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Que tinguem sort,

que trobem tot el que ens va mancar
ahir.

I aixi pren, i aixi pren

tot el fruit que et pugui donar
el cami que, a poc a poc,
escrius per dema.

Que dema, que dema
mancara el fruit de cada pas;
per aix0 malgrat la boira,

cal caminar.

Lluis Llach
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1. INTRODUCCIO I OBJECTIUS

1.1. QUIMICA COMBINATORIA EN BIOMEDICINA

Tradicionalment, la font de compostos amb activitat terapeutica s’ha basat en la sintesi
seqliencial de molecules aixi com en l'aillament de productes naturals d’extractes vegetals.
No obstant, aquestes estratégies son lentes i, a més, els assaigs d'activitat biologica eren

processos llargs i complexos.

En els ultims anys, el procés d'identificaci6 de nous farmacs ha experimentat una
important transformacié degut als avencos aconseguits en les arees de la bioquimica, la
biologia i la bioinformatica. Per una banda, els resultats de la seqiienciacioé del genoma huma
han obert una important via d’identificacié de proteines susceptibles de convertir-se en noves
dianes terapeutiques i, per l'altra, la robotitzacidé, automatitzacid i miniaturitzacié d’'una
amplia gamma d‘assaigs /n vitro ha conduit al desenvolupament d’assaigs biologics dalt
rendiment (HTS, High Throughput Screening). A més, per facilitar el disseny racional de nous
farmacs cada vegada es fa més palesa la necessitat d‘aplicar estudis estructurals i
computacionals per obtenir resultats de relacié estructura-activitat (SAR, structure-activity

relationships), aixi com analitzar el mode d'interaccié molécula-diana (docking).
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Aixi doncs, aquests avencos han posat de manifest la necessitat de disposar d'una
elevada quantitat de molécules per ser avaluades en front de les dianes terapeutiques
d’interes. Per respondre a aquesta demanda, durant els anys 90 va néixer la Quimica

Combinatoria com una alternativa molt potent per crear grans col*leccions de compostos.

La quimica combinatoria és una metodologia dirigida al disseny i construccid de
col'leccions de compostos estructuralment relacionats, anomenades quimioteques, d'una
forma sistematica, rapida i simultania. Les quimioteques estan estructurades amb un
esquelet central, del qual en deriva una amplia diversitat quimica introduida per les fonts de
diversitat. Les quimioteques combinatories tenen interes en la identificacid de compostos

actius davant una determinada propietat biologica, quimica o fisica (vegeu Figura 1.1).

Font de
diversitat

Esquelet

Figura 1.1. Esquema representatiu d’'una hipotética quimioteca, amb un
esquelet central del qual deriven les diferents fonts de diversitat.

La sintesi organica tradicional es realitza seguint una estrategia lineal i sovint convergent
per obtenir un compost final d'estructura determinada. A la Figura 1.2 (A) quedaria
representada la quimica on el reactiu A reaccionaria amb el reactiu B per obtenir el producte
AB. En canvi, la sintesi organica combinatoria permet obtenir molts més productes per cada
reaccid, tot combinant un nombre limitat de reactius. En la Figura 1.2 (B) la quimica
combinatoria queda exemplificada on els reactius de tipus A (A;, A, ..., Ay) reaccionarien
amb els reactius de tipus B (B, By, ..., Bn) per obtenir els productes A;-nBi-n provinents de la
combinacié de tots els reactius emprats. Si apliquem aquest principi combinatori a diferents
passos de reaccid, la quantitat de compostos obtinguda s'incrementa exponencialment, la

qual cosa evidencia la capacitat de la quimica combinatoria per generar diversitat estructural.
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Figura 1.2. Esquema representatiu de la sintesi organica
tradicional (A) i de la sintesi organica combinatoria (B), on A i B
representen els reactius i AB el producte obtingut.

En la Figura 1.3 es mostra l'esquema del procediment seguit usualment per a la recerca
d’'un farmac i el paper que exerceix la quimica combinatoria, tant en la identificacié de nous
compostos com en la optimitzacidé dels candidats que passen a ser avaluats en els estudis
avancats de la fase preclinica. Tot i la tecnologia desenvolupada en els Ultims anys, les
etapes d'optimitzacid del compost, els assaigs preclinics i sobretot els clinics fan que el

procés global d'identificacié de nous farmacs encara sigui car i molt lent (de 6 a 12 anys).

Inicialment, s'identifica la diana terapeutica d'interés i es dissenya un assaig biologic que
permeti avaluar de forma rapida i eficient els compostos disponibles. En aquest punt del
procés té lloc el disseny de la quimioteca d’acord amb les caracteristiques de la diana que es
vol estudiar, en cas que es coneguin. Una alternativa seria el disseny de la quimioteca el més
divers possible per aquells receptors dels quals no se’n coneix l'estructura i la forma
d’interaccié. Les molecules que s’identifiquen del cribratge de la quimioteca en els assaigs
biologics amb activitat, afinitat i selectivitat per a la diana terapeutica es coneixen com a
caps de serie o hits, i entren a la seglient fase del procés. Les molecules caps de serie
esdevenen el punt de partida per a la optimitzacié i desenvolupament d‘altres molecules amb
millores en la seva activitat, afinitat, selectivitat i falta de toxicitat. La quimica combinatoria
també juga un paper important en aquesta etapa del procés per dissenyar i sintetitzar
quimioteques més reduides que presentin les modificacions necessaries de l'estructura
quimica, aixi com millores en la bioassequibilitat, solubilitat, absorcidé o possibles efectes
secundaris. El cribratge d'aquesta nova quimioteca en els assaigs biologics condueix al
descobriment i identificacid d'una estructura optimitzada o /ead que es sotmet a estudis
preclinics per determinar si és toxica per a l'organisme i si presenta les caracteristiques
adequades per una bona administracio, distribucid, metabolisme i excrecié del compost de

I'organisme, proves conegudes com ADME. En cas de superar aquestes proves, el candidat

3
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entra en la fase clinica i esdevé un potencial nou farmac. En els Ultims anys, la informatica
ha permes el desenvolupament de metodes /in sifico aplicats tant al disseny de I'estructura
dels compostos de les quimioteques, per a la identificacid de Aits, com a l'optimitzacié del

cap de série, per a la identificacié de /eads.

( Diana biologica ]

i

t Adaptaci6 assaig J

1 ““ Estudis in silico
Sintesi de compostos y

Disseny
| !

[ Cribratge d'alta eficacia (HTS) ]

G
Quimica
1 combinatoria

Identificacio del cap de série (Aif) ] ®
/Optimitzacié

Optimitzacioé del cap de série %
1 4y Estudis in sitico

( Identificacié del candidat preclinic (/ead)]

i

t Proves ch'niquesJ

L

NOU FARMAC (6-12 anys)

Figura 1.3. Esquema representatiu de les diferents etapes que inclouen el procés de
descobriment d'un farmac i el paper que juga la quimica combinatoria.

-

Aixi doncs, I'aplicacié de I'estrategia combinatoria en el procés de desenvolupament d'un
farmac ha estat de gran utilitat en les arees biomediques, en simplificar i accelerar el procés
de preparacio i optimitzacié de compostos d'interés terapeutic. A més, en els ultims anys s’ha
anat extenent I'ls de la quimica combinatoria a camps molt diversos, com la ciéncia de

>® el reconeixement molecular,”® la quimica de polimers’ o la recerca de nous

10-12
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1.2. QUIMICA COMBINATORIA. INICIS

Una de les eines més importants per al desenvolupament de la quimica combinatoria ha
estat la sintesi en fase solida. L'any 1963 Merrifield va introduir la fase solida per sintetitzar
un tetrapéptid sobre un suport solid format per clorometilestire copolimeritzat amb
divinilbenzé.’* A partir d’aquest moment, la quimica de péptids en fase solida va anar
evolucionant fins aconseguir sintetitzar un gran nombre de péptids amb bons rendiments i

pureses elevades.

Geysen va publicar a l'any 1984 la sintesi de la primera quimioteca de péptids en
multipins de poliestiré funcionalitzat,”® i un any més tard Houghten va introduir la
metodologia de les bossetes de te (fea bags) amb resina de poliestire per a la sintesi multiple
de péptids.”® Posteriorment, Furka va desenvolupar la metodologia de sintesi de divisid i

mescla (split & mix) per sintetitzar una quimioteca de 27 tetrapéptids.'®

Fins als anys 90, la quimica combinatoria s'aplicava Unicament a la sintesi de peptids i
oligonucleotids, fins que Bunin i Ellman van publicar lI'any 1992 la primera quimioteca
discreta d’1,4-benzodiazepines en fase solida.!” A partir d'aquesta publicacio, I'aplicacié de la
quimica combinatoria i la fase solida a la sintesi de quimioteques de molécules organiques de

baix pes molecular ha estat en continua expansio.'3°

Tot i que també s’han sintetitzat quimioteques en dissolucié,”®>* la sintesi en fase solida
és la metodologia més emprada en quimica combinatoria. A continuacidé s’explicaran les
caracteristiques més remarcables de la fase solida i de la fase soluble, aixi com altres

aspectes importants de I'estrategia combinatoria que cal tenir en compte.

1.3. ASPECTES GENERALS DE LA QUIMICA COMBINATORIA

A I'hora de dissenyar una quimioteca mitjancant I'estratégia combinatoria s’han de tenir
en compte una serie de consideracions. D'una banda, cal determinar els blocs de construccio
(building blocks) o fonts de diversitat que millor representin l'espai de diversitat que ens
interessi estudiar i que condicionaran el procés sintetic de la quimioteca. De l'altra, s’ha de
decidir si la sintesi es realitzara en fase solida o en dissolucio, aixi com el tipus de format de

la quimioteca. Aquests aspectes s’explicaran a continuacio.
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1.3.1.BLOCS DE CONSTRUCCIO. FONTS DE DIVERSITAT

Ja s’ha comentat que la sintesi d'una quimioteca es pot enfocar des de dos punts de
vista. Si interessa explorar un ampli espai de diversitat quimica per identificar un nou cap de
serie amb activitat davant una diana biologica, la quimioteca estara constituida per un gran
nombre de compostos. En canvi, si es vol optimitzar un cap de serie ens interessara
sintetitzar quimioteques més petites i focalitzades que intentin millorar I'activitat del compost,
modificant d’'una forma sistematica els grups que son importants en la interaccio del lligand
amb la diana, i per tant aplicarem una diversitat quimica més limitada i especifica, preparant

un nombre més reduit de compostos.

Aixi doncs, cal determinar les fonts de diversitat o blocs de construccid que s'aplicaran a
I'esquelet central de les molecules de la quimioteca. Aquest és un punt molt important en el
disseny d’'una quimioteca ja que s’han donat casos en qué un compost que podria esdevenir
potencial farmac s’ha desestimat quan s'estava avaluant en les proves cliniques, amb les
consegiients pérdues economiques i de temps per a les empreses farmaceutiques. Per
aquest motiu s’estan desenvolupant estudis amb la finalitat de poder predir si un compost té

possibilitats d’arribar al mercat.

Per exemple, al 1997 Lipinski i col. van establir una serie de regles que havia de complir
un compost identificat amb activitat per ser considerat com un bon candidat a farmac.** Per
altra banda, s'han desenvolupat tecniques d‘algoritmes genetics amb la intencid de
minimitzar el nombre de substancies a ser sintetitzades,”® aixi com d‘altres programes
informatics que han desenvolupat métodes /n silico per a la identificacié de Aits i /leads.”®>®
Més recentment, amb els avengos aconseguits en I'area de la genomica i la protedmica, ha
sorgit una altra especialitat, la farmacogenomica, la qual permetria dissenyar en un futur

farmacs individualitzats per a cada pacient segons les seves caracteristiques genétiques.

1.3.2.SINTESI EN FASE SOLIDA. SINTESI EN DISSOLUCIO

La preparacié de quimioteques es pot dur a terme en fase solida (sintesi heterogénia) o
en dissolucié (sintesi homogénia). La sintesi en fase solida presenta certs avantatges

respecte la sintesi en dissolucio, com ara:
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i. Facilitat d'Us d’excessos de reactius per aconseguir conversions quantitatives.

ii. Purificacié del producte per eliminaci6 de dissolvents, reactius en excés i
subproductes de reaccidé no units a la resina per simple filtracio i rentat del suport

solid.
iii. Automatitzacio de les etapes sintéetiques.

iv. Aplicacio a la sintesi multiple en paral‘lel o de mescles.

No obstant, la sintesi en fase solida també presenta inconvenients importants, com sén:
necessitat d’adaptar la quimica en dissolucio a la fase solida, etapes addicionals d’ancoratge i
escissio de la fase solida, sintesi a un escalat limitat, impossibilitat de purificacié de productes
secundaris ancorats, dificultat en el control de l'evoluci®é de les reaccions d'intermedis,
dificultat de I'is de reactius heterogenis com catalitzadors i restriccid de la varietat de

dissolvents per adquirir un grau d'inflament adequat de la resina.

En canvi, la sintesi en dissolucid permet dur a terme un ampli ventall de reaccions
organiques, no té cap limitacié a nivell de quantitats de producte i el control de I'evolucié de
les reaccions es realitza pels métodes tradicionals establerts. Tot i aix0, I'Us d’excessos de
reactius i l'aillament del producte es veuen limitats als metodes tradicionals de purificacid
(técniques cromatografiques, extraccions, evaporacions, etc.), ja que I'Us de resines

segrestadores o scavengers i de reactius sobre suport solid encara resulta car.?*°

Fins aqui sembla que la sintesi en fase solida es limiti a treballar amb resines
polimeritzades de poliestire, Tentagel, poliacrilamida, etc., perd també hi ha altres tipus de
suports solids que permeten identificar de forma inequivoca els productes sintetitzats
individualment, com les varetes o pins polimérics,'**! les lamines de vidre*> o0 membranes de

cel'lulosa.>***

Per altra banda, la sintesi en fase homogenia també es pot dur a terme en fase liquida,
on es treballa amb suports com ara el polimer de polietilenglicol monometil eter
desenvolupat per Janda i col.®> Aquest polimer és soluble en molts dissolvents organics, de
manera que el substrat es manté en dissolucié durant la sintesi, perd en contacte amb eter
dietilic el polimer cristal'litza i facilita la purificaci6 del producte. D’aquesta manera

s'aprofiten els avantatges de la sintesi en fase solida i de la sintesi en dissolucid.
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En qualsevol cas, treballar en fase homogenia o heterogenia dependra del tipus de

quimica que ens interessi aplicar i/o del tipus de quimioteques que es vulgui sintetitzar.

1.3.3. FORMATS DE LES QUIMIOTEQUES

Un altre factor a tenir en compte a I'hora de dissenyar una quimioteca és la seva
estructura, que pot ser de productes espaialment separats o definits, o bé de mescles

controlades.

1.3.3.1. Quimioteques de definits. Sintesi multiple en paral‘lel

La sintesi en paral‘lel de productes individuals, en dissolucié o en fase solida, condueix a
guimioteques de definits o discrets, les quals estan formades per compostos Unics i aillats de
forma individual. El cribratge o avaluacié d'aquest tipus de quimioteca davant una
determinada diana biologica té l'avantatge que la identificacid dels compostos actius és
immediata i directa. L'inconvenient és que el nombre d’assaigs a realitzar és tan gran com
compostos tingui la quimioteca, motiu pel qual es requereix que el procés estigui

automatitzat i robotitzat.

Aquesta metodologia de treball és la que prefereixen aplicar les industries farmacéutiques
perque del cribratge de la quimioteca no hi ha possibilitat d'error i s'identifica de forma
inequivoca el compost més actiu per técniques analitiques rutinaries, sense ser necessari els

processos de deconvolucié i de resintesi que requereixen les quimioteques de mescles.

1.3.3.2. Quimioteques de mescles controlades

En les quimioteques de mescles controlades és on s‘aplica propiament el concepte
combinatori. Aquest tipus de quimioteques permeten obtenir una gran col'leccid de
compostos per ser avaluats de forma conjunta davant una determinada diana bioldogica amb
un minim nombre d'assaigs biologics. Aquesta metodologia és similar al procés que té lloc al
sistema immunitari, en el qual quan un antigen entra al nostre cos es posa en contacte amb
una gran col*leccidé d’anticossos i només I'anticos que s'hi uneix millor és escollit i reproduit a

gran escala per donar lloc a la resposta immunitaria.
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La principal dificultat d'aquesta metodologia recau en la identificacié dels compostos amb
més activitat ja que, després del cribratge inicial, cal realitzar un procés de deconvolucié i/o
de resintesi dels compostos individuals més actius per confirmar els resultats obtinguts amb

les mescles.

A continuacié s'explicaran les dues metodologies més emprades per a la sintesi de

mescles.

1.3.3.2.1. Divisio i mescla (split & mix)

Furka va desenvolupar la metodologia de divisid i mescla (sp/it & mix) per a la sintesi en

fase solida (vegeu Figura 1.4).'

OOO
o s
(0] [02] [0«
— T
Q—-AD Q—AE Q—AF
Q-BD OQ-BE OQ-bBF
Q-cp Q-CE Q-CF
‘N
Q-ADG Q—-AEG Q—AFG || Q—ADH Q—AEH Q—AFH || @Q—ADI Q—AEl (Q—AFI

Q-80G Q-BEG Q—BFG || Q—BDH Q-BEH @Q-BFH || Q—BDI (Q—BEI (Q—BFI
Q-coc Q—Cec Q—crG || Q—cpH Q—CEH Q—crH || @—cpl (Q—CEl (Q—CFI

XXG XXH XX1

Figura 1.4. Esquema representatiu de la metodologia de divisié i mescla amb tres fonts de
diversitat i tres elements de diversitat a cadascuna. S'obtenen 27 compostos distribuits en
3 mescles de 9 compostos.

Inicialment, la resina es divideix en tantes porcions com diversitat es vulgui introduir, és
a dir, com reactius diferents es vulguin fer reaccionar en aquella font de diversitat, i es
disposa en reactors separats (tres reactius, A, B i C en el cas de la Figura 1.4). Després de

dur a terme la reaccid, la resina de tots els reactors es mescla i es torna a dividir segons la
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nova diversitat que es vagi a introduir (D, E i F en la Figura 1.4). Aquest procés es repeteix

tantes vegades com fonts de diversitat haguem definit en el disseny de la quimioteca.

En aquesta metodologia només hi ha un reactiu per reactor, de tal manera que s'eviten
els problemes de diferéncia de reactivitat entre reactius de naturalesa diversa. A cada granet
de resina es troba Unicament un compost (one bead-one compound), concepte introduit per

primera vegada per Lam,*®*%’ del qual només la Ultima posicié és coneguda.

1.3.3.2.2. Rastreig posicional

La metodologia de rastreig posicional consisteix en fer reaccionar mescles de reactius a

I'hora d'introduir la diversitat quimica (vegeu Figura 1.5).

A B C A+B+C A+B+C
b n s
[0 ][0¢/[@<]  [040=0<]| [0-40-50]

l D+E+F /lNA lD+E+F
O—AD§ O—BD§ Q-cD Q4D | | Q-AE | | Q—AF Q-AD O—BDE Q-cp
Q-AE Q-BE i Q—CE Q-8p| | Q-BE| | Q-BF Q—AE i Q-BE i Q—CE
Q-AF Q-CF O—CF | Q-cp| |Q-ce| | Q-<cF Q-AF O—CF O—CF |

l G+H+I lG+H+I AleNA
Q—ADG: (Q-BDG i (Q—CDG Q—ADG ; Q—AEG ; (Q—AFG Q-ADG | | Q—ADH| | Q—ADI
OQ—AEG i Q—BEG: (Q—CEG Q—-BDG i (Q—BEG i Q—BFG Q-80G | | Q—BDH| | Q—BDI
Q—AFG | Q—BFG | Q—CFG Q—CDG : Q—CEG ; (Q—CFG Q-cpG | | Q—CcpH| | @Q—cDrI
Q—ADH i (Q—-BDH i (Q—CDH Q—ADH ;| Q—AEH i (Q—AFH OQ—AEG | | Q—AEH | | Q—AEI
Q—AEH i Q—BEH i (Q—CEH Q—BDH | Q—BEH i (Q—BFH OQ-BEG | | Q-BEH | | Q—BEI
Q—AFH | (Q—BFH i Q—CFH Q—CDH | Q—CEH i Q—CFH Q-CEG | | Q—CEH | |Q—CEI
Q—ADI :(Q—BDI ; (Q—CDI Q-ADI i Q—AEI | (Q-AFI Q-AFG | | Q—AFH | | Q—AFI
OQ—AEI {(Q—BEI i(Q—CEI Q-8D! {(Q—BEI i(Q—BFI Q-BFG | |Q-BFH | | Q—BFI
OQ—AFL {(Q—BFI {(Q—CFI Q-cpI Q—CEI i (Q—CFI Q-CFG | |Q—cFH | |Q—cCFI

OXX XO0X XX0

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

dues son aleatories (X).
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La quimioteca es subdivideix en tantes subquimioteques com fonts de diversitat es
vulguin introduir, on cada subquimioteca tindra una posicié de diversitat definida i coneguda
(0), en la qual s’ha fet reaccionar cada reactiu per separat, i les altres posicions seran
aleatories (X), és a dir, s’haura fet reaccionar una mescla de tots els reactius introduits en
aquella font de diversitat. Cada subquimioteca tindra Z" compostos diferents, repetits en
totes elles i distribuits en les mescles que componen cada una de les subquimioteques, on Z
representa el nombre d’elements introduits en cada font de diversitat i n és el nombre de
fonts de diversitat. En el cas d’'una quimioteca hipotética amb 3 fonts de diversitat en que
cadascuna s'introdueixin un nombre diferent d’elements, cada subquimioteca tindra Z; x Z, x
Z3 compostos diferents distribuits entre les seves mescles, on Z;, Z, i Z3 representen el

nombre d’elements introduits a cada font de diversitat.

La limitacié d’aquesta metodologia recau en el fet que els reactius introduits en cada font
de diversitat han de tenir velocitats de reaccié similars o bé s’han d'ajustar les concentracions
relatives de cadascun en funcidé de les seves reactivitats, per poder assegurar una

concentracid similar de tots els productes en les mescles finals de la quimioteca.®®

1.3.3.2.3. Identificacio dels compostos duna quimioteca de mescles

La identificacié dels compostos més actius en quimioteques de mescles es pot dur a

terme mitjangant diferents estrateégies que es poden agrupar en tres categories:
a. Microanalisi: per microseqiienciacio i espectrometria de masses.

b. Codificacio amb meétodes quimics o electronics: per unié d’'un marcador a cada particula
en el moment en qué s'acobla cada diversitat, gravant-se la historia sintética de cada

granet de resina.

c. Deconvolucio: la deconvolucio és el procés que permet deduir els compostos més actius
d'una quimioteca de mescles dacord amb el format en qué s’hagi sintetitzat la

quimioteca, en format de divisio i mescla o en format de rastreig posicional.

Deconvolucio iterativa i deconvolucio recursiva. Divisio i mescla.

De les mescles d’una quimioteca sintetitzada segons el format de divisid i mescla se'n

coneix la Ultima posicid de diversitat. El cribratge o avaluacié de les mescles davant una

11
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determinada diana biologica seleccionara aquells elements de diversitat de la ultima posicio
que mostren més activitat (H en la Figura 1.6). A continuacid es resintetitza la quimioteca
pero la Ultima posicié queda definida amb els elements de diversitat més actius seleccionats
en el primer cribratge, de tal manera que el nou cribratge seleccionara els elements de
diversitat amb més activitat per a la posicid anterior (D en la Figura 1.6). Aquest procés té
lloc de forma iterativa fins que es seleccionin els elements de diversitat amb més activitat per
a cada posicidé de la quimioteca, identificant-se en ultim terme el/els compostos amb més
activitat (en el cas de la quimioteca de la Figura 1.6, la resintesi tindria lloc dues vegades fins
identificar CDH).

‘XXG‘ ‘XXH‘ XXI

resintesi |‘L == H activa

GHI

‘XDH‘ ‘XEH‘ XFH

resintesi J:|_|:|_|:L == D activa
v DEF
‘ ADH ‘ ‘ BDH ‘ CD

H
identificacio |:| == C activa
v A BC

CDH

Figura 1.6. Deconvolucio iterativa i de resintesi en el format de divisid i
mescla, fins a la identificaci6 de compost més actiu CDH. X representa una
posicio no definida.

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

s’haurien de realitzar.

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

de Janda per sintetitzar una quimioteca de pentapéptids.*

12
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Deconvolucio per rastreig posicional.

Houghten i col. van desenvolupar aquesta estratégia, amb la qual un Unic assaig biologic
permet identificar els compostos més actius d’'una quimioteca de mescles sintetitzada en
format de rastreig posicional.***° L'assaig biologic selecciona les mescles de la quimioteca
que mostren més activitat per a cada font de diversitat, i en funcid de la posicid que
defineixen aquelles mescles es pot identificar I'element de diversitat introduit per a cada
mescla en aquella posicié determinada (vegeu Figura 1.7). La combinacié dels elements amb
més activitat per a cada font de diversitat condueix a la identificacid dels compostos

individuals més actius de la quimioteca.

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

resultats de la quimioteca de mescles.

ol Bon e

ABC D EF G H I

0 XX X 0 X XXO0

P il
CDH

Figura 1.7. Deconvolucié per rastreig
posicional fins a la identificacid del compost
més actiu CDH. O representa una posicid
definida i X una posicié aleatoria.
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1.3.4. ALTRES ESTRATEGIES COMBINATORIES

L'aplicacié de técniques computacionals a I'hora de dissenyar una quimioteca o bé per
optimitzar compostos que presenten activitat biologica té cada vegada més importancia i

repercussio en l'area de la quimica combinatoria.

Les quimioteques virtuals son quimioteques dissenyades de forma virtual, és a dir,
amb eines computacionals segons bases de dades electroniques.* A I'hora de dissenyar
aquestes quimioteques es tenen en compte una serie de descriptors quimics que defineixen
algunes caracteristiques que hauran de tenir els compostos, com lipofilia, moment dipolar,
grups funcionals i inclis determinades caracteristiques estructurals en funcié del receptor
amb qué hauran d'interaccionar. Els programes informatics seleccionen aquells compostos
que, per una banda, permetin cobrir un espai de diversitat prou ampli i, per l'altra, la seva
sintesi estigui a l'abast del quimic. Aplicant determinats models que permetin avaluar
I'activitat biologica dels compostos, es realitza un cribratge virtual de la quimioteca per
identificar aquells compostos amb més activitat, tedricament, els quals hauran de ser
sintetitzats de forma real i tornar a ser avaluats per confirmar els resultats dels programes

informatics.

Recentment, s’ha originat un altre concepte combinatori, el de les quimioteques
dinamiques,*>* basat en la sintesi d’'una col‘leccié de compostos que inicialment es troben
en equilibri, perd que la composicié de la quimioteca evoluciona de forma dinamica durant
I'avaluacié d’'una determinada propietat o davant una determinada diana biologica (vegeu
Figura 1.8). El desplacament de I'equilibri condueix a lincrement de la concentracid del

compost amb més activitat, el qual es pot aillar i identificar en determinats casos.

Figura 1.8. Representacid esquematica de la interconversié dels
components d'una quimioteca (A, B, C, D i E) per processos d’equilibri i el
canvi de distribucié dels mateixos davant d'un receptor (R). La
representacio de les lletres il*lustra la concentracié de producte.
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1.4. ELS PEPTOIDES

Ja hem comentat que l'estrategia combinatoria va néixer als anys 90, principalment al
voltant de la quimica dels péptids. No obstant, els farmacs peptidics acostumen a presentar
una elevada inestabilitat metabolica i una baixa absorcié intestinal. Una solucid interessant
per al sector farmacéutic consisteix en el desenvolupament de peptidomimétics, compostos
estructuralment semblants als péptids, que presentin millores a nivell de biodisponibilitat per

via oral i millor resistencia a la degradacio per part de I'organisme.

Entre les diferents estructures peptidomimeétiques, fa uns anys que el nostre grup
d’investigacié es va interessar en els peptoides. Formalment, aquests compostos son
oligomers de glicines Asubstituides. Es diferencien estructuralment dels péptids en les
cadenes laterals, les quals recauen en I'atom de nitrogen de I'enllag amida i no en el carboni
a (vegeu Figura 1.9). Aquesta diferéncia estructural els confereix una major estabilitat a la
hidrolisi i una menor polaritat, caracteristiques que es tradueixen en una elevada resistencia
a les proteases de I'organisme, millor absorcié intestinal i, a més, una llibertat conformacional

més gran.**®

o R! o R 0 F\{l 0 |}3
’“\ H /L ™ H\/ N /U\/ N~
. N N - P \”/\I}l .
H H 2
o} R2 0 R
PEPTID PEPTOIDE

Figura 1.9. Estructura d’un péptid i d'un peptoide. R!, R? i R® representen la
diversitat introduida per les cadenes laterals.

Per altra banda, la diversitat quimica en els peptoides es pot introduir a través d’amines
primaries, com es detallara més extensament en la part I d'aquesta memoria. Aquest fet
posa en evidéncia el potencial combinatori que presenten aquest tipus d’estructures i el seu

interés per identificar compostos bioactius.

15



Capitol 1

1.5. OBJECTIUS

L'objectiu global en que s'emmarca aquesta tesi és la recerca de nous compostos actius
davant de diferents dianes biologiques amb interés terapéutic. Degut al gran impacte de la
quimica combinatoria en la recerca de molécules farmacologicament actives i d’acord amb
I'experiéncia i els coneixements del nostre grup de recerca dels darrers anys en I'ambit
combinatori, es va plantejar la preparacié d'una quimioteca de peptoides amb la finalitat de

trobar activitat davant diferents dianes biologiques.

Aixi doncs, els objectius plantejats a linici d'aquest treball i els objectius que se’n van

derivar posteriorment van ser els seglients:

1. Disseny i sintesi d'una quimioteca optimitzada de peptoides (trimers d'A\-

alquilglicines) en el format de rastreig posicional.

2. Validacié dels resultats biologics derivats del cribratge de la quimioteca davant
diferents dianes biologiques amb interés terapéutic realitzats per altres grups
d'investigacio.

3. Optimitzacié del procediment d’obtencié de peptoides amb un extrem carboxilic
terminal (peptoides acids), en fase solida i en dissolucio.

4. Derivatitzacié dels peptoides: biotinilitzacid, acoblament a un suport solid i
dimeritzacid-ciclacid.

5. Disseny d'un assaig de fluorescéncia per a determinar |'activitat de la proteina

quinasa A.

En la Ultima part d’aquesta tesi també s’esmentara el treball realitzat durant una estada
al laboratori del Prof. Kevin Burgess de la Universitat de Texas A&M, amb l'objectiu de
sintetitzar una quimioteca de peptidomimétics per mimetitzar els girs b del factor de

creixement nerviés (NGF).

16



PART I. SINTESI D’'UNA QUIMIOTECA DE PEPTOIDES.
ESTUDIS DE REACTIVITAT.

ACTIVITAT BIOLOGICA






SUMARI PART I

2. INTRODUCCIO
2.1. Antecedents

3. SINTESI D'UNA QUIMIOTECA DE PEPTOIDES
3.1. Sintesi en fase solida
3.1.1. Eleccid del suport solid
3.1.2. Manipulacio de la resina
3.2. Format de la quimioteca
3.3. Criteri de nomenclatura dels peptoides
3.4. Diversitat de la quimioteca
3.4.1. Eleccio de les fonts de diversitat
3.4.2. Proves de reactivitat
3.5. Procediment per a la sintesi de la quimioteca
3.5.1. Plantejament de la sintesi
3.5.2. Procediment general per a la sintesi d'una quimioteca de mescles

3.6. Procediment per a la sintesi individual de peptoides

4. ESTUDIS DE REACTIVITAT DE LES AMINES DE LA QUIMIOTECA
4.1. Estudis de reactivitat per CG
4.1.1. Assaigs de reactivitat en dissolucio. Assaigs amb el clorur de cloroacetil
4.1.2. Assaigs de reactivitat en fase solida. Formacid de glicinamides i de DKPs
4.1.2.1. Assaigs de reactivitat per a la formacio de glicinamides M-substituides
4.1.2.2. Assaigs de reactivitat per a la formacié de 2,5-piperazindiones (DKPs)
4.2. Estudis de reactivitat per HPLC
4.2.1. Obtenci6 de les benzamides
4.2.1.1. Optimitzacié de les condicions d'elucié per HPLC
4.2.2. Determinacio de les rectes de calibracio de les benzamides
4.2.3. Estudi de la reactivitat de les onze amines en fase solida utilitzant mescles
equimolars en |'etapa d’acoblament
4.2.4.Estudi de la reactivitat de les onze amines en fase solida utilitzant mescles

equireactives en |'etapa d’acoblament

23
24

27
27
28
30
30
31
32
32
33
34
34
36
38

41
42
42
44
44
46
48
49
52
53

54

56

19



4.2.5. Estudi de la reactivitat en dissolucio 56

4.3. Conclusions de la reactivitat de les amines de la quimioteca 58
5. ACTIVITAT BIOLOGICA DELS PEPTOIDES 61
5.1. Cancer 62
5.1.1. Resistencia a multiples farmacs (MDR) 62
5.1.1.1. Cribratge de la quimioteca 64
5.1.2. Control del cicle cel*lular 69
5.1.3. Cribratge de la quimioteca 70
5.2. Analgesia. Receptor TRPV1 74
5.2.1. Cribratge de la quimioteca 75
5.3. Neuroproteccid. Receptor d'NMDA 79
5.3.1. Cribratge de la quimioteca 80
5.4. LPS 83
5.4.1. Cribratge de la quimioteca 84
5.5. Conclusions de I'activitat biologica 88
6. PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS 91
6.1. Consideracions generals 91
6.1.1.Instrumentacio de la sintesi en fase solida 93
6.1.2. Controls qualitatius en fase solida 94
6.1.2.1. Test del cloranil 94
6.1.2.2. Test del TNBS 95
6.1.3. Instrumentacio de la sintesi en dissolucio 95
6.2. Sintesi de la quimioteca de peptoides-II 96
6.3. Procediment general de la sintesi de peptoides 100
6.4. Estudi de la reactivitat de les amines de la quimioteca 104
6.4.1. Estudi per CG 104

6.4.1.1. Reaccid en dissolucio del clorur de cloroacetil amb mescles equimolars
d’amines 104
6.4.1.2. Reacci6 de substituciod nucleofila de clorur en fase solida utilitzant mescles
equimolars d'amines. Formacié de glicinamides Msubstituides 105
6.4.1.3. Formacio de 2,5-piperazindiones en fase solida en introduir mescles

equimolars d’amines en la segona aminacio 106

20



6.4.2. Estudi per HPLC 108
6.4.2.1. Reaccid de substitucid nucleofila de derivats halogenats utilitzant mescles
equimolars d’amines 108

6.4.2.1.1. Preparacid de les benzamides d'un conjunt d’onze amines

representatives de la quimioteca 108
6.4.2.1.1.1. Obtenci6 de la 4-bromometilbenzamida (2) 108
6.4.2.1.1.2. Procediment general de substitucié nucleofila de la 4-bromometil-

benzamida (2) per les onze amines escollides 109
6.4.2.1.1.3. Obtenci6 de les benzamides 4 i 8 en fase solida 113
6.4.2.1.2. Obtencid del patro per a les rectes de calibracio 114

6.4.2.1.3. Procediment generalment d’obtencio de les rectes de calibracié de
les benzamideses 115
6.4.2.1.4. Estudi de la reactivitat de les onze amines en fase solida utilitzant
mescles equimolars 117
6.4.2.1.5. Estudi de la reactivitat de les onze amines en fase solida utilitzant
mescles equireactives 118
6.4.2.1.6. Estudi de la reactivitat de les onze amines en dissolucio utilitzant
mescles equimolars 119
6.4.2.1.7. Estudi de la reactivitat de les onze amines en dissolucio utilitzant

mescles equireactives 120

21






2. INTRODUCCIO

|’46

En el context de la seva Tesi Doctoral,™ Marc Humet va optimitzar i desenvolupar la

sintesi d’'una quimioteca de peptoides (trimers d’A~alquilglicines) en fase solida i en el format

de rastreig posicional, formada per 10648 compostos.*’*

Aquesta quimioteca va ser assajada vers diverses dianes terapeutiques: bloquejadors de

A,*% inhibidors de I'acetilcolinesterasa, antimicrobians™ i bloquejadors de

receptors d'NMD
I'activitat del canal TRPV1.* Es van identificar diferents compostos amb una elevada

activitat, els quals estan actualment en procés d’optimitzacio.

No obstant, en el decurs dels diferents processos de deconvolucid, a I'hora de
resintetitzar de forma individual determinats peptoides, es va comprovar la formacié de
subproductes ciclats a causa de I'atac nucleofil d'una amina terciaria d'una de les cadenes
laterals de I'oligdbmer sobre el cloroderivat corresponent, després de les etapes d'acilacid.”
Aquest fet s’havia produit quan en la primera i/o segona fonts de diversitat hi havia una

amina amb un nitrogen terciari addicional. Per aquest motiu, en les diferents mescles de la

" L'esquema sintétic de la quimioteca s’explicara a l'apartat 3.5.
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guimioteca no hi havia tots els peptoides que s'esperava o bé aquests s’havien format en
proporcions inferiors, i @ més s’hi trobaven alguns productes de ciclacié no esperats, com els

que es mostren a la Figura 2.1.

R\ R\
L <) =) §
R N NH, N N NH,
”/ﬁ( N/ﬁ( H( NH, K’( '}‘W
3
(0] R (0] 0 0 0

peptoide derivat ciclic-1 derivat ciclic-2

Figura 2.1. Compostos obtinguts en la quimioteca de peptoides-1. Els derivats ciclics
es van obtenir quan en la primera i/o en la segona font de diversitat (ciclic-1 i ciclic-2,
respectivament) hi havia una amina amb un nitrogen terciari addicional.

En el transcurs la seva Tesi Doctoral,”! Isabel Masip va aprofundir en aquest problema i
el va aprofitar per sintetitzar una quimioteca de compostos ciclics de tetraalquilamoni,*? la
qual va ser assajada vers diferents dianes terapeutiques, entre les quals destaquen el
receptor TRPV1, involucrat en el dolor inflamatori, i el fenotip de MDR, involucrat en la

resisténcia a multiples farmacs.

Tot i obtenir bons resultats amb la quimioteca de peptoides-I, els problemes esmentats
podrien haver conduit a I'obtencié de falsos negatius en el procés de cribratge, degut a que
les mescles no contenien tots els peptoides que s'esperava o almenys es trobaven en
concentracions inferiors a les esperades. Per aquest motiu, es va plantejar la sintesi d'una
segona quimioteca de peptoides (peptoides-II) en quée s'evités la formacié dels compostos

ciclats. Aquesta quimioteca es va sintetitzar juntament amb Isabel Masip i Marisa Guardiola.

2.1. ANTECEDENTS

La sintesi de quimioteques de peptids en fase solida ha permes la identificacié de
seqiiéncies amb una elevada activitat bioldgica /n vitro davant de determinades dianes.>* No
obstant, els péptids presenten limitacions en la seva aplicacid farmaceutica degut als
problemes en la seva activitat /7 vivo, ja esmentats anteriorment. Aquests problemes fan
necessaria la seva modificacié per aconseguir millorar aquests desavantatges i desenvolupar

compostos amb activitats /n vivo acceptables.
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En aquest sentit, s’ha realitzat un gran esfor¢ per desenvolupar peptidomimetics,
compostos estructuralment semblants als peptids per tal de mantenir la seva activitat
biologica, perd que no presenten els desavantatges mencionats. Entre els peptidomimetics
més interessants es troben les glicines Arsubstituides o peptoides, els quals seran l'objecte
d’estudi d’aguesta memoria.

Formalment, les cadenes laterals del carboni a de I'esquelet peptidic es traslladen cap el
nitrogen de l'enllag amida en l'esquelet dels peptoides, donant lloc a amides disubstituides.
Aquesta diferéncia estructural confereix una estabilitat més elevada a la hidrolisi i una menor
polaritat. Aquestes caracteristiques es tradueixen en una elevada resisténcia a les proteases
de l'organisme i millor absorcié intestinal.** A més, hi ha una llibertat conformacional més
gran degut a I'abséncia de I'estructura secundaria caracteristica dels péptids, en no formar-se
ponts d'hidrogen intramoleculars entre I'hidrogen d'amida i els carbonils. Aixi mateix,
I'abséncia de quiralitat i I'amplia varietat de blocs de construccid (building blocks) fan dels

peptoides uns bons candidats per interaccionar amb diferents dianes terapéutiques.*®

La primera sintesi de peptoides en fase solida aplicada a la quimica combinatoria va ser
realitzada per Simon i col.*> emprant I'estratégia estandard dels péptids, amb A+alquilglicines
protegides amb Fmoc, com a components monomerics sintetitzats préviament, i amb PyBop

o PyBrop com a agents d'acoblament (vegeu Figura 2.2, part superior).

N\)J\ _Fmoc
-
Fmoc ( )/ Y\

S I

+ activacié wisproteccié
y monomer (n+1) cicles

O/ Sintesi de peptoides O/ Y\NH L
escissio

Br Ilk‘ (0)
+ actlvaC|o O R N N/WX
C n |
R 0]

N
submonomer H

Figura 2.2. Sintesi en fase solida de peptoides. Dalt: acoblament d’A~alquilglicines protegides amb
Fmoc.* Baix: acoblament de submonomers, haloacids i amines primaries.>* X=NH,, OH; Y=NH, O.
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Per altra banda, Zuckermann i col.>** van plantejar una sintesi més senzilla mitjangant
I'aproximacié del submonomer, on cada cicle implica dues etapes: la formacid de I'enllag
amida amb acid bromoacétic emprant DIC com a agent activant i el desplacament de I'atom
de brom per una amina primaria, obtenint el monomer corresponent d’'Afalquilglicina. La

successié d'aquests cicles conduiria al compost desitjat (vegeu Figura 2.2, part inferior).

Liskamp i Kruijtzer van descriure la sintesi de peptoides en dissolucid basada en
I'acoblament d’unitats d’Atalquilglicina protegides amb Fmoc.”® En aquest cas, treballar en
dissolucié pot ser adequat per obtenir peptoides concrets a gran escala, tot i que cal utilitzar

menys equivalents de reactius per facilitar la seva eliminacio i la purificacio del compost final.

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

nanomolar.?’

Aixi doncs, degut als avantatges esmentats, es va seguir 'estratégia del submonomer per
a la sintesi de la quimioteca de peptoides-II en fase solida, de forma analoga a com s’havia
fet en la quimioteca de peptoides-I. En aquest cas, les amines amb una amina terciaria en la
seva cadena lateral es van introduir Unicament en la tercera font de diversitat, per evitar la

formacid dels compostos ciclats.

En aquest sentit, en el context de la seva Tesi Doctoral, Joaquim Messeguer esta
treballant en la sintesi dunitats d’Afalquilglicina per aquelles amines que contenen un
nitrogen addicional en la seva estructura. D'aquesta manera es podra sintetitzar, en un futur
proxim, una quimioteca de peptoides amb aquest tipus d’amines en la primera i/o segona
fonts de diversitat sense tenir els problemes de formacid dels subproductes ciclics de la

quimioteca de peptoides-I.
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3. SINTESI D’'UNA QUIMIOTECA DE PEPTOIDES

3.1. SINTESI EN FASE SOLIDA

Un dels principals avantatges que presenta la sintesi en fase solida és la facilitat amb la
qual els compostos poden ser aillats en cada etapa sintética, eliminant les impureses i altres
productes de reaccié no units a la resina per filtracid i rentat del suport solid. Aixo
proporciona la possibilitat de realitzar sintesis d'una forma rapida i paral-lela que generin

guimioteques combinatories. Amb tot, s'han de tenir en compte una serie de consideracions.

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

condicions requerides per a la sintesi.

Les etapes d'introduccid de diversitat haurien de ser rapides i transcorrer de forma
analoga per a tots els reactius emprats ja que, especialment en les sintesis amb mescles, una
diferencia de reactivitat pot implicar que no es formin tots dels compostos esperats, obtenint-
se més quantitat d’aquells en que els reactius presenten unes condicions de reactivitat més

favorables. Quan es treballa en sintesi en paral‘lel de compostos individuals, aquest aspecte
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no resulta tan important ja que una menor reactivitat es pot arribar a compensar amb els
excessos de reactius que s'empren per assegurar la maxima conversio. Aixo és cert, sempre i
guan aquesta diferencia de reactivitat no provoqui demores importants en la finalitzacio de la

reaccid, amb la qual cosa el concepte de sintesi en paral*lel perdria sentit.

Com s'ha esmentat, en una sintesi en fase solida es solen utilitzar grans excessos de
reactius per assegurar conversions elevades. Aixo es degut a que el control de I'evolucié dels
processos pot resultar complex. Aixi doncs, quan la reaccidé ho permet es controla per analisi
de l'aparicié o desaparicid de determinats grups funcionals sobre la propia resina, mitjancant
tests qualitatius colorimetrics (test de la ninhidrina, del cloranil, de I'acid picric, del TNBS,
etc). En altres casos s'ha de procedir a I'escissid dels compostos de la fase solida i dur a
terme les analisis amb les técniques convencionals de la sintesi en dissolucid, com RMN, CG-
MS, CL-MS o MALDI. No obstant, també trobem a la bibliografia procediments per analitzar
I'evolucio de les reaccions sense haver d’escindir el producte de la resina, com I'anomenat
angle magic en RMN,*” tot treballant amb resines de tipus TentaGel, o per espectroscopia
d’IR.60'61

Una vegada optimitzada la sintesi, els excessos de reactius permeten accelerar les
reaccions i assegurar que tinguin conversions elevades en temps més curts, i inclds en

moltes ocasions cada etapa sintetica es fa per duplicat.

3.1.1. ELECCIO DEL SUPORT SOLID

La resina emprada per a la sintesi de la quimioteca va ser del tipus Rink amida. L'Us
d'una resina de tipus amida, enlloc d'una resina Wang o d‘altres resines amb una
funcionalitzacid de tipus ester, va ser degut, principalment, a que el fet de presentar un
impediment estéric i una densitat electronica més grans minimitza els problemes potencials

d'amindlisi que ocorren amb suports solids de tipus ester,5

especialment en les etapes
d'acoblament d'amina (on s’utilitza un elevat excés de reactiu) i en preséncia de grups basics

nucleofils (vegeu Figura 3.1).
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H

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

La resina Rink amida consisteix en un esquelet de poliestireé amb un 1% de divinilbenze
(DVB). El grau de DVB emprat permet arribar a una solucié de compromis entre I'estabilitat
mecanica i el grau d'inflat de la resina. La resina Rink aconsegueix un grau d’inflament optim
amb els dissolvents DCM i DMF. La molecula d'unid o /inker entre el polimer i la molécula a

sintetitzar constitueix I'anomenada molécula Rink amida AM (vegeu Figura 3.2).

Punt de fixacié del peptoide

l

Fmoc_

Q000U Ad

NH  OMe
------ -
N
\[ﬁo OMe
0

O

J

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

Una vegada el grup protector Fmoc és eliminat, el grup amino unit a la resina es pot
acilar facilment emprant metodes estandard per a la formaciéd de I'enllag amida. L'amida
resultant és estable a una gran varietat de condicions de reaccio, perd s'escindeix en medi
acid fort (TFA). La resina és tant més labil al medi acid com més estable sigui el catié format
en l'escissid. En aquest cas, la presencia dels grups alcoxi augmenten la labilitat en
estabilitzar el carbocatié intermedi. Després de I'escissio del suport solid, la resina no pot ser

reutilitzada ja que el grup amino resta unit a la molecula sintetitzada.
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3.1.2. MANIPULACIO DE LA RESINA

Per facilitar la manipulacié de la resina i degut al format del rastreig posicional emprat
per a la sintesi de la quimioteca, es va escollir la técnica de les bosses de te desenvolupada
per R. Houghten. Les bossetes estaven formades per una malla de polipropilé de
dimensions 5 x 5 cm que contenia 400 mg de resina Rink amida (vegeu Figura 3.3).
D’aquesta manera, les bosses eren permeables a reactius i dissolvents perd no deixaven
passar els granuls de la resina. Cadascuna de les bosses estaven segellades termicament i
etiquetades de forma permanent per poder identificar-les al llarg de tota la sintesi. Aquestes

bosses es van preparar al laboratori del Dr. Enrique Pérez-Paya, a la Universitat de Valéncia.

Figura 3.3. Bossa de te amb
resina Rink amida emprada per a
la sintesi de la quimioteca.

3.2. FORMAT DE LA QUIMIOTECA

La quimioteca es va dissenyar seguint el format de rastreig posicional i es va limitar a la
introduccid de tres fonts de diversitat, degut a que generalment els compostos biologicament

més actius tenen pesos moleculars inferiors a 600 Da.

Tant en la primera com en la segona posicions de diversitat (R? i R?, respectivament) es
van emprar 16 amines primaries i per a la tercera posicié (R!) se’n van emprar 20. D'aquesta
manera es van obtenir dues subquimioteques amb 16 bossetes 0 mescles cadascuna i 320
compostos per mescla, i una tercera subquimioteca amb 20 mescles i 256 compostos per
mescla. En total es van obtenir 5120 peptoides diferents en el conjunt de la quimioteca, on

cada compost es trobava per triplicat en estar present en les tres subquimioteques.

30



Sintesi d'una quimioteca de peptoides

Cadascuna de les tres subquimioteques donava informacio sobre la posicio del trimer que
es definia en aquella subquimioteca. Les mescles o bosses numerades de I'1 a la 20 tenien
definida la tercera font de diversitat (R!), les mescles de la 21 a la 36 tenien definida la
segona (R?) i les mescles de la 37 a la 52 tenien definida la primera font de diversitat (R®)
(vegeu Figura 3.4). D'aquesta manera, una de les posicions estava definida (O) en cada
mescla per una determinada amina i les altres dues posicions eren aleatories (X), és a dir,

eren una mescla de les 16 o 20 amines emprades, depenent de la posicio.

NUmero de mescla RZ R3
||12 0 1-20 X X
N\)J\ NH
\N/\’( N/\H/ 2 21-36 X 0 X
H |
0 RE O
37-52 X X O

O Cadena lateral definida
X Cadena lateral aleatoria

Figura 3.4. Esquelet basic comu a la quimioteca de peptoides i organitzacio
de les mescles en funcié de la posicid del trimer que defineixen. Les fonts de
diversitat es denoten com R!, R? i R®.

3.3. CRITERI DE NOMENCLATURA DELS PEPTOIDES

La forma d’anomenar els peptoides en aquest treball s’ha fet seguint el criteri emprat en
els peptids, és a dir, comencant per l'extrem Atterminal i acabant pel C-terminal. Aquest
ordre és l'invers del procés de sintesi. Per aquest motiu i per tal d'evitar confusions, la
introduccid de les fonts de diversitat durant la sintesi es denota en sentit contrari, comengant

per R? (primera font de diversitat) i acabant per R! (tercera font de diversitat).

Per altra banda, al llarg d’aquesta memoria s'anomenaran els peptoides definits d’'una
forma abreujada per tal de facilitar la seva identificacié (vegeu Figura 3.5). Aixi doncs,
comengant per I'extrem A-terminal i acabant pel C-terminal s'anomenaran les amines que
defineixen cada posicid del peptoide, tenint en compte la numeracié de les amines que

s’especificara a la Figura 3.6 del seglient apartat.
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Figura 3.5. Sentit escollit per a la nomenclatura dels peptoides i
criteri utilitzat per anomenar-los, on Ax indica I'amina de la tercera
posicid de diversitat (R!), Ay I'amina de la segona posicid (R?) i Az
I'amina de la primera (R®).

3.4. DIVERSITAT DE LA QUIMIOTECA

3.4.1. ELECCIO DE LES FONTS DE DIVERSITAT

Tenint en compte diferents criteris d'assequibilitat comercial i econdmica, es van escollir
20 amines primaries. En general, es van emprar les mateixes amines que en la quimioteca de
peptoides-I, perd es van eliminar aquelles que no havien donat cap resultat positiu en les
dianes assajades amb la primera quimioteca. Per altra banda, amb l'objectiu d’evitar la
formacié de compostos ciclats no desitjats, es van eliminar de la primera i segona posicions
(R? i R? aquelles amines que tenien un nitrogen terciari addicional, perd si que es van
introduir en la tercera posici6 (R'), perqué en els resultats del cribratge de la quimioteca de

peptoides-I es van identificar compostos actius que contenien aquest tipus d’amina.

En general, les amines escollides van ser totes del tipus R-CH,-CH,-NH,, per intentar que
tinguessin reactivitats similars, i es mostren a la Figura 3.6. Aquest conjunt d’amines tenia
una funcionalitzacié variada per conferir a la quimioteca una elevada diversitat, pero evitant
la presencia d'altres grups funcionals a la seva estructura que poguessin donar reaccions
secundaries, tals com alcohols, tiols, acids caboxilics, etc., o que fos necessari una proteccié
addicional durant la sintesi de la quimioteca. Les amines A6, A16, A19 i A21 amb un
nitrogen terciari addicional a la cadena lateral es van introduir Unicament en la tercera

posicié de diversitat (R?).
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Aixi doncs, les amines escollides presentaven diferéncies d’hidrofobicitat, d’aromaticitat,
de carrega, de dimensio, de forma, de flexibilitat, de capacitat de formar ponts d’hidrogen i

amb grups donadors o electroatraients d’electrons.

o)
)\/\ 1

I>—NH2 NH; NH, < :N\/\NH )J\H/\/NHZ N_~_-NHz
Al A2 A4 A6 A7 A8
g D, Qo G T
N NH N NH

N NH, NH, ~O 2 Nt NH,

A9 A10 All Al12 Al13

Figura 3.6. Conjunt d'amines emprades en la quimioteca de peptoides-II. Les amines A6, A16,
A19 i A21 es van introduir només en la tercera font de diversitat (R%).

3.4.2. PROVES DE REACTIVITAT

En la quimioteca de peptoides-I es va realitzar un assaig d’equireactivitat d’'un conjunt
d’amines de la quimioteca previ a la sintesi de la mateixa. A la Figura 3.7 s’ha esquematitzat
I'assaig, el qual va consistir en la reaccié de substitucid nucleofila de la cloroacetamida amb
2 eq. de dues amines diferents, emprant la ciclohexilamina com amina de referéncia, amb
EtsN i iodur de tetrabutilamoni (ITBA).

Les amines estudiades van ser I'A10, I'A13, I'A15 i I'A20, i es van comparar els
productes obtinguts per 'H-RMN, quantificant les integrals dels hidrdgens del carboni a del
grup carbonil. Els resultats van mostrar que les reactivitats d'aquest conjunt d’amines no

presentaven diferéncies significatives.
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—NH, EtsN 0
)K/ ITBA
~N
DMF HaN R

Figura 3.7. Esquema general de substitucié nucleofila de la
cloroacetamida emprant mescles equimolars d'una de les
amines en estudi (A10, A13, A15 o A20) i I'amina de
referéncia, la ciclohexilamina.

2T

D’acord amb aquests resultats, es va dur a terme la sintesi de la quimioteca de
peptoides-II. No obstant, posteriorment a la sintesi i en funcié dels resultats obtinguts del
cribratge de la quimioteca davant diferents dianes biologiques, es va realitzar un estudi de
reactivitat més aprofundit i amb resultats forca diferents, el qual s’explicara a I'apartat 4

d’aguesta memoria.

3.5. PROCEDIMENT PER A LA SINTESI DE LA QUIMIOTECA

3.5.1. PLANTEJAMENT DE LA SINTESI

La seqiiencia plantejada per a la sintesi de la quimioteca de peptoides-II es mostra a la
Figura 3.8. La sintesi va comportar un total de 8 etapes, de les quals la desproteccio del grup
Fmoc dels grups amino units a la resina, les etapes d’acilacié i tots els rentats realitzats entre
les diferents etapes de sintesi van ser comunes a totes les mescles. En les etapes daminacio,
les mescles que definien una de les posicions de diversitat es van separar, mentre que les

altres mescles es van mantenir juntes.

Les condicions emprades per a la sintesi ja havien estat optimitzades durant la
guimioteca de peptoides-I per Marc Humet, tot i que es va evitar I'Us del clorur de cloroacetil
perque donava lloc a coloracions molt fosques de la resina. En el seu lloc, es va emprar I'acid
cloroacetic amb DIC com agent activant, tal i com Zuckermann i col. van suggerir
posteriorment al seu plantejament inicial en I'aproximacié del submonomer per a la sintesi de

peptoides.®®

34



Sintesi d'una quimioteca de peptoides

0
20% piperidina CICH,COOH / DIC )k/q R3-NH,
QNH- Fmoc—> QO NH, = QN e
DMF / DCM H EtsN, DMF
ta., 2 X 30 min t.a., 2 x 30 min ta.,,2x5h
> K il
)K/NH CICH,COOH / DIC )K/ RZNH,
QN R
H DMF / DCM 3 Et;N, DMF
t.a., 2 x 45 min ta.,,2x5h
0 R3
)K/'l\‘ CICH,COOH / DIC )K/ v )K/C'
QN NH ———————>
H Wﬁ !, DMF/DCM \[h EtsN, DMF
o t.a., 2 x 45 min ta., 2x5h

2x30 min

RZ O
)K/l )K/NH TFA:DCM:H,0 ~ '1‘\)}\ NH
W(\ N/W N/W
H |
0 R O

Figura 3.8. Esquema plantejat per a la sintesi de la quimioteca de peptoides-II: etapes de
desproteccio, d'acilacié i d'aminacié successives, i d'escissio final.

Per altra banda, la utilitzacié de grans volums de dissolvents degut a la metodologia de
les bossetes de resina va implicar I's de concentracions baixes de reactius. Per aquest motiu
i per tal d'obtenir una maxima conversid, es va utilitzar un excés de reactius de 20 eq. i es
van realitzar totes les etapes per duplicat, allargant el temps de reaccié fins a 5 h en les
etapes d’acoblament d’amina. No obstant, Kodadek i col. van descriure a I'any 2002 la sintesi
de peptoides fent servir un forn de microones domeéstic de 1000 W de poténcia per accelerar
les etapes d'acilacio i d'aminacié, emprant 15 s per a cada reaccid i per duplicat. En aquestes
condicions van obtenir millors resultats de rendiments i pureses que els obtinguts en una
sintesi convencional a temperatura ambient (30 min per a les reaccions d‘acilacio i 2 h per a
les d’aminacié, ambdues per duplicat).®* Molt recentment, Blackwell i col. han fet servir un
forn de microones comercial per sintetitzar peptoides homopentamers, emprant 25 s a 35 °C

per a les etapes d'acilacié i 90 s a 95 °C per a les d'aminaci6.®®
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3.5.2. PROCEDIMENT GENERAL PER A LA SINTESI D'UNA QUIMIOTECA DE
MESCLES

Per sintetitzar una quimioteca amb el format de rastreig posicional, s’ha de seguir una

metodologia concreta en les etapes d'introduccié de diversitat, com s’ha esquematitzat en la

Figura 3.9.
Bosses 37-52 Bosses 21-36 Bosses 1-20
i i — ]
Desproteccid i 1a acilacio E]
—1 —1
1r acoblament d’amina, R® ======== B B
2a acilacio
= - —
F— 2 SE0GE088
2n acoblament d'amina, R ] T
— —
3a acilacio
— -
ami SS80000C00a8
3r acoblament d’amina, ] @ foooooooan
XXO0 X0X XX

Figura 3.9. Esquema de la manipulacio i organitzacio de les diferents bossetes en la
sintesi de la quimioteca de peptoides-II en el format de rastreig posicional. O: posicid
definida; X: posicid aleatoria.

Per una banda, les bossetes de cada quimioteca es van posar juntes en ampolles de
polipropilé d'1 litre per realitzar les etapes comunes de desproteccid del grup Fmoc,
d’acilacions i de rentats entre cada etapa sintética. En canvi, en les etapes d'introduccié de
diversitat, les bossetes de la quimioteca que havien de tenir la posicid definida es van
separar en ampolles de polipropilé de 50 ml i cadascuna d’elles es va fer reaccionar amb la
seva corresponent amina (20 eq.) en DMF i amb EtsN. La resta de les bossetes, amb les
posicions no definides per aquell acoblament, posicions aleatories, es van fer reaccionar
conjuntament en les ampolles d'1 litre amb una mescla equimolar de les amines (20 eq. de

cada amina) en DMF i amb Et3N.
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El control de les diferents etapes es va realitzar amb els tests qualitatius del TNBS, per
amines primaries, i del cloranil, per amines secundaries, sobre un peptoide control definit
gue es va sintetitzar en parallel a la quimioteca i en les mateixes condicions de reaccié que
la resta de peptoides. Per aquest control es van escollir amines que podien resultar
problematiques a la sintesi degut al seu volum i als substituents que presentaven. En aquest
cas, es va sintetitzar el peptoide N20-15-17C (1), i en finalitzar cada etapa es va tallar un
extrem de la bosseta per extreure uns granets de resina i es va tornar a segellar. Els tests

corresponents van donar positiu en totes les etapes.

Després de l'escissio final de la resina, no es va poder determinar la puresa dels
peptoides degut a la preséncia d'un nombre tan elevat de compostos (256 o 320 peptoides)
en cada mescla. No obstant, les analisis per CL-EM del peptoide control 1 (vegeu Figura
3.10) van confirmar el seu pes molecular i van mostrar un perfil cromatografic amb una
puresa superior al 90%. El peptoide control també es va caracteritzar mitjancant els
espectres de 'H-RMN i *C-RMN, tot i que I'assignaci6 de tots els senyals no va ser possible

degut a la presencia de diferents conformers del peptoide.

cl

O a O
C WESW

N20-15-17C
1
SO,NH,

Figura 3.10. Estructura del peptoide control 1
sintetitzat de forma paral’lela a la sintesi de la
quimioteca de peptoides-II.

Els peptoides es trobaven en forma de sals de trifluoroacetat, en provenir de I'evaporacioé
dels dissolvents del coctel de tall de la fase solida. Sense cap purificacid addicional, les

mescles de la quimioteca es van dividir en mostres aliquotes i es van liofilitzar a una
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concentracid de 5 mg/ml, el que suposava una concentracid aproximada de 30 mM per
peptoide en cada mescla. Finalment, es van distribuir aquestes mostres aliquotes entre els
diferents grups que van dur a terme els assaigs d'activitat biologica contra les diferents

dianes d'interes terapeutic.

3.6. PROCEDIMENT PER A LA SINTESI INDIVIDUAL DE PEPTOIDES

El cribratge de les mescles de la quimioteca de pepoides-II davant diferents dianes
biologiques d'interes terapeutic va conduir a la identificacid de peptoides amb activitat, com
s'explicara de forma detallada a I'apartat 5 d’aquesta primera part de la memoria. Per validar
els resultats del cribratge va ser necessari resintetitzar els peptoides identificats amb activitat

de forma individual, per tornar-los a assajar.

La seqgiiencia seguida per a la sintesi de peptoides de forma individual es va realitzar de
forma analoga a la que es va realitzar per a la sintesi de la quimioteca de peptoides-II
(vegeu Figura 3.8), perd en aquest cas cada posicio del trimer estava definida per una amina
determinada. A més, la sintesi dels peptoides es va realitzar de forma paral‘lela i en
xeringues de polipropileé de 10 ml de capacitat, en comptes de les bossetes de te que es van

fer servir per a la sintesi de la quimioteca.

Els perfils cromatografics d’HPLC dels crus de reaccid després de |'escissid dels peptoides
de la resina van mostrar pureses, generalment, superiors al 90%. A la Figura 3.11 es
mostren els perfils cromatografics dels crus de reaccid d’alguns dels peptoides, a mode
d’exemple. Aquestes mostres sén les que es van enviar als laboratoris encarregats de fer
I'assaig biologic, perd en cas que es requeris una puresa més elevada, els peptoides es van
purificar per HPLC a escala semipreparativa, per obtenir uns rendiments finals de I'entorn del
40-60% i amb pureses superiors al 98% per HPLC, en tots els casos. Els peptoides es van
identificar pel seu espectre de masses i per les seves dades espectroscopiques. No obstant,
la preséncia de diferents conformacions dels peptoides va conduir a uns espectres de 'H-
RMN i *C-RMN molt complexos, fent necessaria la realitzacid dels experiments gDQCOSY i

gHSQC per confirmar I'assignacio dels senyals del conformer majoritari en cada cas.
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Figura 3.11. Perfils cromatografics d’'HPLC dels crus de reaccié de 12 peptoides que van mostrar
activitat davant alguna de les dianes biologiques estudiades. Al costat de cada pic cromatografic
s'indica el seu temps de retencié per HPLC, en min.
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4. ESTUDIS DE REACTIVITAT DE LES AMINES DE LA QUIMIOTECA

Tal i com s’ha comentat anteriorment, en sintetitzar una quimioteca de mescles és
important realitzar un estudi previ per avaluar les possibles diferéncies de reactivitat que
poden haver entre els reactius emprats en les diferents fonts de diversitat. Aquest estudi
resulta molt important en el format de rastreig posicional on es treballa amb mescles de
reactius en les etapes d'introduccié de diversitat. L'existeéncia de diferéncies de reactivitat pot
implicar que no es formin tots els productes esperats o que aquests es trobin en les mescles
finals en concentracions inferiors a les esperades, podent-se produir falsos negatius durant el

cribratge de les mescles davant una diana biologica.

