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RESUM

El projecte en el qual s’'emmarca aquest treball de recerca es centra en el
desenvolupament d’interruptors moleculars basats en el sistema MAG (Figura 1), que
permeten el control del funcionament d’'un canal idnic de les cél-lules del sistema
nerviés central governat pel receptor iGIuR. En aquest treball de Master en
Experimentacié Quimica, s’ha treballat, més concretament, en la sintesi del derivat del

glutamat, 3, precursor adient de la unitat de glutamat present a la molécula MAG.

Figura 1: Estructura de l'interruptor molecular MAG.

En aquest treball de recerca s’ha dissenyat i desenvolupat una ruta sintética del

fragment de glutamat en 8 passos amb un 7% de rendiment global.

Acid L-piroglutamic 1 2

Esquema 1: Resum de la ruta sintéetica realitzada en aquest treball.

La sintesi d’aquesta molécula parteix de I'acid L-piroglutamic com a esquelet
del fragment glutamic, que, després de varies reaccions, condueix al compost 1, que
ha esdevingut l'intermedi clau degut a la seva dificultat per obtenir-lo. A partir de
l'intermedi 1, 'obertura de 'anell i la proteccid de tots els grups funcionals, condueix al
diéster 2, que, després d’una série de reaccions, ha permés obtenir el compost 3,

objectiu d’aquest treball de recerca (Esquema 1).
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1. Introduccio

1. INTRODUCCIO

La nanociéncia i la nanotecnologia sén disciplines que es proposen I'analisi i la
manipulacié de la matéria a escala atdbmica i molecular amb I'objectiu de dissenyar i
construir dispositius funcionals de mida nanométrica.

Els interruptors moleculars constitueixen un dels casos més senzills d’aquest
tipus de dispositius. Tot i aixi, s’hi han proposat aplicacions en camps tan diversos com
la quimica, la ciéncia de materials o la biomedicina.’ En aquest treball de Master en
Experimentacié Quimica s’ha portat a terme la sintesi i caracteritzacié d’'una part d’'un
interruptor molecular tipus azobenzé que incorpora un fragment derivat del glutamat.
Es per aquest motiu que en la introduccié d’aquesta memoria es tractara, en primer
terme, el funcionament dels receptors de glutamat i, a continuacio, els interruptors

moleculars plantejats i les seves aplicacions en el camp de les biociéncies.

1.1. Receptors de glutamat

L’L-glutamat és un dels 20 aminoacids que formen les proteines. A més a més,
fa la funcid de neurotransmissor i és majoritari en el sistema nerviés central dels
vertebrats.? Forma part del 90 % de les sinapsis del cervell huma i té una influencia
essencial en totes les formes del comportament, incloent-hi la percepcié sensorial, el
control motriu i I'estat d’anim. La seva forma d’actuar és mitjangant els receptors
glutamics, que poden ser dos tipus: (i) receptors ionotropics (iGluR), lligats a un canal
ionic; (ii) receptors metabotropics, acoblats a les proteines G. El projecte que inclou
aquest treball estudia interruptors moleculars que permetin controlar opticament el

receptor ionotropic de glutamat. ®
1.1.1. Receptors de glutamat ionotroépics (iGIuR)
Els receptors de glutamat ionotropics sdn complexes proteics formats per

quatre subunitats, les quals comparteixen una estructura basica comuna, aixi com

quatre regions hidrofobiques dins la seqtiéncia central (TMI-IV; Figura 2).

Balzani, V.; Venturi, M.; Credi, A. Molecular Devices and Machines. VCH: Weinhem, Germany, 2003.

Brun, M. A.; Tan, K. T.; Griss, R.; Kielkowska, A.; Reymond, L.; Johnsson, K. J Am Chem Soc. 2012,134, 7676-
7678.

MRC Centre for Synaptic Plasticity [Bristol]: University of Bristol, 2002. http://www.bristol.ac.uk/synaptic/receptors/
[consulta: maig 2012].
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Terminacito N

Extracel-lular

Terminacio C
Intracel-lular

Figura 2: Estructura general d’'una subunitat del receptor de glutamat ionotropic. La llarga cadena N-

terminal és extracel-lular mentre que la cadena curta C-terminal és intracel-lular.

Els receptors de glutamat juguen un paper vital en la mediaci6 de la
transmissio sinaptica excitatoria, és a dir, en la comunicacié entre neurones dins del
cervell. Un impuls nerviés dins d’una ceél-lula provoca l'entrada d’ions calci i,
posteriorment, I'alliberament del neurotransmissor quimic (en aquest cas el glutamat).
El transmissor es difon a través d’un petit espai entre dues molécules, conegut com a
espai sinaptic, estimulant o inhibint la seguent cél-lula de la cadena mitjangant la
interaccio amb les proteines receptores. Tot aquest procés és duu a terme en la

sinapsi.

Figura 3: Dibuix esquematic d’'una sinapsi on les neurones formen circuits dins el sistema nerviés central.



1. Introduccio

Els receptors ionotropics en si mateixos son canals idnics tancats i només
s’obren quan s’uneixen a una molécula de lligand. Un cop el lligand s’uneix al receptor,
ions com K* o Ca?* passen a través d’un canal fins al centre del complex. Aquest flux
d’ions provoca la despolaritzacié de la membrana plasmatica i la generacié de corrent
eléctric que es propaga al llarg dels seglents processos dins la neurona

Existeix la possibilitat que altres molécules s’'uneixin a aquests receptors i que
no desencadenin rutes de senyalitzacié d’'una manera eficient. Aquests compostos

s’anomenen antagonistes i en molts aspectes tenen un efecte inhibidor.*
1.2. Interruptors moleculars

Els interruptors moleculars sén compostos que es caracteritzen per tenir dos o
més estats diferenciats i estables, entre els quals el sistema pot evolucionar de
manera reversible. A aquests estats se’ls acostuma a anomenar “On” i “Off” i la
interconversio entre ells es produeix per aplicacid d’un estimul extern, tal i com es

mostra en la figura 4a.

(a) On Off

-

Estimul

|

U
4—
(b)

N hv; N=N

S A\
O e GO W

trans-azo cis-azo o-DTE c-DTE

Figura 4: (a) Dibuix esquematic de la interconversié entre els estats “On”i “Off” d’un interruptor molecular
induida per l'aplicacié d’'un estimul extern. (b) Interconversié entre els estats frans i cis de

I'azobenzeé i els estats obert i tancat del ditieniletile.

