmol) de NaBH3;CN, 10 uL d’acid acétic i 1’aldehid nonanal
(0.16 mmol). Després deixar la mescla amb agitacié durant 4 h (control CCF), s’addiciona
0.2 mL d’aigua i s’eliminaren els dissolvents a pressid reduida. El residu resultant es va
tornar a dissoldre en 20 mL d’¢ter dietilic, es renta amb aigua (15 mL) 1, després de separar
les fases, la fase aquosa es torna a extreure amb Et,O (2 x 20 mL). S’ajuntaren les fases
organiques, s’assecaren sobre MgSO, anhidre i s’elimina el dissolvent a pressio reduida. El
cru obtingut es purifica per cromatografia en columna flash utilitzant els eluents indicats ens

cada cas.
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(1R,25,3R,4R,55,65)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-nonilaminociclohexanol ((-)-62)
D’acord amb el metode general, I’aminacié reductora de 1’aminoalcohol (-)-53 (99 mg, 0.18
mmol), després d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 4:1-3:1)

del cru, dona 100 mg (0.15 mmol, 83 %) de I’amina (-)-62.

OBn Oli; [a]Z-14.5 (¢ 1.0, CHCL); Les dades espectroscopiques
BnO/,' NHCQH19
/@: obtingudes coincideixen amb les del producte raceémic (+)-62.
BnO 58 OH HRMS calculat per C4HsgNOs: 666.4158 [M+H]". Trobat:
n
(-)-62 666.4180.

(18,28,3R,4R,55,65)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-(nonilamino)ciclohexanol ((+)-92)
D’acord amb el metode general, 1’aminacid reductora de I’aminoalcohol (+)-49 (160 mg,
0.30 mmol), després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 4:1)

del cru, dona 147 mg (0.23 mmol, 75%) de I’amina (+)-92.

oBn Oli; [a]z +28 (¢ 1.0, CHCLy); IR (film): v=3320, 3110, 3097,
B"O/;@»NHCgHw 2947, 2924, 2853, 1490, 1454, 1362, 1086, 1070, 1028 cm™; 'H
BnO” ™ “OH RMN (3, 500 MHz, CDCls): 0.93 (t, 3H, J=6.9 Hz), 1.19-1.38 (m,

OBn 12H), 1.39-1.47 (m, 2H), 2.40-2.49 (m, 2H), 3.24 (t, 1H, J=3.9

(+)-92

Hz), 3.84 (t, 1H, J=9.0 Hz), 3.90 (t, 1H, J=9.1 Hz), 3.99-4.03 (m,
2H), 4.07 (t, 1H, J=3.3 Hz), 4.62-4.91 (m, 8H), 7.27-7.41 (m, 20H); *C RMN (5, 100 MHz,
CDCly): 14.3, 22.8, 27.4, 29.5, 29.71, 29.75, 29.8, 32.0, 48.7, 58.3, 68.2, 72.7, 73.4, 75.7,
75.8, 79.6, 80.1, 81.7, 81.9, 127.6-128.6, 138.4, 138.6, 139.12, 139.13. HRMS calculat per
C43Hs¢NOs: 666.4158 [M+H]". Trobat: 666.4175.

8.1.5.3 Sintesi de les tiourees (*)-93a,c, (+)-93c, (-)-93d, (*)-94c, (+)-94c.d,
(¥)-95a-c, (+)-95¢, (-)-95d, (¥)-96a-c, (+)-96c.d, 101c,ei 102c,e

Metode general: A una dissolucié de 1’aminoalcohol corresponent (47, 49, 53, 62, 66, 70,
91-92) o la diamina 79 (0.22 mmol) en 6 mL de THF es va addicionar, sota atmosfera
d’argo, el corresponent isotiocianat (0.44 mmol per als aminoalcohols 1 0.22 mmol per a la

diamina 79). La mescla s’escalfa a 45 °C durant 18 h (control CCF) i, després d’eliminar el
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dissolvent a pressi6 reduida, el cru es purifica per cromatografia en columna flash utilitzant

els eluents indicats en cada cas.

OBn

S
R Il
BnO/,' ‘\N_C_NHR‘] a:R= H, R1 = C6H13
c:R=H; Ry=CgHyg
BnO . OH dR=R= C9H19

(:)Bn
93a,c,d

1-hexil-3-((1RS,2SR,3RS,4RS,55R,6 RS)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tio-
urea ((£)-93a)

D’acord amb el méetode general, a partir de 100 mg (0.18 mmol) de I’amina (£)-70
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

4:1-3:1) del cru, 91 mg (0.13 mmol, 72%) de la tiourea (+)-93a.

Oli; IR (film): v=3333, 3030, 2922, 2854, 1558, 1362, 1044 cm™; "H RMN (8, 500 MHz,
CDCl3): 0.88 (t, 3H, J=7.2 Hz), 1.10-1.31 (m, 8H), 3.01-3.15 (m, 1H), 3.37-3.53 (m, 3H),
3.56 (t, 1H, J=9.0 Hz), 3.60-3.70 (m, 2H), 3.95-4.12 (m, 1H), 4.60-5.01 (m, 8H), 6.64-6.83
(br s, 1H), 6.87-7.04 (br s, 1H), 7.25-7.42 (m, 20H); *C RMN (5, 100 MHz, CDCl;): 14.1,
22.6, 26.6, 28.7, 31.5, 45.9, 60.1, 72.6, 75.7, 75.8, 75.9, 82.0, 82.4, 83.2, 83.4, 127.8-128.7,
138.2, 138.3, 138.5, 183.7. HRMS calculat per C4HsN,0sS: 683.3519 [M+H]". Trobat:
683.3527.

1-nonil-3-((1RS,2SR,3RS,4RS,5SR,6RS)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tio-
urea ((£)-93c¢)

D’acord amb el métode general, a partir de 100 mg (0.18 mmol) de I’amina (£)-70
s’obtingueren, després d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

4:1-3:1) del cru, 126 mg (0.17 mmol, 94%) de la tiourea (£)-93c.

Oli; IR (film): v=3313, 3092, 3031, 2924, 2854, 1559, 1454, 1360, 1064, 1027, 697 cm™"; 'H
RMN (8, 500 MHz, CDCls): 0.90 (t, 3H, J=7.0 Hz), 1.10-1.36 (m, 14H), 2.98-3.15 (m, 1H),
3.37-3.72 (m, 7H), 4.64-5.01 (m, 8H), 6.18-6.36 (br s, 1H), 6.82-7.02 (br s, 1H), 7.25-7.42
(m, 20H); °C RMN (5, 100 MHz, CDCls): 14.3, 22.8, 27.0, 28.7, 29.4, 29.6, 32.0, 45.9,
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60.0, 72.7, 75.7, 75.8, 75.9, 82.0, 82.4, 83.2, 83.4, 127.8-128.7, 138.1, 138.2, 138.3, 183.7.
HRMS calculat per C44Hs57N>05S: 725.3988 [M+H]+. Trobat: 725.4000.

1-nonil-3-((1R,28,3R,4R,5S,6R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tiourea
((+)-93¢)

D’acord amb el metode general, a partir de 120 mg (0.22 mmol) de I’amina (-)-70
s’obtingueren, després d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

4:1-3:1) del cru, 148 mg (0.20 mmol, 92%) de la tiourea (+)-93c.

Oli; [a] #+29 (¢ 0.2, CHCls); Les dades espectroscopiques obtingudes coincideixen amb les

del producte racémic (£)-93¢c. HRMS calculat per C44Hs7N,05S: 725.3988 [M+H]". Trobat:
725.3993.

1,3-dinonil-1-((1R,25,3R,4R,5S,6R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tiourea

((-)-934d)
D’acord amb el métode general, a partir de 320 mg (0.48 mmol) de I’amina (-)-91'*°
s’obtingueren, després d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

20:1-10:1) del cru, 388 mg (0.46 mmol, 95%) de la tiourea (-)-93d.

Oli; [a]%-13.9 (¢ 1.0, CHCL); IR (film): v=3313, 3091, 3064, 3034, 2925, 2854, 1524,

1454, 1357, 1065, 1028, 697 cm™; '"H RMN (3, 500 MHz, CDCls): 0.90 (t, 6H, J=6.7 Hz),
1.17-1.85 (m, 28H), 2.35-2.57 (m, 2H), 2.96-3.10 (m, 1H), 3.15-3.29 (m, 1H), 3.45-3.81 (m,
6H), 4.53-5.19 (m, 8H), 5.73-5.94 (br s, 1H), 7.21-7.41 (m, 20H); *C RMN (3, 100 MHz,
CDCly): 14.18, 14.20, 22.77, 22.79, 27.2, 27.5, 28.4, 29.2, 29.29, 29.33, 29.4, 29.5, 29.7,
31.96, 32.02, 45.2, 46.4, 53.5, 63.5, 71.8, 74.0, 75.9, 76.0, 78.4, 82.5, 84.0, 84.3, 127.8-
128.6, 138.2, 138.4, 138.6, 186.1. HRMS calculat per Cs3sH7sN,OsS: 851.5397 [M+H]".
Trobat: 851.5375.
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OBn

S
R 1l
BnO/,' N_C_NHR1
c.R= H, R1 = C9H19
BnO” >~ “OH d: R=Rq=CgHyg

éBn
94c-d

1-nonil-3-(1SR,2SR,3RS,4RS,5SR,6SR)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tio-
urea ((£)-94c¢)

D’acord amb el métode general, a partir de 100 mg (0.18 mmol) de I’amina (+)-49
s’obtingueren, després d’una purificacidé per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

6:1-4:1) del cru, 114 mg (0.16 mmol, 85%) de la tiourea (+)-94c.

Oli; IR (film): v=3285, 3091, 3063, 3031, 2925, 2854, 1549, 1455, 1071, 696 cm™; '"H RMN
(8, 500 MHz, CDCl3): 0.84-0.94 (m, 3H), 1.22-1.50 (m, 14H), 1.80-1.92 (m, 1H), 2.10-2.24
(m, 1H), 2.85-2.93 (m, 1H), 3.57-3.77 (m, 2H), 3.90 (t, 1H, J=7.9 Hz), 4.10-4.19 (m, 2H),
4.46-4.82 (m, 8H), 5.75-5.99 (br s, 1H), 6.41-6.73 (br s, 1H), 7.26-7.45 (m, 20H); *C RMN
(8, 100 MHz, CDCL3): 14.2, 22.8, 27.0, 29.3, 29.4, 29.6, 32.0, 54.8, 60.6, 65.3, 68.3, 72.7,
73.0, 75.0, 75.4, 77.9, 79.5, 80.1, 80.5, 127.1-128.6, 137.6, 137.8, 138.39, 138.44, 183 .4.
HRMS calculat per C44Hs57N,05S: 725.3988 [M+H]+. Trobat: 725.3990.

1-nonil-3-((1S,25,3R,4R,55,65)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tiourea
((H)-94¢)

D’acord amb el metode general, a partir de 146 mg (0.27 mmol) de I’amina (+)-49
s’obtingueren, després d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

6:1-4:1) del cru, 147 mg (0.20 mmol, 75%) de la tiourea (+)-94c.
Oli; [a] #+3.1 (¢ 1.0, CHCl3). Les dades espectroscopiques obtingudes coincideixen amb les

del producte racémic (£)-94¢c. HRMS calculat per C44Hs7N,05S: 725.3988 [M+H]+. Trobat:
725.3991.
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1,3-dinonil-1-((15,28,3R,4R,5S,65)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tiourea
((H)-944d)

D’acord amb el metode general, a partir de 120 mg (0.18mmol) de I’amina (+)-92
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

20:1-8:1) del cru, 113 mg (0.13 mmol, 74%) de la tiourea (+)-94d.

Oli; [a] #+4.2 (¢ 1.0, CHCLy). IR (film): v=3288, 3090, 3064, 3034, 2925, 2854, 1525, 1454,

1065, 698 cm™; '"H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 0.90 (t, 6H, J=7.0 Hz), 1.04-2.01 (m, 28H),
3.34-3.47 (m, 1H), 3.49-3.63 (m, 2H), 3.65-3.77 (m, 1H), 3.84-3.91 (m, 3H), 4.02-4.08 (m,
2H), 4.30-4.72 (m, 9H), 7.21-7.41 (m, 20H); *C RMN (3, 100 MHz, CDCls): 14.20, 22.8,
27.26,27.29, 28.1,29.1, 29.4, 29.47, 29.51, 29.67, 29.73, 29.8, 32.0, 46.4, 60.5, 65.7, 72.31,
72.33, 73.0, 73.1, 75.8, 76.7, 78.9, 80.3, 127.9-128.6, 137.3, 138.06, 138.13, 138.2, 183.8.
HRMS calculat per Cs3H75sN,OsS: 851.5397 [M+H]+. Trobat: 851.5383.

OBn ﬁ
BnO,, N-C—-NHR; a: R=H; Ry=CgHy3
b:R= H; R1 = C8H17
c:R= H, R1 = C9H1g
BnO z OH d:R= R1 = C9H19
OBn
95a-d

1-hexil-3-((1SR,2SR,3RS,4RS,55R,6 RS)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tio-
urea ((£)-95a)

D’acord amb el metode general, a partir de 75 mg (0.14 mmol) de 1’amina (£)-53
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

2:1-1:2) del cru, 85 mg (0.12 mmol, 90%) de la tiourea (+)-95a.

Oli; IR (film): v=3276, 3064, 3031, 2926, 2856, 1549, 1071, 696 cm™; 'H RMN (5, 500
MHz, CDCLs): 0.91 (t, 3H, J=6.8 Hz), 1.26-1.36 (m, 6H), 1.46-1.56 (m, 2H), 3.09-3.63 (m,
5H), 3.75 (t, 1H, J=8.9 Hz), 3.83 (t, 1H, J=8.5 Hz), 3.98-4.22 (m, 1H), 4.57-5.00 (m, SH),
6.02-6.10 (br s, 1H), 7.26-7.43 (m, 20H); *C RMN (5, 100 MHz, CDCls): 14.2, 22.7, 26.7,
28.8, 31.5, 46.1, 54.9, 71.5, 72.4, 75.4, 77.9, 80.0, 81.7, 82.6, 127.8-128.8, 137.1, 138.1,
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138.19, 138.23, 185.4. HRMS calculat per C4Hs;N,OsS: 683.3519 [M+H]+. Trobat:
683.3525.

1-octil-3-((1SR,2SR,3RS,4RS,5SSR,6RS)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tio-
urea ((£)-95b)

D’acord amb el metode general, a partir de 99 mg (0.18 mmol) de I’amina (£)-53
s’obtingueren, després d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

2:1-1:2) del cru, 111 mg (0.16 mmol, 85%) de la tiourea (£)-95b.

Oli; IR (film): v=3270, 3064, 3031, 2925, 2855, 1549, 1071, 696 cm™; '"H RMN (8, 500
MHz, CDCls): 0.91 (t, 3H, J=6.8 Hz), 1.26-1.36 (m, 10H), 1.46-1.56 (m, 2H), 3.09-3.63 (m,
5H), 3.75 (t, 1H, J=8.9 Hz), 3.83 (t, 1H, J=8.5 Hz), 3.98-4.22 (m, 1H), 4.57-5.00 (m, 8H),
6.02-6.10 (br s, 1H), 7.26-7.43 (m, 20H); °C RMN (8, 100 MHz, CDCls): 14.2, 22.8, 27.1,
28.9,29.3,29.4,31.9,46.1, 54.8, 71.5, 72.4, 75.4, 77.9, 80.0, 81.7, 82.6, 127.8-128.8, 137.1,
138.1, 138.19, 138.23, 185.4. HRMS calculat per C43HssN,OsS: 711.3832 [M+H]". Trobat:
711.3773.

1-nonil-3-((1SR,2SR,3RS,4RS,5SR,6RS)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tio-
urea ((£)-95¢)

D’acord amb el métode general, a partir de 101 mg (0.19 mmol) de I’amina (+)-53
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

2:1-1:2) del cru, 103 mg (0.14 mmol, 76%) de la tiourea (£)-95c.

Oli; IR (film): v=3275, 3063, 3031, 2925, 2854, 1549, 1071, 696 cm™; 'H RMN (5, 500
MHz, CDCl;): 0.91 (t, 3H, J=6.8 Hz), 1.26-1.36 (m, 12H), 1.46-1.56 (m, 2H), 3.20-3.68 (m,
5H), 3.75 (t, 1H, J=8.9 Hz), 3.83 (t, 1H, J=8.5 Hz), 3.98-4.22 (m, 1H), 4.57-5.00 (m, 8H),
6.02-6.10 (br s, 1H), 7.26-7.43 (m, 20H); °C RMN (8, 100 MHz, CDCls): 14.2, 22.8, 27.0,
28.8,29.4,29.6, 32.0, 46.0, 55.0, 71.5, 72.4,75.4,77.9, 80.1, 81.7, 82.6, 127.8-128.8, 137.1,
138.1, 138.19, 138.23, 185.4. HRMS calculat per C44Hs7N,05S: 725.3988 [M+H]+. Trobat:
725.3999.
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1-nonil-3-((1S,2S5,3R,4R,55,6R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tiourea
((H)-93¢)

D’acord amb el meétode general, a partir de 120 mg (0.22 mmol) de I’amina (-)-53
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

2:1-1:2) del cru, 152 mg (0.21 mmol, 94%) de la tiourea (+)-95c.

Oli; [a]#+25.1 (¢ 1.0, CHCl3); Les dades espectroscopiques obtingudes coincideixen amb

les del producte racémic (£)-95¢. HRMS calculat per C44Hs7N,0sS: 725.3988 [M+H]".
Trobat: 725.4003.

1,3-dinonil-1-((15,28,3R,4R,5S,6R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tiourea
((-)-95d)

D’acord amb el metode general, a partir de 92 mg (0.14 mmol) de I’amina (-)-62
s’obtingueren, després d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

20:1-10:1) del cru, 90 mg (0.11 mmol, 77%) de la tiourea (-)-95d.

Oli; [a] 2 -8.4 (¢ 0.8 CHCLy); IR (film): v=3300, 3090, 3062, 3030, 2925, 2854, 1539, 1072,
1068, 696 cm™; '"H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 0.91 (t, 6H, J=6.8 Hz), 1.26-1.36 (m, 24H),
1.46-1.56 (m, 4H), 1.72-1.88 (m, 1H), 3.40-3.68 (m, 4H), 3.81 (t, 1H, J=3.1 Hz), 3.97 (t, 1H,
J=3.7 Hz), 4.03 (t, 1H, J=3.4Hz), 4.10-4.14 (m, 1H), 4.17-1.23 (m, 1H), 4.45- 4.73 (m, 9H),
6.02-6.10 (br s, 1H), 7.26-7.43 (m, 20H); *C RMN (5, 100 MHz, CDCLy): 14.2, 22.8, 27.29,
27.34, 28.8,29.2,29.4, 29.5,29.7, 29.8, 32.0, 46.9, 56.1, 72.6, 72.7, 72.8, 73.2, 73.3, 79.3,
80.8, 127.8-128.7, 137.5, 137.8, 138.2, 138.3, 182.8. HRMS calculat per Cs3H7sN,OsS:
851.5397 [M+H]". Trobat: 851.5389.