També s’ha comentat que a I'hora de dissenyar i sintetitzar la quimioteca de peptoides-II
es van tenir en compte els resultats dels assaigs de reactivitat que s’havien realitzat a la
quimioteca de peptoides-I, els quals no havien mostrat diferéncies significatives entre les

quatre amines estudiades.

No obstant, el fet que als assaigs biologics realitzats fins aquell moment havien donat

més activitat aquells peptoides que contenien en alguna de les seves posicions determinades
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amines, mentre que altres amines no mostraven aparentment activitat, ens va conduir a
pensar en la necessitat de realitzar un estudi molt més ampli i detallat de la reactivitat de

totes les amines emprades en la quimioteca.

En aquest capitol de la tesi s’explicaran els diferents assaigs de reactivitat realitzats, aixi
com els metodes de deteccid, d’analisi i de comparacid de les 20 amines de la quimioteca de
peptoides-II. Al final del capitol es fara un breu resum comparant les diferéncies observades

en la reactivitat d'aquestes amines.

4.1. ESTUDIS DE REACTIVITAT PER CG

Inicialment, es va pensar en la técnica de CG per analitzar i quantificar els productes
presents en una mateixa mescla, per ser una técnica prou precisa i amb una elevada
resolucié per diferenciar compostos amb temps de retenci6 molt semblants ja que,

generalment, s'obtenen pics reproduibles i suficientment estrets perque no es solapin.

4.1.1.ASSAIGS DE REACTIVITAT EN DISSOLUCIO. ASSAIGS AMB EL CLORUR DE
CLOROACETIL

Els assaigs de reactivitat de les amines de la quimioteca en dissolucié amb el clorur de
cloroacetil es van dur a terme distingint dos grups d‘amines depenent de la preséncia o
absencia de substituents aromatics en la seva estructura, per tal de facilitar la seva
comparaciod per CG. A cada grup es va afegir una amina com a referéncia, concretament
I'amina A11, per al grup sense substituents aromatics, i I'amina A15, per al grup amb

substituents aromatics.

Aixi doncs, la reaccié d'acilacié es va realitzar fent reaccionar el clorur de cloroacetil amb
una mescla equimolar de 4/5 amines, amb la seva corresponent amina de referencia,
emprant DCM com a dissolvent i K;COs com a base per captar I'HCl generat a la reaccio.
L’A17 es va descartar en aquest estudi en no ser soluble en el dissolvent de reaccié (vegeu
Figura 4.1).

42



Estudis de reactivitat de les amines de la quimioteca

R1—NH,
0 0
R2—NH, )K/G K,CO3 )J\/CI
+ —
R3—NH, cl BCM R
R*—NH,

Figura 4.1. Esquema general d‘acilacié amb el
clorur de cloroacetil emprant mescles equimolars
d’amines, on R pot ser R}, R, R® o R*.

Les mescles de les amides resultants es van analitzar per CG, comparant les seves arees
en relacid a I'amida de la corresponent amina de referéncia. A la Taula 4.1 es mostren els
valors obtinguts, aixi com la relacié d’arees de les amines de partida respecte les amines de
referéncia, i a la Taula 4.2 es mostra la relacié d'arees de les amines de referéncia i dels seus
corresponents productes d’acilacid. En el cas de I'amina A12, el producte d'acilacié no va ser

detectat per CG. Les amides de cada mescla es van identificar per CG-EM.

Taula 4.1. Relacions d'arees per CG de les amines i dels productes d’acilacié resultants respecte
les corresponents referéncies, les quals es mostren en negreta. Les amines A1, A2 i A4 no es
van detectar per CG en ser molt volatils. L'’A17 no es va incloure en aquest estudi en no ser
soluble en DCM.

Amina Area amina Area amida / Amina Area amina Area amida /
| Area A11 Area amida 11 | Area A15 Area amida 15
Al - 0.58 A9 0.69 0.45
A2 - 0.37 A10 1.07 0.95
A4 - 0.44 Al3 0.96 0.87
A6 1.13 0.85 Al4 0.92 0.88
A7 0.41 0.14 Al15 1 1
A8 1.15 0.42 Al7 - -
All 1 1 A20 1.01 0.63
Al2 0.92 - A35 0.99 0.98
Al6 1.54 0.68 A37 1.02 0.90
Al19 0.95 0.70
A21 0.75 0.36
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Taula 4.2. Relacions d’arees per CG de les amines de
referéncia i dels seus productes d‘acilacio resultants.

AreaA11/ Areaamidall/

Amina - hreaA15  Area amida 15
A1l 0.52 0.60
A5 1 L

Val a dir que I'analisi i comparacié dels valors obtinguts dels productes d’acilacié per CG
que s’expliquen a continuacié es van realitzar tenint en compte els valors relatius inicials de
les amines per CG, ja que una de les possibles causes de les diferéncies observades en els
valors de reactivitat de les amines podrien ser fruit, simplement, de la diferent manera de

cremar els productes al detector del cromatograf de gasos.

En termes generals, s'observa com les amines amb substituents aromatics mostren un
comportament similar entre elles, a excepcié de I'amina A9, probablement degut al seu
caracter heteroaromatic, i I’A20, probablement degut a la preséncia de dos anells aromatics,
les quals van mostrar una reactivitat inferior respecte les altres amines aromatiques, al
voltant del 65%. Per altra banda, entre les amines sense substituents aromatics s’observa
una reactivitat molt més dispersa entre elles i inferior al de les amines aromatiques. Cal
destacar les amines A7 i A8 que van mostrar tan sols un 35% de reactivitat, ambdues amb
un enllagc amida en la seva cadena lateral. Les amines A1, A2 i A4 van mostrar també valors
baixos de reactivitat probablement degut a que sén les amines més petites de la quimioteca.
En el cas de les amines A16 i A21 es va observar una reactivitat al voltant del 45%,
ambdues amb una amina terciaria en la seva cadena lateral, perd aquesta disminucié de
reactivitat no es va observar de forma tan important en les altres dues amines que també
contenien un grup amino terciari (A6 i A19), les quals van mostrar una reactivitat al voltant
del 75%.

Aquests resultats van donar una idea inicial de la diferéncia de reactivitat que hi podia
haver entre les amines de la quimioteca. No obstant, les etapes de la sintesi de la quimioteca
on es va introduir la diversitat i, per tant, on es va poder produir competéncia i diferéncia de
reactivitat entre les amines, eren reaccions de substitucid nucleodfila sobre el cloroderivat unit
a la fase solida, i no una reaccié d'acilacié en dissolucio. Per tal de poder obtenir resultats
més afins als que es van poder produir durant la sintesi de la quimioteca, es van realitzar els

estudis en fase solida que s’expliquen a continuacio.
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4.1.2. ASSAIGS DE REACTIVITAT EN FASE SOLIDA. FORMACIO DE GLICINAMIDES
I DE DKPS

4.1.2.1. Assaigs de reactivitat per a la formacio de glicinamides M-substituides

De forma analoga a la sintesi de peptoides, es va plantejar I'esquema general descrit a la
Figura 4.2 per a I'obtencié de glicinamides A+substituides, com a model per fer competir les
amines en |'etapa d'acoblament. Es va pensar que els resultats obtinguts en aquest estudi de
reactivitat de les amines en fase solida es podria extendre a les tres posicions de diversitat
presents en els peptoides de la quimioteca. D’aquesta manera, els residus finals amb les
mescles de les glicinamides A+substituides obtingudes es podien analitzar i quantificar
facilment per CG. La comparacid i quantificacid per 'H-RMN semblava prou complicada en
treballar amb mescles de 5 o 6 glicinamides. Aixi doncs, es van emprar mescles equimolars
de 5 o 6 amines, amb la corresponent amina de referéncia (A11 o A15), en l'etapa
d'introduccid de diversitat per atac nucleofil de les amines primaries sobre el cloroderivat unit

a la fase solida.

20% piperidina CICH,COOH / DIC )K/
NH,

NH-FMmoC —— 3

DMF, t.a. DMF / DCM
2 x 30 min t.a., 2 x 30 min
0]
H
(RY, R%, R3, R, RY)- NH2 OW )K/ TFA:DCM: HZO \)J\
N
EtsN, DMF 2 x 30 min

ta.,, 3h

Figura 4.2. Esquema general per a la sintesi de glicinamides Atsubstituides en
fase solida emprant mescles equimolars d’amines, on R pot ser R!, R?, R3, R* o R°.

Després de l'escissi6 final, es va procedir a I'analisi i quantificacié de les mescles de les
glicines. Tot i confirmar per CL-EM la preséncia de totes les glicinamides esperades, per CG
va resultar dificil la seva quantificacio i comparacié perquée els cromatogrames obtinguts eren
molt complexos i mostraven una gran quantitat de pics. Probablement, durant l'etapa
d’escissid amb TFA es van tallar fragments de /inker o espaiador de la propia resina. De fet,
segons la nostra experiencia en fase solida durant aquests anys, a I'hora de sintetitzar

molécules organiques de pes molecular baix en fase solida i caracteritzar-les per RMN sense
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purificar-les préviament, s'obtenen espectres de 'H-RMN que mostren la preséncia de /inker

provinent de I'escissié del producte de la resina.

Amb aquests resultats, es va plantejar un segon estudi en fase solida que intentés

solucionar aquests problemes.

4.1.2.2. Assaigs de reactivitat per a la formacio de 2,5-piperazindiones (DKPs)

L'opcié de sintetitzar DKPs com a model per fer competir les amines en les etapes
d’acoblament va ser deguda a que, per una banda, el tipus de reaccié d'acoblament era
analeg al que es produia en la sintesi dels peptoides perd, per altra banda i a diferencia
d’aquests, l'interval de pesos moleculars de les DKPs permetia detectar-les i quantificar-les
facilment per CG. A més, el fet que fossin molecules més grans que les glicinamides
M-substituides i que en la seva sintesi hi hagués una etapa addicional de ciclacié en medi
basic després de l'escissid amb TFA, semblava reduir els problemes que havien aparegut

durant I'analisi de les glicinamides per CG.

Aixi doncs, seguint I'esquema sintetic de la quimioteca de peptoides-II, es va plantejar
I'esquema general descrit a la Figura 4.3 per sintetitzar DKPs en fase solida. Aquest esquema

sintétic havia estat optimitzat per Isabel Masip en el transcurs de la seva Tesi Doctoral.>

El primer acoblament d’amina es va fixar amb I'amina A10 i la introduccié de la font de
diversitat va tenir lloc només en el segon acoblament afegint una mescla equimolar de 5/6
amines, amb la corresponent amina de referéncia (A11 o A15). Per realitzar aquest estudi
es va escollir un conjunt de 12 amines com a representatives de les 20 amines de la
quimioteca (vegeu Taula 4.3). Finalment, després de I'etapa d’escissid va tenir lloc una etapa

addicional de ciclacié en medi basic per obtenir les mescles de DKPs.
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20% piperidina CICH,COOH / DIC )K/q A10
QrNH-Fmoc —— NH, - QN —
DMF DMF / DCM H EtsN, DMF
t.a., 2 x 30 min t.a., 2 x 30 min ta.,2x5h
0 /i\ o A
NH CICH,COOH / DIC )K/,l, (R!, R% R?, R%, R°)-NH,
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Figura 4.3. Esquema general per a la sintesi de DKPs en fase solida. El primer acoblament es
va fixar amb I'amina A10, mentre que en la introduccié de la segona font de diversitat es van
emprar mescles equimolars d’amines. R pot ser R}, R?, R3, R* o R°.

Els residus de les mescles de les DKPs es van analitzar per CG, comparant les seves arees
en relacid a la DKP de referencia en cada cas (A11-A10 o A15-A10). Els valors obtinguts es
mostren a la Taula 4.3, aixi com la relacié d'arees de les DKPs de referéncia, mostrades a la
Taula 4.4. En el cas de la DKP M-(2-feniletil)-V=[2-(4"-sulfamoilfenil)etil]-2,5-piperazindiona
(A17-A10) no va ser possible la deteccid per CG. La identificacid de les DKPs de cada
mescla es va dur a terme per CG-EM.

Taula 4.3. Relacions d’arees per CG de les DKPs sintetitzades respecte les corresponents DKPs
de referéncia, les quals es mostren en negreta.

Area DKP (R'-R?) / Area DKP (R'-R?) /

DKP (R*-R?) Area DKP (A11-A10) DKP (R*-R?) Area DKP (A15-A10)
A1-A10 0.42 A9-A10 0.97
A2-A10 0.21 A13-A10 1.50
A4-A10 2.55 A14-A10 1.31
A6-A10 2.05 A15-A10 1.00
A8-A10 1.06 A17-A10 -
A11-A10 1.00 A35-A10 1.03
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Taula 4.4. Relacions d’arees per CG de les
DKPs de referencia.

Area DKP (A11-A10) /

1.2y A

DKP (R™-R%)  Aica DKP (A15-A10)
A11-A10 0.80
A15-A10 1.00

En termes generals, tornem a observar un comportament forca similar entre les amines
amb substituents aromatics, si bé les amines amb un grup metoxi a I'anell aromatic (A13 i
A14) van mostrar una reactivitat més elevada que la resta d'amines aromatiques. Igualment,
entre les amines no aromatiques es torna a observar uns valors de reactivitat molt més

dispersos entre elles, amb un comportament variable i dificil d’explicar.

En aquest punt, es va veure la importancia d'aprofundir I'estudi de la reactivitat de les
amines en fase solida, perd sense haver de manipular i purificar les mescles finals de restes
d'espaiador o /inker de la resina, per evitar possibles perdues d'algun dels productes que
conduissin a errors en la seva quantificacio i en la determinacid de la reactivitat de la seva
corresponent amina. Com alternativa a les tecniques de CG i de RMN, es va pensar en
I'analisi i quantificacid de les mescles per HPLC, on els problemes esmentats a |'apartat
4.1.2.1 no havien d'afectar I'elucié dels productes ni interferir als cromatogrames d'HPLC,

d’acord amb la nostra experiéncia en I'analisi de peptoides per aquesta técnica.

4.2. ESTUDIS DE REACTIVITAT PER HPLC

A I'hnora de pensar en la realitzacid d'un estudi comparatiu de les amines per HPLC
seguint I'esquema sintétic que s’ha mostrat a la Figura 4.2, se’ns va plantejar un problema
addicional degut al fet que en el grup d’amines no aromatiques no era possible la detecci6 de
les seves corresponents glicinamides per HPLC en no tenir un grup cromofor en la seva
estructura. Per aquest motiu, ens vam plantejar un esquema sintetic alternatiu descrit a la
Figura 4.4, on es va substituir I'acid cloroacetic per I'acid 4-clorometilbenzoic en I'etapa
d’acilacio. La introduccié de la font de diversitat per I'atac nucleofil de mescles equimolars de
5/6 amines primaries va donar lloc a mescles de benzamides Atsubstituides, facilment
detectables per HPLC.
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t.a., 2 x 30 min

(RY, R, R3, R, R, R%)-NH,
> N
EtsN, DMF H
ta., 3h

0
CICH,CgH4COOH / DIC
N
DMF / DCM H a
t.a., 2 x 30 min
0
TFA:DCM:H,0
—————— H,N
H 2 x 30 min N

Figura 4.4. Esquema general de sintesi de benzamides en fase solida emprant mescles
equimolars d’amines en I'etapa d’acoblament, on R pot ser R, R?, R3, R*, R* o R®.

Per altra banda, a I'hora de pensar en la quantificacid de les benzamides de les mescles

per HPLC es va pensar, en primer lloc, en trobar unes condicions d’elucié optimes que

permetessin diferenciar cada benzamida d’una mescla i, en segon lloc, en l'obtencié d'una

recta de calibracid per a cada benzamida respecte una referéencia interna. Per fer aquest

estudi de reactivitat es va escollir un conjunt d'11 amines com a representatives del total de

les 20 de la quimioteca (en la Figura 4.7 es troben les benzamides sintetitzades per a les

amines escollides).

4.2.1.0BTENCIO DE LES BENZAMIDES

Inicialment, calia obtenir les benzamides del conjunt d’amines escollides per tal d’obtenir

les rectes de calibracid. La sintesi de les benzamides es va realitzar seguint I'esquema

mostrat a la Figura 4.5.

NBS

HoN CCly  H,N

300 W, 3 h
rdt. 50%

R—NH,
K,CO3
e
Br  Dioxa
1.5 h, 60 °C
rdt. 50%

H>N

2T

Figura 4.5. Esquema general per a la sintesi de benzamides en dissolucié: primerament té lloc
la bromaci6 de la 4-metilbenzamida per obtenir el compost bromat 2, seguida de la substitucid

nucledfila del brom per una amina primaria.
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Primerament, es va obtenir la 4-bromometilbenzamida (2) mitjancant la reaccié de
bromacié de la 4-metilbenzamida amb NBS i amb irradiacid de llum blanca, en CCls. Es va
obtenir com a producte secundari de la reaccié el compost dibromat, a més de substrat de
partida sense reaccionar, ambdds de dificil separacid del compost monobromat 2. La
purificacié es va dur a terme per successives recristal’litzacions d’AcOEt i CHCls i es van
descartar aquelles fraccions recristal*litzades amb pureses inferiors al 95% per CG, per tal
d’evitar la preséncia de producte dibromat en les reaccions posteriors amb les amines, motiu
pel qual el rendiment de la reaccid va ser Unicament d'un 50%. Cal destacar les dades
espectroscopiques de H-RMN i de *C-RMN de 2 referents al grup metilé, amb un singlet a

d=4.59 ppm i a d=32.8 ppm, respectivament.

Seguint el procediment experimental descrit per Isabel Masip en la seva Tesi Doctoral®

en reaccions d‘atac nucleodfil d'amines primaries sobre derivats clorats en dissolucid, es van
fer reaccionar 3 eq. d’'amina i de K,CO; amb el compost bromat 2, en dioxa. Amb un temps
de reaccié d'1.5 h i a 60 °C es van aconseguir conversions completes per a totes les amines.
L'addicié de 3 eq. d'amina es va fer per accelerar la reaccio i evitar la formacié de productes

de dialquilacio.

L'eliminacié de I'excés d'amina es podia realitzar per metodes d'extraccid o per
evaporacio. Tot i poder emprar el metode d’eliminacié més adient per a cada amina tenint en
compte les seves caracteristiques de volatilitat i preséncia de grups protonables, es va
preferir pensar en un mateix metode d’extraccid. D'aquesta manera s’optimitzaria el procés
d’eliminacié que seria necessari a I'hora de fer els estudis de reactivitat en dissolucio, en els
quals es requeria un Unic metode d’eliminacid per als excessos de totes les amines, com
s’explicara a I'apartat 4.2.5. Aixi doncs, es va plantejar I'is d'una resina segrestadora que
permetés eliminar amines primaries d’'una mescla de reaccid en presencia d'amines

secundaries.

Eliminacio de l'excés d'amina. Utilitzacio d'una resina segrestadora

Actualment son assequibles una serie de resines funcionalitzades que permeten realitzar
una rapida purificacid del producte final d’'una sintesi en dissolucié, per eliminacié dels

reactius en excés o de productes secundaris de la reaccid.®®®’

En aquest cas es va emprar una resina segrestadora de tipus electrofilic que permetés

eliminar l'excés d'amina primaria en presencia d'una amina secundaria, producte de la
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reaccid. La resina en qliestio estava funcionalitzada amb un grup aldehid, concretament un

polimer de poliestire 4-benziloxibenzaldehid de tipus Wang aldehid HL (vegeu Figura 4.6).

O~ ), o wowy Q) oA

H

Figura 4.6. Segrest d'una amina primaria amb una resina de tipus Wang aldehid.

Isabel Masip va assajar diverses condicions i va optimitzar I'is d'aquest suport poliméric
amb diverses amines de la seva quimioteca. Els millors resultats es van obtenir fent
reaccionar I'excés d'amina amb la resina segrestadora de tipus aldehid (3 eq. respecte I'excés
d’amina) en un forn microones, a 350 W de potencia i durant 20 min (en intervals d'1 min).
Amb aquestes condicions, els excessos de les amines de les reaccions anteriors es van
eliminar, tot i que en els casos de les amines A9 i Al12 van ser necessaris 20 min
addicionals, i amb I'A20 1 h en total.

Els residus finals es van purificar per cromatografia en capa prima preparativa, per
obtenir les onze benzamides que es mostren a la Figura 4.7, amb uns rendiments al voltant
del 50%. No obstant, en els casos de les benzamides 4 i 8 (de les amines A6 i A12,
respectivament) la purificacié per CCP va resultar complicada, en ser productes de dificil
elucio i extraccid degut a la seva polaritat. Per aquest motiu i Unicament per aquestes dues
amines, es van realitzar dues sintesis en fase solida i en paral‘lel seguint el procediment
descrit a la Figura 4.4, amb una purificacié final per HPLC a escala semipreparativa, amb uns

rendiments del 38% per a la benzamida 4 i del 25% per a la benzamida 8.

Les benzamides es van identificar per espectrometria de masses i per espectroscopia de
'H-RMN i *C-RMN. Cal destacar els senyals dels espectres de 'H-RMN referents al grup
metile, en variar el desplacament quimic de d=4.59 ppm en 2 a al voltant d=3.8 ppm en les
benzamides, i de 1>*C-RMN en variar el desplagament quimic de d=32.8 ppm en 2 a al voltant
d=53.8 ppm.

51



Capitol 4

HyN

HaN

\
®

HyN

$54i
&
b e
R

: *Cu *Cu
N

w@ . “@

Figura 4.7. Conjunt de les onze benzamides sintetitzades. A excepcié de les benzamides 4 i 8, les quals es
van sintetitzar en fase solida, la resta es van sintetitzar en dissolucio.

SOZNHZ

4.2.1.1. Optimitzacio de les condicions d’elucio per HPLC

Per analitzar per HPLC les benzamides presents en les mescles dels estudis de reactivitat,
calia un sistema d’elucié que permetés diferenciar-les suficientment entre elles. Cal tenir en
compte que en la tecnica d'HPLC els pics obtinguts no acostumen a tenir tant bona resolucio
com en el cas de la tecnica de CG, sind que generalment s‘obtenen pics amb una base més
ample i inclds, depenent del tipus de compost i de les condicions d’elucid, es poden arribar a

observar cues.

Aixi doncs, es van assajar diverses condicions d'elucié: es va variar el tipus de columna
de fase inversa utilitzada (columna C18 o C8), els eluents utilitzats (H,O o una dissolucio
HCOOH-EtsN 20 mM per a la fase aquosa, i ACN o MeOH per a la fase organica), el pH
d’elucié (pH=2 o 5) i el programa d’elucid. Finalment, per a la majoria de les benzamides es
va decidir treballar amb una columna C18 i amb un sistema d’eluents de tampd HCOOH-Et;N
20 mM a pH=5 per a la fase aquosa i ACN per a la fase organica. No obstant, en el cas de la
benzamida 4, degut a la preseéncia d’'un grup amino terciari en la seva cadena lateral, es va
obtenir una millor resolucié quan la mostra estava protonada per dissolucié en H,O amb

0.1% de TFA, i en el cas de la benzamida 7 va ser necessari un canvi d’eluents per obtenir
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una bona resolucid: H,O amb 0.1% de TFA per a la fase aquosa i ACN amb 0.07% per a la

fase organica.

4.2.2. DETERMINACIO DE LES RECTES DE CALIBRACIO DE LES BENZAMIDES

Una vegada establert el sistema d’eluci6 més adequat per a cada benzamida, es va
escollir un patré de referéncia per determinar les rectes de calibracié de cadascuna. Calia que
aquest patrd fos estable quimicament i que tingués un temps de retencié prou diferent al de
les onze benzamides per no interferir en la seva analisi Es va escollir
I’A-3,3-difenilpropilacetamida (14), facilment sintetitzada a partir de l'acetilacié de I'amina

A20 amb anhidrid acetic i piridina (vegeu Figura 4.8).

Ac,0 0
piridina
NH, ———> N)K
10 min H
rdt. 96% 14

Figura 4.8. Reaccid d'acetilacié de 'A20 amb anhidrid
acétic i piridina per obtenir el patré de referencia 14.

Seguidament, per a cada benzamida es van preparar cinc dissolucions de diferent
concentracio (entre 0.06 i 0.60 mM), afegint a cadascuna un volum fix d'una dissolucié del
compost de referéncia 14, i es van analitzar per HPLC a 220 nm. A partir de la relacio
d'arees i de la relaci6 de les concentracions de cada benzamida en relacié al patré 14, es van
determinar les corresponents rectes de calibracid que es mostren a la Taula 4.5. Els

coeficients de regressio lineal de totes elles van ser superiors a 0.99.
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Taula 4.5. Equacions de les rectes de calibracié determinades per a les onze benzamides estudiades.
Al costat de cada benzamida s’indica la corresponent amina emprada per a la seva sintesi.

Benzamida Amina Equacio Benzamida Amina Equacio
3 A4 y=0.826x - 0.007 9 Al13  y=1.102x + 0.019
4 A6 y=0.397x + 0.046 10 A15 y=1.841x - 0.062
5 A7 y=0.648x + 0.006 11 Al7 y=1.141x + 0.012
6 A9 y=0.872x + 0.019 12 A20 y=1.501x - 0.027
7 All y=0.588x - 0.028 13 A35 y=0.973x - 0.020
8 Al12 y=0.587x - 0.006

4.2.3.ESTUDI DE LA REACTIVITAT DE LES ONZE AMINES EN FASE SOLIDA
UTILITZANT MESCLES EQUIMOLARS EN L'ETAPA D'ACOBLAMENT

Seguint I'esquema que s'ha descrit a la Figura 4.4, es van realitzar dues reaccions en fase
solida i en parallel. La introduccié de diversitat va tenir lloc per I'atac nucledfil d'una mescla
equimolar de 6 amines, emprant una concentracié similar a la utilitzada per a la sintesi de la
quimioteca de peptoides-II, sobre el cloroderivat unit a la resina. Els dos subgrups d’amines
es van escollir de forma aleatoria, intentant Unicament que els seus temps de retencid per
HPLC diferissin el maxim possible. Per altra banda, es va escollir 'amina A15 com a
referéncia interna en els dos subgrups per tal que al final es poguessin referenciar els
resultats obtinguts de totes les amines respecte I'/A15. Cadascuna de les dues reaccions es
va realitzar per duplicat. Després de l'etapa d'escissid, els residus de les mescles de les
benzamides es van liofilitzar i, sense cap tipus de tractament addicional, es van analitzar per
HPLC, afegint el patrd de referencia 14 i tenint en compte les condicions d'elucidé més
adients determinades per a cada benzamida a I'apartat 4.2.1.1. A la Figura 4.9 es mostra el

perfil cromatografic obtingut d’un dels residus, a mode d’exemple.

A partir de I'analisi de les mostres per HPLC i tenint en compte les corresponents rectes
de calibracid6 de cada benzamida, es van determinar els valors de reactivitat relativa i els
factors d’equireactivitat’” en fase solida de les 11 amines corresponents a les benzamides
sintetitzades en relacio a I'amina A15. La mitjana dels resultats obtinguts dels dos duplicats

de cada reaccié es mostren a la Taula 4.6.

" El factor d’equireactivitat s'ha calculat a partir de la inversa del valor de reactivitat relativa a A15, és a dir a 1.
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Figura 4.9. Perfil cromatografic d'HPLC del residu obtingut d'una de les mescles de benzamides amb el
patr6 de referéncia 14. Als pics corresponents a cada compost de la mescla s'indica el seu temps d’elucio,
en min.

Taula 4.6. Valors de reactivitat i factors d’equireactivitat en fase solida determinats per a les 11 amines
estudiades en relacié a I’A15. S’han subdividit les amines en dos grups segons si tenen substituents
aromatics o no, per facilitar el seu estudi comparatiu.

A4 A6 A7 A1l Al12 | A9 Al13 A15 Al1l7 A20 A35

Reactivitat 1,57 467 122 2.05 1.90 157 2.04 1.00 130 1.72 1.08

relativa

Factor 044 0.21 0.82 049 053 0.64 049 1.00 0.77 0.58 0.93

d’equireactivitat

Aquests resultats van mostrar una gran dispersié de valors de reactivitat. Cal destacar el
cas de I'amina A6, amb un nitrogen terciari en la seva cadena lateral, la qual va mostrar una
reactivitat molt superior a la resta d’amines. En canvi, I'amina que va mostrar menys
reactivitat va ser, sorprenentment, I’A15, que és lI'amina aromatica clorada en posicié orto i
para, i una de les que va donar bons resultats d’activitat en el cribratge de la quimioteca vers

el fenotip de MDR, com s’explicara a I'apartat d'activitat biologica (vegeu apartat 5.1.1).

En aquest punt, calia confirmar els resultats anteriors i comprovar si variant les
concentracions de cada amina en l'etapa d'acoblament, tot aplicant els factors de correccio
dacord amb els corresponents factors d'equireactivitat, s’aconseguia contrarestar la
reactivitat de les amines i, en conseqgliéncia, obtenir concentracions similars de cada

benzamida en les mescles finals.
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4.2.4.ESTUDI DE LA REACTIVITAT DE LES ONZE AMINES EN FASE SOLIDA
UTILITZANT MESCLES EQUIREACTIVES EN L'ETAPA D'ACOBLAMENT

De forma analoga a l'apartat anterior, es van realitzar dues reaccions en fase solida i en
parallel, afegint una mescla de 6 amines amb les concentracions ajustades d’acord amb els
corresponents factors de reactivitat determinats. Igualment, cada reaccid es va realitzar per
duplicat. En aquest cas, I'analisi dels residus de les mescles de les benzamides resultants per
HPLC van mostrar els valors de reactivitat de les onze amines corresponents a les

benzamides sintetitzades en relacié a ’A15 que s’indiquen a la Taula 4.7.

Taula 4.7. Valors de reactivitat determinats per a les 11 amines estudiades en fase solida
respecte I'A15, després d'haver aplicat durant la sintesi de les benzamides els factors
d’equireactivitat corresponents a cada amina.

AA A6 A7 A9 All Al12 A13 A15 Al1l7 A20 A35

Reactivitat
1.23 091 0.85 1.16 1.05 1.29 1.12 1.00 1.18 1.15 1.16
relativa

Els nous valors de reactivitat obtinguts van mostrar com, efectivament, després de tenir
en compte els factors de correccid de cada amina, la seva reactivitat va ser molt similar
gairebé en tots els casos. Caldria destacar I'amina A6, la qual va disminuir considerablement
la concentracié de la seva corresponent benzamida en les mescles finals. En canvi, en els
casos de les amines A4 i A12, encara semblaven mostrar una reactivitat superior a les altres

amines.

Aquests resultats van fer plantejar el mateix estudi anterior perd en dissolucié, per

determinar si podia haver diferencies respecte la fase solida.

4.2.5.ESTUDI DE LA REACTIVITAT DE LES ONZE AMINES EN DISSOLUCIO

Seguint I'esquema descrit a la Figura 4.5 per a la sintesi de les benzamides en dissolucio,
es van realitzar dues reaccions en paral‘lel, on la introduccié de diversitat va tenir lloc per
I'atac nucleofil d'una mescla equimolar de 6 amines sobre la 4-bromometilbenzamida (2). Els

dos subgrups d’amines van ser els mateixos que els escollits en fase solida i cada reaccid es
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va realitzar per duplicat. Aquest estudi en dissolucid va ser realitzat en col*laboracié amb Ana

Beloqui.

Després de I'eliminacié dels excessos d’amina amb la resina segrestadora de tipus Wang
aldehid i radiacié de microones, els residus resultants de les mescles de les benzamides es
van analitzar per HPLC amb el patré de referéncia 14, de forma analoga a com es van
analitzar les mescles de l'estudi de reactivitat en fase solida. D’aquesta manera, es van
determinar els valors de reactivitat i els factors d’equireactivitat de les 11 amines
corresponents a les benzamides sintetitzades en dissolucid en relacié a I'amina A15. La

mitjana dels resultats obtinguts dels dos duplicats de cada reaccié es mostren a la Taula 4.8.

Taula 4.8. Valors de reactivitat i factors d’equireactivitat en dissolucié determinats per a les 11
amines estudiades en relaci6 a 'A15.

A4 A6 A7 A1l A12 | A9 A13 A15 Al1l7 A20 A35

Reactivitat
2.65 338 3.22 290 280|271 276 1.00 193 159 1.61
relativa

Fact
actor 0.38 0.30 0.31 0.34 0.36 / 0.37 0.37 1.00 0.52 0.63 0.62
d’equireactivitat

En termes generals, es va observar com el comportament de reactivitat de les amines no
aromatiques era forca similar. En canvi, entre les amines aromatiques, destaquen les amines
A17 (amb un grup sulfona), A20 (amb dos grups fenils) i A35 (fluorada en posicid orto) que
van mostrar una reactivitat lleugerament inferior a la resta d'amines. Igualment a la fase
solida, I'amina aromatica clorada A15 va ser la que va mostrar els valors de reactivitat més

baixos.

Es van repetir les reaccions en dissolucid, perd ajustant les concentracions de les amines
en funcid dels seus factors d’equireactivitat, de forma analoga a com s’havia fet en fase
solida. Els resultats dels factors de reactivitat de les onze amines corresponents a les

benzamides sintetitzades en relacio a I’A15 es mostren a la Taula 4.9.

57



Capitol 4

Taula 4.9. Valors de reactivitat en dissolucié determinats per a les 11 amines estudiades en
relaci6 a I'A15, després d’haver aplicat durant la sintesi de les benzamides els factors
d’equireactivitat corresponents a cada amina.

AAd A6 A7 A9 A1l A12 A13 A15 Al1l7 A20 A35

Reactivitat
. 1.55 0.9 1.35 199 1.18 1.51 1.66 1.00 1.10 1.36 1.23
relativa

Els valors de reactivitat obtinguts de les amines en dissolucio en referéncia a I’A15 van
mostrar com, després de tenir en compte i aplicar els factors d’equireactivitat determinats
per a cada amina, la concentracié de les corresponents benzamides en les mescles finals va
tendir a igualar-se, tot i que en la majoria dels casos encara mostraven un comportament de

reactivitat forca superior a I'amina A15, la menys reactiva de totes.

4.3. CONCLUSIONS DE LA REACTIVITAT DE LES AMINES DE LA
QUIMIOTECA

Al llarg d’aquest capitol de reactivitat s’han explicat els diferents tipus de reaccid i
metodes d'analisi que es van dur a terme per estudiar i comparar la reactivitat de les 20

amines de la quimioteca de peptoides-II.

Si bé els primers estudis realitzats i analitzats per CG van donar uns primers indicis sobre
possibles diferéncies en la velocitat de reaccié de les amines, la necessitat d’estudiar la seva
reactivitat d'una forma més proxima a la que es va produir en les etapes d'introduccié de
diversitat en la sintesi de la quimioteca de peptoides-1I, ens va portar al plantejament i a la

realitzacié d'un estudi més acurat i analitzat per HPLC.

En aquest estudi per HPLC es van obtenir els valors de reactivitat del conjunt d’amines
seleccionades com a representatives de la quimioteca en relacié 'amina A15, els quals es

van determinar en fase solida i en dissolucio i s’han recollit a la Taula 4.10.
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Taula 4.10. Valors de reactivitat de les 11 amines estudiades en relacié a I'A15, determinats en
fase solida i en dissolucié. S’han subdividit les amines en dos grups, segons si tenen substituents
aromatics (esquerre) o no (dreta), per tal de facilitar el seu estudi comparatiu.

Reactivitat
AAd A6 A7 All Al12| A9 A13 A15 Al17 A20 A35
relativa

En fase solida | 2.27 4.67 1.22 2.05 1.90 157 2.04 1.00 130 1.72 1.08

En dissolucié | 2.65 3.38 3.22 290 2.80 2.71 2.76 1.00 193 159 1.61

En termes generals, s’ha pogut observar una gran dispersié en la reactivitat de les
amines en fase solida, tant entre les amines aromatiques com entre les no aromatiques,
posant de manifest les diferencies existents entre elles a nivell d’estructura, de volum, de
volatilitat, de caracter polaritzable o d’hidrofobicitat. En canvi, en dissolucid, les amines no
aromatiques van mostrar valors de reactivitat forca similars, mentre que entre les amines
aromatiques els valors de reactivitat van ser més dispersos, els quals evidenciaven les
diferencies d’aquest grup a nivell de volum i/o dels subsitutents aromatics (haldogens, grup
sulfona o grup metoxi). Cal destacar I'amina A6 (amb un nitrogen terciari addicional en la
cadena lateral) com la més reactiva de totes les amines estudiades, i I'amina A15 (clorada

en posicid ortoi para) com la menys reactiva, tant en fase solida com en dissolucio.

Per altra banda, cal constatar que, a excepcio de les amines A6 i ’'A20 (amb dos grups
fenils), en totes les altres amines es va produir un augment de la reactivitat en dissolucio
respecte la fase solida. Aquest augment va ser considerable en I'amina A7 (amb un enllag

amida en la cadena lateral) i I'A9 (amina piridinica).

No obstant, tot i I'existéncia de diferéncies en la reactivitat de les amines en fase solida i
en dissolucid, s’ha pogut comprovar la correccié i amortiment d'aquesta diferéncia amb
I'ajust de les quantitats d’amina, en funcié dels seus factors d’equireactivitat, durant la sintesi
de les corresponents benzamides. Com es pot observar a la Taula 4.11, aquest fet s’ha pogut
constatar per a totes les amines en fase solida, tot i que en dissolucié encara es van observar
diferéncies importants en la reactivitat entre algunes d’elles, principalment les amines A4,
A9, A12i A13.
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Taula 4.11. Valors de reactivitat de les 11 amines estudiades en relacié a 'A15, determinats en
fase solida i en dissolucid, després d’haver aplicat durant la sintesi de les benzamides els seus
corresponents factors d’equireactivitat.

Reactivitat
AAd A6 A7 A1l Al12 | A9 A13 Al15 Al17 A20 A35
relativa

En fase solida | 1.23 0.91 0.85 1.16 1.05|1.29 1.12 1.00 1.18 1.15 1.16

En dissolucié | 1.55 0.96 1.35 1.18 1.51 199 1.66 1.00 1.10 136 1.23

Aixi doncs, els resultats d’aquest estudi de reactivitat han evidenciat la importancia i la
necessitat de la realitzacid d'aquest tipus d'estudi quan es porten a terme sintesis de
quimioteques de mescles on les etapes d'introduccid de diversitat impliquen I'addicid de
mescles de reactius. Aquesta necessitat, per tant, és inqliestionable en el cas d'una sintesi
seguint el format de rastreig posicional amb reactius que difereixen prou entre ells, escollits
per tal que la diversitat de la quimioteca sigui gran, com és el cas de la quimioteca de

peptoides-II.

Aquest inconvenient detectat condueix a pensar en la possibilitat que durant el cribratge
de la quimioteca davant les dianes biologiques es poguessin haver produit falsos negatius
degut a que compostos potencialment actius no fossin detectats perqué estiguessin a
concentracions inferiors a les esperades. Malgrat tot, en el seglient capitol s’explicaran els
bons resultats derivats del cribratge de la quimioteca, en els quals I'amina A15, la menys
reactiva, va mostrar una gran activitat en alguna de les posicions del trimer de glicines N\
substituides, tot conduint a la identificacid de peptoides amb activitats biologiques molt

interessants.

En aquest sentit, aquest estudi de reactivitat ens va portar a pensar en la possibilitat, en
un futur proxim, del plantejament i la sintesi d’'una tercera quimioteca de peptoides on les
concentracions inicials de les amines estarien ajustades d‘acord amb els seus factors
d’equireactivitat, solucionant aixi els problemes derivats de la diferéncia de reactivitat entre

elles.
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Un dels objectius més importants de la recerca biomedica és la identificacid de noves
molécules cap de serie amb interés terapéutic. Amb aquesta finalitat es va dur a terme el
cribratge de la quimioteca de peptoides-II davant de diferents dianes biologiques disponibles
en diversos grups de recerca, de I'ambit public i privat, amb qui el nostre grup es va posar en
contacte. En aquest sentit, per validar la quimioteca de peptoides-I i després d’haver
detectat els problemes de ciclacié esmentats anteriorment, es van tornar a assajar algunes

de les dianes ja estudiades amb aquesta quimioteca.

Al llarg d’aquest capitol es mostraran els resultats més rellevants obtinguts en el cribratge
de la quimioteca de peptoides-II. Cal mencionar que, després del cribratge i deconvolucio
inicial de les mescles, els compostos identificats amb més activitat es van resintetitzar en
fase solida de forma individual, tal i com s’ha comentat a I'apartat 3.6, i es van purificar per
HPLC a escala semipreparativa per realitzar altres assaigs addicionals i confirmar els resultats

obtinguts amb les mescles originals.
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5.1. CANCER

5.1.1. RESISTENCIA A MULTIPLES FARMACS (MDR)

El cancer és un dels majors problemes de salut del mén amb més de sis milions de casos
nous cada any i és la segona causa de mort en la poblacid espanyola. Fins ara, els
procediments per curar determinats cancers com la leucemia, el limfoma o tumors unifocals
que es propaguen per metastasi comprenen majoritariament la cirurgia, la radiacid, la

quimioterapia i la immunoterapia.

El fenotip de MDR o resisténcia a multiples farmacs és la causa principal de la ineficacia
de la quimioterapia en el tractament del cancer.®® Aquest fenotip descriu la capacitat de
resistencia de les cél*lules canceroses o neoplasiques de les linies tumorals per sobreviure
exposades a agents anticancerigens citostatics tan emprats com les antraciclines, alcaloides
de la vinca o taxans.®®”° Aquesta resisténcia acostuma a ser deguda a la sobreexpressié de

71,72

la glicoproteina transmembranica transportadora P-gp, i a la sobreexpressio d‘altres

proteines homologues a P-gp (MRPs), entre les quals destaca la proteina transmembranica

transportadora MRP1, la qual també indueix resisténcia a mdltiples farmacs.”>”*
A la Figura 5.1 s’ha representat esquematicament el fenotip de MDR.
Entrada del
Pg-p / MRPs . ’ farmac
A \
Membrana %ggg @%g g %
cel*lular

BE8Y 3 il o e ohebe

@ —0 y
Expulsio del

farmac

Figura 5.1. Procés d’entrada d’un farmac (F) a l'interior de la cél-lula i de la
seva expulsio (total o parcialment) per efecte de les proteines
transmembraniques Pg-p i MRPs.
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En resum, els compostos o farmacs entren a l'interior cel*lular per difusié passiva i son
detectats a la membrana cel'lular per les proteines transmembraniques Pg-p i MRPs, les
quals actuen com una bomba d’eflux unidireccional de macromolecules i expulsen els agents
citostatics de linterior cel'lular. Amb aquesta accidé es disminueix la seva eficacia en no

assolir la concentracid necessaria per produir I'efecte citotoxic.

Per aquest motiu, les proteines P-gp i MRP1 han esdevingut dianes terapeutiques en la
guimioterapia contra diferents tipus de cancer, tals com leucémia, cancer de pulmd, cancer

de pit i ovaris, tumors cerebrals i de coll, el sarcoma de Kaposi i neuroblastomes infantils.”*”>

Hi ha dues estratégies per augmentar la concentracié intracel'lular de farmacs
antitumorals. Per una part, el desenvolupament d'agents reversors de resisténcia o de
quimiosensibilitzadors que inhibeixin el transport i eliminacid dels farmacs cap a I'exterior
cel'lular. Per una altra part, el desenvolupament d‘analegs antitumorals que siguin capacos
de ser retinguts a linterior cel'lular, ja sigui perqué no son reconeguts per la bomba

d’expulsié o perqué tenen una cinética d’accié molt més rapida que la propia bomba.”®

S’han descrit un gran nombre de moduladors o quimiosensibilitzadors que competeixen
pels llocs d'unid del farmac a la molecula transportadora i permeten mantenir una
concentracio suficient del farmac a l'interior cel*lular perque produeixi un efecte terapéutic.
Entre aquests moduladors destaquen els bloquejadors dels canals de calci com el verapamil
(VRP), detergents com el Triton X-100 i agents immunosupressors com la Ciclosporina A. El
problema d‘aquests quimiosensibilitzadors és que tenen una toxicitat elevada i efectes
secundaris a les concentracions necessaries perque mostrin activitat. Per aquest motiu es
necessiten noves substancies reversores/quimiosensibilitzadores del fenotip de MDR amb

efectes citotoxics baixos.

En el nostre cas, es va assajar l'estrategia d'identificar antagonistes de les proteines
transportadores P-gp i MRP1 amb la quimioteca de peptoides-II i desenvolupar, aixi, nous

quimiosensibilitzadors del fenotip de MDR.””:"8
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5.1.1.1. Cribratge de la quimioteca

El procés de cribratge de la quimioteca de peptoides-II sobre el fenotip de MDR per
trobar inhibidors de les proteines P-gp i MRP1 va ser realitzat per la Dra. Maria José Abad,

del grup del Dr. Antonio Ferrer-Montiel de la Universitat Miguel Hernandez d'Elx.

Els sistemes cel'lulars emprats van ser unes linies resistents de leucémia linfocitica
murina L1210R, les quals sobreexpressen la proteina P-gp, i de leucemia promielocitica
humana HL60R, les quals sobreexpressen la proteina MRP1. El cribratge de la quimioteca es
va realitzar amb assaigs /n vitro i in vivo amb la daunomicina (DNM), la qual va ser la

primera antraciclina emprada amb eficacia.”

L'assaig del cribratge /n vitro de la quimioteca amb la linia cel*lular L1210R es va basar
en la determinacié de I'acumulacié intracel-lular de DNM per citrometria de flux, aprofitant
les caracteristiques fluorescents de I'antineoplasic. Aquest assaig consisteix en la incubacio
de les suspensions cel*lulars de densitat 1 x 10° cel/ml en tampd PBS amb la DNM (3 mM) i
amb les mescles controlades de la quimioteca (0.1 mg/ml) a 37 °C durant 1 h, i en preséncia
o abséncia de verapamil (5 mM, VRP), el qual es va escollir com I'agent quimiosensibilitzador

de referéncia.®

El cribratge de les tres subquimioteques va donar els resultats que es mostren en la
Figura 5.2. D’acord amb el format de rastreig posicional de la quimioteca, el procés de
cribratge amb només 52 assaigs (un per mescla) va permetre extreure informacié d’un total
de 5120 compostos, identificant aquells que van presentar una major activitat com a

reversors del fenotip de MDR.

Cal dir que els resultats mostrats a la Figura 5.2 son els valors d’'un dels assaigs que es
va realitzar a una concentracid6 de mescla de 0.1 mg/ml, perd les mostres més actives
seleccionades en aquesta grafica no coincideixen en tots els casos amb les mescles que es
van escollir finalment amb valors dacumulacié de DNM més alts, ja que la seleccié es va
realitzar tenint en compte també els resultats dels assaigs realitzats a una concentracié de
mescla de 0.05 mg/ml. La disminuci6 de la concentracié va implicar un increment significatiu
de l'activitat quimisensibilitzadora, tot indicant que la citotoxicitat d’alguns compostos de les

mescles emmascaraven la seva activitat reversora.
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Figura 5.2. Resultats del cribratge de la quimioteca de peptoides-II en I'assaig per a
la identificacié d'antagonistes de la proteina transportadora P-gp. En verd es mostren
els resultats obtinguts de cada mescla a una concentracié de 0.1 mg/ml i en blau es
mostren les mescles més actives seleccionades a 0.1 mg/ml. A nivell de comparacid,
es mostra en negre un 100% d‘acumulaci6 de DNM i en vermell els resultats
obtinguts amb el verapamil (5 mM), com a quimiosensibilitzador de referéncia.

Del cribratge de la quimioteca es van seleccionar les mescles que contenien a la posicid
R! (Mterminal) les amines A4, A10, A13, A35 i A37, com les més actives, i les amines A15
i A20 tant a les posicions R?> com R>. Les 20 combinacions d'aquestes amines van conduir a
20 peptoides, els quals es van resintetitzar individualment i es van tornar a assajar per
validar la quimioteca i escollir els compostos més actius. Els resultats obtinguts a una

concentracid de peptoide de 5 mM s’han mostrat a la Figura 5.3.
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Figura 5.3. Resultats del cribratge dels 20 peptoides definits en l'assaig per a la identificacid
d’antagonistes de la proteina transportadora P-gp. En verd es mostren els resultats obtinguts dels
peptoides a una concentracid de 5 mM i en blau es mostren els dos peptoides més actius
seleccionats a 5 mM. A nivell de comparacid, es mostra en negre un 100% d’acumulacié de DNM i en
vermell els resultats obtinguts amb el verapamil a 5 mM, com a quimiosensibilitzador de referéncia.

Del cribratge dels 20 peptoides definits com a antagonistes de la proteina P-gp i
reversors del fenotip de MDR es van identificar aquells que tenien amines fluorades en la
primera posicido (A35 i A37) com a compostos amb activitats més elevades. Concretament,
I'acumulacié de DNM en el interior de la cel*lula va ser superior (280%) a la del verapamil
(250%) en els peptoides N35-15-15C (15) i N37-15-15C (16), ambdds amb I'amina A15 en
la segona i la tercera posicid del trimer (vegeu Figura 5.4), tot suggerint que aquests

compostos tenien activitat quimiosensibilitzadora, presumiblement deguda a la inhibicié de
I'activitat extrusora de P-gp.

cl
F
\O\/\ \)OJ\
N35-15-15C N37-15-15C
Figura 5.4. Peptoides més actius obtinguts del cribratge de la quimioteca de peptoides-II davant la

seva capacitat reversora del fenotip de MDR.
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La realitzacié dels assaigs de citotoxicitat cel*lular es van realitzar mitjancant el métode
de reduccid de I'MTT (metiltiazoldifeniltetrazole), el qual permet determinar la viabilitat
cel'lular gracies a la deshidrogenasa mitocondrial que es troba activa Unicament en les
cel'lules viables. Aquest enzim converteix el reactiu d'MTT en una sal de formazan de color
blau que es pot valorar espectrofotométricament, de tal manera que I'absorbancia mesurada
és proporcional al nombre de cél'lules viables de la mostra. Els resultats dels assaigs van
mostrar que aquests dos peptoides N35-15-15C i N37-15-15C disminuien fins a tres vegades
el grau de resistencia de les cél'lules leucemiques, de forma similar al VRP, sense presentar
citotoxicitat i degut, probablement, al bloqueig de l'efecte d’expulsid dels farmacs per la
proteina P-gp. Les ICsy dels compostos van ser de 3.5 + 2.1 mM per a N35-15-15C i de
4.3 + 1.9 mM per a N37-15-15C.

Altres assaigs similars amb els dos peptoides 15 i 16 en la linia cel*lular HL60R van
mostrar, igualment, una activitat quimiosensibilitzadora més elevada per al peptoide N35-15-
15C amb una ICsp de 2.1 + 0.2 mM, tot inhibint I'efecte d’expulsid dels farmacs per la

proteina transportadora MRP1.

Per altra banda, Isabel Masip va realitzar estudis de modelatge molecular amb el
programa Catalyst® per avaluar les caracteristiques estructurals dels dos peptoides per
interaccionar amb la proteina P-gp.””’® Es va comprovar com els dos peptoides seleccionats,
aixi com el compost Tariquidar (XR9591) que és un antagonista molt potent i especific de P-

81
ap,
farmacoforic generat préviament amb cinc compostos que s’enllacen presumiblement al

s'ajustaven de forma satisfactoria en algunes de les seves conformacions al model

mateix lloc de la proteina, el (R)-verapamil, rodamina 123, vinblastina, colquicina i calceina
AM. Es va comprovar com, per un bon ajust, era molt important la preséncia en I'estructura
dels dos peptoides de dos grups hidrofobics (aromatics o cadenes alifatiques), un anell

aromatic i un acceptor de pont d’hidrogen.

Aixi doncs, els resultats obtinguts van indicar que els 2 peptoides identificats N35-15-15C
i N37-15-15C eren bons antagonistes de les proteines transportadores P-gp i MRP1, i
potencials quimiosensiblitzadors del fenotip MDR, i es van considerar prou valuosos per ser

patentats.

Aquests dos peptoides esdevenen un nou esquelet farmacoforic per al desenvolupament
de nous farmacs quimiosensibilitzadors o reversors del fenotip MDR, més actius i selectius,

per a una millora de la quimioterapia en la lluita contra el cancer. En aquest sentit, la gran
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llibertat conformacional existent en els peptoides podria donar lloc a problemes de
selectivitat produits per interaccions no desitjades amb altres dianes. Per aquest motiu, ens
vam plantejar la realitzacid d’'un estudi d’optimitzacié dels peptoides N35-15-15C i N37-15-
15C per millorar la seva activitat i selectivitat davant aquesta diana. La sintesi dels
compostos analegs a aquests peptoides, perd conformacionalment més restringits, s'esta
realitzant actualment al nostre laboratori per Alejandra Moure, en el context de la seva Tesi

Doctoral.

68



Activitat biologica dels peptoides

5.1.2. CONTROL DEL CICLE CEL'LULAR

La proliferacid cel*lular esta regulada per un cicle que comprén quatre etapes o fases
(vegeu Figura 5.5).

G, [§-
M p27, p21
.
e
S ®
Proliferaci6 celul'lar
Figura 5.5. Diferents fases del cicle cel'lular: G; (sintesi de proteines i d’ARN), S

(sintesi d’ADN i duplicacio de la cromatina), G, (sintesi de proteines i d’ARN), M (mitosi
i divisio cel*lular), G, (estat inactiu). Intervencié d'E2F, CDKs i CKIs.

La gran majoria de les cel*lules al cos huma romanen en un estat inactiu sense dividir-se,
en I'anomenada fase Gy. No obstant, determinats senyals o estimuls externs poden decidir si
una cel'lula entra en l'estat G; (sintesi de proteines i d’ARN) i continua el cicle normal de
divisid cel'lular amb les diferents fases que el contenen, les quals son la fase S (sintesi d’ADN
i duplicacié de la cromatina), la fase G, (sintesi de proteines i d’ARN) i la fase M (mitosi i
divisid cel*lular), o contrariament, continua en l'estat inactiu Go o entra en una fase

d’apoptosi i mort cel*lular.

Concretament, els factors de transcripcié E2F intervenen de forma crucial en el progrés
de la fase G; a la fase S del cicle cel'lular, on es produeix la sintesi i replicacié de I'ADN.
Normalment E2F es troba unit a DP (essencial per la unié a ADN) i reprimit per unié a una
proteina de retinoblastoma (pRB). Quan aquesta proteina es fosforila per 'accié de quinases
depenents de ciclines (CDKs), es trenca la unid6 E2F-DP%2pRB i s'allibera E2F-DP, el qual
activa la transcripcid genética necessaria per a la sintesi de I'ADN, a la fase S del cicle
cel-lular.®? Per altra banda, I'activitat del complex de quinasa (CDK + ciclina) esta regulada

per inhibidors especifics de CDKs (CKI), entre els quals hi ha les proteines p15, p16, p21 i
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p27, les quals actuen unint-se al complex i provoquen la inhibicié de la fosforilacié de pRB,

aturant d’aquesta manera el cicle cel*lular.®

Les cél'lules tumorals han desenvolupat diferents mecanismes per evitar els controls que
regulen la proliferacid cel'lular i I'apoptosi, de manera que la divisid cel'lular es manté

sempre activada i les cel*lules no entren en fase d’apoptosi.

1,885 el qual és capac

Un dels farmacs antineoplasics més ampliament utilitzat és el Taxo
d’induir arrest en fase G,/M, és a dir, és capac d'aturar el cicle cel'lular en el procés de
transit de la fase G, a M i d'induir apoptosi mitjancant diversos mecanismes encara no
coneguts completament. No obstant, el Taxol comporta importants efectes secundaris degut

a que indueix apoptosi en cél*lules tumorals, pero també en cel-lules sanes.

Aixi doncs, les proteines quinases dependents de ciclines (CDKs) i les seves proteines
inhibidores (CKI), les quals juguen un paper molt important en el cicle cel*lular, esdevenen

dianes d’elevat interes terapéutic per al tractament del cancer.

5.1.2.1. Cribratge de la quimioteca

Els assaigs biologics referents a la inhibicid de la proliferacié cellular i induccié d’apoptosi
els va realitzar la Dra. Gema Tarrason del Laboratori de Bioinvestigacié de Merck Farma i
Quimica, S. A.

Cal comentar que, quan es va cribrar la quimioteca de peptoides-I es van identificar
quatre peptoides amb una inhibici6 de la proliferacié cel'lular forca elevada. Aquests
peptoides no contenien amines conflictives en cap posicid del trimer, motiu pel qual es va
decidir no tornar a repetir els mateixos assaigs amb la quimioteca de peptoides-II. No
obstant, s’han inclos aquests resultats en la memoria degut a tot el treball realitzat,

posteriorment, referent als peptoides seleccionats amb més activitat.

La quimioteca de peptoides-I es va cribrar en un assaig de proliferacid cel-lular amb
cel'lules humanes d’adenocarcinoma de colon de tipus HT29. L'assaig va consistir en la
incubacid de les cél*lules amb les mescles de peptoides (5 mg/ml) durant 72 h, en preséncia

0 abséncia d’'una dosi baixa de Taxol (11 nM) per determinar si els peptoides tenien un
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efecte sinergic amb el Taxol. La quantificaci6 de la viabilitat cel'lular es va realitzar
mitjancant I'assaig d'MTT."

Les mostres seleccionades amb una inhibicié de la proliferacié cel*lular més elevada van
conduir a la identificacid de les amines A4, A5, A10 i A13 per a la posicié R* (Aterminal),
I'amina A13 per a la posicié R? i ’'A10 per a R?. Les quatre combinacions d'aquestes amines
van conduir a la identificaci6 de quatre peptoides, els quals es van resintetitzar
individualment i es van tornar a assajar per validar la quimioteca. Els resultats obtinguts van
mostrar una inhibicié de la proliferacid cel*lular amb unes ICso prou acceptables de 35 mM per
N13-13-10C i 40 mM per N10-13-10C (vegeu Figura 5.6), mentre que per N4-13-10C i N5-13-
10C van ser forca més grans, de 100 mM (a nivell comparatiu, I'ICso del Taxol és 11 nM). En

cap dels quatre peptoides es va observar un efecte sinérgic amb el Taxol.

140 7 140

120 ~ 120

100

100 7 F—r— ¥

80 1 80

60 1 ——N10-13-10C

60 1

Proliferacio cel. (%)

——N13-13-10C
40 - N13-13-10C + Tx 40 - N10-13-10C + Tx
N4-13-10C ——N5-13-10C
20 7 ——N4-13-10C + Tx 20 7 N5-13-10C + Tx
0 ' RN T Ry 0 ' -+ i R RN
: 1,0 10,0 : 100,0
1,0 10,0 v 100,0 H

IC50=35 mM IC50=40 mM

Concentracié peptoide (mM)

Figura 5.6. Determinacio de la proliferacié cel'lular a diferents concentracions de peptoide N13-13-10C, N10-
13-10C, N4-13-10C i N5-13-10C, en preséncia i abséncia de Taxol (11 nM, Tx). En blau es mostra la ICsy del
N13-13-10C i en rosa la del N10-13-10C.

També es va estudiar si els quatre peptoides seleccionats produien un efecte pro-
apoptotic en les cel-lules HT29, després de 72 h de tractament. Les cél*lules es van tenyir
amb iodur de propidi i I'analisi de fragmentacid del DNA es va realitzar per citrometria de
flux. Es van observar evidéncies importants de la presencia del pic sub-G; en les cél'lules
tractades amb els peptoides N13-13-10C i N10-13-10C. La presencia del pic sub-G; indica
que ha tingut lloc la degradacié del DNA per un efecte apoptotic. Aquests resultats indicaven
que els peptoides N13-13-10C i N10-13-10C havien induit apoptosi entre un 50-70% de les

* L'assaig d’'MTT s'ha explicat a 'apartat 5.1.1.1.
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cél'lules, mentre que els peptoides N4-13-10C i N5-13-10C no van induir cap efecte. Aquest
efecte es va observar també en altres linies cel*lulars, com ara I'adenocarcinoma de colon
huma de tipus LoVo, el gliobastoma huma (T98g), la leucémia mialgica cronica (K562) i

I'adenocarcinoma de pulmé huma (MDA.MB).

A la Figura 5.7 es mostren els resultats de I'analisi de dosi-resposta del pic sub-G;
després de tractar cél'lules HT29 amb diferents concentracions dels peptoides N13-13-10C o
N10-13-10C. A mode de comparacid, també es mostren els nivells del pic sub-G; detectats en

cél'lules control (no tractades amb cap inhibidor) i en cél*lules tractades amb Taxol.

B N13-13-10C
80 E N10-13-10C
O Taxol
60 [ ]
X
o 40
o)
3
N
20
0 = T T
Control 11 nM 1mM 5mM 10 mM 20 mM 30 mM IC,, (M)

Concentracio

Figura 5.7. Analisi de dosi-resposta del pic sub-G; després de 72 h de tractar
cél'lules HT29 amb diferents concentracions dels peptoides N13-13-10C i N10-13-10C.
A nivell de comparacidé es mostren els nivells del pic sub-G; detectats a les cél*lules
control i a les cél*lules tractades amb Taxol.

Per altra banda, després d'incubar les cél*lules amb els dos peptoides N13-13-10C i N10-
13-10C durant 24 i 48 h, es van detectar nivells elevats de les proteines p21 i p27, les quals

son inhibidors especifics de quinases.

Aquests resultats semblaven indicar que I'accié dels peptoides N13-13-10C i N10-13-10C
no consistia en inhibir I'activitat de les quinases dependents de ciclines (CDKs), sin6 en
sobreactivar els inhibidors especifics de quinases, concretament les proteines p21 i p27.
D’aquesta manera inhibien la proliferacié de linies cel*lulars tumorals en creixement
exponencial, tot induint un arrest o una parada del cicle cel'lular en fase Gj. Aquests
resultats es van considerar suficientment valuosos com per haver patentat aquests dos
peptoides. Un dels proxims objectius és la realitzacié d’estudis més extensos per explicar el

seu mecanisme d'accid, aixi com lI'acumulacié de les proteines p21 i p27.
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Aixi doncs, el peptoide N10-13-10C i, principalment, 'N13-10-13C (vegeu Figura 5.8) son
capacos de modular el cicle cel*lular, induir apoptosi i mort cel*lular, esdevenint un nou
esquelet farmacoforic per al desenvolupament de nous farmacs per a la terapia contra el

cancer.

K '
\C\AN/TNQKN/TNW @\AH/TNQJ\N/TNW

N13-13-10C N10-13-10C
17 18

Figura 5.8. Peptoides més actius obtinguts del cribratge de la quimioteca de peptoides-I en front de la
seva capacitat d'inhibicié de la proliferacié cel*lular i dinduccié d’apoptosi.

Aquests dos peptoides constitueixen una eina molt Util en l'estudi de noves dianes
moleculars involucrades en la induccié del procés apoptotic. En aquest sentit, es va plantejar
la possibilitat d'identificar les proteines diana del peptoide N13-13-10C fent servir la técnica
de cromatografia d'afinitat mitjancant dos tipus d’estrategies: amb columnes de sefarosa
EAH que tenien el peptoide enllagat covalentment, i amb columnes d’agarosa-monoavidina
amb el peptoide biotinilat. La preparacid d’aquestes columnes i els resultats de I'estudi que

se’'n va derivar es detallen al capitol 9 de la segona part d'aquesta memoria.
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5.2. ANALGESIA. RECEPTOR TRPV1

El dolor, ja sigui transitori o cronic, representa un greu problema social i economic ja que
és patit per un gran nombre de persones arreu del mon. La sensacid de dolor s'inicia quan
les terminacions nervioses de les neurones sensorials (nociceptors) s'activen davant
d'estimuls nocius externs de diferent naturalesa i transmeten la informacié als centres

processadors de la sensacio del dolor.

Es calcula que aproximadament un 50% del tractament del dolor és ineficag, degut a la
manca d'especificitat i als efectes secundaris que provoca, aixi com dependencia. Aixi doncs,
la identificacié de nous compostos que millorin el tractament i la prevencio del dolor esdevé

un objectiu molt important.