Normalment, els dos estats d'un interruptor molecular presenten una relacié
d’estereoisomeria o d'isomeria constitucional. A la Figura 4b es mostra un exemple de
cadascuna d’aquestes dues situacions: (i) la interconversié entre les formes

estereoisomériques trans i cis d’interruptors moleculars de tipus azobenzénic;® (ii) la

Stryer, L.; Tymoczko, J.L.; Berg, J.M. Bioquimica. Editorial Reverté. 2007.
Halabieh, R.; Mermut, O.; Barrett, C. Pure Appl. Chem. 2004, 76, 1445-1465.
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interconversio entre els isbmers constitucionals obert i tancat dels derivats de
ditieniletile.® En qualsevol d’aquests dos casos, i com a resultat de les seves diferents
estructures moleculars, els dos estats d’'un interruptor molecular difereixen en les
seves propietats fisico-quimiques. Aquest fet permet detectar selectivament cadascun
d’aquests estats mitjangant una amplia varietat de técniques basades en mesures
eléctriques,” magnétiques® o optiques,’ entre d’altres.

A més a més, els interruptors moleculars també poden respondre a un gran
ventall d’estimuls externs. Els estimuls utilitzats més habitualment sén de tipus quimic
(per exemple, variacié del pH™ o complexacid dions metal-lics'), térmic,"
fotoquimic™ i electroquimic.’ Cal destacar que, en funcié de I'estimul al qual sigui
sensible el sistema desenvolupat, aixi com de les condicions a les quals hagi de ser
utilitzat, s’obtindran interruptors moleculars amb diferents aplicacions. D’especial
interés és I'ls d’estimuls fotoquimics, ja que a més de no ser invasius, permeten
controlar I'activitat de l'interruptor a distancia. El grup de compostos més important que
és capag de respondre a aquest tipus d’estimuls soén els fotocroms.

Per altra banda, el fotocromisme és defineix com una transformacio reversible
entre dues formes, A i B, amb diferents espectres d’absorcid, induida en una o
ambdues direccions per la radiacio electromagnética, tal i com es mostra en la Figura
5. El canvi produit és tipicament espectral, tot i que pot venir acompanyat de

diferencies en altres propietats fisico-quimiques.

hV1
A—B

hv,0 A

Figura 5: Esquema de la interconversio entre els dos estats d’'un compost fotocromic.

En un fotocrom, la forma termodinamicament estable A es transforma per
irradiacio en la B i aquesta pot retornar a 'estat inicial o bé térmicament (fotocromisme
de tipus T) o bé fotoquimicament (fotocromisme de tipus P). En la Figura 4b es donen
dos exemples d’aquests dos tipus de fotocromisme: la isomeritzacié cis>trans de

'azobenze esta induida termicament (tot i que també es pot produir fotoquimicament),

Naoto, T.; Hiroshi, M. Chem. Rev. 2000, 100, 1875-1890.
Henzl, J.; Mehlhorn, M.; Gawronski, H.; Rieder, K. H.; Morgenstern, K. Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 603-606.
Murria, M.; Teat, S. J.; Stoeckli-Evans, H.; Gudel, H. V. Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 4653-4653.

(a) Irie, M. Chem. Rev. 2000, 100, 1683-1684. (b) de Silva, A. P.; Gunaratne, H. Q. N.; Gunnlausson, T.; Huxley, A.
J. M.; McCoy, C. P.; Rodemacher, J. T.; Rice T. E. Chem. Rev. 1997, 97, 1515-1566.

Callan, J. D.; de Silva, A. P.; McClehaghan, N. D. Chem. Commun. 2004, 2048-2049.

Callan, J. F.; de Silva, A. P.; Magri, D. C. Tetrahedron 2005, 61, 8551-8588.

Van Delden, R. A.; Hurenkamp, J. H.; Feringa, B. L. Chem. Eur. J. 2003, 9, 2845-2853.

Coulston, R. J.; Onagi, H.; Lincoln, S. F.; Easton, C. J. J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 14750-14751.
Deans, R.; Niemz, A.; Breinlinger, E. C.; Rotello, V. M. J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 10863-10864.
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mentre que la isomeritzacid c>0 del DTE només es produeix fotoquimicament. Per
tant, el tipus de fotocromisme que adopti una molécula influira, entre d’altres coses, en
les aplicacions que aquesta pugui tenir.

Els interruptors moleculars s’utilitzen en diverses arees. Per exemple, en el
camp de la ciéncia de materials s’han proposat per ser utilitzats com a memories
moleculars capaces d’emmagatzemar informacié i com a valvules i maquines
moleculars.” D’altra banda, els interruptors moleculars també poden ser utilitzats com

® jons metal-lics’” o variacions de la temperatura.’®

a sensors sensibles a protons,1
Finalment, un dels ambits en qué els interruptors moleculars han trobat una major
aplicacio en els darrers anys és en el camp de les biociéncies. En aquesta area, els
interruptors moleculars poden jugar un doble paper: (i) com a sensors per a
monitoritzar espécies bioldgiques' i, fins i tot, el desenvolupament de malalties;? (ii)
com a eines per a controlar i modificar I'estructura de biomolécules®* i I'activitat
cel-lular normal.?? En aquest treball de Master en Experimentacié Quimica s’han
investigat interruptors moleculars que puguin tenir aplicacié en el control de I'activitat

neuronal.

1.2.1. Interruptors moleculars per al control de I’activitat neuronal

Durant les darreres décades, el treball conjunt de bioquimics, quimics i biofisics
ha fet possible el somni de controlar i manipular externament l'activitat cel-lular. Tot i
que la major part de la recerca en aquest camp encara esta enfocada cap a

I'elucidacié dels processos cel-lulars, el seu objectiu final no és un altre que el

(a) Bissell, R. A.; Cordova, E.; Kaifer, A. E.; Stoddart, J. F. Nature 1994, 369, 133-137. (b) Badijic, J. D.; Balzani,
V.; Credi, A; Silvi, S.; Stoddart, J. F. Science 2004, 303, 1845-1849.

(a) de Silva, A. P.; Gunaratne, H. Q. N.; McCoy, C. P. Chem. Commun. 1996, 2399-2400. (b) Cao, Y. D.; Zheng,
Q.Y.; Chen, C. F.; Huang, Z. T. Tetrahedron Lett. 2003, 44, 4751-4755.

(a) de Silva, A. P.; Gunaratne, H. Q. N.; McCoy, C. P. J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 7891-7892. (b) de Silva, S.
A.; Amorelli, B.; Isidor, D. C.; Loo, K. C.; Crooker, K. E.; Pena, Y. E. Chem. Commun. 2002, 1360-1361.

Uchiyama, S.; Kawai, N.; de Silva, A. P.; lwai, K. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 3032-3033.

Folling, J.; Betov, V.; Kunetsky, R.; Medda, R.; Schonle, A.; Eggeling, C.; Bossi, M.; Hell, S. W. Angew. Chem. Int.
Ed. 2007, 46, 6266-6270.

