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Als meus pares, 'avia i la Lidia






Agraiments

Finalment ha arribat 'hora d’escriure els famosos agraiments... la primera (i potser dnica)
pagina que s’obre d’una Tesi Doctoral, no ens enganyéssim!! [ per alguna estranya rad és I'tltima
part que es sol escriure! Potser perque son tantes coses a recordar i les paraules a escollir que un
ho vol fer quan la resta de la tesi ja esta coll avall...el cas és que després de llegir tantes tesis (perdd,
agraiments de tesi), de vegades pensava en que escriuria jo i la veritat és que arribada I'hora de la
veritat no sé per on comengar! Han passat 4 anys...increible!! Sembla que fos ahir quan comengava
amb la beca de col-laboracié com a pinche del Jan amb el PyClock...déu n’hi do si ha plogut! Moltes
coses han canviat durant aquests anys....

El primer apartat li correspon al Fernando, no pas per protocol, siné perqué realment m’ha
ajudat moltissim en la meva curta carrera cientifica. Tot va comengar arran d'un examen de
Quimica Organica II, on em va posar Matricula d’'Honor. Encara recordo que quan vaig veure el seu
mail un dissabte d’estiu (vaig pensar: que fa, un dissabte i treballant??), molt escuet, en qué em
felicitava per la nota i em deia que em passés pel seu despatx, el primer que em va venir el cap és
que els meus amics de la uni m’estaven fent una broma...perd per sort va resultar ser veridic i em
va comentar si volia fer un Passa I'Estiu al Parc! Pocs mesos després d’aquella reuni6 em va
convéncer per embarcar-me en l'aventura anglesa a GSK (si no fos per aquella trucada recordant-
me l'entrevista amb la Viqui i el Harry Kelly...quin despistat!). Ja com alumne de Passa I'Estiu al
Parc, un dia (plujés) li vaig preguntar de qué servia fer un doctorat i em va dir: “per trobar menys
feina pero millor”. Amb aquesta enigmatica frase al cap, I'estiu del 2006 li vaig preguntar si tindria
lloc al grup i em va obrir les portes. Gracies per donar tantes oportunitats a la gent jove que vol
comengar en investigacié! En el meu cas particular has tingut un pes enorme. Tot i que els principis
no van ser facils i han hagut de passar molts dissabtes, algun diumenge i sobretot moltes nits
llargues, la Tesi ha valgut molt la pena i si hagués de tornar-me a decidir per un director de Tesi i un
grup, la eleccié seria la mateixa. Hi han hagut molt moments d’estrés i pressié (en especial al
principi), per0 també m’ha servit per aprendre a portar un, dos o n tasques a la vegada
(Luxembourg forever and for everybody!) i per superar més i més reptes, aixi com créixer
cientificament: primer escriure un Chimica Oggi, després un article sencer, més endavant un capitol
de llibre (la historia interminable) i aixi fins a la llibertat dels ultims anys per desenvolupar els
projectes que m’has donat, amb millors o pitjors resultats, per0 en qualsevol cas agafant
independéncia.

I also would like to thank Ayman for all the guidance and e-mail help during these years (and
some summer face-to-face synthetic advice and comments on coupling reagents). Once, at the
beginning of the PhD, you said that I would be better than you when I completed the four years.
Well, I don’t think that premonition has become true, but your proximity and knowledge had great
impact in what I've learned in all these years! També voldria agrair a la Mercedes Alvarez 'acollida
al 100 (...o era Pharmamar?) durant el Passa I'Estiu al Parc 2005, al Gerardo i al Antonio pel que em
van ensenyar aquells dos mesos (si, vaig fer quimica també, malas lenguas!!).

Arribem al 300! Ha passat molta gent per aquest laboratori en 4 anys, i voldria destacar aquells
amb els que he compartit més moments, sobretot fora d’aquestes quatre parets. El primer de tots el
titu Albert, al qui personalment admiro pel seu optimisme inesgotable, la seva valua cientifica i
perque sempre ha tingut un moment per dedicar-me, especialment al principi quan es necessita
algt a prop amb actitud pedagodgica, que et resolgui dubtes quimics. Gracies també per ajudar-me i
aconsellar-me en molts aspectes, inclosos els interrogants futurs, i per tantes converses que hem
tingut aquest temps, en persona o via mail (sovint parlant del barga!). La teva tesi ha estat tot un
exemple per mi! De la gent que ja no hi és, recordo especialment la sempre simpatica i agradable
Martina, la Gemma Comellas, del poc temps que vam coincidir, el Frank, el primer company de
poyata que vaig tenir (I'alemany no convencional), que muntava unes enormes festes al seu pis i
portava la guitarra a les cases rurals, la Steph i el Renaud, els francesos més encantadors que mai he
conegut (i no sén molts). Sembla que fa mil anys de quan anavem als menjadors en massa...(com
diu la dita: La venganza es un plato que se sirve (servia) en los comedores); en aquella epoca vaig
coincidir amb el Manu, el hombre de las mil despedidas. No em voldria oblidar dels malakas Thanos
i Kate, no sé com encara recordo la majoria d’insults en grec que em va ensenyar! (thanuklasis




starjidiamus), dels millors companys de poyata que he tingut, 'home dels acoblaments en aigua, al
microones i amb Boc (lo normal...), amb qui vaig debutar com espectador del Palau en un Barga-
Panathinaikos, el Hiroshi, amb qui vam conéixer una mica més la cultura japonesa de no-sabem-dir-
que-no-ni-vull-entendre-que-em-parles-de-bitch-i-no-de-beach, com oblidar els seu mmm,
aaa,mmm, ra-ra-ra-ramon o les converses surrealistes dels cafés. De 'época com a Passa I'Estiu al
Parc tinc bons records del Jesus Vdzquez, que tot i no tenir temps d’interaccionar molt, em va ajudar
forca enviant fax a Stevenage per llogar el pis (la primera tesi que vaig veure, cantant al pica-pica el
siete hoooras....). Del grup de I'Ernest Giralt, la Susana, una cientifica excel-lent i companya de
laboratori els dissabtes al Parc el primers anys, molt agradable tot i que de primeres podia semblar
el contrari, que va emigrar a Boston fa uns anys, la Silvia, japonesa d’adopci6, amb qui vaig fer els
pinitos (;pinets?) en la tasca d’encarregar material a la botiga (nunca fue tan dificil).

Encara ronden per aqui la Marta Pelay, alias Pelayo o Nanomarta, constant rialla al 300, que
estic segur que treura endavant la tesi (lo que no mata engorda), la Rubi, el talent mexica del
laboratori, va comengar com alumne de Passa I'Estiu al Parc i es convertira sens dubte en un gran
sintetica, el Miguel, estrella del tiki-taka dels Brutal, ha introduit un nou personatge al joc del Lobo,
una mica esbojarrat, de conversacié facil i amena a l'altre costat de l'escriptori, sempre té un
HUAHUA o un TODO MAL quan passes pel costat, el Bernat (petit), la nova fornada de doctorands
del Giralt, cientific, dansaire, productor de cervesa, davanter habilidds..., la Sol i 1a Laura Nevola,
expertes sintétiques (aquestes de debo) perdo que potser es passen al ball després dels ultims
videos que han sortit a la llum..., la Judit, 'esséncia gironina del grup, investigadora capac de portar
el seu projecte i els de n-mil doctorands a la vegada, espectacular! la primera en arribar pels matins,
el Jan, tota una font d’inspiracié personal...va ser el pioner, i finalment el Roger, aixd és una tesi
multidisciplinar i lo demés son tonteries! Has passat una travesia al desert en molts moments pero
seras un dels doctors més complets que sortiran d’aquest laboratori, un exemple d’esfor¢ i
dedicacié, de moment ja hi ha algii que ha vist el teu talent (mira qué talento!), sort al futur, ho
mereixes!, i la resta de membres actuals i passats amb els qui en algiin moment he interaccionat.