Gracies a la caracteritzacié i clonacié del canal de la subunitat 1 vanilloide (TRPV1), s’han
comencat a aclarir els mecanismes de transmissié del dolor.8® Aquest receptor de membrana
consisteix en un canal idnic no selectiu amb una elevada permeabilitat a I Ca** quan esta

).8” A més, aquest canal també s'obre quan es troba

activat per capsaicina (vegeu Figura 5.9
exposat a una temperatura nociva (>42 °C) o a un pH baix, i la seva activitat esta fortament
modulada per I'accié de reguladors inflamatoris. Aquests fets condueixen a pensar que el
canal TRPV1 esta involucrat en les vies de dolor i que exerceix una funcié determinant en la
transduccid dels estimuls nocius térmics i quimics en les terminals nervioses dels teixits

periférics.%88°

Els analgésics tradicionals es divideixen en dues classes, opiacids i antipiretics, els quals
no mostren una elevada selectivitat i presenten efectes secundaris, com ara dependéncia i
tolerancia.®® En aquest context, la recerca de nous moduladors o antagonistes especifics de
I'activitat de TRPV1 a través del control dels canals idnics constitueix una estrategia d’elevat

interés per al tractament del dolor.
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Figura 5.9. Activacid i obertura del canal idonic TRPV1 per capsaicina, una alta temperatura o un pH
acid. Entrada d'ions a l'interior cel*lular, en particular d'ions Ca®*, conduint a la sensacié de dolor.

5.2.1. CRIBRATGE DE LA QUIMIOTECA

Els assaigs biologics referents al cribratge de la quimioteca de peptoides-II respecte
I'activitat bloquejadora del canal TRPV1 van ser realitzats per la Dra. Carolina Garcia, del

grup del Dr. Antonio Ferrer Montiel de la Universitat Miguel Hernandez d'Elx.

El model emprat per als assaigs /n vitro van ser ovocits de granota del tipus Xenopus

191

laevis expressats de forma heterdloga amb canals recombinants de TRPV1,” per

microinjeccid dels corresponents cADN i cARN que els codifiquen.

Després de 2 dies de la microinjeccid, es posen en contacte els ovocits que expressen els
receptors amb l'agonista, la capsaicina. En el moment en qué els canals estan completament
oberts, es determina la intensitat maxima (Imsx) del corrent mitjancant el pincament del
voltatge de la membrana amb dos microeléctrodes. Un cop estabilitzat el corrent, I'ovocit es
tracta amb una solucié de capsaicina en presencia dels compostos a avaluar, els peptoides
en aquest cas, els quals si son capacos de bloquejar els canals, produiran una disminucié del
corrent electric (Iyoq) i la mesura del corrent (Imesca), UNa vegada estigui estabilitzat, indicara

la mesura de la resposta bloquejadora de les mescles de peptoides segons la relacié
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[1-(Imescla/Imax)]1X100=% de resposta bloquejadora o, el que és el mateix, (Ibiog/Imsx)x100=%
(vegeu Figura 5.10). Aquesta relacid! reflecteix la'capacitat d'un compost o una mescla
d’actuar com a antagonista de TRPV1, amb una capacitat bloquejadora del canal que és

reversible.

A) B) Capsaicina 10 mM

V |

- 1

CcADN. cARN

Thion.

2 dies
Bloquejador

Figura 5.10. Model /n vitro per a la mesura de la capacitat d'un antagonista
bloquejador de l'activitat del canal TRPV1: A) esquema de l'assaig electrofisiologic; B)
resposta obtinguda per un bloquejador de l'activitat de TRPV1 activat per capsaicina.

Els resultats del cribratge de la quimioteca de peptoides-II respecte la seva activitat

bloquejadora del canal TRPV1 es mostren en la Figura 5.11.

Del cribratge de la quimioteca es van seleccionar les mescles que van mostrar una
capacitat de bloqueig superior al 80%. Aixi doncs, es van identificar les amines A13, A15,
A20, A35, A16 i A19 per R' (Aterminal), i les amines A15 i A20 tant per les posicions R?
com R3. La combinacié d'aquestes amines va conduir a la identificacié de 24 peptoides. No
obstant, es va decidir no resintetitzar-los de forma individual i tornar-los a assajar en aquest
cas perqué dos d'aquests peptoides ja s'havien seleccionat en el cribratge de la primera

quimioteca de peptoides.*®*

Aquests dos peptoides més actius van correspondre a I'N16-15-15C i I'N19-15-15C, els
quals presenten un substituent amb un nitrogen terciari en l'extrem A+terminal i anells
aromatics clorats en les altres dues posicions (vegeu Figura 5.12). Aquests dos compostos
actuen com antagonistes no competitius de TRPV1 mitjancant un lloc d’unié diferent al de la

capsaicina. Les ICso d'aquests compostos van ser d'1.0 mM i 2.6 mM, respectivament.
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Figura 5.11. Resultats del cribratge de la quimioteca de peptoides-II
respecte l'activitat bloquejadora del canal TRPV1. En verd es mostren els
resultats obtinguts de cada mescla a una concentracié de 100 mg/ml i en blau
es mostren les mescles més actives seleccionades a 100 mg/ml.
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Figura 5.12. Peptoides més actius obtinguts del cribratge de la quimioteca de peptoides-I en front
de la seva capacitat bloquejadora del canal TRPV1, els quals també han mostrat una elevada activitat
en el cribratge de la quimioteca de peptoides-II enfront d’aquesta diana.
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Estudis /n vivo amb ratolins i amb I'assaig de la placa calenta, van demostrar que
I'administracio intraperitoneal dels dos compostos provocava una disminucié significativa de

la nocicepcid termica, aixi com una atenuacid de la hiperalgésia térmica i quimica.

Aquests resultats van permetre validar la quimioteca de peptoides-I, tot i el problema
detectat amb els compostos ciclats no desitjats que s’havien obtingut en les mescles
d’aquella quimioteca, ja comentat amb anterioritat en aquesta part de la memoria. D’aquesta
manera es va posar de manifest la reproduibilitat del cribratge de les dues quimioteques de
mescles, identificant-se en ambdds casos els dos peptoides més actius com a bloquejadors
de TRPV1.
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5.3. NEUROPROTECCIO. RECEPTOR D'NMDA

Malalties neurologiques com els vessaments cerebrals i I'epilepsia, o neurodegeneratives
com la malatia de Huntington, malaltia de Parkinson, malaltia d’Alzheimer o I'esclerosi
amiotrofica lateral, estan relacionades amb la sobreestimulacié de receptors de glutamat com
els receptors d’'NMDA, AMPA o KA.5%?

El glutamat (Glu) és un neurotransmissor excitatori en mamifers que activa diferents
tipus de receptors, els quals es poden classificar en ionotropics, associats a I'obertura de
canals ionics, i metabotropics, associats a proteines G que modulen I'activitat de diversos
enzims. La mort neuronal esta relacionada amb I'activacidé excessiva dels receptors
ionotropics, especialment del tipus NMDA. A la Figura 5.13 s’ha esquematitzat el procés
d’ativacid dels receptors de tipus AMPA i NMDA.

A) B)
Receptor Receptor Receptor
d’AMPA d’'NMDA d’'NMDA

9 B39 s 9 99
§§ G wnmer G §§

)

Apoptosi

Figura 5.13. A) Activacio dels receptors de tipus AMPA i d'NMDA pel glutamat (Glu), entrada a
I'interior de la cél-lula d’ions Na* i desbloqueig dels ions Mg?*. B) Entrada a l'interior cel*lular
d'ions Ca?*, fet que pot conduir a I'apoptosi o mort cel*lular.

Es coneix que una activacio perllongada del receptor de tipus AMPA per part del glutamat
provoca l'entrada d’ions Na* a l'interior cel*lular i una conseglient disminuci6 del potencial de
membrana. Aquest canvi condueix al desbloqueig dels ions Mg®* del receptor d’'NMDA, el

qual també es troba activat pel glutamat, i provoca el pas d'ions Ca** cap a l'interior de la

8 NMDA: acid M-metil-D-aspartic; AMPA: acid (RS)-2-amino-3-(3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolil)propionic; KA: acid
kainic.
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cél-lula. Aquest augment de la concentracié intracel-lular de Ca®* provoca una cascada de
reaccions posteriors que acaben generant oxid nitric i cGMP. Aquestes alteracions

condueixen, en Ultim terme, al procés d’apoptosi o de necrosi cellular (vegeu Figura 5.13).%

La mort neuronal induida per glutamat pot ser amortida pel bloqueig dels receptors
d’'NMDA amb un antagonista selectiu o mitjancant la interferencia en alguna de les etapes de

la cascada posterior dels esdeveniments intracel*lulars.

Per aquests motius, els receptors de tipus NMDA es consideren unes dianes
terapeutiques importants en el camp de la neuroproteccid i es persegueix el
desenvolupament d'antagonistes selectius del glutamat de moderada afinitat pels receptors.
A més, cal que aquestes estratégies terapeutiques modulin I'activitat dels receptors
sobreactivats, perd0 que no disminueixin la transmissid sinaptica degut a la inhibicid del
neurotransmissor del glutamat, rad per la qual caldria que tinguessin una capacitat

bloguejadora reversible i rapida.

5.3.1. CRIBRATGE DE LA QUIMIOTECA

Els assaigs biologics referents al cribratge de la quimioteca de peptoides-II respecte la
seva capacitat bloquejadora dels receptors de tipus NMDA van ser realitzats per la Dra.
Carolina Garcia, del grup del Dr. Antonio Ferrer-Montiel de la Universitat Miguel Hernandez
d'Elx.

El model emprat per als assaigs /in vitro van ser ovocits de granota del tipus Xenopus
laevis expressats amb les unitats NR1 i NR2A del receptor d’'NMDA. L'assaig consisteix en
posar en contacte els ovocits que expressen els receptors amb I'agonista, el glutamat, i amb
el coagonista, la glicina, i mesurar el corrent de la cél'lula quan tots els canals es troben
oberts al pas de Ca’**, mitjancant el pingament del voltatge de membrana amb dos
microelectrodes (vegeu Figura 5.10 de lapartat 5.2, A), obtenint-se un valor maxim
d'intensitat de corrent (Imax.). Posteriorment, es tracten els ovocits amb una dissolucié de
glutamat en presencia dels compostos a avaluar, en aquest cas les mescles de peptoides, i,
si aquests son capacos de bloquejar els canals, el corrent ionic disminueix. Un cop s’ha
estabilitzat aquest corrent, la seva mesura (Inesca) CONdueix a la resposta bloquejadora dels

peptoides i, per tant, a la seva capacitat com a agonista d'NMDA, segons la relacio
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[1-(Imesda/Imax)]1X100=% de resposta bloquejadora del canal o, el que és el mateix,

(Toiog/Imax)x100=% (vegeu Figura 5.10 de l'apartat 5.2, B).

Els resultats obtinguts del cribratge de la quimioteca de peptoides-II respecte la seva
activitat bloquejadora dels canals del receptor d'NMDA es mostren en la Figura 5.14. En el
procés de deconvolucid es van seleccionar les amines per a cada una de les tres posicions
del peptoide que van mostrar una eficacia neuroprotectora amb una activitat bloquejadora
superior al 65%. Aixi doncs, les amines seleccionades per R! (Mterminal) van ser 'A12, A13
i A20, per R?van ser 'A15 i A20 i per a R® (C-terminal) A10, A15 i A35. La resintesis dels
18 peptoides resultants, la va dur a terme la Dra. Isabel Masip. Aquests compostos seran
avaluats per poder continuar amb els estudis de recerca de nous antagonistes del receptor

d’'NMDA amb caracteristiques neuroprotectores.
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Figura 5.14. Resultats del cribratge de la quimioteca de peptoides-II
respecte l'activitat bloquejadora del receptor d'NMDA. En verd es mostren els
resultats obtinguts de cada mescla a una concentracié de 50 mg/ml i en blau
es mostren les mescles més actives seleccionades a 50 mg/ml. La mescla 44
no es va poder analitzar en no disposar de mostra suficient.
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En aquest sentit, del cribratge de la quimioteca de peptoides-I davant aquesta diana, es
van identificar els peptoides N20-19-7C i N20-20-7C com a bons inhibidors de I'activitat del
canal del receptor d'NMDA (un 85% de bloqueig a una concentracié de 100 mM) amb una
ICso de 24 + 3 mM i 22 + 2 mM.*™° De I'estudi d'aquests compostos es va identificar que
I’A20 en I'extrem Aterminal jugava un paper molt important en |'activitat del peptoide, i que
la glicina N20C mostrava una activitat neuroprotectora /n vitro i in vivo forga interessant

(vegeu Figura 5.15).
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Figura 5.15. Peptoides més actius obtinguts del cribratge de la quimioteca de peptoides-I en front de la
seva capacitat bloqguejadora del receptor d’'NMDA. La glicina N20C també va mostrar activitat enfront
d’aquesta diana.

Tot i que en el cribratge de la quimioteca de peptoides-II no s’han identificat aquests dos
peptoides, si que apareix 'A20 seleccionada en les posicions R! (Aterminal) i R?, la qual

cosa és una prova addicional de validacié de les dues quimioteques de mescles.

82



Activitat biologica dels peptoides

5.4. LPS

LPS (lipopolisacarid) o endotoxina és el component majoritari de la paret cel*lular dels
bacteris Gram-negatius i és un important activador del sistema inflamatori innat. LPS activa
els macrofags o cél'lules del sistema immune per induir la produccid de citoquines
proinflamatories i d'altres substancies inflamatories, i és considerat una de les principals
molécules causants del shock endotdxic i de la consegiient mortalitat en pacients séptics.™*

Fins ara, encara no hi ha farmacs al mercat dirigits contra LPS.

L'estructura molecular d’LPS consisteix basicament en dues regions: una part hidrofilica
externa formada per carbohidrats i una part interna formada per lipids A. Aquest caracter

amfipatic li permet organitzar-se en micel*les en els medis aquosos.

El mecanisme pel qual LPS és reconegut pels macrofags i és capac d'induir la resposta

inflamatoria s’ha esquematitzat a la Figura 5.16.
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Figura 5.16. Mecanisme de reconeixement d’'LPS a la superficie dels macrofags i induccid de la
resposta inflamatoria per estimular les citoquines proinflamatories, TNF-a i IL-12, o substancies
inflamatories, 1'0xid nitric. Intervenen la proteina LBP, el receptor CD14, la proteina MD-2 i el
receptor de tipus Toll TLR4.
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En una primera etapa, la proteina LBP, present al flux sanguini i secretada pel sistema
immunologic, s'enllaca a les micel.les d’LPS i transfereix un Unic mondomer d’'LPS al receptor
CD14, una molécula de glicosilfosfatidilinositol, formant-se un complex ancorat a la superficie
del macrofag.”>*® El complex format no és capag de generar senyals transmembranics cap a
I'interior cel*lular, aixi que s'enllaca amb el receptor de tipus Toll TLR4 mitjancant una
proteina secretada per LPS, MD-2."® El nou complex format activa els senyals per iniciar
una cascada de reaccions intracel*lulars que, en Ultim terme, estimulen les citoquines
proinflamatories, com ara el factor de necrosis tumoral TNF-a o l'interleuquina IL-12, aixi

com substancies inflamatories, tals com I'0xid nitric.

Actualment, hi ha diferents families de péptids antimicrobians que s’enllacen a LPS i
inhibeixen el seu enllag amb LBP, aturant el procés inflamatori.>>% Aixi doncs, el disseny de
molécules organiques de baix pes molecular que es poguessin enllacar a LPS i neutralitzar la

seva accid toxica és un objectiu en el tractament del shock endotoxic.

5.4.1. CRIBRATGE DE LA QUIMIOTECA

Els assaigs biologics referents al cribratge de la quimioteca de peptoides-II respecte la
seva capacitat neutralitzadora de I'activitat d’LPS van ser realitzats per la Dra. Puig Mora, del

grup del Dr. Pérez-Paya de la Fundacié Valenciana d'Investigacions Biomeédiques de Valencia.

L'assaig es va realitzar amb la detecci6 de monomers d’LPS mitjancant el test cromogeénic
de Limulus Amebocyte Lysate (LAL, de BioWhittaker).!®® Primerament, es van incubar les
mescles dels peptoides (250 mM) amb LPS (0.036 mg/ml) durant 45 min i a 37 °C.
Seguidament, es va afegir el reactiu LAL i la mescla es va deixar reaccionant durant 6 min a
37 ©C. Aquest reactiu conté una proteina que s‘activa en presencia d'LPS (sense neutralitzar)
i catalitza I'alliberacié de p-nitroanilina (pNA) del substrat incolor cromogeénic Ac-Ile-Glu-Ala-
Arg-pNA, després d'una incubacié de 10 min. Finalment, es va mesurar fotométricament el

pNA alliberat a 405 nm. Els resultats del cribratge es mostren a la Figura 5.17.
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Figura 5.17. Resultats del cribratge de la quimioteca de peptoides-II respecte
I'activitat neutralitzadora d’'LPS. En verd es mostren les mescles que tenien definides
la tercera font de diversitat R!, en vermell les mescles de la segona font de diversitat
R?i en blau les de la primera R, a una concentraci6é de mescla de 250 mM.

Dels resultats obtinguts del cribratge es van seleccionar aquelles mescles que mostraven
més d'un 40% d‘activitat neutralitzadora d’LPS.'°* Es van identificar les amines A10, A11 i
A20 per la posicié R! (Mterminal), les amines A13, A15 i A20 per la R?, i 'A15, A20 i A37
per R®. D’aquesta primera seleccid, es van escollir aquelles mescles que presentaven una ICsg
inferior a 200 mM, descartant aixi I’A10 per R', 'A15 per R?, i '’A37 per R°. La combinacié de
les 6 amines restants va conduir a la identificacié de 8 peptoides, els quals es van tornar a
resintetitzar i es van tornar a assajar. Els resultats es van comparar amb dos peptids

d'elevada afinitat per enllacar-se a LPS, polimixina B (PMB)'® i LALF-14'%* (vegeu Taula 5.1).

Els resultats obtinguts van mostrar els peptoides N11-20-20C (19) i N20-13-20C (20)
(vegeu Figura 5.18) com a potents neutralitzadors d'LPS amb uns valors dICso de 40 mM i
50 mM, respectivament. Altres assaigs addicionals amb lipids A d’'Escherichia coli i aquests
dos peptoides van indicar que no presentaven inhibicid i que, per tant, possiblement
s'enllacaven a la part superficial hidrofilica d'LPS, contrariament als péptids sintétics descrits

que neutralitzen LPS enllagant-se a la part hidrofobica interna de les micelles (lipid A).1%%1%
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Taula 5.1. Activitat biologica dels 8 compostos definits de la quimioteca
de peptoides-II com a neutralitzadors d’LPS. En negreta es mostren els
dos peptoides més actius. En el cas del peptoide N20-13-15C no es va
poder determinar I'ICsy per problemes de solubilitat.

Peptoide

Activitat neutralitzadora

de LPS (ICso, mM)

N11-13-20C
N11-13-15C
N11-20-15C
N11-20-20C
N20-20-20C
N20-20-15C
N20-13-20C
N20-13-15C
PMB?®

LALF-14°

> 250
> 250
70
40
125
> 250
50
n.d.
< 10"

64

®BTBB(BfLBBT), on s’han utilitzat les lletres del codi dels aminoacids:
B, diaminobutirat; f, D-fenilamina. La seqliéncia entre paréntesis esta

ciclada.

'G(CKPTFRRLKWKYKC)G. La seqiiéncia entre paréntesis esta ciclada.

N11- 20 20C O O

I 0

o

0]
N20-13-20C O O

20

Figura 5.18. Peptoides més actius obtinguts del cribratge de la quimioteca de peptoides-II davant
de la seva capacitat neutralitzadora de I'activitat d'LPS.
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També es van realitzar assaigs antimicrobians amb el peptoide N11-20-20C i es va
comprovar com no presentava activitat antimicrobiana. A més, es van realitzar assaigs /in vivo
amb ratolins per mesurar la quantitat de la citoquina proinflamatoria TNF-a present al serum
i alliberada en ultim terme per l'accié d’LPS, i es va comprovar com, en particular per al

peptoide N20-13-20C, disminuien de forma significativa els nivells de TNF-a.!%

Aixi doncs, aquests dos peptoides neutralitzadors de I'activitat d'LPS esdevenen un nou
esquelet farmacoforic de molécules organiques de baix pes molecular capaces d'interferir en

interaccions lipid-proteina.
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5.5. CONCLUSIONS DE L'ACTIVITAT BIOLOGICA DELS PEPTOIDES

El fet que les cadenes laterals dels peptoides recaiguin en I'atom de nitrogen de I'enllag
amida en comptes del carboni en a al carbonil, com és el cas dels péeptids, evita la formacio
de ponts d’hidrogen intramoleculars, augmentant d’aquesta manera el seu grau de llibertat
conformacional. Aquesta flexibilitat els permet adoptar diverses conformacions, com
s'observa en la gran complexitat dels espectres de 'H-RMN i de *C-RMN, i els facilita la seva

interaccid amb multiples dianes d'interés terapeutic.

Per resumir els resultats obtinguts del cribratge de la quimioteca de peptoides-II davant
de les diferents dianes estudiades, s’han recollit a la Taula 5.2 les amines seleccionades amb

més activitat, per a cada posicio del trimer i en cadascun dels assaigs realitzats.

Taula 5.2. Amines més actives seleccionades per a les posicions R!, R? i R® de la quimioteca
de peptoides-II a cada diana assajada.

Diana terapéutica R! R? R3
MDR A4, A10, A13, A35, A37 Al5, A20 Al15, A20
Cicle cellular A4, A5, A10, A13 Al13 A10
Analgésia A13, A15, A20, A35, A15, A20 A15, A20
NMDA A12, A13, A20 A15, A20 A10, A15, A35
LPS A10, Al1, A20 Al13, A15, A20  A15, A20, A37

Del conjunt d'amines seleccionades amb més activitat, s'observa com de les 20 amines
primaries utilitzades per a la introduccid de diversitat de la quimioteca, Unicament 4 es
troben presents en alguna de les posicions del trimer en gairebé tots els assaigs realitzats. Es
tracta de les amines aromatiques A10, A13, A15, A20, i, a excepcio de la diana de cicle
cel*lular, una de les dues amines fluorades, A35 o A37. Curiosament, en les posicions de

diversitat R? i R® Ginicament es van seleccionar amines aromatiques.

Un dels principals inconvenients que poden presentar les quimioteques de mescles
sintetitzades en format de rastreig posicional en comparacié a aquelles sintetitzades en

format de divisid i mescla, o de les quimioteques de definits, és el fals negatiu. Es a dir, quan
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es realitza el primer cribratge d’'una quimioteca davant una diana determinada, el procés de
deconvolucié selecciona les mescles més actives i s'identifiquen els reactius més actius per a
cada font de diversitat, donant lloc a la identificacié dels corresponents compostos amb més
activitat. No obstant, I'existéncia de diferéncies importants de concentracio en els compostos
de les mescles pot produir que compostos poc actius mostrin una activitat elevada degut a
gue es troben en una alta concentracid, mentre que compostos moderadament actius, o fins
i tot amb activitats elevades, no es detectin perque es troben en concentracions més baixes
a les esperades. Es per aquest motiu que cal validar els resultats d’aquest primer cribratge,
resintetitzant els compostos de forma individual i tornant-los a assajar en un segon torn
d'assaigs. Aquest procés de validacid permet confirmar o no l'activitat dels compostos
inicialment identificats, perd no permet detectar aquells actius que no van ser seleccionats

durant el cribratge inicial.

En aquest punt, cal recordar que els resultats obtinguts dels assaigs de reactivitat de les
amines en fase solida (vegeu apartat 4.2), mostraven que les amines A15 i A35 tenien
velocitats de reaccid inferiors a la resta d'amines. Aquest fet conduia a pensar que alguns
dels 5120 peptoides de la quimioteca, concretament aquells que contenien una, dues o tres
amines poc reactives en la seva estructura, es podien trobar en les mescles finals a una
concentraci6 inferior a I'esperada, respecte altres peptoides. En conseqiiéncia, es podia
esperar que el cribratge de la quimioteca davant les dianes estudiades no hagués detectat
algun d'aquests peptoides, en cas de ser actius. Per confirmar aquesta suposicid caldria
repetir els assaigs biologics amb les mescles d'una tercera quimioteca de peptoides
sintetitzada tenint en compte els factors d’equireactivitat de cada amina, determinats a
I'apartat 4.2.3, per assegurar la mateixa concentracid de tots els peptoides en les mescles

finals.

Tot i aquest problema detectat en la diferéncia de reactivitat de les amines, hi ha

diverses raons que ens permeten validar la quimioteca de peptoides-II:

1) Al llarg d’aquest capitol d‘activitat biologica de la quimioteca de peptoides-II davant
diferents dianes terapéutiques s’ha comentat com els processos de cribratge,
deconvolucié i validacié de la quimioteca han conduit a la identificacid, fins ara, de dos
potents inhibidors o reversors del fenotip de MDR (N35-15-15C i N37-15-15C), dos
inhibidors de la proliferacid cel*lular i inductors d'apoptosi (N13-13-10C i N10-13-10C),
dos potents bloquejadors del canal TRPV1 (N16-15-15C i N19-15-15C) i dos
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neutralitzadors de I'activitat d’'LPS (N11-20-20C i N20-13-20C). En alguns casos, les
activitats mostrades han estat suficientment importants i valuoses per haver donat lloc a

diverses publicacions i patents.

2) En els processos de cribratge i validacié de la quimioteca de peptoides-II davant
les dianes de TRPV1 i del receptor d’'NMDA, es van seleccionar algunes de les amines més
actives per a les diferents posicions de diversitat que ja s’havien seleccionat en el

cribratge de la quimioteca de peptoides-I.

3) Entre les amines més actives seleccionades davant les dianes assajades, es troben

les amines menys reactives estudiades, 'A15 i 'A35.

4) En la tercera posicié del trimer, R! (A“terminal), la diversitat s'amplia i trobem
seleccionades les amines no aromatiques A4, A5, A11, A12, A16 i A19. Aquest fet
semblaria indicar que la posicid6 Mterminal del peptoide juga un paper clau en la
interaccid6 amb les dianes estudiades i, per tant, podria ser la posicié de diversitat del

peptoide més important per optimitzar la seva estructura.

Finalment, cal remarcar que en el nostre laboratori s'esta treballant en un procés

d’optimitzacié de les estructures dels peptoides més actius en cada cas a través de la sintesi

de compostos conformacionalment més restringits que augmentin l'activitat i millorin la

selectivitat cap a la diana d'interés. En aquest sentit, els compostos heterociclics son

considerats una de les familes més interessants en la recerca d’estructures cap de serie, ja

que es caracteritzen per tenir un esquelet relativament rigid al qual s’hi poden afegir

diferents grups farmacoforics. A més, mostren millors caracteristiques de conformitat

farmacocinetica. Actualment, Alejandra Moure i Gloria Sanclimens estan treballant en el

procés d'optimitzacié dels peptoides més actius esmentats en aquest capitol.
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6. PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS

6.1. CONSIDERACIONS GENERALS

Tots els reactius comercials es van emprar sense purificacié previa. Els dissolvents
utilitzats van ser de qualitat per a sintesi, excepte en la manipulacié de productes finals, on
es van emprar dissolvents de qualitat per a analisi de residus. Els dissolvents anhidres es van

preparar seguint els procediments descrits a la literatura.'®

L'evolucio de les reaccions en dissolucio es va seguir per cromatografia de gasos (CG) o
cromatografia en capa prima (CCP). Les analisis per CCP es van realitzar sobre cromatofolis
de silica de 0.2 mm de gruix sobre suport dalumini Merck Kieselgel 60 Fys4 i sobre
cromatofolis d'alimina de 0.2 mm de gruix sobre suport d‘alumini Merck Aluminiumoxid

60 F,s4. El revelat de les plaques es va fer amb llum ultraviolada de 1= 254 nm.

Les analisis per CG es van realitzar en un aparell Hewlett Packard 5890 Series II amb
detector d'ionitzacié de flama (FID), amb un integrador HP3396 Series II i columnes
capil*lars SPB-5 (diametre intern 0.25 mm, diametre de particula 0.25 pm) de 12 a 15 m de

longitud, emprant heli com a gas portador.
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Les analisis per HPLC en l'estudi de reactivitat d’amines es van realizar emprant un
aparell Hewlett Packard 1100 Series equipat amb una columna de fase inversa Kromasil
100 C18 de 5mm (25 x 0.46 cm) de Scharlau. Com a eluents es van utilitzar H,O amb
HCOOH-EtsN 20 mM a pH=5.0, i ACN. El programa d'elucié seguit va consistir en un
gradient: 2 min a 5% d’ACN, de 5% a 80% d’ACN en 23 min i 2 min a 80% d’ACN, tot

mantenint un flux constant d’1 ml/min i deteccié a 220 nm.

Les analisis per HPLC per determinar la puresa dels peptoides es van realitzar amb una
columna de fase inversa de tipus Kromasil 100 C8 de 5 mm (15 x 0.46 cm) de Teknokroma.
Eluents: H,O amb 0.1% de TFA i ACN amb 0.07% de TFA; gradient: 2 min a 20% d'ACN, de
20% a 80% en 17 min i 1 min a 80% d’ACN.

Les purificacions d’algunes de les benzamides sintetitzades es van realitzar sobre
cromatofolis de silica de 2 mm gruix sobre suport d’alumini Merck Kieselgel 60 F,s4 i sobre
cromatofolis d’alimina de 2 mm de gruix sobre suport dalumini Merck Aluminiumoxid
60 Fs4. Per altres compostos es va realitzar una purificacid per HPLC a escala
semipreparativa mitjancant un sistema de dues bombes Waters 510, un detector-controlador
de gradients d’Applied Biosystems (783 Programable Absorbance Detector) i fent servir una
columna de tipus Kromasil 100 C8 de 5 mm (250 x 20 cm) de Scharlau. Eluents: H,O amb
0.1% de TFA i ACN amb 0.07% de TFA; gradient: 15 min a 5% d’ACN, de 5% a 80% en
60 min, de 80% a 100% en 10 min i 10 min a 100% d’ACN; flux 5 ml/min. Deteccié a
220 nm.

Les purificacions dels peptoides es van realitzar per HPLC a escala semipreparativa amb
el mateix sistema de bombes anterior i la mateixa columna. Eluents: H,O amb 0.1% de TFA i
ACN amb 0.07% de TFA; gradient: 10 min a 10% d’ACN, de 10% a 75% en 65 min, de 75%
a 100% en 10 min i 10 min a 100% d’ACN; flux 5 ml/min. Deteccié a 220 nm.

Els espectres de ressonancia magnética nuclear de proté (*H-RMN) i de carboni
(3C-RMN) es van realitzar en un aparell Varian Unity 500 (*H-500 MHz, *C-125 MHz), un
Varian Unity 300 (*H-300 MHz, '3*C-75 MHz) o en un Varian Gemini 200 (*H-200 MHz,
13C-50 MHz). El desplacament quimic dels senyals s’expressa en I'escala d en parts per milié.
Per a cada senyal de proto figura entre parentesis la multiplicitat, la integracié i el valor de
les constants d'acoblament (J) en Hz, aixi com la seva assignacio. Per indicar les multiplicitats
observades s'han emprat les abreviacions seglients: s (singlet), d (doblet), dd (doble doblet),
ddd (doble doblet de doblets), t (triplet), td (triple doblet), g (quadruplet), m (multiplet), ac
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(absorcido complexa), i una "a" darrera de les anteriors abreviacions per indicar que el senyal

és ample.

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

entre parentesis la seva proporcié relativa (%).

Els espectres de masses enregistrats amb la técnica d’electrospray-ionization (ESI) es van
recollir en un sistema Hewlett Packard Series 1100 LC/MSD constituit per un cromatograf de

liguids acoblat a un detector de diodes i un espectrometre de masses.

Els punts de fusi6 es van determinar en un aparell Reichert-Jung model 286238 amb una

sonda Crison T-637 per mesurar la temperatura.

Les mesures de masses d'alta resolucido (EMAR) es van realitzar a la Unidade de

Espectrometria de Masas de la Universidade de Santiago de Compostela.

6.1.1. INSTRUMENTACIO DE LA SINTESI EN FASE SOLIDA

La resina emprada per a la sintesi de compostos en fase solida va ser un polimer de
poliestiré reticulat amb un 1% de divinilbenze i funcionalitzat amb Fmoc-aminometil-RAM
(Rink amida) com a brag d’uni6 entre el polimer i la molécula sintetitzada. La resina va ser
subministrada per Rapp Polymere, amb una dimensid de particula de 200-400 mesh i un

grau de funcionalitzacio entre 0.70 i 0.79 meq/g de resina protegida, depenent del lot.

Per fer la sintesi en fase solida es van utilitzar xeringues de polipropilé de 5 0 10 ml, de la
marca Fortuna, equipades amb una placa porosa de polietile que actuava com a filtre. Per a
la sintesi de la quimioteca es van fer servir bossetes formades d'una malla de polipropilé de

dimensions 5 x 5 cm.

Per mesurar el volum de dissolvents de forma sistematica es van fer servir dosificadors
automatics de la casa Optifix®: model Solvents, per als dissolvents (DMF, DCM i iPrOH) i
model Safety, per a la mescla d'escissid, formada majoritariament per acid trifluoroacetic
(TFA).
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L'agitacié de les xeringues i de les bossetes es va fer en un agitador de vaivé, model
HS501 Digital de IKA Labortechnik, a una velocitat d'agitacié entre 200 i 300 rpm, en funcid

de les condicions de treball (vegeu Figura 6.1).

El rentat de la resina en les xeringues es va realitzar en un aparell distribuidor de buit
Visiprep SPE, amb valvules de control de flux, de 24 posicions, de la marca Supelco (vegeu
Figura 6.1).

Figura 6.1. Esquerre: Agitador de vaivé emprat en la sintesi en fase solida.
Dreta: Aparell per filtrar i rentar la resina, de la casa Supelco.

L'adaptador de vidre de sis sortides per a I'evaporacid multiple va ser subministrat per

Trallero & Schlee.

Es va utilitzar una liofilitzadora del model FreeZone®6 Liter Freeze Dry system de

LabConco i un evaporador centrifuga del model Univap d’Uniscience.

6.1.2. CONTROLS QUALITATIUS EN FASE SOLIDA

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

6.1.2.1. Test del cloranil®’

En un portaobjectes es van disposar 1-3 mg de resina i es va afegir una gota d'una
dissolucio d’acetaldehid al 2% en DMF i una gota d'una dissolucié de cloranil al 2% en DMF.

Després de 3 min a t.a., el color blau/verd de la resina indica la preséncia damines
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secundaries. En presencia d'amines primaries la resina adquireix una tonalitat blau cel. En els

altres casos la resina queda incolora.

6.1.2.2. Test del TNBS'%®

En un portaobjectes es van disposar 1-3 mg de resina i es va afegir una gota d'una
dissolucié d'N,M-diisopropiletilamina (DIEA) al 10% i una gota d'una dissolucié d‘acid
2,4,6-trinitrobenzensulfonic (TNBS) a 1'1% en DMF. Després d’'l min a t.a., una coloracio

vermella indica la preseéncia d’amines primaries; en altre cas la resina queda incolora.

6.1.3. INSTRUMENTACIO DE LA SINTESI EN DISSOLUCIO

Les 11 benzamides es van sintetitzar en un Carousel Reaction Station™ de Radleys

Discovery Technologies (Figura 6.2).

Figura 6.2. Aparell de sintesi multiple en
paral‘lel en dissolucid, de la casa Radleys.

La resina segrestadora emprada per a I'eliminacié d'amines primaries consistia en un
polimer de poliestire reticulat amb un 2% de divinilbenzé i funcionalitzat amb
4-benziloxibenzaldehid (resina Wang aldehid HL). La resina va ser subministrada per
Novabiochem, amb una particula de dimensidé de 200-400 mesh i un grau de funcionalitzacié
de 2.80 meq/g.
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El forn de microones utilitzat per accelerar I'eliminacié d’amines en la sintesi de les
benzamides va ser de tipus domeéstic de la casa comercial LG /intellowave de 700 W de

poténcia maxima.

6.2. SINTESI DE LA QUIMIOTECA DE PEPTOIDES-II

Es van omplir 55 bossetes convenientment etiquetades (52 bosses per a mescles i tres
per al peptoide control N20-15-17C) amb 400 mg (0.70 mmol/g, 0.28 mmol) de resina de
poliestire AM RAM. Les bossetes es van separar en tres grups, depenent de la posicid que
tindrien definida, 1-20, 21-36 i 37-52, i es van disposar en tres ampolles de polipropile de
rosca ampla amb 378, 306 i 306 ml de DMF respectivament, per procedir a l'inflat inicial.” Es
va posar un control a cada ampolla. Les ampolles es van mantenir en agitacié durant 5 min i

seguidament es va buidar el dissolvent.

Desproteccio. es va preparar una dissolucio de piperidina al 20% (v/v) en DMF (990 ml) i
es va repartir entre les tres ampolles en les mateixes proporcions que per a l'inflat de la
resina. Les bossetes es van mantenir en agitacid mecanica durant 30 min, a t.a. i a 200 rpm.
Transcorregut aquest temps, es va buidar el dissolvent i es va tornar a repetir I'operacio
durant 30 min més. Es va buidar el dissolvent i es van rentar les bossetes amb DMF (3 x 306
0 378 ml), iPrOH (3 x 306 0 378 ml) i DCM (3 x 306 o 378 ml). En cada rentat les ampolles
es van mantenir en agitacido durant 5 min. Una de les bossetes control es va obrir per un
extrem, es van extreure uns granets de resina i es va fer el test del TNBS, el qual va donar

positiu per a la desproteccio (vermell). Seguidament es va tornar a segellar la bosseta.

Acilacio. es va preparar una dissolucié d'acid cloroacetic (29.1 g, 5.6 mmol/bossa, 20 eq.)
en 990 ml d'una mescla DCM/DMF (1:1). La mescla es va afegir a les tres ampolles amb les
bossetes i seguidament s’hi va afegir I'NV,N=diisopropilcarbodiimida (DIC) (48 ml,
5.6 mmol/bossa, 20 eq.). Les ampolles es van mantenir en agitaci6 durant 30 min a t.a.
Transcorregut aquest temps, es va buidar el dissolvent i es va repetir tota I'operacio. Es van
rentar les bossetes amb DCM (3 x 306 o 378 ml), iPrOH (3 x 306 o0 378 ml) i DMF (3 x 306 o
378 ml). En cada rentat les ampolles es van mantenir en agitacié durant 5 min. Es van agafar
uns granets de resina d'una de les mostres control i es va fer el test del TNBS, el qual va

donar positiu per a la formacié d'amides (incolor).

** El dissolvent ha de cobrir completament les bosses quan aquestes es mantenen en agitacio.
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Acoblament d'amina (R°): les 16 bossetes numerades de la 37 a la 52 i els tres controls
es van posar individualment en ampolles de 50 ml. Cada ampolla individual es va omplir
amb: 17 ml de DMF, 780 ml (5.6 mmol, 20 eq.) de Et;N i I'amina corresponent (5.6 mmol,

20 eq.) (vegeu Taula 6.1) per definir la tercera posicio.

La resta de bosses, amb la tercera posicidé aleatoria, es van mantenir en les ampolles
d'1 litre. Igualment, I'ampolla que contenia les bosses 21-36 es va omplir amb 275 ml de
DMF i 12.5 ml de EtN, i la de les bosses 1-20 amb 345 ml de DMF i 15.5 ml de Et3N.
Finalment, en les dues ampolles es va posar una mescla equimolar de les 16 amines, és a

dir, 20 eq. de cada amina.

Taula 6.1. Quantitats d'amina necessaries (20 eq.) per a la primera posicio de diversitat
(R3, C-terminal) de la quimioteca de peptoides-II.""

Bossa Amina Quantitat Bossa Amina Quantitat
37 Al 387 ml 45 A12 668 ml
38 A2 566 ml 46 A13 819 ml
39 A4 650 ml 47 A14 945 ml
40 A7 571 mg 48 A15 845 ml
41 A8 785 ml 49 A17 1121 mg
42 A9 670 ml 50 A20 1183 mg
43 A10 703 ml 51 A35 730 ml
44 A1l 578 ml 52 A37 730 ml

Les ampolles es van mantenir en agitacié durant 5 h a t.a. Transcorregut aquest temps,
es va buidar cada ampolla i es va tornar a omplir en les mateixes condicions, agitant durant
12 h. Es va buidar el dissolvent i les bossetes individuals es van tornar a reunir en una Unica
ampolla d1 litre Es va procedir als rentats de les bossetes amb DMF (3 x 306 o 378 ml),
iPrOH (3 x 306 o0 378 ml) i DCM (3 x 306 o 378 ml). En cada rentat les ampolles es van
mantenir en agitacid6 durant 5 min. El test del cloranil va donar positiu per amines

secundaries (blau) en les mostres control.

™ Les quantitats de cada amina afegides es van arrodonir a 0 0 5.

97



Capitol 6

2a acilacio. es va procedir de la mateixa forma que en la primera acilacid, pero el temps
de reaccié va ser de 45 min cada vegada. El test del cloranil va donar positiu per amides

(incolor).

2n acoblament d'amina, RC: es va procedir de forma analoga a R?, perd en aquest cas es
van separar en ampolles individuals les bossetes numerades de la 21 a la 36. Les quantitats
emprades de cada amina, tant en les bossetes amb la segona posicid definida, individuals,
com en les de posicid aleatoria, van ser les mateixes que les indicades a la Taula 6.1. El test

del cloranil va donar positiu per amines secundaries (blau).
3a acilacio: procediment igual que en la segona acilacio.

3r acoblament d'amina, R': es va procedir com anteriorment, perd en aquest cas es van
separar en ampolles individuals les bossetes numerades de I'l a la 20. Les quantitats
emprades de cada amina, tant en les bossetes amb la primera posicid definida, individuals,
com en les de posicid aleatoria, van ser les mateixes que en les altres dues aminacions, pero
es van incorporar 4 amines més, amb un nitrogen terciari addicional, com es mostra en la

Taula 6.2. El test del cloranil va donar positiu per amines secundaries (blau).

Taula 6.2. Quantitats d’amina necessaries (20 eq.) per a la tercera posicid de
diversitat (R!, Mterminal) de la quimioteca de peptoides-II. En negreta es mostren les
4 amines que es van afegir a les altres 16 en aquest acoblament.**

Bossa Quantitat Volum / Pes Bossa Amina Quantitat
1 Al 387 ml 11 Al4 945 ml
2 A2 566 ml 12 Al5 845 ml
3 A4 650 ml 13 Al7 1121 mg
4 A7 571 mg 14 A20 1183 mg
5 A8 785 ml 15 A35 730 ml
6 A9 670 ml 16 A37 730 ml
7 A10 703 ml 17 A6 710 ml
8 All 578 ml 18 A16 812 ml
9 A12 668 ml 19 A19 883 ml
10 A13 819 ml 20 A21 705 ml

** Les quantitats de cada amina afegides es van arrodonir a 0 0 5.
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Escissio de /a resina.; després dels rentats, les bossetes es van assecar bé, mantenint-les
sota l'aspiracié de la campana extractora durant 2 h, fins que la resina no es va notar
humida. A continuacid, es va tallar cadascuna de les bossetes i la resina es va transferir a
tubs de vidre de 25 ml roscats amb séptum de tefld resistent a I'acid.®® Seguidament s'hi van
afegir 4 ml d'un coctel d'escissid format per TFA/DCM/H,0 (60:40:2) (v/v/v), tornant-se la

resina de color granatds. Les mescles es van mantenir en agitacié a t.a. durant 30 min.

A continuacio es va filtrar cada mescla a través d'una xeringa de polipropileé de 10 ml amb
una placa porosa de polietile, recollint els filtrats en matrassos de 25 ml. Cada resina es va
tornar a posar en els tubs respectius, repetint I'operacido amb 4 ml més de coctel. Després de
filtrar una segona vegada, es van ajuntar els filtrats de les dues fraccions i es van eliminar
els dissolvents a pressid reduida emprant un adaptador de vidre que permet realitzar sis
evaporacions a la vegada. Per acabar d'eliminar les traces d'aigua i d'acid, es van realitzar
rentats amb ACN (2 x 5 ml), els quals es van eliminar igualment a pressié reduida.
Finalment, les 52 mescles es van liofilitzar per acabar obtenint en tots els casos un oli

groguenc com a residu.

Cadascuna de les mescles es va dividir en mostres aliquotes a una concentraciéd de
5 mg/ml, el que suposava una concentracid mitjana de 10 mM (aproximadament 30 mM per

peptoide en cada mescla).

El peptoide control N20-15-17C (1) es va identificar per CL-EM, amb una puresa superior
al 90%. També es va caracteritzar pels seus espectres de ressonancia de *H-RMN i 3C-RMN,
tot i que l'assignacid dels diferents senyals no va ser possible degut a la gran complexitat
dels espectres, en tenir diferents conformacions del peptoide i no haver purificat la mostra
per HPLC a escala semipreparativa.

[N-(3,3-Difenilpropil)glicil]-[ A~(2-(2',4'-diclorofenil)etil)glicil]- N-[2-(4'-
sulfamoilfenil)etil]lglicinamida
(N20-15-17C) (1)

'H-RMN (300 MHz, D,0, acetona-dg): 7.90-7.80 (ac, 3H, Ha/), 7.60-7.20 (ac, 14H, Ha), 4.20-3.60
(ac, 7H, (3 x NCH,CO) + 1H (CHPh,)), 3.55-2.40 (ac, 6H, (3 x
NCH,CH,) + 6H (3 x NCH,CH>)).

13C_.RMN (125 MHz, D,0, acetona-ds): 173.0-166.0, 143.6, 134.9, 130.3, 129.3, 127.8, 127.2, 126.8,
61.0, 52.0-46.0.

CL-EM: 738.2, 740.2, 742.2 (M+H, Ch)*

88 E| procés d’escissid es va realitzar en tongades de 12 mescles.
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6.3. PROCEDIMENT GENERAL DE LA SINTESI DE PEPTOIDES

En una xeringa de 10 ml que contenia 600 mg (0.66 mmol/g, 0.40 mmol) de resina de
poliestire AM RAM es van afegir 5 ml de DMF per inflar-la. Seguidament es va filtrar el

dissolvent i es va procedir a la desproteccié del grup Fmoc.

Desproteccio:. es va afegir una dissolucié de 5 ml de piperidina al 20% (v/v) en DMF a la
resina i la mescla es va deixar reaccionant durant 30 min. Després d’eliminar el dissolvent
per filtracid es va repetir I'operacid. A continuacid es van realitzar els rentats de la resina
amb DMF (3 x 5 ml), iPrOH (3 x 5 ml) i DCM (3 x 5 ml). La desproteccio de la resina es va

comprovar mitjancant de test del TNBS, el qual va donar positiu (color vermell).

Acilacio. sobre la resina desprotegida i inflada amb DCM, es va afegir una dissolucié de
190 mg (2.0 mmol, 5 eq.) d'acid cloroacetic en 5 ml d'una mescla DCM/DMF (2:1).
Seguidament, es van afegir 310 ml (2.0 mmol, 5 eq.) de DIC i la mescla es va agitar
mecanicament durant 30 min, a t.a. i a 200 rpm. Després d’eliminar I'excés de reactius, es va
repetir el procés. Finalment, la resina es va rentar amb DCM (3 x 5 ml), iPrOH (3 x 5 ml) i
DMF (3 x 5 ml). La desaparicié de I'amina primaria es va comprovar amb el test del TNBS, el

qual va donar positiu per aquesta reaccio (incolor).

Acoblament damina: a una suspensio de la resina acilada en 5 ml de DMF es van afegir
2.0 mmol (5 eq.) d'amina primaria i 275 ml (2.0 mmol, 5 eq.) de Et;N. La mescla es va agitar
durant 3 h a t.a. i a 200 rpm. Transcorregut aquest temps |'excés de reactius es va eliminar i
es va repetir I'operacid. En acabar, la resina es va rentar amb DMF (3 x 5 ml), iPrOH (3 x
5ml) i DCM (3 x 5 ml). La preséncia d'una amina secundaria es va confirmar mitjangant el

test del cloranil (color blau).

La segona acilacio es va dur a terme de la mateixa manera que la primera, exceptuant

que el temps de reaccié va ser d'1 h.

La segona aminacio, tercera acilacio i tercera aminacio es van dur a terme de forma

analoga a les descrites anteriorment.

Escissio de la resina. després d'assecar la resina, es va transferir a un tub de vidre de
10 ml roscat amb un séptum de tefld resistent a I'acid. Seguidament, s’hi van afegir 5 ml
d’un coctel d'escissio format per TFA/DCM/H,0 (60:40:2, v/v), tornant-se la resina de color
granatds. La mescla es va deixar agitant durant 30 min a t.a. A continuacid es va filtrar la

mescla en la mateixa xeringa en qué s’havia fet la sintesi i el filtrat es va recollir en un
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matras de 25 ml. La resina es va tornar a posar al tub i es va repetir |'operacio. Els filtrats de
les dues fraccions es van ajuntar i els dissolvents es van eliminar a pressio reduida. Les
traces d’aigua i d'acid es van eliminar realitzant rentats amb ACN (3 x 5 ml), els quals es van
eliminar igualment a pressid reduida. Finalment, I'oli groguenc residual es va redisoldre en
una mescla d'H,O/ACN i es va liofilitzar, per obtenir uns 250-350 mg de residu (rdts. entre el
80-90%), amb pureses generalment superiors al 90% per HPLC. Els peptoides es van
identificar per CL-EM.

A la Figura 3.11 de l'apartat 3.6 s’han mostrat els perfils cromatografics dels crus
d’alguns dels peptoides, a mode d’exemple.
[ A-(2-Feniletil)glicil]-[ A-(2-(2’,4'-diclorofenil)etil)glicil]- A-[ 2-(2',4'-
diclorofenil)etil]glicinamida
(N10-15-15C)
CL-EM: 637.1, 639.1, 641.1, 643.1 (M + H, Cls)*
[ M-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ A-(3,3-difenilpropil)glicil]- /-(3,3-difenilpropil)glicinamida
(N35-20-20C)
CL-EM: 699.4 (M+H)*
[ NV-(Isopentil)glicil]-[ /-(3,3-difenilpropil)glicil]- V-[ 2-(2’,4'-diclorofenil)etil]glicinamida
(N4-20-15C)
CL-EM: 625.3, 627.3, 629.3 (M + H, Cl)*
[N-(3-(1'-Imidazolil)propil)glicil]-[ /-(3,3-difenilpropil)glicil]- /-(isopentil)glicinamida
(N12-20-4C)
CL-EM: 561.3 (M+H)*
[ M-(2-Feniletil)glicil]-[ /-(ciclopropil)glicil]- A-(3,3-difenilpropil)glicinamida
(N10-1-20C)
CL-EM: 527.3 (M+H)*
[N-(3-(1'-Imidazolil)propil)glicil]-[ A-(ciclopropil)glicil]- /-(3,3-difenilpropil)glicinamida
(N12-1-20C)
CL-EM: 531.3 (M+H)"
[N-[2-(2',4'-Diclorofenil)etil]glicil]-[ A-(ciclopropil)glicil]- M-(isopentil)glicinamida
(N15-1-4C)
CL-EM: 471.2, 473.2, 475.2 (M+H, Cl)*
[ N-(1-Metilpropil)glicil]-[ /-(3,3-difenilpropil)glicil]- /- (3, 3-difenilpropil)glicinamida
(N2-20-20C)
CL-EM: 633.4 (M+H)"
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La purificacid dels peptoides més actius, es va dur a terme per HPLC a escala
semipreparativa amb un rendiment final de I'entorn del 40-60% i pureses superiors en tots
els casos al 98% per HPLC. Les assignacions dels senyals dels espectres dels peptoides de
'H-RMN i *C-RMN van ser confirmades pels experiments gDQCOSY i gHSQC. La preséncia de
diferents conformacions va conduir a uns espectres molt complexos, motiu pel qual només

s’han assignat els senyals del conformer majoritari en cada cas.

[ A-(2-(2'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ /(2-(2’,4'-diclorofenil)etil)glicil]- *-[ 2-(2",4'-
diclorofenil)etil]glicinamida’’

(N35-15-15C) (15)

'H-RMN (500 MHz, CD;0D): 7.50 (ac, 1H, Ha), 7.40 (ac, 2H, Ha), 7.32 (ac, 4H, Ha,), 7.20 (ac, 1H.
Hao), 7.12 (ac, 2H, Ha), 4.2-3.8 (ac, 6H, 3 x COCH.N), 3.60 (ac, 2H,
NCH,CH,), 3.52 (ac, 2H, NCH,CH,), 3.23 (ac, 2H, NCH,CH, (Ny)), 3.12-
2.92 (ac, 6H, 3 x NCH,CH).

13C.RMN (125 MHz, CD3;0D): 170.6 (CO), 169.7 (CO), 167.2 (CO), 161.6 (Car), 136.0 (2 X Ca,), 134.8
(2 x Ca), 134.2 (2 x Ca), 133.7 (CHay), 133.4 (CHa), 132.2 (Ca), 130.6
(CHar), 130.5 (CHar), 130.2 (CHa), 128.9 (CHay), 128.4 (CHa), 125.8
(CHar), 116.6 (CHar), 50.6 (COCH,N), 50.0 (COCH,N), 49.4 (NCH,CH.),
49.0 (NCH,CH,), 48.8 (COCH.N), 48.5 (NCH,CH.,), 32.8 (NCH.CH,), 31.7
(NCH,CH,), 26.9 (NCH,CH.,).

CL-EM: 655.1 (M+H)"
EMAR per C30H31C|4FN403 H Calculada: 545.0681 (M'C7H6F)
Determinada : 545.0661

[ N-(2-(4'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ /-(2-(2',4'-diclorofenil)etil)glicil]- V[ 2-(2',4'-
diclorofenil)etil]glicinamida’’

(N37-15-15C) (16)

1H-RMN (500 MHz, CD;0D): 7.50 (ac, 1H, Ha), 7.40 (ac, 2H, Hy), 7.34-7.20 (ac, 5H, Ha), 7.06 (ac,
2H, Ha), 4.2-3.8 (ac, 6H, 3 x COCH,N), 3.60 (ac, 2H, NCH,CH,), 3.50
(ac, 2H, NCH,CH,), 3.17 (ac, 2H, NHCH,CH,), 3.10-2.89 (ac, 6H, 3 X
NCH,CH).

13C-RMN (125 MHz, CDs0D): 172.4 (CO), 170.1 (CO), 167.7 (CO), 162.5 (Ca), 136.6 (2 x Ca/), 135.9
(Car), 134.8 (2 x Car), 134.1 (2 x Car), 133.8 (CHpy), 133.4 (CHar), 131.6
(2 x CHar), 130.5 (CHar), 130.2 (CHar), 128.9 (CHa), 128.4 (CHa), 116.6
(2 x CHp), 50.0-48.8 (3 x COCH:N), 49.9 (HNCH,CH, (Ny), 49.2
(NCH,CH,), 49.1 (NCH,CH,), 32.7 (NCH,CH,), 32.3 (NCH,CH,), 31.7
(NCH,CH>).

CL-EM: 655.1 (M+H)*
EMAR per C30H31C|4FN403: Calculada: 545.0681 (M'C7H6F)
Determinada: 545.0654
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[ M-(2-(4'-Metoxifenil)etil)glicil]-[ A-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]- /-(2-feniletil)glicinamida
(N13-13-10C) (17)

1H-RMN (300 MHz, CD;0D): 7.70-7.00 (9H, Ha), 6.90-6.80 (ac, 4H, Ha), 4.30-3.80 (ac, 6H, 3 x
COCH,N), 3.75-3.73 (s, 6H, 2 x CH30), 3.60-3.15 (ac, 4H, 2 x NCH,CH,),
3.00 (ac, 2H, NHCH,CH,), 2.90-2.60 (ac, 6H, 3 x NCH,CH,).

13C_RMN (75 MHz, CD;0D): 173.4 (CO), 170.2 (CO), 167.5 (CO), 160.2 (2 x Ca,), 139.7 (Ca), 131.9
(2 x Ca), 131.3 (2 X CHa), 130.8 (4 x CHp), 130.2 (2 x CHa,), 129.8
(CHa), 115.4 (4 x CHa), 55.7 (2 x CHs0), 51.2 (NCH,CH,), 51.1
(NCH,CH,), 50.1 (NCH,CH,), 49.1 (COCH,N), 48.8 (COCH,N), 47.9
(COCH,N), 35.3 (NCH,CH,), 34.6 (NCH,CH>), 32.2 (NCH,CH.,).

CL-EM: 561.2 (M+H)+
EMAR per C32H40N405 . Calculada: 439.2345 (M'CgHgO)
Determinada: 439.2315

[ M-(2-Feniletil)glicil]-[ /-(2-(4"-metoxifenil)etil)glicil]- - (2-feniletil)glicinamida
(N10-13-10C) (18)

1H-RMN (300 MHz, CD;0D): 7.30-7.05 (12H, Ha), 6.90-6.80 (ac, 2H, Ha), 4.30-3.80 (ac, 6H, 3 x
COCH,N), 3.70 (s, 3H, CHs0), 3.60-3.15 (ac, 4H, 2 x NCH,CH,), 3.00
(ac, 2H, NHCH,CH,), 2.90-2.60 (ac, 6H, 3 x NCH,CH.,).

13C-RMN (75 MHz, CD;0D): 173.1 (CO), 169.9 (CO), 167.0 (CO), 159.7 (Ca), 139.7 (2 x Ca,), 131.9
(Car), 131.3 (2 x CHay), 130.8 (2 X CHa,), 129.9 (4 x CHa), 129.5 (2 x
CHa), 114.9 (2 x CHa,), 55.6 (CH30), 51.2 (NCH,CH,), 51.1 (NCH,CH,),
50.1 (NCH.CH,), 49.1 (COCH,N), 48.8 (COCH,N), 47.8 (COCH,N), 35.3
(NCH,CH,), 34.5 (NCH,CH>), 33.0 (NCH,CH,).

CL-EM: 531.2 (M+H)+
EMAR per C31H3gN404: Calculada: 530.2893
Determinada: 530.2903

N-(Tetrahidrofurfuril)glicil]-[ /-(3,3-difenilpropil)glicil]- /-(3,3-difenilpropil)glicinamida
(N11-20-20C) (19)'??

'H-RMN (500 MHz, CDs0D): 7.32-7.20 (16H, Ha;), 7.15 (ac, 4H, Hp:), 4.10 (m, 1H, OCH), 4.03-3.95
(ac, 7H, 6H (3 x COCH>) + 1H (CHPh,)), 3.90 (ac, 1H, CHPh,), 3.90-3.80
(ac, 2H, OCH>), 3.38 (ac, 2H, NCH,CH,CH), 3.29 (ac, 2H, NCH,CH,CH),
3.21 (ac, 2H, NCH,CH,CH), 3.12 (ac 2H, HNCH,CH), 2.86 (ac, 2H,
HNCH,CH), 2.42-2.25 (ac, 4H, 2 x NCH,CH,CH), 2.09 (m, 2H,
C_HzCH(O)CHzNH), 1.93 (m, 2H, OCH2C_H2), 1.57 (m, C_HzCH(O)CHzNH)

13C.RMN (125 MHz, CD;0D): 172.9 (CO), 170.5 (CO), 169.7 (CO), 145.8 (2 x C), 144.5 (2 X Ca),
129.6 (8 X CHa), 128.8 (8 X CHa), 127.4 (4 x CHay), 75.2 (OCH), 69.5
(OCHs), 52.7 (NHCH,CH), 50.7 (COCH,N), 50.3 (CHPhs), 49.8 (COCH,N),
49.5 (CHPh,), 48.2 (NCH,CH,CH), 48.2 (NCH,CH,CH), 48.1 (COCH,N),
344 (CH,CHPh,), 33.9 (CH,CHPh,), 30.2 (CH,CH(O)CH,NH), 26.4
(OCH,CH>).
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EMAR per C4;H;48N40;,: Calculada: 660.3676
Determinada: 660.3647

[ N-(3,3-Difenilpropil)glicil]-[ /-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]- A~ (3,3-difenilpropil)glicinamida
(N20-13-20C) (20)'°*

'H-RMN (500 MHz, CD;0D): 7.33-7.04 (22H, Ha,), 6.83-6.81 (ac, 2H, Ha), 4.20-3.77 (ac, 8H, 6H (3 x
COCH,) + 2H (2 x CHPh,)), 3.71 (s, 3H, CH30), 3.52 (ac 2H, NCH.CH.,),
3.29 (ac, 2H, NCH,CH,CH), 2.91 (ac, 2H, HNCH,CH,CH), 2.72 (ac, 2H,
NCH,CH,), 2.47-2.27 (ac, 4H, 2 x CH,CHPh,).

13C-RMN (125 MHz, CD;0D): 173.5 (CO), 170.4 (CO), 169.7 (CO), 159.8 (Ca,), 145.8 (2 x Cu), 144.7
(2 x Ca), 131.3 (CHa,), 130.8 (2 x CHa), 129.8 (8 x CHa/), 128.7 (8 x
CHar), 127.8 (4 X CHgy), 115.3 (2 X CHay), 55.7 (CH30), 51.1 (COCH,N),
50.6 (COCH,N), 50.4 (CHPh,), 50.1 (COCH.N) , 49.8 (CHPh,), 48.9
(NCH,CH,CH), 48.3 (NCH,CH.), 47.9 (NCH,CH,CH), 34.8 (CH,CHPh,),
33.9 (NCH,CH,), 32.5 (CH,CHPh,).

EMAR per C45H51N404: Calculada: 711.3910 (M+H)+
Determinada: 711.3897

6.4. ESTUDI DE LA REACTIVITAT DE LES AMINES DE LA QUIMIOTECA

6.4.1. ESTUDI PER CG

6.4.1.1. Reaccio en dissolucio del clorur de cloroacetil amb mescles equimolars
d’amines

Els estudis de reactivitat de les amines en dissolucié es van portar a terme distingint dos
grups d'amines depenent de la preséncia o abséncia de substituents aromatics en la seva
estructura, per facilitar la seva comparacié per CG. A cada grup s'hi va afegir una amina com
a referéncia, concretament les amines A11, per al grup sense substituents aromatics, i

I’A15, per al grup amb substituents aromatics.

A una dissolucié de 16 ml (0.20 mmol) de clorur de cloroacetil en 2 ml de DCM es van
afegir 83 mg (0.60 mmol, 3 eq.) de K,COs. Seguidament, s’hi van afegir 0.4/0.5 mmol
(2/2.5 eq.) d'una mescla equimolar de 4/5 amines amb la seva corresponent amina de
referencia (vegeu Taula 6.3). L'amina A17 es va descartar en aquest estudi en no ser soluble
en DCM. Després de 10 min de reaccid, el dissolvent es va evaporar a pressid reduida i les
mescles de productes obtenides es van analitzar per CG, comparant l'area relativa dels

productes obtinguts. Els productes de cada mescla es van identificar per CG-EM.
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Els resultats de reactivitat obtinguts, referenciats a les amines A11 i A15, s’han indicat a
la Taula 4.1 de |I'apartat 4.1.1.

Taula 6.3. Quantitats d'amina necessaries en cada grup per a la reaccié amb el clorur de cloroacetil. En
negreta es mostren les amines escollides com a referéncia.

Amina Volum | Amina Volum | Amina Volum | Amina Volum | Amina Volum | Amina Volum

Al 7 ml A2 10 ml A8 14m | A1l 10 ml Al10 13 ml A9 12 ml
A4 12 ml A7 10m | A11  10ml | A15  15ml A13 15m | A15  15ml
A6 13 ml Al6 14 ml A12 12 ml A19 16 ml Al4 17 ml A20 13 ml
A8 14m | A11 10ml | A15 15ml A21 13m | A15  15ml A37 13 ml

All 10 ml A35 13 ml

6.4.1.2. Reaccié de substitucio nucleofila de clorur en fase solida utilitzant
mescles equimolars d’amines. Formacio de glicinamides A-substituides

Es van preparar 5 xeringues de 5 ml (0.79 mmol/g, 0.08 mmol) que contenien 100 mg de
resina de poliestire AM RAM. Seguint el procediment descrit a I'apartat 6.3, es va procedir a

la desproteccid i acilacié. Els tests van donar positiu en cada cas.

La segona aminacié es va dur a terme afegint en quatre de les xeringues una mescla
equimolar (1.58 mmol/amina, 20 eq./amina) de 5/6 amines en 5 ml de DMF, amb la
corresponent amina de referéncia (A11 o A15) tal i com s’ha explicat a l'apartat 6.4.1.1, i en
la cinquena xeringa una mescla equimolar (1.58 mmol/amina, 20 eq./amina) de les 2 amines
de referéncia en 5 ml de DMF (vegeu Taula 6.4). A cada xeringa es van afegir també 220 ml

(1.58 mmol, 20 eq.) de EtsN. La mescla es va agitar durant 3 h, a t.a. i a 200 rpm.