OBn R ﬁ
BnO,, N-C-NHR; a: R=H;R;=CgHy;3
b:R= H, R1 = C8H17
vy, c:R= H, R1 = C9H1g
BnO z OH d:R= R1 = CgH19
OBn
96a-d
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1-hexil-3-((1RS,2SR,3RS,4RS,55R,685R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tio-
urea ((£)-96a)

D’acord amb el meétode general, a partir de 125 mg (0.23 mmol) de I’amina (£)-47
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

4:1) del cru, 103 mg (0.15 mmol, 65%) de la tiourea (£)-96a.

Oli; IR (film): v=3318, 3091, 3063, 3031, 2926, 2857, 1550, 1070, 696 cm™; "H RMN (3,
500 MHz, CDCl3): 0.88 (t, 3H, J=7.2 Hz), 1.10-1.35 (m, 8H), 2.86-3.18 (m, 2H), 3.30-3.45
(m, 1H), 3.47-3.55 (m, 1H), 3.58 (t, 1H, J=8.7 Hz), 3.89 (t, 1H, J=9.8 Hz), 3.94 (t, 1H, J=9.4
Hz), 4.18-4.28 (m, 1H), 4.62-5.00 (m, 8H), 6.40-6.90 (br s, 1H), 7.26-7.43 (m, 20H); "°C
RMN (8, 100 MHz, CDCls): 14.1, 22.6, 26.6, 28.7, 31.5, 45.6, 56.9, 68.9, 73.0, 75.9, 76.0,
80.4, 81.1, 83.7, 127.8-128.7, 137.5, 138.4, 138.6, 182.9. HRMS calculat per C4;Hs;N,OsS:
683.3519 [M+H]". Trobat: 683.3516.

1-octil-3-((1RS,2SR,3RS,4RS,5SR,65R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tio-
urea ((£)-96b)

D’acord amb el meétode general, a partir de 134 mg (0.20 mmol) de ’amina (+)-47
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

4:1) del cru, 125 mg (0.18 mmol, 87%) de la tiourea (+)-96b.

Oli; IR (film): v=3316, 3088, 3063, 3031, 2925, 2855, 1550, 1086, 1069, 696 cm™; "H RMN
(8, 500 MHz, CDCls): 0.88 (t, 3H, J=7.2 Hz), 1.10-1.35 (m, 12H), 2.86-3.18 (m, 2H), 3.30-
3.45 (m, 1H), 3.47-3.55 (m, 1H), 3.58 (t, 1H, J=8.7 Hz), 3.89 (1, 1H, J=9.8 Hz), 3.94 (t, 1H,
J=9.4 Hz), 4.18-4.28 (m, 1H), 4.62-5.00 (m, 8H), 6.40-6.90 (br s, 1H), 7.26-7.43 (m, 20H);
13C RMN (8, 100 MHz, CDCLy): 14.2, 22.8, 27.0, 28.7, 29.28, 29.31, 31.9, 45.2, 56.9, 68.8,
73.0, 75.9, 76.0, 80.4, 81.1, 83.7, 127.8-128.7, 137.6, 138.4, 138.6, 181.3. HRMS calculat
per C43HssN>OsS: 711.3832 [M+H]". Trobat: 711.3861.

1-nonil-3-((1RS,2SR,3RS,4RS,5SR,65R)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tio-
urea ((£)-96c¢)
D’acord amb el metode general, a partir de 125 mg (0.23 mmol) de I’amina (£)-47

s’obtingueren, després d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

4:1) del cru, 153 mg (0.21 mmol, 91%) de la tiourea (£)-96c.
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Oli; IR (film): v=3305, 3088, 3063, 3030, 2926, 2854, 1549, 1097, 1070, 696 cm™'; 'H RMN
(8, 500 MHz, CDCls): 0.88 (t, 3H, J=7.2 Hz), 1.10-1.35 (m, 14H), 2.86-3.18 (m, 2H), 3.30-
3.45 (m, 1H), 3.47-3.55 (m, 1H), 3.58 (t, 1H, J=8.7 Hz), 3.89 (t, 1H, J=9.8 Hz), 3.94 (t, 1H,
J=9.4 Hz), 4.18-4.28 (m, 1H), 4.62-5.00 (m, 8H), 6.40-6.90 (br s, 1H), 7.26-7.43 (m, 20H);
3C RMN (8, 100 MHz, CDCly): 14.2, 22.8, 27.0, 28.7, 29.3, 29.5, 31.9, 45.6, 56.9, 68.7,
73.0, 75.9, 76.0, 80.4, 81.1, 83.7, 127.7-128.7, 137.6, 138.4, 138.6, 182.8. HRMS calculat
per C44Hs7N,05S: 725.3988 [M+H]'. Trobat: 725.4016.

1-nonil-3-((1R,2S8,3R,4R,5S,65)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tiourea
((+)-96¢)
D’acord amb el metode general, a partir de 111 mg (0.20 mmol) de I’amina (-)-47

s’obtingueren, després d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

4:1) del cru, 141 mg (0.19 mmol, 95%) de la tiourea (+)-96c¢.

Oli; [a] #+18.6 (¢ 0.6, CHCl3); Les dades espectroscopiques obtingudes coincideixen amb

les del producte racémic (£)-96c. HRMS calculat per C44Hs7N,0sS: 725.3988 [M+H]".
Trobat: 725.4008.

1,3-dinonil-1-((1R,25,3R,4R,5S8,65)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-hidroxiciclohexil)tiourea
((+)-96d)
D’acord amb el metode general, a partir de 100 mg (0.15 mmol) de I’amina (-)-66

s’obtingueren, després d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

20:1-10:1) del cru, 91 mg (0.11 mmol, 71%) de la tiourea (+)-96d.

Oli; [a] 2 +7.7 (¢ 1.0, CHCLy); IR (film): v=3308, 3090, 3064, 3032, 2925, 2854, 1534, 1098,
1068, 696 cm™; "H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 0.89 (t, 6H, J=6.7 Hz), 1.10-1.35 (m, 24H),
1.47-1.75 (m, 4H), 2.86-3.18 (m, 2H), 3.20-3.80 (m, 7H), 3.92 (t, 1H, J=9.3 Hz), 4.00-4.20
(m, 1H), 4.25-4.35 (m, 1H), 4.62-5.00 (m, 8H), 7.26-7.43 (m, 20H). HRMS calculat per
Cs3H7sN,0sS: 851.5397 [M+H]". Trobat: 851.5397.
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OBn R § OBn
BnObAN—C—NH& Bnob‘\\NHz ¢ R = H: Ry = Cobrg
5 5 e: R=H; Ry = (CH,);Ph
BnO Y ‘NH, BnO i ’Iﬁl—ﬁ,—NHR1
OBn OBn S
101c,e 102c,e

Una mescla d’1-((1R,25,35.4R,5R,65)-2-amino-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexil)-3-
noniltiourea (101c¢) i 1-((15,2R,35,4R,5R,65)-2-amino-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexil)-3-
noniltiourea (102¢)

D’acord amb el metode general, a partir de 150 mg (0.28 mmol) de la diamina (-)-79
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt
2:1-1:1) del cru, 130 mg (0.18 mmol, 65%) d’una mescla de les tioureas 101¢ 1 102c.

Oli. HRMS calculat per C44HssN3O4S: 724.4148 [M+H]+. Trobat: 724.4127.

Una mescla d’1-((1R,2S5,35,4R,5R,65)-2-amino-3,4,5,6-tetrabenziloxiciclohexil)-3-(3-
fenilpropil)tiourea (101e) i 1-((15,2R,35,4R,5R,65)-2-amino-3,4,5,6-tetrabenziloxi-
ciclohexil)-3-(3-fenilpropil)tiourea (102e)

D’acord amb el métode general, a partir de 90 mg (0.17 mmol) de la diamina (-)-79
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt
1:1-1:2) del cru, 82 mg (0.11 mmol, 70%) d’una mescla de les tioureas 101e i 102e.

Oli. HRMS calculat per C44Hs59N304S: 716.3522 [M+H]+. Trobat: 716.3539.

8.1.5.4 Sintesi de [I'1-octil-3-((1RS,2SR,3RS,4RS,5SR,6RS)-2,3,4,5-tetrabenziloxi-6-
hidroxiciclohexil)urea ((1)-104)

A una dissolucio de I’aminoalcohol (+)-70 (115 mg, 0.21 mmol) en 4 mL de CH,Cl, es van
addicionar, sota atmosfera d’argo6, 73 pL d’octil isocianat (0.41 mmol). Es deixa la mescla
amb agitacio a t.a. durant 6 h (control CCF) i, després d’eliminar el dissolvent a pressio
reduida, el cru es purifica per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 2:1-1:1) 1 es van

obtenir 133 mg (0.19 mmol, 93%) de la urea (+)-104 en forma d’oli incolor.
IR (film): v=3332, 3085, 3063, 3029, 2925, 2854, 1653, 1629, 1585, 1454, 1067, 1049, 695
cm™; "H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 0.88 (t, 3H, J=7.0 Hz), 1.19-1.34 (m, 12H), 2.82-2.90

(m, 1H), 2.99-3.05 (m, 1H), 3.33-3.38 (m, 2H), 3.45-3.53 (m, 3H), 3.62 (t, 1H, J=8.6 Hz),
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4.59-4.97 (m, 8H), 7.23-7.36 (m, 20H); °C RMN (5, 100

oBn y § MHz, CDCLy): 14.3, 22.8, 27.0, 29.39, 29.44, 30.0, 32.0,
B"'O:@:N_C_NHCSH” 40.7, 57.1, 74.1, 75.2, 75.7, 75.9, 76.0, 80.9, 82.6, 83.7,
BRO” " NOH 83.9, 127.8-128.8, 138.1, 138.4, 138.6, 138.8, 160.5.

OBn HRMS calculat per CasHssNoOg: 6954060 [M+H]'.

(+)-104 Trobat: 695.4044.

8.1.5.5 Sintesi de les isourees bicicliques (*)-97a,c, (-)-97c.d, (*)-98c, (+)-98c.d,
(¥)-99a-c, (-)-99¢.d, (¥)-100a-c, (-)-100c.d i les guanidines bicicliques (-)-103c,e

Metode general: A una dissolucid de la corresponent tiourea (0.11 mmol) en 15 mL de tolue,
es van addicionar 72 mg (0.33 mmol, 3.0 equivalents) d’0xid de mercuri (II) i es va escalfar
la suspensio, sota atmosfera d’argd, a 115 °C durant 24 h. Passat aquest temps, es va
controlar la reaccio per CCF i, si s’apreciava la preséncia de producte de partida, s’afegiren 3
equivalents més de HgO 1 s’escalfa la reaccié durant 24 h més. Es deixa refredar la mescla,
es filtra sobre Celite® i es rentd amb 15 mL de CH,Cl,. Després d’eliminar els dissolvents a
pressio reduida, el cru es purifica per cromatografia en columna flash utilitzant els eluents

que s’indiquen en cada cas.

OBn R
BnO,, 3a,N a:R=H; Ry=CgHq3
>=NR; ¢:R=H;R;=CgHyq
BnO L7 d: R =Ry =CgHqg
OBn
97a,c,d

N-((3aSR,4SR,5RS,65R,7SR,7aRS)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidrobenzo[d]oxazol-
2(3H)-iliden)hexan-1-amina ((+)-97a)

D’acord amb el métode general, a partir de 88 mg (0.13 mmol) de la tiourea (£)-93a
s’obtingueren, després d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

3:1-1:1) del cru, 58 mg (0.09 mmol, 67%) de la isourea (+)-97a en forma d’oli incolor.
IR (film): v=3305, 3090, 3061, 3032, 2925, 2855, 1717, 1654, 1455, 1362, 1274, 1097,

1067, 1027, 697 cm™; 'H RMN (8, 500 MHz, CDCl): 0.91 (t, 3H, J=6.9 Hz, CHj), 1.19-
1.38 (m, 6H, 3xCH,), 1.55-1.63 (m, 2H, CH,), 3.21-3.30 (m, 2H, NCH.), 3.51 (dd, 1H,
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J=10.5, 12.2 Hz, H-3a), 3.63-3.74 (m, 3H, H-4, H-5, H-6), 3.84 (dd, 1H, J=12.2, 10.3 Hz, H-
7a), 3.91-3.96 (m, 1H, H-7), 4.70-4.95 (m, 7H, PhCH,0), 5.14 (d, 1H, J=11.5 Hz, PhCH:0),
7.21-7.47 (m, 20H, Ph); *C RMN (3, 100 MHz, CDCls): 14.2 (CH3), 22.7 (CH,), 26.6
(CH,), 30.0 (CH»), 31.6 (CH»), 43.1 (NCH,), 68.0 (C3a), 73.1 (2xPhCH,0), 76.1 (PhCH,0),
76.2 (PhCH0), 80.6 (C7), 81.4 (C4), 83.5 (C7a), 84.9 (C6 or C5), 85.8 (C6 or C5), 127.5-
128.5 (CHar), 138.3 (Car), 138.5 (Car), 138.6 (Car), 138.9 (Car), 163.0 (C2). HRMS
calculat per C41H49N,Os: 649.3641 [M+H]+. Trobat: 649.3648.

N-((3aSR,4SR,SRS,6SR,TSR,7aRS)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidrobenzo[d]oxazol-
2(3H)-iliden)nonan-1-amina ((+)-97c¢)

D’acord amb el meétode general, a partir de 160 mg (0.22 mmol) de la tiourea (£)-93¢
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

3:1-1:1) del cru, 126 mg (0.18 mmol, 82%) de la isourea (£)-97¢ en forma d’oli incolor.

IR (film): v=3327, 3089, 3063, 3030, 2925, 2855, 1715, 1653, 1454, 1357, 1274, 1066,
1028, 697 cm™; 'H RMN (8, 500 MHz, CDCl3): 0.91 (t, 3H, J=6.9 Hz, CH3), 1.25-1.39 (m,
12H, 6xCH,), 1.55-1.63 (m, 2H, CH>), 3.23-3.32 (m, 2H, NCH,), 3.51 (dd, 1H, J=10.5, 12.2
Hz, H-3a), 3.63-3.74 (m, 3H, H-4, H-5, H-6), 3.84 (dd, 1H, J=12.2, 10.3 Hz, H-7a), 3.91-
3.96 (m, 1H, H-7), 4.72-4.96 (m, 7H, PhCH;0), 5.15 (d, 1H, J=11.8 Hz, PhCH,0), 7.21-
7.47 (m, 20H, Ph); >C RMN (8, 100 MHz, CDCls): 14.3 (CH3), 22.8 (CH,), 26.9 (CH>),
29.40 (CH,), 29.43 (CH,), 29.7 (CH,), 30.0 (CH,), 32.0 (CH,), 43.2 (NCH,), 67.6 (C3a),
73.1 (PhCH,0), 73.2 (PhCH,0), 76.0 (PhCH,0), 76.1 (PhCH,0), 80.5 (C7), 81.3 (C4), 83.7
(C7a), 84.7 (C5 or C6), 85.6 (C5 or C6), 127.6-128.5 (CHar), 138.2 (Car), 138.4 (Car),
138.5 (Car), 138.8 (Car), 163.0 (C2). HRMS calculat per C44HssN2Os: 691.4111 [M+ H]".
Trobat: 691.4122.

N-((3a85,4S,5R,6S8,7S,7aR)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidrobenzo|d]oxazol-2(3 H)-
iliden)nonan-1-amina ((-)-97c¢)

D’acord amb el metode general, a partir de 125 mg (0.17 mmol) de la tiourea (+)-93¢
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

3:1-1:1) del cru, 94 mg (0.14 mmol, 79%) de la isourea (-)-97¢ en forma d’oli incolor.
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[a] #-4.6 (¢ 1.0, CHCI3). Les dades espectroscopiques obtingudes coincideixen amb les del

producte racémic (£)-97c. HRMS calculat per C4HssN,Os: 691.4111 [M+ H]'. Trobat:
691.4127.

N-((3a85,45,5R,6S8,7S,7aR)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-3-nonil-hexahidrobenzo|[d]oxazol-
2(3H)-iliden)nonan-1-amina ((-)-97d)

D’acord amb el métode general, a partir de 380 mg (0.45 mmol) de la tiourea (-)-93d
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

6:1-1:1) del cru, 360 mg (0.42 mmol, 95%) de la isourea (-)-97d en forma d’oli incolor.

[a]#-19.6 (¢ 1.0, CHCI3); IR (film): v=3089, 3066, 3030, 2924, 2854, 1708, 1454, 1356,

1066, 696 cm™; "H RMN (3, 500 MHz, CDCls): 0.90 (dt, 6H, J=6.7, 7.1 Hz), 1.25-1.39 (m,
24H), 1.42-1.67 (m, 4H), 3.05-3.15 (m, 1H), 3.17-3.30 (m, 3H), 3.31-3.46 (m, 1H), 3.64-
3.80 (m, 3H), 3.82-3.93 (m, 2H), 4.61-5.00 (m, 8H), 7.21-7.46 (m, 20H); *C RMN (35, 100
MHz, CDCls): 14.2, 22.82, 22.83, 25.9, 27.1, 27.7, 29.4, 29.5, 29.73, 29.75, 29.8, 29.9,
32.06, 32.1, 45.8, 46.7, 59.5, 73.4, 74.3, 75.59, 75.64, 78.7, 80.5, 82.2, 84.0, 85.6, 127.5-
128.6, 138.0, 138.2 (2), 138.4, 154.5. HRMS calculat per Cs3sH73N,0s: 817.5519 [M+ HJ".
Trobat: 817.5547.

OBn
BnO,,, 3a ﬁ
\FNR»] c:R= H, R1 = C9H1g
BnO ! 7:&'/0 dR= R1 = CgH1g
OBn
98c-d

N-((3aRS,4SR,SRS,6SR,TSR,7aSR)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidrobenzo[d]oxazol-
2(3H)-iliden)nonan-1-amina ((+)-98¢)

D’acord amb el metode general, a partir de 90 mg (0.12 mmol) de la tiourea (£)-94c¢
s’obtingueren, després d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

2:1-1:2) del cru, 67 mg (0.10 mmol, 79%) de la isourea (+)-98¢ en forma d’oli incolor.