Encetem el capitol 100-Pharmamar, que també promet ser llarg (a aquest pas no imprimiré la
tesi...). Del territori de la Mercedes vaig coincidir amb el Roger Soley, que va ser prou llest com per
canviar un treball que li aportava poc per un altre de comercial amb el que se’l veu infinitament
més felic, el Marc, vam compartir molts breaks durant els pocs mesos que va estar aqui abans de
passar-se a la industria (un que és llest...), la Delia, companya de vitrina I'estiu del 2005, un
exemple de com l'entorn de treball pot influir en el teu humor, el Samuel, guitarrista semi-
professional de CV molt extravagant, que va deixar empremta del seu pas pel grup. Entre els
membres actuals, me n’enduré un bon record del Paolo, postdoc amb anima de concertista de
bombardino, un altre habitual dels dissabtes, una mica tocat del bolet, impossible avorrir-se, el Xavi,
successor a GSK, quimic amb un cert punt friki, un gran cuiner de menjar oriental, que amaga un
gran potencial com a investigador i la Sveta, de la qui sempre he obtingut bones cares i ajuda quan
ho he necessitat. A 'altra banda del laboratori esta Pharmamar, on em vaig passar mig Passa I'Estiu
al Parc i part de la tesi, de visita rutinaria. No em podria oblidar de la Leti, quimica nocturna i
investigadora de gran recorregut, la visié nano del grup, la Yesi, alias la chunga de Badalona, tot i
que en els darrers anys la interaccié ha estat més aviat nul-la, m’emporto els moments dels
principis on era I'’element esbojarrat de Pharmamar. Els pero a ver, una cosa te voy a decir, vas a
pillar y no va a ser cacho, etc, son marca registrada seva en cases rurals i sopars, la Fayna, 'altre
japonesa, de carrera meteorica, una cara sempre simpatica a Pharmamar, la Camila, che boludo!
argentina compromesa, la Hortensia, tranquila que las fotos de la noche de los 42 euros nunca las
verd tu marido! (Lidia, no es lo que parece), ben aviat de tornada, la Hilda, I'alegria cubana, mama
de Pharmamar, la Eli, exalumna del Maragall com un servidor, sempre disposada a donar un cop de
ma, sort a Bellaterra! el Padi, 'home de les mil carreres, masters i doctorats, quin gran aniversari
aquell al Chiquipark!, el Carles (o Cal-la), investigador fet a si mateix, de caracter directe i molt
afable, un fiestero de mucho cuidado, 'EPI de Santiago esta ple de grans moments, com la sortida de
la discoteca, la sala del vicio...me n’alegro que hagis tornat, a veure si podem compartir més estones
aquests propers mesos! Encara aqui, trobem el Gerardo, el cuba vetera del lab, expert en sintesis a
escala multigram i terror del sintetitzador, el seu gest picant amb els tres dits i EL RAMON sén
mitics!, la Marta Paradis, una altra experta, la primera a qui acudir en cas de dubte peptidic, una de
les principals motivacions per tornar al Parc després del Passa I'Estiu del 2005 va ser el bon rollo
que hi havia al lab i especialment amb tu, aquells te gusta camela, los otros i els gomets, etc...em van
marcar! Hi ha moltes anécdotes que conservaré d’aquests anys, aixo segur!, les colombianes Ximena




i Vida, amb les seves histories de la machaca, el Jordi, aquest en si no era ni d’aqui ni d’alla, ni de
Biosyner ni de la Maria Macias, sempre trobavem moments per parlar del patiment comu culé.

Menci6 especial mereixen la Lorena, el Pau, el Dani, 1a Myriam i el Nessim, sens dubte aquells
amb els que he compartit més moments, en incomptables esmorgars, dinars, cafés, sopars,
congressos, etc que han fet molt més agradable el dia a dia d’aquesta etapa de la meva vida. La
Lorena, que ha hagut de superar molts obstacles a la seva Tesi, inclos personatges que no cal ni
nombrar, perd que trobara recompensa molt aviat i ja veuras com sortiras molt preparada. Molt
directa i sincera, sempre aportes el punt caotic i assimétric necessari al grup com a contrapunt,
disposada a sortir de festa, fer unes birres o lo que surja. Pocs s’han treballat més la seva tesi que el
Pau, pero el cami (llarg i sinuds) ja s’acaba i el teu titol de doctor tindra un meérit encara major. Has
estat un gran company on trobar recolzament quan era necessari o cap ajuda. Gracies per la rebuda
que vaig trobar en arribar a San Diego, sobretot les primeres setmanes, i per la companyia d’aquells
mesos en que trobavem a faltar el component mediterrani de la vida de casa. Amb el Dani, he passat
moltes hores a la Terrassa i molts instants inoblidables de festa, de vicio de la Wii, a Santiago o a
Lisboa, comentant la calorimetria una mica passats de voltes, un gran tio i quimic computacional,
gracies per aquests moments i les converses que hem tingut aquests anys, és un dels records més
bons que tinc. La Myri, es nota quan hi és i quan no hi és, una altra que sempre esta a disposici6 per
qualsevol dubte i amb la que també pots estar de conya una bona estona i a la vegada comentar el
que sigui, amb el seu riure inconfudible. El Nessim, el partner del 300 a '’hora de fer cafes i de
diverses sales del vicio, pel record queden frases com no me vengan con que a chuchita la bolsearon,
ya sabemos de que lado masca la iguana, coche negro oscuro, orillese a la orilla, etchem arribat
juntets a la recta final i sense el teu consell hagués estat encara més dificil. No ho sé, es dificil
condensar en unes poques linies, paraules que reflecteixin 'estima que se li agafa a algi amb qui
has passat tants minuts al dia, durant tant de temps, només espero que sapigueu que els petits
moments d’aquests darrers anys és segurament, el que recordaré més intensament d’aquest
periode.

Moltes estones al migdia he passat jugant al futbol del ai-er-bi, al costat de la resta de membres
dels Brutal Soft and Fluffy Deluxe: el capitano Tommaso, I'etern doctorand i central expeditiu, el
Bernat Serra (alias Bernat ros), d’actuacions esporadiques pero convincents, el Claudio, conducci6
amb accent argenti, Alex, samba brasileira que et trenca quan menys t'ho esperes, el Pep, excel-lent
porter que ens ha fet créixer com equip, el Peter, 'holandés combatiu, imprescindible a I’equip, el
Sean (caracter irlandés), el Lluis (gran central quan va estar disponible), el Kay, Kaiser del IBEC,
quin personatge, pon-la-mano-getca-roger!, chica opticamente muy buena, el hombre misterioso,
etc.., la Laura, la periquita del equip, I'inic amb el qual pot aspirar a guanyar titols, ejem, i
finalment el Pau Pollo, s’ho fa tot solet, un Cristiano en potencia.

També he d’agrair I'ajuda i assessorament del Rafel Prohens i el Rafael Barbas de la Plataforma
de Calorimetria, en els assajos indirectes d’explosivitat de la Oxyma i el COMU, aixi com tot el que
apres del tema gracies a les reunions i discussions cientifiques que vam tenir al principi de la Tesi.
De UQC destacar la Miriam Royo, group leader atipica i de facil conversa, la organitzadora dels
seminaris que tan bé han anat per preparar TAC’s i congressos.

Una dedicatoria especial també es mereix la Eva Poca, sense la qual el grup no podria funcionar
com ho fa en l'actualitat, gracies per tot 'esfor¢ que dediques perqué la nostra investigacid tiri
endavant, sempre amb una cara amable, tot i que vagis fins al capdamunt de feina.