Després de l'etapa d’escissio, es va obtenir un oli groguenc que es va analitzar per CG
comparant l'area relativa dels productes obtinguts. Les glicinamides A+substituides de cada

mescla es van identificar per CL-EM. Els resultats obtinguts s’han indicat en l'apartat 4.1.2.1.
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Taula 6.4. Quantitats d'amina necessaries en cada xeringa per a la substitucid nucleofila del
cloroderivat en fase solida (quantitats arrodonides a 0 o 5). En negreta es mostren les amines
escollides com a referéncia.

. . . . Volum / .
Amina Volum | Amina Volum | Amina Volum | Amina p Amina Volum
es

Al 109 ml A2 160m | A9 189 ml | Al4 267 ml Al11 163 ml

A7 151ml | A4 183 m | A10 198 ml | A15 238 ml A15 238 ml
A1l 163 ml A6 200ml | A13 231 ml| A17 316 mg
A12 189ml| A8 222ml| A15 238ml| A20 211 ml
A19 249ml | A11 163 ml| A37 207ml| A35 206 ml
A21  199ml | Al6 229nml

6.4.1.3. Formacié de 2,5-piperazindiones en fase solida en introduir mescles
equimolars d’amines en la segona aminacio

En 3 xeringues de 5 ml que contenien 465 mg (0.66 mmol/g, 0.31 mmol) de resina de
poliestireé AM RAM s'hi van addicionar 3 ml de DMF per inflar-la. Seguidament es va filtrar el
dissolvent i es va procedir a la desproteccid del grup Fmoc, segons el procediment descrit a
I'apartat 6.3. La desproteccio total de la resina va ser comprovada mitjancant de test del

TNBS, el qual va donar positiu (color vermell).

Acilacio: sobre la resina desprotegida i inflada amb DCM, es va afegir una dissolucié de
145 mg (1.55 mmol, 5 eq.) d'acid cloroacétic en 3 ml d'una mescla DCM/DMF (1:1).
Seguidament s’hi van afegir 245 ml de DIC (1.55 mmol, 5 eq.) i la mescla es va agitar
mecanicament durant 30 min, a t.a. i a 200 rpm. Després d’eliminar I'excés de reactius, es va
repetir el procés. Finalment, la resina es va rentar amb DCM (3 x 3 ml), iPrOH (3 x 3 ml) i
DMF (3 x 3 ml). La desaparicioé de I'amina primaria es va comprovar amb el test del TNBS, el

qual va donar positiu per aquesta reaccié (incolor).

Acoblament damina. a una suspensio de la resina acilada en 3 ml de DMF s'hi van afegir
195 ml (1.55 mmol, 5 eq.) d’/A10i 215 ml (1.55 mmol, 5 eq.) de Et;N. La mescla es va agitar
durant 3 h a t.a. i a 200 rpm. Transcorregut aquest temps, I'excés de reactius es va eliminar i
es va repetir I'operacid. En acabar, la resina es va rentar amb DMF (3 x 3 ml), iPrOH (3 x
3ml) i DCM (3 x 3 ml). La preséncia d'una amina secundaria es va confirmar mitjancant el

test del cloranil (color blau).
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La segona acilacio es va dur a terme de la mateixa manera que la descrita anteriorment,

si bé el temps de reaccio va ser d'1 h.

La segona aminacio es va dur a terme de forma analoga a la primera, pero afegint en
dues de les xeringues una mescla equimolar (0.31 mmol/amina, 1 eq./amina) de 5/6 amines
en 3 ml de DMF amb la corresponent amina de referencia (A11 o A15), tal i com sha
explicat a I'apartat 6.4.1.1, i en la tercera xeringa una mescla equimolar (0.31 mmol/amina,
1 eg./amina) de les 2 amines de referencia en 3 ml de DMF (vegeu Taula 6.5). Per fer aquest
estudi es va escollir un conjunt de 12 amines com a representatives de les 20 de la

quimioteca.

Taula 6.5. Quantitats d'amina necessaries en cada xeringa en el segon acoblament per
a la formacié de DKPs. En negreta es mostren les amines escollides com a referéncia.

Amina Volum Amina Volum / Pes | Amina Volum
Al 21 ml A9 37 ml A1l 32 ml
A2 31 ml A13 45 ml A15 46 ml
A4 36 ml Al4 52 ml
A6 39 ml A15 46 ml
A8 43 ml Al17 62 mg

All 32 ml A35 40 ml

Escissio de la resina: després d'assecar la resina, es va transferir a un tub de vidre de
10 ml roscat amb un septum de tefl6 resistent a I'acid. Seguidament s’hi van afegir 4 ml d’un
coctel d’escissio format per TFA/DCM/H,0 (60:40:2), tornant-se la resina de color granatds.
La mescla es va deixar agitant durant 30 min a t.a. i a 200 rpm. A continuacid, la mescla es
va filtrar en la mateixa xeringa en qué s’havia fet la sintesi i el filtrat es va recollir en un
matras de 25 ml. La resina es va tornar a posar al tub i es va repetir I'operacio. Els filtrats de
les dues fraccions es van ajuntar i els dissolvents es van eliminar a pressio reduida. Les
traces d’aigua i d'acid es van eliminar realitzant rentats amb ACN (3 x 5 ml), els quals es van
eliminar igualment a pressid reduida. L'oli groguenc que es va obtenir va ser transvasat a un
tub de vidre de 10 ml mitjancant 2 ml de MeOH.
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Ciclacio: sobre la dissolucid metanolica anterior s’hi van afegir 4 ml d’una dissolucié de
KHCOs3 al 15%. La mescla es va deixar sense agitacié durant tota la nit. Transcorregut aquest
temps el dissolvent organic es va eliminar en un evaporador de centrifuga i el dissolvent
aquos es va eliminar per liofilitzacio. El solid blanc que es va obtenir es va resuspendre en
3 ml de CHCI5, es va sonicar durant 5 min en una bany d’ultrasons i es va centrifugar 5 min a
3000 rpm. El sobrenedant es va recollir i es va evaporar a pressio reduida per obtenir un oli
groguenc. Les DKPs resultants de cada grup es van analitzar per CG comparant les seves
arees relatives, exceptuant la A-(2-feniletil)-V(2-(4"-sulfamailfenil)etil)-2,5-piperazindiona la
qual no va poder ser detectada per CG. Les DKPs de cada mescla es van identificar per CG-

EM. Els resultats obtinguts s’han indicat a la Taula 4.3 de l'apartat 4.1.2.2.

6.4.2. ESTUDI PER HPLC

6.4.2.1. Reaccid de substitucid nucleofila de derivats halogenats utilitzant
mescles equimolars d’amines

6.4.2.1.1. Preparacio de les benzamides dun conjunt donze amines representatives de /a
qguimioteca

6.4.2.1.1.1. Obtencio de la 4-bromometilbenzamida (2)

A una suspensid d’'1.50 g (0.01 mol) de 4-metilbenzamida en 100 ml de CCl; s’hi van
afegir 2.40 g (0.01 mmol, 1.2 eq.) d’A-bromosuccinimida (NBS). La mescla de reaccid es va
irradiar amb llum blanca (300 W) i es va mantenir en agitacié durant 3 h. Passat aquest
temps, el control per CG va mostrar el producte monobromat, com a producte majoritari, i,
en menor proporcid, producte dibromat i reactiu de partida sense reaccionar. El dissolvent es
va evaporar a pressio reduida fins obtenir un solid groguenc, el qual es va rentar amb H,0 (3
x 20 ml). La purificacié del producte monobromat es va dur a terme per successives
recristal*litzacions d’AcOEt i CHCls, per obtenir 1.20 g d’un solid blanc (rdt. 50%). Per tal
d’evitar la presencia de producte dibromat en les reaccions posteriors amb les amines, es van
descartar les fraccions recristal*litzades amb pureses inferiors al 95% per CG, motiu pel qual

el rendiment de la reaccio va ser més baix.
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4-Bromometilbenzamida (2)'%°

Pf: 179-181 °C (lit. 185-187 °C)!%

'H-RMN (300 MHz, CDs0OD): 7.84 (d, J=8.1 Hz, 2H, Ha), 7.50 (d, J=8.1 Hz, 2H, Ha), 4.59 (s, 2H,
CH,).

13C-RMN (75 MHz, CD;0D): 171.7 (CO), 143.5 (Ca,), 134.7 (Car), 130.2 (2 x CHa:), 129.1 (2 X CHpy),
32.8 (CH,).

CG-EM: 213, 215 (M, Br, 5), 134 (100), 106 (26), 90 (20), 89 (20).

6.4.2.1.1.2. Procediment general de substitucio nucleofila de la 4-bromometilbenzamida (2)
per les onze amines escollides

Seguint el procediment experimental descrit per Isabel Masip en la seva Tesi Doctoral,”’
es van afegir 145 mg (1.05 mmol, 3 eq.) de K;COs i 1.05 mmol (3 eq.) de I'amina primaria
corresponent dissolts en 2 ml de dioxa™ " en un tub d’assaig de vidre de 100 ml amb tap
roscat acoblable a I'aparell de Carousel de Radleys (vegeu Taula 6.6). Seguidament s’hi van
afegir 75 mg (0.35 mmol) de la 4-bromometilbenzamida (2) dissolts en 1 ml de dioxa calent i
la mescla de reaccié es va mantenir en agitacid durant 1.5 h. Passat aquest temps, les sals
es van filtrar i es van rentar amb dioxa (2 x 2 ml). Els filtrats recollits es van evaporar a

pressid reduida.

Taula 6.6. Quantitats d'amina necessaries per a l'acoblament
amb la 4-bromometilbenzamida (quantitats arrodonides a 0 o 5).

Amina Volum Amina Quantitat
A4 122 ml A13 154 ml
A6 133 ml A15 158 ml
A7 101 ml Al17 210 mg
A9 126 ml A20 320 mg
A1l 108 ml A35 222 ml
A12 125 ml

KKk

El dioxa es va anhidritzar mitjancant una destil-lacié sobre CaH,.
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Eliminacio de l'excés damina. Utilitzacio d'una resina segrestadora.

A un tub de vidre de 10 ml amb tap roscat de teflé s'hi va addicionar una dissolucié del
cru anterior en 2 ml de dioxa i 750 mg (2.8 mmol/g, 3 eq. relatiu a I'excés d'amina) d'una
resina de poliestire de tipus 4-benziloxibenzaldehid. La mescla de reaccié es va escalfar en
un forn de microones a 350 W durant 20 min (intervals d'l min, separats per 15 s), tot

controlant la desaparici de I'amina primaria lliure per CG.™"

Seguidament, la resina es va
filtrar en una xeringa de 5 ml de polipropilé amb placa porosa de polietile. La resina es va
rentar amb dioxa (3 x 2 ml) i MeOH (3 x 2 ml). Els extractes organics recollits es van
evaporar a pressio reduida. Els olis o solids obtinguts es van purificar per CCP de silica eluint
amb una mescla CHCI;/MeOH (10:1), per a les benzamides 3, 9, 10, 12 i 13, i amb
AcOEt/MeOH (1:1) amb un 1% d'etilendiamina, per a les benzamides 5 i 6. En el cas de les
benzamides 7 i 11, els residus es van purificar per cromatografia en capa prima preparativa
d’alimina eluint amb una mescla CHCl3/MeOH (15:1). Malauradament, les benzamides 4 i 8
no es van poder purificar per CCP, motiu pel qual es va optar per una sintesi alternativa en
fase solida (vegeu apartat 6.4.2.1.1.3). En tots els casos es van obtenir rendiments al voltant

del 50%.

4-[(NV-Isopentilamino)metil]benzamida (3)
Pf: 77-79 °C

'H-RMN (500 MHz, CDCl3):  7.77 (d, J=8.5 Hz, 2H, Ha), 7.42 (d, J=8.5 Hz, 2H, Ha), 6.10 (d, 2H,
CONH,), 3.85 (s, 2H, PhCH,), 2.64 (t, J=7.5 Hz, 2H, NHCH,CH,), 1.62
(ac, 2H, 1H (CH,CH) + 1H (NH)), 1.41 (m, 2H, NHCH,CH,), 0.89 (d,
J=6.5 Hz, 6H, 2 x CH3).

13C-.RMN (125 MHz, CDCl3): 169.4 (CO), 145.1 (Ca,), 132.1 (Ca), 128.3 (2 x CHay), 127.6 (2 X CHa,),
53.8 (PhCH;), 47.8 (NHCH,CH,), 39.3 (NHCH,CH,), 26.3 (CH,CH), 22.8
(2 X CH3)

EMAR per C;3H,0N,0: Calculada: 220.1576
Determinada: 220.1574

4-[(N-(2'-Acetamidoetil)amino)metil]benzamida (5)
Pf: 137-139 °C

'H-RMN (500 MHz, CD;0D): 7.86 (d, J=8.0 Hz, 2H, Hx), 7.46 (d, J=8.0 Hz, 2H, Ha), 3.84 (s, 2H,
PhCH,), 3.34 (t, J=6.5 Hz, 2H, CH,CH,NHCO), 2.72 (t, J=6.5 Hz, 2H,
CH,CH,NHCO), 1.95 (s, 3H, COCH).

" En els casos de les amines A9 i A12 van ser necessaris 20 min addicionals, i amb ’A20 1 h en total.
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13C_.RMN (125 MHz, CD;0D): 173.6 (CO), 172.1 (CO), 144.9 (Ca,), 133.7 (Car), 129.5 (2 x CHp), 128.9
(2 X CHa), 53.6 (PhCH,), 49.5 (CH,CH,NHCO), 39.9 (CH,CH,NHCO),
22.6 (CHs).

EMAR per C;,H;17N305: Calculada: 235.1321
Determinada: 235.1322

4-[(NW-(2'-(2"-Piridinil)etil)amino)metil]benzamida (6)

Pf: 94-96 °C

1H-RMN (500 MHz, CD;OD): 8.44 (d, J=4.5 Hz, 1H, Hp:), 7.84 (d, J=8.2 Hz, 2H, Ha,), 7.74 (dd, 1=8.0,
1.5 Hz, 1H, Hey), 7.41 (d, J=8.2 Hz, 2H, Ha;), 7.30 (d, J=8.0 Hz, 1H, Hpy),

7.24 (dd, 3=8.0, 5.0 Hz, 1H, Hpy), 3.84 (s, 2H, PhCH,), 2.97 (ac, 4H, 2H
(NHCH,CH,) + 2H (NHCH,CHS,)).

13C-RMN (125 MHz, CD;0D): 172.1 (CO), 160.9 (Cp;), 149.7 (CHpir), 144.8 (Ca), 138.7 (CHpi), 133.8
(Car), 129.5 (2 x CHar), 128.9 (2 X CHa,), 124.9 (CHpir), 123.1 (CHpyr), 53.8
(PhCH,), 49.7 (NHCH,CH,), 38.3 (NHCH,CH).

EMAR per C;5H17N30: Calculada: 255.1372
Determinada: 255.1375
4-[(N-((2'-Tetrahidrofurfuril)metil)amino)metil]lbenzamida (7)

!H-RMN (500 MHz, CD;OD): 7.86 (d, J=8.0 Hz, 2H, Hax), 7.44 (d, J=8 Hz, 2H, Ha), 4.02 (m, 1H,
CHOCH;), 3.86-3.65 (ac, 4H, 2H (PhCH,) + 1H (OCH,}) + 1H (OCH.p)),
2.63 (ac, 2H, 1H (NHCH,,CH) + 1H (NHCH,,CH)), 2.01-1.50 (ac, 4H,
1H (CHCH, ,CH,CH,0) + 1H (CHCH,,CH,CH,0) + 1H (CHCH,CH, ,CH,0)
+ 1H (CHCH,CH, ,CH,0)).

13C-RMN (125 MHz, CDs0D): 172.1 (CO), 144.6 (Ca), 133.7 (Car), 129.5 (2 x CHa), 128.9 (2 x Ca),
79.0 (CHOCH,), 68.8 (OCH,), 54.1 (PhCH,), 53.8 (NHCH.CH), 30.4
(CHCH,CH,), 26.6 (CHCH,CH,).

EMAR per C;3H15N505: Calculada: 234.1368
Determinada: 234.1369

4-[(N-(2'-(4"'-Metoxifenil)etil)amino)metil]benzamida (9)
Pf: 123-125°C

'H-RMN (500 MHz, CD;OD): 7.84 (d, J=8.0 Hz, 2H, Hx), 7.41 (d, J=8.0 Hz, 2H, Ha), 7.10 (d, J=8.5
Hz, 2H, Ha), 6.84 (d, J=8.5 Hz, 2H, Ha), 3.86 (s, 2H, PhCH,), 3.76 (s,
3H, OCHs), 2.80 (ac, 4H, 2H (NHCH,CH,) + 2H (NHCH,CH.,)).

13C-RMN (125 MHz, CDs0D): 172.1 (CO), 159.8 (Ca), 144.0 (Ca,), 134.0 (Car), 132.5 (Ca), 130.6 (2 x
CHar), 129.7 (2 x CHar), 128.9 (2 X CHa), 115.0 (2 x CHa/), 55.6 (OCH3),
53.6 (PhCH.NH), 51.5 (NHCH,CH,), 35.4 (NHCH,CH,).

EMAR per C;7H;0N,0;: Calculada: 284.1525
Determinada: 284.1527
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4-[(N-(2'-(2",4""-Diclorofenil)etil)amino)metil]benzamida (10)
Pf: 125-127 °C

1H-RMN (500 MHz, CDCl5):  7.77 (d, J=8.0 Hz, 2H, Ha,), 7.38 (d, J=8.0 Hz, 2H, Ha), 7.36 (s, 1H, Ha),
7.17 (d, J=0.9 Hz, 2H, Ha,), 6.08 (da, 2H, CONH,), 3.87 (s, 2H, PhCH,),
2.90 (ac, 4H, 2H (NHCH,CH,) + 2H (NHCH,CH>)), 1.52 (sa, 1H, NH).

13C-RMN (125 MHz, CDCls): 169.4 (CO), 144.7 (Ca;), 136.3 (Ca,), 134.8 (Car), 132.7 (Car), 132.1 (Cay),
131.7 (CHa)), 129.4 (CHa), 128.3 (2 x CHa), 127.6 (2 x CHa), 127.2
(CHar), 53.4 (PhCHy), 48.7 (NHCH,CH3y), 33.7 (NHCH,CH).

EMAR per C;6H16CI;N>0: Calculada: 323.0640 (M + H)*
Determinada: 323.0662

4-[( N-(2'-(4""-Sulfamoilfenil)etil)amino)metil]benzamida (11)
Pf: 177-179 °C

!H-RMN (500 MHz, CD;OD): 7.83 (d, J=8.5 Hz, 2H, Ha/), 7.81 (d, J=8.0 Hz, 2H, Ha), 7.41 (d, J=8.0
Hz, 2H, Ha,), 7.38 (d, J=8.5 Hz, 2H, Ha,), 3.84 (s, 2H, PhCH,), 2.89 (ac,
4H, 2H (NHCH,CH,) + 2H (NHCH,CH,)).

13C-RMN (125 MHz, CD;0D): 172.1 (CO), 146.0 (Ca,), 145.2 (Ca), 143.0 (Ca,), 133.8 (Ca), 130.3 (2 x
CHar), 129.5 (2 X CHa,), 128.9 (2 x CHar), 127.4 (2 x CHa,), 53.8 (PhCH,),
51.0 (NHCH,CH,), 36.5 (NHCH,CH,).

EMAR per C;6H19N305S: Calculada: 334.1147 M + H)"
Determinada: 334.1174

4-[(N-(3',3'-Difenilpropil)amino)metil]lbenzamida (12)

'H-RMN (500 MHz, CDs0OD): 7.82 (d, J=8.0 Hz, 2H, Ha), 7.35 (d, J=8.0 Hz, 2H, Ha), 7.20 (ac, 10H,
Har), 3.97 (t, J1=7.5 Hz, 1H, CHPh,), 3.75 (s, 2H, PhCH,), 2.55 (t, J=7.5
Hz, 2H, NHCH,CH,), 2.29 (m, 2H, NHCH,CH,).

13C-RMN (125 MHz, CDs0D): 172.0 (CO), 146.1 (2 x Ca/), 144.3 (Ca), 133.8 (Ca), 129.6 (4 x CHp),
129.5 (2 x CHa), 128.9 (2 x CHa), 128.8 (4 x CHa,), 127.3 (2 X CHa),
53.7 (PhCH,), 50.5 (CHPh,), 49.5 (NHCH,CH,), 35.9 (NHCH,CH,).

EMAR per C3H34N,0: Calculada: 344.1889
Determinada: 344.1889

4-[(N-(2'-(2"-Fluorofenil)etil)amino)metil]lbenzamida (13)
Pf: 108-110 °C

1H-RMN (500 MHz, CDs0D): 7.84 (d, 1=8.0 Hz, 2H, Hy), 7.41 (d, 1=8.0 Hz, 2H, Ha), 7.25-7.01 (ac,
4H, Ha), 3.84 (s, 2H, PhCH,), 2.84 (ac, 4H, 2H (NHCH,CH,) + 2H
(NHCH2CH,)).

13C_.RMN (125 MHz, CD;0D): 172.1 (CO), 162.6 (Jcr=242.4 Hz, Cy), 144.4 (Cx), 133.9 (Ca), 132.1
(Jor=4.6 Hz, CHx?), 129.6 (2 X CHay), 129.3 (Jer=7.9 Hz, Ca,), 128.9 (2 X
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CHar), 127.5 (Jc¢=16.0 Hz, CHay), 125.4 (JcF=3.7 Hz, CHa), 116.3
(JcF=22.1 Hz, CHpr), 53.6 (PhCH,), 50.0 (NHCH,CH,), 29.8 (NHCH,CH>).

EMAR per C;6H1,FN,O: Calculada: 273.1325 (M + H)*
Determinada: 273.1345

6.4.2.1.1.3. Obtencio de les benzamides 4 i 8 en fase solida

Es van preparar dues xeringues de 5 ml amb 300 mg (0.79 mmol/g, 0.24 mmol) de
resina de poliestire AM RAM. Seguint el procediment descrit a I'apartat 6.3, es va procedir a

la desproteccid del grup Fmoc.

Sobre la resina desprotegida i inflada amb DCM, s'hi va afegir una dissolucié de 205 mg
(1.20 mmol, 5 eq.) d’acid 4-clorometilbenzoic en 3 ml d'una mescla DCM/DMF (1:1).
Seguidament s’hi van afegir 190 ml (1.20 mmol, 5 eq.) de DIC i la mescla es va agitar
mecanicament durant 30 min, a t.a. i a 200 rpm. Després d’eliminar I'excés de reactius, es va
repetir el procés. Finalment, la resina es va rentar amb DCM (3 x 3 ml), iPrOH (3 x 3 ml) i
DMF (3 x 3 ml). La desaparicié de I'amina primaria es va comprovar amb el test del TNBS, el

qual va donar positiu per aquesta reaccio (incolor).

A una suspensid de la resina acilada en 3 ml de DMF s'hi van afegir 1.20 mmol (5 eq.)
d’amina primaria (150 ml d’A6; 145 ml d’A12) i 165 ml (1.20 mmol, 5 eq.) de Et3;N. La mescla
es va agitar mecanicament durant 3 h a t.a. i a 200 rpm. Transcorregut aquest temps,
I'excés de reactius es va eliminar i es va repetir 'operacid. En acabar, la resina es va rentar
amb DMF (3 x 3 ml), iPrOH (3 x 3 ml) i DCM (3 x 3 ml). La presencia d’'una amina secundaria

es va confirmar mitjancant el test del cloranil (color blau).

L'etapa d'escissid de la resina es va realitzar seguint el procediment descrit a I'apartat
6.3. L'oli groguenc obtingut es va redissoldre en 3 ml d’aigua i es va assegurar un pH acid
amb HCl 1 M. Seguidament la dissolucié es va basificar amb NaOH 2 M i es va transvasar a
un embut d’extraccid, on es va extreure el producte amb AcOEt (3 x 5 ml). Els extractes
organics es van ajuntar, assecar sobre MgS0; i, després de filtrar, es van evaporar a pressio
reduida. El residu obtingut es va analitzar per HPLC i RMN observant-se unes impureses
importants en els dos casos. Tal i com s’ha explicat a I'apartat 6.4.2.1.1.2, la dificultat de
purificar aquests productes per CCP va comportar la purificacid dels residus per HPLC a
escala semipreparativa. Es va obtenir un rdt. del 38% per a la benzamida 4 i un rdt. del 25%

per a la benzamida 8.
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4-[(N-(2'-(1"-Pirrolidinil)etil)amino)metil]benzamida (4)

1H-RMN (500 MHz, CD;0D): 7.95 (d, J=8.5 Hz, 2H, Hy), 7.62 (d, J=8.5 Hz, 2H, Ha,), 4.34 (s, 2H,
PhCH,), 3.60-3.42 (ac, 8 H, 2H (NHCH,CH,) + 2H (NHCH,CH,) + 4H
(CH,NCH,)), 2.12 (t, 1=6.5 Hz, 4H, CH,CH,NCH,CH.).

13C-RMN (125 MHz, CDs0D): 169.6 (CO), 144.7 (Ca), 132.1 (Ca), 128.3 (2 x CHa), 127.6 (2 X Ca),
55.9 (2 x NCH,CH,CH,CH,), 54.3 (PhCH,), 53.6 (NHCH,CH,), 47.7
(NHCH,CH,), 23.5 (2 x NCH,CH,CH,CH,).

EMAR per C14H,:N30: Calculada: 247.1685
Determinada: 247.1691

4-[(NM-(3'-(1"-Imidazolil)propil)amino)metil]benzamida (8)
Pf: 100-102 °C

'H-RMN (500 MHz, CDs0OD): 7.85 (d, J=8.0 Hz, 2H, Hay), 7.63 (S, 1H, Himia), 7.42 (d, J=8.0 Hz, 2H,
Hao), 7.11 (s, 1H, Hima), 6.95 (s, 1H, Hima), 4.09 (t, J=7.0 Hz, 2H,
CH,N), 3.81 (s, 2H, PhCH,), 2.57 (t, J=7.5 Hz, 2H, NHCH,CH,), 2.00 (m,
2H, NHCH,CH,).

13C_.RMN (125 MHz, CDsOD): 172.1 (CO), 144.5 (Ca), 138.4 (Cimia), 133.8 (Car), 129.6 (2 X CHay),
129.0 (Cimia), 128.9 (2 X CHar), 120.6 (Cimia), 53.8 (PhCHs), 46.6 (CH,N),
45.8 (NHCH,CH,), 31.7 (NHCH,CH,).

EMAR per Cy4H;5N,40: Calculada: 258.1481
Determinada: 258.1488

6.4.2.1.2. Obtencio del patro per a les rectes de calibracio

A una dissoluci6 de 65 ml (0.50 mmol) de 3,3-difenilpropanamina (A20) en 100 ml
(1.10 mmol, 2.2 eq.) d’anhidrid acetic, es van afegir 100 ml (1.20 mmol, 2.4 eq.) de
piridina*** i la mescla es va deixar en agitacié durant 10 min. Passat aquest temps es va
realitzar un control per CG on es va comprovar la desaparicié de I’A20. Els reactius en excés
s’hi van eliminar per evaporacio a pressid reduida, per obtenir 121 mg d’un solid blanc (rdt.

96%) (14).

N-3,3-difenilpropilacetamida (14)'°
Pf: 97-99 oC (lit. 101-102 °C)**°

!H-RMN (200 MHz, CDCl3):  7.25 (ac, 10H, Ha), 5.48 (sa, 1H, NHCO), 3.94 (t, J=7.8 Hz, 1H, Ph,CH),
3.21 (q, J=6.4 Hz, 2H, CH,CH,NHCO), 2.26 (dt, J=7.8 Hz, 6.4 Hz, 2H,
CH,CH,NHCO), 1.85 (s, 3H, COCH).

1 | a piridina es va destil*lar préviament i recollir sobre tamissos moleculars.
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13C_RMN (125 MHz, CDCl;): 170.0 (CO), 144.2 (2 x Ca;), 128.6 (4 X CHa,), 127.7 (4 X CHay), 126.4 (2 x
CHar), 49.3 (Ph,CH), 38.6 (CHCH,CH.), 35.2 (CHCH,CH,), 23.2 (CHs).

CG-EM: 253 (M, 20), 194 (22), 181 (15), 167 (30), 73 (100), 43 (25), 30 (35).

6.4.2.1.3. Procediment general d'obtencio de les rectes de calibracio de les benzamides

Es va preparar 1 ml d’una dissolucié de concentracié aproximadament de 3 mM de cada
benzamida. A partir d'aquesta dissolucié mare s'hi van preparar 5 dissolucions més diluides,
afegint 10 ml d’'una dissolucioé del patré 14 d'una concentracié 0.41 mM (4.1 mg en 2 ml
d’ACN) i el volum necessari d’'una dissolucié aquosa de HCOOH-EtsN 20 mM, pH=5.0, fins a
un volum total de 200 ml. Degut a problemes cromatografics amb les benzamides 4 i 7, es
van preparar les 5 dissolucions d‘igual forma, pero afegint-hi H,O (amb 0.1% de TFA) fins un
volum total de 200 ml. En el cas de la benzamida 7 els eluents utilitzats van ser H,O (amb
0.1% de TFA) i ACN (amb 0.07% de TFA). Les dissolucions es van analitzar per HPLC a
220 nm i a partir de la relacié d'arees i de concentracions de cada benzamida amb el patrd
14, es van determinar les rectes de calibracié de totes les benzamides, les quals es mostren

a la Figura 6.3.
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Figura 6.3. Rectes de calibracio per a les benzamides 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12
i 13 obtingudes per HPLC fent servir el compost 14 com a referéncia interna.
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6.4.2.1.4. Estudi de la reactivitat de les onze amines en fase solida utilitzant mescles
equimolars

Es van preparar 4 xeringues de 10 ml que contenien 100 mg (0.79 mmol/g, 0.08 mmol)
de resina de poliestiré AM RAM. Seguint el procediment descrit a I'apartat 6.4.2.1.1.3, es va
procedir a la desproteccio del grup Fmoc i a I'acilacié amb I'acid 4-clorometilbenzoic. Els tests

van donar positiu en cada cas.

L'aminacié es va dur a terme afegint a cada xeringa 5 ml de DMF que contenien una
mescla equimolar (1.58 mmol/amina, 20 eq.) de 6 amines (cada mescla es va realitzar per
duplicat) amb I'amina A15 com a referéncia (vegeu Taula 6.7) i 220 ml (1.58 mmol, 20 eq.)

de EtsN. Les mescles es van agitar durant 3 h a t.a. i a 200 rpm.

Taula 6.7. Quantitats d'amina necessaries en cada xeringa per
a l'etapa d'acoblament en fase solida (quantitats arrodonides a
0 0 5). En negreta es mostra I’'A15 escollida com a referéncia.

Grup A Quantitat Grup B Quantitat
A4 186 ml A6 203 ml
A7 153 ml A1l 165 ml
A9 191 ml A15 241 ml
A12 191 ml A17 320 mg
A13 234 ml A20 338 mg
A15 241 ml A35 209 ml

Després de |'etapa d’escissio, es va obtenir un oli groguenc que es va redissoldre en una
mescla d'H,O/ACN i es va liofilitzar, per obtenir 26/27 mg dels residus del grup A i 36/40 mg
dels del grup B.

Seguidament es van preparar dissolucions dels residus obtinguts d’'una concentracio
aproximada de 5 mg en 200 ml d’ACN. Tal i com es van preparar les dissolucions de les
rectes de calibracid (vegeu apartat 6.4.2.1.3), a 40 ml de les dissolucions anteriors dels
residus s'hi van afegir 10 ml del patré 14 d'una concentracié 0.41 mM i 150 ml d’'una dissolucid
aquosa de HCOOH-EtsN 20 mM, pH=5.0. En el cas dels residus del grup B es va preparar

també una dissolucié analoga a I'anterior, pero afegint 150 ml d'H,O (amb 0.1% de TFA).
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A partir de I'analisi de les mostres per HPLC i tenint en compte les rectes de calibracid
corresponents de cada benzamida, es van determinar els valors de reactivitat relativa i els
factors d'equireactivitat’®® en fase solida de les 11 amines respecte I'amina de referéncia
A15, els quals s'han mostrat a la Taula 4.6 de I'apartat 4.2.3.

6.4.2.1.5. Estudi de la reactivitat de les onze amines en fase solida utilitzant mescles
equireactives

Es van preparar 4 xeringues de 10 ml que contenien 100 mg (0.79 mmol/g, 0.08 mmol)
de resina de poliestire AM RAM. Seguint el procediment descrit a I'apartat 6.4.2.1.4, es va
procedir a les etapes de desproteccid, acilacid i aminacid. L'aminacid es va dur a terme
variant la quantitat de cada amina afegida en funcié dels factors d’equireactivitat respectius

obtinguts en fase solida (vegeu Taula 6.8).

Taula 6.8. Quantitats d'amina necessaries en cada xeringa per |'etapa d'acoblament en
fase solida, després d’aplicar els factors d'equireactivitat respectius. En negreta es
mostra I’A15 (1.6 mmol, 20 eq.) escollida com a referéncia.

Grup A mmol Quantitat Grup B mmol Quantitat
A4 0.70 81 ml A6 0.33 42 ml
A7 1.30 125 ml Al1 0.77 79 ml
A9 1.01 120 ml A15 1.58 241 ml
A12 0.84 100 ml A17 1.22 244 mg
A13 0.77 113 ml A20 0.92 194 mg
A15 1.58 241 ml A35 1.47 192 ml

Després de l'escissid de la resina i de la liofilitzacid final es van obtenir 26/27 mg dels

residus del grup A i 24/25 mg dels del grup B.

Dels resultats dels dos residus de cada grup, es van obtenir els nous valors de reactivitat
en fase solida de les onze amines en relacié a I’A15, els quals s’han mostrat a la Taula 4.7
de l'apartat 4.2.4.

888 F| factor d’equireactivitat s’ha calculat a partir de la inversa del valor de reactivitat relativa a A15, és a dir a
1.

118



Procediments experimentals

6.4.2.1.6. Estudi de la reactivitat de les onze amines en dissolucio utilitzant mescles

equimolars

L'estudi de reactivitat en dissolucié va ser realitzat en col.laboracid amb Ana Beloqui.
Seguint el procediment experimental descrit a I'apartat 6.4.2.1.1.2, en un tub d‘assaig de
vidre de 100 ml amb tap roscat acoblable al Carousel de Radleys es van afegir 78 mg
(0.56 mmol, 3 eq.) de KyCOs i una mescla equimolar (0.56 mmol/amina, 3 eq.) de 6 amines
(cada mescla es va realitzar per duplicat), amb I'amina A15 com a referéncia, dissoltes en
2 ml de dioxa (vegeu Taula 6.9). A continuacid, s’hi van afegir 40 mg (0.19 mmol) de la 4-
bromometilbenzamida (2) dissolts en 1 ml de dioxa calent i la mescla es va mantenir en

agitacio durant 1.5 h.

Taula 6.9. Quantitats d'amina necessaries en cada grup
per a la reaccié d'acoblament en dissolucié. En negreta
es mostra I’A15 escollida com a referéncia.

Grup A Quantitat Grup B Quantitat
A4 65 ml A6 71 ml
A7 54 ml A1l 58 ml
A9 67 ml A15 84 ml
A12 70 ml Al17 112 mg
A13 82 ml A20 119 mg
Al15 84 ml A35 73 ml

Després de filtrar les sals, es va procedir a I'eliminacio de I'excés d’amina afegint 2.98 g
(3.2 mmol/g, 3 eq. relatiu a l'excés d'amines) de resina de poliestire de tipus
4-benziloxibenzaldehid i escalfant les mescles en un forn de microones a 350 W durant
40 min (intervals d'1 min, separats per 15 s) en el cas de les mescles del grup Ai 1 h en el
cas de les mescles del grup B. Seguidament, la resina es va filtrar i es va rentar amb dioxa (3
x 2 ml) i MeOH (3 x 2 ml). Els extractes organics recollits es van ajuntar i evaporar a pressio
reduida. Es van obtenir olis groguencs que es van redissoldre en una mescla d'H,O/ACN i es
van liofilitzar, per obtenir 46/50 mg dels residus del grup A i 42/54 mg dels residus del grup
B.
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Seguidament es van preparar les dissolucions dels residus amb el patrd 14 i es van
analitzar per HPLC. A partir de les corresponents rectes de calibracié es van determinar els
valors de reactivitat relativa en dissolucid i els factors d’equireactivitat en dissolucio de les 11
amines en relacid a I'amina de referencia A15, els quals s’han mostrat a la Taula 4.8 de
I'apartat 4.2.5.

6.4.2.1.7. Estudi de la reactivitat de les onze amines en dissolucio utilitzant mescles
equireactives

Seguint el procediment descrit a I'apartat 6.4.2.1.6, en un tub d'assaig de vidre de 100 ml
amb tap roscat acoblable al Carousel de Radleys es van afegir 78 mg (0.56 mmol, 3 eq.) de
K>COs3 i una mescla de 6 amines en 2 ml de dioxa, variant la quantitat de cada amina afegida
en funcidé dels seus factors d’equireactivitat corresponents en dissolucié (vegeu Taula 6.10).
Seguidament, s’hi van afegir 40 mg (0.19 mmol) de la 4-bromometilbenzamida (2) dissolts

en 1 ml de dioxa calent i la mescla es va mantenir en agitacié durant 1.5 h.

Taula 6.10. Quantitats d’amina necessaries en cada xeringa per a letapa
d’acoblament en dissolucid, després d‘aplicar els factors d’equireactivitat respectius.
En negreta es mostra I’A15 escollida com a referencia.

Grup A mmol Quantitat Grup B mmol Quantitat
A4 0.21 24 ml A6 0.17 21 ml
A7 0.17 16 ml Al1 0.19 58 ml
A9 0.21 25 ml A15 0.56 84 ml
A12 0.20 24 ml A17 0.29 58 mg
A13 0.21 31 ml A20 0.37 78 mg
A15 0.56 84 ml A35 0.36 47 ml

Després de filtrar les sals, es va procedir a I'eliminacid de I'excés d’amina afegint 5.10 g
(3.2 mmol/g, 3 eq. relatiu a l'excés d'amines) de resina de poliestire de tipus
4-benziloxibenzaldehid als residus del grup A i 6.90 g als residus del grup B. Després del
tractament amb microones i de la liofilitzacid final, es van obtenir 46/50 mg dels residus del

grup A i 42/54 mg dels residus del grup B.
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Dels resultats dels dos residus de cada grup, es van obtenir els nous valors de reactivitat
de les onze amines en dissolucié en relacié a I’A15, els quals s’han mostrat a la Taula 4.9 de
I'apartat 4.2.5.
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7. INTRODUCCIO

Al llarg de la part I de la memoria s’ha explicat el disseny i la sintesi de la quimioteca de
peptoides-II i s’han comentat alguns dels resultats obtinguts del seu cribratge davant de

diferents dianes d'interés terapeutic.

Concretament, en l'apartat 5.1.2 de l'activitat biologica de la quimioteca en l'area del
cancer, s’ha comentat com una de les estrategies més atractives per inhibir la proliferacid
cel'lular de les linies tumorals és la busqueda de noves molécules organiques de pes
molecular baix capaces d'interferir amb reguladors de la divisid del cicle cel*lular, com les
ciclines dependents de kinases (CDKs). La regulacio de I'activitat de les CDKs es pot dur a
terme mitjancant dos tipus d‘aproximacions: per inhibicid dels reguladors de les CDKs
(ciclines, inhibidors de CDKs, o quinases i fosfatases implicades en I'activacié de les CDKs) o
per inhibicié directa de I'activitat de les CDKs. Aquesta segona aproximacid és la més
ampliament estudiada i ha portat a la identificacid6 de potents inhibidors, entre els quals

destaquen les families de purines,'! d’'oxindoles,**? de pirimidines'*® i de quinazolines.!!*
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Del cribratge de la quimioteca de peptoides-II es van identificar els peptoides N13-13-
10C i N10-13-10C com a bons moduladors del cicle cel*lular i inductors d‘apoptosi. No
obstant, tot i que no estava clar el mecanisme d’accié dels dos peptoides per arribar a induir
apoptosi, els estudis realitzats semblaven indicar que la seva accid no consistia en inhibir
I'activitat de les CDKs, sind en sobreactivar les proteines p21 i p27, les quals soén inhibidors
especifics de les quinases involucrades en el cicle cel*lular. Aixi doncs, aquests dos peptoides
esdevenen un nou esquelet farmacoforic per al desenvolupament de nous farmacs per a la
terapia en la lluita contra el cancer i constitueixen una eina Util per a I'estudi de noves dianes

involucrades en la induccié del procés apoptotic.

En aquest context, va sorgir el plantejament d’'un nou projecte per identificar la diana o
dianes que interaccionaven amb aquests peptoides per a desencadenar el procés apoptotic i
de mort cel'lular. Per aquest estudi es va treballar amb el peptoide més actiu, I'N13-13-10C
(17).

7.1. ANTECEDENTS

Una de les técniques més utilitzades per identificar la diana amb que interacciona un
determinat compost amb elevada selectivitat consisteix en avaluar la capacitat d'interaccio
d’aquest compost davant una serie de proteines aillades i purificades previament. No
obstant, aquest metode requereix I'expressio, la purificacié i I'assaig de forma individual per a
cada proteina, convertint-se en un procés llarg i tediés. A més, d’aguesta manera només
s'avalua el conjunt determinat de proteines que siguem capagos d’expressar, deixant sense
avaluar un gran nombre de proteines que podrien interaccionar de forma favorable i selectiva

amb el compost d'interes.

Per solucionar aquests inconvenients, Knockaert i col.!*> van desenvolupar una técnica
alternativa a l'anterior basada en la identificacidé de la diana o dianes d'un compost per
cromatografia dafinitat, amb el compost immobilitzat en un suport solid, tal i com

s'exemplifica a la Figura 7.1.

En la técnica de la cromatografia d'afinitat el compost o lligand potencial s’enllaca
covalentment a un suport solid mitjancant un espaiador o /inker. El lloc d'unié de I'espaiador
al compost s’ha d’estudiar amb cura per tal que quedi prou lluny del lloc de reconeixement

amb la proteina i no afecti la seva interaccid, i el suport solid acostuma a ser en aquests
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casos una matriu d’agarosa o de sefarosa. Seguidament es posa en contacte el compost
enllacat a la matriu amb un extracte proteic de diferents tipus de cel*lules i teixits, i després
de realitzar una serie de rentats per eliminar les proteines que no s’han enllacat amb el
compost, té lloc I'etapa d’elucié de les proteines que s’han retingut, les quals es separen en
un gel d’electroforesi de poliacrilamida i s’identifiquen microsequiencialment. Amb aquesta
tecnica Knockaert i col. van identificar les dianes de dos inhibidors de CDKs, el purvalanol i

les paulones. !>

Extracte
proteic

Espaiador Compost

‘s

N

Elucié Identificacio per
microsequéncia

Espaiador Compost

Figura 7.1. Cromatografia d'afinitat, purificacio i identificacio de les proteines d’un extracte
cel'lular que interaccionen amb un compost, el qual ha estat immobilitzat a un suport solid
mitjancant un espaiador.

A la bibliografia trobem altres tipus de suports solids utilitzats per als assaigs d'interaccié
amb proteines on es realitza la sintesi dels compostos i el seu cribratge al mateix suport,
sense ser necessaria I'etapa d’escissio i del cribratge posterior en dissolucid, entre els quals

destaquen les membranes de cel*lulosa®* i la resina de tipus Tentagel.'®

Amb aquests antecedents i en col*laboracié amb la Dra. Claudia Cases del Laboratori de
Bioinvestigacid de Merck Farma i Quimica, S. A., es va plantejar la possibilitat dimmobilitzar

el peptoide N13-13-10C (17) a un suport solid seguint dues estrategies:
Y Enllacar el peptoide N13-13-10C-biotinilat a una columna d’agarosa-avidina.

Y Enllacar el peptoide N13-13-10C a una columna de sefarosa EAH.
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Aquest estudi podria servir de base, a més, per aplicar-lo a altres casos de peptoides

identificats davant de dianes proteiques desconegudes.

Per dur a terme les estratégies anteriors, calia obtenir el peptoide amb un acid carboxilic
al seu extrem C-terminal per poder enllagar-lo als grups amino del corresponent espaiador.
Aprofitant la nostra experiéncia en la sintesi en fase solida de peptoides, es van plantejar
dues maneres d'obtenir peptoides acids amb rendiments elevats i pureses acceptables, les

quals s’han esquematitzat a la Figura 7.2.

Per una banda, es podria dur a terme la hidrolisi en dissolucié de I'amida terminal dels
peptoides (vegeu Figura 7.2, A) i, per l'altra, es podrien sintetitzar els peptoides acids en fase
solida seguint I'estratégia del submondmer de Zuckermann i col.,>** perd amb resines que

permetin I'obtencid d'un extrem acid després de I'escissid final (vegeu Figura 7.2, B).

A)
R”Z O RZ O
Rl\”/ﬁ(lll\)k'ﬂ/\’(NHz Hidrolisi Rl\u/ﬁ(lll\)kl}l/ﬁ(OH
0 R O o] R® O
peptoide peptoide acid
B)

Br
X HO o) RNH2 0
Q -Q Y v — Q7 T
| —
0] 0 R

l escissio

i
R} N\)J\ OH
\N/\H/ N/ﬁ(
H I
0 R® O
peptoide acid

Figura 7.2. Dues estrategies per obtenir peptoides acids: hidrolisi de peptoides en dissolucid (A) i sintesi
de peptoides acids en fase solida emprant I'estratégia del submonomer (B). X= OH, Cl.

Per altra banda, dels estudis realitzats per fer reaccionar el peptoide acid de N13-13-10C
pel seu extrem carboxilic, es va observar la capacitat d'un peptoide acid per formar dimers

ciclics en dissoluci6 amb I'activacié apropiada, tot aprofitant la preséncia en la seva
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estructura d'una amina secundaria AMterminal i d'un acid carboxilic terminal. D’aquestes
observacions se'n va derivar un estudi d'optimitzacid de sintesi de peptoides dimers i de
peptoides dimers-ciclics en dissolucio, el qual s’explicara també al llarg d’aquesta segona part

de la memoria.

Cal recordar que tot i que un compost cap de serie mostri una activitat i selectivitat
elevades davant una determinada diana, generalment encara continua estant lluny de
I'activitat que mostra un bon anticos davant la seva proteina diana, amb una constant
d'equilibri d’afinitat de I'ordre de 10° M. No obstant, els anticossos presenten una série de
limitacions, ja que el seu procés de produccio és car, llarg i tedids, i a més han de mantenir
una estructura tridimensional per poder dur a terme les seves funcions. Per aquest motiu,
una estratégia que presenta gran interés en la recerca de nous farmacs és enllagar dos o
més lligands no competitius amb una afinitat moderada per una determinada proteina diana,
de tal manera que es generi un compost bivalent amb una elevada afinitat per a la proteina
en questid. 1! |'eleccié de I'espaiador amb la longitud i la geometria més adequades seria

un punt clau en aquesta estratégia.

En el cas dels peptoides, el fet d’haver modificat la seva estructura per tenir un acid
carboxilic en I'extrem C-terminal obre una via molt interessant per poder acoblar al peptoide
altres molecules amb activitat biologica per una determinada diana, amb I'objectiu d’obtenir
lligands bivalents amb una afinitat i selectivat pel receptor més elevada que la de cada

molécula per separat.
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8. OBTENCIO DE PEPTOIDES ACIDS

8.1. CRITERI DE NOMENCLATURA DELS PEPTOIDES ACIDS

La forma d‘anomenar els peptoides acids es fa seguint el mateix criteri emprat per als

peptoides, el qual s'ha detallat a I'apartat 3.3 de la part I de la memoria.

Per evitar confusions a I'hora de diferenciar els peptoides dels peptoides acids,
s'especificara la terminaci6 —COOH per anomenar els peptoides acids en la seva forma
abreujada, I'NAx-Ay-AzCOOH, on Ax, Ay i Az indiquen les amines utilitzades a cada posicio
de diversitat (R!, R* i R®).

8.2. HIDROLISI DE PEPTOIDES

La hidrolisi de I'amida terminal d’'un peptoide per obtenir el seu corresponent peptoide
acid va ser la primera opcid que es va plantejar, aprofitant que ja es tenia optimitzada la

sintesi de peptoides en fase solida amb rendiments de I'entorn del 40-60%, després d'una
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purificacié final per HPLC a escala semipreparativa, i amb pureses superiors en tots els casos
al 98% per HPLC.

En la bibliografia hi ha diferents métodes per hidrolitzar amides primaries: amb hidroxid
sodic,'# peroxid sodic,*?® acid sulfuric,'**'% tetradxid de dinitrogen'® o amb I'is de resines

d'intercanvi ionic.'?’13

No obstant, calia un métode d'hidrolisi que permetés hidrolitzar de forma selectiva una
amida primaria terminal davant de les amides disubstituides internes de I'estructura d'un
peptoide. En el cas dels trimers d'AMalquilglicina trobem dues amides disubstituides internes

susceptibles de ser hidrolitzades (vegeu Figura 8.1).

: |
/\i NH,
Y
H I i
10

amides amida
terciaries primaria

Figura 8.1. Amides terciaries centrals
i amida primaria terminal d'un
peptoide, trimer d’Aalquilglicina.

Depenent de la naturalesa del compost i de la seva solubilitat, pot ser més adequat
treballar en medi acid o basic. Aixi doncs, es van realitzar diferents proves d’hidrolisi en medi
acid, en medi basic i amb resina d'intercanvi ionic, fins a trobar les condicions optimes per a
la hidrolisi. Per realitzar les diferents proves es va fer servir 'N10-15-15C, com a peptoide
model, el qual es va sintetitzar en fase solida tal i com s’ha explicat a I'apartat 3.6. No es va
realitzar cap purificacio addicional després de I'escissié del peptoide de la resina, amb la idea
d’establir un meétode general d'obtencid de peptoides acids on, si calia, es realitzés la

purificacié del compost a I'etapa final de la sintesi.
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8.2.1. HIDROLISI DE PEPTOIDES EN MEDI ACID

Seguint el procediment per hidrolitzar amides primaries mitjancant una reaccié de

diazotitzacié descrita per Ladenheim i col.,**

es va fer reaccionar el peptoide N10-15-15C
dissolt en una mescla d'H,SO4 1 M/ACN amb NaNO,. Cal tenir en compte que el NaNO; s’ha
d’afegir en un gran excés al medi de reaccié (20-100 eq.) degut a la volatilitat de I'acid nitrds
que es genera, el qual és el causant de la diazotitzacié de I'amida primaria. Després de 2 h
de reaccio, una aliquota del cru es va analitzar per HPLC i es va observar la desaparicio del
peptoide (t;=16.8 min) i I'aparicié de dos nous pics (t.=1.6 i 3.8 min). No obstant, les analisis
per espectrometria de masses d’aquest cru de reaccid no van mostrar la presencia del

peptoide acid.

Tot i variar la quantitat de NaNO, addicionada a la reaccid, en cap cas no es va arribar a
observar la preséncia del peptoide acid. També es va realitzar una prova analoga a I'anterior
pero en un 10% d’'H,S04, sense afegir NaNO; i mantenint la mescla de reaccioé en condicions

d’ebullicié durant 2 h. Els resultats de la reacci6 van tornar a ser negatius.

8.2.2. HIDROLISI DE PEPTOIDES EN MEDI BASIC

La hidrolisi del peptoide N10-15-15C en medi basic es va dur a terme amb una dissolucid
de NaOH al 10%. Per accelerar la reaccid es va escalfar la mescla fins a 90 °C durant 2 h,
fins que per HPLC es va observar la desaparicio del peptoide (t;=16.8 min) i I'aparicid de 3

nous pics amb percentatges d'area per HPLC forca similars (vegeu Figura 8.2).

Les analisis per espectrometria de masses van mostrar la preséncia del peptoide acid
N10-15-15COOH (t,=17.8 min), aixi com els productes resultants de la hidrolisi d'una de les
amides terciaries del peptoide, I'N10-15COOH i [I'N15COOH (t=13.4 i 9.3 min,

respectivament). L'estructura dels tres productes obtinguts es mostra a la Figura 8.3.

Per minimitzar aquestes hidrolisis no desitjades, es van variar tres factors perque les
condicions de reaccié fossin més suaus i selectives: la concentracié de la dissolucié de NaOH
(5, 10 i 15%), la temperatura de reaccid (t.a., 50, 65 i 80 °C) i el temps de reaccid (entre
5 min i 3 h). Igualment, es van realitzar diverses proves utilitzant radiacié de microones. No
obstant, en cap cas no es va poder evitar completament la hidrolisi de I'amida terciaria que

s’havia observat, obtenint-se el peptoide acid amb pureses inferiors al 75% per HPLC.
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N10-15§-15CO;-NH2

N10-15-15C
‘ 16.757
mA. 9.257
17.778
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N15COOH N10-15COOH N10-15-15COOH

Figura 8.2. Perfil cromatografic del peptoide N10-15-15C (color negre) i de la
hidrolisi en medi basic de I'amida primaria terminal i d'una de les amides terciaries
del peptoide (color vermell). A cada pic s'indica el seu temps de retencié (en min.),
aixi com el seu percentatge per HPLC.

Cl

O\A”WNQJ\N/\!(OH O\AN/\Q)/NQJ\OH HNQKOH

N10-15-15COOH Cl N10-15COOH N15COOH

cl

Figura 8.3. Estructura del peptoide acid N10-15-15COOH, aixi com dels subproductes d'hidrolisi N10-
15COOH i N15COOH.

Cal fer constar que, curiosament, en totes les proves realitzades amb el peptoide en
estudi N10-15-15C, I'amida terciaria que es va hidrolitzar va ser la més proxima a l'extrem
carboxilic, i en cap cas no es van observar els productes provinents de la hidrolisi de I'amida
terciaria més proxima a I'extrem Atterminal, I'N10COOH i I'N15-15COOH.

Tot i la possibilitat de purificar el peptoide acid dels altres dos subproductes formats per
HPLC a escala semipreparativa, es va decidir continuar amb aquest estudi d'hidrolisi per

trobar les condicions per poder establir un métode general d’obtencié de peptoides acids
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amb pureses suficientment elevades, que no requeris la necessitat d’'una purificacio
addicional per HPLC, la qual seria inviable quan es treballés amb un nombre elevat de

peptoides acids.

8.2.3. HIDROLISI DE PEPTOIDES EN FASE SOLIDA. DISSENY D’EXPERIMENTS

Al llarg de la primera part de la memoria s’ha comentat com la sintesi de peptoides en
fase solida amb resina de tipus Rink amida va permetre obtenir peptoides amb uns
rendiments i unes pureses prou elevades. El procediment d’escissid utilitzat en una sintesi
convencional de peptoides en fase solida requereix un coctel de TFA/DCM/H,O de
proporcions 60:40:2, el qual s'afegeix a la resina i la mescla resultant es manté en agitacio a

temperatura ambient i durant 30 min (vegeu Figura 8.4, A).

2 0

Qk NH,
e
R O

H

N
Y \
0 R?
B)

Figura 8.4. Etapa d'escissid d'un peptoide de la resina. Procediment A: coctel d'escissid
convencional per obtenir peptoides. Procediment B: escissi6 de la resina per obtenir
peptoides amb un extrem carboxilic.
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Ens vam plantejar variar les condicions del coctel d'escissid perque permetés obtenir
directament el peptoide acid en aquesta etapa (vegeu Figura 8.4, B). D’aquesta manera no
caldria haver de realitzar una hidrolisi addicional després de l'escissid i, possiblement,
s’evitaria la formacié dels productes secundaris d’hidrolisi no desitjats que s’havien observat

en medi basic.

Per estudiar els factors més importants involucrats en I'escissié d'un peptoide de la resina
d'una forma sistematica es pot procedir de dues formes diferents.!>! Una consisteix en variar

sistematicament els parametres que creiem que poden influir en el sistema i estudiar el
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resultat obtingut per decidir el nou canvi que cal fer. L'altra forma consisteix en el
plantejament de les técniques del disseny d’experiments, les quals segueixen un pla de
treball que estalvia un gran esforg, ja que modifiquen les variables d'una manera dirigida i

amb un minim nombre d’experiments per tal que aportin la informacié necessaria.

Per desenvolupar un disseny d’experiments, primer cal introduir els factors. Aquests
elements sdn aquelles variables independents que tenen una influencia sobre el sistema que
es vol estudiar i condueixen a una resposta determinada. Els factors poden ser incontrolats,
controlables constants i controlables no constants mentre s’aplica I'experiment. Per altra
banda, els factors poden ser quantitatius, com ara la temperatura o la concentracié d'un
reactiu, o qualitatius, com la presencia o abséncia d'un catalitzador. Un pla detallat d’'una
serie d'experiments pot donar la informacié necessaria per diferenciar les variables essencials

de les no essencials, aixi com la direccid cap al resultat optim.

Per fer l'estudi del disseny factorial complet s’haurien de realitzar 7~ combinacions
d’experiments on 77 és el nombre de nivells emprats per a cada factor i Fels factors estudiats.
Com es pot veure, el nombre d’experiments augmenta rapidament en fer-ho el nombre de
factors i molt més en augmentar el nombre de nivells. Per aquest motiu, en una primera fase
de la recerca s'empren els dissenys factorials parcials, els quals permeten avaluar els efectes
principals, les interaccions entre dues variables i les interaccions multivariables treballant
amb una fraccid del disseny complet. A partir de I'analisi estadistica dels resultats, s'obtenen
les dades que permeten descriure el procés com una funcid polinomica depenent de cada
variable essencial, la qual inclou termes lineals, termes quadratics i termes d'interaccié de
segon ordre. Els coeficients dels factors descriuen la importancia de cada factor estudiat, aixi
com les interaccions entre les variables. Amb aquesta funcié es pot buscar les condicions

optimes de cada factor per a obtenir un valor maxim o minim segons ens convingui.

En el tractament de les dades per a cada resposta s'empren programes d‘analisi
estadistica, com el programa Statgraphics,'*? els quals donen les taules ANOVA on es veu el
canvi provocat en la resposta per efecte d’'un factor en passar del nivell baix al nivell alt que

hem determinat préviament.

Aixi doncs, es va desenvolupar un disseny d'experiments per trobar les condicions
optimes de formacioé de peptoides acids en I'etapa d’escissid de la fase solida. Aquest treball
es va realitzar amb la col*laboracioé del Dr. Albert Manich de I'TIQAB (CSIC).

140



Obtencio de peptoides acids

8.2.3.1. Eleccio dels factors a estudiar en el procediment d’escissio

A partir de les condicions del coctel d’escissid convencionals utilitzades per escindir els
peptoides del suport solid (60TFA : 40DCM : 2H,0, t.a., 30 min), es van escollir els factors
que podien influir en el procediment d’escissid: el percentatge de TFA (% de TFA), el
percentatge d'H,O0 (% d'H,0), la temperatura de la mescla d'escissié (T) i el temps
d’escissid (t). Cadascun d’aquests factors es va estudiar a tres nivells: alt, mig i baix (vegeu
Taula 8.1). Aquests tres nivells es van escollir de manera que les condicions estandard del
procediment d’escissid van determinar el nivell mig, i a partir d’elles es van escollir valors
més elevats (nivell alt) i menors (nivell baix), per estudiar I'efecte que provocaven sobre

I'escissié del peptoide de la resina.

Taula 8.1. Valors numerics dels tres nivells escollits per a
cada factor estudiat al disseny d’experiments per a l'escissio
del peptoide N10-15-15C de la resina.

NIVELL
FACTOR Baix Mig Alt
% de TFA 40 60 80
% d'H,0 0.5 2 8
T (°C) 10 25 40
t (min) 15 30 60

8.2.3.2. Plantejament del disseny d’experiments

En els nostres estudis es va plantejar emprar un disseny d’experiments parcial segons la
metodologia descrita per Box-Behnken.'** El nombre d’experiments a realitzar en aquest
disseny factorial parcial es relaciona amb la férmula /7%, on n és el nombre de nivells
emprats per a cada factor (en el nostre cas, 7=3) i fés el nombre de factors estudiats (en el
nostre cas, /=4), donant lloc a 27 experiments. Aquesta matriu d’experiments ens permetia

modificar les variables d'una forma racional i amb un minim d’experiments.
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8.2.3.3. Resultats del disseny d’experiments

Es va procedir a la realitzacié dels 27 experiments per a |'escissié del peptoide N10-15-
15C de la resina, emprant cadascuna de les variables establertes en el disseny d’experiments

parcial (vegeu Taula 8.2).

Els residus resultants de cada experiment es van analitzar per HPLC, perd només es va
observar el peptoide N10-15-15C i en cap cas no es va observar el corresponent peptoide
acid N10-15-15COOH.

Aixi doncs, les variacions dels factors estudiats no van afectar al procediment d’escissid
del peptoide de la resina, motiu pel qual vam abandonar aquesta via per obtenir peptoides

acids.

Taula 8.2. Valors determinats en el disseny d’experiments parcial
per a cadascun dels quatre factors estudiats pel procediment
d’escissid del peptoide N10-15-15C de la resina.

Experiment 9% TFA % H,0 T (°C) t (min)

1 40 0.5 25 30
2 80 0.5 25 30
3 40 8 25 30
4 80 8 25 30
5 60 2 10 15
6 60 2 40 15
7 60 2 10 60
8 60 2 40 60
9 40 2 25 15
10 80 2 25 15
11 40 2 25 60
12 80 2 25 60
13 60 0.5 10 30
14 60 8 10 30
15 60 0.5 40 30
16 60 8 40 30
17 40 2 10 30
18 80 2 10 30
19 40 2 40 30
20 80 2 40 30
21 60 0.5 25 15
22 60 8 25 15
23 60 0.5 25 60
24 60 8 25 60
25 60 2 25 30
26 60 2 25 30
27 60 2 25 30
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8.2.4.HIDROLISI DE PEPTOIDES AMB RESINA D'INTERCANVI IONIC. DISSENY
D'EXPERIMENTS

Ja s’ha comentat en aquest capitol que un dels metodes emprats per hidrolitzar
selectivament amides primaries davant amides secundaries i terciaries, fa servir unes
condicions d'hidrolisi suaus mitjancant I'is de resines d'intercanvi ionic. Concretament, les
més utilitzades son resines acides amb grups sulfonics, Amberlyst-15 i Amberlite IR
120.127-130

Aixi per exemple, Greenlee i Thorsett'?’ van fer servir la resina Amberlyst-15 (amb
15 eq.) per hidrolitzar selectivament diferents families de carboxamides no substituides en
presencia d'altres amides en l'estructura, incloent enllagos peptidics, i d‘altres grups
funcionals susceptibles de ser hidrolitzats. La reaccié es va dur a terme entre 60 i 100 ©C, i

durant un temps de reaccio variable, depenent de la carboxamida en qiestio.

Seguint aquest procediment, es va dur a terme la hidrolisi del peptoide N10-15-15C amb
resina de tipus Amberlyst-15. Es van realitzar unes proves inicials que van mostrar una
hidrolisi del peptoide de forma selectiva en la seva amida terminal, observant-se per HPLC
Unicament un pic corresponent al peptoide acid i en cap cas els subproductes d’hidrolisi de
les amides terciaries. No obstant, tot i ser una reaccid selectiva, la velocitat d’'hidrolisi era
bastant lenta. Aquests resultats inicials ens van portar al plantejament d'un segon disseny
d’experiments per estudiar els factors més importants involucrats en la hidrolisi d'un peptoide
amb resina d'intercanvi ionic que aportés la informacié necessaria per trobar les condicions

optimes de formacio de peptoides acids.

8.2.4.1. Eleccio dels factors a estudiar en la reaccio d’hidrolisi

Per escollir els factors claus que podien influir en el sistema per a la hidrolisi dels
peptoides, ens vam basar en els parametres més importants que es van estudiar en la
hidrolisi selectiva de diferents carboxamides amb resina Amberlyst-15 pel grup de Greenlee i

Thorsett.'?’

Aixi doncs, els factors que es van decidir estudiar van ser: el nombre d’equivalents de
resina Amberlyst-15 (eq. resina Amberlyst), la temperatura de la reaccio (T), el temps de
reaccio (t) i el percentatge d'H,O en la mescla de reaccid (% d'H,0). Cadascun d'aquests

factors es va estudiar a tres nivells: alt, mig i baix (vegeu Taula 8.3). Aquests nivells es van
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definir a partir dels valors utilitzats per a cada factor en les proves inicials d’hidrolisi que es

van realitzar.