IR (film): v=3330, 3082, 3064, 3024, 2926, 2854, 1670, 1559, 1087, 1067, 1027, 696 cm™;
'"H RMN (3, 500 MHz, CDCls): 0.90 (t, 3H, J=6.8 Hz), 1.16-1.41 (m, 12H), 1.51-1.61 (m,
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2H), 3.20-3.30 (m, 2H), 3.78-3.81 (m, 1H), 3.86-3.88 (m, 1H), 4.26-4.28 (m, 1H), 4.34-4.50
(m, 6H), 4.63 (d, 2H, J=12.2 Hz), 4.72 (d, 1H, J=12.1 Hz), 4.82 (d, 1H, J=13.2 Hz), 4.90 (d,
IH, J=12.1 Hz), 7.15-7.43 (m, 20H); 13C RMN (5, 100 MHz, CDCL): 14.3, 22.8, 26.9,
29.40, 29.45, 29.6, 29.9, 32.0, 43.0, 61.0, 72.2, 72.3, 72.4, 75.4, 77.0, 77.4, 78.2, 79.5,
127.4-128.5, 137.8, 138.0, 138.4, 138.9, 161.5. HRMS calculat per C44HssN>,Os: 691.4111
[M+H]". Trobat: 691.4136.

N-((3aR,4S8,5R,6S,7S,7a5)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidrobenzo|d]oxazol-2(3H)-
iliden)nonan-1-amina ((+)-98¢)

D’acord amb el metode general, a partir de 132 mg (0.18 mmol) de la tiourea (+)-94¢
s’obtingueren, després d’una purificacid per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt
2:1-1:2) del cru, 87 mg (0.12 mmol, 68%) de la isourea (+)-98¢ en forma d’oli incolor.

[a] #+4.8 (c 1.0, CHCIs); Les dades espectroscopiques obtingudes coincideixen amb les del

producte racémic ()-98c. HRMS calculat per C44HssN,Os: 691.4111 [M+H]". Trobat:
691.4091.

N-((3aR,4S5,5R,68,7S,7a5)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-3-nonil-hexahidrobenzo|[d]oxazol-
2(3H)-iliden)nonan-1-amina ((+)-98d)

D’acord amb el métode general, a partir de 74 mg (0.09 mmol) de la tiourea (+)-94d
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

4:1-2:1) del cru, 52 mg (0.06 mmol, 73%) de la isourea (+)-98d en forma d’oli incolor.

[a] #+14.3 (c 1.0, CHCl3); IR (film): v=3082, 3065, 3029, 2925, 2854, 1709, 1455, 1087,

1065, 1027, 696 cm™; 'H RMN (5, 500 MHz, CDCls): 0.81-0.95 (m, 6H), 1.16-1.39 (m,
24H), 1.45-1.61 (m, 4H), 2.96-3.07 (m, 1H), 3.13-3.33 (m, 3H), 3.80-3.87 (m, 2H), 3.92-
3.98 (m, 1H), 3.99-4.08 (m, 1H), 4.19-4.24 (m, 1H), 4.31-4.82 (m, 9H), 7.15-7.39 (m, 20H);
BC RMN (5, 100 MHz, CDCLs): 14.2, 22.8, 26.7, 27.3, 27.7, 29.46, 29.51, 29.69, 29.72,
29.82, 29.84, 32.06, 32.09, 44.7, 46.6, 56.0, 72.0, 72.40, 72.43, 72.9, 74.5, 75.3, 75.5, 77.8,
127.7-128.6, 137.8, 138.0, 138.6, 161.5. HRMS calculat per Cs3H73N,Os: 817.5519 [M+H]".
Trobat: 817.5546.
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OBn R
BnO,, 34N a:R = H; Ry = CgHy3
>=NR; b:R=H:R;=CgHy;
BnO” “Y7a c: R =H; Ry =CgHyg
(_)Bn d:R= R1=C9H19
99a-d

N-((3aRS,4SR,SRS,65R, TSR, 7aRS)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidrobenzo[d]oxazol-
2(3H)-iliden)hexan-1-amina ((£)-99a)
D’acord amb el meétode general, a partir de 83 mg (0.12 mmol) de la tiourea (+)-95a

s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

2:1-1:2) del cru, 62 mg (0.09 mmol, 80%) de la isourea (+)-99a en forma d’oli incolor.

IR (film): v=3330, 3064, 3031, 2924, 2854, 1670, 1560, 1087, 1069, 1027, 696 cm™; 'H
RMN (8, 500 MHz, CDCls): 0.89 (t, 3H, J=7.0 Hz, CH;), 1.21-1.38 (m, 6H, 3xCH,), 1.46-
1.51 (m, 2H, CH>), 3.23 (t, 2H, J=7.1 Hz, NCH,), 3.57 (dd, 1H, J=4.5, 10.5 Hz, H-4), 3.78-
3.84 (m, 2H, H-5, H-6), 4.30 (dd, 1H, J=7.0, 10.4 Hz, H-7), 4.32 (dd, 1H, J=2.9, 8.9 Hz, H-
3a), 4.40-4.50 (m, 2H, PhCH,0), 4.57 (dd, 1H, J=7.2, 9.0 Hz, H-7a), 4.60-4.85 (m, 6H,
3xPhCH,0), 7.25-7.41 (m, 20H, Ph); *C RMN (8, 100 MHz, CDCls): 14.2 (CH3), 22.7
(CH,), 26.5 (CH,), 29.8 (CH,), 31.5 (CH,), 43.1 (NCH,), 62.3 (C3a), 72.2 (PhCH,0), 73.4
(PhCH,0), 73.7 (PhCH,0), 74.1 (PhCH,0), 76.4 (C5 or C6), 79.9 (C7), 81.7 (C5 or C6),
82.3 (C4), 84.1 (C7a), 127.7-128.6 (CHar), 137.7 (Car), 138.3 (Car), 138.5 (Car), 138.6
(Car), 161.8 (C2). HRMS calculat per C41H49N>Os: 649.3641 [M+H]+. Trobat: 641.3640.

N-((3aRS,4SR,SRS,6SR,7TSR,7aRS)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidrobenzo[d]oxazol-
2(3H)-iliden)octan-1-amina (()-99b)

D’acord amb el metode general, a partir de 100 mg (0.14 mmol) de la tiourea (+)-95b
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

2:1-1:2) del cru, 78 mg (0.11 mmol, 79%) de la isourea (+)-99b en forma d’oli incolor.

IR (film): v=3330, 3082, 3064, 3031, 2925, 2855, 1669, 1560, 1087, 1068, 1027, 696 cm’’;
'"H RMN (8, 500 MHz, CDCLs): 0.89 (t, 3H, J=6.9 Hz, CHj), 1.21-1.39 (m, 10H, 5xCH.),
1.49-1.57 (m, 2H, CH>), 3.23 (t, 2H, J=7.1 Hz, NCH>), 3.57 (dd, 1H, J=4.5, 10.5 Hz, H-4),
3.76-3.84 (m, 2H, H-5, H-6), 4.30 (dd, 1H, J=7.1, 10.5 Hz, H-7), 4.32 (dd, 1H, J=2.6, 9.1
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Hz, H-3a), 4.40-4.50 (m, 2H, PhCH>0), 4.58 (dd, 1H, J=7.6, 8.7 Hz, H-7a), 4.60-4.85 (m,
6H, 3xPhCH,0), 7.20-7.41 (m, 20H, Ph); >°C RMN (8, 100 MHz, CDCl;): 14.2 (CH3), 22.8
(CH»), 26.6 (CH»), 29.2 (CH»), 29.26 (CH,), 29.32 (CH>), 31.9 (CH,), 43.1 (NCH,), 58.8
(C3a), 72.3 (PhCH;0), 73.5 (PhCH,0), 74.0 (PhCH;0), 74.1 (PhCH,0), 75.6 (C5 or C6),
78.8 (C7), 80.6 (C5 or C6), 81.8 (C4), 85.4 (C7a), 127.9-128.7 (CHar), 137.3 (Car), 137.5
(Car), 138.1 (2xCar), 161.9 (C2). HRMS calculat per C43Hs3N2Os: 677.3954 [M+H]".
Trobat: 677.4011.

N-((3aRS,4SR,SRS,65R, TSR, 7aRS)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidrobenzo[d]oxazol-
2(3H)-iliden)nonan-1-amina ((%)-99c¢)

D’acord amb el meétode general, a partir de 100 mg (0.14 mmol) de la tiourea (£)-95¢
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

2:1-1:2) del cru, 76 mg (0.11 mmol, 84%) de la isourea (+)-99¢ en forma d’oli incolor.

IR (film): v=3330, 3082, 3064, 3024, 2924, 2854, 1670, 1560, 1087, 1068, 1027, 696 cm";
'H RMN (3, 500 MHz, CDCls): 0.90 (t, 3H, J=6.9 Hz, CH;), 1.19-1.39 (m, 12H, 6xCH>),
1.48-1.57 (m, 2H, CH,), 3.23 (t, 2H, J=7.1 Hz, NCH>), 3.57 (dd, 1H, J=4.5, 10.5 Hz, H-4),
3.78-3.85 (m, 2H, H-5, H-6), 4.31 (dd, 1H, J=7.0, 10.4 Hz, H-7), 4.33 (dd, 1H, J=2.2, 8.4
Hz, H-3a), 4.40-4.51 (m, 2H, PhCH,0), 4.58 (dd, 1H, J=7.6, 8.7 Hz, H-7a), 4.60-4.84 (m,
6H, 3xPhCH,0), 7.21-7.43 (m, 20H, Ph); °*C RMN (8, 75 MHz, CDCls): 14.2 (CHs), 22.8
(CHy), 27.0 (CHy), 29.4 (CH,), 29.5 (CH,), 29.7 (CH,), 30.0 (CH,), 32.0 (CH,), 43.3
(NCH,), 64.2 (C3a), 72.2 (PhCH,0), 73.3 (PhCH,0), 73.6 (PhCH,0), 74.1 (PhCH,0), 75.6
(C5 or C6) 80.4 (C7), 82.1 (C5 or C6), 82.5 (C4), 83.7 (C7a), 127.6-128.6 (CHar), 137.9
(Car), 138.68 (Car), 138.72 (Car), 138.9 (Car), 161.5 (C2). HRMS calculat per C44HssN,Os:
691.4111 [M+H]". Trobat: 691.4114.

N-((3aR,4S5,5R,6S8,7S,7aR)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidrobenzo|d]oxazol-2(3 H)-
iliden)nonan-1-amina ((-)-99c¢)

D’acord amb el metode general, a partir de 148 mg (0.20 mmol) de la tiourea (+)-95¢
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

2:1-1:2) del cru, 108 mg (0.16 mmol, 77%) de la isourea (-)-99¢ en forma d’oli incolor.
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[a]#-17.7 (c 1.0, CHCI3). Les dades espectroscopiques obtingudes coincideixen amb les del

producte racémic (£)-99c. HRMS calculat per C44HssN,Os: 691.4111 [M+H]". Trobat:
691.4117.

N-((3aR,4S5,5R,6S8,7S,7aR)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-3-nonil-hexahidrobenzo|[d]oxazol-
2(3H)-iliden)nonan-1-amina ((-)-99d)

D’acord amb el métode general, a partir de 85 mg (0.10 mmol) de la tiourea (-)-95d
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

4:1-1:1) del cru, 60 mg (0.07 mmol, 73%) de la isourea (-)-99d en forma d’oli incolor.

[a]#-25.3 (¢ 1.0, CHCl3); IR (film): v=3087, 3061, 3030, 2925, 2852, 1706, 1452, 1359,

1068, 696 cm™; "H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 0.87-0.94 (m, 6H), 1.14-1.38 (m, 24H),
1.43-1.60 (m, 4H), 1.97-2.11 (m, 1H), 2.68-2.81 (m, 1H), 3.24 (t, 2H, J=7.2 Hz), 3.62 (dd,
1H, J=10.4, 4.9 Hz), 3.68 (t, 1H, J=2.9 Hz), 3.91 (dd, 1H, J=3.2, 4.5 Hz), 3.93-4.02 (m, 1H),
4.19-4.28 (m, 1H), 4.38-4.88 (m, 9H), 7.21-7.43 (m, 20H); *C RMN (5, 100 MHz, CDCl5):
14.2, 22.82, 27.5, 29.4, 29.4, 29.5, 29.7, 29.8, 29.8, 32.0, 32.1, 43.3, 46.0, 56.5, 72.5, 73.0,
74.0, 74.4, 773, 80.2, 82.0, 127.8-128.7, 137.8, 138.4, 153.2. HRMS calculat per
Cs3H73N,0s: 817.5519 [M+H]". Trobat: 817.5555.

OBn R
BnO,, 3a\N a:R=H; Ry=CgHy3
' >=NR1 b: R =H; Ry = CgHy7;
BnO Y 7a'0O c:R=H; Ry=CgHyg
OBn d: R =Ry = CoHro
100a-d

N-((3aSR,4SR,5RS,65R,7SR,7aSR)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidrobenzo[d]oxazol-
2(3H)-iliden)hexan-1-amina ((+)-100a)

D’acord amb el métode general, a partir de 90 mg (0.14 mmol) de la tiourea (+)-96a
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

2:1-1:2) del cru, 72 mg (0.11 mmol, 85%) de la isourea (+)-100a en forma d’oli incolor.

IR (film): v=3337, 3082, 3061, 3028, 2926, 2856, 1718, 1671, 1455, 1094, 1069, 1024, 697
cm™; '"H RMN (3, 500 MHz, CDCls): 0.86 (t, 3H, J=6.9 Hz, CHj;), 1.20-1.34 (m, 6H,
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3xCH,), 1.43-1.52 (m, 2H, CH,), 3.14 (t, 2H, J=7.2 Hz, NCH,), 3.74 (t, 1H, J=5.2 Hz, H-5),
3.88 (t, 1H, J=5.0 Hz, H-4), 3.90 (dd, 1H, J=4.8, 8.2 Hz, H-6), 4.02 (dd, 1H, J=3.4, 8.1 Hz,
H-7), 4.23 (dd, 1H, J=4.5, 8.7 Hz, H-3a), 4.53-4.82 (m, 9H, H-7a, 4xPhCH,0), 7.25-7.41
(m, 20H, Ph); *C RMN (8, 100 MHz, CDCL): 14.2 (CH3), 22.7 (CH>), 26.5 (CHa), 29.7
(CHy), 31.6 (CH,), 43.1 (NCH»), 67.1 (C3a), 72.7 (PhCH;0), 72.8 (PhCH,0), 73.3
(PhCH;0), 73.7 (PhCH,0), 77.1 (C7), 78.8 (C7a), 79.6 (C4), 81.0 (C6), 82.5 (C5), 127.6-
128.5 (CHar), 138.3 (2xCar), 138.6 (2xCar), 160.9 (C2). HRMS calculat per C4;H49N>Os:
649.3641 [M+H]". Trobat: 649.3670.

N-((3aSR,4SR,SRS,6SR,7SR,7aSR)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidrobenzo[d]oxazol-
2(3H)-iliden)octan-1-amina ((%)-100b)

D’acord amb el metode general, a partir de 120 mg (0.17 mmol) de la tiourea (+)-96b
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

2:1-1:2) del cru, 96 mg (0.14 mmol, 84%) de la isourea (+)-100b en forma d’oli incolor.

IR (film): v=3330, 3088, 3063, 3030, 2926, 2855, 1719, 1672, 1454, 1093, 1069, 1028, 697
cm’; '"H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 0.89 (t, 3H, J=7.0 Hz, CHj), 1.19-1.35 (m, 10H,
5xCH>), 1.43-1.51 (m, 2H, CH.), 3.14 (t, 2H, J=7.1 Hz, NCH>), 3.73 (t, 1H, J=5.2 Hz, H-5),
3.88 (t, 1H, J=5.0 Hz, H-4), 3.90 (dd, 1H, J=5.0, 8.3 Hz, H-6), 4.01 (dd, 1H, J=3.4, 8.2 Hz,
H-7), 4.23 (dd, 1H, J=4.6, 8.7 Hz, H-3a), 4.53-4.83 (m, 9H, H-7a, 4xPhCH,0), 7.25-7.37
(m, 20H, Ph); °C RMN (8, 100 MHz, CDCls): 14.2 (CH3), 22.8 (CH,), 26.9 (CH,), 29.4
(2xCH,), 29.8 (CH,), 31.9 (CH,), 43.1 (NCH,), 67.2 (C3a), 72.7 (PhCH,0), 72.8 (PhCH,0),
73.3 (PhCH,0), 73.8 (PhCH,0), 77.1 (C7), 78.7 (C7a), 79.7 (C4), 81.0 (C6), 82.5 (C5),
127.6-128.5 (CHar), 138.3 (Car), 138.58 (Car), 138.60 (Car), 160.9 (Car). HRMS calculat
per C43Hs53N,0s: 677.3954 [M+H]+. Trobat: 677.3946.

N-((3aSR,4SR,5RS,65R,7SR,7aSR)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidrobenzo[d]oxazol-
2(3H)-iliden)nonan-1-amina ((£)-100c¢)

D’acord amb el metode general, a partir de 125 mg (0.17 mmol) de la tiourea (+)-96¢
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

2:1-1:2) del cru, 112 mg (0.15 mmol, 90%) de la isourea (+)-100¢ en forma d’oli incolor.

IR (film): v=3330, 3086, 3063, 3030, 2926, 2854, 1718, 1671, 1454, 1092, 1069, 1028, 696
cm™; '"H RMN (3, 500 MHz, CDCls): 0.89 (t, 3H, J=7.0 Hz, CHj), 1.20-1.34 (m, 12H,
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6xCH>), 1.41-1.51 (m, 2H, CH,), 3.14 (t, 2H, J=7.2 Hz, NCH>), 3.73 (t, 1H, J=5.2 Hz, H-5),
3.87 (t, 1H, J=5.0 Hz, H-4), 3.89 (dd, 1H, J=4.9, 8.2 Hz, H-6), 4.01 (dd, 1H, J=3.4, 8.2 Hz,
H-7), 4.22 (dd, 1H, J=4.6, 8.7 Hz, H-3a), 4.52-4.82 (m, 9H, H-7a, 4xPhCH,0), 7.25-7.41
(m, 20H, Ph); *C RMN (8, 100 MHz, CDCls): 14.2 (CH3), 22.8 (CH,), 26.9 (CH,), 29.37
(CH,), 29.40 (CH,), 29.6 (CH,), 29.8 (CH,), 32.0 (CH,), 43.1 (NCH,), 67.3 (C3a), 72.7
(PhCH,0), 72.8 (PhCH,0), 73.2 (PhCH,0), 73.7 (PhCH,0), 77.1 (C7), 78.7 (C7a), 79.7
(C4), 81.0 (C6), 82.5 (C5), 127.6-128.5 (CHar), 138.3 (Car), 138.57 (Car), 138.59 (Car),
160.8 (C2). HRMS calculat per C44HssN>Os: 691.4111 [M+H]+. Trobat: 691.4120.