Moving to San Diego, I need to thank Phil Dawson for allowing me to stay in his group in The
Scripps Research Institute, La Jolla, from September to December, 2010. I had the opportunity to
learn new techniques and, of more importance, how to work in a different research environment to
the one I was used to. The informal discussions in our small office about Boc SPPS, Cys chemistry
and ligations in general contributed to a high extent to my knowledge in the field. My thanks also to
Darren Thomas, whose experience and constant help and advise was basic for accomplishing my
objectives. You are a special one! Also thanks for driving me to San Diego airport on that night of
the 23rd December, | appreciate that very much. A Juagn, futuro Ramon y Cajal, por su ayuda
durante el poco tiempo que coincidimos en el grupo, un crack de la metodologia de native chemical
ligation y quantum dots. Espero que nos veamos pronto por aqui. También gracias a Felipe y a su
“bebé”, los limpiadores de mi planta en Scripps, que pese a ser del Real Madrid, fue muy agradable
escuchar una voz hispana todos los dias y conversar sobre futbol y la vida en USA. De mi etapa en




San Diego, no me quiero olvidar de Elena y Antonio, (la mejor noche de Halloween la pasé en
University Avenue y también quedaran muchos Taco Tuesdays!), Xavi i Raquel, companys de Pau al
SI0 i que molt aviat tindrem per aqui i a Natalie, que ens va acollir a Pau i a mi a Ensenada com uns
membres més de la familia, y amb la qual vam passar moltes nits de divendres, ja fos de sushi o al
Island’s de La Jolla. Thanks also to Nancy and John for the accomodation, and yes! It was cold
there!!! (;next time I come around maybe can I use the swimming pool?).

Coémo no, agradecer a Cristhian, Miriam y Victor por los ratos en que hemos quedado después del
lab para olvidar el trabajo y echarnos unas risas o ver el partido de fitbol que tocase. Pese a que no
nos vemos tanto como hace unos afios, ya sabeis que os quiero mucho y estoy para lo que haga falta,
campeones! Victor, aun me tienes que ensefiar tu album de fotos de cuando te casaste, para cuando
los retofios?? (y yo que me lo perdi...un dia deberias de empezar a escribir tus memorias, porque
daria para mucho!). Siempre te quedara pensar que te sacaras econdmicas, no como otros, jeje. De
Cristhian, que me alegro mucho que superaras ese mal afio y de que la nueva vida que empezasteis
siga asi durante mucho tiempo, os sienta muy bien. A ver si podeis conseguir un pisito ya para los
dos pronto (por cierto, la cagaste, no fui el primero en casarme, juas, juas). Al Lafu a ver si se deja
ver mas el pelo y organiza mas fiestas de fin de afio (aunque se me de uno que no se apunta), que
me lo pasé muy bien, ya celebraremos pronto que te has sacado la carrera. Y al Enano, agradecer
todos los momentos en que nos hemos reido de con él, no tienen precio!! Profesor Garcia Palacios,
quién lo iba a decir, seguro que va de lider. A Germdn, el papa, siempre fuiste precoz en todo, a ver
si te dejan escapar mas a menudo para quedar y cenar, ;para cuando el bar Naya?,a Alfredo el
extravagante, mago, prestidigitador, musico...todo un personaje. Als meus amics de la uni: els
habituals a 'hora de menjar (i que van portar el Jorge Cham), el ja doctor Bagdn, el Marc Belenguer
(famos pel seu flautdn), I'Abel, el Marc Puigmarti (aka Tatiana, un nou doctorand al CSIC), la Liria
(futura general manager de Serrano Cefla, ;Co6mo va la Coca Cola?), la Miriam (et dic pel teu nom
vaig progressant), la Sara (on pares ara? Madrid, Albacete?), el Cayo (te debe faltar poco para ser
tecnélogo alimentario, no? Queda muy fashion..pero exactamente que es??)les Montse, la Monica, el
Fernando (un businessman de mucho cuidado, te vuelves a Barcelona?), i el Carlos i l1a Carol (esto
es...cuando tu vas, yo vengo de alli...). Una menci6 també als amics de Palamés i La Fosca, la Mar, el
Jacobo, el Pere, la Mariona, la Jimena, el Jesus, la Floreta i el Raimon per les nits d’estiu al Castellet, la
platja o el que caigués.

Per descomptat tinc molt que agrair als meus pares, Roser i Pere, entre d’altres haver-se
assegurat que mai em faltés de res i haver-me subvencionat la majoria de la carrera de Quimica. Un
record molt especial per l'avia Rosita, a qui estic segur li hagués fet especial il-lusié estar present el
dia que em faran doctor. En part tho dec a tu, per haver-me ensenyat el valor de 'esforg i la
importancia de no parar mai d’aprendre. Al tiet Jordi i la tieta Angelina, per haver fet dels estius i
altres vacances a Palamoés els moments més felicos que puc recordar, junt amb l’avia. A tots tres, us
trobo molt a faltar, espero que pogueu veure el nou doctor des d’algun lloc. No em puc deixar la
Luisa-Yeye, Juan-Ai i la Pilar, a qui considero la meva segona familia després de tants anys i anys
junts dia rere dia, ara veient-nos més esporadicament.

Finalment, dedicatoria especial per la Lidia. No sé que puedo decir que no sepas ya, aparte de
que a estas alturas no me imagino la vida sin ti, y que me hace mucha ilusién empezar una nueva
vida a tu lado y con el tiempo (no mucho...) formar una familia. Si he llegado a ser doctor también es
gracias a tu incansable apoyo y carifio (vale, y también por tu ayuda en la portada...); no creo que
llegue a ser un gran hombre, ni lo busco, me sobra y me basta con estar al lado de una gran mujer,
porque es lo que eres, ya va siendo hora de que te convenzas de ello. Estoy seguro de que alguien
apostara por ti en Alemania y no me cabe duda de que no les defraudaras y te daras cuenta de que
vales y mucho. Curiosamente, nuestra historia empezé una semana después de empezar el
doctorado pero, a diferencia de este, no ha hecho nada mas que empezar.
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" Es presenten els additius i reactius d’acoblament que s’han adquirit de fonts comercials o eren
disponibles al laboratori, fruit d’anteriors treballs.




Abreviatures, acronims i annexos

ANNEX VII: Resines emprades

OMe

I OMe

Fmoc\N O
o

)

Me

Fmoc-RinkAmida-AM-PS

Fmoc-RinkAmida-MBHA-PS

OMe

l OMe

Cl

=T
&) L

H-RinkAmida-AM-ChemMatrix

2-Clorotritil




Resum de la memoria

Resum de la memoria

Els resultats obtinguts a la present Tesi Doctoral es presenten com a compendi de varies
publicacions, englobades en diferents capitols.

El primer capitol correspon a un capitol de llibre de la série editorial Patai (que tracta de la
quimica de compostos heterociclics) on es descriuen la sintesi, propietats i rellevancia de diverses
N-hidroxilamines utilitzades com a additius o dins d’agents d’acoblament autosuficients, en la
formaci6 de I'enlla¢ peptidic. Aquesta publicacié s’inclou com a introduccié extensa de la tematica
general de la Tesi.

El segon capitol és un estudi sobre la utilitzacié d’Oxyma com a additiu de carbodiimides. A la
publicaci6 recollida es tracta la seva capacitat de reduir 'epimeritzacié del carboni-o, eficiencia en
diversos models peptidics i perfil de seguretat termica en comparacié amb benzotriazols, aixi com
la investigacid de I'estabilitat a nucleofils del grup carbonil.

Al tercer capitol es tracta la sintesi i evaluacié de carbonats actius de varies oximes acides, d’entre
les quals Oxyma, d’aplicacié en la introduccié dels grups protectors Fmoc i Alloc. Es presenta
I'estratégia sintetica escollida per la sintesi d’aquests reactius, aixi com la seva caracteritzaci6 i
capacitat de reduir I'impacte de dipéptids en la protecci6 de glicina.

El quart capitol es divideix en dos treballs que tracten sobre la reaccié secundaria de formacid
d’aspartimides i subproductes derivats:

+ En primera instancia es presenta un article de revisié sobre la formacié d’aquesta reaccié
secundaria, aixi com els principals factors que la originen i les estratégies per minimitzar-ne
I'impacte o prevenir-la. D’entre aquests métodes es dedica una atencié especial al paper que
juguen les N-hidroxilamines.