Waldmann, H.; Wittinghofer, A. Angew. Chem, Int. Ed. 2000, 39, 4192-4214.

a) Pieroni, O.; Fissi, A.; Angelini, N.; Lenci, F. Acc. Chem. Res. 2001, 31, 9-17. (b) Renner, C.; Kusebauch, U.;
Loweneck, M.; Milbradt, A.G.; Moroder, L. J. Peptide Res. 2005, 65, 4-14. (c) Jurt, S.; Aemissegger, A.; Guntert,
P.; Zerbe, O.; Hilvert, D. Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 6297-6300. (d) Moroder, L.; Renner, C. Chem. Bio.
Chem. 2006, 7, 868-878.

(a) Iftime, G.; Labarthet, F. L.; Natansohn, A.; Rochon, P. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 12646-12650. (b)
Natansohm, A.; Rochon, P. Chem. Rev. 2002, 102, 4139-4176.

Blaustein R. O.; Cole P. A.; Williams C.; Miller C. Nat. Struct. Biol. 2000, 7, 309-311.
Bortolus P.; Monti S. J. Phys. Chem. 1979, 83, 648-652.
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1. Introduccio

d’incorporar sistemes moleculars artificials dins dels teixits bioldgics per tal de regular
la seva activitat mitjancant I'aplicacié d’estimuls externs.?

Una de les estratégies més simples per assolir aquest objectiu consisteix en
modificar el material bioldgic (per exemple, una proteina) de tal manera que sigui
sensible a la llum.”® Aquesta modificacié es podria aconseguir afegint-hi un compost
fotocromic sintétic que pogués activar (“On”) o desactivar (“Off”) el sistema biologic en
aplicar un estimul luminic.

Els avantatges de la manipulacié6 Optica de [l'activitat bioldgica sén molt
diversos. Per una banda, es tracta d’una técnica no invasiva i selectiva que es pot
activar a distancia. A més a més, l'elevada resolucio amb qué la llum pot ser
manipulada tant temporalment com espacialment fa possible investigar processos
bioldgics rapids que estiguin confinats en zones de mida sub-micrometrica d’un teixit.

Una de les aplicacions més rellevants del control optic de l'activitat cel-lular es
produeix en el camp de la neurotransmissio i del control de l'activitat neuronal. Els
neurotransmissors sén molécules que utilitzen els sistemes bioldgics per transmetre,
amplificar i modular senyals entre una neurona i una altra cél-lula. Per tant, assolir el
control de la seva activitat mitjangant I'aplicacié d’estimuls externs luminics no només
permetria I'estimulacié neuronal a voluntat, sind també I'estudi del paper que juguen
les diferents cél-lules que constitueixen el sistema nervids.

Un primer exemple de control optic de I'activitat neuronal es va descriure I'any
1980. Aquest exemple va consistir en la modificacié del receptor d’acetilcolina nicotinic
de cel-lules del sistema nerviés central de tal forma que pogués ser fotoactivat al ser
irradiat amb llum de diferents longituds d’ona.?’

A I'hora de dur a terme el control optic de l'activitat neuronal s’acostumen a
seguir dos tipus d’estratégies diferents: (i) modificar quimicament els compostos que
actuen com a neurotransmissors, de manera que es pugui activar o desactivar la seva
capacitat per a interaccionar amb els llocs d’'unié neuronal sota irradiacio;? (ii)
modificar quimicament els receptors neuronals, de forma que es permeti o s’inhabiliti la
seva interaccié amb els neurotransmissors en aplicar un estimul luminic.?® En concret,
el nostre interés s’ha centrat en interruptors moleculars que permetin controlar
opticament el receptor ionotropic de glutamat (iGIluR), seguint la primera estratégia

anteriorment esmentada.
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1. Introduccio

Els grups dels Profs. Pau Gorostiza (Institut de Bioenginyeria de Catalunya,
Barcelona), Dirk Trauner (Universitat de Munich, Alemanya) i Ehud Y. Isacoff
(Universitat de California, Estats Units) han desenvolupat una familia d’interruptors
moleculars que controlen el funcionament del receptor iGIUR.*® La molécula MAG
(maleimida-azobenzé-glutamat) és el cas més paradigmatic d’aquesta familia
d’interruptors.®’ Aquest compost conté tres unitats basiques tal i com es mostra a la
Figura 6: (i) un grup maleimida que permet ancorar l'interruptor MAG a una unitat de
cisteina en [l'exterior del domini de la unié del lligand; (ii) un grup azobenzé
fotoisomeritzable; i (iii) una unitat de glutamat que controla I'obertura i el tancament del
canal idnic en unir-se al receptor iGIUR. La sintesi d’'un precursor adient d’aquesta

unitat de glutamat sera I'objectiu principal d’aquest treball de recerca.

H o
N
" /©/ \g/\H)i
;9 /©/ N L NHy
A ‘ L
H Azobenze HOOC/\/\COOH

o Glutamat

Maleimida

Figura 6: Estructura de l'interruptor molecular MAG.*

A la Figura 7 es mostra una representacié esquematica de com es desenvolupa
el control de I'activitat del canal idnic de potassi governat pel receptor iGIuR mitjangant

l'interruptor molecular tipus MAG.

Figura 7: Mecanisme d’obertura i tancament del canal idnic controlat pel receptor iGIUR mitjangant la

interconversié fotoquimica entre els dos estats de I'interruptor molecular MAG. %
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1. Introduccio

En primer terme, aquest compost ha de ser unit covalentment a una regié de 'espai
propera al centre actiu del receptor mitjangant I'acoblament entre el seu grup
maleimida i el grup tiol d’'un residu de cisteina del sistema iGIuR. Un cop unit al
receptor, i en abséncia d’irradiacio, I'interruptor MAG es troba en la seva forma estesa
trans afavorida termodinamicament. Tal i com s’indica a la Figura 7, en aquesta
configuracid, el grup terminal glutamat de MAG es troba allunyat del lloc d’uni6é del
receptor, per la qual cosa no hi interacciona i el canal idbnic es manté tancat. Ara bé, en
irradiar amb llum de freqiiéncia adient (v4~360 nm), la unitat central azobenzénica de
MAG s’interconverteix a la seva forma isomérica plegada cis. Aixd permet
'apropament entre la seva unitat de glutamat i el lloc d’'unié del receptor, la qual cosa
facilita la interaccié entre tots dos i condueix finalment a I'obertura del canal ionic.
Finalment, aquest procés es pot revertir o bé de forma espontania un cop la forma cis
de MAG es relaxi térmicament al seu estat frans, o bé per irradiaci6 amb llum de
freqléncia adient (vo~450 nm) per a fotoinduir la transformacio cis>trans. La capacitat
per a controlar el procés d’obertura-tancament del canal idbnic governat pel receptor
iGIUR mitjangant I'estimulacié optica de linterruptor molecular MAG, aixi com la
reversibilitat i reproduibilitat d’aquest funcionament ha estat demostrada mitjangant
mesures electroquimiques.®

L’activitat optica dels interruptors moleculars pot ser estudiada mitjangant les
propietats intrinseques de les unitats fotoactives. Aquestes propietats més rellevants
son: (i) 'espectre d’accié de fotoisomeritzacio, que indica el rendiment de la reaccié en
funci6 de la longitud d’ona; (ii) l'eficiéencia de la fotoisomeritzacidé, que és,
fonamentalment, el que governa la velocitat de la reaccio; (iii) el temps de relaxacio, és
a dir, la cinética del procés reversible de isomeritzacid per recuperar el seu estat trans.