N-((3a5,45,5R,68,7S,7a8)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidrobenzo[d]oxazol-2(3 H)-
iliden)nonan-1-amina ((-)-100c¢)

D’acord amb el metode general, a partir de 130 mg (0.18 mmol) de la tiourea (+)-96¢
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

2:1-1:2) del cru, 112 mg (0.16 mmol, 89%) de la isourea (-)-100¢ en forma d’oli incolor.

[a] #-2.4 (c 0.8, CHCI3). Les dades espectroscopiques obtingudes coincideixen amb les del

producte racemic (£)-100c. HRMS calculat per CssHssN>Os: 691.4111 [M+H]+. Trobat:
691.4140.

N-((3a5,45,5R,68,78,7a8)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-3-nonil-hexahidrobenzo|d]oxazol-
2(3H)-iliden)nonan-1-amina ((-)-100d)

D’acord amb el metode general, a partir de 82 mg (0.10 mmol) de la tiourea (+)-96d
s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt

6:1-2:1) del cru, 70 mg (0.09 mmol, 90%) de la isourea (-)-100d en forma d’oli incolor.

[a]Z-10.5 (¢ 1.0, CHCl); IR (film): v=3087, 3063, 3030, 2924, 2854, 1708, 1454, 1359,

1068, 696 cm™; "H RMN (8, 500 MHz, CDCl;): 0.87-0.94 (m, 6H), 1.04-1.38 (m, 24H),
1.41-1.61 (m, 4H), 3.00-3.11 (m, 1H), 3.24-3.32 (m, 2H), 3.48-3.60 (m, 1H), 3.63 (dd, 1H,
J=6.0, 7.6 Hz), 3.73-3.82 (m, 1H), 3.87 (t, 1H, J=5.8 Hz), 3.89-3.97 (m, 2H), 4.55-5.01 (m,
9H), 7.21-7.43 (m, 20H); >C RMN (8, 100 MHz, CDCls): 14.2, 22.82, 22.84, 26.8, 27.0,
29.4,29.5,29.67,29.74,29.8, 29.9, 32.06, 32.1, 43.9, 46.7, 58.9, 73.1, 73.6, 74.0, 74.1, 77.4,
80.1, 81.0, 83.5, 127.7-128.6, 138.2, 138.3, 153.2. HRMS calculat per Cs3H73N,Os:
817.5519 [M+H]". Trobat: 817.5549.
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OBn
BnO/,' 3§‘\ﬁ
>:NR1 c:R=H R1 = C9H1g
BnO v 2 N e:R=H R1 = (CH2)3Ph
OBn
103c,e

N-((3aR,4S,5R,6R,7S,7a5)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidro-1H-benzo[d]imidazol-
2(3H)-iliden)nonan-1-amina ((-)-103¢)

D’acord amb el metode general, a partir de 100 mg (0.13 mmol) d’una mescla de les tiourees
101¢-102¢ s’obtingueren, després d’una purificacié per cromatografia en columna flash
(CH,Cl:MeOH 20:1-8:1 1 3% NHj3) del cru, 70 mg (0.10 mmol, 70%) de la guanidina

(-)-103c¢ en forma d’oli incolor.

[a]#-21.7 (¢ 1.0, CHCl3); IR (film): v=3330, 3082, 3064, 3030, 2925, 2855, 1682, 1454,

1088, 1068, 1028, 696 cm™; '"H RMN (8, 400 MHz, CDCls): 0.88 (t, 3H, J=6.8 Hz), 1.17-
1.36 (m, 12H), 1.41-1.52 (m, 2H), 3.01 (t, 2H, J=6.9 Hz), 3.56 (t, 1H, J=7.2 Hz), 3.75-3.86
(m, 4H), 4.11 (dd, 1H, J=3.8, 7.7 Hz), 4.62-4.83 (m, 8H), 7.18-7.39 (m, 20H); °C RMN (3,
100 MHz, CDCls): 14.2, 27.8,27.1, 29.4, 29.5, 29.7, 30.2, 32.0, 43.3, 59.9, 62.8, 73.3, 73.7,
73.9, 74.0, 77.4, 78.3, 81.7, 82.0, 83.6, 127.6-128.5, 138.66, 138.75, 138.8, 139.1, 160.7.
HRMS calculat per C44Hs6N304: 690.4271 [M+H]+. Trobat: 690.4284.

3-fenil-V-((3aR,4S,5R,6R,7S,7a5)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidro-1H-
benzo|d|imidazol-2(3H)-iliden)propan-1-amina ((-)-103e)

D’acord amb el métode general, a partir de 75 mg (0.10 mmol) d’una mescla de les tiourees
101e-102e s’obtingueren, després d’una purificacid per cromatografia en columna flash
(CH,Cl:MeOH 20:1-15:1 i 1% NHj3) del cru, 55 mg (0.08 mmol, 79%) de la guanidina

(-)-103e en forma d’oli incolor.

[a]#-16.4 (¢ 1.0, CHCl3); IR (film): v=3330, 3082, 3069, 3030, 2924, 2853, 1682, 1454,

1088, 1069, 1027, 696 cm™; 'H RMN (8, 500 MHz, CDCl3): 1.83 (p, 2H, J=7.2 Hz), 2.64 (t,
2H, J=7.7 Hz), 2.94-3.10 (m, 2H), 3.59 (¢, 1H, J=6.9 Hz), 3.74-3.91 (m, 4H), 4.13 (d, 1H,
J=5.2 Hz), 4.62-4.83 (m, 8H), 7.13-7.41 (m, 25H); °C RMN (5, 100 MHz, CDCls): 31.5,
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33.2, 42.7, 59.1, 62.0, 73.4, 73.8, 73.9, 77.4, 78.0, 81.4, 81.6, 83.4, 126.0, 127.6-128.5,
138.5, 138.6, 138.7, 139.0, 141.6, 160.2. HRMS calculat per C44H4sN304: 682.3645 [M+H]+.
Trobat: 682.3633.

8.1.5.6 Sintesi de I'N-((3aSR,4SR,5RS,6SR,7SR,7aRS)-4,5,6,7-tetrabenziloxi-hexahidro-
benzo[d]oxazol-2(3H)-iliden)octan-1-amina ((%)-97b)

Una dissolucié de la urea (+)-104 (130 mg, 0.19 mmol) en 3 mL de CH,Cl; es va refredar a
-40 °C 1 s’hi van addicionar, sota atmosfera d’argo, 60 uL de piridina (0.74 mmol) i 42 uL
(0.25 mmol) d’anhidrid triflic. Es deixa la mescla amb agitaci6 a -40 °C durant 1 h (control
CCF). Tot seguit la soluci6 es va diluir amb més CH,Cl, (15 mL) i es va fer un rentat amb
una solucid saturada de NaHCO;. Després de separar les fases, la fase aquosa s’extragué
amb CH,Cl, (3 x 15 mL), a continuacid es van ajuntar les fases organiques i es van assecar
sobre Na,SO4. Després de filtrar es va eliminar el dissolvent a pressid reduida, el cru es
purifica per cromatografia en columna flash (hexa/AcOEt 10:1-1:1) 1 es van obtenir 85 mg

(0.12 mmol, 65%) de la isourea (£)-97b en forma d’oli incolor.

IR (film): v=3318, 3089, 3063, 3031, 2924, 2854, 1707, 1654, 1454, 1357, 1065, 1027, 696
cm’; '"H RMN (8, 500 MHz, CDCls): 0.90 (t, 3H, J=6.9 Hz, CHj), 1.17-1.42 (m, 10H,

5xCH,), 1.51-1.63 (m, 2H, CH.), 3.21-3.30 (m, 2H, NCH,),
BnO,, OE;Z‘\H 3.51 (dd, 1H, J=10.5, 12.2 Hz, H-3a), 3.62-3.73 (m, 3H, H-4,
J>=NCgH;| H-5, H-6), 3.84 (dd, 1H, J=12.2, 10.3 Hz, H-7a), 3.90-3.96

BnO 5;0 (m, 1H, H-7), 4.71-4.96 (m, 7H, PhCH,0), 5.15 (d, 1H,
(£)-97b J=11.6 Hz, PhCH,0), 7.21-7.47 (m, 20H, Ph); >C RMN (3,

100 MHz, CDCls): 14.2 (CH3), 22.8 (CH>), 27.0 (CH,), 29.37
(CH,), 29.43 (CH»), 30.2 (CH»), 32.0 (CH»), 43.3 (NCH»), 68.3 (C3a), 73.09 (PhCH,0),
73.14 (PhCH,0), 75.9 (PhCH;0), 76.0 (PhCH,0), 80.9 (C7), 81.7 (C4), 83.7 (C7a), 85.0
(C6 or C5), 85.9 (C6 or C5), 127.5-128.5 (CHar), 138.5 (Car), 138.8 (Car), 138.9 (Car),
139.2 (Car), 162.9 (C2). HRMS calculat per Cs3Hs53N,Os: 677.3954 [M+ H]+. Trobat:
677.3924.

8.1.5.7 Sintesi de les isourees bicicliques (*)-86a-c per hidrogenoalisi utilitzant com a
catalitzador Pd(OH)2
Metode general: En un tub a pressio, es va dissoldre la isourea biciclica O-benzilada (0.12

mmol) en 3 mL d’etanol i s’hi van addicionar 65 mg de Pd(OH), (20%, Degussa). El sistema
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es va purgar amb quatre cicles de buit i hidrogen, deixant finalment una pressio de 2 atm
d’H,. Es deixa el sistema amb agitacié vigorosa a 60 °C durant 18 h. Passat aquest temps, es
filtra la mescla resultant sobre Celite® per tal de separar el catalitzador i es rentd amb 15 mL
de MeOH. Després d’eliminar els dissolvents a pressid reduida, es van aillar les

corresponents isourees bicicliques en forma de solid blanc.

OH
HO/,' 3a N a:R=H R1 = C6H13
\FNR'I b:R=H R1 = C8H17
HO : 7a c:R=H R1 = C9H19
OH
86a-c

(3aSR,4SR,5RS,65R,7RS,7aRS)-2-(hexilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-4,5,6,7-tetraol
((#)-86a)

D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccio dels grups benzil, a
partir de 50 mg (0.08 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (£)-97a s’obtingueren 20 mg
(0.07 mmol, 91%) de la isourea biciclica (+)-86a.

'H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 0.91 (t, 3H, J=6.9 Hz), 1.26-1.41 (m, 6H), 1.48-1.58 (m,
2H), 3.10-3.16 (m, 2H), 3.20-3.32 (m, 3H), 3.42-3.46 (m, 1H), 3.62 (dd, 1H, J=10.3, 12.3
Hz), 3.72-3.76 (m, 1H); '"H RMN (8, 500 MHz, D,0): 0.79-0.90 (m, 3H, CH3), 1.20-1.38 (m,
6H, 3xCH,), 1.51-1.64 (m, 2H, CH,), 3.24-3.49 (m, 4H, NCH,, H-5, H-6), 3.71-3.82 (m, 2H,
H-4, H-3a), 3.96-4.06 (m, 1H, H-7), 4.28-4.43 (m, 1H, H-7a); °C RMN (5, 100 MHz,
CD;OD): 14.4 (CH3), 23.7 (CH,), 27.6 (CH,), 30.6 (CH,), 32.7 (CH,), 43.6 (NCH,), 68.6
(C3a), 73.8 (C7), 74.8 (C4), 79.0 (C5 or C6), 80.1 (C5 or C6), 84.6 (C7a), 165.4 (C2).
HRMS calculat per C;3H,5N>0s: 289.1763 [M+H]+. Trobat: 289.1757.

(3aSR,4SR,5RS,65R,7TRS,7TaRS)-2-(octilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-4,5,6,7-tetraol
(()-86b)

D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccio dels grups benzil, a
partir de 80 mg (0.12 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (£)-97b s’obtingueren 35
mg (0.11 mmol, 94%) de la isourea biciclica (+)-86b.
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'H RMN (8, 500 MHz, CD;0D): 0.90 (t, 3H, J=6.8 Hz, CH3), 1.24-1.41 (m, 10H, 5xCH>),
1.48-1.58 (m, 2H, CH.,), 3.10-3.16 (m, 2H, NCH>), 3.20-3.32 (m, 3H, H-3a, H-5, H-6), 3.42-
3.46 (m, 1H, H-4), 3.62 (dd, 1H, J=10.3, 12.3 Hz, H-2), 3.72-3.76 (m, 1H, H-7); °C RMN
(0, 100 MHz, CDs;OD): 14.5 (CHs3), 23.7 (CH,), 28.0 (CH»), 30.4 (CH»), 30.5 (CH,), 30.7
(CH»), 33.0 (CH), 43.6 (NCH»), 68.5 (C3a), 73.8 (C7), 74.8 (C4), 79.0 (CS5 or C6), 80.1 (C5
or C6), 84.7 (C7a), 165.4 (C2). HRMS calculat per C;sH»9N,Os: 317.2076 [M+ H]+. Trobat:
317.2057.

(3aSR,4SR,SRS,65R,7RS,7aRS)-2-(nonilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-4,5,6,7-tetraol
((%)-86¢)

D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccio dels grups benzil, a
partir de 80 mg (0.11 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (+)-97¢ s’ obtingueren 32 mg
(0.10 mmol, 85%) de la isourea biciclica (£)-86c¢.

'H RMN (3, 500 MHz, CD;0OD): 0.92 (t, 3H, J=6.9 Hz, CH;), 1.24-1.41 (m, 12H, 6xCH>),
1.50-1.60 (m, 2H, CH,), 3.15-3.19 (m, 2H, NCH>), 3.20-3.36 (m, 3H, H-3a, H-5, H-6), 3.44-
3.52 (m, 1H, H-4), 3.70-3.80 (m, 2H, H-2, H-7); °C RMN (3, 100 MHz, CD;0D): 14.5
(CH3), 23.7 (CH,), 27.9 (CH,), 30.4 (CH,), 30.5 (CH,), 30.6 (CH,), 30.7 (CH,), 33.1 (CH,),
43.7 (NCH,), 68.1 (C3a), 73.7 (C7), 74.6 (C4), 79.0 (C5 or C6), 80.1 (C5 or C6), 84.8 (C7a),
165.5 (C2). HRMS calculat per C16H31N2Os: 331.2233 [M+ H]+. Trobat: 331.2223.

(3a85,4S,5R,6S,7R,7aR)-2-(nonilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-4,5,6,7-tetraol ((-)-86¢)
D’acord amb el metode general de la hidrogenolisi per a la desproteccio dels grups benzil, a
partir de 84 mg (0.12 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (-)-97¢ s’obtingueren 32 mg
(0.10 mmol, 81%) de la isourea biciclica (-)-86c.

[a]Z-17 (c 0.5, MeOH); Les dades espectroscopiques obtingudes coincideixen amb les del

producte racemic (£)-86¢c. HRMS calculat per CcH3N,Os: 331.2233 [M+ H]+. Trobat:
331.2217.
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8.1.5.8 Reaccions d'O-desbenzilaci6 amb BCls: sintesi de les isourees bicicliques
(-)-86d, 87-89 i les guanidines bicicliques 90c,e

Meétode general: En una matras de forma conica, es van dissoldre les corresponents isourees
o guanidines bicicliques O-benzilades (0.12 mmol) en 10 mL de CH,Cl, anhidre sota
atmosfera d’argd. Tot seguit, es va refredar el sistema a -78 °C i es va addicionar, gota a
gota, una dissolucio de BCl; 1M en hepta (2.5 equivalents per cada grup benzil). Després de
2 h, es va pujar la temperatura fins a -40 °C 1 es mantingué amb agitacié durant 5 h. Passat
aquest temps, es torna a refredar el sistema a -78 °C i es van afegir, gota a gota, 2 mL de
MeOH. Després d’eliminar els dissolvents a pressio reduida es va purificar el cru resultant

com s’indica a continuacio.

(3aS,48,5R,6S,7R,7aR)-3-nonil-2-(nonilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-4,5,6,7-tetraol
((-)-864)

Es va seguir el procediment general per a I’O-desbenzilacié amb BCls. En aquest cas, es va
partir de 100 mg (0.12 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (£)-97d 1 un cop finalitzada
la reaccid, es van eliminar els dissolvents a pressio reduida. Tot seguit, al residu resultant
s’hi van addicionar uns 5 mL d’AcOEt de qualitat HPLC. Després de deixar el matras al
ultrasons durant 2-3 min, es va observar la formacié d’un precipitat blanc. Amb molta cura,
es va treure el sobrenedant i, després de repetir el procés de rentat amb AcOEt dos cops més
1 assecar el solid al buit, s’obtingueren 46 mg (0.10 mmol, 84%) de la isourea biciclica (-)-

86d.

(-)-86d: Solid blanc; [a]%-12 (¢ 1.0, MeOH); 'H RMN (3,
OH
HO,, sﬁ\&”w 500 MHz, CD;OD): 0.90 (t, 6H, J=6.5 Hz), 1.22-1.43 (m,
O>=NC9H19 24H), 1.56-1.81 (m, 4H), 3.35 (t, 2H, J=6.0 Hz), 3.41 (t, 2H,
HO Y 7a
6H J=7.1 Hz), 3.51-3.70 (m, 2H), 3.71-3.84 (m, 2H), 3.85-3.94
(-)-86d (m, 1H), 4.28 (t, 1H, J=10.5 Hz); °C RMN (3, 100 MHz,

CD;OD): 14.4, 23.7, 27.6, 28.1, 30.3, 30.4, 30.57, 30.62,
33.0, 44.5, 45.7, 63.5, 72.3, 72.9, 78.2, 79.6, 85.5, 163.5. HRMS calculat per C,5H4N,Os:
457.3641 [M+ H]". Trobat: 457.3643.
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OH
HO/,, 3a ﬁ
>:NR1 c:R= H, R1 = C9H1g
HO ! 75”0 d:R= R1 = C9H19
OH
87c,d

(3aRS4SR,5RS,65R,7RS,7aSR)-2-(nonilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-4,5,6,7-tetraol
(®)-87¢)

D’acord amb el métode general de la reaccié d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 57 mg
(0.08 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (£)-98¢, després de purificar el cru de
reaccio per cromatografia en columna flash (CH,Cl,/MeOH 15:1-8:1), s’obtingueren 14 mg
(0.04 mmol, 50%) de la isourea biciclica (+)-87c.