%* El segon treball és un estudi sobre I'efecte de I'acidesa d’Oxyma i alguns benzotriazols en la
reduccié de reaccions secundaries catalitzades per base en l'estrategia Fmoc/tBu, com ara
aspartimides o sobreacoblament d’aminoacids causat per prolina. També s’investiga el
percentatge d’escissid de péptids ancorats a la resina clorotitil amb aquestes N-hidroxilamines.

El cinqué capitol es composa de tres publiacions sobre sals d’oni basades en Oxyma:

%* Al primer article es sintetitzen diverses sals d’'uroni d’'Oxyma i d’altres oximes acides, d’entre les
quals destaca el derivat de tipus dimetilmorfolino basat en Oxyma, COMU. La solubilitat,
estabilitat i altres caracteristiques com retenci6 de configuracié optica i habilitat de fomentar la
uni6 entre aminoacids impedits es compara amb derivats de HOBt i HOAt. Per dltim s’analitza el
perfil de descomposicid, tant de COMU com dels analegs de tipus benzotriazol, en assajos
calorimetrics.

¢ El segon treball és un estudi breu sobre la combinacié de COMU i sintetitzadors automatics
assistits per irradiacié de microones, en la preparacié del pentapeptid Aib-encefalina, tot
investigant la preséncia de subproductes provinents d’addicié nucleofila a Oxyma.

** En el tercer article es presenta la sintesi i evaluacié de diverses sals de fosfoni que contenen
Oxyma a la seva estructura, tot investigant l'efecte del contrani6é (tetrafluoroborat o
hexafluorofosfat). Ambdos derivats es comparen, junt amb analegs de tipus benzotriazol, en
relacid a l'eficiéncia en sistemes impedits lineals i ciclics, reduccié d’epimeritzaci6, solubilitat i
estabilitat.

Per donar una visi6 global de la Tesi Doctoral, s’inclouen una introduccié general que justifica la
investigaci6 realitzada entorn a Oxyma, una discussié general sobre els resultats obtinguts i una
conclusio6 general de la idoneitat dels reactius basats en Oxyma en sintesi peptidica.

Finalment, en els apendixs s’inclou informacié sobre els espectres de IR i RMN d’Oxyma, aixi com
una fitxa dels reactius Oxyma i COMU, incloses a I'enciclopedia EROS, i una perspectiva actual i
futura dels reactius d’'Oxyma en la metodologia de sintesi peptidica
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Introduccio General

Peéptids i proteines sén biopolimers amb una funcié essencial dins la complexa biomaquina
que constitueixen els éssers vius. A diferéncia de les proteines, de caire eminentment estructural i
enzimatic, I'ambit d’actuaci6 dels péptids presenta una amplia diversitat: neurotransmissors,
hormones, endorfines, etc. En les darreres décades, I'enorme potencial dels péptids en ciéncia s’ha
anat descobrint, extenent-se a camps tan diversos com la biotecnologia, cosmeética, administraci6 de
farmacs i la quimica medicinal, bé extrets de fonts naturals o provinents de modificacions
quimiques. Del primer cas, cal destacar el paper que juguen els péptids trobats en organismes
marins, com Kahalalide F (1) i Dolastatin-10 (2), els quals presenten una elevada activitat
antitumoral i han arribat a fases cliniques (Fig. 1).12 Les propietats antibacterianes,
antiparasitaries, antiobesitat o inhibidores del HIV-1 d’alguns peptids també s’han descobert
recentment. Per tal de millorar el perfil farmacocinetic i reduir la rapidesa de biodegradacié dels
peptids, s’'intenten introduir elements estructurals que generalment impliquen major dificultat
sintetica. En aquest escenari, resulta imprescindible disposar d’eines quimiques adequades per
assolir en el menor temps possible, 1a major quantitat de péptid objectiu en alt grau de puresa, per
tal d’avancar al mateix ritme que ho fan les investigacions biomediques i biotecnologiques que se’n
deriven. La present tesi doctoral s’emmarca dins la necessitat de disposar de reactius d’acoblament
adients que aconsegueixin la obtenci6 d'un peptid determinat de forma rapida, segura, eficient i
economica.

™

Figura 1. Estructura dels péptids anticancerigens Kahalalide F i Dolastatin-10.

En gran mesura, la preséncia creixent dels péptids en aquests ambits es pot atribuir a
I'implementacié de la fase solida en la sintesi peptidica per part del laboratori de Merrifield a
mitjans del segle passat.3 Mitjan¢ant aquesta técnica, el peptid creix ancorat a un suport polimeric,
originariament clorometilestire copolimerizat amb divinilbenzeé, en sentit C>N terminal,
contrariament al que succeeix en la biosintesi ribosomica. La gran avantatge d’aquesta metodologia
recau en la simple separacid de subproductes solubles per filtracio, possibilitat d’automatitzacié del
procés i addicci6 de grans excessos de reactius per aconseguir acilacions quantitatives. D’aquesta
manera, la obtencié de péptids amb més de 4 o 5 residus passava de suposar un esfor¢ sintétic
considerable i una gran inversié de temps, a esdevenir un procediment rutinari i facilment
accessible. En anys posteriors, la fase solida es comencaria a utilitzar també en la sintesi d’altres

1 Rademaker-Lakhai, J. M.; Horenblas, S.; Meinhardt, W.; Stokvis, E.;de Reijke,T. M.; Jimeno, ]. M.; Lopez-Lazaro,
L.; Lopez Martin, ]. A.; Beijnen, ]. H.; Schellens, ]. H. M. Clin. Cancer Res. 2005,11, 1854.

2 Vaishampayan, U.; Glode, M.; Du, W.; Kraft, A;; Hudes, G.; Wright, ].; Hussain, M. Clin. Cancer Res. 2000, 6,
4205.

3 Merrifield, R. B. J. Am. Chem. Soc. 1963, 85, 2149.
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compostos organics lineals o heterociclics, aprofitant métodes espectroscopics o colorimetrics per
detectar la complecié de reaccions directament en resina.*5 En el context de la metodologia de
sintesi peptidica, es poden considerar altres fites rellevants el desenvolupament de 'esquema de
protecci6 Fmoc/tBu, de condicions de desproteccions més suaus que Boc/Bzl i completament
ortogonal, i de la resina 2-cloro-clorotritil, la qual permet I'escissi6 del péptid objectiu amb els
grups protectors laterals intactes.®” Més recentment, la tecnica de la lligacié quimica nativa ha
suposat una revolucié en la obtenci6é de péptids de mida mitjana-llarga o fins i tot de proteines, a
partir d’'un fragment péptid-tioéster C-terminal i un altre Cisteina-péptid N-terminal totalment
desprotegits i de manera quimioselectiva.8?

N { 9
\ N
| LN N-OH IX\ N
Y“ X7 N AN
\OH 0 = NG
X=CH, Y=H, (3) (6) X=CH, (7)
X=N, Y=H, (4) X=N, (8)
X=CH, Y=CI, (5)
N (0]
Q /\O N\
N0 | N
OH N
OH
9) (10)

Figura 2. Estructura dels compostos que presenten el grup N-hidroxilamina més rellevants en sintesi
peptidica