Taula 8.3. Valors numeérics dels tres nivells escollits per a cada
factor estudiat al disseny d’experiments per a la hidrolisi del
peptoide N10-15-15C amb resina d'intercanvi ionic.

NIVELL
FACTOR Baix Mig Alt
eq. resina Amberlyst 10 20 30
T (°C) 30 60 90
t (min) 30 60 120
% d'H,0 2 4 8

8.2.4.2. Plantejament del disseny d’experiments

Tal i com s’ha explicat a I'apartat 8.2.3.2, es va plantejar un disseny d’experiments
parcial. El nombre de nivells emprats per a cada factor va ser de 3 (7=3) i el nombre de

factors estudiats va ser de 4 (/=4), donant lloc a 27 experiments (7).

8.2.4.3. Resultats del disseny d’experiments

Es va procedir a la realitzacid dels 27 experiments per dur a terme la hidrolisi del
peptoide N10-15-15C, emprant cadascuna de les variables establertes en el disseny

d’experiments parcial (vegeu Taula 8.4).

Els residus resultants de cada experiment es van analitzar per HPLC i es va determinar la
quantitat present del peptoide N10-15-15C i del peptoide acid N10-15-15COOH (percentatges
determinats per HPLC, vegeu Taula 8.4). En aquest cas, es van poder seleccionar dos
experiments d'aquest estudi, el 4 i el 16, els quals mostraven valors de conversié per HPLC

en peptoide acid superiors al 90% (96 i 94%, respectivament).
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Taula 8.4. Valors determinats en el disseny d'experiments parcial per a cadascun dels quatre
factors estudiats en la hidrolisi de N10-15-15C amb resina d'intercanvi ionic. Es mostren els
percentatges de peptoide N10-15-15C i de peptoide acid N10-15-15COOH presents a cada
experiment, determinats per HPLC. En negreta es mostren els dos experiments que van
mostrar percentatges de conversio al peptoide acid superiors al 90%, per HPLC.

) Resina ) % %
Experiment Amberlyst T (°C) t(min) % d'H,0 . peptoide
(eq.) peptoide acid
1 10 30 60 4 93 7
2 30 30 60 4 91 9
3 10 90 60 4 33 67
4 30 20 60 4 4 926
5 20 60 30 2 85 15
6 20 60 120 2 45 55
7 20 60 30 8 87 13
8 20 60 120 8 58 42
9 10 60 60 2 93 7
10 30 60 60 2 53 47
11 10 60 60 8 82 18
12 30 60 60 8 72 28
13 20 30 30 4 94 6
14 20 90 30 4 31 69
15 20 30 120 4 86 14
16 20 20 120 4 6 924
17 10 60 30 4 91 9
18 30 60 30 4 74 26
19 10 60 120 4 73 27
20 30 60 120 4 35 65
21 20 30 60 2 88 12
22 20 90 60 2 13 87
23 20 30 60 8 95 5
24 20 20 60 8 13 87
25 20 60 60 4 70 30
26 20 60 60 4 70 30
27 20 60 60 4 70 30

8.2.4.4. Analisi de dades

Per dur a terme lanalisi estadistica de les dades es va emprar el programa
Statgraphics,'3? el qual permet obtenir les taules d’ANOVA per a cadascuna de les respostes.
Aquestes taules avaluen la importancia de cada efecte comparant el quadrat de la mitja amb
el valor estimat de I'error experimental, obtenint-se els valors de P (probabilitat que I'efecte
observat sigui degut a l'atzar). Tots els valors de P inferiors a 0.05 indiqguen que sén
significativament diferents de zero i, per tant, que hi ha un efecte rellevant. En canvi, els

valors de P superiors a 0.1 poden ser deguts a I'atzar i no es tenen en consideracié en la
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seglient taula d’ANOVA. Aquesta metodologia es repeteix fins que queden Unicament els
factors amb valors de P inferiors a 0.05. A partir d'aquest moment, el procés es pot descriure
com una funcié polinomica depenent de cada variable essencial. Aquesta funcid descriu la
relacid de la resposta en cadascun dels factors estudiats per uns coeficients, els quals

mostren la importancia de cada factor i de les interaccions entre les variables.

Aixi doncs, segons l'estudi de les dades obtingudes dels 27 experiments es van obtenir
els coeficients dels factors que influien en el procés d'hidrolisi del peptoide N10-15-15C,

ajustant-se a la funcié segiient:”™""

% Peptoide = 104.73 - 0.23 x eq. resina Amerlyst + 1.42 xT-2.75xt-12.5x %
d’'H,0 - 0.02 x eq. resina Amberlyst x T - 0.53 x eq. resina Amberlyst x t + 0.75
x eq. resina Amberlyst x % d’H,0 - 0.02 x T?

El programa Statgraphics ens va indicar que els factors eq. resina Amberlyst, T i t
jugaven un paper important en la hidrolisi del peptoide, mentre que el factor % d'H,0 no

semblava tenir un efecte rellevant.

A partir dels valors determinats pel programa per a cada factor, per obtenir un 0% de
peptoide en el residu final, i dels valors emprats per a cada factor en els experiments 4 i 16,
en els quals es va obtenir una conversid en peptoide acid superior al 90%, es van establir els
valors optims dels quatre factors per a un procediment general d'hidrolisi d’'un peptoide

(vegeu Taula 8.5).

Amb aquestes condicions de reaccid establertes es va dur a terme la hidrolisi del peptoide
N10-15-15C, obtenint-se una conversid en peptoide acid N10-15-15COOH practicament

quantitativa, tal i com es pot veure a la Figura 8.5.

Tanmateix, l'elevat nombre d’equivalents de resina Amberlyst-15 necessaris per a la
reaccié d'hidrolisi (30 eq.) ens va fer plantejar la possibilitat de la seva reutilitzacié per altres
reaccions d'hidrolisi. Aixi doncs, després de realitzar una primera reaccid d'hidrolisi del
peptoide N10-15-15C, es va rentar la resina amb una dissolucié aquosa de NaCl al 5% i amb

una dissolucié d'HCl al 10%, i finalment es va rentar amb metanol. Amb aquesta resina es va

kK%

Per realitzar els calculs, els valors del factor temps s’han tingut en compte segons la formula 15 x 2%, on
x=1, 2 i 3 per t=30, 60 i 120 min, respectivament. En el cas dels valors del factor % d’H,0, la formula emprada
va ser 2¥, on x=1, 2i 3 per 2, 4 i 8% d'H,0, respectivament.
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realitzar una segona reaccié d'hidrolisi amb N10-15-15C, observant-se el mateix perfil
cromatografic que a la primera reaccié. D’aquesta manera va quedar demostrat que la resina

Amberlyst-15 es podia reutilitzar.

Taula 8.5. Valors optims de cada factor estudiat determinats pel programa
Statgraphics i pels experiments 4 i 16 del disseny d'experiments per a la hidrolisi de
N10-15-15C amb resina d'intercanvi ionic. També s’indiquen els valors optims
establerts per a un procediment general d’'hidrolisi.

Resina .
Amberlyst T (°C) t(min) % d’'H,0
(eq.)
Programa Statgraphics 25 90 70 2
Exp. 4 30 90 60 4
Exp. 16 20 90 120 4
Condicions establertes 30 90 120 4
16.647
mAU 16.647
800 1
600 :
400 E
200 - 13476 19.516
]
0 2.5 5 7.5 10 12,5 1 20 2.5 min

5 17.5

N10-15-15C
N10-15-15COOH

Figura 8.5. Perfil cromatografic d'HPLC del peptoide N10-15-15C (color negre) i del
residu de la reaccidé d'hidrolisi (color vermell).

8.2.4.5. Hidrolisi de peptoides amb resina Amberlyst-15

Amb les condicions oOptimes determinades amb el disseny d’experiments per al
procediment general d’obtencié de peptoides acids amb resina Amberlyst-15, es va dur a
terme la hidrolisi de diferents peptoides: N13-13-10C, N10-13-10C, N10-20-20C, N13-15-
20C, N4-15-20C, N12-1-20C i N37-15-15C.
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En tots els casos les conversions van resultar quantitatives i els crus de reaccié van

mostrar pureses superiors al 90% per HPLC (vegeu Figura 8.6).

mAU
o0 13.145 14.286
N13-13-10C
4007 N13-13-10COOH
200
e,
mAU 0 2.5 5 7.5 10 12.5
800 4
600 N10-20-20C
400 N10-20-20COOH
200 4
0
2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 min
mAU
80 17.006 17.767
60l N13-15-20C
404 N13-15-20COOH
M A
.
mAU o 25 5 7.5 10 12.5 15 175 20 2.5 min
804
3 16,655 17.815
607 N4-20-15C
407 N4-20-15COOH
20
0 Vaan
0 2.5 5
mAU
1001
807 N12-1-20C
60 N12-1-20COOH
40
20 ’\%
0 B A%
0 2.5 5
mAU
] 16.801 17.663
800
E N37-15-15C
600
f N37-15-15COOH
400
0
0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 min

Figura 8.6. Perfils cromatografics d'HPLC dels crus de reaccié de peptoides
(color negre) i dels residus resultants de la seva hidrolisi per obtenir els
corresponents derivats acids (color vermell).
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8.3. SINTESI DE PEPTOIDES ACIDS EN FASE SOLIDA

La sintesi en fase solida de molécules organiques de pes molecular baix ha tingut un gran
impacte per a la sintesi de quimioteques de compostos amb interés en I'ambit farmaceutic.
Generalment, el compost es troba ancorat al suport solid mitjancant un enllag amida que
permet |'obtencié de productes amb amides primaries terminals després de |'etapa d’escissio,
o bé mitjancant un enllag ester, el qual proporciona productes amb un acid carboxilic

terminal.

Tot i haver optimitzat un métode general d'hidrolisi de I'amida terminal dels peptoides en
dissolucié per obtenir peptoides acids amb la resina Amberlyst-15, vam plantejar-nos la
possibilitat de sintetitzar els peptoides acids en fase solida, d'una forma analoga a la sintesi

de peptoides. D'aquesta manera s'evitaria I'etapa addicional d’hidrolisi en dissolucio.

Al llarg d'aquest apartat s’explicaran els diferents tipus de resina utilitzats per a la sintesi
de peptoides acids i els resultats obtinguts en cada cas. Es va fer un esforc d’optimitzacié de
la sintesi per obtenir peptoides acids amb rendiments i pureses acceptables que no
requerissin d’'una purificacid final del residu obtingut, ja que ens interessava la idea de

sintetitzar una quimioteca de peptoides acids en un futur.

8.3.1. PLANTEJAMENT DE LA SINTESI

La seqliencia plantejada per a la sintesi general de peptoides acids en fase solida es

mostra a la Figura 8.7.

Es una seqiiéncia analoga a la sequida per a la sintesi de peptoides en fase solida
mostrada a I'apartat 3.5.1, pero el grup funcional de la resina permet tenir esters enllacats a
la fase solida, de tal manera que després de |'etapa d’escissio final s‘obtenen peptoides amb

un acid carboxilic terminal.
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Figura 8.7. Plantejament sintétic per obtenir peptoides acids en fase solida: etapes
d’acilacions i d‘aminacions successives, i d’escissié final. En la primera etapa d‘acilacio,
I'activacid de l'acid cloroacétic depen dels grups funcionals units a la resina. En l'etapa
d’escissio final, el coctel emprat depén també del tipus de resina utilitzada. X=Cl, OH.

8.3.2. ELECCIO DEL SUPORT SOLID

Als catalegs comercials trobem un ampli ventall de resines que tenen acoblats els
espaiadors o /inkers amb les funcionalitats adequades per enllacar acids carboxilics i, després
de dur a terme la seqiiéncia sintetica desitjada, procedir a I'escissid per obtenir un compost

amb un acid carboxilic terminal.

Entre els diferents tipus d’espaiadors trobem aquells que es poden escindir de la resina
en condicions fortament acides, com és el cas de la resina de Merrifield,>!** la qual
requereix I'Us d'acids com HBr o HF per eliminar els grups protectors utilitzats durant la

sintesi i/o per I'escissio final del producte de la resina.

Per evitar treballar en condicions tan acides, s’han desenvolupat altres tipus d’espaiadors
que contenen grups donadors d’electrons (grups metoxi, alcoxi o fenils), els quals estabilitzen
el carbocatié generat en el procés d'escissio i que, en conseqiiéncia, disminueixen l'acidesa
necessaria per a l'escissio del producte de la resina. Entre els espaiadors que s'escindeixen
en condicions acides més suaus es troben els espaiadors de tipus Wang,**®> SASRIN,!*¢13’
Rink,**® HAL™ i tritil**>!*! (vegeu Figura 8.8).
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Figura 8.8. Espaiadors que s'escindeixen en condicions acides suaus i que permeten una
funcionalitzacié de tipus ester.

Entre aquests espaiadors, els que son de tipus alcohol p-alcoxibenzilic presenten un
inconvenient important per a la quimica de peptids. Després de la introduccid del segon
aminoacid i de la desproteccié del grup amino, a I'hora de continuar amb la sintesi del peptid
pot tenir lloc una reaccid secundaria de ciclacid intramolecular i formacid de
dicetopiperazines (DKPs, dipéptid ciclic),®? les quals provoquen el trencament de la cadena
peptidica i la formacio de grups hidroximetil en el suport solid que poden ser susceptibles de

tornar a ser acilats, continuar la sintesi i donar lloc a peptids de dimensié més petita.

Un altre inconvenient que presenten els espaiadors basats en una funcionalitzacié de
tipus ester benzilic, és I'aminolisi potencial que pot tenir lloc en les etapes d'acoblament
d'amina (on s'utilitza un elevat excés de reactiu), en presencia de grups basics nucledfils. La
reaccié d’aminolisi esta afavorida quan a I'espaiador es troben grups atraients d’electrons,
mentre que la presencia de grups donadors d’electrons disminueixen la velocitat de reaccid i
desafavoreixen I'amindlisi.’** Per exemple, la resina Wang és menys labil a nucleofils'® i
I'escissio de I'ester enllagat a la resina per una amina és més dificil que aquelles resines que
tenen un espaiador amb un acid hidroximetilbenzoic (HMB) o amb una oxima
desenvolupades per Sheppard*** i Kaiser,'* respectivament, per sintetitzar péptids amb una
amida terminal i un ampli ventall d'alquilamides. Per altra banda, si les amines nucleofiles
s6n molt voluminoses també pot produir una disminucidé en la velocitat de la reaccid

d’aminolisi.
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En el cas que ens interessa, aquestes reaccions secundaries podien representar
problemes importants per a la sintesi de peptoides acids en fase solida i podien constituir un

obstacle per obtenir rendiments i pureses elevades (vegeu Figura 8.9).

A (0]
) o Rl 1
| 5 R
N _R N
O/\O Y\N - = C)A OH +
vH N\ 2
0 R
0
B
) 0 0
)K/ R, )K/H
Br R N
e ~N ~N
OAO DMF OH + N R

Figura 8.9. Reaccions secundaries que poden tenir lloc durant la sintesi de
peptoides acids en fase solida. A: formacid de dicetopiperazines. B: Reaccio
d’aminolisi, la qual pot tenir lloc durant les etapes d‘acoblament damina d‘un
peptoide, trimer d’Malquilglicina.

Una alternativa a les resines de tipus alcohol p-alcoxibenzilic son les resines de tipus tritil.
El grup tritil és suficientment voluminds per mostrar un impediment esteric que faci dificils les
ciclacions intramoleculars al nivell dipeptidic i, per tant, eviti la formacid de DKPs. Roques i
col.}* van fer servir I'espaiador 2-clorotritil per sintetitzar un peptoide acid, un dimer
d’'M-alquilglicina, amb un 78% de rendiment, una millora espectacular en comparacié amb el
0% de rendiment obtingut fent servir un espaiador de tipus Wang, degut a la formacié

guantitativa de DKPs. Tot i aix0, com a subproducte també van obtenir la corresponent DKP.

Amb aquests antecedents, es va decidir emprar la resina clorur de 2-clorotritil com a

primera opcid per sintetitzar peptoides acids en fase solida.

8.3.3.SINTESI DE PEPTOIDES ACIDS AMB RESINA CLORUR DE 2-CLOROTRITIL

La sintesi en fase solida de peptoides acids amb la resina clorur de 2-clorotritil es va dur
a terme seguint I'esquema sintétic de la Figura 8.7, de forma analoga a com es va realitzar la
sintesi de peptoides amb la resina Rink amida, tret dalgunes diferéncies. En aquest cas, la
sintesi va comportar un total de 7 etapes. En no haver grups protectors dels grups funcionals

de la resina, no va ser necessaria una etapa de desproteccidé prévia a la sintesi del compost.
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En la primera etapa d‘acilacié no va caldre tampoc I'activacié de I'acid cloroacétic amb DIC,
sind que simplement es va afegir DIEA per captar l'acid clorhidric generat. Les etapes

posteriors d’aminacions i acilacions van ser analogues a la sintesi de peptoides.

Finalment, l'etapa d’escissid es va realitzar en condicions acides més suaus. Es van
realitzar diverses proves amb coctels d'escissié de diferent grau d’acidesa: TFA/DCM (50:50,
20:80, 10:90, 5:95 o 2.5:97.5) i AcOH/DCM (1:1 o 1:4). Els resultats obtinguts no van
mostrar cap diferéncia en el rendiment i la puresa dels residus resultants, motiu pel qual es

va decidir treballar en les condicions més suaus AcOH/DCM (1:4).

No obstant, a diferencia dels residus obtinguts de I'escissid dels peptoides de la fase
solida, on s’obtenia un pic majoritari amb pureses generalment superiors al 90% per HPLC,
en aquest cas es van observar dos pics importants per HPLC. Concretament, en la sintesi del
peptoide acid N13-13-10COOH, I'analisi per espectrometria de masses dels dos pics obtinguts
per HPLC va mostrar que el pic majoritari (al voltant del 75-80% per HPLC) corresponia al
peptoide acid esperat N13-13-10COOH, mentre que el pic minoritari corresponia a una
fraccié del peptoide acid, I'N13-13COOH.

Aixi doncs, el residu resultant de l'etapa d'escissid es va purificar per HPLC a escala
semipreparativa, per obtenir el peptoide acid N13-13-10COOH (21) amb un rendiment final
del 23% i una puresa superior al 98% per HPLC (vegeu Figura 8.10).

\C\A”/TNQJ\N/E(OH

N13-13-10COOH
21 (23%)

Figura 8.10. Peptoide acid N13-13-10COCH
sintetitzat en resina clorur de 2-clorotritil i purificat
per HPLC a escala semipreparativa.

153



Capitol 8

El producte 21 es va identificar pel seu espectre de masses (CL-EM, EMAR), obtenint el
pic molecular 562.2 (M + H)", aixi com per les seves dades espectroscopiques. La preséncia
de diferents conformacions del peptoide acid va conduir a uns espectres de H-RMN i 3C-
RMN complexos, fent necessaria la realitzacid dels experiments gDQCOSY i gHSQC per

confirmar l'assignacié dels senyals del conformer majoritari.

El rendiment final de la sintesi d'aquest peptoide acid (rdt. 23%) va ser inferior al
rendiment de sintesi i purificacidé de peptoides (a I'entorn del 40-60%). Aquesta diferéncia i la
formacié d'un fragment del peptoide acid com a subproducte, ens van fer plantejar els

possibles problemes ocorreguts durant la sintesi.

Per confirmar la formacié d'aquest subproducte en la sintesi de peptoides acids en resina
de tipus clorur de 2-clorotritil, es va realitzar la sintesi d'altres peptoides acids, i en tots els
casos es van obtenir pureses, generalment, de l'entorn del 75-80% per HPLC, amb la

presencia del fragment del peptoide acid com a subproducte

Ja hem comentat que Roques i col.!*

van observar que en sintetitzar un peptoide acid,
un dimer d'Aalquilglicina, en resina clorur de 2-clorotritil, tenia lloc la formacié de la DKP
corresponent, tot i que en petita proporcid respecte el peptoide. En el nostre cas, va tenir
lloc, almenys en una petita part, la formacié de la DKP corresponent després de realitzar el
segon acoblament d'amina, en detectar un pic per HPLC procedent dels filtrats de reaccid
d’una massa corresponent a la DKP (vegeu Figura 8.9, A). Aquest podria ser un dels motius

que explicarien el baix rendiment obtingut.

Per altra banda, ens vam plantejar el fet que en la primera acilacid no reaccionessin tots
els clorurs de la resina, perd que durant la segona etapa d'acilacié es continués amb el
procés normal de sintesi, donant lloc a la formacié d’'un fragment del peptoide acid. No
obstant, es va descartar aquesta possibilitat degut a que després de la primera acilacio
s’havia dut a terme una etapa de capturacid dels clorurs que no havien reaccionat amb

metanol.

Pensant que el problema fos que la primera aminacié no fos quantitativa, es va sintetitzar
el peptoide realitzant la primera acilacio i la primera aminacio per triplicat. No obstant, el

resultat final no va millorar de forma significativa.

Un altre inconvenient de la resina de tipus tritil és la seva elevada labilitat al medi acid.

Per exemple, s’ha observat que si I'HCI generat durant una sintesi en aquest tipus de resina
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no és convenientment neutralitzat, pot produir I'escissié del producte de la resina.!*’ També
s’ha detectat que determinats agents d’acoblament com I'HOBt o el BTC (carbonat de
bis(triclorometil)), utilitzat en la quimica de peptids per l'acoblament d’aminoacids MW
alquilats, poden produir I'escissi® prematura del peptid de la resina tritil, si no sén

convenientment neutralitzats.'*"'*

Aixi doncs, es va plantejar la possibilitat que I'acid cloroacetic utilitzat en excés a la
sintesi pogués ser capac d'escindir part del producte unit a la resina. Per estudiar-ho es va
sintetitzar el peptoide acid N4-15-15COOH substituint I'acid cloroacétic pel clorur de
cloroacetil en la segona i tercera etapes d'acilacio, en abséncia d’'una base terciaria per
neutralitzar I'HCl generat durant I'acilacio, i en preseéncia de EtsN o amb una base més forta,

la DBU. Els resultats obtinguts es mostren a la Figura 8.11.

mAU
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55 % 45 %
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400-
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mAU 0 2.5 5 7.5 10 125 15 17.5 20 min
800
600 88 % C
400
200 12%
O =
T T T T T T T T T
0 2.5 5 7.5 10 125 15 17.5 20 min

! !

N4-15COOH N4-15-15COOH

Figura 8.11. Sintesi del peptoide acid N4-15-15COOH en resina clorur de 2-clorotritil,
emprant clorur de cloroacetil en la segona i tercera etapes d’acilacions, en abséncia de
base (A), amb Et;N (B) i amb DBU (C).

Efectivament, es va observar com la preseéncia de base disminuia I'escissié prematura del
compost de la resina, evitant aixi la formacio del fragment del peptoide acid N4-15COOH. No
obstant, tot i fer servir la base DBU i mantenir la resina en medi basic uns minuts abans
d’afegir el clorur de cloroacetil, no es va poder evitar completament aquest problema,

observant-se fins un 12% del subproducte acid per HPLC.
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Continuant amb aquest estudi, es va sintetitzar el peptoide acid N4-15-15COOH amb
altres agents acilants, com l'ester actiu de l'acid cloroacetic amb NHS, el 2-cloroacetat
d’Msuccinimidil, i amb I'anhidrid cloroacetic,c, amb DIEA o DBU. En cap cas no es va
aconseguir obtenir uns perfils cromatografics d'HPLC del residu de la reaccid que mostressin

el peptoide acid amb pureses superiors al 85%.

Per altra banda, també es va plantejar la possibilitat que hagués tingut lloc la reaccid
secundaria d’aminolisi durant les etapes d’acoblament degut a la preséncia d’'un excés tan
gran (5 eq.) d’amina basica nucleofila (vegeu Figura 8.9, B). No obstant, creiem que aquesta
reaccid secundaria no estava afavorida en aquest cas perque, com s’ha comentat
anteriorment, la reaccié d’aminolisi esta desafavorida quan a I'espaiador s'hi troben grups
donadors d'electrons i quan les amines introduides sén molt voluminoses.* En aquest sentit,
es va realitzar una prova afegint menys equivalents d’amina en les etapes d’acoblament
(2.5 eq.) i durant menys temps de reaccié (1.5 h). No obstant, no es van apreciar diferéncies
significatives en el perfil cromatografic d’'HPLC del residu obtingut del peptoide acid. A més,
en els filtrats de les reaccions d'acoblament no es va detectar cap pic per HPLC que es

pogués assignar a subproductes d’amindlisi.

En resum, es va comprovar que la resina clorur de 2-clorotritil presentava diversos
problemes per a dur a terme la sintesi de peptoides acids en fase solida. Per aquest motiu es

va treballar amb altres tipus d’espaiadors.

8.3.4.INTENTS DE SINTESI DE PEPTOIDES ACIDS AMB ALTRES RESINES

Per estudiar la sintesi de peptoides acids en altres fases solides diferents a la clorur de 2-

clorotritil es va escollir com a peptoide model I'N37-13-15COOH.

Seguint amb les resines de tipus tritil, es va treballar amb la resina clorur de tritil. No
obstant, el perfil cromatografic d'HPLC del residu final i I'analisi per espectrometria de masses
va mostrar un pic minoritari (5%) corresponent al peptoide acid i un pic majoritari (85%), la

massa del qual no es va poder atribuir a cap estructura.

Per altra banda, es va intentar realitzar la seqiiencia del peptoide sobre una resina de
tipus Wang, concretament la resina tricloroacetimidat Wang. Aquesta és una resina Wang

activada amb un grup tricloroacetimidat per facilitar I'acoblament d'un acid carboxilic.’>%*>!
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Les reaccions es van seguir i controlar per espectroscopia d'infraroig i per HPLC. No obstant,
a partir del segon acoblament no es va observar cap tipus de producte enllacat a la resina, el

gue ens va fer pensar en la formacié de la corresponent DKP de forma quantitativa.

Intents de sintesi del peptoide acid amb una resina de polietilenglicol TentaGel MB PHB
van conduir a resultats igualment infructuosos. A partir del segon acoblament no es va
observar cap tipus de producte enllacat a la resina, el que ens va fer pensar que la formacio

quantitativa de la corresponent DKP.

En aquest sentit, una alternativa possible per treballar amb la resina de tipus Wang i
evitar la ciclacié intramolecular i la formacié quantitativa de la DKP, seria seguir |'estratégia
utilitzada a la quimica dels péptids. En aquesta estrategia s'introdueix el segon aminoacid
protegit en el seu extrem AMterminal en forma de tritil per tal que, en escindir aquest grup
protector amb 0.2-1% de TFA, el grup amino quedi protonat fins a l'acoblament de
I'aminoacid segiient en condicions de neutralitzacié /7 sitv amb DIEA.**'>3 En el cas que ens
ocupa, aquesta estratégia es podria dur a terme introduint amines protegides préviament

>33 5 bé introduint

amb el grup tritil, seguint I'estrategia del submonomer de Zuckermann,
M-alquilglicines protegides amb el grup tritil sintetitzades previament, seguint I'estratégia
sintética de Simon i col.* L'inconvenient d’aquesta metodologia consisteix en la sintesi prévia

de les amines o les glicines protegides amb el grup tritil.

8.3.5.SINTESI DE PEPTOIDES ACIDS APLICANT L’ESTRATEGIA DEL “SAFETY-
CATCH LINKER”

Ja hem comentat que, generalment, un compost es troba ancorat a la fase solida
mitjancant un enllag amida que permet l'obtenci6 de productes amb amides primaries
terminals després de I'etapa d'escissid, o bé mitjancant un enllag ester, el qual proporciona
productes amb un acid carboxilic terminal. No obstant, en ocasions cal que l'escissié tingui
lloc per un desplacament nucledfii amb amines o alcohols per poder donar lloc als

corresponents productes en forma d’amida A+substituida o d’ester (vegeu Figura 8.12).
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Figura 8.12. Possibilitats en I'etapa d'escissié d’'una sintesi
en fase solida: desplacament nucleofii amb amines per
obtenir les corresponents amides A-substituides (A), o amb
alcohols per obtenir els corresponents esters (B).

En aquest sentit, es va desenvolupar l'estrategia del “safety-catch linker'. Aquesta
estratégia fa servir un tipus d’espaiador que és adequadament activat després d’haver
finalitzat la sintesi del compost en la resina i en condicions nucleofiles permet I'escissio del
producte. Entre aquests tipus d’espaiadors trobem els derivats d'acilsulfonamides, els quals

van ser incialment desenvolupats per Kenner.*>*

Aixi doncs, es va plantejar la utilitzacid d’aquest tipus d’espaiadors per dur a terme la
sintesi de peptoides en fase solida de la forma habitual i, després d’activar la sulfonamida,
escindir el compost per donar lloc a un peptoide amb un acid carboxilic terminal. El derivat
d‘acilsulfonamida que es va escollir per aquest objectiu va ser |'espaiador desenvolupat per

155-157
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Ellman i co enllacat a una resina de tipus Rink amida (vegeu Figura 8.13).

El plantejament sintétic que es va proposar es mostra a la Figura 8.13. Breument, el
procés sintetic consistiria en 10 etapes de reaccio. Després de |'etapa de desproteccié dels
grups amino units a la resina, tindria lloc I'acoblament de I'espaiador mitjancant una reaccio
d’acilaci6 amb I'acid 4-sulfamoilbenzoic. Les segiients etapes d‘acilacions i aminacions
consecutives per sintetitzar el peptoide es realitzarien de forma analoga a una sintesi de
peptoides en fase solida. Seguidament, es procediria a I'activacié de I'espaiador mitjangant
I'alquilacié del nitrogen de la sulfonamida amb iodoacetonitril o diazometa. En aquesta etapa
caldria considerar la possibilitat de protegir I'amina secundaria terminal d'un peptoide per
evitar que es metilés. Una opcidé seria la protecci6 amb un grup tritil per poder-lo eliminar
posteriorment en condicions acides suaus ja que el grup Fmoc no és estable a les condicions
de la reaccié de cianometilaci6.’®® Finalment, tindria lloc I'etapa d’escissié nucledfila, amb
I'H,O actuant com a nucleofil per obtenir els peptoides acids amb un acid carboxilic en

I'extrem C-terminal.
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Figura 8.13. Esquema plantejat per a la sintesi de peptoides acids en fase solida utilitzant I'estratégia del
“safety-catch linker”, emprant un espaiador de tipus acilsulfonamida i una resina del tipus Rink amida. En
la primera etapa d‘acilacid s'introduieix I'acid 4-sulfamoilbenzoic. Les etapes seglents d‘acilacions i
aminacions tenen lloc de forma analoga a una sintesi de peptoides en fase solida. Finalment, s'activa la
sulfonamida mitjancant |'alquilacié del nitrogen de la sulfonamida i s'escindeix el peptoide de la resina per
I'atac nucleofil de grups hidroxil, per conduir a I'obtencié dels peptoides acids.

No obstant, la sintesi del peptoide N37-13-15COOH seguint aquesta estrategia va resultar
molt problematica. Després de la introduccid de la sulfonamida, es va realitzar una serie de
reaccions en paral‘lel per determinar les millors condicions de reaccid per dur a terme
I'acilacié de la sulfonamida, fent servir diferents tipus d’agents acilants, com ara clorur de
cloroacetil, acid cloroacétic, acid bromoacetic, anhidrid cloroacétic o anhidrid bromoaceétic.
Depenent de I'agent acilant utilitzat, es van emprar diferents tipus d’agents activants, com
ara DIC, HOBt, PyBOP i DMAP. En algunes de les reaccions es va mantenir un medi basic,
amb Et;N, DIEA o DBU, i a diferent temperatura de reaccid, -20 °C, t.a., 60 °C o fent Us de
radiacid de microones. També es va variar el nombre d’equivalents dels reactius afegits, aixi

com el temps de reaccio.

Els millors resultats es van obtenir fent servir anhidrid cloroacéetic i DMAP, amb DBU i a
t.a., o amb DIEA i a 60 °C. No obstant, en aquestes condicions la reaccidé d‘acilacié no era

quantitativa, sinéd que s'obtenia només un 70-85% de producte acilat (per HPLC).

Aixi doncs, es va decidir no continuar amb la seqgiiencia en no poder introduir millores a
nivell de conversio, de rendiment i de puresa en relacid a la sintesi de peptoides acids amb la

resina clorur de 2-clorotritil.
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8.4. CONCLUSIONS DE L'OBTENCIO DE PEPTOIDES ACIDS

Al llarg d’ aquest llarg capitol s’ha comentat extensament I'esfor¢ que es va realitzar per
optimitzar un procediment general d’obtencié de peptoides acids. Ens vam centrar en dues

estrategies alternatives: la hidrolisi de peptoides en dissolucié i la sintesi en fase solida.

La primera estrategia aprofitava el fet que ja estava optimitzada la sintesi de peptoides
en fase solida, amb bons rendiments i pureses elevades, i només calia una etapa addicional
d’hidrolisi per obtenir els peptoides acids. L'optimitzacié del procediment d'hidrolisi selectiu
de I'amida primaria d'un peptoide en dissolucid amb resina d'intercanvi ionic Amberlyst-15, es
va dur a terme amb un pla de treball basat en un disseny d’experiments. Amb les condicions
d’hidrolisi optimes determinades, es va procedir a la hidrolisi de diferents tipus de peptoides,

mostrant en tots els casos conversions quantitatives i pureses superiors al 90% per HPLC.

La segona estratégia va utilitzar un procediment analeg i parallel a la sintesi de
peptoides en fase solida, pero variant la funcionalitzacié de la resina emprada. D’aquesta
manera, |'escissié del compost de la resina conduia directament al peptoide acid, sense cap
etapa d’hidrolisi addicional. L'optimitzacié del procediment de sintesi d’'un peptoide acid en
fase solida va comportar una recerca bibliografica important per escollir I'espaiador i la resina
més apropiats. Fins ara, els millors resultats es van obtenir amb la resina clorur de
2-clorotritil, tot i que els rendiments de la sintesi i la puresa dels peptoides acids van ser

inferiors als obtinguts en una sintesi convencional d'un peptoide amb resina Rink amida.

Amb aquests resultats, un dels objectius plantejats per a un futur proxim és la sintesi
d'una quimioteca de peptoides acids. La presencia d'un grup carboxilic terminal en
I'estructura d’'un peptoide pot ser molt atractiva i interessant com a punt d’anclatge per dur a

terme reaccions de condensacions per obtenir molécules més grans o més funcionalitzades.

160



9. IMMOBILITZACIO D'UN PEPTOIDE A UN SUPORT SOLID

A la introduccié d’aquesta segona part de la memoria, s’ha comentat com I‘objectiu
principal d'obtenir peptoides acids radicava en el nostre interés per immobilitzar-los a un

suport solid, per intentar identificar interacci6 amb dianes mitjancant cromatografia d'afinitat.

Concretament, el peptoide d'interés era I'N13-13-10C (17) i es va voler estudiar i
identificar la diana o dianes amb qué interaccionava per desencadenar el procés apoptotic i
de mort cel*lular. Per dur a terme aquest estudi es van seguir dues estrategies diferents per
immobilitzar el derivat acid N13-13-10COOH (21) a un suport solid:

Y Immobilitzaci6 del peptoide N13-13-10C-biotinilat a wuna columna

d'agarosa-avidina.

Y Immobilitzacié del peptoide N13-13-10COOH a una columna de sefarosa
EAH.
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9.1. ACOBLAMENT D'UN PEPTOIDE-BIOTINILAT A UNA MATRIU
D’AGAROSA

La primera estratégia seguida per a l'estudi qualitatiu i quantitatiu de receptors amb
columnes dafinitat es basa en la interaccid no covalent extremadament forta entre la
vitamina H, la biotina, i la glicoproteina de la clara de l'ou blanc, I'avidina, amb una constant
d'associacié de l'ordre de 10 M1,1%9180 | ‘asquema d'aquesta técnica s’ha exemplificat a la

Figura 9.1.

@ = > =

peptoide espaiador biotina complex I

O—-<%+)_Q—>

complex I avidina-suport solid complex II

Q

Figura 9.1. Immobilitzacié d'un peptoide a un suport solid: acoblament d'un peptoide a la biotina
mitjancant un espaiador bifuncional per formar el complex I, i interaccié del complex I amb
I'avidina enllagada a un suport solid, per formar el complex II.

En primer lloc, la biotina s’ha d’enllagar covalentment a la molécula d’estudi, en aquest
cas el peptoide N13-13-10C, mitjancant un brag espaiador bifuncional. Seguidament, I'avidina
s’enllaga covalentment a un suport solid, el qual pot ser una matriu de sefarosa o d'agarosa.
I finalment, en posar en contacte el compost biotinilat amb I'avidina enllagada al suport solid,
es produeix la forta interaccid entre la biotina i l'avidina que condueix a la consegiient

immobilitzacié del peptoide en el suport solid.

Un dels punts importants en aquest plantejament sintetic va ser definir el lloc d’'unié
entre el peptoide i I'espaiador perqué no afectés la seva activitat biologica. Es van pensar en
dues possibilitats: derivatitzar el peptoide N13-13-10C per l'extrem Aterminal, o bé en
derivatitzar el corresponent peptoide acid N13-13-10COOH per l'extrem C-terminal (vegeu
Figura 9.2).
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Peptoide Peptoide acid
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Figura 9.2. Dues estrategies possibles per enllacar un peptoide a una columna
d’afinitat: mitjangant una derivatitzacié per I'extrem Atterminal del peptoide o mitjangant
una derivatitzacié per I'extrem C-terminal del seu corresponent peptoide acid.

L'altre punt important que calia definir era el tipus de brag espaiador que seria més
adequat per a l'acoblament. Per una banda, la longitud del brag espaiador havia de ser
suficientment llarga per evitar possibles impediments esterics que interferissin en la
interaccio entre la molécula biotinilada i I'aviding, i havia de permetre que tant la biotina com
el compost puguessin arribar als llocs d'interaccié i de reconeixement amb els seus
corresponents receptors.®! Per altra banda, els llocs d’unié del brag espaiador a la biotina i al
compost s’havien de localitzar en una posicié de les molécules que no interferis amb la seva
activitat biologica. A la bibliografia es troben diversos tipus d’espaiadors que compleixen
aquestes caracteristiques, tot i que els més ampliament utilitzats per enllacar-se a la biotina
sén I'acid e-aminocaproic i la lisina (per la seva cadena lateral).!®> En el nostre cas, el brag
espaiador bifuncional escollit va ser I'1,6-hexandiamina, d'una llargada suficient perque no es
produissin interferéncies en les interaccions amb cada receptor i amb dos grups amino per

unir-se als grups carboxilics de la biotina i del peptoide acid.
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9.1.1.0BTENCIO DEL PEPTOIDE ACID N13-13-10COOH BIOTINILAT PER
L'EXTREM CARBOXILIC C-TERMINAL

La derivatitzacié del peptoide acid N13-13-10COOH pel seu extrem C-terminal es va dur a

terme seguint la seqiiéncia que es mostra a la Figura 9.3.

0] O

H H
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z ;“‘\\\\\\/\)J\OH NHS, DCC ; ; \\\\\\/\)J\
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i
21, NHS, DIC
H5N-(CH3)6-NH ! \
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Figura 9.3. Sequiéncia sintética seguida per a l'obtencio del peptoide N13-13-10COOH
biotinilat pel seu extrem C-terminal mitjancant un brag espaiador d'1,6-hexandiamina.

Primerament, es va activar el grup carboxilic de la biotina amb NHS i DCC en DMF,
obtenint I'ester actiu 22 amb un 71% de rendiment.'®* L'acoblament del bra¢ espaiador es
va realitzar afegint el compost 22 sobre una dissolucié de 10 eq. d'1,6-hexandiamina en una
mescla de DMF i MeOH, en aliquotes de 0.1 eqg. de l'ester actiu cada 10 min, per minimitzar
la formacidé de producte de bisbiotinilacié. El control per CL-EM del cru de reaccié va mostrar
un 10% del subproducte bisbiotinilat, el qual es va separar del producte desitjat

monobiotinilat 23 per cromatografia en columna, amb un 65% de rendiment. Cal destacar
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les dades espectrocopiques de 'H-RMN del CH, en a al grup carbonil, en variar el seu
desplacament quimic de d=2.61 ppm en 22 a d=2.04 ppm en 23. Com alternativa a aquest

.13 van publicar posteriorment a la nostra feina una ruta

procediment, Ginanneschi i co
sintética on evitaven la formacio del subproducte de bisbiotinilacid, tot fent servir el reactiu
comercial monoprotegit hidroclorur d'A~Boc-1,6-hexandiamina, per obtenir 23 amb un

rendiment de reaccié després de la desproteccio del 79%.

Finalment, I'acoblament entre el compost biotinilat 23 i el peptoide acid 21 (apartat
8.3.3) es va dur a terme amb NHS i DIC, en DMF i a 50 °C. L'evoluci6 de la reaccié es va
controlar per HPLC fins que es va observar la desaparicid del peptoide acid 21 i I'aparicio
d’un nou pic majoritari. Després de 7 h de reaccid, es va procedir a la purificacié del cru de
reaccid per HPLC a escala semipreparativa, per obtenir el peptoide-biotinilat per I'extrem
C-terminal 24 amb un 25% de rendiment. El producte es va identificar pel seu espectre de
masses, obtenint el pic molecular 886.5 (M + H)*, aixi com per les seves dades
espectroscopiques. La preséncia de diferents conformacions del compost va conduir a uns
espectres de 'H-RMN i *C-RMN molt complexos, fent necessaria la realitzacié dels
experiments gDQCOSY i gHSQC per confirmar l'assignacié dels senyals del conformer
majoritari. Destaca el desplacament quimic de *H-RMN del CH, en a al grup amino de 23, en
variar de d=2.52 ppm a d=4.31-3.82 ppm en 24.

Cal esmentar que, a més d'aquestes condicions de reaccid, també es va fer servir un altre
sistema d‘acoblament utilitzat en la quimica de peéptids per accelerar les reaccions de
formacié d'amides, el qual fa servir PyBOP com agent d’acoblament. No obstant, es va
observar la formacié d‘altres subprodcutes de reaccid, entre els quals va cridar I'atencid la
formacié del producte provinent d'una reaccié de dimeritzacid i ciclacié intramolecular entre
dues molecules de peptoide acid, degut a la presencia d'un grup amino i d'un grup carboxilic
terminals en la mateixa molécula. Aquesta reaccid sera més ampliament comentada en el

capitol 10 d’aquesta segona part.

9.1.2.0BTENCIO DEL PEPTOIDE N13-13-10C BIOTINILAT PER L’EXTREM
N-TERMINAL

La derivatitzacié del peptoide N13-13-10C pel seu extrem Atterminal es va dur a terme

seguint el plantejament sintetic que es mostra a la Figura 9.4.
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Figura 9.4. Seqiiéncia sintética seguida per a l'obtencid del peptoide N13-13-10C biotinilat pel seu extrem
M-terminal mitjangant un brag espaiador d'1,6-hexandiamina. R*, R?: -CH,CH,CgH4-pOCHs, R3: -CH,CH,Ph.

Primerament, es va dur a terme la sintesi en fase solida del peptoide N13-13-10C seguint
el procediment estandard amb resina de tipus Rink amida. Després del tercer acoblament
amb l'amina A13, va tenir lloc una quarta acilaci6 amb acid cloroacétic i DIC com agent
activant, i seguidament un quart acoblament amb I'espaiador 1,6-hexandiamina. Les
reaccions en fase solida es van controlar amb els test qualitatius del cloranil per amines
secundaries i del TNBS per amines primaries, els quals van donar positius per a cada reaccid.
Finalment, va tenir lloc I'etapa d’escissié del compost de la resina amb el coctel de tall format
per TFA:DCM:H,0 i la purificacié del residu resultant per HPLC a escala semipreparativa, per
obtenir el peptoide 25 amb un 43% de rendiment. El producte es va identificar pel seu
espectre de masses, obtenint el pic molecular 717.4 (M + H)", pero la preséncia de diferents

conformacions del compost va conduir a uns espectres de 'H-RMN i *C-RMN molt
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complexos, fent necessaria la realitzacid dels experiments gDQCOSY i gHSQC per confirmar
I'assignacié dels senyals del conformer majoritari. Destaca la presencia dels 12H
corresponents als 6 CH, de l'espaiador, distribuits amb els 2 CH, dels extrems situats a
camps més baixos, a d=2.96-2.53 ppm, i els altres 4 CH, centrals amb un desplacament

quimic a d=1.67-1.41 ppm.

L'acoblament del peptoide 25 i de l'ester actiu de la biotina 22 es va dur a terme amb
EtsN i en DMF, a temperatura ambient. L'evolucid de la reaccié es va controlar per HPLC i
després de 15 min. de reaccid es va observar la desaparicié del peptoide de partida 25 i
I'aparicié d’un nou pic majoritari. La purificacio del cru de reaccié resultant per HPLC a escala
semipreparativa va conduir al peptoide-biotinilat per I'extrem A~terminal 26, amb un 62% de
rendiment. El compost es va identificar per espectrometria de masses, obtenint el pic
molecular 943.5 (M + H)*. Igualment que amb el compost 25, la preséncia de diferents
conformacions del compost va conduir a uns espectres de H-RMN i C-RMN molt
complexos, fent necessaria la realitzacid dels experiments gDQCOSY i gHSQC per confirmar
I'assignacid dels senyals del conformer majoritari. Cal destacar la variacidé del desplacament
quimic de 'H-RMN del CH, en a al grup carbonil de 22, a d=2.61 ppm, cap a camps més alts
en 26, a d=2.05 ppm, aixi com la variacié del desplacament de CH, en a a l'amina primaria

de 25, a d=2.96-2.53 ppm, cap a camps lleugerament més baixos en 26, a d=3.01 ppm.

L'acoblament dels compostos biotinilats 24 i 26 a la matriu d’agarosa amb avidina

enllacada covalentment s’explicaran a l'apartat 9.3.1.

9.2, ACOBLAMENT D'UN PEPTOIDE ACID A UNA MATRIU DE SEFAROSA

La segona estratégia utilitzada per a l'estudi qualitatiu i quantitatiu de receptors amb
columnes d’afinitat es va basar en la interaccidé covalent entre el peptoide N13-13-10COOH

(21) i una matriu de sefarosa EAH 4B, com s’ha esquematitzat a la Figura 9.5.

En aquest cas, la sefarosa tenia enllacat covalentment [|'espaiador bifuncional
1,6-hexandiamina, amb una carrega de 7-12 mmol grups amino/ml gel sec. Després de
passar el peptoide acid per la columna de sefarosa i fer una etapa de rentats, es va analitzar
la quantitat d'N13-13-10COOH acoblat a la columna mitjangant I'analisi dels rentats amb una

recta de calibracid, préviament determinada per al peptoide acid N13-13-10COOH.
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Figura 9.5. Acoblament del peptoide acid N13-13-10COOH a una columna de sefarosa i determinacié
del peptoide acoblat mitjangant I'analisi dels rentats amb la recta de calibracié d’'N13-13-10COOH.

Resultats preliminars realitzats de l'estudi de les columnes d'afinitat dels compostos
biotinilats 24 i 26, els quals s'explicaran a I'apartat 9.3.1, semblaven indicar que la interaccio
del peptoide amb la seva proteina diana es produia a prop de l'extrem Aterminal. Per aquest
motiu es va decidir que el lloc d'unié entre el peptoide N13-13-10COOH i la sefarosa es

realitzaria per I'extrem C-terminal.

Per optimitzar les condicions de reaccié per enllacar el peptoide acid N13-13-10COOH a
la matriu de sefarosa, es va realitzar un estudi previ amb un model, I'acid 3-fenilpropionic, i
es va determinar el percentatge de compost acid enllacat a la matriu mitjancant la realitzacio

d’una recta de calibracié per HPLC.
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9.2.1. PRIMERES PROVES D’ACOBLAMENT AMB L’ACID 3-FENILPROPIONIC

9.2.1.1. Determinacio de la recta de calibracio

Primerament, calia escollir un patrd de referencia per poder determinar les rectes de
calibracié6 del model, I'acid 3-fenilpropionic, per HPLC. Es va escollir com a patr6 de
referencia el peptoide N15-20-20C, sintetitzat seguint el procediment estandard descrit a
I'apartat 3.6, en tenir un temps de retencié per HPLC prou diferent al dels dos acids en

estudi.

Seguidament, es van preparar cinc dissolucions d‘acid de diferent concentracié (entre
0.05 i 0.84 mg/ml), afegint a cadascuna un volum fix d'una dissolucid de concentraci
1.12 mg/ml del compost de referencia N15-20-20C, i es van analitzar per HPLC a 220 nm. A
partir de la relacid d'arees i de la relacié de les concentracions de I'acid 3-fenilpropionic
respecte el compost de referéncia, es va determinar la corresponent recta de calibracié amb

un coeficient de regressio lineal de 0.9985.

9.2.1.2. Proves d’acoblament

Es van preparar 6 xeringues de polipropileé de 2 ml de capacitat amb 0.5 ml de gel de
sefarosa. Com agents activants d'un acid carboxilic /n situ al medi de reaccid, es va utilitzar
IV, N“diisopropilcarbodiimida (DIC), degut a la solubilitat en dissolvents organics de la
corresponent urea formada durant la reaccid, amb HOBt o NHS, aixi com I'1-etil-3-(3"-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), degut a la solubilitat en dissolvents aquosos de la
corresponent urea formada. Aquests tres sistemes d’acoblament es van fer reaccionar en
medi basic amb DIEA o en medi acid a pH=4.5, amb una mescla d'H,0/dioxa (1:1) com a

dissolvent de reaccio.

Després de 12 h de reaccid, es van analitzar els filtrats de cada reaccid per HPLC,
després d'afegir el peptoide de referéncia. En les reaccions en medi basic es va recuperar
quantitativament I'acid 3-fenilpropionic, indicacid que no havia tingut lloc I'acoblament a la
matriu de sefarosa. En medi acid, els millors resultats es van obtenir amb el sistema
d’acoblament amb DIC i NHS, on es va detectar en el filtrat només un 5% de l'acid
3-fenilpropionic inicial, fet que suggeria un 95% d‘acoblament de l'acid a la matriu de

sefarosa.

169



Capitol 9

Aixi doncs, es van utilitzar aquestes condicions d’acoblament per enllacar el peptoide acid
N13-13-10COOH a la sefarosa.

9.2.2. ACOBLAMENT D'N13-13-10COOH A UNA COLUMNA DE SEFAROSA

9.2.2.1. Determinacio de la recta de calibracio

La recta de calibracié del peptoide acid N13-13-10COOH es va realitzar de forma analoga
a la recta de calibracio de I'acid 3-fenilpropionic, fent servir el mateix patrd de referéncia, el
peptoide N15-20-20C. La relacié dels percentatges d'area per HPLC i la relacié de les
corresponents concentracions dels dos peptoides va donar lloc a la recta de calibracio

seglient, amb un coeficient lineal superior a 0.999:

®/on13-13-10c00H / Yopatrs = 1.092 X Cn13-13-10c00H / Cpatrs + 0.023 (R2=0-9993)

9.2.2.2. Acoblament a la matriu de sefarosa

L'acoblament del peptoide acid N13-13-10COOH a la matriu de sefarosa es va realitzar
emprant les condicions d’acoblament determinades amb I'acid 3-fenilpropionic. En una
xeringa de 10 ml de capacitat es van afegir 2.5 ml de gel de sefarosa, els reactius
d’acoblament DIC i NHS en els dissolvents de reaccio, H,O (pH=4.5)/dioxa (1:1), i una
quantitat estequiometrica del peptoide acid en relacid als grups amino de la sefarosa.
Després de 24 h d‘agitacid, la mescla de reaccio es va filtrar i el gel es va rentar per tal de

procedir al seu emmagatzematge i conservacio.

Mitjancant la recta de calibracié del peptoide acid N13-13-10COOH es va determinar la
quantitat de peptoide no enllacat a la sefarosa present al filtrat de la reaccid i als rentats
posteriors de la matriu. Els resultats obtinguts van indicar que un 19% del peptoide acid
afegit a la reaccié no es va enllacar al gel, i que, per tant, es podia concloure que la columna
de sefarosa contenia acoblat a I'entorn d'un 80% del peptoide N13-13-10COOH.

Cal remarcar que, segons les especificacions del lot utilitzat, la carrega del gel de
sefarosa era d’entre 7 i 12 mmol grups amino/ml de gel sec, i que tots els calculs realitzats es

van dur a terme considerant una carrega mitjana de 10 mmol grups amino/ml de gel sec.
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Aquesta aproximacid podria ser una font d'error i podria haver conduit a uns resultats
lleugerament diferents respecte el veritable percentatge d’acoblament, tot i que creiem que

no van constituir errors importants a tenir en consideracio.

9.3. ACTIVITAT BIOLOGICA

Els estudis realitzats per identificar les dianes d'interacci6 del peptoide N13-13-10C
mitjancant la técnica de cromatografia d'afinitat, els va dur a terme la Dra. Claudia Cases del

Laboratori de Bioinvestigacié de Merck Farma i Quimica, S. A.

9.3.1. ACTIVITAT BIOLOGICA DEL PEPTOIDE BIOTINILAT

Primerament, es va realizar un assaig de proliferacid cel*lular amb cel'lules humanes
d’adenocarcinoma de colon de tipus HT29 amb el peptoide N13-13-10C (17), amb el
peptoide biotinilat per l'extrem C-terminal (24) i amb el peptoide biotinilat per I'extrem
Mterminal (26), per tal de comparar I'activitat inhibidora dels tres compostos (vegeu Figura
9.6).

150 -
100 + biot-N13-13-10C
A
Ag‘\‘\\\‘ o N13-13-10C-biot
50

\ N13-13-10C

Proliferaci6 cel. (%)

0 I I | ] 1
-2 -1 0 1 2 3
Concentracio v/
10% (mM) IC5,=60 mM

Figura 9.6. Determinacié de la proliferacid (%) en cél'lules HT29 tractades amb el
peptoide biotinilat per I'extrem C-terminal 24 (N13-13-10C-biot) i per I'extrem
Mterminal 26 (biot-N13-13-10C), i amb el peptoide 17 (N13-13-10C), després de
72 h.
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Es va observar com el compost més actiu continuava sent el peptoide 17 (ICso0=35 mM),
mentre que el peptoide biotinilat per I'extrem C-terminal 24 mostrava una activitat inferior
amb una ICso de 60 mM, probablement degut a I'impediment esteric provocat per la biotina i
I'espaiador sobre I'activitat del peptoide. El peptoide biotinilat per I'extrem A~terminal 26 no
va mostrar inhibicio de la proliferacio cellular, indicacié que el punt de reconeixement amb el
receptor es trobava a l'extrem Acterminal. Per aquest motiu es va decidir continuar els

assaigs de cromatografia d'afinitat Unicament amb el compost biotinilat 24.

Les columnes d’avidina enllacades a agarosa les va subministrar la casa comercial Pierce.

El assaigs de cromatografia d'afinitat s’han esquematitzat a la Figura 9.7.

A) B) Columna Columna
N13-13-10C-biot Control
Extracte
) ) ‘/ Fetge —
N13-13-10C-biot proteic i
(ratoli)
Columna
avidina
Extracte proteic
., sense biotina
Rentar Regeneracio
l 1) Rentar
2) Elucio
¢ A
PAGE
Columna Columna Retallar bandes
N13-13-10C-biot Control l
MALDI-TOF

Bases de dades

Figura 9.7. Procés seguit per a l'assaig de cromatografia d‘afinitat per acoblar el peptoide
biotinilat 24 a una columna d’avidina (A) i identificar les proteines d’'un extracte de fetge de ratoli
que queden retingudes a la columna (B). Paral*lelament es va fer una columna control de I'assaig.
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Primerament es va fer passar una dissolucié del compost biotinilat 24 per una columna
d'agarosa-avidina, i es van realitzar uns rentats per eliminar el compost que no s’havia
enllacat. Paral*lelament, es va fer passar un extracte proteic de céllules de fetge de ratoli
per una columna d’agarosa-avidina per eliminar la possible biotina present a I'extracte proteic
(vegeu Figura 9.7, A). Aquest extracte es va fer passar per la columna on hi havia
immobilitzat el peptoide, aixi com per la columna sense peptoide (control de I'assaig, vegeu
Figura 9.7, B). Després de rentar les columnes per eliminar I'extracte proteic no enllacat, es
van eluir les proteines retingudes per rentats amb unes dissolucions de biotina 2 mM, de KCI
0.5 M, de KCl 1 M i amb una dissolucié6 de pH=2.8. Amb els filtrats de cada rentat es va
realitzar un gel d’electroforesi de poliacrilamida (PAGE) i les bandes més intenses del gel es

van aillar per identificar les proteines per espectrometria de masses MALDI-TOF.

Aquest assaig d’afinitat va conduir a la identificacid d’Alfa-actinina 4, Hsp90, PDI p55 i
Ras GTPasa, com a proteines que interaccionen amb el peptoide N13-13-10C. Aquests

resultats es van voler confirmar amb el peptoide enllacat a la columna de sefarosa.

9.3.2. ACTIVITAT BIOLOGICA DEL PEPTOIDE ENLLAGAT A SEFAROSA

Ja s’ha comentat que els resultats de I'assaig de proliferacié cel*lular amb els compostos
biotinilats van mostrar que l'extrem AM-terminal del peptoide N13-13-10C era important per
I'activitat antiproliferativa. Per aquest motiu, es va decidir preparar la columna de sefarosa

Unicament amb el peptoide enllagat per I'extrem C-terminal.

Es va fer passar un extracte proteic de cél'lules de fetge i de cél*lules d’adenocarcinoma
de colon de tipus HT29 de ratoli per la columna de sefarosa amb el peptoide acoblat i per
una columna sense peptoide, com a control d'aquest assaig d'afinitat, de forma analoga a
com es va realitzar a |'assaig de cromatografia d‘afinitat amb la columna d’avidina (vegeu
Figura 9.7, B). A continuacié es van fer diferents rentats amb 0.5 M de KCl, 1 M de KCli 3 M
de KCI per eluir les proteines retingudes a la columna, i amb els filtrats de cada rentat es va
realitzar un gel d’electroforesi de poliacrilamida. Les bandes més intenses del gel de
poliacrilamida es van aillar i les proteines es van identificar per espectrometria de masses
MALDI-TOF.

En termes generals, aquest assaig d‘afinitat va conduir a la identificacié de les mateixes

proteines que s’havien identificat en la cromatografia d’afinitat amb el peptoide biotinilat:
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Alfa-actinina 4, Hsp90, PDI p55 i Ras GTPasa. Aquests resultats van validar els assaigs

realitzats de cromatografia d'afinitat, tant amb agarosa-avidina i com amb sefarosa.

Aixi doncs, els assaigs de cromatografia d'afinitat van permetre identificar proteines que
interaccionaven amb el peptoide N13-13-10C d’un extracte de cel-lules de fetge de ratoli, i
que, per tant, podien constituir dianes potencials d’aquest peptoide. En col*laboracié amb el
Laboratori de Bioinvestigacid de Merck Farma i Quimica, S. A., s’haura de determinar si la

interaccio del peptoide i les dianes és directa o indirecta a través de proteines pont.
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10. ESTUDIS DE DIMERITZACIO I CICLACIO
DELS PEPTOIDES ACIDS

Al llarg d’aquesta segona part de la memoria, s’ha comentat que el nostre interes en
obtenir peptoides acids va ser amb la finalitat d'immobilitzar el peptoide N13-13-10C pel seu
extrem C-terminal a un suport solid i poder dur a terme estudis d'interaccié amb receptors

potencials proteics que donessin informacidé de I'activitat antiproliferativa detectada.

També s’ha explicat a l'apartat 9.1.1 que quan es va dur a terme |acoblament del
peptoide acid N13-13-10COOH a la biotina amb PyBOP i DIEA, es va observar la formacid del
subproducte de dimeritzacid-ciclacié del peptoide. Basant-nos en aquest fet, es va plantejar
la possibilitat de sintetitzar dimers i dimers-ciclics de peptoides per comprovar si la
combinacid de dos peptoides amb una activitat moderada per una diana determinada
permetia obtenir una molécula amb una activitat i selectivitat més elevada per la mateixa

diana que la de cada peptoide per separat (vegeu Figura 10.1).

L'obtencid de peptoides ciclics va semblar una via interessant per augmentar I'afinitat i

selectivitat dels peptoides per determinades dianes. Aquest fet s’ha comprovat amb diferents
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exemples en el camp dels péptids i peptidomimeétics, en sintetitzar compostos ciclics que
presentaven activitats de gran interés terapéutic, com |’Apicidina A,*** les ciclosporines,*
I'Omfalotina A,**®!* lligands selectius del receptor CCK-B'®® o lligands amb alta afinitat per
als dominis Grb2 SH3.1%
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Figura 10.1. Reaccié de dimeritzacid (A) i ciclacié intramolecular (B) entre dues molécules de
peptoide amb un extrem carboxilic, amb PyBOP i DIC com agents activants. Si R'=R*, R>=R® i R*=R®
s’‘obtindrien homodimers; en cas contrari, s'obtindrien heterodimers.

Aixi doncs, es va decidir estudiar i optimitzar aquestes reaccions de dimeritzacid i de
ciclacio intramolecular. D’aquesta manera, seria possible en un futur proxim el plantejament
d’'una quimioteca de peptoides dimers i/o de peptoides dimers-ciclics per assajar davant de
les diferents dianes terapeutiques d'interés, en particular les que enclouen interaccions
proteina-proteina. En aquestes quimioteques trobariem compostos formats a partir de dues
molecules d'un mateix peptoide (homodimers) i compostos formats a partir de dues
molécules de peptoides diferents (heterodimers).
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10.1. ESTUDIS DE DIMERITZACIO I CICLACIO EN DISSOLUCIO

Es van realitzar diverses proves d’acoblament per determinar les millors condicions per a
la dimeritzacié i les millors condicions per a la ciclacié intramolecular, en dissolucid. El

peptoide acid model que es va fer servir en aquest estudi va ser I'N13-13-10COOH (21).

Primerament, es va observar que fent servir NHS i DIC o DCC, en DMF i amb Et3;N, les
reaccions de dimeritzacié i de ciclacié eren molt lentes. Després de 20 h de reaccid, encara
guedava un 38% de peptoide acid 21 sense reaccionar (control per HPLC) i es va detectar
per espectrometria de masses (CL-EM) la formacid de lintermedi d’acoblament entre el
peptoide i la carbodiimida, és a dir I'C-acilisorurea, en un 5% per HPLC, aixi com un 37% de

peptoide dimer i un 20% de peptoide dimer-ciclic (vegeu Figura 10.2).

14.460

mAU
50 A

40 7

30 A

20 A

10 7

6 8 10 12 14 16 l 18 20 2 min

l N13-13-10COOH/DIC l Ciclo[N13-13-10-13-13-10C]
N13-13-10COOH
N13-13-10-13-13-10COOH

Figura 10.2. Perfil cromatografic per HPLC de la reaccié6 de dimeritzaci6 i ciclacié del
peptoide acid N13-13-10COOH (tr=14.5 min) amb NHS i DIC. Formacidé de |'O-acilisourea
entre N13-13-10COOH i DIC (tr=16.6 min), del peptoide dimer (tr=18.9 min) i del peptoide

dimer-ciclic (tr= 21.2 min). La identificacié de cada pic es va realitzar per CL-EM,

Tot i que es va repetir la reaccié anterior a 60 °C per accelerar la velocitat de les
reaccions de dimeritzacid i de ciclacid no es van obtenir resultats satisfactoris i va quedar,

igualment, peptoide acid 21 sense reaccionar.

Contrariament, si s'utilitzava PyBOP i DIC com a reactius d'acoblament, en DMF i amb

EtsN o DIEA, les reaccions es completaven en 30 min i s‘obtenien perfils cromatografics
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d'HPLC més nets que en el cas anterior, on practicament només s'observava el producte de

dimeritzacid-ciclaci6 com a majoritari de la reaccid, en un 75% per HPLC (vegeu Figura
10.3).

21.251
mAU

400 75%
E ciclo[N13-13-10-13-13-10C]
300 4

200 4

100

12.984 15.654 17.704

12.016 13.837

6 8 10 12 14 16 18 20 22 min

Figura 10.3. Perfil cromatografic per HPLC de la reaccié de dimeritzacié-ciclacié del
peptoide acid N13-13-10COOH amb PyBOP i DIC. Formacié del peptoide homodimer-
ciclic ciclo[N13-13-10-13-13-10C] (tr=21.3 min), com a producte majoritari de la reaccio.