(+)-87¢: Solid blanc; 'H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 0.90 (t, 3H, J=6.9 Hz), 1.23-1.43 (m,
12H), 1.59-1.68 (m, 2H), 3.21-3.33 (m, 2H), 3.93-3.96 (m, 1H), 4.02-4.05 (m, 1H), 4.33-
4.37 (m, 1H), 4.41-4.45 (m, 1H), 4.56 (d, 1H, J=12.8 Hz), 5.15 (d, 1H, J=12.0 Hz); '"H RMN
(8, 500 MHz, D,0): 0.88 (t, 3H, J=6.9 Hz, CH;), 1.15-1.43 (m, 12H, 6xCH>), 1.57-1.71 (m,
2H, CH,), 3.27-3.47 (m, 2H, NCH,), 4.04 (t, 1H, J=3.0 Hz, H-5), 4.12 (t, 1H, J=3.5 Hz, H-
6), 4.42-4.48 (m, 1H, H-4), 4.52 (d, 1H, J=14.2 Hz, H-3a), 4.55-4.60 (m, 1H, H-7), 5.11 (d,
1H, J=12.9 Hz, H-7a); °C RMN (8, 100 MHz, CD;0D): 14.4 (CH3), 23.7 (CH,), 27.6
(CH,), 30.2 (2xCHy,), 30.3 (CH,), 30.5 (CH,), 33.0 (CH,), 44.0 (NCH,), 56.7 (C3a), 71.1
(C7), 71.9 (C4), 753 (C5), 76.4 (C6), 84.5 (C7a), 164.4 (C2). HRMS calculat per
C16H31N>Os: 331.2233 [M+H]". Trobat: 331.2229.

(3aR,4S5,5R,6S,7R,7aS)-2-(nonilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-4,5,6,7-tetraol ((+)-87¢)
D’acord amb el metode general de la reaccid d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 70 mg
(0.10 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (+)-98c, després de purificar el cru de
reaccid per cromatografia en columna flash (CH,Cl,/MeOH 15:1-8:1), s’obtingueren 25 mg
(0.08 mmol, 79%) de la isourea biciclica (+)-87c.

(+)-87¢c: Solid blanc; [a]#+8.8 (¢ 1.0, MeOH); Les dades espectroscopiques obtingudes

coincideixen amb les del producte raceémic (+)-87c. HRMS calculat per Ci;cH3N,Os:
331.2233 [M+H]". Trobat: 331.2220.
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(3aR,4S5,5R,6S,7R,7aS)-3-nonil-2-(nonilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-4,5,6,7-tetraol
((H-87d)

D’acord amb el métode general de la reaccio d’O-desbenzilacio amb BCls, a partir de 42 mg
(0.05 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (+)-98d, després de purificar el cru de
reaccid per cromatografia en columna flash (CH,Cl,/MeOH 20:1-8:1), s’obtingueren 16 mg
(0.03 mmol, 69%) de la isourea biciclica (+)-87d.

(+)-87d: Solid blanc; [a] #+12.5 (¢ 1.0, MeOH); 'H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 0.83-0.94
(m, 6H), 1.21-1.44 (m, 24H), 1.59-1.75 (m, 4H), 3.38-3.56 (m, 4H), 3.96-4.00 (m, 1H), 4.04-
4.09 (m, 1H), 4.35-4.39 (m, 1H), 4.45-4.50 (m, 1H), 4.53 (dd, 1H, J=2.2, 13.3 Hz), 5.15 (dd,
1H, J=2.3, 13.2 Hz); >C RMN (5, 100 MHz, CD;OD): 14.4, 23.7, 27.6, 27.8, 30.26, 30.32,
30.39, 30.44, 30.56, 30.58, 33.0, 44.1, 44.4, 59.0, 70.7, 71.1, 75.2, 76.5, 83.4, 162.6. HRMS
calculat per CysH49N,Os: 457.3641 [M+H]+. Trobat: 457.3626.

OH OBn
HO/,' 3a ﬁ a:R=H; R1 = C@H13 HO//, 3a ﬁ
>:NR1 b: R=H; Ry =CgHy; >:NR1
HO £ (0] c:R=H; R1 = CgH1g HO 73 0O
(:)H dR= R1 = C9H1g (:)H
88a-c 105a-d

(3aRS,4SR,5SSR,65R,7RS,7aRS)-4-(benziloxi)-2-(hexilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-
5,6,7-triol ((x)-105a) i (3aRS,4SR,SRS,65R,7RS,7aRS)-2-(hexilimino)-octahidro-
benzo|d]oxazol-4,5,6,7-tetraol ((+)-88a)

D’acord amb el metode general de la reaccié d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 58 mg
(0.09 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (+)-99a, després de purificar el cru de
reaccio per cromatografia en columna flash (CH,Cl,/MeOH 20:1-10:1), s’obtingueren 4 mg
(0.01 mmol, 13%) de la isourea (£)-105a i 15 mg (0.05 mmol, 58%) de la isourea (+)-88a.

(+)-105a: Solid blanc; 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0D): 0.89 (t, 3H, J=6.9 Hz, CHj), 1.19-
1.36 (m, 6H, 3xCH.), 1.45-1.55 (m, 2H, CH>), 3.15-3.25 (m, 2H, NCH.), 3.38 (dd, 1H,
J=5.7, 10.6 Hz, H-6), 3.66 (t, 1H, J=3.3 Hz, H-4), 3.91 (dd, 1H, J=3.5, 5.5 Hz, H-5), 4.09
(dd, 1H, J=7.1, 10.6 Hz, H-7), 4.48 (dd, 1H, J=3.3, 8.5 Hz, H-3a), 4.56 (d, 1H, J=11.6 Hz,
PhCH:0), 4.81 (d, 1H, J=11.5 Hz, PhCH;0), 4.85-4.90 (m, 1H, H-7a), 7.25-7.38 (m, SH,

265



8. Part Experimental Sintesi de les isourees i guanidines bicicliques

Ph); °C RMN (3, 100 MHz, CD;0D): 14.3 (CHs), 23.6 (CH,), 27.3 (CH,), 32.5 (CH,), 44.0
(NCH»), 57.7 (C3a), 72.4 (C7), 73.7 (PhCH,0), 74.4 (C5), 75.9 (C6), 80.6 (C4), 87.9 (C7a),
128.6 (CHar), 128.9 (CHar), 129.5 (CHar), 139.2 (Car), 163.5 (C2). HRMS calculat per
Cy0H31N,0s5: 379.2233 [M+H]". Trobat: 379.2240.

(+)-88a: Solid blanc; 'H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 0.92 (t, 3H, J=6.8 Hz, CH3), 1.25-
1.44 (m, 6H, 3xCH,), 1.56-1.66 (m, 2H, CH,), 3.26-3.34 (m, 3H, NCH,, H-6), 3.66 (t, 1H,
J=5.6 Hz, H-5), 3.76-3.80 (m, 1H, H-7), 4.00-4.05 (m, 1H, H-4), 4.42-4.43 (m, 1H, H-3a),
4.87-4.95 (m, 1H, H-7a); °C RMN (8, 100 MHz, CD;0D): 14.4 (CH3), 23.7 (CH,), 27.6
(CH»), 30.2 (CH»), 32.9 (CH,), 44.0 (NCH>), 58.7 (C3a), 71.7 (C4), 72.9 (C6), 75.6 (CS5),
76.5 (C7), 87.8 (C7a), 163.4 (C2). HRMS calculat per C;3H,5N,Os: 289.1763 [M+H]".
Trobat: 289.1764.

(3aRS,4SR,5SR,65R,7TRS,7aRS)-4-(benziloxi)-2-(octilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-
5,6,7-triol ((x)-105b) i (3aRS,4SR,5RS,65R,7RS,7aRS)-2-(octilimino)-octahidro-
benzo[d]oxazol-4,5,6,7-tetraol ((+)-88b)

D’acord amb el metode general de la reaccié d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 74 mg
(0.11 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (£)-99b, després de purificar el cru de
reaccio per cromatografia en columna flash (CH,Cl,/MeOH 20:1-10:1), s’obtingueren 9 mg
(0.02 mmol, 21%) de la isourea (£)-105b i 20 mg (0.06 mmol, 57%) de la isourea (+)-88b.

(£)-105b: Solid blanc; 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0D): 0.90 (t, 3H, J=7.0 Hz, CH3), 1.20-
1.36 (m, 10H, 5xCH,), 1.45-1.55 (m, 2H, CH,), 3.15-3.25 (m, 2H, NCH,), 3.38 (dd, 1H,
J=5.6, 10.6 Hz, H-6), 3.68 (t, 1H, J=2.9 Hz, H-4), 3.91 (dd, 1H, J=3.4, 5.5 Hz, H-5), 4.11
(dd, 1H, J=7.1, 10.5 Hz, H-7), 4.50 (dd, 1H, J=2.4, 8.4 Hz, H-3a), 4.56 (d, 1H, J=11.5 Hz,
PhCH,0), 4.82 (d, 1H, J=11.5 Hz, PhCH,0), 4.85-4.90 (m, 1H, H-7a), 7.25-7.38 (m, 5H,
Ph); *C RMN (3, 100 MHz, CD;OD): 14.4 (CHs), 23.7 (CH,), 27.6 (CH,), 30.2 (CH,), 30.3
(CH,), 32.9 (2xCHy), 44.0 (NCH,), 57.2 (C3a), 72.3 (C7), 73.7 (PhCH,0), 74.3 (C5), 75.9
(C6), 80.5 (C4), 88.2 (C7a), 128.6 (CHar), 128.9 (CHar), 129.5 (CHar), 139.2 (Car), 163.5
(C2). HRMS calculat per C5,H3sN,Os: 407.2546 [M+H]". Trobat: 407.2539

(+)-88b: Solid blanc; 'H RMN (8, 500 MHz, CDsOD): 0.91 (t, 3H, J=6.9 Hz, CHj), 1.23-
1.44 (m, 10H, 5xCH>), 1.56-1.68 (m, 2H, CH>), 3.26-3.34 (m, 3H, NCH., H-6), 3.67 (t, 1H,
J=5.5 Hz, H-5), 3.81 (t, 1H, J=4.2 Hz, H-7), 4.04 (dd, 1H, J=7.2, 9.9 Hz, H-4), 4.44 (d, 1H,
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J=5.7 Hz, H-3a), 4.87-4.95 (m, 1H, H-7a); '"H RMN (5, 500 MHz, D,0): 0.88 (t, 3H, J=6.7
Hz, CHj;), 1.19-1.41 (m, 10H, 5xCH,), 1.57-1.66 (m, 2H, CH,), 3.29-3.38 (m, 2H, NCH,),
3.39-3.45 (m, 1H, H-6), 3.65 (t, 1H, J=8.3 Hz, H-5), 3.86 (dd, 1H, J=7.7, 10.0 Hz, H-7), 3.93
(dd, 1H, J=4.6, 8.1 Hz, H-4), 4.57 (dd, 1H, J=4.9, 7.1 Hz, H-3a), 4.95-5.05 (m, 1H, H-7a);
3C RMN (8, 100 MHz, CD;0D): 14.4 (CH3), 23.7 (CH,), 27.6 (CH,), 30.2 (2xCH>), 30.3
(CH»), 32.9 (CH,), 44.0 (NCH»), 58.7 (C3a), 71.7 (C4), 72.9 (C6), 75.6 (C5), 76.5 (C7), 87.8
(C7a), 163.4 (C2). HRMS calculat per C;5sH29N,0s: 317.2076 [M+H]". Trobat: 317.2045.

(3aRS,4SR,5SR,65R,7TRS,7aRS)-4-(benziloxi)-2-(nonilimino)-octahidrobenzo|[d]oxazol-
5,6,7-triol ((£)-105¢) i (3aRS,4SR,5RS,65R,7RS,7aRS)- 2-(nonilimino)-octahidro-
benzo|d]oxazol-4,5,6,7-tetraol ((£)-88¢)

D’acord amb el metode general de la reaccidé d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 68 mg
(0.10 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (£)-99¢, després de purificar el cru de
reaccio per cromatografia en columna flash (CH,Cl,/MeOH 20:1-10:1), s’obtingueren 7 mg
(0.02 mmol, 18%) de la isourea (£)-105¢ 1 17 mg (0.05 mmol, 53%) de la isourea (+)-88c.

(£)-105¢: Solid blanc; 'H RMN (3, 500 MHz, CD;0D): 0.90 (t, 3H, J=6.5 Hz, CH3), 1.17-
1.41 (m, 12H, 6xCH,), 1.45-1.55 (m, 2H, CH,), 3.15-3.26 (m, 2H, NCH>), 3.40 (dd, 1H,
J=5.6, 10.4 Hz, H-6), 3.66-3.73 (m, 1H, H-4), 3.88-3.94 (m, 1H, H-5), 4.11 (dd, 1H, J=7.1,
10.3 Hz, H-7), 4.50 (d, 1H, J=8.6 Hz, H-3a), 4.57 (d, 1H, J=11.5 Hz, PhCH,0), 4.82 (d, 1H,
J=11.5 Hz, PhCH,0), 4.91 (t, 1H, J=7.6 Hz, H-7a), 7.25-7.42 (m, 5H, Ph); °C RMN (3, 100
MHz, CD;OD): 14.4 (CH3), 23.7 (CH), 27.6 (CH,), 30.2 (2xCH,), 30.3 (CH,), 33.0
(2xCH,), 44.0 (NCH,), 57.2 (C3a), 72.3 (C7), 73.7 (PhCH,0), 74.3 (C5), 75.9 (C6), 80.5
(C4), 88.2 (C7a), 128.6 (CHar), 128.9 (CHar), 129.5 (CHar), 139.2 (Car), 163.5 (C2).
HRMS calculat per C»3H37N,05: 421.2702 [M+H]+. Trobat: 421.2698.

(+)-88¢: Solid blanc; 'H RMN (5, 500 MHz, CD;OD): 0.90 (t, 3H, J=6.9 Hz, CHj), 1.22-
1.44 (m, 12H, 6xCH,), 1.55-1.68 (m, 2H, CH>), 3.26-3.34 (m, 3H, NCH,, H-6), 3.68 (t, 1H,
J=5.0 Hz, H-5), 3.81 (t, 1H, J=4.2 Hz, H-7), 4.05 (dd, 1H, J=7.6, 9.4 Hz, H-4), 4.44 (d, 1H,
J=5.7 Hz, H-3a), 4.87-4.95 (m, 1H, H-7a); °’C RMN (3, 100 MHz, CD;0D): 14.4 (CH3),
23.7 (CH,), 27.6 (CH,), 30.3 (CH,), 30.4 (CH,), 30.6 (CH,), 33.0 (2xCH,), 44.0 (NCH,),
58.7 (C3a), 71.7 (C4), 72.8 (C6), 75.6 (C5), 76.5 (C7), 87.8 (C7a), 163.4 (C2). HRMS
calculat per C1¢H3N>Os: 331.2233 [M+H]". Trobat: 331.2214.
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(3aR,45,55,6S,7R,7aR)-4-(benziloxi)-2-(nonilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-5,6,7-triol
(()-105¢) i (3aRA4S5,5R,6S,7R,7aR)-2-(nonilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-4,5,6,7-
tetraol ((-)-88¢)

D’acord amb el métode general de la reaccid d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 105
mg (0.15 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (-)-99¢, després de purificar el cru de
reaccio per cromatografia en columna flash (CH,Cl,/MeOH 20:1-10:1), s’obtingueren 10 mg
(0.02 mmol, 15%) de la isourea (-)-105¢ i 33 mg (0.10 mmol, 66%) de la isourea (-)-88c.

(-)-105¢: Solid blanc; [a] #-4.5 (¢ 1.0, MeOH); Les dades espectroscopiques obtingudes

coincideixen amb les del producte racémic (+)-105c. HRMS calculat per C,3H37N,0Os:
421.2702 [M+H]". Trobat: 421.2689.

(-)-88¢: Solid blanc; [a]#-29.6 (¢ 0.6, MeOH); Les dades espectroscopiques obtingudes

coincideixen amb les del producte racémic (£)-88c. HRMS calculat per C;¢H31N,Os:
331.2233 [M+H]". Trobat: 331.2235.

(3aR,45,55,6S,7R,7aR)-4-(benziloxi)-3-nonil-2-(nonilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-
5,6,7-triol ((-)-105d)

D’acord amb el metode general de la reaccio d’O-desbenzilacio amb BCls, a partir de 50 mg
(0.06 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (-)-99d, després de purificar el cru de
reaccid per cromatografia en columna flash (CH,Cl,/MeOH 50:1-15:1), s’obtingueren 27 mg
(0.05 mmol, 81%) de la isourea (-)-105d.

(-)-105d: Solid blanc; [a]Z-11.4 (¢ 1.0, MeOH); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0D): 0.90 (t,
6H, J=6.5 Hz), 1.21-1.37 (m, 24H), 1.47-1.63 (m, 4H), 2.86-2.94 (m, 1H), 3.26-3.36 (m,
3H), 3.42 (dd, 1H, J=5.1, 10.9 Hz), 3.78-3.81 (m, 1H), 4.02-4.07 (m, 1H), 4.20 (dd, 1H,
J=7.1, 10.8 Hz), 4.44 (d, 1H, J=11.4 Hz), 4.48 (dd, 1H, J=2.8, 8.9 Hz), 4.81 (d, 1H, J=11.4
Hz), 4.90 (t, 1H, J=7.9 Hz), 7.27-7.42 (m, 5H); >*C RMN (8, 100 MHz, CD;0D): 14.4, 23.7,
27.5, 27.8, 30.24, 30.26, 30.30, 30.34, 30.48, 30.53, 30.56, 32.97, 32.99, 43.8, 44.3, 59.6,
71.8,72.8,73.8,76.1,77.7,87.2,129.32, 129.35 (2), 129.7 (2), 138.7, 161.5. HRMS calculat
per C3HssN2Os: 547.4111 [M+H]+. Trobat: 547.4135.
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OH OBn
HO,, 33§ a:R=H;Ry=CgHyz  HO, 3,N
>=NR; b:R=H;R;=CgHy; >=NR;
HO” 72’0 cR=H;R1=CgHig o 730
6H d:R= R1 = CgH19 6H
89a-d 106a-c

(3aSR,4SR,5SR,65R,7RS,7aSR)-4-(benziloxi)-2-(hexilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-
5,6,7-triol ((£)-106a) i (3aSR,4SR,5RS,6SR,7RS,7aSR)-2-(hexilimino)-octahidro-
benzo[d]oxazol-4,5,6,7-tetraol ((£)-89a)

D’acord amb el metode general de la reaccidé d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 69 mg
(0.11 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (+)-100a, després de purificar el cru de
reaccio per cromatografia en columna flash (CH,Cl,/MeOH 20:1-10:1), s’obtingueren 7 mg
(0.02 mmol, 18%) de la isourea (£)-106a 1 19 mg (0.07 mmol, 63%) de la isourea (+)-89a.