No obstant, si unes mol-lécules han esdevingut protagonistes en les tltimes décades pel que fa
al camp metodologic peptidic, sén certes N-hidroxilamines i fenols/triazines electronicament
desactivats, els quals presenten una elevada acidesa (pK.=2-10) en el context dels compostos
organics, el qual els hi confereix unes propietats molt especials.l® Dintre dels compostos que
contenen grups N-hidroxilamina acids a la seva estructura, podem trobar-ne diverses subfamilies:
heterocicles aromatics polinitrogenats (benzotriazols, triazols o tetrazols), acids hidroxamics
heterociclics (benzotriazines, piridones o tiopiridones) i imides heterocicliques (succinimides o
phtalimides) (Fig. 2).101112 [ndubtablement, els membres més rellevants de la familia de les N-
hidroxilamines la componen els N-hidroxibenzotriazols, la versatilitat dels quals en quant a
reactivitat, afegit a 'abséncia de reaccions secundaries greus i un preu generalment assequible, les
ha col-locat al capdamunt del sector durant molts anys.19 HOBt (3, pK.=4.60, Fig. 2) fou el pioner en
trobar aplicaci6 en el camp de la metodologia de sintesi de péptids, gracies al treball de Konig i
Geiger, en primera instancia com a additiu en la supressié d’epimeritzacié del C..!3 Décades més
tard el seguiren tot d’analegs aza o 6-substituits, d’entre els quals destaquen el 7-HOAt
(habitualment referit simplement com a HOAt, 4, pK, =3.28, Fig. 2), el derivat més potent i car, i el
6-CI-HOBt (5, pK.=3.35, Fig. 2) de reactivitat intermitja i amb relaci6 poteéncia/preu més
accessibles.1415 Un altra N-hidroxilamina amb molt de pes historicament en aquest camp es la imida

4 Nicolaou, K. C.; Pfefferkorn, J. A. Biopolymers (Pept. Sci.), 2001, 60, 171.

5 Cironi, P.; Alvarez, M.; Albericio F. QSAR Comb. Sci. 2004, 23, 61.

6 Atherton, E.; Cameron, L.; Meldal, M.; Sheppard, R. C. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1986, (24), 1763.

7 Barlos, K.; Gatos, D.; Kapolos, S.; Papaphotiu, G.; Schifer, W.; Yao, W. Tetrahedron Lett. 1989, 30 (30), 3947.
8 Dawson, P. E.; Muir, T. W,; Clark-Lewis, I.; Kent, S. B. H. Science, 1994, 266 (5186), 776.

9 Mende, F.; Seitz, 0. Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50 (6), 1232.

‘% Valeur, E.; Bradley, M. Chem. Soc. Rev., 2009, 38, 606.

1 Spetzler, |. C.; Meldal, M.; Felding, J.; Veds@, P.; Begtrup, M. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1998, 1727.

'2 Bailén, M. A; Chinchilla, R;; Dodsworth, D. J.; Najera, C. J. Org. Chem. 1999, 64, 8936.

3 a) Konig, W.; Geiger, R. Chem. Ber. 1970, 103, 788; b) Konig, W.; Geiger, R. Chem. Ber., 1970, 103, 2034.
14 Carpino, L. A. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 4397.
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ciclica HOSu (6, pK.=6.0, Fig. 2), de menor reactivitat que HOBt (3) pero compatible amb
acoblaments en medi aquds.'® D’altra banda, certes benzotriazines, com HODhbt (7, pK, =3.97, Fig.
2), de reactivitat propera a HOAt (4), han posat en compromis la superioritat dels benzotriazols,
fins que es va demostrar que podien reaccionar amb nucledfils donant subproductes d’obertura
d’anell.1317 E] aza-analeg d’aquest ultim, HODhat (8, Fig. 2), proposat per Carpino, tot i mostrar un
increment en poténcia, pot patir la mateixa reaccié secundaria.'8 Altres N-hidroxilamines a destacar
sén HOPy (o HOPO, 9, pK.=5.9, Fig. 2), que es mostra eficient en sistemes bifasics DCM/H0 i el
triazol HOCt (10, pK. =2.16, Fig. 2), proposat per Ramage i colaboradors a finals del segle
passat.19.20

L’aplicacié més notable de les N-hidroxilamines en quimica de péptids correspon a assistir la
formacié de I'enllag peptidic, bé com a additius de carbodiimides, inclosos en reactius d’acoblament
“autosuficients” o en esters actius preformats.l0 Les estratégies que s’apliquen en quimica de
péptids per unir dos aminoacids o peptids mitjangant un enlla¢ amida es desmarquen d’aquelles
que es fan servir en altres branques de la quimica organica, més agressives per la integritat quiral
de I'aminoacid activat. Aixi com la transformacié d'un acid en el corresponent clorur d’acid, per
exemple, és rutinaria en sintesi organica estandar per obtenir un grup amida, I'aplicacié d’aquest
meétode en péptids resulta, sens dubte en un ester molt reactiu, perd amb el gran inconvenient de
promoure I'epimeritzaci6 del carboni-o.1? El mateix es pot extrapol-lar per a les azides d’acid, que a
més, tenen associat un enorme risc explosiu quan estan seques. Els diferents agents dedicats a
I'acoblament entre dos aminoacids i/o peéptids han d’aconseguir, doncs, un compromis de
reactivitat per ser eficients perd alhora evitar reaccions secundaries. Les estrategies més conegudes
les podem classificar en:

A. Esters preformats

Conceptualment, es relacionen amb grups sortints (N-hidroxilamines) de reactivitat més
aviat baixa, ja que han de poder ser aillables i prou estables com per romandre intactes durant el
temps en que es pretenguin utilitzar (normalment unes quantes semanes a temperatura
ambient). La principal avantatge recau en que, donat que s’evita I'activacié in situ, s’elimina la
preséncia i separacié dels subproductes derivats. D’aquesta manera, s’utilitzen esters de
pentafluorofenol, p-nitrofenol, HOSu (6) o altres imides cicliques, abans que els ésters de HOBt
(3), poc aconsellables per la precaria estabilitat que mostren.21.22

- Especialment recomanats per obtenir acoblaments nets i eficients en solucic.

B. Reactius de formacié d’éster actiu in situ
Representa una estratégia més general, potent i de rapid accés que l'anterior i
consequentment és la opcié preferida en els laboratoris d'investigacié peptidica.l® Se'n
distingeixen dues grans subclasses: les carbodiimides i els agents d’acoblament “autosuficients”.

B.1. Carbodiimides
La metodologia tradicional per la generaci6 d’esters actius in situ correspon a les
carbodiimides (11, Fig. 3), bé utilitzades com a unic agent d’acoblament o en presencia d’'un

15 Ueki, M.; Yanagihara, T. Peptides 1998, 25th Proceedings of the European Peptide Symposium (Eds.: S. Bajusz,
F. Hudecz), Akademiai Kiado, Budapest, 1999, pp. 252

16 Anderson, G . W.; Zimmerman, J. E.; Calahan, F. M. ]. Am. Chem. Soc. 1963, 85, 3039.

17 Carpino, L. A.; El-Faham, A.; Albericio, F. Tetrahedron Lett. 1994, 35, 2279.

' Carpino, L. A; Xia, J.; Zhang, C.; El-Faham, A. J. Org. Chem. 2004, 69, 62.

19 Ho, G.-].; Emerson, K. M.; Mathre, D. J.; Shuman, R. F.; Grabowski, E. ]. ]. J. Org. Chem. 1995, 60, 3569.

20 Jiang, L.; Davison, A.; Tennant, G.; Ramage, R. Tetrahedron 1998, 54, 14233.

21 Fujino, M.; Kobayashi, S.; Obayashi, M.; Fukuda, T.; Shinagawa, S.; Nishimura, O. Chem. Pharm. Bull. 1974, 22,
1857.

2z Kitada, C.; Fujino, M. Chem. Pharm. Bull. 1978, 26, 585.
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additiu (N-hidroxilamina de forma gairebé exclusiva).1023 La segona opci6 va suposar la entrada
en escena per primer cop de les N-hidroxilamines, principalment per evitar la transformaci6 de
la O-acilisourea reactiva en una N-acilisourea inactiva i reduir I'epimeritzaci6 del carboni-q, tot
formant el corresponent éster actiu in situ.l324 Amb el temps, els acoblaments amb
carbodiimides (11) (habitualment DCC per estratégia Boc/Bzl, DIC per estratégia Fmoc/tBu, o
EDC-HCl en soluci6), han anat inevitablement associats a l'addici6 de N-hidroxilamines.25
Estudis recents demostren que 1'ds de carbodiimida i additiu constitueix la opci6 preferent en
sintetitzadors, pel compromis entre preu, reactivitat i abséncia de reaccions secundaries.26

- Per acoblaments de dificultat estandar o intermitja/en sintetitzadors automatics.