La caracteritzacié de totes aquestes propietats és crucial alhora d’optimitzar les
condicions d’irradiacidé en la nostra molécula. Aquests parametres poden variar
substancialment per estructures fotocromiques estructuralment semblants, ja que sén
molt sensibles a les modificacions quimiques dels seus substituents.** >

L’optimitzacio de les propietats fotoactives dels interruptors moleculars esdevé
molt important en tot aquest procés. Particularment, es centrara l'atencié en les
seguents propietats:

(i) Temps de relaxacio: Disminuir I'estabilitat térmica de l'estat cis de l'interruptor,

de tal manera que el tancament del canal es produeixi de manera immediata i

espontania un cop s’aturi la irradiacié que fotoindueix la transicié trans—>cis. D’aquesta

34 Volgraf, M.; Gorostiza, P.; Szobota, S.; Helix, M. R.; Isacoff, E. Y.; Trauner, D. J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 260-

261.
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1. Introduccio

manera s’evitaria la necessitat d’utilitzar dues fonts d’irradiacié diferents per a controlar
el procés d’obertura i tancament del canal.
(i)  Rendiment quantic d’isomeritzacié: augmentar la conversié trans—>cis de
linterruptor molecular utilitzant una menor poténcia i un menor temps d’irradiacio.
(i)  Excitacié multifotonica: com ja s’ha esmentat, els interruptors moleculars amb
els quals es treballa estan formats per azobenzens fotocromics, que absorbeixen llum
UV i visible. Per tal d’aconseguir una millor penetracié en teixits bioldgics i minimitzar
la fotodegradacié que pugui provocar, seria convenient treballar en un espectre
d’absorcié desplagat cap al roig, mitjangant I'absorcié multifotonica entre els dos estats
de linterruptor.
L’optimitzacié d’aquestes propietats es podria aconseguir mitjangant la correcta

funcionalitzacié del grup azobenzé, que és la unitat fotocromica i, a la vegada, és

isomeritzable en les molécules tipus MAG.

1.3. Precedents en la sintesi de fragments de glutamat en el

nostre grup.

Fins el moment d'iniciar-se el present treball de recerca, el fragment precursor
de la funcionalitat glutamat s’havia introduit en les molécules tipus MAG emmascarat

en forma de lactam 4 (Esquema 2).
0
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Esquema 2: Esquema on es mostra la introduccié del fragment precursor del derivat del glutamat en el

procés de sintesi de la molécula MAG %0

Posteriorment, la seqléncia sintética continuava amb la hidrolisi en medi basic
de l'anell de lactam per generar la funcionalitat glutamat i la introduccié de la

funcionalitat maleimida. Desafortunadament, aquesta estrategia sintética no va resultar
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1. Introduccio

valida en casos on, per tal d’obtenir els derivats desitjats tipus MAG, la introduccié de
'anell de maleimida s’havia d’efectuar préviament a la hidrolisi de I'anell de lactam, ja
que 'esmentada maleimida és inestable en les condicions basiques necessaries per la
hidrolisi.

Per aquest motiu, es feia necessari desenvolupar i utilitzar un altre fragment
precursor de la unitat glutamat que es pogués donar en condicions acides, sota les

quals la unitat maleimida si que resulta estable.
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2. Objectius

2. OBJECTIUS

Com s’ha discutit al llarg de la introduccio, pel correcte desenvolupament de la
nostra linia d’investigacid sobre fotointerruptors moleculars azobenzénics, es feia
necessari obtenir un nou precursor de la unitat glutamat que pogués generar aquest
mitjan¢cant un tractament acid, condicions en les que la funcionalitat maleimida resta
estable.

El fragment escollit va ser el compost 3 (Figura 8), amb la funcionalitat amina
protegida en forma de carbamat de fert-butil i dos dels tres acids carboxilics
derivatitzats com a ésters fert-butilitcs. En medi acid aquest precursor hauria d’alliberar

sense problemes I'amina i els acids carboxilics caracteristics de la unitat glutamat.

HO e}
yOtBu
H

tBuOMOtBu
O O
3

Figura 8: Unitat glutamat objectiu d’aquest treball.
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3. Resultats i discussio

3. RESULTATS I DISCUSSIO

En I'Esquema 3 es recull l'analisi retrosintética plantejada per obtenir el

fragment precursor del tipus glutamat 3.

O

HO Oxidacio

Hidrogenacio
NHBoc ———»

t-BuOMOt—Bu “__Ot-Bu
|

(0] (0]
Metatesi de
I'olefina
\\ Obertura
N de l'anell Proteccio
[ —
0] 0]
Boc ot.Bu
1 7 2
Al-lilacio
Proteccio
0 acid i amida o
°¢ OtBu H  OH
8 Acid L-piroglutamic

Esquema 3: Analisi retrosintética per la preparacio del fragment precursor del glutamat 3.

La molécula objectiu 3 provindria de la hidrogenacié de la olefina de l'acid
carboxilic 5, el qual es podria obtenir per oxidacio de 'aldehid 6. La desconnexio de la
molécula 6 a través d’'una reaccié de metatesi d’olefines ens portaria a la molécula
intermedi 2, que alhora provindria de l'esterificacié de I'acid carboxilic 7 en forma
d’ester tert-butilic, que s’obtindria mitjangant una hidrolisi basica del lactam 1.
L’intermedi clau d’aquesta sintesi és I'1, que provindria de I'al-lilacié de la posicié a de
'amida protegida 8. Per ultim, l'intermedi 8 s’obtindria a partir de les proteccions dels

grups funcionals de 'acid L-piroglutamic, que és un producte comercial.

12



3. Resultats i discussio

3.1. Obtencié d’(S)-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilat de di-tert-butil, 8.

La sintesi comenca a partir de I'acid L-piroglutamic amb les derivatitzacions de
I'acid carboxilic i del nitrogen de 'amida, en forma de d’ester tert-butilic i de carbamat
de tert-butil, respectivament.