(£)-106a: Solid blanc; 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0D): 0.92 (t, 3H, J=6.8 Hz, CH3), 1.29-
1.39 (m, 6H, 3xCH,), 1.55-1.60 (m, 2H, CH.,), 3.21 (dt, 2H, J=1.9, 6.8 Hz, NCH,), 3.61-3.67
(m, 3H, H-4, H-5, H-6), 3.97 (dd, 1H, J=3.6, 7.4 Hz, H-7), 4.14 (dd, J=5.8, 7.7 Hz, H-3a),
4.74 (d, 1H, J=11.4 Hz, PhCH:0), 4.84 (d, 1H, J=11.4 Hz, PhCH,0), 4.95-5.01 (m, 1H, H-
7a), 7.26-7.43 (m, 5H, Ph); "H RMN (8, 500 MHz, D,0): 0.93 (t, 3H, J=6.8 Hz, CH;), 1.31-
1.43 (m, 6H, 3xCH,), 1.58-1.67 (m, 2H, CH.,), 3.21-3.31 (m, 2H, NCH>), 3.65 (t, 1H, J=7.9
Hz, H-4), 3.69 (t, 1H, J=8.4 Hz, H-5), 3.73 (t, 1H, J=8.3 Hz, H-6), 4.08 (dd, 1H, J=3.7, 9.1
Hz, H-7), 4.21 (t, 1H, J=6.6 Hz, H-3a), 4.86 (d, 1H, J=11.3 Hz, PhCH;0O), 4.93 (d, 1H,
J=11.3 Hz, PhCH,0), 5.10-5.16 (m, 1H, H-7a), 7.46-7.58 (m, 5H, Ph); *C RMN (8, 100
MHz, CD;OD): 14.4 (CH3), 23.6 (CH>), 27.4 (CH>), 30.2 (CH»), 32.6 (CH»), 43.8 (NCH»),
62.5 (C3a), 71.1 (C7), 74.3 (C6), 75.3 (C5), 76.5 (PhCH,0), 82.7 (C4), 84.2 (C7a), 128.7
(CHar), 129.1 (CHar), 129.3 (CHar), 139.7 (Car), 163.4 (C2). HRMS calculat per
Cy0H31N,05: 379.2233 [M+H]". Trobat: 379.2214.

(+)-89a: Solid blanc; 'H RMN (8, 500 MHz, CD;OD): 0.92 (t, 3H, J=6.7 Hz, CH3), 1.25-
1.44 (m, 6H, 3xCH>), 1.55-1.66 (m, 2H, CH,), 3.23-3.33 (m, 2H, NCH), 3.34-3.38 (m, 1H,
H-5), 3.66 (t, 1H, J=6.1 Hz, H-6), 3.81 (dd, 1H, J=7.5, 9.0 Hz, H-4), 3.95-4.05 (m, 1H, H-7),
4.09-4.12 (m, 1H, H-3a), 5.11-5.24 (m, 1H, H-7a); °C RMN (8, 100 MHz, CD;0D): 14.3
(CH3), 23.6 (CH,), 27.3 (CH>), 32.5 (CH.), 44.0 (NCH,), 61.5 (C3a), 71.4 (C7), 74.5 (C6),
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75.8 (C5), 76.6 (C4), 84.5 (C7a), 163.2 (C2). HRMS calculat per C;3H,sN,Os: 289.1763
[M+H]". Trobat: 289.1739.

(3aSR,4SR,5SR,65R,7TRS,7aSR)-4-(benziloxi)-2-(octilimino)-octahidrobenzo[d]oxazol-
5,6,7-triol ((x)-106b) i (3aSR,4SR,5RS,6SR,7RS,7aSR)-2-(octilimino)-octahidro-
benzo|d]oxazol-4,5,6,7-tetraol ((£)-89b)
D’acord amb el métode general de la reaccio d’O-desbenzilacio amb BCls, a partir de 83 mg
(0.12 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (£)-100b, després de purificar el cru de
reaccid per cromatografia en columna flash (CH,Cl,/MeOH 20:1-10:1), s’obtingueren 7 mg
(0.02 mmol, 15%) de la isourea (£)-106b i 26 mg (0.08 mmol, 67%) de la isourea (+)-89b.

(£)-106b: Solid blanc; 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0OD): 0.91 (t, 3H, J=6.8 Hz, CHj3), 1.24-
1.53 (m, 10H, 5xCH>), 1.52-1.65 (m, 2H, CH.>), 3.24 (t, 2H, J=7.0 Hz, NCH.,), 3.64-3.71 (m,
3H, H-4, H-5, H-6), 3.98 (dd, 1H, J=3.6, 7.2 Hz, H-7), 4.16-4.22 (m, 1H, H-3a), 4.75 (d, 1H,
J=11.5 Hz, PhCH,0), 4.86 (d, 1H, J=11.4 Hz, PhCH,0), 4.99-5.06 (m, 1H, H-7a), 7.26-7.43
(m, 5H, Ph); °C RMN (8, 100 MHz, CD;OD): 14.4 (CHj), 23.7 (CH,), 27.7 (CH,), 30.1
(CH»), 30.33 (CH»), 30.35 (CH,), 33.0 (CHy), 43.8 (NCH,), 61.8 (C3a), 71.0 (C7), 74.3
(Co), 75.5 (C5), 76.5 (PhCH,0), 82.3 (C4), 84.4 (C7a), 128.7 (CHar), 129.1 (CHar), 129.3
(CHar), 139.7 (Car), 163.4 (C2). HRMS calculat per C2,H3sN,0s: 407.2546 [M+H]". Trobat:
407.2544.

(+)-89b: Solid blanc; 'H RMN (5, 500 MHz, CD;OD): 0.91 (t, 3H, J=7.0 Hz, CHj), 1.24-
1.42 (m, 10H, 5xCH,), 1.55-1.66 (m, 2H, CH>), 3.19-3.30 (m, 2H, NCH.), 3.35 (dd, 1H,
J=6.0, 9.2 Hz, H-5), 3.65 (t, 1H, J=6.1 Hz, H-6), 3.80 (dd, 1H, J=7.5, 9.0 Hz, H-4), 3.95-
4.02 (m, 1H, H-7), 4.09 (t, 1H, J=7.7 Hz, H-3a), 5.11-5.21 (m, 1H, H-7a); '"H RMN (3, 500
MHz, D,0): 0.88 (t, 3H, J=6.9 Hz, CHj), 1.24-1.40 (m, 10H, 5xCH>), 1.58-1.68 (m, 2H,
CH>), 3.27-3.38 (m, 2H, NCH»), 3.42 (t, 1H, J=9.0 Hz, H-5), 3.61 (dd, 1H, J=8.0, 9.6 Hz, H-
4), 3.64 (t, 1H, J=9.0 Hz, H-6), 4.05 (dd, 1H, J=4.3, 9.3 Hz, H-7), 4.12 (t, 1H, J=7.5 Hz, H-
3a), 5.18 (dd, 1H, J=4.8, 6.7 Hz, H-7a); °C RMN (5, 100 MHz, CD;0D): 14.5 (CH;), 23.7
(CH), 27.6 (CHa), 30.3 (CHa), 30.4 (CHy), 33.0 (CH,), 44.0 (NCHy), 61.5 (C3a), 71.5 (C7),
74.5 (C6), 75.9 (C5), 76.6 (C4), 84.6 (C7a), 163.3 (C2). HRMS calculat per C;sHzoN,Os:
317.2076 [M+H]'. Trobat: 317.2046.
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(3aSR,4SR,5SR,65R,7RS,7aSR)-4-(benziloxi)-2-(nonilimino)-octahidrobenzo|[d]oxazol-
5,6,7-triol ((£)-106¢) i (3aSR,4SR,5RS,65R,7RS,7aSR)-2-(nonilimino)-octahidro-
benzo|d]oxazol-4,5,6,7-tetraol ((£)-89c¢)

D’acord amb el métode general de la reaccid d’O-desbenzilacio amb BCls, a partir de 100
mg (0.14 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (+)-100c, després de purificar el cru de
reaccio per cromatografia en columna flash (CH,Cl,/MeOH 20:1-10:1), s’obtingueren 7 mg
(0.02 mmol, 12%) de la isourea (£)-106¢ 1 33 mg (0.10 mmol, 69%) de la isourea (+)-89c.

(£)-106¢: Solid blanc; 'H RMN (3, 500 MHz, CD;OD): 0.90 (t, 3H, J=7.0 Hz, CH3), 1.20-
1.39 (m, 12H, 6xCH), 1.54-1.63 (m, 2H, CH,), 3.22 (t, 2H, J=7.0 Hz, NCH,), 3.61-3.67 (m,
3H, H-4, H-5, H-6), 3.98 (dd, 1H, J=3.6, 7.1 Hz, H-7), 4.14-4.20 (m, 1H, H-3a), 4.74 (d, 1H,
J=11.4 Hz, PhCH,0), 4.85 (d, 1H, J=11.4 Hz, PhCH,0), 4.95-5.05 (m, 1H, H-7a), 7.26-7.43
(m, 5H, Ph); °C RMN (3, 100 MHz, CD;OD): 14.4 (CHs), 23.7 (CHs), 27.7 (CH,), 30.2
(CH,), 30.39 (CH,), 30.42 (CH,), 30.6 (CH,), 33.0 (CH,), 43.8 (NCH>), 62.0 (C3a), 71.0
(C7), 74.3 (C6), 75.4 (C5), 76.5 (PhCH,0), 82.5 (C4), 84.3 (C7a), 128.7 (CHar), 129.1
(CHar), 129.3 (CHar), 139.7 (Car), 163.4 (C2). HRMS calculat per Cy3H37N,Os: 421.2702
[M+H]". Trobat: 421.2682.

(+)-89¢: Solid blanc; 'TH RMN (8, 500 MHz, CDs;OD): 0.90 (t, 3H, J=6.9 Hz, CHj;), 1.25-
1.42 (m, 12H, 6xCH,), 1.57-1.65 (m, 2H, CH,), 3.25-3.30 (m, 2H, NCH5), 3.34-3.38 (m, 1H,
H-5), 3.66 (t, 1H, J=6.0 Hz, H-6), 3.81 (t, 1H, J=8.3 Hz, H-4), 3.97-4.04 (m, 1H, H-7), 4.09-
4.14 (m, 1H, H-3a), 5.13-5.24 (m, 1H, H-7a); >*C RMN (8, 100 MHz, CD;0D): 14.4 (CH3),
23.7 (CH,), 27.6 (CH,), 30.3 (CH,), 30.4 (CH,), 30.6 (CH,), 33.0 (CH,), 44.0 (NCH,), 61.4
(C3a), 71.4 (C7), 74.5 (C6), 75.8 (C5), 76.5 (C4), 84.5 (C7a), 163.2 (C2). HRMS calculat
per Ci6H31N,Os: 331.2233 [M+H]+. Trobat: 331.2223.

(3a$,45,58,68,7R,7a5)-4-(benziloxi)-2-(nonilimino)-octahidrobenzo[d]oxazol-5,6,7-triol
((+)-106¢) i (3a85,45,5R,6S5,7R,7aS)-2-(nonilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-4,5,6,7-
tetraol ((+)-89¢)

D’acord amb el metode general de la reaccid d’O-desbenzilacié amb BCls, a partir de 112
mg (0.16 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (-)-100c¢, després de purificar el cru de
reaccio per cromatografia en columna flash (CH,Cl,/MeOH 20:1-10:1), s’obtingueren 10 mg
(0.02 mmol, 14%) de la isourea (+)-106¢ i 36 mg (0.11 mmol, 68%) de la isourea (+)-89c.
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(+)-106¢: Solid blanc; [a] #+10.7 (¢ 0.9, MeOH); Les dades espectroscopiques obtingudes

coincideixen amb les del producte racémic (+)-106c. HRMS calculat per C,3H37N,0s:
421.2702 [M+H]". Trobat: 421.2704.

(+)-89¢: Solid blanc; [a]#+16.2 (¢ 0.9, MeOH); Les dades espectroscopiques obtingudes

coincideixen amb les del producte racemic (+)-89c. HRMS calculat per CicH3N,Os:
331.2233 [M+H]". Trobat: 331.2235.

(3aS,48,5R,6S,7R,7aS5)-3-nonil-2-(nonilimino)-octahidrobenzo|d]oxazol-4,5,6,7-tetraol
((+)-894d)

Es va seguir el procediment general per a I’O-desbenzilacié amb BCl;. En aquest cas, es va
partir de 57 mg (0.07 mmol) de la isourea biciclica O-benzilada (-)-100d i un cop finalitzada
la reaccid, es van eliminar els dissolvents a pressio reduida. Tot seguit, al residu resultant
s’hi van addicionar uns 5 mL d’AcOEt de qualitat HPLC. Després de deixar al ultrasons el
matras durant 2-3 min, es va observar la formacié d’un precipitat blanc. Amb molta cura, es
va treure el sobrenedant i, després de repetir el procés de rentat amb AcOEt dos cops més 1
assecar el solid al buit, s’obtingueren 29 mg (0.06 mmol, 90%) de la isourea biciclica (+)-

89d.

(+)-89d: Solid blanc; [a] 2 +8.4 (¢ 1.0, MeOH); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0D): 0.90 (t, 6H,
J=6.8 Hz), 1.23-1.42 (m, 24H), 1.57-1.83 (m, 4H), 3.31-3.34 (m, 1H), 3.36-3.44 (m, 2H),
3.53-3.62 (m, 2H), 3.64 (t, 1H, J=5.9 Hz), 3.95 (dd, 1H, J=7.5, 9.6 Hz), 3.98 (dd, 1H, J=3.8,
5.4 Hz), 4.17 (t, 1H, J=7.9 Hz), 5.16 (dd, 1H, J=3.4, 8.4 Hz); °C RMN (8, 100 MHz,
CD;OD): 14.4, 23.7,27.5, 27.6, 30.32, 30.34, 30.56, 30.58, 33.0, 44.3, 45.0, 64.0, 71.8, 73.1,
75.8, 76.6, 83.0, 161.1. HRMS calculat per C,sHyN,Os: 457.3641 [M+H]". Trobat:
457.3658.

OH
HO/,, 3’9\‘\5
>:NR1 c:R= H; R1 = CgH»]g
HO VN e: R =H; Ry = (CHp)sPh
EA
OH
90c,e
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(3aR,4S5,5R,6R,7S,7aS)-2-(nonilimino)-octahidro-1H-benzo|d]imidazol-4,5,6,7-tetraol
((9-90¢)

Es va seguir el procediment general per a I’O-desbenzilacié amb BCl;. En aquest cas, es va
partir de 70 mg (0.10 mmol) de la guanidina biciclica O-benzilada (-)-103¢ i un cop
finalitzada la reaccio, es van eliminar els dissolvents a pressié reduida. Tot seguit, al residu
resultant s’hi van addicionar uns 5 mL d’AcOEt de qualitat HPLC. Després de deixar al
ultrasons el matras durant 2-3 min, es va observar la formacié d’un precipitat blanc. Amb
molta cura, es va treure el sobrenedant i, després de repetir el procés de rentat amb AcOEt
dos cops més i assecar el solid al buit, s’obtingueren 28 mg (0.09 mmol, 85%) de la

guanidina biciclica (-)-90c¢.

(-)-90c¢: Solid blanc; [a] -14.5 (c 1.0, MeOH); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;OD): 0.90 (t, 3H,
J=6.8 Hz), 1.22-1.42 (m, 12H), 1.55-1.64 (m, 2H), 3.17-3.28 (m, 3H), 3.42-3.56 (m, 2H),
3.71-3.83 (m, 2H), 4.15-4.27 (m, 1H); 'H RMN (8, 500 MHz, D,0): 1.05 (t, 3H, J=6.9 Hz,
CH;), 1.40-1.56 (m, 12H, 6xCH), 1.73-1.83 (m, 2H, CH>), 3.44 (t, 2H, J=6.9 Hz, NCH>),
3.52 (t, 1H, J=9.6 Hz, H-5), 3.71 (dd, 1H, J=8.6, 9.5 Hz, H-4), 3.76 (t, 1H, J=9.3 Hz, H-6),
4.02 (t, 1H, J=7.3 Hz, H-3a), 4.07 (dd, 1H, J=4.9, 9.3 Hz, H-7), 4.47 (t, 1H, J=5.3 Hz, H-7a);
BC RMN (3, 100 MHz, CD;0D): 14.4 (CH3), 23.6 (CH,), 27.6 (CH,), 30.2 (CH,), 30.3
(2xCHa), 30.5 (CH,), 33.0 (CH»), 44.0 (NCH>), 60.0 (C3a), 60.9 (C7a), 71.6 (C7), 74.9 (C6),
75.2 (C5), 76.1 (C4), 160.9 (C2). HRMS calculat per C;¢H3N304: 330.2393 [M+H]".
Trobat: 330.2386.

(3aR,4S,5R,6R,7S,7aS)-2-(3-fenilpropilimino)-octahidro-1H-benzo|d]imidazol-4,5,6,7-
tetraol ((-)-90e)

Es va seguir el procediment general per a I’O-desbenzilacié amb BCls. En aquest cas, es va
partir de 50 mg (0.07 mmol) de la guanidina biciclica O-benzilada (-)-103e i un cop
finalitzada la reaccio, es van eliminar els dissolvents a pressié reduida. Tot seguit, al residu
resultant s’hi van addicionar uns 5 mL d’AcOEt de qualitat HPLC. Després de deixar al
ultrasons el matras durant 2-3 min, es va observar la formacié d’un precipitat blanc. Amb
molta cura, es va treure el sobrenedant i, després de repetir el procés de rentat amb AcOEt
dos cops més i assecar el solid al buit, s’obtingueren 19 mg (0.06 mmol, 83%) de la

guanidina biciclica (-)-90e.
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(-)-90e: Solid blanc; [a]#-8.2 (¢ 1.0, MeOH); 'H RMN (8, 500 MHz, CD;0D): 1.90-1.96
(m, 2H), 2.70 (t, 2H, J=7.7 Hz), 3.18-3.30 (m, 3H), 3.47-3.59 (m, 2H), 3.73-3.83 (m, 2H),
4.17-4.26 (m, 1H), 7.14-7.34 (m, 5H); '"H RMN (8, 500 MHz, D,0): 2.11-2.17 (m, 2H), 2.91
(t, 2H, J=7.3 Hz), 3.45 (t, 2H, J=6.7 Hz), 3.50 (t, 1H, J=9.7 Hz), 3.66 (t, 1H, J=9.0 Hz), 3.73
(t, 1H, J=9.0 Hz), 3.98 (t, 1H, J=7.3 Hz), 4.04 (dd, 1H, J=4.9, 8.8 Hz), 4.38-4.48 (m, 1H),
7.42-7.63 (m, 5H); >C RMN (8, 100 MHz, CD;OD): 31.8, 33.6, 43.4, 60.0, 60.9, 71.6, 75.0,
75.2, 76.1, 127.2, 129.39, 129.42, 129.6, 142.3, 160.9. HRMS calculat per C;sH»4N30,:
322.1767 [M+H]". Trobat: 322.1771.