B.2. Agents d’acoblament “autosuficients”

La necessitat de disposar de reactius més potents que les carbodiimides en acoblaments
lents o complicats va portar a la introducci6 dels reactius “autosuficients” (stand-alone coupling
reagents en anglés).1? Reben aquest nom degut a que la seva estructura es pot considerar com
una carbodiimida unida a un additiu (LY, Fig. 3). No obstant, no solen incloure centres basics, en
contraposicid a les carbodiimides, i per tant requereixen base per formar I'ester actiu in situ.

B.2.1. Sals d’amini/uroni

Aquest tipus de sals d’oni (12, Fig. 3) ha rebut el major nombre de propostes al llarg dels
anys, probablement degut a que constitueixen el grup d’agents d’acoblament més potent, com a
conseqiiéncia del marcat caracter electrofil del carboni deficient central.l® Tot i que la
contribucid de I'additiu (grup sortint) ha estat ampliament estudiada, destacant els analegs de
HOAt (4), I'esquelet carbocationic no ha rebut la mateixa atenci§-27.283056 [’assignacié amini o
uroni depén de l'atom pel qual la N-hidroxilamina s’uneix a l'electrofil: nitrogen (amini,
normalment pels benzotriazols) o oxigen (uroni, per la resta d’additius).102? L’elevada
reactivitat els fa adients per acoblaments impedits o dificils, tot i que sol anar acompanyat, com
a contrapartida, de la guanidilacié de I'extrem N-terminal en certes ocasions.3031

- Especialment recomanats en seqiiéncies dificils/acoblaments impedits.

B.2.2. Sals de fosfoni

Aquest tipus de sals d’oni es van introduir fa un parell de decades per esmenar el major
inconvenient de les sals d’amini/uroni: la guanidilacié6 de 'amino N-terminal, que bloqueja
I'allargament de cadena peptidica. Tot i ser lleugerament menys reactives que les anteriors, les
sals de fosfoni és mostren molt eficients i no originen la terminaci6 del grup amino (13, Fig. 3).30
La principal diferéncia vers les sals d’amini/uroni escau en la naturalesa del centre electrofil que
rep el primer atac nucleofil per part del carboxilat.l® En un principi de tipus hexa(metilamino),
la toxicitat dels subproductes d’acoblament (hexametilfosforamida) va conduir a la reinvencié
de I'esquelet electrofil cap a un de naturalesa tris(pirrolidino), 1a majoria dels quals introduits
per Castro i colaboradors.32:33,3435

23 Sheehan, J. C.; Hess, G. P.J. Am. Chem. Soc., 1955, 77, 1067.

24 Konig, W.; Geiger, R. Chem. Ber., 1970, 103, 2024.

25 Carpino, L. A.; El-faham, A. Tetrahedron, 1999, 55, 6813.

26 Hachmann, J.; Lebl, M. Biopolymers (Pept. Sci.), 2006, 84, 340.

27 El-Faham, A.; Albericio, F.J. Org. Chem.2008, 73,2731.

28 Dourtoglou, V.; Ziegler, ].-C.; Gross, B. Tetrahedron Lett. 1978,15, 1269.

29 Carpino, L. A;; Imazumi, H.; El-Faham, A,; Ferrer, F. ].; Zhang, C.; Lee, Y.; Foxman, B.M.; Henklein, P.; Hanay, C.;
Miigge, C.; Wenschuh, H.; Klose, ].; Beyermann, M.; Bienert, M. Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41 (3), 441.

30 Albericio, F.; Bofill, ]. M.; El-faham, A.; Kates, S. A. J. Org.Chem., 1998, 63, 9678.

31 Ndjera, C. Synlett, 2002, 1388.

32 Coste, J.; Le-Nguyen, D.; Castro, B. Tetrahedron Lett., 1990, 31(2), 205.

33 Subirés-Funosas, S.; Moreno, J. A.; Bay6-Puxan, N.; Abu-Rabeah, K.; Ewenson, A.; Atias, D.; Marks, R. S.;
Albericio, F. Chimica Oggi, 2008, 26(4), 10.

34 Castro, B.; Dormoy, J. R.; Evin, G.; Selve, C.Tetrahedron Lett. 1975, 14, 1219.
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-> Especialment recomanats en ciclacions o acoblaments lents amb poc excés d’acid.

B.2.3. Fosfats

Tot i no rebre la mateixa atencié que les sals d’oni des del punt de vista comercial, els fosfats
(14, Fig. 3) mereixen una menci6 per la seva impressionant capacitat de reduir la perdua de
configuraci6 del carboni quiral.183¢ Una possible explicacié es podria basar en la menor
reactivitat de la primera especie activa que es forma, la qual es considera la major responsable
del grau d’epimeritzacié obtingut.l® El derivat de HODhbt (DEBPT) aconsegueix excel-lents
resultats en acoblaments entre fragments peptidics.3”

- Especialment indicats per unir fragments peptidics

B.2.4. Miscel-lania

Per tultim, cal esmentar altres agents d’acoblament “autosuficients” que, tot i presentar una
reactivitat molt marcada (fins i tot excessiva), no han rebut el mateix grau d’acceptacié que les
anteriors estrategies, en els laboratoris de recerca.l? A tall d’exemple, els sulfonats (15, Fig. 3),
els quals en presencia de nucleofils potents es poden fragmentar, bloquejant el grup amino, o les
sals de formamidini (16, Fig. 3), bé com a fluorurs o clorurs, que tot i mostrar una gran eficacia
en acoblaments dificils de tipus Aib-Aib, poden generar com a subproducte acids forts (HF, HCI)
que ocasionen nombroses reaccions secundaries indesitjades.3839.40

- ; S)
LY=grup sortint - L\Y X
Y=0, N 1

N=C=N R1\<,3)\N,R3
X=PF6, BF4, SbFG ‘R | |
2 R, Ry
Z=F, Cl
(11) (12)
L.
Y
S) —S=
L. =Sx=
Ri-. P2 R ! ol
NSNS o0=P~oR, Risn R
Ry N Re OR R S
Rs R4 1 2 R, Ry
Rq
(13) (14) (15) (16)
Figura 3. Estructura general de carbodiimides i agents d’acoblament “autosuficients” utilitzats en la formacié
de I'enllag peptidic.

L’'impacte de les N-hidroxilamines en sintesi peptidica va més enlla de l'assisténcia en la
formacié de I'enllag peptidic entre aminoacids. Gracies a la seva marcada acidesa, s’utilitzen com a
additius en les tipiques mescles de desproteccié del grup Fmoc (20% piperidina en DMF), en
concentraci6é 2% o 0.1M, per minimitzar la formaci6 d’aspartimides i subproductes derivats.*! S’ha
especulat amb un mecanisme de competicié per la base present en el medi amb el proté acid del
grup amida pertanyent al residu precedent a l'acid aspartic (o en menor mesura l'asparagina),

35 Albericio, F.; Cases, M.; Alsina, J.; Triolo, S. A.; Carpino, L. A,; Kates, S. A. Tetrahedron Lett.1997, 38, 4853.

36 Kiso, Y.; Miyazaki, T.; Satomi, M.; Hiraiwa, H.; Akita, T.J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1980, 1029.

37 Li, H.; Jiang, X.; Yun-hua, Y.; Fan, C.; Romoff, T.; Goodman, M. Org. Lett., 1999, 1, 91.

38Carpino, L. A.; El-Faham, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117,5401.

39Furukawa, M.; Hokama, N.; Okawara, T. Synthesis 1983, 42.