Es van analitzar amb més cura les condicions d’acoblament de la reaccid anterior i es va
comprovar que només amb PyBOP les reaccions transcorrien satisfactoriament, sense caldre
I'addicié de la carbodiimida, i que les reaccions requerien del medi basic, proporcionat per
EtsN o DIEA. En aquestes condicions, en cap cas no es va poder observar per HPLC la

preséncia del peptoide dimer, sind Unicament del peptoide dimer-ciclic.

Aixi doncs, es va dur a terme la reaccié de dimeritzacid-ciclacié del peptoide acid 21 en
dissolucid amb PyBOP i DIEA, en DMF. El residu resultant es va purificar per HPLC a escala
semipreparativa per obtenir el peptoide homodimer ciclo[N13-13-10-13-13-10C] (27) amb
un 14% de rendiment (vegeu Figura 10.4). El producte es va identificar pel seu espectre de
masses, obtenint el pic molecular 1087.5 (M + H)*. No obstant, no es va poder realitzar
I'assignacié dels senyals dels espectres de 'H-RMN i *C-RMN degut a que la preséncia de

diferents conformacions de I'homodimer ciclat va conduir a uns espectres molt complexos.
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o/

ciclo[N13-13-10-13-13-10C]

27 (14%)
0

Figura 10.4. Peptoide ciclo[N13-13-10-13-13-10C] resultant de
la dimeritzacid i ciclacié del peptoide acid N13-13-10COOH.

Tot i que, aparentment, el perfil de la reaccid anterior per HPLC analitic era prou net i
s‘obtenia majoritariament el producte dimer-ciclic 27, a I'hora de purificar el compost per
HPLC a escala semipreparativa es va observar un perfil cromatografic forca diferent i dificil de
purificar. Es possible que durant la reaccié tingués lloc la formacié d'altres oligomers, ciclics o
sense ciclar, en menor proporcid, els quals no es van detectar per I'HPLC en quedar
distribuits en la linia de base, perd si en purificar una mostra més concentrada. Aquesta

explicacié també podria ser la rad d’obtenir un rendiment de reaccié tan baix (rdt. 14%).

Un altre factor a tenir en compte és que l'agent d’acoblament utilitzat, PyBOP, és
probablement massa voluminds per situar-se dins de la cavitat formada per dues molécules

de peptoide (vegeu Figura 10.5) i per tant podria afavorir la formacié d‘altres oligomers.
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Figura 10.5. Estructura de
I'agent d’acoblament PyBOP.

Aixi doncs, amb el procediment de dimeritzacid i ciclacié en dissolucié amb PyBOP i DIEA

hi ha dos problemes:

U No es pot controlar la formacid del peptoide dimer perque s‘obté

Unicament peptoide dimer-ciclat.

U S'obtenen altres productes d'oligomeritzacié dificils de detectar i de

controlar.

Amb la finalitat de resoldre aquests problemes i millorar la sintesi de peptoides dimers i
de peptoides dimers-ciclics es va dur a terme un estudi de dimeritzacié en fase solida i de

ciclacio en dissolucio.

10.2. ESTUDIS DE DIMERITZACIO EN FASE SOLIDA I CICLACIO EN
DISSOLUCIO

Per dur a terme aquest estudi de dimeritzacié en fase solida i ciclacid en dissoluci6 es va
escollir com a peptoide acid model I'N37-13-15COOH. El procediment sintetic que es va

seguir es mostra a la Figura 10.6.

La sintesi del peptoide acid N37-13-15COOH es va realitzar en resina clorur de
2-clorotritil, seguint el procediment descrit a I'apartat 8.3.3. Després del tercer acoblament
d’amina, la resina es va dividir en dues parts iguals. Amb la meitat de la resina es va fer una
etapa addicional de proteccio de I'extrem A+terminal del peptoide amb el grup Fmoc, abans
de procedir a l'escissio del peptoide. Aquesta etapa de proteccié va resultar molt important
per tal que, posteriorment, s'acoblés correctament aquest peptoide acid protegit /AFmoc-37-
13-15COOH a l'altra part de la resina que contenia el peptoide N37-13-15COOH enllacat,
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utilitzant DIC com agent activant. En les proves que es van realitzar sense protegir I'extrem
Mterminal del peptoide no es va observar acoblament, tot i afegir diferents agents

d’acoblament, com ara HOBt o PyBOP.

| 0 F|<3 0 ||al
_> )J\/ )J\/ FmocOSu )K/ )J\/
NH N N
O’W cl O"”O vw/\ 0 \”/\l}l Fmoc
o] R2

DMF
l AcOH/DCM

0 F|z3 0 Flzl
N )J\/N
HO)J\/ \”/\'}l ~
0 R2

Fmoc

’,

o R3 0 Rl 0 $3 0 $1 (@] F|{2
N NH A, DIC )J\/N )J\/N )J\/N
0 R2 DMF 0 R2 o R3

1) AcOH/DCM

2) PyBOP, DIC

DMF
G@Q

-
Nohs kaNw/Q

cl cl

ciclo[N37-13-15-37-13-15C]
28 (6%)

Figura 10.6. Seqliéncia sintética seguida per obtenir peptoides dimers en fase solida i ciclacid en
dissolucio. Sintesi del peptoide N37-13-15COOH en fase solida i divisié de la resina en dues parts: una part
de la resina es protegeix amb el grup Fmoc i el peptoide protegit s'acobla a l'altra part de la resina per
obtenir el peptoide dimeritzat. Després de I'escissid de la resina té lloc I'etapa de ciclacid intramolecular en
dissolucid. R': -CH,CH,CgHq-pF, R?: -CH,CH,CeHa-pOCH3 i R?: -CH,CH,CoH3-(0,p)Cl.

Seguidament, va tenir lloc I'etapa de desproteccid dels grups Fmoc i I'escissio del dimer
acid N37-13-15-37-13-15COOH de la resina. L'etapa de ciclacié intramolecular es va dur a
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terme en dissoluci6 amb PyBOP i DIEA, de forma analoga a lapartat anterior. El residu
resultant es va purificar per HPLC a escala semipreparativa, per obtenir el peptoide
homodimer ciclo[N37-13-15-37-13-15C] (28) amb un 6% de rendiment. El producte 28 es
va identificar pel seu espectre de masses, obtenint el pic molecular 1199.4 (M + H)". No
obstant, igualment que amb I'homodimer ciclat 27, no es va poder realitzar I'assignacié dels
senyals dels espectres de 'H-RMN i '*C-RMN degut a que la preséncia de diferents

conformacions de I’homodimer ciclat va conduir a uns espectres molt complexos.

A diferencia de la dimeritzacid i ciclacid en dissolucid de l'apartat anterior, aquesta
sequiéncia sintetica permetia la formacié de dimers i, en cas de desitjar-ho, afavoria la seva
ciclacié intramolecular per obtenir majoritariament els productes dimers-ciclics, tot disminuint

la possibilitat de formacié d‘altres oligdbmers al cru de reaccid.

No obstant, la purificacié del compost final per HPLC a escala semipreparativa va resultar
complicada degut a la preséncia de diversos subproductes de reaccié. Tal i com s’ha explicat
a l'apartat 8.3.3, la sintesi en fase solida de peptoides acids amb resina clorur de 2-clorotritil
donava lloc al peptoide acid majoritariament (N37-13-15COOH) en un 80-85% per HPLC,
pero també al peptoide acid provinent de dues unitats de glicina (N37-13COOH) en un
15-20% per HPLC. En no partir d'un peptoide acid amb una puresa elevada, es van anar
formant altres subproductes d’acoblament que van donar lloc a un perfil cromatografic final
amb diversos pics importants, tot i que el pic majoritari va ser el corresponent al producte

dimer-ciclic desitjat.

Aixi doncs, optimitzar un procediment general per a la sintesi de peptoides acids en fase
solida esdevé un objectiu crucial per obtenir peptoides dimers i peptoides dimers-ciclics amb
bons rendiments de reaccid i pureses elevades. Aquest inconvenient ens va fer ajornar el
plantejament del disseny i la sintesi d'una quimioteca de peptoides dimers i d'una quimioteca
de peptoides dimers-ciclics fins que s’hagi pogut aconseguir I'optimitzacié de la sintesi de

peptoides acids en fase solida amb pureses superiors al 90-95% per HPLC.

Tot i aixi, 'existencia de diferents compostos dimers o compostos dimers-ciclics en una
mateixa mostra podria resultar interessant per un primer cribratge en la recerca de noves
molécules moduladores d'interaccions proteina-proteina, on la dimensié dels lligands pot ser

un factor crucial per a la interaccié amb la diana.
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11. PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS

11.1. CONSIDERACIONS GENERALS

Les reaccions quimiques, instrumentacid i reactius referides a la Part II es van realitzar

tenint en compte les consideracions generals descrites en I'apartat 6.1

Les resines emprades per a la sintesi de peptoides acids van ser clorur de 2-clorotritil,
clorur de tritil i Wang tricloroacetimidat, formades per un polimer de poliestire reticulat amb
un 1% de divinilbenze, i TentaGel, formada per un polimer de poliestire i polietilenglicol. En

tots els casos es van deixar en un dessecador tota una nit abans d’utilitzar-les.

El gel de EAH sefarosa 4B estava format per una unié covalent d’1,6-diaminohexa a la
sefarosa 4B. Es presentava en un 20% d’etanol i contenia una carrega de 7-12 mmol grups

amino/ml gel sec. Va ser subministrat per Amersham Biosciences.

El DCM, la DMF i el dioxa utilitzats en la sintesi de peptoides acids i dels productes

biotinilitzats van ser destil*lats sobre CaHs.
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Les analisis per HPLC per determinar I'evolucié de les reaccions amb la biotina es van
realitzar amb una columna de fase inversa de tipus Kromasil 100 de 5 mm (25 x 0.46 cm) de
Scharlau. Eluents: tampé fosfat 100 mM (pH=6.0) i MeOH; gradient: 7 min a 10% de MeOH,
de 10% a 40% en 8 min, de 40% a 60% en 10 min, de 60% a 100% en 5 mini 1 min a
100% de MeOH.

Els espectres d'IR en fase solida es van enregistrar en un aparell Bomen Michelson Series

MB120 i les absorcions s'indiquen en cm™.

11.1.1.CONTROLS QUALITATIUS EN FASE SOLIDA. TEST DE NINHIDRINA

Els controls qualitatius en fase solida es van realitzar de la forma habitual amb els tests
del cloranil i del TNBS. La introduccié del “safety-catch linker" es va seguir amb el test de

ninhidrina:

en un microtub es van disposar 1-3 mg de resina i s’hi van afegir dues gotes d’'una
dissolucid A, dues gotes d'una dissoluciéd B i dues gotes d'una dissolucié C. El tub es va
escalfar a 120 °C durant 4 min. Un color blau intens de la resina indica la presencia d'amines
primaries lligades a la resina, una tonalitat verda o blava indica la preséncia d’amines

secundaries, i en altre cas la resina queda incolora.

1 Solucid A: 40 mg de fenol en 10 ml d’etanol.
1 Solucié B: 2 ml d'una dissolucié aquosa de KCN 1 mM en 98 ml de piridina.

1 Solucié C: 2.5 g de ninhidrina en 50 ml d’etanol.

11.2. OBTENCIO DE PEPTOIDES ACIDS
11.2.1.HIDROLISI DE PEPTOIDES

11.2.1.1. Prova d’hidrolisi del peptoide N10-15-15C en medi acid

125
L.,

Seguint el procediment experimental descrit per Ladenheim i co a una dissolucié de

10 mg (0.02 mmol) d’'N10-15-15C"""" en 1 ml d’una mescla d’H,SOs 1 M/ACN (20:1) es van

™ La sintesi del peptoide N10-15-15C es va fer seguint el procediment descrit a 'apartat 6.3. Per aquestes
proves el residu final no es va purificar per HPLC a escala semipreparativa.
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afegir 28 mg (0.41 mmol, 20 eq.) de NaNO,. La mescla de reaccid es va refredar a 0 °C en
un bany de gel i es va mantenir en agitacié durant 1 h. Passat aquest temps es va fer una
segona addicid de NaNO,. Després de 2 h de reaccid, es va analitzar una aliquota del cru per
HPLC (vegeu condicions d‘analisi de peptoides de l'apartat 6.1), on es va observar la
desaparicio del peptoide (t.= 16.8 min) i I'aparicid de dos nous pics (t= 1.6 i 3.8 min). No
obstant, les analisis per espectrometria de masses d’aquest cru de reaccid no van mostrar la

presencia del peptoide acid.

També es va realitzar una prova analoga a I'anterior perd en 10% d'H,SO4, sense afegir
NaNO,, i mantenint la mescla en ebullicié durant 2 h. En cap cas no es va poder determinar

per espectrometria de masses el peptoide acid.

11.2.1.2. Proves d’hidrolisi del peptoide N10-15-15C en medi basic

A una dissolucié de 10 mg (0.02 mmol) d’'N10-15-15C en 0.5 ml de MeOH es va afegir
1 ml d’una dissolucié de NaOH al 10%. La mescla de reaccid es va escalfar a 90 °C i es va
mantenir en agitacid durant 2 h. Passat aquest temps, es va analitzar una aliquota del cru
per HPLC, on es va observar la desaparicid del peptoide (t.= 16.8 min) i I'aparicidé de 3 nous
pics (t.= 9.3, 13.4 i 17.8 min). Les analisis per CL-EM van mostrar la presencia del peptoide
acid (t.=17.8 min), aixi com dels productes resultants de la hidrolisi d’'una de les amides
N,N=disubstituida del peptoide, I'N10-15COOH i [I'N15COOH (t=13.4 i 9.3 min,

respectivament).

Per minimitzar aquestes hidrolisis no desitjades es va variar la concentracid de la
dissolucié de NaOH (5, 10 i 15%), aixi com la temperatura de reacci6 (t.a., 50, 65 i 80 °C), i
es van fer controls per HPLC a diferents temps de reaccié (entre 5 min i 3 h). Igualment, es
van realitzar diverses proves utilitzant radiacid6 de microones. En cap cas no es va poder

obtenir el peptoide acid amb una puresa superior al 75% per HPLC.

[ NM-(2-Feniletil)glicil]-[ /-(2-(2',4'-diclorofenil)etil)glicil]- [ 2-(2',4'-diclorofenil)etil]glicina
(N10-15-15COOH)

CL-EM: 637.8, 639.8, 641.8, 643.8 (M + H, Cly)"

[ N-(2-Feniletil)glicil]-V-[2-(2’,4'-diclorofenil)etil]glicina

(N10-15COOH)

CL-EM: 408.9, 410.9, 412.9 (M + H, Cl,)*
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N-[2-(2',4'-Diclorofenil)etil]glicina
(N15COOH)
CL-EM: 247.9, 249.9, 251.9 (M+ H, Cl,)"

11.2.1.3. Proves d'hidrolisi del peptoide N10-15-15C en fase solida. Disseny
d’experiments

El procediment experimental emprat per al disseny d’experiments on es van estudiar els
factors de % de TFA, % d'H,0, T i t va utilitzar els valors per cada nivell que s’han mostrat
a la Taula 8.1 de I'apartat 8.2.3.1.

Per aquest estudi es van fer servir tubs d’assaig de vidre de 100 ml amb tap roscat
acoblables al Carousel de Radleys, en els quals es van afegir 10 mg del peptoide N10-15-15C
unit a resina de poliestire AM RAM (per la sintesi del peptoide vegeu apartat 6.3) a 1 ml de
DCM i els valors determinats de % de TFA i % d'H;0, a una T i durant un t determinats
mostrats a la Taula 8.2 de I'apartat 8.2.3.3. Passat el temps de reaccid, cada residu es va
filtrar a través d’'una xeringa de 3 ml de polipropile amb placa porosa de polietile i el
dissolvent es va evaporar a pressid reduida. Els residus finals es van analitzar per HPLC
(detecciéd a 220 nm), perd en cap cas no es va observar el peptoide acid desitjat N10-15-
15COOH.

11.2.1.4. Hidrolisi de peptoides amb resina Amberlyst-15.2 Disseny
d’experiments

11.2.1.4.1. Procediment experimental del disseny dexperiments amb el peptoide N10-15-
15C

El procediment experimental emprat per al disseny d’experiments on es van estudiar els
factors eq. de resina Amberlyst-15, T, t i % d'H,0 va utilitzar els valors per a cada nivell

que s’han mostrat a la Taula 8.3 de I'apartat 8.2.4.1.

Per aquest estudi es van fer servir tubs d‘assaig de vidre de 100 ml amb tap roscat
acoblables al Carousel de Radleys, en els quals es van afegir 5 mg (7.8 mmol) del peptoide

N10-15-15C dissolts en 1 ml de dioxa i seguidament es van afegir els valors de % d'H,0 i
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d’eq. de resina Amberlyst-15 (4.7 meq./g), tot mantenint la mescla de reaccié en agitacio
als valors de T i durant un t que s’han mostrat a la Taula 8.4 de I'apartat 8.2.4.3. Passat el
temps de reaccid, cada cru es va filtrar a través d’'una xeringa de 3 ml de polipropilé amb
placa porosa de polietile, i el dissolvent es va evaporar a pressio reduida. Els crus resultants
es van analitzar per HPLC (deteccié a 220 nm), per obtenir els percentatges de peptoide i de
peptoide acid mostrats a la Taula 8.4 de I'apartat 8.2.4.3. En els experiments 4 i 16 es van

obtenir valors de conversié superiors al 90% de peptoide acid.

11.2.1.4.2. Procediment general per a la hidrolisi de peptoides catalitzada per la resina
Amberlyst-15.

A una dissolucié de 8 mmol de peptoide en 1 ml de dioxa (amb un 4% d'H,0) es van
afegir 50 mg (4.7 meq./g, 30 eq.) de resina Amberlyst-15, rentada préviament amb MeOH.
La mescla de reaccid es va escalfar a 90 °C i es va mantenir en agitacié durant 2 h. Passat
aquest temps, el cru de reaccié es va analitzar per HPLC per comprovar la desaparicié del
peptoide. Seguidament, aquest residu es va filtrar en una xeringa de 3 ml de polipropile amb
placa porosa de polietile, i la resina es va rentar amb dioxa (amb un 10% de EtsN) per
recuperar el peptoide acid. Els filtrats es van ajuntar i evaporar a pressid reduida, per obtenir

entre 4-4.5 mg d’un oli groguenc amb pureses al voltant del 90% per HPLC.

Els perfils cromatografics d’'HPLC dels crus de reaccié d'alguns dels peptoides que es van

hidrolitzar s’han mostrat a la Figura 8.6 de I'apartat 8.2.4.5.

[ M-(2-(4'-Metoxifenil)etil)glicil]-[ A-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]- A-(2-feniletil)glicina
(N13-13-10COOH) (21)

CL-EM: 562.5 (M + H)*

[ M-(2-Feniletil)glicil]-[ A-(3,3-difenilpropil)glicil]- /-(3,3-difenilpropil)glicina
(N10-20-20COOH)

CL-EM: 682.4 (M + H)*

[M-(2-(4'-Metoxifenil)etil)glicil]-[ A-(2-(2',4"-diclorofenil)etil)glicil]- -(3,3-
difenilpropil)glicina

(N13-15-20COOH)

CL-EM: 690.2, 692.2, 694.2 (M + H, Cl,)*
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[ NM-(Isopentil)glicil]-[ /-(3,3-difenilpropil)glicil]- /-[ 2-(2',4'-diclorofenil)etil]glicina
(N4-20-15COOH)

CL-EM: 626.3, 628.3, 630.3 (M + H, Cl,)"
[M-(3-(1'-Imidazolil)propil)glicil]-[ A-(ciclopropil)glicil]- A-(3,3-difenilpropil)glicina
(N12-1-20COOH)

CL-EM: 532.3 (M + H)*

[ M-(2-(4'-Fluorofenil)etil)glicil]-[ /-(2-(2',4'-diclorofenil)etil)glicil]- V[ 2-(2',4'-
diclorofenil)etil]glicina

(N37-15-15COO0H)

CL-EM: 656.1, 658.1, 660.1, 662.1 (M + H, Cls)*

11.2.2.SINTESI DE PEPTOIDES ACIDS EN FASE SOLIDA
11.2.2.1. Amb resina clorur de 2-clorotritil

11.2.2.1.1. Procediment general

En una xeringa de 10 ml que contenia 525 mg (1.49 mmol/g, 0.78 mmol) de resina de
poliestire clorur de 2-clorotriti es van addicionar 5 ml de DCM per tal d'inflar-la.

Seguidament, el dissolvent es va eliminar per filtracid i es va procedir a I'acilacio.

Acilacio: sobre la resina inflada amb DCM, es va afegir una dissolucid de 369 mg
(3.9 mmol, 5 eq.) d'acid cloroacétic en 5 ml de DCM. Seguidament s’hi van afegir 680 ml de
DIEA (3.9 mmol, 5 eq.) i la mescla es va agitar mecanicament durant 5 min, a t.a. i a
200 rpm. Passat aquest temps, es va fer una segona addicié de 340 ml de DIEA (2.0 mmol,
2.5 eq.) i la mescla es va agitar durant 40 min més. Transcorregut aquest temps, s’hi van
afegir 400 ml de MeOH i la mescla es va agitar durant 15 min més. Després d’eliminar I'excés
de reactius, es va repetir el procés. Finalment, la resina es va rentar amb DCM (3 x 5 ml),
iPrOH (3 x 5 ml) i DMF (3 x 5 ml).

Acoblament damina: a una suspensio de la resina acilada en 5 ml de DMF es van afegir
3.9 mmol (5 eq.) d’amina primaria i 680 ml (3.9 mmol, 5 eq.) de DIEA. La mescla es va agitar
durant 3 h a t.a. i a 200 rpm. Transcorregut aquest temps, s’hi van afegir 400 ml de MeOH i

la mescla es va agitar durant 15 min més. Després d’eliminar I'excés de reactius, es va
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repetir I'operacid. En acabar, la resina es va rentar amb DMF (3 x 5 ml), iPrOH (3 x 5 ml) i
DCM (3 x 5 ml). La presencia d'una amina secundaria es va confirmar mitjancant el test del

cloranil (color blau).

Segona acilacio: sobre la resina es va afegir una dissolucié de 370 mg (3.9 mmol, 5 eq.)
d’acid cloroacétic en 5 ml d'una mescla DCM/DMF (2:1). Seguidament es van afegir 610 ml
(3.9 mmol, 5 eq.) de DIC i la mescla es va agitar mecanicament durant 45 min, a t.a. i a
200 rpm. Després d’eliminar I'excés de reactius, es va repetir el procés. Finalment, la resina
es va rentar amb DCM (3 x 5 ml), iPrOH (3 x 5 ml) i DMF (3 x 5 ml). La desaparicié de

I'amina primaria es va confirmar amb el test del cloranil (incolor).
La segona aminacio es va dur a terme de forma analoga a la primera.
La tercera acilacio es va realitzar d’igual forma que la segona acilacio.
La tercera aminacio es va dur a terme de forma analoga a les descrites anteriorment.

Escissio de la resina: després d'assecar la resina, es va transferir a un tub de vidre de
10 ml roscat amb un septum de tefl6 resistent a I'acid. Seguidament s’hi van afegir 5 ml d’un
coctel d’escissié format per DCM/AcOH (4:1), tornant-se la resina de color granatds. La
mescla es va deixar agitant durant 30 min a t.a. A continuacio la mescla es va filtrar en la
mateixa xeringa en qué s’havia fet la sintesi i el filtrat es va recollir en un matras de 25 ml.
La resina es va tornar a posar al tub i es va repetir I'operacid. Els filtrats de les dues fraccions
es van ajuntar i els dissolvents es van eliminar a pressio reduida. Les traces d'aigua i d’acid
es van eliminar realitzant rentats amb ACN (3 x 5 ml), els quals es van eliminar igualment a
pressio reduida. Finalment, I'oli groguenc residual es va redissoldre en una mescla d'H,O/ACN
i es va liofilitzar, per obtenir uns 450-550 mg de residu, amb pureses generalment a I'entorn
del 75-80% per HPLC.

Un alternativa a aquest procediment experimental per obtenir pureses de |'entorn del
85% per HPLC va consistir en substituir I'acid cloroacetic emprat en les etapes d'acilacié pel
clorur de cloroacetil (3.9 mmol, 5 eq.), el qual es va afegir sobre la resina préviament

acondicionada amb DBU (3.9 mmol, 5 eq.).

La purificacié del peptoide acid N13-13-10COOH es va dur a terme per HPLC a escala
semipreparativa, per obtenir 100 mg del peptoide 21 amb una puresa superior al 98% per
HPLC (rdt. global 23%). Eluents: H,O amb 0.1% de TFA i ACN amb 0.07% de TFA; gradient:
15 min a 5% d'ACN, de 5% a 80% en 60 min, de 80% a 100% en 10 min i 10 min a 100%
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d’ACN; flux 5 ml/min. Les assignacions dels senyals dels espectres de H-RMN i *C-RMN
d’aquest compost es van confirmar pels experiments gDQCOSY i gHSQC. La presencia de
diferents conformacions va conduir a uns espectres molt complexos, motiu pel qual només

s’han assignat els senyals del conformer majoritari.

[N-(2-(4'-Metoxifenil)etil)glicil]-[ /-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]- /-(2-feniletil)glicina
(N13-13-10COOH) (21)

'H-RMN (500 MHz, CD;0OD): 7.34-7.09 (ac, 9H, Ha,), 6.90-6.83 (ac, 4H, Ha), 4.24-3.80 (ac, 6H, 3 x
COCH,), 3.75-3.74 (s, 6H, 2 x CHs0), 3.66-3.42 (ac, 2H, NCH,CH,),
3.32 (ac, 2H, NCH,CH,), 3.20-3.00 (ac, 2H, NCH,CH,), 2.96-2.58 (ac,
6H, 3x NCH2C_H2).

13C_RMN (125 MHz, CD30D): 172.3 (COOH), 170.2 (CO), 167.5 (CO), 160.2 (2 x Ca), 139.9 (Car),
131.9 (2 x Ca), 131.3 (2 x CHa,), 130.8 (4 x CHa,), 130.5 (2 X CHa),
129.9 (CHa,), 115.4 (4 x CHa,), 55.7 (2 X CH30), 51.4 (NCH,CH,), 51.2
(NCH,CH,), 50.1 (NCH,CH,), 49.1 (COCH,N), 48.8 (COCH,N), 47.8
(COCH,N), 35.4 (NCH,CH>), 33.6 (NCH,CH.), 32.3 (NCH,CH.,).

EMAR per C3;H,0N306: Calculada: 562.2839 (M + H)*
Determinada : 562.2915

11.2.2.1.2. Proves d’escissio de /a resina

En 7 tubs de vidre de 10 ml roscats amb séptums de tefld resistents a I'acid, es van
afegir 30 mg de peptoide N37-13-15COOH unit a resina clorur de 2-clorotritil (sintetitzat
segons el procediment descrit a I'apartat 11.2.2.1.1) i 500 ml d’un coctel d’escissié format per
TFA/DCM (50:50, 20:80, 10:90, 5:95 o 2.5:97.5), AcOH/DCM (1:1) o H,O/DCM (1:1). Les
mescles es van deixar agitant durant 30 min a t.a. A continuacio els dissolvents es van filtrar

i evaporar a pressio reduida.

Els residus obtinguts es van redissoldre en 1 ml d’ACN, i es van preparar noves
dissolucions a partir de 10 ml de les dissolucions anteriors, 50 ml del peptoide N15-20-20C
d’'una concentracidé 1.2 mg/ml, el qual va actuar com a referéncia, i 140 ml d’ACN. L'analisi
d’'aquestes dissolucions per HPLC a 220 nm van mostrar perfils identics en totes elles,
exceptuant el residu provinent del coctel d’escissio6 amb H,O/DCM (1:1), on només es va

observar el peptoide de referencia.
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11.2.2.2. Amb resina clorur de tritil. Intent de sintesi del peptoide N37-13-
15COOH

En una xeringa de 10 ml que contenia 300 mg (1.40 mmol/g, 0.42 mmol) de resina de
poliestireé clorur de tritil es van dur a terme les etapes d‘acilacions i aminacions seguint el
procediment descrit a I'apartat 11.2.2.1.1. En la primera aminacid es van afegir 315 ml
d’A15, en la segona aminacié 305 ml d’A13 i en la tercera aminacio 275 ml d’/A37. El test del
cloranil no va donar positiu després de la segona i tercera aminacions (incolor). Després de
I'escissio final, I'analisi del residu per HPLC i EM va mostrar només un 5% del peptoide acid i

un 85% d’un pic, la massa del qual no es va poder atribuir a cap estructura.

11.2.2.3. Amb resina Wang tricloroacetimidat. Intents de sintesi del peptoide
N37-13-15COOH

En una xeringa de 5 ml que contenia 200 mg (0.66 mmol/g, 0.13 mmol) de resina de
poliestiré Wang tricloroacetimidat es van afegir 3 ml de DCM per tal d'inflar-la. Seguidament,

el dissolvent es va eliminar per filtracio i es va procedir a I'acilacio.

Acilacio: sobre la resina inflada amb DCM, es va afegir una dissolucié de 92 mg
(0.66 mmol, 5 eq.) dacid bromoacetic en 3 ml de DCM i la mescla es va agitar
mecanicament durant 30 min, a t.a. i a 200 rpm. Després d’eliminar I'excés de reactius, es va
repetir el procés. Finalment, la resina es va rentar amb DCM (3 x 5 ml), iPrOH (3 x 5 ml) i
DMF (3 x 5 ml). La desaparicio del grup tricloroacetimidat de la resina i la preséncia del grup
carbonil del grup acil es van controlar mitjancant espectroscopia d'infraroig: desaparicié de
les bandes d’absorcié caracteristiques de tensi6 N-H (3333 cm) i de tensi6 C=N

(1663 cm™), i I'aparicié de la banda d’absorcié caracteristica de tensié C=0 (1742 cm™).

Acoblament damina: a una suspensio de la resina acilada en 3 ml de DMF es van afegir
100 ml (0.66 mmol, 5 eq.) d’/A15 i 115 ml (0.66 mmol, 5 eq.) de EtsN. La mescla de reaccio
es va agitar mecanicament durant 3 h a t.a. i a 200 rpm. Després d'eliminar I'excés de
reactius es va repetir I'operacid. En acabar, es va rentar la resina amb DMF (3 x 5 ml), iPrOH
(3x5ml)i DCM (3 x 5 ml). El test del cloranil no va ser determinant per poder confirmar la
preséncia d'una amina secundaria (color verdds). Per aquest motiu es va tallar una petita
part de la resina amb un coctel d'escissié format per TFA/DCM/H,0 (60:40:2). L'analisi del

producte d'escissié d'aquesta mostra per HPLC i EM va confirmar I'acoblament de I'A15.
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Segona acilacio: es va realitzar de forma analoga a la primera acilacio, pero afegint
105 ml de DIC.

Segona aminacio: es va dur a terme com la primera aminacié (95 ml d’/A13, 0.66 mmol,
5eq.). No obstant, el test del cloranil va resultar negatiu per la presencia d’amines
secundaries (incolor), i I'analisi d’'una petita part de la resina per HPLC i EM no va poder
confirmar el segon acoblament en no trobar I'EM esperat. Es va decidir no continuar la sintesi

del peptoide acid per aquest procediment.

Diversos intents de sintesi fent servir amb acid cloroacétic en comptes d’acid bromoacetic

en les etapes d'acilacié van conduir a resultats igualment negatius.

11.2.2.4. Amb resina TentaGel. Intent de sintesi del peptoide N37-13-15COOH

En una xeringa de 5 ml que contenia 200 mg (0.43 mmol/g, 0.09 mmol) de resina de
polietilenglicol TentaGel MB PHB es van dur a terme les diferents etapes d’acilacions i
aminacions seguint els procediments descrits a l'apartat 11.2.2.3, exceptuant que el
dissolvent de totes les reaccions va ser la DMF i que a la primera acilacié es van afegir també
67 ml (0.43 mmol, 5 eq.) de DICi 11 mg (0.09 mmol, 1 eq.) de DMAP. Igualment, després de
la segona aminacio, els resultats d'HPLC i EM no van mostrar el producte esperat, motiu pel

qual no es va continuar la sintesi.

11.2.2.5. Utilitzant l'estrategia “safety-catch linker". Intent de sintesi del
peptoide N37-13-15COOH

Es van preparar diverses xeringues de 5 ml amb 100 mg (0.79 mmol/g, 0.08 mmol) de
resina de poliestire AM RAM. Després d'inflar la resina amb 2 ml de DMF i de filtrar el

dissolvent, es va procedir a la desproteccié del grup Fmoc.

Desproteccio. es va afegir una solucié de 2 ml de piperidina al 20% (v/v) en DMF a la
resina i la mescla es va deixar reaccionant durant 30 min. Després d’eliminar el dissolvent
per filtracio, es va repetir l'operacid. A continuacio es van realitzar els rentats de la resina
amb DMF (3 x 3 ml), iPrOH (3 x 3 ml) i DCM (3 x 3 ml). La desproteccié de la resina va ser

comprovada mitjancant de test del TNBS, el qual va donar positiu (color vermell).
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Introduccio del "safety-catch linker”: sobre la resina desprotegida i inflada amb DCM, es
va afegir una dissolucié de 79 mg (0.40 mmol, 5 eq.) d’acid 4-sulfamoilbenzoic en 1 ml de
DMF i una dissolucié de 54 mg (0.40 mmol, 5 eq.) d'HOBt en 1 ml de DMF. Seguidament es
van afegir 65 ml (0.40 mmol, 5 eq.) de DIC i la mescla es va agitar mecanicament durant
30 min, a t.a. i a 200 rpm. Després d’eliminar I'excés de reactius, es va repetir el procés.
Finalment, la resina es va rentar amb DMF (3 x 3 ml), iPrOH (3 x 3 ml) i DCM (3 x 3 ml). La
reaccid es va seguir amb el test de ninhidrina, el qual va donar positiu (incolor). Una petita
part de la resina es va tallar amb un coctel d’escissio format per TFA/DCM/H,0 (60:40:2).

L'analisi d’aquesta mostra per HPLC i EM va confirmar la introduccié de I'espaiador.

Acilacio.: sobre la resina desprotegida i inflada amb DCM, es va intentar introduir la
primera unitat d‘acil utilitzant les diverses condicions de reaccid que es mostren a
continuacid. Si no s'especifica el contrari, es van afegir 5 eq. de tots els reactius. En tots els
casos la mescla es va agitar mecanicament a 200 rpm, i després d’eliminar I'excés de reactius
per filtracid, el procés es va repetir. Finalment, la resina es va rentar amb DCM (3 x 5 ml),
iPrOH (3 x 5 ml) i DMF (3 x 5 ml). Una petita part de la resina es va tallar amb el coctel
d’escissio format per TFA/DCM/H,0 (60:40:2) i es va analitzar per HPLC i EM.

clorur de cloroacetil i EtsN en DMF, 2 h

clorur de cloroacetil (10 eq.) i EtsN (10 eq.) en DMF, 2 h

acid cloroacetic, DIC i HOBt en DMF, 2 h

acid bromoacetic, DIC i HOBt en DMF, 2 h

clorur de cloroacetil i EtzN en DMF, 70 °C, 2 h

clorur de cloroacetil i EtsN en DMF, 70 °C, 12 h

clorur de cloroacetil i Et;N en DMF, radiacié de microones (5 cicles de 20 min a 350 W)

acid cloroacetic, PyBOP i DIEA en DCM a -20 °C

clorur de cloroacetil i DIEA en DCM a -20 °C

anhidrid cloroacetic, DMAP (1 eq.) i DIEA en DMF, 2 h

anhidrid cloroacétic (20 eq.), DMAP i DIEA (20 eq.) en DMF, 2 h

anhidrid cloroacetic (20 eq.), DMAP i DIEA (20 eq.) en DMF, 60°C, 2 h
. anhidrid cloroacetic (20 eqg.) i DMAP en DMF, 2 h

anhidrid cloroacétic, DMAP (1 eq.) i DBU (10 eq.) en DMF, 2 h

anhidrid cloroacetic (20 eq.), DMAP i DBU (20 eq.) en DMF, 2 h

anhidrid bromoaceétic (10 eq.), DMAP (1 eq.) i DIEA (10 eq.) en DMF, 2 h

Se ™0 a0 g o

- F

T o 3 3

Després de l'analisi per HPLC dels crus de reaccid de les mescles, es van obtenir els

millors resultats en els casos i, j, 1 i n, amb un 70-85% de producte acilat. En no ser possible
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millorar aquesta conversio, es va decidir no continuar la sintesi del peptoide acid per aquest

procediment.

11.3. ACOBLAMENT D'UN PEPTOIDE A BIOTINA

11.3.1. OBTENCIO DEL PEPTOIDE ACID N13-13-10COOH BIOTINILAT PER
L'EXTREM C-TERMINAL

11.3.1.1. Sintesi del biotinilat d’ Asuccinimidil (22)

Seguint el procediment experimental descrit per Wilchek i col.,’**%” es van afegir 130 mg
(1.12 mmol, 1.1 eq.) de NHS i 230 mg (1.12 mmol, 1.1 eq.) de DCC a una dissolucié de
250 mg (1.02 mmol) de biotina en 3 ml de DMF. La mescla de reaccié es va mantenir en
agitacio a t.a. durant 12 h. Passat aquest temps, la urea es va filtrar i el dissolvent es va
evaporar a pressio reduida. El residu obtingut es va rentar amb Et,O (3 x 10 ml) i iPrOH (3 x
10 ml), i es va recristal*litzar d'iPrOH. Es van obtenir 252 mg d’un solid blanc (rdt. 71%).

Biotinilat d’A-succinimidil (22)°®
Pf: 209-211 °C (lit. 212-214 oC)*®®

'H-RMN (300 MHz, dimetilsulfoxid-ds): 6.30 (s, 1H, NHCONH), 6.27 (s, 1H, NHCONH), 4.30 (t, J=7.5
Hz, 1H, CHCHS), 4.15 (ac, 1H, CHCH,S), 3.10 (ac, 1H, CHCHS), 2.83
(ac, 5H, 1H (CHa,S) + 4H (2 x COCH,CH,CO)), 2.61 (ac, 3H, 1H
(CHapS) + 2H (CH,C00)), 1.69-1.40 (ac, 6H, 2H (CH,CH,CH,CH,COO)
+ 2H (CH,CH,CH,CH,COO) + 2H (CH,CH,CH,CH,COO0)).

13C-RMN (75 MHz, dimetilsulfoxid-dg): 170.0 (2 x CO), 168.7 (CO0), 162.5 (CO), 60.9 (CHCHS), 59.1
(CHCH,S), 55.0 (CHCHS), 39.7 (CHCH,S), 29.9 (CH,COO), 27.7
(CHCH,CH,), 27.4 (CHCH,CH,), 25.3 (2 x COCH,CH,CO), 24.1
(CH,CH,COO0).

CL-EM: 342.2 (M + H)*

11.3.1.2. Acoblament de l'espaiador 1,6-hexandiamina a la biotina

Una dissolucié de 100 mg (0.29 mmol) de I'ester actiu 22 en 1 ml de DMF es va afegir en
aliqguotes de 100 ml cada 10 min sobre una dissolucié de 340 mg (2.93 mmol, 10 eq.)
d'1,6-hexandiamina en 1 ml d'una mescla DMF:MeOH (1:1), tot mantenint la mescla de
reaccid en agitacio i a t.a. Després de 30 min des de I'Ultima addicio, es va fer un control per

CL-EM on es va confirmar la desaparici6 del compost 22 i |'aparicié dels productes
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d'acoblament monobiotinilat i bisbiotinilat (90 i 10% respectivament per HPLC).

Seguidament, els dissolvents es van evaporar a pressio reduida.

Al cru de reaccid resultant es van fer uns rentats amb H,O (3 x 3 ml) i una
microdestil-lacié per eliminar I'excés de I'1,6-hexandiamina. Per separar el subproducte
bisbiotinilat es va realitzar una purificacié per cromatografia en columna de fase inversa C18
eluint primerament amb una mescla d'H,0/MeOH (95:5), seguidament amb H,O/MeOH (1:1)
i finalment amb MeOH. Es van ajuntar les fraccions que contenien només el producte
biotinilat 23 i es van evaporar a pressid reduida, per obtenir 65 mg d'un solid blanc amb una
puresa del 94% per HPLC (rdt. 65%).

N-(6-Aminohexil)biotinamida (23)'®*
Pf: 173-176 °C (lit. 179-182 oC)!®?

'H-RMN (300 MHz, dimetilsulfoxid-de): 7.62 (sa, 1H, CONHCH,), 6.32 (s, 1H, HNCONH), 6.27 (s, 1H,
HNCONH), 4.30 (dd, J=7.8, 5.1 Hz, 1H, CHCHS), 4.13 (ac, 1H,
CHCH,S), 3.17-2.97 (ac, 3H, 1H (CHCHS) + 2H (CONHCH,)), 2.81 (dd,
J=12.6, 5.4 Hz, 1H, CH,+S), 2.57 (d, J=12.6 Hz, 1H, CH,}S), 2.52 (m,
2H, CH,NH,), 2.04 (t, J=7.5 Hz, 2H, CH,CONH), 1.65-1.23 (ac, 14H, 8H
(CONHCH,CH,CH,CH,CH,) + 6H (CHCH,CH,CH,CH,CONH)).

13C.RMN (75 MHz, dimetilsulfoxid-de): 171.6 (CONH), 162.0 (HNCONH), 60.9 (CHCHS), 59.1
(CHCH,S), 55.2 (CHCHS), 39.6 (CH,NH,), 38.2 (CH,S), 35.1
(CONHCH,), 29.0 (CH,), 28.0 (CH,), 27.9 (CH,), 26.2 (CH,), 26.0 (2 x
CH,), 25.2 (CH,).

CL-EM: 343.2 (M + H)*

11.3.1.3. Acoblament d’'N13-13-10COOH a N-(6-aminohexil)biotinamida

A una dissolucié de 50 mg (0.09 mmol) de peptoide acid N13-13-10COOH (21) (apartat
11.2.2.1.1) en 3 ml de DMF, es van afegir 46 mg (0.13 mmol, 1.5 eq.) del compost 23 i
16 mg (0.13 mmol, 1.5 eq.) de NHS. Seguidament s’hi van afegir 21 ml de DIC (0.13 mmol,
1.5 eq.) i 37 ml (0.18 mmol, 2 eq.) d’EtsN. La mescla de reaccid es va mantenir en agitacio a
50 O°C durant 7 h. Passat aquest temps, es va realitzar un control per HPLC, on es va
observar la desaparicié del peptoide acid i I'aparicié d’un nou pic majoritari. El dissolvent es
va evaporar a pressio reduida i el cru de reaccid resultant es va purificar per HPLC a escala
semipreparativa. Eluents: H,0 amb 0.1% de TFA i ACN amb 0.07% de TFA; gradient: 5 min a
15% d'ACN, de 15% a 75% en 80 min, de 75% a 100% en 10 min i 10 min a 100% d’ACN;
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flux 5 ml/min. Es van obtenir 20 mg de la glicinamida 24 (rdt. 25%) amb una puresa del
98% per HPLC.

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

del conformer majoritari.

[NV-(6-(Biotinamido)hexil]-[ N-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]-[ N-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]-
N*=-(2-feniletil)glicinamida (24)

1H-RMN (500 MHz, dimetilsulfoxid-de): 7.77-7.65 (ac, 2H, 2 x CONH), 7.34-7.10 (ac, 9H, Ha), 6.91-
6.84 (ac, 4H, Hy), 6.35 (da, 2H, 2 x HNCONH), 4.31-3.82 (ac, 10, 1H
(CHCH,S) + 1H (CHCHS) + 6H (3 x COCH,N) + 2H (CH,NHCOCH,N)),
3.71 (s, 6H, 2 x CH;0), 3.50-3.30 (ac, 6H, 3 x NCH,CH,), 3.10-2.98 (ac,
5H, 1H (CHCHS) + 4H (2 x CONHCH,)), 2.89-2.54 (ac, 8H, 1H (CH,S)
+ 1H (CH,S) + 6H (3 x NCH,CH)), 2.04 (t, J=7.5 Hz, 2H, CH,CONH),
168-1.19 (ac, 14H, 8H (CONHCH,CH,CH.CH,CH,) +  6H
(CHCH,CH,CH,CH,CONH)).

13C-RMN (125 MHz, dimetilsulfoxid-de): 171.7 (2 x CONH), 168.4 (CO), 167.8 (CO), 166.2 (CO),
162.6 (HNCONH), 158.1 (2 x Ca;), 138.9 (Ca), 130.6 (2 x Car), 129.8 (2
X CHar), 129.4 (4 x CHp), 128.6 (2 X CHp,), 128.2 (CHp), 113.8 (4 X
CHpr), 61.0 (CHCHS), 59.1 (CHCH,S), 55.3 (CHCHS), 54.9 (2 x CHs0),
49.5-46.9 (3 x NCH,CO + 3 x NCH,CH,), 39.8 (CH.S), 38.2 (2 x
CONHCH,), 35.1 (NHCOCH,), 33.9 (NCH,CH,), 33.2 (NCH,CH,), 33.0
(NCH,CH>), 28.8 (CH,), 28.1 (CH,), 27.9 (CH,), 25.9 (2 x CH,), 25.2 (2
X CHz)

EMAR per C4s HggN;0-S: Calculada: 886.4823 (M + H)*

Determinada: 886.4897

11.3.2. OBTENCIO DEL PEPTOIDE N13-13-10C BIOTINILAT PER L’EXTREM
N-TERMINAL

11.3.2.1. Sintesi de H,N-(CH;)s-NHCH,CO-N13-13-10C en fase solida

En una xeringa de 10 ml que contenia 600 mg (0.66 mmol/g, 0.40 mmol) de resina de
poliestire AM RAM es van seguir els procediments descrits a I'apartat 6.3 per sintetitzar el
peptoide N13-13-10C. Es van afegir 250 ml (1.98 mmol, 5 eq.) d’A10 en la primera aminacio
i 295 ml (1.98 mmol, 5 eq.) d’A13 en la segona i tercera aminacions. Després de la tercera

aminacid, va tenir lloc una quarta etapa d‘acilacié analoga a les anteriors.
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Introduccio de l'espaiador: a una suspensio de la resina acilada en 4 ml de DMF es van
afegir 930 mg (8.0 mmol, 20 eq.) d'1,6-hexandiamina dissolts en 1 ml de DMF i 1.1 ml
(8.0 mmol, 20 eq.) de Et3;N. La mescla de reaccid es va agitar mecanicament durant 3 h a
t.a. i @ 200 rpm. Transcorregut aquest temps, I'excés de reactius es va eliminar per filtracio i
es va repetir I'operacié. En acabar, la resina es va rentar amb DMF (3 x 5 ml), iPrOH (3 x
5ml) i DCM (3 x 5 ml). La presencia d'una amina primaria es va confirmar mitjancant el test
del TNBS (color vermell).

Després de I'etapa d’escissi, el cru de reaccid resultant es va purificar per HPLC a escala
semipreparativa. Eluents: H,O amb 0.1% de TFA i ACN amb 0.07% de TFA; gradient: 5 min
a 15% d’ACN, de 15% a 75% en 80 min, de 75% a 100% en 10 min i 10 min a 100%
d’ACN; flux 5 ml/min. Es van obtenir 130 mg de la glicinamida 25 (rdt. 43%) amb una
puresa del 98% per HPLC.

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

[ N-(6-Aminohexil)glicil]-[ A-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]-[ (2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]- /-
(2-feniletil)glicinamida (25)

'H-RMN (500 MHz, CD;0D): 7.38-7.05 (ac, 9H, Ha,), 6.92-6.81 (ac, 4H, Ha,), 4.26-3.84 (ac, 6H, 3 X
NCH-,CO), 3.75 (s, 6H, 2 x CH;0), 3.66-3.20 (ac, 8H, 6H (3 x NCH,CH,)
+ 2H (NHCH,CO)), 2.96-2.53 (ac, 10H, 6H (3 x NCH,CH,) + 2H
(H,NCH,) + 2H (CH,NHCH,CO)), 1.67-1.41 (ac, 8H, 4 x CH,).

13C-RMN (125 MHz, CDs0D): 170.7 (CO), 170.2 (CO), 167.5 (CO), 166.8 (CO), 159.8 (2 x Ca;), 139.9
(Car), 131.7 (2 x Ca), 131.4 (2 X CHpy), 130.8 (4 x CHa), 129.9 (2 x
CHar), 129.6 (CHar), 114.9 (4 x CHa/), 55.6 (2 x CH30), 51.3-47.9 (3 x
NCH,CH, + 3 x NCH,CO + NHCH,CO + CH,NHCH,CO), 40.5 (H,NCH,),
34.2 (NCH,CH,), 33.8 (NCH,CH,), 33.6 (NCH,CH,), 28.3 (CH.), 27.0
(CH,), 26.9 (CH,), 26.7 (CH,).

EMAR per C49 H57NgO6: Calculada: 717.4261 (M + H)"

Determinada: 717.4332

11.3.2.2. Acoblament de H,N-(CH>)s-NHCH,CO-N13-13-10C a la biotina

A una dissolucié de 80.0 mg (0.11 mmol) del compost 25 en 1.5 ml de DMF es van afegir
38 mg (0.11 mmol) del biotinilat d’Msuccinimidil (22) i 23 ml (0.17 mmol, 1.5 eq.) de Et3N.
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La mescla de reaccié es va mantenir en agitacié a t.a. durant 15 min. Passat aquest temps,
es va realitzar un control per HPLC, on es va observar la desaparicié del peptoide unit a
I'espaiador i I'aparicié d’'un nou pic majoritari. El dissolvent es va evaporar a pressid reduida i
el cru de reaccid resultant es va purificar per HPLC a escala semipreparativa. Eluents: H,O
amb 0.1% de TFA i ACN amb 0.07% de TFA; gradient: 10 min a 30% d’ACN, de 30% a 65%
en 65 min, de 65% a 100% en 15 min i 10 min a 100% d'ACN; flux 5 ml/min. Es van obtenir
65 mg de la glicinamida 26 amb una puresa del 98% per HPLC (rdt. 62%).

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

del conformer majoritari.

[ M-(6-Biotinamidohexil)glicil]-[ A-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]-[ A-(2-(4'-
metoxifenil)etil)glicil]- /-(2-feniletil)glicinamida (26)

'H-RMN (500 MHz, dimetilsulfoxid-de): 8.77 (sa, 2H, CONH,), 7.70 (sa, 1H, CONHCH,), 7.35-7.09
(ac, 9H, Har), 6.91-6.81 (ac, 4H, Har), 6.35 (da, 2H, 2 x HNCONH),
4.32-3.82 (ac, 8H, 1H (CHCH,S) + 1H (CHCHS) + 6H (3 x NCH,CO)),
3.71 (s, 6H, 2 x CHs0), 3.54-3.28 (ac, 8H, 2H (NHCH,CO) + 6H (3 x
NCH>CH,)), 3.09 (ac, 1H, CHCHS), 3.01 (ac, 2H, CONHCH,), 2.89-2.58
(ac, 10H, 1H (CH,pS) + 1H (CHapS) + 2H (CH,NHCH,CO) + 6H (3 x
NCH,CH,)), 2.05 (t, J=7.0 Hz, 2H, CH,CONH), 1.69-1.23 (ac, 14H, 8H
(CONHCH,CH,CH,CH,CH,) + 6H (CHCH,CH,CH,CH,CONH)).

13C.RMN (125 MHz, dimetilsulfoxid-ds): 171.8 (CONH), 169.9 (CO), 168.4 (CO), 167.8 (CO), 166.2
(CO), 162.6 (HNCONH), 157.6 (2 X Ca;), 138.9 (Ca), 130.6 (2 X Cay),
129.9 (2 x CHa), 129.5 (4 x CHa), 128.5 (2 x CHa), 128.2 (CHay),
113.8 (4 x CHa,), 61.0 (CHCHS), 59.1 (CHCH,S), 55.3 (CHCHS), 54.9 (2
x CH;0), 49.5-46.9 (3 x NCH,CO + NHCH,CO + CH,NHCH,CO + 3 x
NCH.CH,), 39.8 (CH,S), 38.2 (CONHCH,), 35.2 (CH,CONH), 33.9
(NCH,CH,), 33.1 (NCH,CH,), 32.2 (NCH,CH,), 28.9 (CH,), 28.1 (CH,),
28.0 (CH,), 25.8 (CH,), 25.5 (2 x CH,), 25.1 (CH,).

EMAR per Cso H71NgOsS: Calculada: 943.5037 (M + H)*

Determinada: 943.5095
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11.4. ACOBLAMENT D’UN PEPTOIDE ACID A UNA COLUMNA DE SEFAROSA

11.4.1. RECTA DE CALIBRACIO DE L’ACID 3-FENILPROPIONIC

Seguint el procediment de preparacié de les rectes de calibracié de les benzamides
(vegeu apartat 6.4.2.1.3), es van preparar 5 dissolucions per definir la recta de calibracié de
I'acid 3-fenilpropionic a partir d'una dissolucié de concentracid 1.12 mg/ml i afegint a totes
elles 50 ml d’una dissolucié d’1.18 mg/ml del peptoide de referéncia N15-20-20C**** fins un
volum total de 200 ml. De I'analisi de les dissolucions per HPLC i a partir de la relacié d'arees
entre I'acid i el patrd es va determinar la recta de calibracio de I'acid 3-fenilpropionic (vegeu

Figura 11.1).

y = 0,367x + 0,019
R? = 0,9985

O T T 1
0 1 2 3

% 3-fenilpropionic /
% patro
o
w

C 3-fenilpropionic / C patro

Figura 11.1. Representacio de la recta de calibracid de I'acid
3-fenilpropionic. A I'eix X es mostra la relacié de concentracions i
a l'eix Y es mostra la relacido de % d‘arees per HPLC entre I'acid i
el patro. Deteccio a 220 nm.

11.4.2. PROVES D’ACOBLAMENT DE L’ACID 3-FENILPROPIONIC A SEFAROSA

La EAH sefarosa 4B es trobava en una suspensié d'un 20% d’etanol, motiu pel qual es va

realitzar una primera etapa de rentat del gel, prévia a I'acoblament amb el peptoide.

Rentat del gel: es va decantar I'etanol en 4 ml del gel, i es va rentar amb 320 ml d'una
dissolucié de NaCl 0.5 M. Seguidament, s’hi van fer uns rentats amb 40 ml d'una mescla

d’'H,0 (pH=4.5)/dioxa (1:1), i es va deixar assecar al buit.

¥ E| peptoide de referéncia N15-20-20C es va sintetitzar segons el procediment descrit a I'apartat 6.3.
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A continuacié s'hi van afegir 430 mg del gel sec (aproximadament 0.5 ml, 5 mmol)%%8 en
8 xeringues de 2 ml, a 6 de les quals s’hi van afegir 0.75 mg (5 mmol, 1 eq.) d'acid
3-fenilpropionic en unes condicions d'acoblament que es detallen a la Taula 11.1. A les altres
dues xeringues es van afegir DIC i NHS en medi acid i en medi basic (amb DIEA), sense
afegir I'acid 3-fenilpropionic, com a blancs de reaccid. Les mescles de reaccid es van

mantenir en agitacid mecanica durant 12 h a t.a. i a 200 rpm.

Taula 11.1. Condicions d‘acoblament del 3-fenilpropionic a la sefarosa.

En medi aci P lx s
edi acid En medi basic

1 ml d'H,0 (pH=4.5)/dioxa
(1:1)

1 ml d'H,0/dioxa (1:1)

16 ml (20 eq.) de DIC
13.5 mg (20 eq.) d'HOBt

16 ml (20 eq.) de DIC
11.6 mg (20 eq.) de NHS

19.2 mg (20 eq.) d'EDC

16 ml (20 eq.) de DIC
13.5 mg (20 eq.) d'HOBt
17 ml (20 eq.) DIEA
16 ml (20 eq.) de DIC
11.6 mg (20 eq.) de NHS
17 ml (20 eq.) DIEA
19.2 mg (20 eq.) d'EDC

17 ml (20 eq.) DIEA

Després de 12 h de reaccid, es van filtrar les diverses mescles i els filtrats es van
evaporar a pressio reduida i es van redissoldre en 1 ml d’'una mescla d’'H,O/ACN (1:1). De les
dissolucions anteriors es van prendre mostres de 150 ml i es van afegir 50 ml d’'una dissolucio
del peptoide patré N15-20-20C de concentracié 1.18 mg/ml. L'analisi per HPLC d'aquestes
dissolucions tenint en compte la recta de calibracié de I'acid, va conduir a la conclusié que
només en el cas b es va obtenir menys d'un 5% d’acid 3-fenilpropionic en el filtrat de la
reaccid, el que implicava un acoblament de I'acid 3-fenilpropionic a la sefarosa del 95%. En

cap dels casos en medi basic no es va produir practicament I'acoblament desitjat.

Es va realitzar una Ultima prova, amb les mateixes condicions que en el cas b, perd amb

1 ml d'H,0/dioxa (1:1), sense acidificar. El resultat va ser igualment satisfactori.

8855 La carrega del gel era d'entre 7-12 mmol grups amino/ml gel sec, segons les especificacions del lot. Per
realitzar els calculs es va considerar una carrega de 10 mmol grups amino/ml gel sec.

200



Procediments experimentals

11.4.3. RECTA DE CALIBRACIO DEL PEPTOIDE ACID N13-13-10COOH

Seguint el procediment de preparacié de les rectes de calibracid de les benzamides
(vegeu apartat 6.4.2.1.3), es van preparar 5 dissolucions per definir la recta de calibracié de
N13-13-10COOH a partir d’'una dissolucié de concentracié 1.03 mg/ml i afegint a totes elles
50 ml d’'una dissolucié de concentracid 1.18 mg/ml del peptoide de referéncia N15-20-20C

fins un volum total de 200 ml.

De l'analisi de les dissolucions per HPLC, i a partir de la relacidé d’arees entre el peptoide
acid i el patro, es va determinar la recta de calibracié de I'N13-13-10COOH (vegeu Figura
11.2).

~

I

S

8¢ 2]

=5

m n

ol y = 1,092x + 0,023

o R? = 0,9993

°\° 0 T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00

C N13-13-10COOH / C patro

Figura 11.2. Representacié de la recta de calibracié de I'N13-13-
10COOH. A I'eix X es mostra la relacié de concentracions i a I'eix Y
es mostra la relacié de % d’arees per HPLC entre I'N13-13-
10COOH i el patrd. Deteccid 220 nm.

11.4.4. ACOBLAMENT D'N13-13-10COOH A SEFAROSA

11.4.4.1. Procediment general

En una xeringa de 10 ml es van addicionar 2.5 ml de suspensié de gel en etanol. Després

de filtrar I'etanol, es va procedir al rentat del gel.

Rentat: es va rentar amb 200 ml d'una dissolucié de NaCl 0.5 M (80 mil/ml de gel).
Seguidament, s'hi van fer uns rentats amb 25 ml d'una mescla d'H,O (pH=4.5)/dioxa (1:1)
(10 ml/ ml de gel), i es va deixar assecar al buit. EIl volum de gel sec va ser

d'aproximadament 2 ml (20 mmol, 10 mmol/ml gel sec).

Acoblament: sobre el gel rentat i sec, es van afegir 12 mg (20 mmol, 1leq.) de peptoide
acid N13-13-10COOH dissolts en 3 ml d’'una mescla d'H,O (pH=4.5)/dioxa (1:1), 46 mg
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(0.4 mmol, 20 eq.) de NHS dissolts en 1 ml de la mescla dissolvent i 65 ml (0.4 mmol, 20 eq.)
de DIC dissolts en 1 ml de la mescla dissolvent. La mescla de reaccié es va mantenir en
agitacié mecanica durant 24 h a t.a. i @ 200 rpm. Passat aquest temps, els reactius en excés
es van eliminar per filtracio i es va procedir al rentat del gel. Aquest extracte es va guardar

per un analisi posterior (vegeu apartat 11.4.4.2).

Rentat final: es van fer uns rentats del gel amb 30 ml d'una mescla d’'una dissolucio
tampo d’acetat sodic 0.1 M i NaCl 0.5 M (pH=4.0)/dioxa (1:1), i amb 30 ml mescla d'una
dissolucid tampo6 Tris-HCl 0.1 M i NaCl 0.5 M (pH=8.0)/dioxa (1:1). Els filtrats d'aquests
rentats es van guardar per a un analisi posterior. Aquesta operacid es va repetir 3 vegades.

Seguidament es va rentar el gel amb H,O (3 x 30 ml) i amb etanol (3 x 30 ml).

Emmagatzematge: finalment, es van afegir 2 ml d’etanol al gel per conservar-lo.

11.4.4.2. Determinacio del percentatge d’'N13-13-10COOH acoblat a la sefarosa

Els filtrats obtinguts dels primers rentats del gel amb les dues mescles de les dissolucions
dels tampons amb dioxa (vegeu apartat 11.4.4.1) es van evaporar a pressid reduida, es van
redissoldre en 2 ml d’ACN i es van centrifugar. De cadascuna d’aquestes mostres es van
preparar unes dissolucions amb 150 ml del sobrenedant i afegint 50 ml d'una dissolucié de
concentracié 1.18 mg/ml del peptoide de referencia N15-20-20C. Igualment es va preparar
una dissolucid amb 150 ml de I'extracte obtingut de la mescla de reaccid i afegint 50 ml del

patro.

De I'analisi de les dissolucions anteriors per HPLC i aplicant la recta de calibracié d'N13-

13-10COOH determinada a I'apartat 11.4.3, es van obtenir els segtients resultats:

 Extracte: 1.7 mg d'N13-13-10COOH
! Rentats: 0.5 mg d'N13-13-10COOH

Aquests resultats van conduir a determinar el percentatge d'N13-13-10COOH no acoblat
a la sefarosa, un 19%, i, per tant, es va concloure que la columna de sefarosa contenia
acoblat N13-13-10COOH en un 81%.
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11.5. REACCIONS DE DIMERITZACIO I CICLACIO DE PEPTOIDES ACIDS

11.5.1. DIMERITZACIO I CICLACIO EN DISSOLUCIO. PROCEDIMENT GENERAL

A una dissolucié de 130 mg (0.23 mmol) de peptoide acid N13-13-10COOH (apartat
11.2.2.1.1) en 1 ml de DMF, es van afegir 180 mg (0.35 mmol, 1.5 eq.) de PyBOP i 80 ml
(0.46 mmol, 2 eq.) de DIEA. La mescla de reaccid es va mantenir en agitacié a t.a. durant
30 min. Passat aquest temps, es va fer un control per HPLC, on es va confirmar la
desaparicio del peptoide acid N13-13-10COOH i I'aparicié d’'un nou pic majoritari (85% per
HPLC). El dissolvent es va evaporar a pressid reduida i es va purificar per HPLC a escala
semipreparativa. Eluents: H,O amb 0.1% de TFA i ACN amb 0.07% de TFA; gradient: 15 min
a 50% d’ACN, de 50% a 90% en 20 min, 15 min a 90%, de 90% a 100% en 10 min i 10 min
a 100% d'ACN; flux 5 ml/min. Es van obtenir 17 mg de producte dimeritzat i ciclat (27) amb
una puresa del 94% per HPLC (rdt. 14%).

No es va poder realitzar I'assignacié dels senyals dels espectres de *H-RMN i *C-RMN
d’aquest compost degut a que la preséncia de diferents conformacions va conduir a uns
espectres molt complexos.

Ciclo{[ /(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]-[ - (2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]-[ /- (2-feniletil)glicil]-
[ M-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]-[ /-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]-[ A-(2-feniletil)glicil]} (27)
EMAR per Cs4H/5NgO10:  Calculada: 1087.5466 (M + H)"

Determinada: 1087.5549

11.5.2.DIMERITZACIO EN FASE SOLIDA I CICLACIO

En una xeringa de 3 ml que contenia 100 mg (1.49 mmol/g, 0.15 mmol) de resina de
poliestireé clorur de 2-clorotritil es va sintetitzar el peptoide acid N37-13-15COOH seguint el
procediment descrit a I'apartat 11.2.2.1.1. Després de la tercera aminaci6 i un cop rentada i
seca la resina, es va dividir en dues parts iguals (0.08 mmol/xeringa), les quals es van afegir

a dues xeringues de 3 ml.

A una de les xeringues es va realitzar una etapa addicional de proteccié del grup amino
terminal amb el grup Fmoc, afegint 135 mg (0.4 mmol, 5 eq.) de FmocOSu en 2 ml de DMF.
La mescla de reaccié es va mantenir en agitaci6 mecanica durant 2 h a t.a. i 200 rpm.