El primer pas d’esterificacio es va dur a terme basant-nos en el procés descrit
per Gross et al., *" que treballava exactament amb aquesta mateixa molécula perd
amb la particularitat que en el nostre cas s’ha emprat H,SO, enlloc de HCIO,, obtenint-
se un rendiment similar. Per tal de garantir un millor rendiment, la quantitat
d’equivalents d’ H,SO, utilitzats és més gran aixi com el temps de reaccid, que és de

16 h, el doble del descrit, tal i com es mostra en 'Esquema 4.

H,SO,
0] - 0]
Q/NjYO - ;{NjYO
H AcOt-Bu, ta., 16 h !

. 56 %
Acid L-piroglutamic 9

Esquema 4: Reaccio d’esterificacio de I'acid carboxilic en forma de tert-butil 9.

Tot i que la reaccidé s’ha seguit mitjangant cromatografia de capa prima, mai
s’ha observat que el substrat de partida s’acabi. Un canvi necessari respecte la
metodologia descrita és la utilitzacié d’'un dissolvent diferent per fer les extraccions.
Aixi doncs, esdevé important extreure el producte amb AcOEt enlloc d’éter dietilic,
arribant a obtenir I'intermedi 9 amb un rendiment del 56 % sense poder-ne recuperar el
reactiu de partida. El mateix cru de reaccié es pot utilitzar per al seglient pas sense
necessitat de purificacio.

L’espectre de ressonancia magnética nuclear de proté del producte obtingut
presenta un senyal a & 1.45 en forma de singlet i que integra 9 protons, confirmant aixi
que ha tingut lloc la formacié de I'éster tert-butilic desitjat.

El seglient pas en la sintesi correspon a la proteccio del nitrogen del lactam en

/. 37

forma de carbamat de tert-butil, seguint la metodologia descrita per Gross et al.®" per

aquesta mateixa molécula, tal com s’indica en 'Esquema 5.

Gross, U.; Nieger, M.; Brase, S. Org. Lett. 2009, 11, 4740-4742.
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o Boc,O, DMAP o
N ° CH3CN,0°C—~>ta., 2h g II%loc °
H  OtBu St s Ot-Bu

Esquema 5: Proteccid del nitrogen del lactam en forma de carbamat de tert-butil.

La reaccié s’ha seguit mitjancant cromatografia de capa prima fins a observar
la desaparicié del substrat de partida. La posterior purificacié del cru de reaccio
obtingut mitjangcant cromatografia de gel de silice, va permetre aillar el compost 8 amb
un 96% de rendiment.

L’espectre de ressonancia magnética nuclear de proté del producte sintetitzat
mostra un nou singlet al voltant de & 1.45 que també integra 9 protons, confirmant la
formacio del carbamat de tert-butil. A més a més, el senyal del protd a-carboxilic a &
4.47 que abans era un multiplet, passa ara a ser un doblet de doblets. Aixd és degut a

que ara aquest proté només s’acobla amb els protons H-3, tal com es pot observar en

la Figura 9.
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Figura 9: Espectre de "H RMN (250 MHz, CDCI3) de 8.
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3.2. Obtencié de (2S,4R)-4-al-lil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilat de di-tert-butil
(2S,4R)-1.

El segient pas d’'aquesta ruta sintética d’obtencié de la molécula objectiu 3
planteja la introduccié del grup al‘lil en la posicié a respecte el lactam 8. L’obtencio
d’aquest intermedi s’ha convertit en I'etapa clau d’aquesta sintesi, degut als baixos
rendiments obtinguts, tot i ser un compost descrit a la bibliografia. 3¢°4°

Com es pot veure en 'Esquema 6, la metodologia descrita per obtenir el
compost 1 es basa en generar I'enolat lactamic de 8 utilitzant LIHMDS com a base per
després fer-lo reaccionar amb una molécula electréfila com és el bromur d’al-lil. El
resultat és I'obtencié dels dos diasterecisomers (2S,4R)-1 i (2S5,4S)-1. A més, a més,
depenent de les condicions utilitzades s’ha observat el producte dial'lilat com a

subproducte de la reacci6.

N\ \

0 0o 1) LIHMDS, THF, -78 °C 0 o .o o
N - N N
Boc L gy 2 Bromurdalli, THF, -78 °C Boc orBu Boc oty
8 (2S4R)1 (2S,4S)-1

Esquema 6: Reaccio d’al-lilacié de 8.

Aixi doncs, les primeres condicions provades van ser les descrites per Pedregal

et al. %

, on s’utilitzaven 1.2 equivalents de LIHDMS i 4 equivalents de bromur d’al-lil. El
procés es va dur a terme addicionant I'enolat sobre I'electrofil. Finalment, després de
purificar el cru de reaccid per cromatografia en columna de silice, es van obtenir
(2S,4R)-1 i (2S,4S)-1 amb un rendiment global del 38 % i amb una proporcié de 2.7:1
respecte (Entrada 1, Taula 1).

Posteriorment, es van provar unes noves condicions descrites per Ezquerra et
al. *° i per Steger et al. *°, les quals consistien en utilitzar 1.1 equivalents de LiHMDS i
1.5 equivalents de bromur d’al-lil. A més a més, en aquest cas es va canviar l'ordre
d’addicio, afegint I'electrofil sobre I'enolat. Tot i aixi, després de purificar el cru de
reaccié mitjangant cromatografica en columna de gel de silice, els resultats no van ser
millors, obtenint-se un 21 % de rendiment global i una proporcio de 1.3:1 del
diastereoisomer (2S,4R)-1 respecte el (2S5,4S)-1. (Entrada 2, Taula 1).

38 Pedregal, C.; Collado, |.; Escribano, A.; Ezquerra, J.; Dominguez, C.; Mateo, Al.; Rubio, A.; Baker, S.R;

Goldsworthy, J.; Kamboj, R.K.; Ballyk, B.A.; Hoo, K.; Bleakman, D. J. Med. Chem. 2000, 43, 1958-1968.

Ezquerra, J. ; Pedregal, C. ; Rubio, A. ; Yruretagoyena, B. ; Escribano, A. ; Sanchez-Ferrando, F. Tetrahedron
1993, 49, 8665-8678.