40 Jtoh, M.; Nojima, H.; Notani, ].; Hagiwara, D.; Takai, K. Tetrahedron Lett.,, 1974, 35, 3089.

41 Doélling, R.; Beyermann, M.; Hénel, J.; Kernchen, F.; Krause, E.; Franke, P.; Brudel. M.; Bienert, M. J. Chem. Soc.,
Chem. Commun., 1994, 853.
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responsable de la ciclacié intramol-lecular que inicia I'esmentada reacci6 secundaria.*? La N-
hidroxilamina més emprada en aquest ambit és HOBt (3), juntament amb HOSu (6) i fenols
electrodeficients com ara el pentaclorofenol, pentafluorofenol o 2,4-dinitrofenol, postulant-se com
una alternativa senzilla, eficient (pot augmentar la puresa del péptid de 40% a 67%) i economica a
altres estratégies més potents perdo menys accessibles.#14243 La conversié de residus d’arginina
sense protecci6 lateral en ornitina durant I'acoblament també es veu reduida per addicié de 0.1M
HOBt (3), tot protonant el grup guanidino.

Les estrategies de proteccié de I'amino N,-terminal amb grups de tipus carbamat com Fmoc o
Alloc, també s’han beneficiat del funcionament de certes N-hidroxilamines com a excel-lents grups
de sortida, evitant els tipics inconvenients que presenten métodes excessivament reactius o poc
segurs (Fig. 4).4445 Dintre de la primera categoria trobem els cloroformiats (17) espécies altament
reactives amb cinetica de proteccié elevada, perd que a la vegada promouen la formacié de
dipeptids, que en el cas de residus poc impedits pot arribar a ser del 20%.4 Amb la intenci6 de
solucionar aquesta problematica es van introduir els azidoformiats corresponents (18), els quals
comparativament donen lloc a aquests subproductes en quantitat molt menor.*’ Les azides, no
obstant, poden donar lloc a reaccions explosives quan estan seques, problema que s’agreuja en
augmentar l'escala de sintesi. Per millorar les prestacions de l'arsenal de metodologies
d’introducci6 de grups temporals carbamat, els carbonats actius d’algunes N-hidroxilamines es van
implementar, sobretot els corresponents de HOSu (19), menys reactius que els cloroformiats i més
segurs que els azidoformiats.#8 Malauradament, la obertura nucleofilica de la imida ciclica per part
del residu a protegir déna peu a la formacié de 5-Ala-OH i 5-Ala-AA-OH en percentatges minims
(fins a 0.4%) pero suficientment greus en la preparacié de AP1.#° Com a alternativa, s’han descrit
metodologies que formen 'azida i la fan reaccionar in situ o I'is dels de tiocarbonats de 2-MBT
(20), el qual tot i ser segur i lliure de reaccions secundaries, déna rendiments baixos.5051

5Cl A7)
SONF 3Ns (18)

o)
RO X R=| X7 .O x= | 249 19)
= ?LL’LS\N( Z (20)

Figura 4. Estructura dels reactius més habituals en la introduccié dels grups protectors Fmoc i Alloc.

Recentment, el monopoli dels N-hidroxibenzotriazols s’ha posat en seriéos dubte com a
conseqiiéncia d’estudis publicats en referencia al caracter explosiu dels mateixos, el qual ha causat
gran impacte en el camp de la sintesi peptidica, donada la rellevancia d’aquests reactius.>253 De fet,
ja al segle passat s’havia descrit I'explosivitat de les sals de plom de HOBt i derivats a 2702C, pero

42 Martinez, J.; Bodanszky, M. Int. J. Pept. Protein Res. 1978, 12, 277.

43 Mergler, M,; Dick, F.; Sax, B.; Stahelin, C.; Vorherr, T. J. Pept. Sci. 2003, 9, 518.

44 Albericio, F. Biopolymers (Pept. Sci.) 2000, (55), 123.

45 [sidro-Llobet, L; Alvarez, M.; Albericio, F. Chem. Rev. 2009, 109, 2455.

46 Tessier, M.; Albericio, F.; Pedroso, E.; Grandas, A.; Eritja, R.;Giralt, E.; Granier, C.; Van-Rietschoten, ]. Int. J.
Pept. Protein Res.1983, 22, 125.

47 Carpino, L. A; Han, G. Y. ]. Org. Chem.1972, 37, 3404.

48 Sigler, G. F.; Fuller, W. D.; Chaturvedji, N. C.; Goodman, M.;Verlander, M. Biopolymers 1983, 22, 2157.

49 Hlebowicz, E.; Andersen, A. ].; Andersson, L.; Moss, B. A. ] .Peptide Res. 2005, 65, 90.

50 Isidro-Llobet, L; Just-Baringo, X.; Ewenson, A,; Alvarez, M.; Albericio, F. Biopolymers (Pept Sci), 2007, 88, 733.

51 Crugz, L. ].; Beteta, N. G.; Ewenson, A.; Albericio, F. Org. Proc. Res. Dev. 2004, 8, 920.

> Wehrstedt, K. D.; Wandrey, P. A.; Heitkamp, D. J. Hazard. Mater., 2005, 126, 1.

>3 Dunn, P. J.; Hoffmann, W.; Kang, Y.; Mitchell, J. C.; Snowden, M. ]. Org. Process Res. Dev. 2005, 9, 956.
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no va ser fins el 2005 que es va investigar en profunditat.>* Dunn i col-laboradors van predir la
inestabilitat térmica de HOBt monohidrat (3) i sobretot HOAt (4), tot i que no van trobar evidéncies
de comportament explosiu en assajos de sensitivitat a impacte mecanic.>3 El mateix any, Wehrstedt
va realitzar un estudi exhaustiu de la tendencia de HOBt (3) (sec o hidratat al 50%), 6-CI-HOBt (5) i
sals d’amini com TBTU a propagar deflagracions, detonacions, aixi com la seva sensitivitat a
impacte i a ser escalfats en recipient tancat (test Koenen), mostrant tots ells una alta perillositat,
inclos HOBt monohidrat (3) (Fig. 5).52 Destacaven especialment HOBt (3) i 6-Cl-HOBt (5), I'elevada
explosivitat dels quals va portar a clasificar-los com a substancies explosives de Classe 1, el rang
maxim dins dels compostos que presenten aquest comportament. Estudis de caire similar realitzats
per organismes interns de la ONU van mostrar també el risc d’explosié de HOAt (4), etiquetant-lo
de la mateixa manera.>> Anys abans ja s’havia recomanat no secar TBTU a altes temperatures, degut
al perill d’originar descomposicions violentes.5¢ El perill real dels benzotriazols no recau en les
condicions en que es realitzen acoblaments peptidics, normalment duts a terme a temperatura
ambient, sin6 en el transport d’aquestes substancies a gran escala, donada la sensitivitat a impacte
mecanic.’ En conseqiiencia, s’han establert importants limitacions comercials (el transport per
mar i aire esta estrictament prohibit), que ha practicament apartat els N-hidroxibenzotriazols del
mercat.

Figura 5. Receptacle d’acer per al test de Kénig abans i després d’assajar HOBt 50% hidratat.

Un buit en la metodologia de sintesi peptidica s’ha obert en veure les conseqiiencies dels estudis
d’explosivitat en benzotriazols. En aquest marc, no només resulta necessaria la implementacié de
noves families de N-hidroxilamines que siguin segures térmicament, siné que idealment han de ser
prou reactives per assolir les anomenades seqiiéncies dificils o impedides que es segueixen resistint
en sintesi peptidica. No obstant, la solucié podria consistir en recuperar o rellangar un conjunt
d’oximes que, tot i haver estat descrit el seu is en metodologia de péptids, han tingut nul o minim
impacte. En particular, els treballs de Itoh i després Izdebsky als 70 sobre oximes estables, amb
substituents electroatraients (CN, COOEt, CONH; i 2-piridil) que n’augmentaven I'acidesa, van ser
pioners (21-25, Fig. 6) en la utilitzaci6 com a additius i també en la introduccié del grup Boc en
forma de carbonat.585960 La dicianooxima (21) presentava la major capacitat per reduir
I'epimeritzacio, perd malauradament també era a la vegada la més inestable (tan sols la sal de plata
és solida) donant lloc a baixos rendiments. D’entre les altres, la més acida (pK.=4.60) i la que
mostraba un millor balang¢ entre rendiment, reactivitat, estabilitat i reduccié d’epimeritzacid

54 Searle, N. E. Org. Synth. 1956, 36, 25.

55 UN Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Manual of Tests and Criteria, fourth revised ed.,
United Nations, New York and Geneva, 2003.