8.1.5.9 Sintesi del (3aR,4S,5R,6S,7R,7aR)-3-nonil-2-(nonilimino)-octahidro-
benzo[d]oxazol-4,5,6,7-tetraol ((-)-88d)

En un tub a pressid, es va dissoldre la isourea biciclica (-)-105d (25 mg, 0.04 mmol) en 3 mL
de MeOH 1 s’hi van addicionar 5 mg de Pd/C (5-15%) El sistema es va purgar amb quatre
cicles de buit i hidrogen, deixant finalment una pressié de 2 atm d’H,. Es deixa el sistema
amb agitacié vigorosa a t.a. durant 20 h. Passat aquest temps, es filtra la mescla resultant
sobre Celite” per tal de separar el catalitzador, es rentd amb 15 mL de MeOH i s’elimina el
dissolvent a pressio reduida. El cru obtingut es purifica per cromatografia en columna flash
(CH,Clp/MeOH 20:1-8:1). D’aquesta manera s’obtingueren 10 mg (0.02 mmol, 45%) de la
isourea biciclica (-)-88d i es recupera part del producte de partida (-)-105d.

(-)-88d: (10 mg, 0.02 mmol, 45 %); Solid blanc; [a] ¥-15.2 (¢
OH

o, s ﬁgHw 1.0, MeOH); 'H RMN (3, 500 MHz, CD;OD): 0.90 (t, 6H,
HO/@;OFNCQWQ J=6.3 Hz), 1.19-1.45 (m, 24H), 1.57-1.79 (m, 4H), 3.34-3.41

(m, 4H), 3.47-3.55 (m, 1H), 3.77-3.83 (m, 1H), 3.91-3.96 (m,
1H), 4.25 (dd, 1H, J=7.3, 10.6 Hz), 4.41 (d, 1H, J=8.7 Hz),
4.89 (t, 1H, J=8.0 Hz); '>*C RMN (3, 100 MHz, CD;0D): 14.4,
23.7,27.5,27.7,27.8, 30.27, 30.33, 30.5, 30.6, 33.0, 44.0, 44.3, 60.5, 70.2, 72.0, 76.3, 77.8,
87.1, 161.6. HRMS calculat per C,sH49N,Os: 457.3641 [M+H]+. Trobat: 457.3624.

OH
(-)-88d
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8.2 Estudis biologics

8.2.1 Materials i metodes en cel -lules

Els enzims 1 substrats utilitzats en els assaigs d’inhibicio van ser els segiients:
e p-nitrofenil-a-D-glucopiranosid (Sigma)

e p-nitrofenil-S-D-glucopiranosid (Sigma)

p-nitrofenil-a-D-galactopiranosid (Sigma)

p-nitrofenil-f-D-galactopiranosid (Sigma)

¢ 4-metilumbel-liferil-o-D-galactopiranosid (Sigma)

¢ 4-metilumbel-liferil- /-D-galactopiranosid (Sigma)

¢ 4-metilumbel-liferil-f-D-glucopiranosid (Sigma)

¢ 4-metilumbel-liferil-a-D-glucopiranosid (Sigma)

e a-glucosidasa de llevat de pa (EC 3.2.1.20, Sigma)

¢ o-glucosidasa d’arros (EC 3.2.1.20, Sigma)

e [-glucosidasa d’ametlla (EC 3.2.1.21, Sigma)

e o-galactosidasa de gra verd de cafe (EC 3.2.1.22, Sigma)
e [-galactosidasa de fetge de bou (EC 3.2.1.23, Sigma)

e Imiglucerasa (Cerezyme”, Genzyme)

La manipulacié de cultius cel-lulars implica 1’adopcio de tota una série de mesures per
poder garantir al maxim les condicions d’esterilitat necessaries. Tant el material que entra en
contacte amb les cel-lules com la superficie de treball han de ser estérils, per aixo és
necessari treballar sota una campana de flux laminar préviament esterilitzada amb radiacions
ultraviolades 1 tots els medis de cultius, solucions i materials han de ser estérils de tal manera
que es pugui mantenir la viabilitat 1 esterilitat del cultiu.

El cultiu de totes les cel-lules es va realitzar en un entorn esteril gracies a 1’is de
campanes de flux laminar vertical amb sistema de llum ultraviolada. Les cel-lules es van
cultivar en flascons de fons adherent i es va utilitzar un incubador a 37 °C amb una
atmosfera amb un 5% de CO..

Els fibroblasts wt d’humans (Eucellbank, Universitat de Barcelona) van ser cultivats en
medi DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma) que contenia un 10% de FBS
(Invitrogen) 1 un 1% d’antibiotic (100 U/ml de penicil-lina 1 100 pg/ml d’estreptomicina).

Quan s’observava que les cel-lules eren confluents (cada 3-4 dies), es
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procedia a la seva divisi6. S’aspirava el medi i es rentaven les cel-lules amb PBS. Després
s’afegi Tripsina-EDTA 1x 1 es deixaven durant 2 minuts en contacte amb les cel-lules a
I’incubador. Passat aquest temps, es podia observar com les c¢l-lules es desprenien del fons
del flasco. Tot seguit, s’afegia medi de cultiu en la quantitat necessaria, es barrejava bé 1 es
repartia en els diferents flascons. Les c¢l-lules s’han utilitzat entre els 14 1 30 passatges.

Els limfoblasts de malats de Gaucher amb les mutacions N370S (GM10873, Coriell Cell
Repositories) o L444P (GMO08752, Coriell Cell Repositories) en el gen precursor de la
GCase es van créixer en suspensié i en medi de cultiu RPMI-1640 (Gibco) que es va
suplementar amb un 20% de FBS (Invitrogen) i un 1% d’antibiotic (100 U/mL de
penicil-lina i 100 pg/mL d’estreptomicina). Per a la seva divisio, les cel-lules es van treure
del flasco 1 es disposaven en tubs Falcon. Els tubs es centrifugaven a 1300 rpm durant 3 min
a 4 °C. Seguidament s’elimina el sobrenedant 1 les c¢l-lules de cada tub es van resuspendre
amb 10 mL de medi nou. Tot seguit es contaven el nombre de cél-lules utilitzant un
hematocitometre Neubauer i la tincid amb Tripan blue. Les c¢l-lules es tornaven a posar al
flascé amb el medi necessari per tenir una densitat de 3x10° cél-lules/mL. Les cél-lules s’han

utilitzat entre els 5 1 16 passatges.

8.2.2 Estudis d'inactivacié amb el CBE, el ciclofelitol i I'1R,6S-epi-ciclofelitol
Aquests estudis es van fer amb els inhibidors irreversibles sobre la imiglucerasa i la

[-glucosidasa Bgls d’Streptomyces sp.

8.2.2.1 Inactivacié de la imiglucerasa pels epoxids

En el cas de la imiglucerasa, 1’assaig es va fer en plaques de 96 pous. Es va fer una pre-
incubacié a 37 °C a diferents temps (0, 1, 2, 3, 4, 5 1 9 min), en abséncia (control) i en
preséncia dels inhibidors a diferents concentracions amb 250 pL de 1’enzim (0.1 mg mL™)
en un volum total de 270 pL de solucié amortidora Mcllvaine (100 mM d’acid citric i 200
mM de fosfat de sodi, pH 5.2) amb 0.1% Triton X-100 (v/v) 1 0.25% de taurocolat de sodi
(p/v). Després dels temps de pre-incubacid, es va agafar una aliquota de 27 uL de les
mescles enzim-inhibidor, enzim-sense inhibidor i del blanc i1 es van addicionar sobre una
mescla de 13 pL d’una solucié amortidora Mcllvaine amb 0.1% Triton X-100 (v/v) 1 0.25%
de taurocolat de sodi (p/v) i 60 uL del substrat 4-metilumbel-liferil S-D-glucopiranosid (4
mM en solucié amortidora Mcllvaine, pH 5.2) i la placa s’incuba durant 10 min a 37 °C.

Passat aquest temps, la reaccid es para afegint a cada pou 150 uL d’una solucié amortidora
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Glicina/NaOH (100 mM, pH 10.6). Es barreja bé el contingut dels pous i la placa es tapa de
la llum. Per ultim, es va determinar la 4-metilumbel-liferona formada en el fluorimetre
SpectraMax M5 (Molecular Devices Corporation) a una longitud d’ona d’excitacié de 355
nm i a una d’emissio de 460 nm.

Per a determinar ’activitat de la imiglucerasa després de la dialisi en preséncia dels
inhibidors irreversibles, es van incubar 75 puL de I’enzim (0.1 mg mL™") en abséncia (control)
1 en presencia dels inhibidors en un volum total de 81 pL de solucié amortidora Mcllvaine
(pH 5.2) amb 0.1% Triton X-100 (v/v) 1 0.25% de taurocolat de sodi (p/v) durant 20 min a
37 °C. Després de la incubacid, es van agafar 54 pL de la mescla i es va fer una dialisi
utilitzant filtres Centricon (Ultracel® YM-30). Es va rentar 3 vegades el filtre després de
cada centrifugacio (5 min) amb 50 pL. de la mateixa solucié amortidora utilitzada en la
incubacio 1 es va mesurar 1’activitat tant de les mostres no dialitzades (control) com de les

dialitzades.

8.2.2.2 Inactivacié de la B-glucosidasa Bgls d'Streptomyces sp.

En el cas de la f-glucosidasa Bgl; d’Streptomyces sp., ’assaig es va fer en tubs eppendorf
de 1.5 mL. Es va fer una pre-incubacio6 a 35 °C a diferents temps, en abséncia (control) i en
presencia dels inhibidors a diferents concentracions amb I’enzim (10 uM) en un volum total
de 300 pL de solucié amortidora de fosfats (50 mM, pH 7). Després dels temps de pre-
incubacid, es van agafar aliquotes de 20 puL de les mescles enzim-inhibidor 1 les del control 1
es van diluir fins a un volum de 200 pL amb la mateixa solucié amortidora. D’aquesta
solucid, es van agafar 8 pL 1 es van afegir sobre una mescla formada per 72 uL d’aigua
milliQ 1 100 pL de la solucié amortidora de fosfats (50 mM, pH 7). Tot seguit es van afegir
20 pL del substrat p-nitrofenil-£-D-glucopiranosid (1 mM) sobre I’anterior mescla 1 la
hidrolisi enzimatica del substrat es va seguir en continu determinant 1’absorbancia a una

longitud d’onda de 405 nm durant 5 min.

8.2.3 Determinacié de I'activitat GCase recombinant (Imiglucerasa)
L’activitat de la imiglucerasa (Genzyme) es va determinar utilitzant el
4-metilumbel-liferil #-D-glucopirandsid com a substrat i es va seguir el procediment descrit a
la Tesi de Meritxell Egido-Gabas(2005)'* i a la bibliografia."*!
Aquest assaig es va fer en una placa de 96 pous i es van fer incubacions de 30 minuts (o
incubacions de 5 min per a determinar la ICs, dels epoxids, capitol 3) en abséncia (control) 1

en preséncia dels inhibidors a diferents concentracions amb 25 pL de ’enzim (0.1 mg mL™)
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en un volum total de 40 puL de solucid amortidora Mcllvaine (100 mM d’acid citric i 200
mM de fosfat de sodi, pH 5.2 o pH 7.0) amb 0.1% Triton X-100 (v/v) 1 0.25% de taurocolat
de sodi (p/v). Després dels 30 minuts d’incubacid, es van afegir 60 uL del substrat (4 mM
en solucié amortidora Mcllvaine, pH 5.2) i es torna a fer una incubacié a 37 °C durant 10
min. Passat aquest temps, la reaccio es para afegint a cada pou 150 puL d’una solucid
amortidora Glicina/NaOH (100 mM, pH 10.6). Es barreja bé el contingut dels pous i la placa
es tapa de la llum. Per ultim, es va determinar la 4-metilumbel-liferona formada en el
fluorimetre SpectraMax MS5 (Molecular Devices Corporation) a una longitud d’ona

d’excitacid de 355 nm 1 a una d’emissid de 460 nm.

Taula 8.1. Relacio de volums per als estudis d’activitat de la imiglucerasa.

Control | Inhibidor Blanc
Enzim 25 pl 25 pl --
Inhibidor -- variable --
DMSO 2ul variable --
Solucié Amortidora 13 ul 13 ul 40 pl
Incubaci6 30 minuts
| Substrat o60ul | eoul | eopl |
Incubacié 10 minuts
| Glicina/NaOH 150l | 150wl | 150l |

Els valors de ICsy (concentracié d’inhibidor que produeix un 50% d’inhibicid) es van
determinar amb la representacio del percentatge de fluorescéncia respecte al control enfront
la concentracid d’inhibidor. Per a determinar el valor de ICsy es van utilitzar com a minim
cinc concentracions diferents de I’inhibidor.

El tipus d’inhibicio 1 els valors de K; es van determinar amb la representacid de
Lineweaver-Burk (on es representa la inversa de la concentracié de substrat i la inversa de la

velocitat de reaccid) dels assaigs fets amb diferents concentracions d’inhibidor i de substrat.

8.2.4 Determinacié de les activitats de diverses glicosidases comercials

Per a determinar ’activitat sobre diverses glicosidases es va seguir el procediment descrit
a la Tesi de Meritxell Egido-Gabas (2005)'® i ala bibliograﬁa.131

Aquests assaigs es van fer en una placa de 96 pous i es van fer una pre-incubacio a 37 °C
durant 3 minuts en absencia (control) 1 en presencia dels inhibidors a diferents
concentracions amb la solucié amortidora al pH optim per cada enzim. Després de la pre-

incubacid, es va afegir ’enzim corresponent dissolt préviament en la mateixa solucid
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amortidora. Després de 5 minuts d’incubaci6 a 37 °C, es va afegir el substrat corresponent i
es torna a fer una incubacio a la mateixa temperatura durant 3 min (per a I’a-glucosidasa de
llevat del pa 1 la f~glucosidasa d’ametlla), 5 min (per a la f-galactosidasa de fetge de bou),
10 min (per a I’a-glucosidasa d’arrds) o 13 min (per a I’a-galactosidasa de gra de café verd).
Passat aquests temps, les reaccions es van parar afegint a cada pou 50 puL d’una solucid
amortidora Tris HCI (50 pL, 1 M) o Na,CO; (180 uL, 1 M, per a I’a-galactosidasa de gra de
café verd). Per ultim, es va determinar el p-nitrofenol format mesurant I’absorbancia a una
longitud d’onda de 405 nm amb ’espectrofotometre SpectraMax M5 (Molecular Devices

Corporation).

Taula 8.2. Condicions utilitzades per a determinar ’activitat de diverses glicosidases comercials.

a-Glucosidasa a-Glucosidasa [B-Glucosidasa | a-Galactosidasa (de | S-Galactosidasa (de
(de llevat del pa) (d’arros) (d’ametlla) gra verd de caf¢) fetge de bou)
e Fosfat sodic pH | Acetat sodic pH | Acetat sodic pH | Fosfat sodic pH 7.2
S"Z;’Z" 72 (1475 uL, | 5.0 (147.5uL,50 | 5.0 (147.5 uL, Z’:flat i’di%glfn;‘s (147.5 uL100 mM,
amortidora 100 mM) mM) 100 mM) e 0.1 mM MgCl,)
ML 2.5ul 2.5uL
inhibidor 2.5uL 0.9 uL 2.5uL
Temps 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min
incubacio
50 uL 50 uL 50 uL 20 uL 50 uL
L enzim | (0.1 mgmL"sol. | (30 uL+1.8 mL | (0.1 mgmL" sol. | (7.4 uL+1.99 mLsol. | (0.5 mg mL"' sol.
amortidora) sol. amortidora) amortidora) amortidora) amortidora)
. Temps. , S min 5 min 5 min 5 min 5 min
incubacio
p-nitrofenil-a-D- | p-nitrofenil-a-D- p-nitrofenil -4 p-nitrofenil-a-D- p-nitrofenil-3-D-
Substrat glucopiranosid glucopiranosid | D-glucopiranosid | galactopiranosid (1 galactopiranosid (1
(1 mM, 50 uL) (1 mM, 50 uL) (1 mM, 50 uL) mM, 25 uL) mM, 50 pL)
. Temps. , 3 min 10 min 3 min 13 min 5 min
incubacio
Parada de la Tris HC1 Tris HC1 Tris HC1 Na,CO; Tris HC1
incubacio (50 uL, 1IM) (50 uL, 1IM) (50 uL, 1IM) (180 uL, 1M) (50 uL, 1IM)

8.2.5 Determinacio de I'activitat glucosilceramida sintasa (GCS)

Per a mesurar I’activitat de la GCS es van fer servir cel-lules A549 (cel-lules epitelials de
cancer de pulmd). Les cel-lules van ser tripsinitzades i rentades amb PBS. Seguidament, es
van resuspendre en una solucié amortidora de Tris-HCI 50 mM (pH 7.4) 1 10 mM MgCL. A
continuacio, es van fer 3 cicles de sonicacio (30 segons) i1 es deixaren en un bany de gel. En

tubs eppendorf es van posar 100 uLL de ’homogenat i1 es van incubar en abséncia (control) i
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en preseéncia dels inhibidors (a una concentracié de 250 uM o 50 uM) durant 10 min en un
incubador a 37 °C. Passat aquest temps, es van afegir 25 pL. de NAD (16 mM en Tris-HCI 50
mM, pH 7.4 1 10 mM MgCl,), 25 uL d’UDP-Glucosa (2 mM en Tris-HCI 50 mM, pH 7.4 1
10 mM MgCl,) 1 52 uLL de BSA/Ceramida C6 NBD (1:1, 20 uM, Tris-HCI 50 mM, pH 7.4 i
10 mM MgCl,). Els tubs eppendorf es van tornar a posar a I’incubador durant 15 min a 37 °C
1 les reaccions es van parar amb ’addicié de 800 uL de MeOH. Es van centrifugar a 10000

rpm durant 3 min i el sobrenedant es va transferir a vials HPLC.

L’analisi de les mostres es va dur a terme en un equip HPLC (Alliance, Waters 2690
Separations Module, Waters) acoblat a un detector de fluoresceéncia (Waters 2475 Multid
Fluorescente Detector, Waters) 1 es va utilizar una columna C18 (Kromasil, 100 C18, 5 pum,
15x0.40, Teknokroma). Les condicions de 1’analisi per HPLC van ser les segiients:

e volum de mostra: 25uL

e flux: I mL/min

e fase mobil: acetonitril/aigua 85:15 amb 0.1% TFA
e ) excitacio: 465 nm

e ) emissid: 530 nm

8.2.6 Assaig de desnaturalitzacié térmica de la imiglucerasa

Aquest assaig es va fer amb el procediment descrit Sawkar i col-laboradors'"> amb
algunes modificacions.