Steger M.; Young, D.W.; Tetrahedron 1999, 55, 7935-7956.
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3. Resultats i discussio

Un cop observat que la disminucié d’equivalents de bromur d’al*lil no va resultar
satisfactoria, es van tornar a utilitzar 4 equivalents d’aquest. Novament, es va dur a
terme la mateixa metodologia en quant a l'ordre d’addicio (electrofil sobre enolat) fet
que va esdevenir clau, ja que, després de purificar el cru de reaccid mitjangant
cromatografia en columna de silice, es va obtenir un rendiment global d’'un 48 % i una
proporcié de 3.3:1, els millors resultats obtinguts fins ara (Entrada 3, Taula 1).
Finalment, doncs, el diastereoisomer (2S,4R)-1 es va aconseguir amb un rendiment
del 36%.

Eq. Bromur | Rendiment Rendiment Ratio
Entrada | Eq. LiHMDS )
d’al-lil global (%) (2S,4R)-1 (%) | (4R:4S)
12 1.2 4 38 21 2.7:1
2° 1.1 1.5 21 11 1.3:1
3° 1.1 4 48 36 3.3:1

Taula 1: Condicions provades per a la reaccié d’al-lilacié de 8. ® Addici6 de I' enolat sobre electrofil.

® Addici6 de I’ electrdfil sobre enolat.

D’altra banda, es va provar I'obtencié del compost (2S,4R)-1 i a partir de
I'epimeritzacié del seu diastereoisomer.*'*? Les reaccions assajades, utilitzant una
base com a catalitzador (TBAF i DBU) per tal d’establir un equilibri entre ambdods
isobmers, no van donar els resultats desitjats, obtenint-se amb uns rendiments del 35 %
i 17 %, respectivament, el diastereoisomer (2S,4R)-1 i sense recuperar-ne I'isomer de
partida, tal com es pot veure en 'Esquema 7. Cal destacar que I'anio fluorur és més

eficac que 'amidina del DBU.*

\ TBAF \
THF, reflux
0 35 % o)
TN TN
OoC oC
B B
Ot-Bu DBU Ot-Bu
(25,45)-1 (2S5,4R)1

CH,Cl,, 0°C - ta.
15 %

Esquema 7: Reaccions d’epimeritzacié de (2S,4S)-1.
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3. Resultats i discussio

Cal remarcar en aquest punt que no s’ha observat epimeritzacié en el carboni
C-2, degut probablement a la poca accessibilitat del seu proté. L’assignacio i
caracteritzacio dels dos diastereoisdmers s’ha basat en la comparacié amb les seves
dades de RMN descrites a la bibliografia. Com es pot comprovar en la Figura 10, els
dos isbmers es poden diferenciar per el senyal corresponent al proté H-2, al voltants
de © 4.40 ja que les seves constants d’acoblament amb els dos protons H-3 soén
diferents per a (2S,4R)-1 (J235= 9.6 Hz, J,3r=1,6 Hz) i per a (2S,4S5)-1 (Jo35= 9.3 Hz,
J23r=5,7 Hz).

J)\ Ma AL

T " T " T "~ T " T " T " T " T " T " T 1
70 65 6.0 55 5.0 0 35 30 25 20 15

45 4.
f1 (ppm)

Figura 10: Comparacio dels espectres d'H RMN de les molécules (2S,4R)-11i (2S5,45)1.

A més a més, es va enregistrar un espectre nOe selectiu per cadascun dels

dos compostos irradiant el senyal corresponent al proté H-2 (Figura 11).
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Figura 11: Espectres nOe enregistrats per (2S,4R)-1i (2S,45)-1.

Tot i que la resolucio dels pics no és la millor possible, es va poder comprovar

que pel diastereocisomer (2S,4R)-1, en irradiar sobre el senyal d’H-2, s’observava nOe

sobre el proté H-1" a & 2.15 i sobre el proté H-3 a & 1.96. D’aquesta manera es va

deduir que H-2 es troba proxim en I'espai amb el proté H-1’, és a dir, disposat en cis

respecte la cadena allilica. En canvi, irradiant el senyal del prot6 H-2 del
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3. Resultats i discussio

diastereoisdmer (2S,4S)-1, s’observa nOe sobre un dels protons H-3 a & 2.61 i sobre
el proté H-4 a & 2.43, el que ens permetria suposar que H-2 esta en la mateixa direccid
en l'espai que el protd H-4 i, per tant, en trans respecte la cadena al-lilica. Per
entendre millor aquesta assignacié, cal veure’n una perspectiva en 3D, com la que

mostra la Figura 12.

b .
&

Proté irradiat €.}

Protons amb

nOe LV
«
H Protons amb
\\71//H H nOe
O P
N o H Ot-Bu
(2S5,4R)-1 (2R,4S)-1

Figura 12: Imatges en 3D dels dos diastereoisdmers als que s’ha enregistrat un nOe selectiu.**

3.3. Obtencié de I’ acid (2R)-2-{(2S)-3-tert-butoxi-2-[(tert-butoxicarbonil)amino]-3-

oxopropil}-4-pentenoic, 7.

El seglent pas sintétic plantejat per la ruta d’obtencié de la unitat glutamat 3
suposava l'obertura de I'anell de (2S,4R)-1 per a obtenir I'estructura tipus glutamat.

L’obertura del lactam mitjangant la hidrolisi basica de 'amida va ser descrita per
Avent et al.,* que utilitzen LIOH com a base. Tot i que en el cas descrit en la
bibliografia I'anell piroglutamic no tenia cap substituient al-lil en la posicié a carbonilica
del lactam, la reaccié s’ha dut a terme en les mateixes condicions descrites en el

mencionat precedent, tal i com es pot veure en 'Esquema 8. Després del tractament

44 Dibuixos optimitzats generats mitjangant el programa Chem3D de ChemBioDraw Ultra.

45 Avent, A.G. ; Duggan, H.M.E. ; Young, D.W. Org. Biomol. Chem. 2005, 3, 2327-2332

19



3. Resultats i discussio

del cru de reaccio i la seva purificacié mitjangant cromatografia en columna de gel de

silice, permet d’obtenir I'acid 7 amb un rendiment del 93 %.

- L.

3 LIOH 1M _ . NHBoo
0 1 0o G
0 N THF/ H,0 (1:1), 0°C HO,C™ ™ CO,-Bu
oC
Ot-Bu
93 %
(2S,4R)-1 ° 7

Esquema 8. Hidrolisi del lactam (2S,4R)-1.

L’espectre de ressonancia magnética nuclear de protd del l'intermedi 7 mostra
'aparicié d’un nou senyal corresponent a I'hidrogen enllagat al nitrogen carbamic, en
forma de doblet a & 5.39, tal i com es mostra a la Figura 12. D’altra banda, en
'espectre de RMN de carboni, s’observa l'aparicié del senyal del carboni de I'acid

carboxilic a & 178.6 aixi com la desaparicié del carboni lactamic a & 174.9.

-NHCOO-

l

P A ML

pom

Figura 12. Espectre de H' RMN (250 MHz, CDCl3) de 7.