56 Knorr, R.; Trzeciak, A.; Bannwarth, W.; Gillessen, D. Tetrahedron Lett. 1989, 30 (15), 1927.

57 Tot i aix0, alguns casos d’accidents a gran escala s’han descrit en laboratoris de recerca, com el que es va
produir als laboratoris Lacamas a Portland, Oregon, USA.53

t Figura extreta amb permis de la referéncia 11.

58 Jtoh, M. Bull. Chem. Soc. Jpn. 1973, 46, 2219.

59 [zdebski, J. Pol. J. Chem. 1979, 53, 1049.

60 [toh, M.; Hagiwara, D.; Kamiya, T. Bull. Chem. Soc. Jpn. 1977, 50, 718.
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(superior a HOBt i HOSu) era el 2-ciano-2-hidroxiiminoacetat d’etil (22).5859 Tot i aquests resultats
esperangadors, no s’ha descrit a la literatura cap altre exemple de la seva utilitzacié com a additiu
per a carbodiimides en els darrers 30 anys, probablement degut al caracter preliminar dels estudis
de Itoh i Izdebsky, en els quals tan sols es va provar I'epimeritzacié en un dipéptid model poc
sensible. En canvi, la mateixa oxima ha adquirit en aquest temps notorietat en quimica inorganica
on ha estat molt estudiada pel seu caracter coordinador bidentat, sent anomenada HECO (22) i
aconseguint disponibilitat comercial.®! Alguns reactius d’acoblament “autosuficients” basats en 2-
ciano-2-hidroxiiminoacetat d’etil (22), tot i aixo, si que s’han descrit, com ara el metansulfonat
corresponent, inferior a I'analeg de 6-CI-HOBt (26), la sal d’'uroni TOTU (27), que no ha rebut massa
acollida, o la sal de fosfoni PyOOP (28), que es va sintetitzar i caracteritzar, pero inexplicablement,
no es va investigar el seu comportament en la formacié de I'enllag peptidic (Fig. 6).39.6263

~ NCYCOOEt
= = : |
R¢=CN, Rp=CN; @) Ne. _cookt NCYCOOEt 5 N pEQ
R=CN, R,= COOEt  (22) Nl N... BF, %
R R 0 _P2
"2 | R=CN,R=CONHy  (23) e 1 N-P=N
N S SNONT N
“oH | Ri= ON, Ry= 2-piridil;  (24) 0”70 . Q
| Ry= COOEY, Ry= COOEY; (25) 26) @ 28)

Figura 6. Estructura de diverses oximes acides i de reactius d’acoblament basats en 2-ciano-2-
hidroxiimino acetat d’etil.#

61 Eddings, D.; Barnes, C.; Gerasimchuk, N.; Durham, P.; Domasevich, K. Inorg. Chem. 2004, 43, 3894.
62 Breipohl, G.; Koenig, W. Ger. Offen., 1991, DE 90-4016596.
63 Hoffmann, F.; Jaeger, L.; Griehl, C. Phosphorus, Sulfur Silicon Relat. Elem., 2003, 178(2), 299.

# Com a resultes de la investigaci6é presentada a la Tesi Doctoral, el 2-ciano-2-hidroxiiminoacetat d’etil s’ha
reanomenat com a Oxyma (comercialment Oxyma Pure) i la sal de fosfoni de tipus trispirrolidino amb ani6
hexafluorofosfat com a PyOxP (comercialment PyOxim), per diferenciar-lo de I'analeg tetrafluoroborat.



Introduccid i objectius

Objectius

La present Tesi Doctoral pretén realitzar un estudi exhaustiu de les prestacions del 2-ciano-2-

(hidroxiimino)acetat d’etil, reanomenada aqui com Oxyma (22, Fig. 6, pag. 12) i dels reactius
analegs (i també en certs casos d’altres oximes acides) en metodologia de sintesi peptidica, bé en
I'assisténcia de la formacié de I'enlla¢ peptidic o en d’altres aplicacions relacionades amb les seves
propietats fisiques. Paral-lelament, s’evaluara la seguretat térmica que es deriva de la utilitzacié
dels reactius basats en Oxyma. Concretament, els objectius son:

Investigar en profunditat el comportament d’'0Oxyma com a additiu per carbodiimides, tant en
la retencié de la configuracié dptica com en I'eficiencia d’acoblament, tot comparant-lo amb els
N-hidroxibenzotriazols més rellevants. De forma addicional, també es pretén evaluar el risc de
descontrol térmic inherent a Oxyma, en comparacié amb coneguts N-hidroxibenzotriazols
explosius.

Sintetitzar, caracteritzar i evaluar carbonats actius d’'Oxyma i altres oximes acides descrites
anteriorment, com a reactius per a la introduccié dels grups N.-protectors de tipus carbamat
Fmoc i Alloc, cercant la preséncia de possibles subproductes derivats d’aquesta metodologia,
en especial la formacié de dipéptids.

Estudiar I'efecte obtingut amb la preséncia d’Oxyma, en relacié a certs N-hidroxibenzotriazols,
en la minimitzacié de reaccions secundaries observades en I'estrategia Fmoc/tBu, originades
per la utilitzacié d’especies marcadament basiques o nucleofiles. Paral-lelament, també es
busca analitzar la compatibilitat d’Oxyma i els N-hidroxibenzotriazols amb la resina 2-
clorotritil, 1abil a condicions acides suaus.

Preparar, caracteritzar i evaluar sals d’oni (uroni i fosfoni) basades en Oxyma com a agents
d’acoblament “autosuficients” per a la formaci6 de I'enllar peptidic, comparant les seves
propietats i prestacions amb analegs N-hidroxibenzotriazolics. La compatibilitat d’aquests
reactius amb estrategies automatiques combinades amb irradiacié per microones s’estudiara
en detall, aixi com la observacié del seu comportament de descomposicid i risc termic associat,
en comparacio a altres derivats de N-hidroxibenzotriazol.
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T Ramon Subirés Funosas va realitzar la cerca a la literatura i I'elaboracié corresponent a la sintesi i propietats de les N-
hidroxilamines, aixi com la descripcié d’altres aplicacions d’aquests compostos en sintesi peptidica.

Ayman El-Faham es va encarregar de cercar i redactar la part corresponent a l'aplicacié de N-hidroxilamines i reactius
d’acoblament derivats en la formacio de I'enllag peptidic
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Resum

Aquest capitol de llibre pretén fer les funcions d’introduccié detallada i exhaustiva de la
tematica sobre la que tracta la present Tesi Doctoral.

En ell, es d6na una revisio de les N-hidroxilamines que s’han utilitzat al llarg dels anys en
sintesi peptidica, centrant-se en les diverses aproximacions sintétiques descrites a la
literatura, aixi com les seves propietats fisiques i caracteristiques estructurals. La primera
part del capitol s’estructura en base a les diferents families de N-hidroxilamines que es
coneixen d’Us en aquest camp: desde benzotriazols a piridones passant per benzotriazines,
imides cicliques, triazols, etc. Més endavant, es tracta el seu Us com a additius per
carbodiimides i la inclusi6 en reactius d’acoblament autosuficients per a la formacié de
I'enllag peptidic, focalitzant I'atencié en descobriments recents realitzats en aquesta
tematica. Per ultim, també es descriuen usos alternatius que han rebut les N-
hidroxilamines en d’altres vessants de la sintesis de peptids, com ara la prevencié de
reaccions secundaries catalitzades per base (aspartimides majoritariament)
I'epimeritzacié del centre quiral en alfa, etc.
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