Després d’eliminar I'excés de reactius, es va repetir el procés. Seguidament la resina es va
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rentar amb DMF (3 x 2 ml), iPrOH (3 x 2 ml) i DCM (3 x 2 ml). El test del cloranil va resultar
positu per formacié d'amides (incolor). Finalment es va dur a terme l'etapa d’escissid del
producte de la resina, per obtenir 60 mg de producte (rdt. 95%). El producte es va confirmar
pel seu espectre de masses, obtenint el pic molecular 840.2 (M + H)™ amb patro isotopic de

2 atoms de clor.

A la segona xeringa (0.08 mmol), es van afegir els 60 mg (0.07 mmol, 0.9 eq.)
d’MFmoc-37-13-15COO0H dissolts en 2 ml de DMF i 65 ml (0.40 mmol, 5 eq.) de DIC. La
mescla de reaccid es va mantenir en agitaci6 mecanica durant 3 h a t.a. i a 200 rpm.
Seguidament, la resina es va rentar amb DMF (3 x 2 ml), iPrOH (3 x 2 ml) i DCM (3 x 2 ml).
El test del cloranil va resultar positiu per a la formacié d’amides (incolor). Seguidament, es va
procedir a la desproteccid del grup Fmoc i a l'escissid del producte de la resina, per obtenir
62 mg de producte dimeritzat amb una puresa per HPLC del 58% (pic majoritari). El
producte es va confirmar pel seu espectre de masses, obtenint el pic molecular 1218.3

(M + H)™ amb patro isotopic de 4 atoms de clor.

Finalment, va tenir lloc I'etapa de ciclacié. A una dissolucié dels 62 mg (0.05 mmol) del
dimer obtinguts parcialment impurificats en 2 ml de DMF es van afegir 40 mg (0.07 mmol,
1.5 eq.) de PyBOP i 17 ml (0.10 mmol, 2 eq.) de DIEA. La mescla de reaccié es va mantenir
en agitacid a t.a. durant 30 min. Passat aquest temps, es va fer un control per HPLC on es va
confirmar la desaparicié del dimer i I'aparicié d'un nou pic majoritari. El dissolvent es va
evaporar a pressid reduida i es va procedir a la purificaci6 per HPLC a escala
semipreparativa. Eluents: H,0 amb 0.1% de TFA i ACN amb 0.07% de TFA; gradient: 15 min
a 50% d’ACN, de 50% a 90% en 20 min, 15 min a 90%, de 90% a 100% en 10 min i 10 min
a 100% d’'ACN; flux 5 ml/min. Es van obtenir 10 mg del producte dimeritzat i ciclat (28) amb
una puresa del 94% per HPLC (rdt. 6%). No es va poder realitzar I'assignacié dels senyals
dels espectres de *H-RMN i *C-RMN d’aquest compost degut a que la preséncia de diferents

conformacions va conduir a uns espectres molt complexos.

Ciclo{[ /-(2-(4'-fluorofenil)etil)glicil]-[ A-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]-[ A-(2-(2',4'-
diclorofenil)etil)glicil]-[ A-(2-(4'-fluorofenil)etil)glicil]-[ /-(2-(4'-metoxifenil)etil)glicil]-[ /-(2-
(2',4'-diclorofenil)etil)glicil]} (28)

EMAR per C52H55C|4F2N503: Calculada: 1199.3508 (M + H)+
Determinada: 1199.3586
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12. INTRODUCCIO

L'avaluacid d'un compost o farmac potencial per interaccionar amb una determinada
diana i mostrar activitat es porta a terme mitjancant un assaig biologic que permeti
determinar l'efecte provocat pel compost en l'activitat de la proteina o diana en qiestio

mitjancant la mesura d’una determinada propietat quimica o fisica.

Al llarg de la primera part d'aquesta memoria s’han explicat els assaigs biologics realitzats
de les mescles de la quimioteca de peptoides-II davant diferents dianes d'interes terapéutic,
en col*laboracid amb altres grups d'investigacié. Aquests grups tenien posat a punt la
metodologia i el procediment que s’havia de seguir per poder avaluar la interaccid d'un

compost amb una determinada diana.

Aixi doncs, recordem que en el cas del fenotip de resisténcia a multiples farmacs (MDR),
I'assaig del cribratge /in vitro es va basar en la determinacié de I'acumulacio intracel*lular de
la daunomicina per citrometria de flux, aprofitant la fluorescéncia intrinseca d‘aquesta

antraciclina (vegeu apartat 5.1.1).
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Els assaigs de citotoxicitat referents a MDR i a la inhibicié de la proliferacié cel*lular es
van realitzar mitjancant el métode de reduccié de I'MTT (metiltiazoldifeniltetrazole), el qual
permet determinar la viabilitat cel*lular gracies a la deshidrogenasa mitocondrial que es troba
activa Unicament en les céel'lules viables. Aquest enzim converteix el reactiu d'MTT en una sal
de formazan de color blau que es pot valorar espectrofotomeétricament, de tal manera que
I'absorbancia mesurada és proporcional al nimero de cél*lules viables de la mostra (vegeu
apartat 5.1.1i 5.1.2).

En el cas de I'analgésia, es va fer el cribratge de la quimioteca de peptoides davant
I'activitat bloquejadora del canal TRPV1, un canal ionic no selectiu amb una elevada
permeabilitat a Iid Ca®* quan estd activat per capsaicina, mitjancant un assaig
electrofisiologic. Aquest assaig consistia en la mesura de la intensitat de corrent de la cél*lula
mitjancant el pincament del voltatge de la membrana amb dos microeléctrodes, quan el

canal estava obert o tancat per I'accié bloquejadora dels peptoides (vegeu apartat 5.2).

En neuroproteccio, el cribratge de la quimioteca respecte la seva capacitat bloquejadora
dels receptors d'NMDA, els quals es troben activats pel glutamat, també es va realitzar

mitjancant el mateix tipus d'assaig electrofisiologic anterior (vegeu apartat 5.3).

En LPS, es va cribrar la quimioteca de peptoides respecte la seva capacitat
neutralitzadora de l'activitat de LPS, mitjancant el test cromogénic de Limulus Amebocyte
Lysate. Aquest assaig consisteix en afegir el reactiu LAL que conté una proteina que s'activa
en presencia de LPS (sense neutralitzar) i catalitza I'alliberacié de p-nitroanilina (pNA) del
substrat incolor cromogenic Ac-Ile-Glu-Ala-Arg-pNA. L‘absorbancia de pNA mesurada
espectrofotometricament ddéna informacié de la capacitat dels peptoides per neutralitzar

I'activitat de LPS (vegeu apartat 5.4).

Aixi doncs, la posta a punt d'un assaig biologic esdevé un punt clau en el procés

d’avaluacio de I'activitat d'un compost davant una diana determinada.

En aquesta tercera part de la memoria s’explicara el disseny d'un assaig de fluorescéncia
dut a terme per a determinar l'activitat de la proteina quinasa dependent de c-AMP o
proteina quinasa A (PKA). Aquest treball es va realitzar en col*laboraci6 amb el grup
d’investigacié del Dr. Enrique Pérez-Paya de la Fundacid Valenciana d'Investigacions

Biomediques de Valéncia.
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12.1. ANTECEDENTS

Les cel'lules desenvolupen mecanismes de resposta als estimuls externs mitjancant
I'activacié de mecanismes intracel’lulars per part de les proteines quinases, principalment, les
quals estan involucrades en un ampli ventall de processos biologics, entre els quals
destaquen la divisid cel*lular i I'apoptosi. Aquests enzims catalitzen de forma reversible la
fosforilacid dels residus de serina, treonina o tirosina presents als substrats proteics, tot

transferint el g-fosfat de I'ATP als grups hidroxils de les cadenes laterals del substrat.®

Als humans trobem al voltant de 2000 tipus de quinases diferents classificades en tres
grups segons el tipus de substrat sobre el que actuen: les quinases serina-treonina (S/TKs),
les quinases tirosina (TKs) i les quinases anomenades de funcié dual (DFKs) que inclouen els
altres dos tipus de quinases. Aquests enzims esdevenen dianes potencials d'elevat interés per
al disseny de nous farmacs per al tractament de malalties en que hi ha un descontrol en el
procés de divisio cel*lular. No obstant, el fet que hi hagi un nombre tan gran de proteines
quinasa diferents dificulta la identificaci6 de molecules organiques que interaccionin

selectivament amb una quinasa determinada.

Per poder identificar molécules que inhibeixin les proteines quinasa i aturin la cascada de
reaccions que provoquen a la cél'lula, cal desenvolupar metodes sensibles i aplicables a la
monitoritzacid de la seva activitat com a resposta als estimuls externs. Una possibilitat és la
deteccié del grup fosfat basada en la mesura de 3P, perd s’han desenvolupat altres métodes
basats en canvis de fluorescencia induits per la fosforilaci6 que provoquen aquestes

proteines.

Una estrategia utilitzada per alguns d’aquests metodes inclou petits substrats peptidics
gue contenen un grup fluorofor molt a prop del lloc de fosforilacid, el qual indueix un canvi
d'intensitat de fluorescéncia degut a la fosforilacié (vegeu Figura 12.1, A).}%!! Tot i aixo, el
canvi de fluorescéncia observat no acostuma a ser gaire important, de I'entorn d'un 20%.
Una estratégia alternativa implica péptids dissenyats de tal manera que a l'extrem A o
C-terminal continguin la seqilieéncia peptidica que pot interaccionar amb la quinasa en estudi i
un grup fluorofor separat de la diana peptidica per un espaiador, generalment format per
una prolina i una glicina. D’aquesta manera es genera un lloc receptor d’ions M** format pels
grups carboxilats presents al grup fluorofor i pel nou fosfat introduit després de la fosforilacio
de la proteina per la quinasa.l’>!”® La coordinacid a Ca’* o Mg** implica un canvi de

conformacid del peptid i indueix un canvi de fluorescencia (vegeu Figura 12.1, B).
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A) PK
ATP  ADP

| diana‘ }—@ \_,>| ‘ }_®
OH o—@l

B) PK
ATP  ADP

[dama  (F) X | (F)
‘OH (‘) (P) /

Figura 12.1. Representacid esquematica dels métodes de deteccié de la
fosforilacié d'un substrat per una proteina quinasa mitjancant la mesura del
canvi induit en la fluorescencia d’'un grup fluorofor (F) enllacat al substrat, on
aquest es troba adjacent al residu a fosforilar (A), o bé es troba més allunyat
del residu a fosforilar, de tal manera que es crea la conformacié adequada
per a la coordinaci6 del fosfat i del fluordfor amb un i6 de Ca** o Mg** (B).

Shults i Imperiali van seguir aquesta segona estrategia per determinar el canvi de
fluorescencia del substrat Ac-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Pro-Sox-NH induit per la fosforilacio
del residu de la serina per la PKA, fent servir com a grup fluordfor I'aminoacid Sox.'”* La

fosforilacid va implicar un augment de la intensitat de fluorescencia de fins a un 300%.

En el nostre laboratori ens vam plantejar la possibilitat de seguir la primera estratégia per
desenvolupar un metode sensible per mesurar d’'una forma facil i rapida la fosforilacié d'un
determinat substrat per la PKA. Com a grup fluorofor es va pensar en la 7-amino-4-
metilcumarina (AMC), ampliament utilitzada en estudis d’especificitat de substrats per a
proteases, degut a que es pot detectar facilment per absorbancia (l.ps=355 nm) o per
fluorescéncia (1ex=365 nm i lem=440 nm)."”*'° Com a substrat es va pensar en una
seqliencia peptidica basada en el peptid utilitzat generalment per la PKA, I'anomenat
kemptide (LRRASLG).'®%!8! | 3 diana peptidica de reconeixement de PKA és del tipus RXXS,
RRXS i RRXSXG (la més activa). Basant-nos en aquestes dianes, vam pensar en sintetitzar el
peptid Leu-Arg-Arg-Ala i enllagar-li un residu de serina amb I’AMC acoblada per I'extrem

C-terminal.

La posta a punt d'aquest assaig fluorescent permetria dur a terme el cribratge de la
quimioteca de peptoides-II davant la seva capacitat d'inhibir la fosforilacié del substrat

LRRAS-AMC per la PKA, d'una forma senzilla i rapida de mesurar.
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13. ESTUDIS DE FLUORESCENCIA DE LA SERINA AMB AMC

Al llarg d'aquest capitol s’explicara I'estudi realitzat per detectar possibles diferencies en
la intensitat de fluorescencia dels derivats cumarinics de la serina respecte els derivats
cumarinics de la serina fosforilada. En cas que aquestes diferencies fossin suficientment
importants, permetria establir un métode general de deteccié de la fosforilacid d’'un substrat
cumarinic per la PKA mitjangant la mesura de fluorescéncia del substrat abans i després de la

fosforilacio.

Inicialment, es va pensar en la preparacié del derivat cumarinic de la serina i de la serina
fosforilada fent servir el grup Fmoc per protegir I'extrem Atterminal de I'aminoacid. Tal i com
s'explicara més endavant, posteriorment es va decidir canviar el grup protector per un acetil
per evitar un possible emmascarament en el canvi de fluorescéncia provocat per I'efecte d’'un

grup tant voluminds com és I'Fmoc.
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13.1.ESTUDIS DE FLUORESCENCIA DELS DERIVATS CUMARINICS
D’M-FMOC-SER I D' A-FMOC-SER(POsH>)

13.1.1.SINTESI D’ *-FMOC-SER-AMC

Per dur a terme la reaccid d'acoblament entre la serina A-Fmoc-Ser(‘Bu)-OH, amb
I'extrem amino protegit amb Fmoc i amb I'hidroxil de la cadena lateral protegit amb el grup
‘Bu, i 'AMC, es van emprar inicialment els agents d’acoblament convencionals més utilitzats
per activar un acid i formar un enllag amida amb una amina, formant /n situ 'ester activat
amb NHS o HOBt i les carbodiimides DCC o DIC. Com a dissolvents de reaccié es van emprar
DMF o THF amb un 3% de DMF per solubilitzar I’'AMC. El seguiment de la reaccié es va
realitzar per HPLC, per deteccio a la longitud d’ona d'absorcié maxima de I'AMC (340 nm). En

aquestes condicions, la reaccié d’acoblament tenia lloc molt lentament.

La maxima conversid en el producte AFmoc-Ser(‘Bu)-AMC (29) es va aconseguir fent
servir HOBt i DIC en THF amb un 3% de DMF, escalfant la mescla de reaccio fins a 60 °C
(vegeu Figura 13.1). No obstant, només es va observar un 17% de conversié per HPLC,

després de 5 dies de reaccio.

— >
P THF Fmoc

O'Bu (3% DMF)
60 °C, 5 dies

0
L, o Y0
Fmoc™ Y OH + HOBT H \)J\
- N

/Illu
/IIII"-

OBu
29
(conversié 17%, HPLC)

Figura 13.1. Reaccid d’acoblament d’A*Fmoc-Ser(‘Bu) amb AMC fent servir DIC i HOBt com agents
d’acoblament, per obtenir el producte 29, amb una conversié del 17% per HPLC.

Una alternativa a les carbodiimides per dur a terme l'acoblament de I'aminoacid amb
I’AMC, va ser I'Us del cloroformiat d’isobutil amb EtsN per9, tot i escalfar la mescla de reaccié

a 60 °C, practicament no es va observar acoblament.

Es va pensar que el fet que I'AMC fos una amina primaria poc nucleofila podria ser el

factor limitant en aquesta reaccié d'acoblament. Per aquest motiu, es van emprar altres
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agents d’acoblament emprats en la quimica de peptids per als acoblaments dificils amb
aminoacids que presenten impediment esteric, com les sals de fosfoni i les sals d’amini.

Entre les sals de fosfoni, els reactius descrits més utilitzats sén el BOP, el PyBOP i el

PyAOP.18%18 E|s derivats de pirrolidini, PyBOP i PyAOP, s6n els més recomanables degut a
lloc a un producte secundari toxic com és

que sén més reactius i no donen
I'hexametilfosfotriamida, com passa quan s'utilitza BOP.
Les sals d’amini sén analogues a les sals de fosfoni perd tenen un atom de carboni en

comptes de I'atom de fosfor. Entre les més utilitzades destaquen I'HBTU i I'HATU.®> Carpino i
van descriure que, entre les sals d’amini, 'HATU donava lloc a millors rendiments

col.
d’acoblament i provocava menor racemitzacio. '8¢

Amb aquests antecedents, es va decidir emprar el reactiu d'acoblament PyBOP en medi
basic amb DIEA, en DMF com a dissolvent i amb HOBt o DMAP per accelerar la reaccid. No

obstant, en aquests casos tampoc es va observar practicament conversié al derivat cumarinic

desitjat.
Finalment, es va seguir el procediment descrit per Ellman i col. per a la sintesi d’'una

quimioteca de péptids fluorescents amb AMC en format de rastreig posicional.}”® Aixi doncs,
es va fer reaccionar I’ /“Fmoc-Ser(‘Bu)-OH amb I’AMC emprant el reactiu HATU en medi basic

amb col*lidina (2,4,6-trimetilpiridina) i amb DMF com a dissolvent (vegeu Figura 13.2).

0
HATU
H H,N 0. O ... 0 X
_N col*lidina H
Fmoc H OH + —_— N\)J\
S - pve  Fmoc” Y N o 0
oy 60 9C, 15 h -
’ oy
29 (rdt. 76%)
0 X
TFA/DCM HQJ\
—— >  Fmoc” Y N (0] 0]
15 min 5 H
“SoH

30 (rdt. 75%)

Figura 13.2. Reaccid dacoblament d’A*Fmoc-Ser(‘Bu) amb AMC fent servir el reactiu

d’acoblament HATU per obtenir 29; desproteccié final del grup Bu per obtenir el derivat
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Després de 15 h de reaccié a 60 °C, es va observar per HPLC un 80% de conversio en el
producte d’acoblament cumarinic i es va obtenir I’A*Fmoc-Ser(‘Bu)-AMC (29) amb un
rendiment del 76%. El producte 29 es va identificar per espectrometria de masses, aixi com
per les seves dades espectroscopiques. Cal destacar les dades de 'H-RMN dels 2H
diastereotopics del CH, de la cadena lateral de la serina, mostrant un doble doblet a un

desplagament quimic de d=3.58 ppm.

Seguidament es va desprotegir el grup hidroxil de la cadena lateral de la serina amb
TFA/DCM, per obtenir el derivat A-Fmoc-Ser-AMC (30) amb un 75% de rendiment. El
producte es va identificar pel seu espectre de masses, obtenint el pic molecular 507.2
(M + Na)*. Les dades espectroscopiques de 'H-RMN van mostrar la variacid del
desplagament quimic del CH de la cadena lateral de la serina de d=4.35-4.22 ppm cap a
camps més baixos, a d=4.68 ppm, aixi com l'evoluci6 del doble doblet dels 2H
diastereotopics del CH, de 29 cap a un doblet a d=3.71 ppm. Igualment, es va observar la
desaparicié dels senyals dels espectres de H-RMN i de *C-RMN caracteristics del grup tert-
butilic de 29, a d=1.10 ppm i d=72.9 i 27.0 ppm, respectivament.

13.1.2. SINTESI D’ -FMOC-SER(POsH,)-AMC

Per dur a terme la reaccié d'acoblament entre la serina fosforilada A-Fmoc-Ser(POsHs)-
OH, amb I'extrem amino protegit amb Fmoc, i I’'AMC es va seguir, inicialment, el procediment
seguit per obtenir el derivat cumarinic 29. Aixi doncs, es va emprar el reactiu d’acoblament
HATU en medi basic amb col*lidina (2,4,6-trimetilpiridina) i amb DMF com a dissolvent. No
obstant, tot i escalfar la mescla de reaccid a 60 °C durant 20 h no es va observar acoblament
per HPLC. Altres agents d'acoblament emprats com PyBOP i DIC, amb o sense DIEA, o NHS i

DCC, tampoc no van mostrar conversié en el derivat cumarinic per HPLC.

Finalment, els millors resultats es van obtenir formant /n situ I'ester activat amb HOBt i
DIC. Com a dissolvents de reaccié es van emprar THF amb un 3% de DMF per solubilitzar
I'AMC, i la mescla de reaccid es va tenir a reflux durant 20 h (vegeu Figura 13.3). El
seguiment de la reaccid es va realitzar per HPLC, per deteccid a la longitud d’ona d’absorcid
maxima de I'AMC (340 nm), on es va observar un 80% de conversid en el producte
d’acoblament i es va obtenir 31 amb un rendiment del 75%. La identificacié del producte es

va realitzar mitjancant espectrometria de masses, obtenint el pic molecular 587.1 (M + Na)™,
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i per espectroscopia de 'H-RMN i *C-RMN. Cal destacar les dades de 'H-RMN del CH i del
CH; de la cadena lateral de la serina fosforilada, observant-se uns senyals complexos amb un

desplacament quimic a d=4.50 i 4.04 ppm, respectivament.

0]
L o0 2 ; ~
Fmoc™ Y OH + e /H \)J\
Fmoc Y ” (0] 0]

X % THF
OPOsH; (3% DMF) B

reflux, 20 h

OPO3H,
31 (rdt. 75%)

Figura 13.3. Reaccio d'acoblament d’A-Fmoc-Ser(POsH,) amb AMC fent servir HOBt i DIC per
obtenir el derivat cumarinic 31.

13.1.3.ESTUDIS DE FLUORESCENCIA

Els estudis de fluorescéncia dels derivats cumarinics 30 i 31 es van realitzar al laboratori
de la Dra. Francesca Reig de I'TIQAB-CSIC.

Es van preparar dissolucions dels dos compostos de concentracidé aproximadament
d'l1 mM en tampo fosfat sodic 100 mM a pH=8.0 amb un 1% de DMF per solubilitzar els
compostos. Els espectres d’emissio de fluorescencia es van obtenir per excitacié a la longitud
d'ona d’absorci6 maxima dels dos derivats cumarinics (lapsmax.=326 nm), els quals es

mostren a la Figura 13.4.

Tal i com es pot observar, els espectres d’emissid de fluorescéncia del derivat cumarinic
30 i del derivat cumarinic fosforilat 31 van mostrar una petita diferéncia d'intensitat a
370 nm i en linterval de 440 fins a 520 nm, perd0 no es va observar una diferencia
significativa d‘intensitat de fluorescéncia en la longitud dona d'emissi6 maxima
(Pem.max.=392 nm).

Amb aquests resultats ens vam plantejar la possibilitat que el grup protector Fmoc
utilitzat per als derivats cumarinics 30 i 31, pogués interferir i emmascarar d’alguna forma la
intensitat de fluorescéncia dels dos compostos degut al gran volum d’aquest grup. Per aquest
motiu, es va decidir sintetitzar el derivat cumarinic i el derivat cumarinic fosforilat canviant el

grup protector per un més petit, com és el grup acetil.
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8 -
6 — M-Fmoc-Ser-AMC
— M-Fmoc-Ser(PO;H,)-AMC
o4
2 i
0 \ ‘ :
340 390 440 490 540
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Figura 13.4. Espectres d’emissié de fluorescéncia, en un interval de 200 nm,
dels derivats cumarinics 30 (A-Fmoc-Ser-AMC) i 31 (MFmoc-Ser(POsH,)-
AMC), després d'excitar-los a la seva longitud d'ona d’absorcié maxima
(T aps.max. =326 nm) i mesurar la intensitat de fluorescéncia emesa (IF).

13.2. ESTUDIS DE FLUORESCENCIA DELS DERIVATS CUMARINICS
D’N-ACETIL-SER I D' -ACETIL-SER(POsH,)

13.2.1.SINTESI D’ -ACETIL-SER-AMC

La sintesi d'AMacetil-Ser-AMC es va dur a terme mitjancant la desproteccié del grup Fmoc
del derivat cumarinic 30 amb dietilamina en DMF i |'acetilacié posterior del grup amino amb

piridina i anhidrid acetic (vegeu Figura 13.5).

1) Et;NH
DMF
\)J\ 30m|n \)J\
Fmoc/

5 2) Piridina,
OH Ac,0O o|-|
20 min
30 32 (rdt. 72%)

Figura 13.5. 1) Desproteccié del grup Fmoc de 30; 2) acetilacid del grup amino per
obtenir el derivat cumarinic 32.
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Es va obtenir el derivat cumarinic 32 amb un rendiment global del 72%. El producte 32
es va identificar pel seu espectre de masses, obtenint el pic molecular 305.1 (M + H)", aixi
com per les dades espectroscopiques de 'H-RMN i *C-RMN. Cal destacar la desaparicié dels
senyals caracteristics del grup Fmoc de 30, i la introduccié del grup acetil, amb senyals de
'H-RMN i *C-RMN amb un desplagament quimic a d=1.90 ppm, i d=169.3 i 22.3 ppm,

respectivament.

13.2.2.SINTESI D’ -ACETIL-SER(PO;H,)-AMC

La sintesi d'AMacetil-Ser(POsH,)-AMC es va dur a terme mitjangant la desproteccié del
grup Fmoc del derivat cumarinic 31 amb dietilamina en DMF, i la posterior acetilacié del grup
amino amb NaHCO; al 10% i anhidrid acetic (vegeu Figura 13.6). També es va intentar

acetilar, sense exit, amb piridina i anhidrid acetic, tal i com s’havia fer per obtenir 32.

1) Et,NH
N DMF 0 \

0
H\)J\ 30min H
-~ _—
H H o) 0 i N 0 0

H
z 2) 10% NaHCO;, O
" 0PO3H, Ac,0 “SoPo,H,
DMF

0,
31 20 min 33 (rdt. 15%)

Fmoc

Figura 13.6. 1) Desproteccié del grup Fmoc de 31. 2) Acetilacié del grup amino per
obtenir el derivat cumarinic fosforilat 33.

La purificacié del producte final va resultar complicada degut a la seva elevada polaritat.
Per cromatografia de silica en capa prima o columna el compost quedava molt retingut i era
molt dificil extreure’l del suport. Per aquest motiu es va decidir purificar-lo per HPLC a escala
semipreparativa, per obtenir el derivat cumarinic fosforilat 33 amb un rendiment del 15%. El
rendiment tan baix obtingut va ser, probablement, degut a que l'elevada polaritat del
compost va dificultar la seva elucid per I'HPLC. El producte 33 es va identificar per
espectrometria de masses, obtenint el pic molecular 385.1 (M + H)". Igualment que en 32,
cal destacar la introduccié del grup protector acetil, amb senyals de *H-RMN i 1*C-RMN amb

un desplacament quimic a d=1.90 ppm, i d=169.3 i 22.4 ppm, respectivament.
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13.2.3.ESTUDIS DE FLUORESCENCIA

Els estudis de fluorescencia dels derivats cumarinics 32 i 33 es van realitzar al laboratori
del Dr. Pérez-Paya de la Fundacié Valenciana d'Investigacions Biomediques de Valencia, en

col*laboracido amb la Dra. Mar Orzaez.

Es van preparar dissolucions aquoses dels dos compostos de concentracid
aproximadament d'1.3 mM. Els espectres d’emissid de fluorescéncia es van obtenir per
excitacid a la longitud d'ona d'absorci6 maxima dels dos derivats cumarinics
(Dabs.max.=324 nm), els quals es mostren a la Figura 13.7. Tal i com es pot observar,
I'espectre d’emissié de fluorescéncia del derivat cumarinic 32 va mostrar una intensitat de
fluorescencia d'un 22% més gran que la del derivat cumarinic fosforilat 33, en la seva
longitud d’ona d’emissié maxima (lem.max. =390 nm). També es van enregistrar els espectres
d’emissié de fluorescencia dels dos compostos a pH fisiologic amb tampd PBS, els quals van

mostrar igualment aquesta diferéncia d'intensitat de fluorescéncia.

Per confirmar aquests resultats es van enregistrar els espectres d'emissio de
fluorescéncia dels dos compostos estudiats a diferents concentracions de mostra i es va
representar la intensitat de fluorescéncia maxima (lemmax.=390 nm) a cada concentracid,
com es mostra a la Figura 13.8. Es va observar com a mesura que la concentracié de les
mostres augmentava, la diferencia d'intensitat de fluorescéncia entre els dos compostos

també s'anava incrementant lleugerament.

Tot i no ser una gran diferencia d'intensitat de fluorescéncia entre el derivat cumarinic 32
i el derivat cumarinic fosforilat 33, estava dins de I'ordre d'intensitat del voltant del 20% que
presentaven altres grups fluordfors adjacents al lloc de fosforilacid que es troben a la
bibliografia.'”%*”! Per aquest motiu vam decidir continuar amb I’AMC com a grup fluorescent

per l'estudi de fluorescencia i fosforilacio del peptid Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-AMC.
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Figura 13.7. Espectres d’emissié de fluorescencia, en un interval de 150 nm,
dels derivats cumarinics 32 (AMAcetil-Ser-AMC) i 33 (MAcetil-Ser(POsH,)-AMC),
després d'excitar-los a la seva longitud dona d‘absorci6 maxima
(N abs.max. =324 nm) i mesurar la intensitat de fluorescéncia emesa (IF).
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Figura 13.8. Representacid del maxim d'intensitat d'emissi6 de fluorescéncia
(Temmax.=390 nm) a diferents concentracions del derivats cumarinics 32 (MAcetil-Ser-
AMC) i 33 (M-Acetil-Ser(PO3H,)-AMC).
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14. ESTUDIS DE FLUORESCENCIA DEL PEPTID LRRAS-AMC

14.1. SINTESI DEL PEPTID CUMARINIC LRRAS-AMC

La sintesi del peptid cumarinic LRRAS-AMC es va realitzar seguint el plantejament sintéetic
de la Figura 14.1. Primerament es va dur a terme la desproteccié del grup Fmoc d’A“Fmoc-
Ser(‘Bu)-AMC (29) (apartat 13.1.1) amb dietilamina en DMF, per obtenir la serina cumarinica
H-Ser(‘Bu)-AMC (34) amb un rendiment del 70%. El producte 34 es va identificar per
espectrometria de masses i per espectroscopia de 'H-RMN i *C-RMN. Cal destacar la
desaparicio dels senyals caracteristics del grup Fmoc, aixi com la variacié del desplacament
quimic de 'H-RMN del grup amino protegit a d=8.28 ppm en 29 cap a camps més alts, amb

un desplacament del grup amino desprotegit a d=4.05 ppm.

Per altra banda, la sintesi del peptid H-Leu-Arg(Pmc)-Arg(Pmc)-Ala-OH es va realitzar al
laboratori del Dr. Enrique Pérez-Paya, per Ana Giménez. La resina utilitzada va ser del tipus
clorur de 2-clorotritil i les cadenes laterals de les arginines es trobaven protegides amb el
grup Pmc. Es va alliberar el peptid de la resina amb un coctel d’escissié format per DCM amb
un 2% de TFA. Seguidament es va procedir a la proteccidé en dissolucié de I'extrem

M-terminal del péptid amb el grup Boc sequint el procediment experimental de Keller i col.,'®’
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amb NaOH 1 M i dicarbonat de di-tert-butil en alcohol tert-butilic, per obtenir el peptid
protegit AMBoc-Leu-Arg(Pmc)-Arg(Pmc)-Ala-OH (35) amb un rendiment del 70% sense
purificar i una puresa del 90% per HPLC. El peptid 35 es va identificar per espectrometria de

masses, obtenint el pic molecular 1147.6 (M + H)™.

L'acoblament del derivat cumarinic 34 i del peptid 35 es va realitzar amb I'agent
d’acoblament PyBOP i amb DIEA, en DMF. Després de 10 h de reaccio, es va observar una
conversio en el peptid cumarinic del 90% per HPLC. Finalment, es va procedir a la
desproteccid del peptid amb un coctel format per TFA/DCM/H,O/triisobutilsila (70:20:5:5)
durant 4 h, i a la purificaciéd del producte resultant per HPLC a escala semipreparativa, per
obtenir el péptid cumarinic H-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-AMC (36) amb un rendiment del 34%. El
producte 36 es va identificar pel seu espectre de masses, obtenint el pic molecular 759.4
(M + H)".

0 \ 0 \
N TAY
Fmoc™ > N o o 2 N o o

DMF H
30min ~N

™~ OBu

29 34 (rdt. 70%)

OBu

1) DCM

2% TFA
O'vvAIa—Arg(Pmc)—Arg(Pmc)—Leu —>  AM-Boc-Leu-Arg(Pmc)-Arg(Pmc)-Ala-OH
2) NaOH 1 M

(‘Bu0CO),0 35 (rdt. 70%)

HN<_ _NH,

NH
1) 34, PyBOP, DIEA o . o . o
DMF, 10 h RN H H
> N N o)
H H
0 0

Ir=

2) TFA/DCM/H,0/triisobutilsil
4h OH

j‘i 36 (rdt. 34%)

HNZ “NH,

Figura 14.1. Plantejament sintétic sequit per a la sintesi del peptid cumarinic LRRAS-AMC: desproteccid
del grup Fmoc de 29 per obtenir 34, acoblament al peptid A-Boc-LR(Pmc)R(Pmc)A (35) i desproteccid
total per obtenir el péptid cumarinic 36.
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Estudis de fluorescencia del peptid LRRAS-AMC

14.2. ESTUDIS DE FLUORESCENCIA DEL PEPTID CUMARINIC LRRAS-AMC

Els estudis de fosforilacid i fluorescencia del peptid cumarinic LRRAS-AMC (36) es van

realitzar al laboratori del Dr. Pérez-Paya en col'laboracié amb Eliana Sirvent.

La reaccid de fosforilacid del peptid 36 es va realitzar segons I'esquema plantejat a la
Figura 14.2.

HN NH2
X
H
NH 36
HN NH,
HNy__NH,
NH
0 0
H
HyN N N N)W
PKA H -
ATP ADP 0 0
OPO;H,
NH

HN”Z “NH,

Figura 14.2. Fosforilacié del peptid cumarinic H-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-AMC (36) per la proteina
quinasa dependent de c-AMP, PKA, en preséncia d’ATP, MgCl, i en tampd TRIS (en vermell es
mostra la fosforilacio del péptid).

La mescla de reaccid es va preparar en tampd TRIS (50 mM), amb ATP (2 mM), MgCl,
(8 mM), el peptid cumarinic 36 (250 mM) i la proteina quinasa dependent de c-AMP, la PKA
(80 unitats, 80 u/ml, 1.73 mg/ml). Parallelament, es va realitzar un control de la reaccid
sense afegir la PKA i un segon control afegint ADP en comptes d’ATP, per determinar si la
presencia d’ATP en excés en la mescla de reaccid podia influir en la mesura de la intensitat

de fluorescencia del péptid cumarinic fosforilat. Es van prendre tres aliquotes de mostra de
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les tres mescles a temps inicial (to=0 min), on el peptid no estava fosforilat, i després de 2 h
de reaccid, on el péptid es trobava fosforilat completament. Quatre de les aliquotes, dues
aliquotes per a cada temps de reaccid, es van analitzar al fluorimetre, i per aturar les
reaccions es van fer servir dos sistemes: es van posar en gel o s’hi afegir EDTA per
complexar el MgCl,. Les altres aliquotes, als dos temps de reaccid, es van analitzar per HPLC

i s’hi va afegir acid tricloroacetic per precipitar I'enzim i aturar la reaccid.

Els espectres d’emissid de fluorescéncia es van obtenir per excitacié a la longitud d’ona
d’absorcié maxima del peptid (Iabs.max.=324 nm) a temps 0 min i després de 2 h de reaccio.
Tant en les aliquotes en qué s’havia aturat la reaccié en gel com en les que s’havia afegit
EDTA no es van observar diferéncies significatives en la intensitat de fluorescéncia. A la
Figura 14.3 es mostren els espectres d’emissid de fluorescéncia de les aliquotes tractades

amb EDTA, a mode d’exemple.

300 ~

= t=0 min

200 +

IF

100 +

350 400 450 500
1 (nm)

Figura 14.3. Espectres d’emissid de fluorescéncia de les aliquotes de la
reaccié de fosforilacid del péptid LRRAS-AMC (36) a un temps de reaccié de
2 min i 2 h, després d'excitar el péptid a la seva longitud d’ona d‘absorcid
maxima (I apsmax. =324 nm) i mesurar la intensitat de fluorescéncia emesa (IF).

A aquestes aliquotes de la mescla de reaccid s’hi va afegir un 50% de trifluoroetanol, el
qual és un inductor d'estructura secundaria de péptids, i es van tornar a enregistrar els
espectres d'emissio de fluorescencia. En el cas de les aliquotes a temps de reaccié de 2 h es
va observar un lleuger augment en la intensitat de fluorescencia, perd no es va considerar

una diferéncia significativa per confirmar la fosforilacio del peptid.
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Les altres aliquotes de les mescles de reaccié a temps 0 min i 2 h, les quals es van aturar
amb acid tricloroacetic per precipitar I'enzim, es van analitzar per HPLC (deteccié 220 nm).

Els perfils cromatografics enregistrats s’han mostrat a la Figura 14.4.
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Figura 14.4. Perfils cromatografics d'HPLC de les aliquotes de la reaccié de fosforilacié del
péptid cumarinic LRRAS-AMC a temps 0 min (A) i 2 h (B). Deteccié 220 nm.

Tal i com es pot observar als perfils cromatografics d'HPLC, la fosforilacid de la cadena
lateral de la serina del peptid cumarinic 36 va ser practicament completa en 2 h de reaccid,
tot observant-se la desaparicidé del pic corresponent al péptid LRRAS-AMC (t.=11.8 min) i
I'aparicié del pic corresponent al péptid fosforilat LRRAS(PO3H,)-AMC (t,=10.8 min). El péptid
fosforilat es va identificar per espectrometria de masses, detectant el pic molecular 837.4
(M - H).

Aquests resultats van indicar que la proteina quinasa PKA catalitzava la reaccid de
fosforilacid de la serina en el peptid cumarinic LRRAS-AMC i que aquesta reacci6 la podiem

controlar per HPLC. Malauradament, no va ser possible seguir la reaccio per fluorescencia, en
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no variar practicament la intensitat de fluorescéncia emitida pel grup AMC, després d’haver-

se iniciat la reaccio.

Aixi doncs, l'estratégia seguida amb el grup fluorofor AMC situat en una posicié adjacent
al lloc de fosforilacié del peptid, no va permetre assolir el cinqué objectiu d’aquesta tesi, en
no poder posar a punt un assaig de fluorescéncia per dur a terme el cribratge de la
quimioteca de peptoides-II davant la capacitat d'inhibir la fosforilacié del substrat LRRAS-

AMC per la PKA.
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15. PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS

15.1. CONSIDERACIONS GENERALS

Les reaccions quimiques, instrumentacié i reactius referides a la Part II es van realitzar

tenint en compte les consideracions generals descrites en I'apartat 6.1.

La DMF i el THF utilitzats en la sintesi dels productes cumarinics es van destil*lar

préviament sobre CaH, i Na, respectivament.

L'aparell Biotage utilitzat per a la purificaci6 amb columnes de silica és de la companyia
Biotage Inc., amb columnes empaquetades amb gel de silica Kp-sil (32-63 mm, 60 &) de tipus
40+S i 40+M.

Les analisis per HPLC per determinar I'evolucié de les reaccions es van realitzar amb una
columna de fase inversa de tipus Kromasil 100 de 5 mm (25 x 0.46 cm) de Scharlau. Eluents:
H,O amb 0.1% de TFA i ACN amb 0.07% de TFA; gradient: 1 min a 20% d'ACN, de 20% a
80% en 17 min i 1 min a 80% d’ACN. En el cas dels derivats fosforilats es va fer servir un
gradient que consistia en 1 min a 10% d'ACN, de 10% a 80% en 22 min i 1 min a 80%
d’ACN. Deteccié a 220 nm i a 340 nm (I maxima d'absorcié de 'AMC).
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El sintetitzador utilitzat en la sintesi del peptid és del tipus Applied Biosystems model
433A.

El fluorimetre utilitzat pels estudis de fluorescéncia dels derivats cumarinics és del tipus

Jasco FP-6500 Spectrofluorometer.

L'HPLC utilitzat pels estudis de fosforilacid del péptid cumarinic LRRAS-AMC és del tipus
Elite Lachrom Merck Hitachi Diode array detector L-2450, amb una columna Tecknocroma
C18. Eluents: H,O amb 0.1% de TFA i ACN amb 0.07% de TFA; gradient: 1 min a 10%
d'ACN, de 10% a 80% en 22 min i 1 min a 80% d'ACN (deteccié a 220 nm).

15.2. SINTESI D’ *FMOC-SER-AMC I N-FMOC-SER(POsH,)-AMC

15.2.1.SINTESI D’'N-FMOC-SER(‘Bu)-AMC (29). DIFERENTS CONDICIONS DE
REACCIO

15.2.1.1. Acoblament amb HATU

Seguint el procediment experimental descrit per Ellman i col.,'”

es van afegir 58 mg
(0.33 mmol) de 7-amino-4-metilcumarina (AMC) a una dissolucié de 125 mg (0.33 mmol)
d’M-Fmoc-Ser(Bu)-OH en 1 ml de DMF i la mescla es va agitar durant 5 min a t.a. Passat
aquest temps s’hi van afegir 188 mg (0.50 mmol, 1.5 eq.) d'HATU i 88 ml (0.66 mmol,
2.0 eq.) de 2,4,6-trimetilpiridina. La mescla de reaccié es va mantenir en agitacié a 60 °C
durant 15 h. Passat aquest temps, es va realitzar un control de la reaccié per HPLC amb
deteccid a 340 nm on es va observar una conversid del 80% en el producte cumarinic
d’acoblament. Tot i mantenir la mescla de reaccié durant 6 h més, no es va observar cap
canvi en la conversio, motiu pel qual es va decidir evaporar el dissolvent a pressié reduida.
Seguidament es va redisoldre el residu obtingut en 15 ml d’AcOEt i es van fer uns rentats per
eliminar ’AMC amb una dissolucié d’'HCI 2 N (3 x 10 ml) i una dissoluci6 saturada de NaCl (3
x 10 ml). La fase organica es va assecar sobre Na,SO4 i es va evaporar a pressio reduida. El
residu final es va purificar per cromatografia de silica en columna utilitzant el sistema Biotage
i eluint amb una mescla de dissolvents CHCls;/MeOH (1.5% de MeOH). Es van obtenir 133 mg
d’un solid groguenc (rdt. 76%).
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7-(N-Fmoc-O-tert-butil-L-serinamido)-4-metilcumarina (29)

'H-RMN (300 MHz, dimetilsulfoxid-dgs, 45°C): 10.38 (s, 1H, CONHPh), 8.28 (s, 1H, OCONH), 7.86 (d,
J=7.5 Hz, 2H, Hp), 7.77 (d, J= 1.8 Hz, 1H, Ha), 7.71 (ac, 3H, Hay), 7.52
(dd, 1=8.7, 1.8 Hz, 1H, Ha), 7.42-7.30 (ac, 4H, Ha), 6.24 (s, 1H,
C=CHCO), 4.35-4.22 (ac, 4H, 1H (PhCHPh) + 2H (CH,OCO) + 1H
(NHCHCO)), 3.58 (dd, J=6.3 Hz, 2H, 1H (CH,,0Bu) + 1H (CH,,0Bu)),
2.39 (s, 3H, CHs), 1.10 (s, 9H, ‘Bu).

13C-RMN (75 MHz, dimetilsulfoxid-de, 45°C): 169.7 (CONH), 159.8 (COO), 155.0 (OCONH), 153.5
(Cq), 152.8 (Ca), 143.7 (2 X Ca), 142.0 (2 X Ca), 140.6 (Ca), 127.4 (2 X
CHar), 126.8 (2 X CHa), 125.7 (CHay), 125.1 (2 X CHy,), 119.9 (2 x CHay),
115.2 (CHa), 115.0 (Cx), 112.2 (C=CHCO), 105.7 (CHa), 72.9 (C(CHs)s),
65.7 (CH,0C0), 61.7 (CH,0Bu), 56.1 (NHCHCO), 46.5 (CHCH,0), 27.0
(3 X C(@3)3), 17.7 (CH3)

EMAR per C3;H3,;N,06: Calculada: 563.2158 (M + Na)*
Determinada: 563.2150

15.2.1.2. Altres condicions d’acoblament

Altres condicions i agents d‘acoblament utilitzats per dur a terme la reaccid entre

I’ -Fmoc-Ser(‘Bu)-OH i 'AMC es resumeixen a continuacio:
a. PyBOP, HOBt i DIEA en DMF
b. PyBOP, DMAP i DIEA en DMF
c. NHS i DCC en DMF
d. NHS i DIC en THF (+3% de DMF) a 60 °C
e. HOBt i DIC en THF (+3% de DMF) a 60 °C
f. Cloroformiat d"Bu i Et;N en ACN a 60 °C

Nomeés en el cas e es va aconseguir obtenir fins un 17% de conversié per HPLC després

de 5 dies de reaccid. En els altres casos practicament no va tenir lloc 'acoblament.

15.2.2.SINTESI D' A-FMOC-SER-AMC (30)

La desproteccid del grup tert-butil d’A-Fmoc-Ser(‘Bu)-AMC (apartat 15.2.1.1) es va
realitzar afegint 6 ml d'una mescla DCM/TFA (1:1) a 130 mg (0.24 mmol) de 29. La mescla
de reaccié es va mantenir en agitacié durant 15 min. Passat aquest temps, els dissolvents es

van evaporar a pressio reduida, per obtenir 116 mg d’un solid groguenc (rdt. global 75%).
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7-(N-Fmoc-L-serinamido)-4-metilcumarina (30)
Pf: 205-207 °C

'H-RMN (300 MHz, dimetilsulfoxid-ds, 45°C): 10.38 (s, 1H, CONHPh), 7.86 (d, J=6.9 Hz, 2H, Ha),
7.77 (d, J= 2.1 Hz, 1H, Ha), 7.71 (ac, 3H, Ha), 7.52 (dd, 1=8.7, 1.8 Hz,
1H, Ha), 7.42-7.31 (ac, 4H, Har), 6.24 (sa, 3H, 1H (C=CHCO) + 1H (OH)
+ 1H (OCONH)), 4.68 (m, 1H, NHCHCO) 4.35-4.23 (ac, 3H, 1H
(PhCHPh) + 2H (CH,0CO)), 3.71 (d, J=5.4 Hz, 2H, CH,OH), 2.39 (s, 3H,
CHs).

13C.RMN (75 MHz, dimetilsulfoxid-ds, 45°C): 169.7 (CONH), 159.8 (COO), 155.0 (OCONH), 153.5
(Cq), 152.8 (Ca), 143.6 (2 X Ca;), 142.0 (2 X Cay), 140.5 (Ca,), 127.4 (2 X
CHar), 126.8 (2 X CHa;), 125.6 (CHay), 125.0 (2 X CHa,), 119.8 (2 X CHay),
115.2 (CHa), 115.0 (Ca), 112.1 (C=CHCO), 105.7 (CHa), 65.7
(CH,0C0), 61.5 (CH,0H), 56.1 (NHCHCO), 46.5 (CHCH,0), 17.7 (CHs).

EMAR per CgH24N,0¢: Calculada: 507.1532 (M + Na)*
Determinada: 507.1525

15.2.3.SINTESI D' A-FMOC-SER(PO;H,)-AMC (31)

15.2.3.1. Acoblament amb HOBt i DIC

A una dissolucié de 100 mg (0.25 mmol) d’MFmocSer(POsH;)-OH en 3 ml de THF (amb
un 3% de DMF) es van afegir 43 mg (0.25 mmol) d’AMC, 50 mg (0.37 mmol, 1.5 eq.) d'HOBt
i 58 ml (0.37 mmol, 1.5 eq.) de DIC. La mescla de reaccid es va mantenir en agitacio i a
reflux durant 20 h. Passat aquest temps, es va realitzar un control de la reaccié per HPLC
amb deteccid a 340 nm on es va observar una conversio del 80% en el producte cumarinic
d’acoblament. Tot i mantenir la mescla de reaccidé durant 5 h més, no es va observar cap
canvi en la conversié, motiu pel qual es va decidir evaporar el dissolvent a pressio reduida. El
residu resultant es va purificar per CCP de silica eluint amb una mescla de CHCI;/DCM (1:1)
(amb un 4% de DMF), pero l'elevada polaritat del producte va fer dificil extreure’l de la silica,
essent necessaria |'extracci6 amb MeOH. Després d'evaporar a pressid reduida |'extracte
metanolic, el residu es va redissoldre en 15 ml de d’AcOEt i es van filtrar les particules de
silica. El dissolvent es va eliminar a pressio reduida per obtenir 105 mg d’un oli groguenc
amb una puresa del 93% per HPLC a 220 nm (rdt. 75%).
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7-( N-Fmoc- O-fosfo-L-serinamido)-4-metilcumarina (31)

'H-RMN (300 MHz, dimetilsulfoxid-ds, 45°C): 11.05 (s, 1H, CONHPh), 7.85 (d, J=7.5 Hz, 2H, Ha),

7.78 (d, J=1.5 Hz, 1H, Hy), 7.71 (d, J=6.6 Hz, 2H, Ha), 7.63 (d, J=8.7
Hz, 1H, Ha), 7.53 (dd, =8.7, 1.5 Hz, 1H, Ha,), 7.41-7.29 (ac, 4H, 2 x Har
+2 X Ha), 6.22 (s, 1H, C=CHCO), 4.50 (ac, 1H, NHCHCO) 4.30-4.16(ac,
3H, 1H (PhCHPh) + 2H (CH,OCO)), 4.04 (ac, 2H, CH,OP), 3.55 (sa,
POsH,), 2.37 (s, 3H, CHs).

13C.RMN (75 MHz, dimetilsulfoxid-ds, 45°C): 169.3 (CONH), 159.8 (COO), 155.0 (OCONH), 153.4

EMAR per Cst 25N209P:

(Cq), 152.8 (Car), 143.6 (2 X Cu), 142.2 (Cy), 140.5 (2 X Cay), 127.4 (2 X
CHar), 126.9 (2 x CHa,), 125.4 (CHa,), 125.2 (2 X CHa,), 119.8 (2 x CHay),
115.4 (CHp), 114.9 (Cy), 112.1 (C=CHCO), 105.8 (CHa), 69.2
(CH,0C0), 62.6 (CH,0P), 60.2 (NHCHCO), 46.5 (CHCH,0), 17.7 (CHs).

Calculada: 587.1195 (M + Na)*
Determinada: 587.1213

15.2.3.2. Altres condicions d’acoblament

Altres condicions i agents d‘acoblament utilitzats per dur a terme la reaccid entre

I’ -Fmoc-Ser(POsH;)-OH i I’AMC es resumeixen a continuacio:

0

d.

a. HATU i col'lidina en DMF a 60 °C
b.

PyBOP i DIC en DMF
PyBOP, DIC i DIEA en DMF
NHS i DCC en DMF

En cap cas no es va observar practicament reaccié d’acoblament.

15.3. SINTESI D’ ACETIL-SER-AMC I N-ACETIL-SER(PO;H,)-AMC

15.3.1.SINTESI D’ -ACETIL-SER-AMC (32)

Seguint el procediment descrit a I'apartat 15.2.2, es van sintetizar 110 mg d’M-Fmoc-Ser-

AMC (30). A continuacio es va procedir a la desproteccid del grup Fmoc i a l'acetilacio

posterior.

Desproteccio. a una dissoluciéo de 110 mg (0.23 mmol) de 30 en 1 ml de DMF es van

afegir 48 ml (0.46 mmol, 2 eq.) de dietilamina. La mescla de reaccié es va mantenir en

agitacio a t.a. durant 30 min. Passat aquest temps, es va fer un analisi del cru per HPLC a
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220 nm on es va confirmar la desprotecci6 completa del grup Fmoc. Seguidament el

dissolvent es va evaporar a pressio reduida.

Acetilacio: al cru anterior es van afegir 37 ml (0.46 mmol, 2 eq.) de piridina i 43 ml
(0.46 mmol, 2 eq.) d'anhidrid acetic, i la mescla de reaccid es va mantenir en agitacio a t.a.
durant 20 min. Passat aquest temps, es van evaporar els reactius en excés a pressio reduida
i el cru de reaccié es va purificar per CCP de silica eluint amb una mescla de CHCl;/MeOH

(10:1). Es van obtenir 50 mg d’un solid groguenc (rdt. 72%).

7-(N-Acetil-L-serinamido)-4-metilcumarina (32)
Pf: 215-217 °C

'H-RMN (300 MHz, dimetilsulfoxid-ds, 45°C): 10.40 (sa, 1H, CONHPh) 8.05 (sa, 1H, CONHCH), 7.79
(d, 3=2.1 Hz, 1H, Hy), 7.69 (d, J= 8.7 Hz, 1H, Ha,), 7.52 (dd, J=8.7, 2.1
Hz, 1H, Ha), 6.23 (s, 1H, C=CHCO), 4.47 (m, 1H, NHCHCO), 3.66 (d,
J=5.7 Hz, 2H, CH,0H), 3.23 (sa, 1H, OH), 2.39 (s, 3H, CHs), 1.90 (s, 3H,
CH5CO).

13C_.RMN (75 MHz, dimetilsulfoxid-ds, 45°C): 169.9 (CONHPh), 169.3 (CH;CONH), 159.8 (COO),
153.5 (Cg), 152.8 (Cu), 142.2 (Cu), 125.5 (CHa), 115.3 (CHa,), 114.9
(Ca), 112.1 (C=CHCO), 105.7 (CHa), 61.5 (CH,0H), 56.0 (NHCHCO),
22.3 (CH5CO), 17.7 (CHs).

EMAR per Ci5 HigN2Os: Calculada: 305.1059 (M + H)*

Determinada: 305.1136

15.3.2.SINTESI D’ N-ACETIL-SER(PO;H,)-AMC (33)

Seguint el procediment descrit a lapartat 15.2.3.1, es van sintetizar 300 mg
d'MFmoc-Ser(POsH,)-AMC (31). Seguidament es va procedir a la desproteccid del grup

Fmoc i a I'acetilacio posterior.

Desproteccio.: a una dissolucié de 300 mg (0.53 mmol) de 31 en 1 ml de DMF es van
afegir 110 ml (1.06 mmol, 2 eq.) de dietilamina. La mescla de reaccié es va mantenir en
agitacio a t.a. durant 30 min. Passat aquest temps, es va fer un analisi del cru per HPLC on
es va confirmar la desproteccid completa del grup Fmoc. Seguidament el dissolvent es va

evaporar a pressio reduida.

Acetilacio: el cru anterior es va redissoldre en 1.5 ml de DMF i s’hi va afegir 1.5 ml d'una
dissolucié de NaHCOs al 10% i 100 ml (1.06 mmol, 2 eq.) d’anhidrid acetic. La mescla de

reaccid es va mantenir en agitacié a t.a. durant 20 min. Passat aquest temps, els dissolvents
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es van evaporar a pressio reduida i el residu resultant es va purificar per HPLC a escala
semipreparativa. Eluents: H,O amb 0.1% de TFA i ACN amb 0.07% de TFA; gradient: 10 min
a 10% d’ACN, de 10% a 60% en 75 min, de 60% a 100% en 20 min i 10 min a 100%
d’ACN; flux 5 ml/min. Es van obtenir 30 mg d’un solid groguenc (rdt. 15%).

7-( NV-Acetil- O-fosfo-L-serinamido)-4-metilcumarina (33)
Pf: 127-129 °C

1H-RMN (300 MHz, dimetilsulfoxid-de): 10.88 (s, 1H, CONHPh), 8.50 (sa, 1H, CONHCH), 7.79 (d,
3=0.9 Hz, 1H, Ha), 7.71 (d, J= 5.4 Hz, 1H, Ha,), 7.51 (dd, J=5.4, 0.8 Hz,
1H, Ha), 6.26 (s, 1H, C=CHCO), 4.68 (t, J=5.5 Hz, 1H, NHCHCO), 4.04
(dd, J=5.5 Hz, 2H, CH,0H), 2.39 (s, 3H, CHs), 1.90 (s, 3H, CH5CO).

13C-RMN (75 MHz, dimetilsulfoxid-dg): 169.6 (CONH), 168.6 (CH;CONH), 160.0 (COO), 153.6 (Cy),
153.1 (Ca), 141.9 (Ca), 125.9 (CHa), 115.4 (CHa), 115.3 (Ca), 112.4
(C=CHCO), 105.9 (CHa,), 64.7 (CH,P), 53.8 (NHCHCO), 22.4 (CHsCO),
18.0 (CHs).

EMAR per Ci5 Hi7N,0¢P: Calculada: 385.0723 (M + H)*

Determinada: 385.0789

15.4. SINTESI DEL PEPTID H-LEU-ARG-ARG-ALA-SER-AMC (36)

15.4.1.SINTESI DE H-SER(‘Bu)-AMC (34)

Seguint el procediment descrit a l'apartat 15.2.1.1, es van sintetitzar 400 mg

d’M-Fmoc-Ser(Bu)-AMC (29). Seguidament es va procedir a la desproteccié del grup Fmoc.

Desproteccio.: a una dissolucié de 400 mg (0.74 mmol) de 29 en 2 ml de DMF es van
afegir 150 ml (1.48 mmol, 2 eq.) de dietilamina. La mescla de reaccié es va mantenir en
agitacio a t.a. durant 30 min. Passat aquest temps, es va fer un analisi del cru de reacci6 per
HPLC on es va confirmar la desproteccid del grup Fmoc. Seguidament el dissolvent es va
evaporar a pressio reduida i el residu es va purificar per cromatografia de silica en columna
utilitzant el sistema Biotage i eluint amb una mescla de dissolvents CHCI3/MeOH (12:1). Es
van obtenir 215 mg del compost 34 (rdt. global 70%).

7-( O-tert-Butil-L-serinamido)-4-metilcumarina (34)'%®

Pf: 125-127 °C

1H-RMN (300 MHz, dimetilsulfoxid-de, 35°C): 7.81 (d, 1=1.8 Hz, 1H, Hy,), 7.68 (dd, 1=8.7, 1.8 Hz,
1H, Hy), 7.55 (d, =8.7 Hz, 1H, Ha), 6.23 (s, 1H, C=CHCO), 4.05 (s, 2H,
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NH,), 3.47 (ac, 3H, 1H (NHCHCO) + 2H (CH,OBu)), 2.38 (s, 3H, CHs),
1.10 (s, 9H, Bu).

13C-RMN (75 MHz, dimetilsulfoxid-ds, 35°C): 173.1 (CONH), 159.9 (COO), 153.6 (Cy), 152.9 (Ca),
142.0 (Ca), 125.7 (CHa), 115.2 (CHx), 114.9 (Ca), 112.1 (C=CHCO),
105.6 (CHa,), 72.5 (C(CHs)s), 64.3 (CH,Bu), 56.1 ((NHCHCO), 27.2 (3 X
C(CHs)3), 17.8 (CHs).

CL-EM: 319.2 (M + H)*

15.4.2.SINTESI DEL PEPTID H-LEU-ARG(Pmc)-ARG(Pmc)-ALA-OH

La sintesi del peptid H-Leu-Arg(Pmc)-Arg(Pmc)-Ala-OH es va realitzar al laboratori del Dr.
Enrique Pérez-Paya a la Fundacid Valenciana d'Investigacions Biomediques de Valéncia per
Ana Giménez. La resina utilitzada va ser del tipus clorur de 2-clorotritil. Les cadenes laterals
de les arginines es trobaven protegides amb el grup Pmc i I'extrem amino terminal de la
leucina estava desprotegit. Una vegada sintetitzat el péptid (0.1 mmol), es va procedir a la

seva escissio de la resina.

Escissio de la resina. la resina es va transferir a un tub de vidre de 25 ml roscat amb un
septum de tefl6 resistent a I'acid. Seguidament s'hi van afegir 10 ml d’'un coctel d’escissid
format per DCM amb un 2% de TFA, tornant-se la resina de color granatds. La mescla es va
deixar agitant mecanicament durant 4 h a t.a. i a 200 rpm. A continuacio la mescla es va
filtrar i al filtrat s’hi van afegir 30 ml d'eter metil fert-butilic fred per precipitar el peptid i es
va deixar al congelador a -80 °C durant 4 h. La mescla es va centrifugar a 3 °C i 3000 rpm
durant 30 min. Després de decantar, es va recollir el precipitat, es va redissoldre en acid
acetic glacial i es va liofilitzar. Es van obtenir 84 mg del peptid d'una puresa del 90% per
HPLC a 220 nm (rdt. 81%).

H-Leu-Arg(Pmc)-Arg(Pmc)-Ala-OH

CL-EM: 1047.6 (M + H)*

15.4.3.PROTECCIO DEL PEPTID AMB EL GRUP BOC (35)

Seguint el procediment experimental descrit per Keller i col.,'® a una dissolucié de 80 mg
(0.08 mmol) del peptid H-Leu-Arg(Pmc)-Arg(Pmc)-Ala-OH en 200 ml de NaOH 1 M, s’hi van
afegir 35 mg (0.16 mmol, 2.0 eq.) de dicarbonat de di-tert-butil dissolts en 200 ml d'alcohol

tert-butilic. La mescla de reaccié es va mantenir en agitacio a t.a. durant 3 h. Passat aquest
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temps, el cru de reaccié es va analitzar per HPLC on es va confirmar la proteccié del péptid.
Seguidament la mescla de reaccid es va acidificar amb 1 ml d’acid citric al 10% i el péptid es
va extreure amb AcOEt (3 x 2 ml). Els extractes organics es van ajuntar, assecar sobre
MgSO, i evaporar a pressio reduida. Es van obtenir 76 mg del peptid protegit amb una
puresa del 90% per HPLC (rdt. 87%).

N-Boc-Leu-Arg(Pmc)-Arg(Pmc)-Ala-OH (35)

CL-EM: 1147.6 (M + H)*

15.4.4.0BTENCIO DE H-LEU-ARG-ARG-ALA-SER-AMC (36)

A una dissolucié de 75 mg (0.07 mmol) del peptid A-Boc-Leu-Arg(Pmc)-Arg(Pmc)-Ala-OH
(35) en 5 ml de DMF s’hi van afegir 25 mg (0.08 mmol, 1.2 eq.) del compost 34, 73 mg
(0.14 mmol, 2.0 eq.) de PyBOP i 24 ml (0.14 mmol, 2.0 eq.) de DIEA. La mescla de reaccid
es va mantenir en agitacié a t.a. durant 10 h. Passat aquest temps es va realitzar un control
de la reaccié per HPLC on es va observar una conversio del 90% en el peptid cumarinic. El

dissolvent es va evaporar a pressio reduida i es va procedir a la desproteccio del péptid.

Desproteccio: el residu anterior es va transvasar a un tub de vidre de 10 ml roscat amb
un septum de tefld resistent a l'acid i s’hi van afegir 3 ml d'un coctel format per
TFA/DCM/H,0/triisobutilsila (70:20:5:5). La mescla resultant es va agitar mecanicament
durant 4 h a t.a. i a 200 rpm. Passat aquest temps, s'hi van afegir 20 ml d'éter metil tert-
butilic fred per precipitar el peptid i la mescla es va deixar al congelador a -80 °C durant 4 h.
Seguidament, la mescla es va centrifugar a 3 °C i 3000 rpm durant 30 min. Després de
decantar, el precipitat es va recollir, es va redissoldre en acid acétic glacial i es va liofilitzar.
El residu obtingut es va purificar per HPLC a escala semipreparativa. Eluents: H,O amb 0.1%
de TFA i ACN amb 0.07% de TFA; gradient: 10 min a 1% d’ACN, d’'1% a 80% en 80 min, de
80% a 100% en 20 min i 10 min a 100% d'ACN; flux 5 ml/min. Es van obtenir 18 mg del
peptid cumarinic 36 amb una puresa del 95% per HPLC a 220 nm (rdt. 34%).

7-[(Leucil-arginil-arginil-alanil)serinamido]4-metilcumarina (36)

EMAR per C3; Hs54N;1,0s: Calculada: 759.4188 (M + H)*

Determinada: 759.4260
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15.5. ASSAIG DE FOSFORILACIO DEL PEPTID 36 AMB PKA

L'assaig de fosforilacid del peptid LRRAS-AMC (36) per la proteina quinasa PKA es va dur
a terme afegint 3 ml d’ATP (175 mM), 2 ml de MgCl, (1 M) i 30 ml de tampd TRIS (500 mM) a
264 ml d’'una dissolucié de 36 (250 mM). Seguidament s’hi va afegir 1 ml de la PKA (80 u/ml,
1.73 mg/ml), subministrada per la casa comercial Promega, i la mescla de reaccié es va
incubar a 30 °C i a 300 rpm en un agitador “Thermomixer conmfort”. A una de les mescles
control no es va afegir la PKA i a I'altra mescla control es van afegir 3 ml d’ADP (175 mM) en
comptes de I'ATP. A temps de reaccié 0 min i 2 h es van extreure tres aliquotes de 40 ml de
cada reaccio: a una primera aliquota s’hi van afegir 60 ml d'H,O i es va posar en gel, a una
segona aliquota s’hi van afegir 10 ml d'EDTA 500 mM i 50 ml d'H,0, i a la tercera aliquota s'hi

va afegir 60 ml d’acid tricloroacétic al 30% per precipitar I'enzim.