3.4. Obtencié de (2R,4S)-2-al-lil-4-[(tert-butoxicarbonil)Jamino]pentanodiodat de
di-tert-butil, 2.

El seglent pas a ser plantejat en la nostra ruta sintética consistia en la
derivatitzacio de I'acid carboxilic de 7 en forma del corresponent eéster tert-butilic.

Malauradament, en aquest cas es necessitaven unes condiciones més suaus
que les utilitzades en la proteccid de I'acid L-piroglutamic, a linici de la sintesi. La

reaccié es va dur a terme utilitzant unes condicions semblants a les descrites per
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Hefziba et al.,*® per a un altre molécula, que utilitzaven 2,2,2-tricloroacetimidat de tert-
butil i un acid de Lewis com el BF;-OEt, dissolts en diclorometa i ciclohexa. En el
nostre cas, perd, només es va utilitzar diclorometa com a dissolvent. Després del
tractament del cru de reaccio i la seva purificacié mitjangant cromatografia en columna

de gel de silice, es va obtenir 2 amb un rendiment del 56 % (Esquema 9).

NH

|
M gl>‘)J\Ot-Bu M
, BF3-OEt
. NHBoc Cl sVt . NHBoc
HO,C™ " CO,t-Bu CH,Cly, ta. t-BuO,C~ " CO,t-Bu
7 2
56%

Esquema 9: Reaccioé d’obtencié de I'intermedi 2

L’espectre de ressonancia magnética nuclear de protdé del producte obtingut
presenta un nou senyal a & 1.40 en forma de singlet i que integra 9 protons, confirmant
aixi la formacié de I'éster tert-butilic. Esdevé fonamental I'espectre de ressonancia
magnética nuclear de carboni, ja que s’observa I'aparicié d’'un nou senyal en la zona
dels carbonis quaternaris del tert-butil, al voltant dels 6 80.0, aixi com la disminucio en
el desplagament quimic del carboni carbonilic que passa de ser acid a éster, de d
178.6 ad 173.9.

3.5. Obtencioé de (2S,4R)-2-[(tert-butoxicarbonil)amino]-4-[(E)-4-oxobut-2-en-1-il]
pentanodioat de di-tert-butil, 6.

Després de la derivatitzacié de 7, calia introduir un grup acid carboxilic terminal
a la cadena alquilica. Per aquest motiu, el segient pas en la sintesi plantejada va ser
una reaccié de metatesi del doble enllag. El metode triat va ser la metatesi d’olefines
de Grubbs. El catalitzador utilitzat va ser el de Hoveyda-Grubbs de 2a generaci6 10
(Figura 13). 478

46 Ten Brink, H. T.; Rijkers, D. T. S.; Liskamp, R. M. J. J. Org. Chem. 2006, 71,1817.

47
48

Schrock, R. R.; Hoveyda, A. H. Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42 , 4592—4633.
Chen, J.R.; Li, C.F.; An, X.L.; Zhang J.J.; Zhu, X.Y.; Xiao, W.J. Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 2489-2492.
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10
Figura 13: Catalitzador de Hoveyda-Grubbs de 2a generacio, 10.

La reacci6é utilitzant com a segona olefina I'acid crotonic per tal d’introduir
directament 'acid carboxilic desitjat no va funcionar amb bons rendiments. Per aquest
motiu, es va assajar la reaccio de 2 i el crotonaldehid (Esquema 10). Donat l'alt preu
del catalitzador de Hoveyda-Grubbs de 2a generacié, es va optimitzar aquesta reaccio

utilitzant la menor quantitat de 10.

0 (@]
|K NHBoc MH 10 (1,5% mol)  H |
i o . NHBoc
t-BuO,C~ " >CO,t-Bu CH.Clo. reflux E
2Cly, retiu
t-Bu0,C~ " >CO,t-Bu
(o)
. 89 % 6

Esquema 10: Metatesi d’olefines sobre el compost 2.

D’aquesta manera, després del tractament del cru de reacci6 i la seva
purificacid mitjangant cromatografia en columna de gel de silice, es va observar que
utilitzant un 1% de 10 en relacié molar respecte 2 s’obtenia un rendiment del 77 %,
mentre que utilitzant-ne un 1.5%, es va assolir un rendiment del 89%, tal com es

mostra a la Taula 2.

Relacié molar de 10 respecte 2 Rendiment %
1% 77%
1.5% 89%

Taula 2: Condicions provades per optimitzar la utilitzacié del catalitzador de Hoveyda-Grubbs, 10,

respecte 2 en la reaccié de metatesi d’olefines.

L’espectre de ressonancia magnética nuclear de prot6 del producte 6 presenta

I'aparicié d’un nou senyal en forma de doblet a 6 9.51, integrant un protd, caracteristica
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dels aldehids, tal com es pot observar en la Figura 14. Aquest nou senyal s’acobla

amb el senyal del proté H-3’, amb una constant de J; 4=7.8 Hz.

0
H7 |3'
* NHBoc
t-BuOMOt-Bu
OH O
H-4’
/H-B’
LN el

95 90 85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 2.0 1.5
(ppm)

Figura 14: Espectre 'H RMN (360 MHz, CDClIs) de 6.

D’altra banda, si ens fixem en I'espectre de ressonancia magnética nuclear
de carboni d’aquest mateix producte 6, observem I'aparicié d’'un nou senyal a & 193.6
caracteristica dels aldehids. A més a més, s’observa un augment en el desplagaments
quimics dels carboni C-3’, de 6 117.2 a 6 134.7,i C-2’, de 6 135.0 a & 154.4, pel fet
d’haver passat de formar part d’'una olefina terminal a una substituida amb un grup

electroatraient, tal com observem en la Figura 15.
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._/
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Figura 15: Espectre 'C RMN (91 MHz, CDCl3) de 6.

3.6. Obtencié de l'acid (2E,5R,7S)-8-tert-butoxi-5-(tert-butoxicarbonil)-7-[(tert-

butoxicarbonil)amino-8-oxo-2-octenoic, 5.

El seglient pas de la ruta sintética plantejada requeria I'oxidacié de I'aldehid a
acid carboxilic. Aquesta reaccié ha estat ampliament estudiada al llarg dels anys.*® En
aquest cas, pero, s’ha centrat I'atencié en I'oxidacié de Pinnick,”® que té l'origen en
I'oxidacié de Lindgren. *'

L’oxidacié de Pinnick és especialment util per a aldehids a,B-insaturats, com és

el nostre cas, i utilitza com a oxidant el clorit sddic (Esquema 11).