Es van incubar en tubs eppendorf 48 uL de I’enzim (2 mg mL™" aigua milliQ) en abséncia
(control) 1 en preséncia de tres concentracions diferents de I’inhibidor en un volum total de
50 uL a 48 °C (en un bany d’aigua termostatitzat) durant 0, 20, 40 i 60 minuts. Després
d’aquest temps d’incubacid, es van afegir 150 pL. d’una solucié amortidora de fosfat-acetat
(100 mM, pH 5.0) 1 100 pL del substrat 4-metilumbel-liferil S-D-glucopiranosid (4 mM en
soluciéo amortidora Mcllvaine amb 0.1% Triton X-100 (v/v) 1 0.25% de taurocolat de sodi
(p/v), pH 5.2) 1 es va incubar durant 10 min a 37 °C en un bany d’aigua termostatitzat. Passat
aquest temps d’incubacio, la reaccid es para afegint a cada tub eppendorf 300 pL. d’una
solucié amortidora Glicina/NaOH (100 mM, pH 10.6). Es barreja bé el contingut dels pous i
la placa es tapa de la llum. Per ultim, es va determinar la 4-metilumbel-liferona formada en
el fluorimetre SpectraMax M5 (Molecular Devices Corporation) a una longitud d’ona

d’excitacid de 355 nm 1 a una d’emissié de 460 nm.
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8.2.7 Determinacioé de les activitats de diverses glicosidases en homogenats
de cel-lules (fibroblasts wi d’humans)

Sobre un pellet de fibroblasts (aproximadament 3x10° cél-lules) s’hi va afegir 1 mL
d’aigua milliQ 1 la barreja es va sonicar durant 10 segons (3 vegades) i es deixa en un bany
de gel.

Aquest assaig es va fer en una placa de 96 pous i es van fer incubacions de 15 minuts en
abséncia (control, 1 pL. DMSO) i en preséncia dels inhibidors a diferents concentracions
amb 20 pL de I’homogenat de cel-lules en un volum total de 40 puL de la solucié amortidora
corresponent (en funcié de I’enzim). Després dels 15 minuts d’incubacio a 37 °C, es van
afegir 60 uL del substrat corresponent i es torna a fer una incubaci6 a 37 °C durant 1 h.
Passat aquest temps, la reaccio es para afegint a cada pou 150 puL d’una solucié amortidora
Glicina/NaOH (100 mM, pH 10.6). Es barreja bé el contingut dels pous i la placa es tapa de
la llum. Per ultim, es va determinar la 4-metilumbel-liferona formada en el fluorimetre
SpectraMax M5 (Molecular Devices Corporation) a una longitud d’ona d’excitacié de 355
nm i a una d’emissié de 460 nm.

A continuacié s’indiquen les solucions amortidores i els substrats utilitzats per als
diferents enzims:

Per a I’a-galactosidasa es va utilitzar una solucié amortidora d’acetats (100 mM, pH 4.5) i
una concentracid inicial del substrat d’1 mM (4-metilumbel-liferil-a-D-galactopiranosid,
1.16 mg en 3.43 mL de la mateixa solucid amortidora). A més s’addiciona 1 uL de la
N-acetil-galactosamina (NAG, 100 mM) en solucié amortidora d’acetats (100 mM, pH 4.5) 1
I’inhibidor de la N-acetil-a-galactosaminidasa (a-NAGA) present en 1’homogenat 1 que
també utilitza el mateix substrat.

Per a la f-galactosidasa es va utilitzar una solucié amortidora de citrats (100 mM, pH 4.4)
1 una concentracio inicial del substrat d’1 mM (4-metilumbel-liferil-/-D-galactopiranosid,
1.0 mg en 3.12 mL de la mateixa solucié amortidora).

Per a la S-glucosidasa es va utilitzar una solucié amortidora Mcllvaine amb 0.1% Triton
X-100 (v/v) 1 0.25% de taurocolat de sodi (p/v) 1 una concentraci6 inicial del substrat de 4
mM (4-metilumbel-liferil-#-D-glucopiranosid, 3.75 mg en 2.77 mL de la mateixa solucid
amortidora).

Per a ’a-glucosidasa es va utilitzar una solucié amortidora de citrats (50 mM, pH 4.0) i
una concentracio inicial del substrat de 4 mM (4-metilumbel-liferil-o.-D-glucopiranosid, 2.35

mg en 1.73 mL de la mateixa solucié amortidora).
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8.2.8 Estudis de citotoxicitat en fibroblasts wt d’humans

L’assaig del MTT (bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoli) és un metode
colorimetric de proliferacio cel-lular que es basa en la capacitat de la deshidrogenasa
mitocondrial present en les cel-lules vives per reduir els anells de tetrazoli del MTT i formar
uns cristalls de formaza de color violeta i insolubles en aigua. Pero dissolts en DMSO donen
coloracié al medi. A més color observat, més activitat cel-lular per part dels mitocondris, que
es correlaciona amb la quantitat de cél-lules vives.

Es va estudiar la citotoxicitat dels inhibidors abans de determinar la seva inhibicid sobre la
GCase i es van fer servir fibroblasts wt d’humans.

Una vegada tripsinitzades les cel-lules, es prepara 10 mL d’una suspensio de cel-lules a
una concentracid de 250000 cel-lules/mL de medi. Seguidament, en una placa de cultiu de
96 pous esteril es van sembrar 100 uL d’aquesta suspensié per pou. Es deixa la placa a
I’incubador a 37 °C durant 24 h. Passat aquest temps, s’elimina el medi per aspiracid i
s’afegiren 100 uL de medi nou junt amb les diferents concentracions dels inhibidors i la
placa es va deixar de nou a I’incubador durant 24 h. Passat aquest temps, s’elimina el medi
per aspiracio 1 s’afegiren a cada pou 100 uL de medi fresc amb el reactiu MTT (1 mL de
medi fresc 1 200 pL del reactiu MTT a una concentracié de 5 mg/mL en PBS).

Després de 3 h d’incubacié a 37 °C, es retira el medi i s’afegiren a cada pou 100 pL de
DMSO. Es barreja bé el contingut dels pous 1 la placa es tapa de la llum. Després de 3 h, es
va mesurar I’absorbancia en 1’espectrofotometre SpectraMax M5 (Molecular Devices

Corporation) a una longitud d’ona de 570 nm.

8.2.9 Determinacié de [I'activitat GCase en fibroblasts wt (ceél- lules
intactes) d’humans

Per a determinar la inhibicid que presenten alguns del compostos descrits en aquesta
memoria sobre la GCase, es van fer servir fibroblasts wt d’humans i es va fer I’assaig en
cél-lules intactes utilitzant el procediment que descriu Sawkar i col-laboradors.'"

Una vegada tripsinitzades les cél-lules, es prepara una suspensid de cel-lules a una
concentracio de 250000 cel-lules/mL de medi. En una placa de cultiu de 24 pous estéril, es
van sembrar 10° cél-lules per pou (400 pL de la solucié 250000 cél-lules/mL). Es deixa la
placa a I’incubador a 37 °C durant 24 h. Passat aquest temps, s’elimina el medi per aspiracio
1 s’afegiren 400 uL de medi nou junt amb les diferents concentracions dels inhibidors 1 la

placa es va deixar de nou a I’incubador a 37 °C durant 24 h. Passat aquest temps, s’elimina el
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medi per aspiracid i es renta les cel-lules dues vegades amb 100 pL. de PBS. Tot seguit a
cada pou es van afegir 80 uL. de PBS, 80 uL de solucié amortidora d’acetat (200 mM, pH
4.0) 1 100 pL del substrat 4-metilumbel-liferil f-D-glucopirandsid (5 mM en solucid
amortidora acetat 200 mM a pH 4.0) i es va posar la placa a I’incubador a 37 °C durant 2 h.
Passat aquest temps, la reaccid es va parar afegint a cada pou 1.8 mL d’una solucio
amortidora Glicina/NaOH (100 mM, pH 10.6). Es barreja bé el contingut dels pous 1 la placa
es tapa de la llum. Per ultim, es va determinar la 4-metilumbel-liferona formada en el
fluorimetre SpectraMax M5 (Molecular Devices Corporation) a una longitud d’ona
d’excitacié de 355 nm i a una d’emissié de 460 nm. Totes les determinacions es van fer per
triplicat.

Per a estudiar la influéncia dels epoxids (capitol 3) sobre la glucosilceramida hidrolasa
citosolica es va fer el mateix experiment que el descrit en aquest apartat, pero abans de treure
el medi, les cel-lules van ser tractades amb CBE (500 pL) durant 2 h. Passat aquest temps,

s’elimina el medi per aspiracio, es renta les cel-lules i1 es va determinar 1’activitat.

8.2.10 Determinacié de les activitats de diverses glicosidases en fibroblasts
wt (cél -lules intactes) d’humans

Per a determinar les inhibicions dels enzims o-glucosidasa, f-galactosidasa i
a-galactosidasa en fibroblasts wt d’humans 1 fent ’assaig en cél-lules intactes es va seguir el
mateix procediment que el descrit per a determinar la inhibicié de la GCase lisosomica. Pero

es van utilitzar els seglients substrats:

e a-glucosidasa: 4-metilumbel-liferil a.-D-glucopiranosid
e [-galactosidasa: 4-metilumbel-liferil f-D-galactopiranosid

e a-galactosidasa: 4-metilumbel-liferil a-D-galactopiranosid

8.2.11 Estudis de citotoxicitat en limfoblasts de malats de Gaucher
Es va estudiar la citotoxicitat dels inhibidors en limfoblasts de malalts de Gaucher amb la
mutacié N370S abans d’estudiar si actuaven com a xaperones farmacologiques de la GCase.
En una placa de 96 pous estéril es van sembrar 10000 c¢l-lules per pou i es van afegir les
diferents concentracions dels inhibidors a provar (300 uM-18 uM). La placa es deixa a
I’incubador a 37 °C durant 3 dies (o 5 dies). Passat aquest temps, es van afegir 10 pL d’una

solucio del reactiu MTT (5 mg/mL en PBS) a cadascun dels pous. Es deixa incubant a 37 °C
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durant 3 h i tot seguit s’afegiren 100 uL d’una mescla DMSO:SDS (sulfat de dodecil de sodi
al 20%) 1:1. Es deixa la placa durant 5 h com a minim a t.a. i es llegi 1’absorbancia a 560

nm.

8.2.12 Estudi de l'activitat xaperona en limfoblasts de malats de Gaucher
amb les mutacions N370S o L444P

Per tal d’estudiar si alguns dels compostos que s’han descrit en aquesta memoria actuaven
com a xaperones farmacologiques de la GCase es van utilitzar limfoblasts de malalts de
Gaucher amb les mutacions N370S o L444P i es va seguir el procediment descrit per Wang i
col-laboradors amb algunes modificacions.'”

En una placa de 12 pous estérils es van sembrar 2x10° cél-lules per pou en 1 mL de medi
de cultiu. Sobre aquestes es van afegir 10 uL de DMSO (control) o les diferents
concentracions dels inhibidors a provar per triplicat. Es deixa la placa durant 3 dies a
I’incubador a 37 °C. Passat aquest temps, les c¢l-lules es van transferir a tubs eppendorf
d’1.5 mL i es van centrifugar a 10000 rpm durant 3 min. El sobrenedant es va retirar i es va
rentar el pellet amb 100 uL de PBS (refredat a 0 °C). Es va tornar a centrifugar amb les
mateixes condicions, es torna a retirar el sobrenedant i es repeti el rentat amb PBS. Els
passos segiients es van fer amb les mostres en gel en tot moment que no es manipulen i si no
es podia fer I’assaig d’activitat el mateix dia es van deixar en el congelador.

A cada tub eppendorf es van afegir 35 uL d’aigua milliQ i es van fer 3 cicles de sonicacio
(20 segons) i es deixaren en un bany de gel.

L’assaig d’activitat es van fer en plaques de 96 pous i per duplicat. S’hi van afegir 10 pL
de I’homogenat (el que queda del homogenat es va guardar per a la quantificacié de la
proteina) i 50 uL del substrat 4-metilumbel-liferil f-D-glucopiranosid (6 mM en solucio
amortidora Mcllvaine amb 0.1% Triton X-100 (v/v) i 0.25% de taurocolat de sodi (p/v), pH
5.2). Es deixa la placa a I’incubador a 37 °C durant 2 h i es van afegir 150 pL d’una solucid
amortidora Glicina/NaOH (200 mM, pH 10.6). Es barreja bé el contingut dels pous i la placa
es tapa de la llum. Per ultim, es va determinar la 4-metilumbel-liferona formada en el
fluorimetre SpectraMax MS5 (Molecular Devices Corporation) a una longitud d’ona
d’excitaci6 de 355 nm i a una d’emissié de 460 nm.

D’altra banda, es va determinar 1’activitat de la GCase no lisosomica afegint el CBE (500

puM) al control. Després d’una incubacio d’1h a 37 °C, es va afegir el substrat i es va fer

284



Estudis biologics 8. Part Experimental

I’assaig d’activitat tal 1 com s’ha descrit en aquest apartat. Es va obtenir que era
aproximadament del 2% per a les dues mutacions.

Es va quantificar la proteina de cada mostra per duplicat fent servir el kit d’assaig de
microproteina BCA (acid bicinconic, Pierce). En una placa de 96 pous, s’hi van afegir 17.5
pL d’aigua milliQ, 2.5 puL de I’homogenat i 100 uL del reactiu Micro BCA i al mateix temps
es va realitzar la recta patr6 amb diferents concentracions de BSA. Després d’incubar la
placa a 37 °C durant 30 min, es va llegir I’absorbancia a una longitud d’ona de 562 nm en
I’espectrofotometre SpectraMax M5 (Molecular Devices Corporation) i es va determinar la

concentracio de proteina de cada mostra a partir de la recta patré de BSA.
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24b R=C8H17 25b R=C8H17 26b R=C8H17 27b R=CBH17
24¢c R=C4Hg 25¢ R=C4Hgq 26¢ R=C,Hq 27¢ R=C4Hq
24e R=H 25e R=H 26e R=H 27e R=H
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10. index de compostos

OH ‘HCI OH -Hcl OH -Hcl OH -HCl OH -HCI
HO/,' NHCgH19 HO/,' ‘\\NHCQH19 HO//' ‘\\NHC8H17 HO//’ A\NHCQH,]9 HO/,' ‘\\NHCgH19
HO” ™" ~OH HO” ™" "OH HO” >"Y0CH;  HO” > YocH, HO” ™Y ~OCgHg

OH OH OH OH OH

28 29 30 31 32

o, \\NHC9H19 HO,,/@ \\NH09H19 Ho;@ \\NHZ /@N CgH19 2 HO:(') \\NHCgH1
"OCH “OCgH1g "OCgH;g HO

33 34 35 36
-2HCI "2HCI OH
CoHyg H
HO,, \\NHCgH1g HO,,, \\N HO,, \\NHz HO... N
=0
1y % “
v~ “NHCgH;y HO NH,  HO” Y~ "N
OH
38 39 40 M
OMs  BnO “OH
OBn OBn éBn
43 44 45 46
OBn OBn
BnO:@,NS BnO:@,NHZ BnO,, NHBoc BnO,,, NHBoc
BnO” Y~ “OH BnO” > “OH "OH "OMs
OBn OBn
48 49 50 51
OBn
BnO:CENHZ BnOﬁNa BnO:@Ng BnO,,, i N3
BnO™ ™~ "OH OCH; BnO OCgH49 BnO “OCHs
OBn OBn OBn OBn

53 54 55 56
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OH  -2HCI

37
OH
Ho,;(')‘\\ocgmg
HO” ™ "OCgHyg
OH
42
OBn
BnO/,, ‘\\NHZ
BnO” ™ "OH
OBn
47
OBn
BnO/, H
=0
. (0]
OBn
52
OBn
BnO/, \\N3
BnO OCgH19
OBn
57



10. index de compostos

OBn

BnO,, \\NHZ BnO, _J_ \NH, Bnob NH,  BnO, /@ \NH,  BnO, /(':(NHCQHH;
Y "OCH; BnO” ™ "OCgHsg BnO "OCH3 “OCgH19 BNO
OBn OBn 68Bn 68Bn
58 59 60 61 62
BnO,,, \\NHCSH” BnO:('j\\NHCgHm BnoﬁNHchm BnO,,. i \\NHCgHmBn i WNHCgH/g
OCH3 B CH3 OCQH‘IQ ,/OH ,/OCH
OBn OBn OBn
63 64 65 66 67
OBn OBn
BnO/@ \\NHC9H19 Bnob \\N C9H19 Bno:@:NHZ BnO/,' \\NHBOC BnO/, \\NHBOC
“OCgHig  BNO “OH BnO” >~ YOH Bn0O” > “OH
OBn OBn OBn OBn OBn
68 69 70 71 72
Bn Bn Bn OBn
BnO, /@ \NHBoc Bnob NH, Bnob NHCgHig  BnO,, BnO, /@:
BnO Y
OBn OBn 6Bn OBn 6Bn
73 74 75 76 77
OBn OBn Bn OBn Boc Bn C H
Bno, A _.N;  Bno, L .NH, Bnob “NHBoc  Bno, L NcgH,, BnO,. CoHhs
BnO BnO” " “NH, “NHBoc  BnO "'NCeHig  Bno "8 H
OBn OBn OBn Boc oo
78 79 80 81 82
OBn OBn
BnO:@‘.\NHCgHm Bnob Bno:<5‘\\och19
BnO” "~ "NHCoHis gpo BnO” > “OCgHig
OBn OBn
83 84 85
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10. index de compostos

R OH
Ho, LR HO,, N HO,, R Ho, LR o, LR
D=NR, y >=NR; D=NR; O=NR, _O=NR
HO” > ~0 HO” Y~ 'O HO” > O HO” > "0 HO” > "N
OH OH OH OH OH
86a-d 87c,d 88a-d 89a-d 90c.e
OBn OBn OBn R T
Bno’/, \\\NHC9H19 BnO/,' NHC9H19 BnO// \\N—C—NHR1 a:R=H; R1 = C6H13
‘ ) b:R= H, R1 = C8H17
4y C: R=H, R1=CgH19
BnO™ " "OH BnO™ " “OH BnO” Y~ “OH d: R =R, = CgHyo
OBn OBn OBn e: R=H; Ry=(CH,)sPh
o1 92 93a,c,d
OBn
OBn o 7 B R T QBn g R
BnO,, N-C-NHR; BnO,, N-C-NHR;  BnO,, N-C-NHR; BnO,, N
>=NR;
BnO” > “OH BnO” > “OH BnO” > “OH BnO” >~ 7O
OBn OBn OBn OBn
94c-d 95a-d 96a-d 97a-d
OBn OBn OBn OBn R S
R R R _AL
BnO,,, N BnO,,, N BnO,,, N BnO,,, “N=C=NHR4
=R, D=NR, =NRy ,
BnO” > O BnO” >~ O BnO” >~ O BnO” ™ “NH,
OBn OBn OBn OBn
98c-d 99a-d 100a-d 101c,e
OBn OBn
BHO/,' ~\\NH2 BnO/,, ‘\\ﬁ \\N_C_NHC8H17
D>=NR,
BnO” " “N-C—NHR; Bno” Y~ "N
OBn S OBn
102c,e 103c,e
OBn OBn
HO,, R Ho, J_.R
>:NR1 >=NR1
HO” >~ ~O HO” > O
OH OH
105a-d 106a-c
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