A 20 ml de les dissolucions de les dues primeres aliquotes als dos temps de reaccid 0 min
i 2 h, a les quals es va aturar la reaccio amb gel o EDTA, s’hi van afegir 580 ml d’'H,0 i es van

enregistrar els espectres d’emissio de fluoresceéncia.

La tercera aliquota als dos temps de reaccié 0 min i 2 h, a les quals es va afegir I'acid
tricloroacétic, es va centrifugar durant 10 min a 13.000 rpm i a 50 ml del sobrenedant s’hi

van afegir 250 ml d'H,0 per enregistrar el cromatograma d’'HPLC (deteccié a 220 nm).
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16. INTRODUCCIO

En aquesta ultima part de la memoria s’explicara el treball realitzat durant una estada de
quatre mesos al laboratori del Prof. Kevin Burgess del Departament de Quimica Organica de
la Universitat Texas A&M de College Station (Texas, EE.UU.).

16.1. NEUROTROFINES I TIROSINA QUINASES

Les neurotrofines son hormones del factor de creixement que regulen el desevolupament
i el manteniment del sistema nervids central i periféric. Dins d’aquesta familia de proteines es
troben el factor de creixement nervidés (NGF), la neurotrofina-3 (NT-3), el factor neurotrofic
derivat del cervell (BDNF) i la neurotrofina-4/5 (NT-4/5).%°

Les neurotrofines sén proteines d’aproximadament 25 kDa i es troben en forma dimérica.
Presenten una gran homologia de seqiiéncia entre elles, del voltant del 50%, pero els residus

dels extrems M i C-terminals aixi com els residus de les regions de gir b sén molt variables i
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juguen un paper clau en la interaccid i activacid dels seus receptors, les tirosina quinases
(Trk).

Els receptors transmembranics TrK presenten també una elevada homologia en la seva
seqiiéncia. El seu domini extracel*lular es pot subdividir en cinc dominis i el seu domini
intracel*lular conté el centre actiu, amb residus de tirosina que en ser fosforilats provoquen
una cascada de senyals que, en Ultim terme, modulen el creixement i la diferenciacid

neuronal.

Els receptors Trk presenten una elevada afinitat per les neurotrofines, de l'ordre de
10™ M, perd aquestes no sdn lligands especifics perqué poden interaccionar amb mdltiples
tirosina quinases i també amb el receptor p75, amb el qual s’enllacen a una velocitat més
elevada, perd amb una constant d‘afinitat menor de I'ordre de 10° M. Aquesta abséncia
d’especificitat i de selectivitat degut a la interaccid de les neurotrofines amb multiples
receptors pot provocar efectes secundaris no desitjats, amb implicacions en el dolor i la

neuropatia, el cancer i en malalties neurodegeneratives com ara I’Alzheimer.

Una possible solucid per modular aquests efectes secundaris és trobar agonistes o
antagonistes dels receptors de Trk i/o de p75. Aixi doncs, el desenvolupament de lligands
dimerics de baix pes molecular i estables a la proteolisi que interaccionin selectivament amb

els receptors de neurotrofines esdevé un objectiu de gran interes en biomedicina.

16.2. ANTECEDENTS

En els ultims anys, s’ha fet un gran esfor¢ en el grup del Prof. Kevin Burgess per a
I'estudi, el disseny i la sintesi de lligands artificials que mimetitzin les regions d'interaccié (A#ot
spot) de les neurotrofines NT-3 i NGF amb el seus corresponents receptors, les tirosina
quinases TrkC i TrkA, respectivament, per regular el senyal de transduccid mitjancant

I'activaci6 o desactivacio de I'activitat de la tirosina quinasa.'**®

A la Figura 16.1 es mostra l'estructura dimerica de la neurotrofina NGF, aixi com el
complex format per la interacci6 de NGF amb el domini 5 del seu receptor, el qual es
considera el domini més important involucrat en I'elevada afinitat d’aquest lligand per la TrkA

i en la consegiient induccié de la resposta biologica.®
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Figura 16.1. Estructura del complex format per la interaccié de
la neurotrofina dimérica NGF (color blau i vermell) amb el domini
5 del receptor TrkA (color verd).

Els compostos sintetitzats es van dissenyar per mimetitzar els girs b de les regions “ Aot
spot” de les neurotrofines NGF i NT-3, amb grups farmacofors a les cadenes laterals que
corresponien exactament amb els residus d’aminoacids 7+ 1 i / + 2 de les regions de gir de

les neurotrofines (vegeu Figura 16.2).

A) B)
Rz RZ RZ
i+1 i+2
rt ON at N at N
O HN OHN OHN
Y
0 /+3
R NH \N\\r
Gir b n=0, X=0, S X=0, Y=NH,
n=1, X=NH, O X=S, Y=0OH
n=2, 3, X=NH X=NH, Y=NH,
Y=0H, NH,

Figura 16.2. A) Estructura dels girs b de les regions Aot spot’ de les neurotrofines NGF i NT-3. B)
Estructura de peptidomimétics sintetitzats per mimetitzar els girs b de NGF i NT-3. R!' i R?
constitueixen les fonts de diversitat dels peptidomimeétics.
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Estudis biogquimics realitzats als Gltims anys han posat de manifest que moltes funcions
biologiques estan relacionades amb canvis conformacionals en receptors situats a la
superficie cel*lular induits per interaccions multivalents. La multivalencia és un bon
mecanisme per augmentar la forga total d'interaccié entre un lligand i el seu receptor,
sobretot per lligands amb una afinitat relativament baixa. Una forma Obvia d’augmentar la
capacitat d’'unié d’un receptor per un substrat determinat és la combinacié de dos fragments
receptors a través d’enllacos covalents. Aquests estudis han esdevingut un punt d'inflexid en

la investigacié de nous agents terapéutics.

Concretament, les interaccions divalents en reconeixement molecular s’han estudiat en
molts sistemes.’®'® En aquest sentit, a la bibliografia trobem diverses estratégies
sintétiques desenvolupades per tenir un esquelet central que permeti la formacié de

molécules dimériques, tant en fase solida com en dissoluci6.*%%2%

En el cas de les neurotrofines, al laboratori del Prof. Burgess es va optimitzar un
procediment per sintetitzar molécules bivalents a partir de compostos monovalents sense
haver d'utilitzar grups protectors a les cadenes laterals ni agents activants, a través de
I'acoblament de dues molécules de peptidomimetic a un esquelet central de triazina

mitjangant un espaiador (vegeu Figura 16.3).1%*

0O 0O
[ peptidomimetic AJ)KO\‘ z '\O)‘\[ peptidomimetic BJ
T T ,
A

espaiador

®

Figura 16.3. Estructura general d’'un lligand bivalent basat en un esquelet
central de triazina, el qual conté un grup fluordfor (F). Si les dues molécules
de peptidomimeétics A i B son iguals, parlarem de lligands homobivalents i si
son diferents parlarem d’heterobivalents.

HN

La longitud de l'espaiador era un punt important a estudiar per tal que la geometria
adoptada pel lligand fos I'adequada per interaccionar amb el receptor. Aquest procediment
constituia una estratégia molt interessant per sintetitzar quimioteques de molecules

homobivalents o heterobivalents per ser assajades com agonistes o antagonistes de TrkA. A
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més, de l'esquelet de triazina es va derivar un grup fluorofor per facilitar la deteccié als

assaigs biologics i millorar la solubilitat dels compostos en medis aquosos.

Amb aquests antecedents, es va decidir sintetitzar una quimioteca de peptidomimétics,
molécules homobivalents i heterobivalents, en dissolucié i formada a partir de monomers
amb una estructura general com la que es mostra a la Figura 16.4, en la qual es van
mantenir les distancies geometriqgues més adequades per mimetitzar les regions de gir b de
la neurotrofina NGF, obtingudes amb estudis de modelatge molecular realitzats amb

anterioritat al laboratori.

La meva participacié en aquest projecte va consistir en la sintesi de dos monomers, d’un
conjunt de 13 molécules escollides per formar la diversitat de la quimioteca de

peptidomimetics.

5.23 A
K ‘ R2
Y  HN j+2
Rl 0
/+1  HN OHN
el
T HN.5
Girb

Figura 16.4. Estructura general dels monomers per a la
quimioteca de molécules bivalents que mimetitzin les
regions de gir b de NGF.
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Per altra banda, durant l'estada al laboratori del Prof. Burgess es va comencar a
dissenyar un procediment general per sintetitzar semipeptoides ciclics en dissolucié que
mimetitzessin els girs b de NGF (vegeu Figura 16.2), amb l'estructura general que es mostra

a la Figura 16.5.

2
R\
N
//§ _>:O 0
OHN
1
RI=N 0 OEt
O5N

NH

Figura 16.5. Estructura general
de semipeptoides ciclics, on R i R?
constitueixen les fonts de diversitat
dels peptidomimetics.

Per establir un procediment que permetés treballar en dissolucidé a una escala més gran
que I'habitual en la fase solida, era important evitar la purificacidé dels intermedis de sintesi
per cromatografia de silica o per HPLC a escala semipreparativa. Aixi doncs, per agilitar el
procés, la purificaci6 dels intermedis de sintesi es va limitar a evaporacions,

recristallitzacions i/o extraccions acid-base.

El treball realitzat per sintetitzar semipeptoides ciclics en dissolucid no s’ha inclos en
aquesta memoria degut a que l'estudi del disseny i la optimitzacio del procediment de sintesi

es trobava en una etapa molt preliminar en finalitzar I'estada al laboratori del Prof. Burgess.
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17. SINTESI DE DOS MONOMERS DE LA QUIMIOTECA

17.1. SINTESI EN DISSOLUCIO. FORMAT DE LA QUIMIOTECA

En la part I d'aquesta memoria s’ha comentat que un dels principals avantatges que
presenta la sintesi en fase solida és la facilitat amb qué es poden purificar els compostos
units a la resina, a través de I'eliminacié de les impureses i altres productes de reaccié no

units a la fase solida per filtracio i rentat del suport solid.

No obstant, la sintesi de la quimioteca de peptidomimetics del receptor TrkA es va
plantejar en dissolucié mitjancant un procediment estratégic desenvolupat amb anterioritat al
laboratori del Prof. Burgess. Aquest procés es basava en la reaccid selectiva d’amines amb
triazines, utilitzant K,COs i en DMSO, sense ser necessari la proteccié de cadenes laterals ni
la utilitzacié d'agents d'acoblament i, per tant, evitant haver de purificar els compostos finals

(vegeu Figura 17.1).1%
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CI\(NYCI
HN
K,COs3, DMSO \®

250C, 24 h

peptidomimeétic
desprotegit

espaiador

Compostos homobivalents: A-A i B-B
Compostos heterobivalents: A-B

Figura 17.1. Esquema sintétic plantejat per a la sintesi de la quimioteca de
peptidomimétics de TrkA, per obtenir mescles de compostos homobivalents i
heterobivalents. F: grup flluorofor.

Aquest procediment permetia obtenir mescles de compostos homobivalents (A-A i B-B

en la Figura 17.1) i heterobivalents (A-B en la Figura 17.1), per ser assajades com agonistes

0 antagonistes del receptor TrkA.

Aixi doncs, es va escollir el format de rastreig posicional per sintetitzar la quimioteca de

peptidomimetics. D'acord amb aquest format, es treballaria amb mescles de reactius,

peptidomimetics desprotegits, tot i que en cada mescla només es pretenia fer reaccionar dos

monomers del conjunt que formava la diversitat de la quimioteca per obtenir mescles

controlades amb un maxim de 3 compostos bivalents a cadascuna (dos compostos

homobivalents i un compost heterobivalent).
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17.2. DIVERSITAT DE LA QUIMIOTECA

Basant-se en l|'estructura general de la Figura 16.4, es va pensar en sintetitzar els 13
compostos de la Figura 17.2 per constituir els monomers de la quimioteca de
peptidomimetics del receptor TrkA. Una vegada sintetitzats aquests compostos, es procediria
a la reduccio del grup nitro per tenir un grup amino a I'estructura i a la desproteccié del grup
Boc present en alguns dels monomers, per dur a terme la sintesi de la quimioteca amb

I'acoblament dels 13 monomers a l'esquelet central de triazina mitjancant un espaiador.

Dels 13 monomers sintetitzats de la Figura 17.2, s’explicara el procediment seguit per a

la sintesi dels dos compostos seleccionats en color blau (A i B).

A

o/\n/NHZ 0" " NHBoc O/YOH BOCHN\/\O S
A 0 X X
A
NO, NO:

NO, NO,
J @t o
OCH;
0 OH 0 BocHN o/\”/
HO™ HO™T 07N I
B
NO, NO, NO,
0
NH NH
™ o/\ﬂ/ 2 N HN/\”/ 2 o 0~ > NHBoc
2 % o ? % 0 n=1 Zk
NO, NO, NO,
N NHBoc H J\/
07" NHBoc g BocHN. N~ 0
X X NH X
NH
NO, NO, NO,

Figura 17.2. Estructura dels 13 monomers que formaven la diversitat de la quimioteca de peptidomimétics
de TrkA.
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17.3. SINTESI DE DOS MONOMERS DE LA QUIMIOTECA

17.3.1. SINTESI DEL MONOMER A

17.3.1.1. Estrateégia sintética A. Analisi retrosintética

Inicialment, es va plantejar I'analisi retrosintética que es mostra a la Figura 17.3. El
monomer A s'obtindria a partir d'una reacci6 de Sonogashira entre el 3-oxa-5-
hexinilcarbamat de tfert-butil i el 2-iodo-4-nitro-sec-butoxibenzé. Aquest Ultim compost
s’‘obtindria a partir del 2-butanol i del 4-fluoro-3-iodonitrobenze, el qual provindria de la
iodacio del 4-fluoronitrobenze. Per altra banda, el 3-oxa-5-hexinilcarbamat de tert-butil
provindria d’'una reaccid de substitucié nucledfila entre el el bromur propargilic i el
2-hidroxietilcarbamat de fert-butil, el qual provindria de la proteccié de I'etanolamina amb el

grup Boc.

O/J\\v//
BOCNH\/\
p— O/\

Monomer A U

BocNH

BocHN
0C \/\OH + Br \

U

HzN\/\OH \© )\/

NO,

Figura 17.3. Analisi retrosintética per a la formacié del monomer A.
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Sintesi de dos monomers de la quimioteca

17.3.1.1.1. Obtencio del 2-iodo-4-nitro-sec-butoxibenze (38)

La sintesi del 2-iodo-4-nitro-sec-butoxibenze es va realitzar seguint I'esquema proposat a
la Figura 17.4. Primerament, es va dur a terme la iodacié del 4-fluoronitrobenzeé seguint el

1.,2** amb A+iodosuccinimida en acid trifluorometansulfonic,

procediment descrit per Olah i co
per obtenir el compost iodat 37 amb un 74% de rendiment. Seguidament, va tenir lloc la
reaccié de substitucié nucledfila aromatica de I'atom de flGior de 37 amb 2-butanol i ‘BuOK
com a base en THF, per obtenir el compost 38 amb un 90% de rendiment. Cal destacar les
dades espectroscopiques de *H-RMN de 38 referents al CH aromatic en posicié orto al grup
sec-butoxi, en variar el desplacament quimic de d=7.21 ppm en 37 cap a camps més alts en
38, amb un desplacament a d=6.80 ppm. A més, amb I'abséncia de I'atom de fluor, van

desapareixer les constants d’acoblament d’'H i C amb el F.

F F o)\/

NIS I 2-butanol
CF3SO3H BuOK
e —_—
ta.,2h tTHF4 )
.a.
dt. 74% !
NO, " ° NO,  rdt. 90% NO,
37 38

Figura 17.4. Esquema sintetic per obtenir el compost 38:
reaccid de iodaci6 del 4-fluoronitrobenzé per obtenir el
compost iodat 37 i reaccidé de SyAr amb 2-butanol per obtenir
38.

17.3.1.1.2. Obtencio del 3-oxa-5-hexinilcarbamat de tert-butil (40)

Per dur a terme la sintesi del 3-oxa-5-hexinilcarbamat de tert-butil es va seguir I'esquema
proposat a la Figura 17.5. Primerament, la proteccio del grup amino de I'etanolamina amb el
grup protector Boc es va realitzar seguint el procediment descrit per Callahan i col.,*® amb
dicarbonat de di-fert-butil i EtsN en DCM. Es va obtenir el compost 39 amb un 98% de
rendiment. Seguidament, es va dur a terme la reaccidé de substitucid nucledfila del bromur
propargilic amb el compost 39 i NaH en THF. No obstant, les dades espectroscopiques de
'H-RMN i de *C-RMN van indicar la preséncia d’'una mescla de productes: el compost 40
desitjat i el subproducte de dialquilacié provinent de la reaccié del grup amino protegit amb

el bromur propargilic.
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(BUOCO),0 B N\

H,N EtsN BocNH NaH
N Sop ——— BoNA o~y ——— > BocNH\/\O/\
DCM THF N
ta., 18 h 39 ta. 16 h 40
rdt. 98% +
Boc
I
\

Figura 17.5. Esquema sintétic proposat per obtenir el 3-oxa-5-hexinilcarbamat de fert-butil:
proteccié de I'etanolamina amb el grup Boc per obtenir 39 i reaccié de Sy amb el bromur
propargilic per obtenir 40.

Aixi doncs, es va decidir canviar el grup protector de l'etanolamina durant tot el

procediment sintetic i introduir el grup Boc en la Ultima etapa per obtenir el monomer A.

17.3.1.2. Estrategia sintética B. Analisi retrosintética

L'analisi retrosintetica plantejada a la Figura 17.6 per a la formacié del monomer A és

analoga a la que s’ha mostrat a la Figura 17.3.

BocNH
0C \/\O % FtN\/\O

Monomer A
NO, NO,

U o,

FtN \/\OH + BI’/\ 38

Figura 17.6. Analisi retrosintética per a la formacié del monomer A. El grup protector ftalimido
(Ft) utilitzat durant tota la sintesi és substituit pel grup protector Boc en I'etapa final per obtenir el
monomer A.
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En aquesta nova estrategia sintética es va canviar el grup protector Boc de I'etanolamina
pel grup ftalimido, per evitar la formacid del producte secundari de dialquilacié observat
durant la reaccié amb el bromur propargilic. Aixi doncs, hi ha una etapa final addicional de

desproteccio del grup ftalimido i de proteccié amb el grup Boc per obtenir el monomer A.

17.3.1.2.1. Obtencio de I'N-(3-oxa-5-hexinil)ftalimida (42)

La sintesi del compost 42 es va realitzar seguint I'esquema proposat a la Figura 17.7. La
proteccié del grup amino de I'etanolamina amb el grup ftalimido es va realitzar seguint el

.,°® amb anhidrid ftalic i en benzé. Després de

procediment descrit per Wolfrom i co
mantenir la mescla de reaccié durant 20 h a reflux es va obtenir la ftalimida 41 amb un 62%
de rendiment. Seguidament, es va dur a terme la reaccidé de substitucié nucleofila del bromur
propargilic amb el compost 41 i NaH en THF, per obtenir el derivat 42 amb un 71% de
rendiment. Cal destacar les dades espectroscopiques de *H-RMN de 42 referents al fragment
propargilic, un doblet a d=4.16 ppm corresponent al CH, i un triplet a d=2.37 ppm

corresponent al CH.

0]
0 0 0
/ Br/\ /
0] NaH
HZN\/\OH . N\/\OH > N\/\O/\\
benze THF X
reflux, 20 h 0 a1 ta., 20 h 0 42
rdt. 62% rdt. 71%

Figura 17.7. Esquema sintétic seguit per obtenir I'A-(3-oxa-5-hexinil)ftalimida: proteccié de
I'etanolamina amb el grup ftalimido per obtenir 41 i reaccié de Sy amb el bromur propargilic per
obtenir 42.

17.3.1.2.2. Obtencio del monomer A (45)

El procediment sintétic seguit per obtenir el monomer A es mostra a I'esquema de la
Figura 17.8. Primerament, es va dur a terme la reaccié de Sonogashira entre els compostos
38 i 42 amb Et;N i amb els catalitzadors Pd(PPhs)4 i Cul, en DCM, per obtenir el derivat 43

amb un 91% de rendiment. Cal destacar les dades espectroscopiques de ‘H-RMN de 43
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referents al CH-6 aromatic, en variar el desplacament quimic de d=8.66 ppm en 38 a
d=8.20 ppm en 43.

0 o Pd(PPhs3), Qﬂ:{ )\/
Cul 0
I NS
N BN SN
\/\0/\\ + \<>
42 \o

DCM
ta., 4h
rdt. 91% 43
NO,
38
HN 0 4 BocNH 0)\/
o) % (‘Bu0CO),0 \/\O S
CH3NH; Et5N X
e — >

etanol DCM
t.a.,, 8h a4 ta., 10h 45
rdt. 65% NO, rdt. 70%

Monomer A NO,

Figura 17.8. Esquema sintétic sequit per obtenir el mondmer A: reaccid6 de Sonogashira amb els
compostos 38 i 42 per obtenir el derivat 43, desproteccid del grup ftalimido i proteccié final amb Boc per
obtenir el monomer A (45).

El grup ftalimido de 43 es va eliminar amb metilamina i en etanol, seguint el procediment

descrit per Wolfe i col., "’

per obtenir el compost desprotegit 44 amb un 65% de rendiment.
Les dades espectroscopiques de *H-RMN de 44 van confirmar la desaparicié dels senyals dels
doblets a d=7.83 i 7.69 ppm corresponents als CH aromatics del grup ftalimido, aixi com els
senyals de *C-RMN a d=168.5, 134.1, 132.3 i 123.5 ppm corresponents als carbonils i

carbonis aromatics del grup ftalimido.

Finalment, la proteccié de 44 amb dicarbonat de di-fert-butil i EtsN en DCM va conduir al
monomer A (45) amb un 70% de rendiment. La introduccié del grup Boc es va confirmar per
'H-RMN, amb I'aparicié d’un singlet a d=1.44 ppm amb una integracié de 9H corresponents
als grups metils, aixi com per *C-RMN pels senyals a d=156.1, 77.4 i 28.6 ppm,

corresponents al carbonil, carboni quaternari i metils del grup protector, respectivament.
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17.3.2. SINTESI DEL MONOMER B

17.3.2.1. Estrategia sintética C. Analisi retrosintética

De forma analoga al procés sintétic seguit per obtenir el mondmer A, es va plantejar

I'esquema retrosintétic mostrat a la Figura 17.9 per obtenir el monomer B.

O 0
BocH._~. < O/T PN~ < 0 I
—
Monomer B
NO, u NO;
0
0 AN
FtN I 0]
\/\O/\ .
42
NO,

NO,

37

Figura 17.9. Analisi retrosintética per a la formacié del monomer B. El grup protector ftalimido (Ft)
utilitzat durant tota la sintesi és substituit pel grup protector Boc en |'etapa final per obtenir el
monomer B.

Aixi doncs, el grup protector ftalimido seria substituit pel grup protector Boc en la ultima
etapa del procés sintetic, després de dur a terme la reaccié de Sonogashira entre el compost
42 i el 2-iodo-1-metoxicarbonilmetoxi-4-nitrobenze. Aquest Ultim compost s’obtindria a partir

del glicolat de metil i del compost iodat 37.
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17.3.2.1.1. Intents d'obtencio del monomer B

La seqiiéncia sintetica seguida per obtenir el mondmer B es mostra a I'esquema de la
Figura 17.10.

0 42
F 0 ~
Pd(PPh3)s, Cul o
(0] FtHN (¢]
“BuOK BN ~"o AN 0
THF DCM
ta, 4h ta. 4h a7
rdt. 55% NO, rdt. 92%
37 46 NO,
1) CH3NH, 0
~
metanol BOCNH\/\O S 0/\ﬂ/
ta,8h N 0
2) (‘Bu0OC0),0, Et3N 48
DCM Monomer B
ta, 10 h NO,

Figura 17.10. Esquema sintetic seguit per obtenir el monomer B. La reaccid de Sonogashira entre els
compostos 42 i 46, el qual es va obtenir a partir de la reaccidé de SyAr entre el compost 37 i el glicolat de
metil, va conduir al compost 47. La desproteccio del grup ftalimido de 47 i la proteccié amb Boc conduiria
al monomer B desitjat.

Primerament va tenir lloc la reaccié de substitucid nucledfila aromatica de I'atom de fluor
del compost 37 amb glicolat de metil i ‘BuOK com a base, en THF, per obtenir el compost 46
amb un 55% de rendiment. Cal destacar les dades espectroscopiques de *H-RMN referents al
CH aromatic en posicid orto al grup metoxicarbonilmetoxi, en variar el seu desplagament
quimic de d=7.21 ppm en 37 a d=6.74 ppm en 46. A més, amb I'abséncia de I'atom de fluor

van desapareixer les constants d’acoblament d'H i C amb el F.

La reaccié de Sonogashira amb els compostos 42 i 46 es va dur a terme amb Et;N i amb
els catalitzadors Pd(PPhs)s i Cul, en DCM. Es va obtenir el derivat 47 amb un 92% de
rendiment. Destaquen els senyals espectroscopics de ‘H-RMN del grup ftalimido de 47, amb
dos doblets a d=8.20 i 8.12 ppm, aixi com el senyal referent al CH-6 aromatic, el qual va

variar el desplacament quimic de d=8.69 ppm en 46 a d=8.20 ppm en 47.

La desproteccid del grup ftalimido de 47 es va dur a terme, primerament, de forma

analoga a com es va realitzar pel compost 43, amb metilamina i etanol.?” No obstant, la
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gran polaritat del compost desprotegit feia dificil la seva purificacié per cromatografia de
silica en columna o per un procés d’extraccio acid/basic, motiu pel qual es va decidir introduir
el grup Boc, amb dicarbonat de di-tert-butil i EtsN en DCM, al mateix residu de la reaccié de
desproteccié anterior. No obstant, les dades espectroscopiques de *H-RMN i *C-RMN del
residu obtingut mostraven la preséncia d'una mescla de productes: el carbamat 48 desitjat
(monomer B) i el producte provinent d’'una hidrolisi de I'ester metilic del compost 47 i la

posterior esterificacid amb etanol, durant I'etapa de desproteccid del grup ftalimido.

Aixi doncs, es va decidir dur a terme el procediment de desproteccio del grup ftalimido de
47 amb metilamina perd6 amb metanol com a dissolvent i, posteriorment, en el mateix cru de
reaccid es va procedir a la introduccio del grup Boc. No obstant, es va obtenir el compost 48
desitjat amb un rendiment de tant sols el 9%, i els espectres de 'H-RMN i de *C-RMN van

confirmar la preséncia del producte impurificat amb senyals que no es van poder assignar.

17.3.2.2. Estrategia sintetica D. Analisi retrosintetica

Veient l'aparent incompatibilitat entre la desproteccid del grup ftalimido i la preséncia
d’'un ester metilic, es va decidir canviar l'estrategia sintética per I'esquema mostrat a la
Figura 17.11.

En aquesta ruta sintética el grup protector ftalimido seria substituit pel grup protector
Boc per obtenir I'M[6-(2'-fluoro-5"-nitro)fenil-3-oxa-5-hexinil]ftalimida, préviament a la
reaccid de substitucié nucledfila aromatica amb el glicolat de metil que conduiria al monomer
B desitjat.
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0 O

BocNH. _~ BocNH _~ F
(0] ()
N 0 N 0
+ HO/W
—
0]
Mondmer B
NO,

NO, U

FtN F

U NO,

F
FtN I
2
* NO,

37

Figura 17.11. Analisi retrosintética proposada per a I'obtencié del mondomer B. La substitucié del grup
protector ftalimido pel grup Boc tindria lloc préviament a la SyAr del glicolat de metil amb el compost
fluorat.

17.3.2.2.1. Intents d’obtencio de 3-oxa-6-(2-fluoro-5-nitro)fenil-5-hexinamina

La seqiiencia sintetica seguida per obtenir el compost desprotegit 3-oxa-6-(2’-fluoro-5'-

nitro)fenil-5-hexinamina es mostra a la Figura 17.12.

La reaccid de Sonogashira entre els compostos 37 i 42 es va realitzar amb EtsN i amb els
catalitzadors Pd(PPhs)4 i Cul, en DCM, per obtenir el compost 49 amb un 91% de rendiment.
La desproteccio del grup ftalimido de 49 es va dur a terme amb hidrazina i etanol, seguint el
procediment descrit per Grigg i col.,?®® en comptes de seguir el procediment de desproteccid
amb metilamina i etanol per evitar la possible reaccié secundaria de substitucid nucledfila
entre la metilamina i el fluor del compost 49. Tot i que I'analisi per *H-RMN i *C-RMN del
residu obtingut va donar evidéncies de la desproteccid en no observar-se els senyals
caracteristics del grup ftalimido, no es va poder confirmar la presencia del compost

desprotegit.
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0 F Pd(PPhs)4 /
I Cul
EtsN

N
\/\O/\ + W» 0

0 ta., 4h
NO '
42 2 rdt. 91%

37 NO,

H,N F
\/\O %
H,N-NH,
%
etanol
reflux, 15 h NO
2

Figura 17.12. Esquema sintétic seguit per obtenir el 3-oxa-6-(2'-fluoro-5"-nitro)fenil-5-hexinamina:
reaccié de Sonogashira entre els compostos 42 i 37 per obtenir 49, i desproteccid del grup ftalimido de
49.

49

17.3.2.3. Estrateégia sintéetica E. Analisi retrosinteética

Finalment, es va proposar I'analisi retrosintética mostrada a la Figura 17.13. La reaccié de
Sonogashira amb els compostos 40 i 46 conduiria al monomer desitjat B. El compost 40

s'‘obtindria préviament de la desproteccié del grup ftalimido de 42 i proteccié amb Boc.

N 40
Monomer B
NO, U NO,
FtN 46
\/\O/\
42

Figura 17.13. Esquema sintétic proposat per a l'obtenci6 del monomer B: desproteccié del grup
ftalimido de 42 i protecci6 amb Boc préviament a la reaccié de Sonogashira amb el compost 46.

Malauradament, l'estada de quatre mesos al laboratori del Prof. Burgess va finalitzar

sense haver-se pogut explorar aquesta nova via per obtenir el monomer B.

Actualment, s'estan sintetitzant nous monomers per ampliar la diversitat de la

quimioteca, i s'esta treballant en el disseny i la sintesi d’espaiadors de longitud variable,
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curta, mitjana i llarga. D'aquesta manera la diversitat de la quimioteca estaria molt més
ampliada, en tenir compostos bivalents amb espaiadors de diferents longituds per intentar
identificar els compostos amb més activitat com antagonistes o agonistes del receptor TrkA.
Els resultats obtinguts amb el cribratge de la quimioteca de peptidomimetics del receptor

TrkA es recolliran proximament en una publicacié del grup.
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18. PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS

18.1. CONSIDERACIONS GENERALS

Les reaccions quimiques, instrumentacio i reactius referides a la Part IV es van realitzar

tenint en compte les consideracions generals descrites en I'apartat 6.1.

18.2. OBTENCIO DEL 6-(5'-NITRO-2'-SEC-BUTOXI)FENIL-3-OXA-5-
HEXINILCARBAMAT DE 7ERT-BUTIL (45)

18.2.1.ESTRATEGIA SINTETICA A

18.2.1.1. Sintesi del 4-fluoro-3-iodonitrobenze (37)

Seguint el procediment experimental descrit per Olah i col.* es van afegir 3.20 g
(14.2 mmol) de NIS en diverses fraccions a una dissolucié de 2.00 g (14.2 mmol) de
4-fluoronitrobenzeé en 6.3 ml (71.1 mmol, 5 eq.) d‘acid trifluorometansulfonic, refredada a
0 °C amb agitacié. La mescla de reaccié es va mantenir en agitacié a t.a. durant 2 h.

Seguidament s’hi van afegir 10 ml d'aigua freda i es van fer extraccions amb DCM (3 x
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25 ml). Els extractes organics es van ajuntar i rentar amb una dissolucié aquosa de bisulfit
sodic al 10% (3 x 30 ml) i amb H,0 (3 x 30 ml). A continuacié la fase organica es va assecar
amb CaCl, i el dissolvent es va evaporar a pressio reduida. El residu resultant es va purificar

per recristal*litzacié6 de DCM/hexa, per obtenir 2.8 g d’un solid marronds (37) (rdt. 74%).

4-Fluoro-3-iodonitrobenze (37)%%°

Pf: 52-54 oC

'H-RMN (300 MHz, CDCl5):  8.67 (dd, J=5.4, 2.7 Hz, 1H, Hy), 8.25 (ddd, J=6.9, 4.2, 2.7 Hz, 1H, Ha),
7.21 (dd, J=9.0, 6.9 Hz, 1H, Ha).

13C_.RMN (75 MHz, CDCl3):  165.0 (Jor=254.9 Hz, C), 144.6 (Ca), 135.5 (Jor=3.5 Hz, CHa,), 126.0
(JC-F=9-0 Hz, CHAr), 116.2 (Jc.F=26.6 Hz, CHAr), 81.5 Hz (Jc.F=28.5 Hz,
CAr).

18.2.1.2. Sintesi del 2-iodo-4-nitro-sec-butoxibenze (38)

A una suspensié d’'1.39 g (12.4 mmol, 1.1 eq.) de BuOK en 30 ml de THF, refredada a
0 °C en un bany d’aigua i gel i amb agitacid, es van afegir 1.1 ml (12.4 mmol, 1.1 eq.) de 2-
butanol. Després de 10 min d’agitacid, s’hi van afegir 3.00 g (11.2 mmol) del compost 37 i la
mescla de reacci6 es va agitar a t.a. durant 4 h. Seguidament s’hi van afegir 10 ml d'H,O i es
van fer extraccions amb AcOEt (3 x 50 ml). Els extractes organics es van assecar sobre
MgSO; i el dissolvent es va evaporar a pressié reduida, per obtenir 3.3 g d’un oli taronjos
(38) (rdt. 90%).

2-Iodo-4-nitro-sec-butoxibenzeé (38)

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): 8.66 (d, J=2.7 Hz, 1H, Ha), 8.20 (dd, J=9.0, 2.7 Hz, 1H, Ha), 6.80 (d,
3=9.0 Hz, 1H, Ha,), 4.50 (m, 1H, CHCHs), 1.80 (m, 2H, CH,CH3), 1.39 (d,
3=6.3 Hz, 3H, CHCHs), 1.04 (t, J=7.2 Hz, 3H, CH.CHs).

13C_.RMN (75 MHz, CDCl5): 162.2 (Cx), 141.9 (Ca), 135.5 (CHa), 125.7 (CHx), 111.3 (CHa), 86.9
(Car), 78.0 (CH), 29.2 (CH,), 19.1 (CHs), 9.8 (CH).

18.2.1.3. Sintesi del 2-hidroxietilcarbamat de tert-butil (39)

Seguint el procediment experimental descrit per Callahan i col.,*®

(0.11 mol, 1.1 eq.) de dicarbonat de di-tert-butil i 14.6 ml (0.11 mmol, 1.1 eq.) de Et;N a

una dissolucié de 6 ml (0.10 mol) d’etanolamina en 100 ml de DCM. La mescla de reaccié es

es van afegir 24 g

va mantenir en agitacié durant 18 h. Passat aquest temps, el dissolvent es va evaporar a

pressid reduida. El cru resultant es va redissoldre en 50 ml d’AcOEt i es va rentar amb una
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dissolucid d’'HCl al 5% (3 x 60 ml), una dissolucid de Na,COs; al 5% (3 x 60 ml) i una
dissolucié saturada de NaCl (3 x 60 ml). La fase organica es va assecar sobre MgSQO;, i es va

evaporar el dissolvent a pressié reduida, per obtenir 15.8 g d'un oli (39) (rdt. 98%).

2-Hidroxietilcarbamat de tert-butil (39)>°°

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): 3.82 (ac, 4H, 2H (NHCH,CH,) + 2H (NHCH.CH.)), 2.75 (sa, 1H, OH), 1.43
(s, 9H, Bu).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;):  157.2 (CO), 79.5 (Cy), 59.7 (CH,), 42.5 (CH,), 28.0 (3 x CHs).

18.2.1.4. Sintesi del 3-oxa-5-hexinilcarbamat de tert-butil (40)

Seguint el procediment experimental descrit per Martin-Matute i col.,*™

es va afegir una
dissolucié d'1 g (6.25 mmol) del carbamat 39 en 1 ml de THF en diverses addicions a una
suspensié de 210 mg (6.25 mmol, 80% en tolue) de NaH en 5 ml de THF, refredada a 0 °C
en un bany d‘aigua i gel i amb agitacio. Després de 10 min d‘agitacid, la mescla es va tractar
amb 980 mg (6.9 mmol, 1.1 eq., 80% en tolue) de bromur propargilic i I'agitacid es va
continuar a t.a. durant 16 h. Seguidament s’hi van afegir 5 ml d'H,O i es van fer extraccions
amb AcOEt (3 x 10 ml). Els extractes organics es van assecar sobre MgSO; i el dissolvent es
va evaporar a pressid reduida. El residu resultant es va purificar per cromatografia en
columna tipus flaix eluint amb una mescla de CHCIz/MeOH (10:1). No obstant, els espectres
de 'H-RMN i de 3C-RMN de I'eluat van mostrar una barreja de productes, amb el compost
40 i un subproducte de reaccid provinent d’'una dialquilacid del carbamat 39 durant la

reaccid amb el bromur propargilic.

18.2.2.ESTRATEGIA SINTETICA B

18.2.2.1. Sintesi de I’ /-(2-hidroxietil)ftalimida (41)

1.,%%® una dissolucié de

Seguint el procediment experimental descrit per Wolfrom i co
7.9 ml (0.13 mol) d’etanolamina en 25 ml de benzeé es va afegir sobre una suspensié de
19.4 g (0.13 mol) d'anhidrid ftalic en 100 ml de benzé. La mescla de reaccié es va mantenir
en agitacid i a reflux durant 20 h. Després de deixar refredar la mescla de reaccié fins a t.a.,
el producte va precipitar en forma cristal*lina. Seguidament el precipitat es va filtrar i es va

rentar amb benzé fred (3 x 10 ml). Es van obtenir 15.4 g d’un solid blanc (41) (rdt. 62%).
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N-(2-Hidroxietil)ftalimida (41)*’
Pf: 126-128 °C  (lit. 127-128 °C)*!!

1H-RMN (500 MHz, CDCl;): 7.84 (dd, J=5.4, 3.0 Hz, 2H, Ha), 7.71 (dd, J=5.4, 3.0 Hz, 2H, Ha/), 3.88
(ac, 4H, 2H (NCH,CH,) + 2H (NCH,CH,)), 2.62 (sa, 1H, OH).

13C-RMN (125 MHz, CDCl3): 168.8 (2 x CO), 134.8 (2 x CHa), 133.1 (2 x Ca), 123.5 (2 x CHa), 59.7
(CH,0H), 41.2 (NCH,).

18.2.2.2. Sintesi de I’ /-(3-oxa-5-hexinil)ftalimida (42)

Seguint el procediment descrit per Martin-Matute i col.,?® es van afegir 13.3 g
(69.6 mmol) de la ftalimida 41 en diverses fraccions a una suspensié de 2.59 g (76.5 mmol,
1.1 eq., 60% en oli mineral) de NaH en 10 ml de THF, refredada a 0 °C i amb agitacio,.
Després de 10 min, la mescla es va tractar amb 10.9 g (76.5 mmol, 1.1 eq., 80% en tolue)
de bromur propargilic, i es I'agitacié va continuar a t.a. durant 20 h. Seguidament s’hi van
afegir 10 ml d'H,0 i es van fer extraccions amb AcOEt (3 x 20 ml). Els extractes organics es
van assecar sobre MgSQ. i es va evaporar el dissolvent a pressié reduida. El residu resultant
es va purificar per recristal*litzacié d’AcOEt/hexa per obtenir 8.1 g d'un solid groguenc (42)
(rdt. 71%).

N-(3-Oxa-5-hexinil)ftalimida (42)
Pf: 79-81 °C

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): 7.84 (dd, J=5.4, 3.0 Hz, 2H, Ha,), 7.71 (dd, J=5.4, 3.0 Hz, 2H, Hy), 4.16
(d, 1=2.7 Hz, 2H, OCH,C), 3.91 (t, J=5.4 Hz, 2H, NCH,CH,), 3.79 (t,
J=5.4 Hz, 2H, NCH,CH,), 2.37 (t, J=2.7 Hz, 1H, CCH).

13C.RMN (75 MHz, CDCl;):  168.8 (2 x CO), 134.1 (2 x CHa,), 132.3 (2 X Ca), 123.4 (2 x CHy,), 79.4
(CCH), 75.0 (CCH), 66.5 (NCH,CH.), 58.0 (OCH,C), 37.4 (NCH,CH,).

18.2.2.3. Sintesi de la ftalimida 43

212 a una dissoluci6 de 3.26 g

Seguint el procediment experimental descrit per Campbell,
(10.2 mmol) del compost 38 i 2.56 g (11.2 mmol, 1.1 eq.) de la ftalimida 42 en 20 ml de
DCM es van afegir 0.19 g (1.01 mmol, 0.1 eq.) de Cul, 0.58 g (0.51 mmol, 0.05 eq.) de
Pd(PPhs)s i 7 ml (50.8 mmol, 5 eq.) de EtsN. La mescla de reaccid es va agitar sota
atmosfera de nitrogen durant 4 h a t.a. Seguidament la suspensid resultant es va diluir amb
200 ml d’AcOEt i es va rentar amb una dissolucié d’'HCl al 5% (3 x 100 ml), una dissolucié de

Na>COs al 5% (3 x 100 ml) i una dissolucié saturada de NaCl (3 x 100 ml). La fase organica
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es va assecar sobre MgSO;, i el dissolvent es va evaporar a pressid reduida. El producte
resultant es va purificar per cromatografia en columna tipus flaix eluint amb una mescla
d’hexa/AcOEt (3:1). Es van obtenir 3.9 g d'un oli groguenc (42) (rdt. 91%). Tot i que a la
part aromatica es van observar algunes petites impureses, la ftalimida 43 es va utilitzar a la
seglient etapa de reaccid sense cap purificacié addicional.

N-[6-(5'-Nitro-2'-sec-butoxi)fenil-3-oxa-5-hexinil]ftalimida (43)

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): 8.20 (d, J=3.0 Hz, 1H, Ha), 8.14 (dd, J=9.0, 3.0 Hz, 1H, Ha,), 7.83 (dd,
J=5.4, 3.0 Hz, 2H, Ha,), 7.69 (dd, J=5.4, 3.0 Hz, 2H, Ha), 6.87 (d, J=9.0
Hz, 1H, Ha), 4.50-4.40 (ac, 3H, 2H (OCH,C) + 1H (CHsCH)), 3.98-3.88
(ac, 4H, 2H (NCH,CH,) + 2H (NCH,CH,)), 1.74 (m, 2H, CH,CHs), 1.36 (d,
3=6.3, 3H, CHsCH), 1.00 (t, J=7.2 Hz, 3H, CH,CH).

13C.RMN (75 MHz, CDCl3):  168.5 (2 x CO), 164.0 (Car), 140.6 (Ca), 134.1 (2 X CHa), 132.3 (2 X Car),
129.5 (CHa,), 125.8 (CHar), 123.5 (2 x CHa), 113.8 (Ca), 112.2 (CHa),
90.7 (CH,C), 81.2 (CPh), 77.4 (CHsCH), 66.5 (NCH,CH,), 58.7 (OCH,C),
37.5 (NCH,CHs), 29.2 (CH3CH), 19.2 (CH5CH), 9.7 (CHsCH,).

CL-EM: 4232 (M + H)*

18.2.2.4. Desproteccio del grup ftalimido del derivat 43

Seguint el procediment experimental descrit per Wolfe i col.,?*’

es van dissoldre 3.70 g
(8.8 mmol) de la ftalimida 43 en 30 ml d’etanol calent. Després de refredar la dissolucid fins
a t.a., s’hi van afegir 9.6 ml (19.3 mmol, 2.2 eq., 2 M en THF) de metilamina, i la mescla de
reaccidé es va mantenir en agitacio a t.a. durant 8 h. Passat aquest temps, es va realitzar un
control per CCP, revelant amb ninhidrina, per confirmar la presencia d'una amina primaria.
Seguidament el dissolvent es va evaporar a pressié reduida i el cru resultant es va
redissoldre en 15 ml de DCM. El producte es va extreure amb una dissolucié d'HCl al 5% (3 x
20 ml) i després de basificar els extractes acids amb una dissolucié de NaOH al 5% (3 x
25 ml), es van fer extraccions amb DCM (3 x 30 ml). Els extractes organics es van assecar
amb MgSO, i el dissolvent es va eliminar a pressidé reduida, per obtenir 1.6 g d’un oli

groguenc (44) (rdt. 65%).

6-(5'-Nitro-2'-sec-butoxi)fenil-3-oxa-5-hexinamina (44)

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): 8.28 (d, J = 3.0 Hz, 1H, Ha,), 8.15 (dd, J = 9.3, 3.0 Hz, 1H, Ha), 6.90 (d,
J = 9.3 Hz, 1H, Ha), 4.52-4.42 (ac, 3H, 2H (OCH,C) + 1H (CHsCH)), 3.68
(t, J = 5.1 Hz, 2H, NH,CH,CH,), 2.92 (ac, 4H, 2H (NH,CH,CH,) + 2H
(NH,CH,CH,)), 1.80 (m, 2H, CH>CHs), 1.37 (d, J = 6.3, 3H, CH5CH), 1.00
(t, 3 = 7.2, 3H, CH,CHs).
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13C.RMN (75 MHz, CDCl;): 163.9 (Ca), 140.6 (Ca), 129.5 (CHa), 125.7 (CHa), 113.9 (Ca), 112.3
(CHar), 91.2 (CH,0), 80.8 (CPh), 77.3 (CHsCH), 72.5 (NH,CH,CH,), 59.1
(OCH,C), 42.0 (NH,CH,CHy), 29.2 (CH3CH>), 19.2 (CHsCH), 9.7 (CH3CHy).

18.2.2.5. Sintesi del carbamat 45. Monomer A

Seguint el procediment experimental descrit per Callahan i col.,’® a una dissoluci6
d'1.60 g (5.5 mmol) del compost 44 en 10 ml de DCM es van afegir 1.31 g (6.02 mmol,
1.1 eq.) de dicarbonat de di-tert-butil i 0.8 ml (6.02 mmol, 1.1 eq.) de EtsN. La mescla de
reaccid es va mantenir en agitacid durant 10 h. Passat aquest temps, el dissolvent es va
evaporar a pressio reduida. El residu resultant es va redissoldre en 10 ml d’AcOEt i es va
rentar amb una dissolucié d’'HCl al 5% (3 x 15 ml), una dissolucié de Na,COs al 5% (3 x
15 ml) i una dissolucid saturada de NaCl (3 x 15 ml). La fase organica es va assecar sobre
MgS0; i el dissolvent es va evaporar a pressié reduida. El residu resultant es va purificar per
cromatografia en columna tipus flaix eluint amb una mescla d’hexa/AcOEt (4:1). Es van
obtenir 1.4 g d'un oli groguenc (45) (rdt. 70%).

6-(5'-Nitro-2'-sec-butoxi)fenil-3-oxa-5-hexinilcarbamat de tert-butil (45)

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): 8.28 (d, J = 3.0 Hz, 1H, Ha), 8.15 (dd, J = 9.3, 3.0 Hz, 1H, Ha), 6.90 (d,
J = 9.3 Hz, 1H, Ha), 4.95 (sa, 1H, OCONH), 4.52-4.42 (ac, 3H, 2H
(OCH,C) + 1H (CHsCH)), 3.68 (t, J = 5.1 Hz, 2H, NHCH,CH,), 3.39 (m,
2H, NHCH,CH,), 1.78 (m, 2H, CH,CHs), 1.44 (s, 9H, Bu), 1.37 (d, ] =
6.3, 3H, CHsCH), 1.01 (t, J = 7.2, 3H, CH,CHs).

13C-RMN (75 MHz, CDCl5): 164.0 (Cx), 156.1 (CO), 140.6 (Ca), 129.4 (CHa/), 125.9 (CHa), 113.8
(Car), 112.2 (CHp), 90.8 (CH,C), 81.2 (CPh), 79.9 (C(CHs);), 77.4
(CH5CH), 69.2 (NCH,CH,), 59.1 (OCH,C), 40.5 (NCH,CH>), 29.2 (CHsCH,),
28.6 (3 x C(CHs)3), 19.2 (CH5CH), 9.7 (CHsCH>).

EMAR per C,o HygN,O0¢: Calculada: 415.1947 (M+Na)*

Determinada: 415.1801
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18.3. OBTENCIO DEL 6-(2’-METOXICARBONILMETOXI-5'-NITRO)FENIL-3-
OXA-5-HEXINILCARBAMAT DE 7TERT-BUTIL (48)

18.3.1.ESTRATEGIA SINTETICA C

18.3.1.1. Sintesi del 2-iodo-1-metoxicarbonilmetoxi-4-nitrobenze (46)

A una suspensié d’'1.39 g (12.4 mmol, 1.1 eq.) de BuOK en 30 ml de THF, refredada a
0 °C i amb agitacid, es van afegir 1.11 g (12.4 mmol, 1.1 eq.) de glicolat de metil. Després
de 10 min d‘agitacié, s'hi van afegir 3.03 g (11.2 mmol) del compost 37 i la mescla es va
mantenir en agitacio a t.a. durant 4 h. Passat aquest temps, s'hi van afegir 10 ml d'H,O i es
van fer extraccions amb AcOEt (3 x 50 ml). Els extractes organics es van assecar sobre
MgSO; i el dissolvent es va evaporar a pressio reduida. El residu resultant es va purificar per
cromatografia en columna tipus flaix eluint amb una mescla d’hexa/AcOEt (4:1). Es van
obtenir 2.0 g d’un solid groguenc (46) (rdt. 55%).

2-Iodo-1-metoxicarbonilmetoxi-4-nitrobenze (46)
Pf: 122-124 °C,

!H-RMN (300 MHz, CDCl5): 8.69 (d, J = 2.7 Hz, 1H, Ha,), 8.21 (dd, J = 9.0, 2.7 Hz, 1H, Ha), 6.74 (d,
J = 9.0 Hz, 1H, Ha,), 4.82 (s, 2H, CH,), 3.80 (s, 3H, CHs).

13C-RMN (75 MHz, CDCl5): 167.8 (CO), 161.6 (Ca), 142.7 (Ca), 135.6 (CHa/), 125.6 (CHa,), 110.8
(CHay), 85.7 (Ca), 66.4 (CH,), 52.9 (CHs).

18.3.1.2. Sintesi de la ftalimida 47

1,2 a una dissolucié d'1.80 g

Seguint el procediment experimental descrit per Campbel
(5.3 mmol) del compost 46 i 1.35 g (5.9 mmol, 1.1 eq.) del compost 42 en 10 ml de DCM es
van afegir 0.10 g (0.53 mmol, 0.1 eq.) de Cul, 0.31 g (0.27 mmol, 0.05 eq.) de Pd(PPhs)4 i
3.7 ml (26.70 mmol, 5 eq.) de EtsN. La mescla de reaccié es va agitar sota atmosfera de
nitrogen durant 4 h a t.a. Seguidament la suspensid resultant es va diluir amb 200 ml
d’AcOEt i es va rentar amb una dissolucio d'HCl al 5% (3 x 100 ml), una dissolucié de Na,COs;
al 5% (3 x 100 ml) i una dissolucié saturada de NaCl (3 x 100 ml). La fase organica es va
assecar sobre MgSQ;, i el dissolvent es va evaporar a pressid reduida. El producte resultant
es va purificar per cromatografia en columna tipus flaix eluint amb una mescla d’hexa/AcOEt

(2:1). Es van obtenir 2.2 g d’un solid groguenc (47) (rdt. 92%).
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N-[6-(2'-Metoxicarbonilmetoxi-5'-nitro)fenil-3-oxa-5-hexinil]ftalimida (47)
Pf: 115-117 °C

1H-RMN (300 MHz, CDCl;): 8.20 (d, J = 2.7 Hz, 1H, Ha), 8.12 (dd, J = 9.3, 2.7 Hz, 1H, Ha,), 7.80
(dd, J = 5.7, 3 Hz, 2H, Hx), 7.67 (dd, J = 5.7, 3 Hz, 2H, Hx), 6.78 (d, J
= 9.3 Hz, 1H, Ha), 4.82 (s, 2H, OCH,CO), 4.44 (s, 2H, OCH,C), 3.98-3.88
(ac, 4H, 2H (NCH,CH,) + 2H (NCH,CH,)).

13C_RMN (75 MHz, CDCl5): 168.4 (CO), 168.0 (2 x CO), 162.9 (Cx), 141.7 (Ca), 134.1 (2 X CHay),
132.2 (2 x C), 129.4 (CHa,), 125.5 (CHa,), 123.4 (2 x CHa,), 113.6 (Cay),
111.5 (CHay), 91.8 (Cy), 80.4 (Cy), 66.6 (CHp), 65.9 (CH,), 58.7 (CHy),
52.7 (CHs), 37.5 (CH,).

CL-EM: 439.1 (M + H)*

18.3.1.3. Intents de sintesi del monomer B (48)

18.3.1.3.1. Desproteccio del grup ftalimido de 47 amb metilamina. Proteccio amb el grup
Boc.

1.,%%” es van dissoldre 100 mg

Seguint el procediment experimental descrit per Wolfe i co
(0.23 mmol) de la ftalimida 47 en 6 ml d’etanol calent. Després de refredar la dissolucié fins
t.a., s’hi van afegir 250 ml (0.50 mmol, 2.2 eq., 2 M en THF) de metilamina, i la mescla de
reaccid es va mantenir en agitacido a t.a. durant 8 h. Seguidament el dissolvent es va
evaporar a pressio reduida i el residu resultant es va redissoldre en 15 ml de DCM. El
producte es va extreure amb una dissolucid d’'HCl al 5% (3 x 20 ml), i després de basificar
els extractes acids amb una dissolucid de NaOH al 5% (3 x 25 ml) es van fer extraccions
amb DCM (3 x 30 ml). Els extractes organics es van assecar amb MgSQ; i el dissolvent es va
eliminar a pressio reduida. Es van obtenir Gnicament 10 mg de producte i els espectres de
'H-RMN i de C-RMN no van resultar concluents per poder confirmar la preséncia del

producte desprotegit.

Es va pensar que en aquest cas el producte desprotegit no es va extreure practicament
en el procés d’extraccié dut a terme. Per aquest motiu es va repetir el mateix procediment de
desproteccid, perd un cop evaporat el dissolvent a pressid reduida, es va procedir a la
proteccié del grup amino terminal amb Boc en el mateix cru de reaccié.’”® Es va redissoldre
el cru de reaccié en 2 ml de DCM i es van afegir 55 mg (0.25 mmol, 1.1 eq.) de dicarbonat
de di-tert-butil i 35 ml (0.25 mmol, 1.1 eq.) de EtsN. La mescla de reaccid es va mantenir en

agitacié a t.a. durant 10 h. Passat aquest temps, el dissolvent es va evaporar a pressio
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reduida. El cru resultant es va redissoldre en 10 ml d’AcOEt i es va rentar amb una dissolucio
d’'HCl al 5% (3 x 15 ml), una dissolucié de Na,COs; al 5% (3 x 15 ml) i una dissolucio
saturada de NaCl (3 x 15 ml). La fase organica es va assecar sobre MgSQ i el dissolvent es
va evaporar a pressié reduida. El residu resultant es va purificar per cromatografia en
columna tipus flaix eluint amb una mescla d’hexa/AcOEt (2:1). Es van obtenir 60 mg d'un oli
groguenc, perd els espectres de *H-RMN i de *C-RMN van mostrar una barreja de productes:
el carbamat 48, en menor proporcio, i el producte provinent d'una hidrolisi de I'ester metilic
del compost 47 i la posterior esterificaci6 amb etanol, durant l'etapa de desproteccio del

grup ftalimido.

Es va repetir d’igual forma el procediment de desproteccid del grup ftalimido pero ara en
metanol, i posteriorment, en el mateix cru de reaccidé es va procedir a la proteccié amb el
grup Boc. El producte resultant es va purificar per cromatografia en columna tipus flaix eluint
amb una mescla d’hexa/AcOEt (2:1). No obstant, es van obtenir Unicament 8 mg del
carbamat 48. Els espectres de *H-RMN i de *C-RMN van confirmar la preséncia del producte,

pero impurificat amb senyals que no es van poder assignar.

18.3.1.3.2. Desproteccio del grup ftalimido de 47 amb hidrazina. Proteccio amb el grup Boc.

Seguint el procediment experimental descrit per Grigg i col.,’®® a una dissolucié de
100 mg (0.23 mmol) de la ftalimida 47 en 2 ml de MeOH es van afegir 12 ml (0.25 mmol,
1.1 eq.) d’hidrazina monohidratada. La mescla de reaccié es va mantenir en agitacié i a
reflux durant 8 h. Passat aquest temps el dissolvent es va evaporar a pressio reduida i es va
procedir a la proteccié amb el grup Boc en el mateix cru de reaccio. El residu resultant es va
purificar per cromatografia en columna tipus flaix eluint amb una mescla d’hexa/AcOEt (2:1) i
recollint 3 productes diferents. No obstant, cap dels espectres de 'H-RMN i de 3C-RMN dels

tres productes obtinguts es van poder atribuir al carbamat 48.

271



Capitol 18

18.3.2.ESTRATEGIA SINTETICA D

18.3.2.1. Sintesi de la ftalimida 49

Seguint el procediment experimental descrit per Campbell,*'?

(12.3 mmol) del compost 37 i 3.10 g (13.51 mmol, 1.1 eq.) del compost 42 en 24 ml de
DCM s’hi van afegir 0.23 g (1.2 mmol, 0.1 eq.) de Cul, 0.71 g (0.62 mmol, 0.05 eq.) de

Pd(PPhs)s i 8.6 ml (61.40 mmol, 5 eq.) de EtsN. La mescla de reaccidé es va agitar sota

a una dissoluci6 de 3.28 g

atmosfera de nitrogen durant 4 h a t.a. Seguidament la suspensid resultant es va diluir amb
200 ml d’AcOEt i es va rentar amb una dissolucié d’'HCl al 5% (3 x 100 ml), una dissolucié de
Na,COs al 5% (3 x 100 ml) i una dissolucid saturada de NaCl (3 x 100 ml). La fase organica
es va assecar amb MgSO; i el dissolvent es va evaporar a pressio reduida. El residu resultant
es va purificar per recristallitzacid d’hexa/DCM. Es van obtenir 4.10 g d'un solid groguenc
(49) (rdt. 91%).

N-[6-(2'-Fluoro-5'-nitro)fenil-3-oxa-5-hexinil]ftalimida (49)

1H-RMN (300 MHz, CDCls): 8.26 (dd, J=5.7, 2.7 Hz, 1H, Hy,), 8.18 (m, 1H, Ha), 7.83 (dd, 1=5.4, 3.0
Hz, 2H, Hy), 7.70 (dd, J=5.4, 3.0 Hz, 2H, Ha), 7.21 (dd, J=9.0, 8.1 Hz,
1H, Hy), 444 (s, 2H, CHy), 3.95 (ac, 4H, 2H (NCH,CH,) + 2H
(NCH,CH>)).

13C-RMN (75 MHz, CDCl5): 168.4 (2 x CO), 165.0 (Jcr=261.9 Hz, Cy), 144.1 (Ca,), 134.1 (2 X Ca),
132.2 (2 x Ca), 129.6 (Jc¢=3.5 Hz, CHa), 125.9 (Jc.r=10.0 Hz, CHa),
123.5 (2 x CHay), 116.5 (Jc¢=23.5 Hz, CHa,), 113.2 (Ca), 93.1 (Cy), 77.8
(Cy), 66.9 (CHy), 58.6 (CHy), 37.5 (CHy).

18.3.2.2. Desproteccio del grup ftalimido de 49 amb hidrazina

.,°% a una dissolucié de

Seguint el procediment experimental descrit per Grigg i co
200 mg (0.54 mmol) de la ftalimida 49 en 10 ml d’etanol s’hi van afegir 19 ml (0.59 mmol,
1.1 eq.) d’hidrazina monohidratada. La mescla de reaccid es va mantenir en agitacié i a
reflux durant 15 h. Passat aquest temps la mescla de reaccié es va tractar amb 5 ml de
NaOH 1 M i es van fer extraccions amb CHCl; (3 x 20 ml). Els extractes organics es van
ajuntar, assecar sobre MgSO; i el dissolvent es va eliminar a pressié reduida. Els espectres
de 'H-RMN i *C-RMN del residu obtingut van mostrar la desaparici6 del grup ftalimido, perd
I'assignacié dels senyals dels espectres no va poder confirmar la presencia del compost

desprotegit.
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Conclusions

. S’ha sintetitzat una quimioteca de mescles de 5120 peptoides (trimers d'A-alquilglicina)
en fase solida i en format de rastreig posicional. La sintesi d'aquesta quimioteca
(peptoides-II) s’ha optimitzat respecte la quimioteca de peptoides-I, sintetitzada amb

anterioritat al laboratori.

. S’ha realitzat un estudi de reactivitat de les amines introduides en les fonts de diversitat

de la quimioteca. S’han determinat les reactivitats relatives i els factors d’equireactivitat
d’onze amines representatives del conjunt de la diversitat, en fase solida i en dissolucio.
S’ha comprovat la correccié i amortiment de la diferéncia existent en la reactivitat amb
I'ajust de les quantitats d’amina addicionades en l'etapa d'introduccié de diversitat, en

funcid dels seus factors d’equireactivitat.

. En col*laboracié amb altres grups d’investigacio, el cribratge, deconvolucié i validacié de
la quimioteca davant de diverses dianes biologiques ha permes identificar diversos
candidats a caps de serie. Cal destacar dos potents inhibidors o reversors del fenotip de
MDR (N35-15-15C i N37-15-15C), dos inhibidors de la proliferacié cel*lular i inductors
d'apoptosi (N13-13-10C i N10-13-10C), dos potents bloquejadors del canal TRPV1 (N16-
15-15C i N19-15-15C) i dos neutralitzadors de l'activitat d'LPS (N11-20-20C i N20-13-
20C).

. S’ha realitzat un estudi d’obtencid de peptoides amb un extrem carboxilic terminal
(peptoides acids), seguint dues estratégies: per hidrolisi de peptoides en dissolucid i per
sintesi en fase solida. L'optimitzacio del procés d'hidrolisi en dissolucié s’ha dut a terme
mitjancant un disseny d’experiments factorial, obtenint excel*lents resultats de pureses i
rendiments. La sintesi de peptoides acids en fase solida ha implicat treballar amb
diferents tipus de resines. D’entre elles, la clorur de 2-clorotritil va donar els millors
rendiments i pureses. En resum, de les dues estratégies assajades, la primera és la de

preferencia.

. S’ha realitzat un estudi d’obtencioé de peptoides dimers i peptoides dimers-ciclics, en fase
solida i dissolucid. Shan sintetitzat els peptoides ciclo[N13-13-10-13-13-10C] i
ciclo[N37-13-15-37-13-15C] amb pureses moderades i baixos rendiments. Aquests estudis
d’optimitzacié de peptoides acids, dimers i dimers-ciclics, han constituit un punt d‘inici per
al plantejament del disseny i sintesi de noves quimioteques combinatories de mescles

dintre del grup d'investigacio.
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6. S’ha intentat desenvolupar un assaig de fluorescéncia per a cribrar la quimioteca de
peptoides davant la seva capacitat d‘inhibir la fosforilacié del substrat LRRAS-AMC per la
proteina quinasa A. Malauradament, s’ha comprovat que el grup fluorofor AMC adjacent
al lloc de fosforilacié del peptid, no ha induit practicament cap diferencia d'intensitat de

fluorescencia després de la reaccid de fosforilacié per la PKA.

Globalment, aquest treball reflecteix la validesa de la utilitzacio i aplicacid de la quimica
combinatoria, en concret de quimioteques de mescles controlades, per a la recerca de
compostos amb activitats biologiques. No obstant, en funcié de les dades que es coneguin
del receptor i/o dels llocs d'interaccid, és convenient dissenyar la quimioteca de forma més
focalitzada, com és el cas de la quimioteca de peptidomimeétics de la neurotrofina NGF, o de
forma més diversa, com és el cas de la quimioteca de peptoides. En aquest disseny, tant si
és inicial com si és d'optimitzacié d'un cap de seérie, és cada vegada més evident la
importancia i necessitat de I'Us d’eines computacionals i d’estudis /n silico per cobrir el maxim

espai de diversitat i estalviar temps i costos d’experimentacid al laboratori.
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