49 a) McKillop, A.; Kemp, D. Tetrahedron 1989, 45, 3299-3306. b) Travis, B. R.; Sivakumar, M.; Hollist, G. O;

Borhan, B. Org. Lett. 2003, 5, 1031-1034. c) Vora, H. U.; Rovis, T. J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 2860-2861.
Bal, B. S.; Childers, W. E.; Pinnick, H. W. Tetrahedron 1981, 37, 2091-2096.

Lindgren, B.O.; Nilsson, T.; Husebye, S.; Mikalsen, &.d; Leander, K.; Swahn, C-G. Acta Chem. Scand. 1973, 27,
888-890.

50
51
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] (€]
ClO, + H,PO,

®

Oi—  »H i e T s

\ | H\\

* /O HO. 3 o
R : s R : J /j T Nomt T iR OH !
) 0 )
+3 . . N

[¢] eo /Cl\o R Acid hipocloros Acid carboxilic

Esquema 11: Mecanisme de la reaccié de Pinnick.

Durant la reaccio, part de l'oxidant es perd per reacci6 amb HOCI, un
subproducte de la reaccié. Es per aquest motiu que s’afegeix un atrapador, que és
'encarregat de reaccionar amb aquest subproducte que fa consumir el clorit. Aquest
atrapador és el 2-metil-2-buté, que s’addiciona al HOCI, impedint aixi que aquest

redueixi el clorit sodic, tal i com es pot veure en 'Esquema 12.

0]

Reaccio paral-lela PN

! g —— 2CI0, + CI + OH

ClOy
Me Me

0 N/
Reaccio6 d'atrapament H/ \CI” m’ HO / \ H
Me Cl

Esquema 12: Reacci6 paral-lela a la reaccio de Pinnick i reaccio d’atrapament per part del 2-metil-2-buté.

Aixi doncs, la reaccié d’obtencid de I'acid carboxilic 5 es va dur a terme amb la
metodologia proposada per Pinnick i després del tractament del cru de reaccid i la
seva purificacid mitjangant cromatografia en columna de gel de silice, es va obtenir

I'acid amb un rendiment del 77%, tal com es mostra en 'esquema 13.

0] O
2-metil-2-bute,

H | NaCI()zY NaH2PO4 HO |

Y

L NHBoc L NHBoc
L t-BUOH:H,O (5:1), 0°C > ta. i
t-BuO,C~ > CO,t-Bu 2 t-BuO,C~ > CO,t-Bu
77%
6 ° 5

Esquema 13: Oxidacié de 'aldehid 6 per a I'obtenci6 de I'acid carboxilic a,B-insaturat 5.

L’espectre de ressonancia magnética nuclear de proté del producte obtingut

mostra la desaparicid del senyal de l'aldehid a & 9.51. Novament, perd, esdevé
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3. Resultats i discussio

imprescindible I'espectre de ressonancia magnética nuclear de carboni per observar
I'aparicié d’un nou senyal a & 174.5, confirmant la formacié d’un nou carboni carboxilic.
A més a més, observem la desaparicié del senyal a & 193.6 caracteristica dels

aldehids, tal com es pot observar a la Figura 16.

Nou carboni

carboxilic format

N U

T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30
ppm

Figura 16: Espectre '°C RMN (360 MHz, CD3;0D) de 5.

3.7. Obtencié de [Pacid (5R,7S)-8-(tert-butoxi)-5-(tert-butoxicarbonil)-7-((tert-

butoxicarbonil)amino)-8-oxooctanoic, 3.

El darrer pas d’aquesta ruta sintética consistia en la reduccié del doble enllag
de 5. La hidrogenacid de dobles enllacos és una de les reaccions de reduccié més
estudiades i és molt utilitzada per a I'obtencié d’enllacos simples carboni-carboni.*

D’aquesta manera, amb I'objectiu de reduir l'insaturacié de 5 s’han utilitzat
unes condicions d’hidrogenacié suaus a pressio atmosférica amb pal-ladi sobre
carboni com a catalitzador, tal com s’observa en 'Esquema 14. La reaccioé va durar

tota la nit. Un cop purificat el cru de reaccid, el rendiment obtingut va ser quantitatiu.

52 Clayden, J. Organic Chemistry. Oxford University Press: Oxford. 2001.
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o) o)
HO
| H,, Pd/C HO
.~ NHBoc - ~ NHBoc
t-BuO,C~ " >CO,t-Bu  AcOE, ta. £-BUO,C” " C0,t-Bu
Quantitatiu
5 3

Esquema 14: Reduccioé del doble enllag de I'intermedi 5 per a I'obtencié del producte final 3.

L’espectre de ressonancia magnética nuclear de proté del producte final
obtingut mostra la desaparicio dels senyals corresponents al doble enllag de l'intermedi
5,a 5 6.86i5.84. A més a més, apareix un triplet de doblets a  2.30, que integra a 2
protons i que, gracies als espectres HSQC i COSY enregistrats, es pot assegurar que
corresponen a la posicié a-carbonilica (H-2), tal i com es mostra a la Figura 17. A més
a més, en l'espectre de ressonancia magnética nuclear de carboni, s’observa la
desaparicié dels dos carbonis que formaven la insaturacioé de la molécula 5 a & 146.7 i
124 .4.

0
20
255 2.5 249 246 243 240 237 234 231 228 225 222 \

T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 25 20 15

Figura 17: Espectre 'H RMN (360 MHz, CD;0D) de 3.
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A més a més, en l'espectre de ressonancia magnética nuclear de carboni,
s’observa 'abséncia dels dos carbonis que formaven la insaturacié de la molécula 5 a
0 146.7 i 124 4.
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4. CONCLUSIONS

En aquest treball de recerca s’ha sintetitzat un nou fragment tipus glutamat per

a la posterior utilitzacié com a part de diversos interruptors moleculars per a controlar

el funcionament del receptor iGIuR de canals idnics cel-lulars. En 'Esquema 14 es

mostra el resum de la sequéncia sintética desenvolupada.

Aquest fragment s’ha generat a partir d'un compost comercial com és l'acid L-

piroglutamic mitjangcant una ruta sintética de 8 passos i amb un rendiment global del

7%. Ha estat clau I'obtencié de lintermedi (2S,4R)-1, en escala multigram i amb

rendiments reproduibles.

1) H,SO4 t-BuOAc , t.a. 56%

o)
49\%0
OH

Acid L-piroglutamic

2) Boc,0, DMAP, CH,4CN, t.a.
96%

N\
LiIHMDS, bromur d'al-lil %
THF, -78 °C 0=\ °
36% Boc oypy
(2S,4R)-1
NH
CI>HJ\
ol ©OFBY BF Ot |k
cl . . NHBoc
CH,Cl,, t.a. y AN
56% t BUOzC COZt Bu
2
2-metil-2-bute, Q

NaClO, NaH,PO,

HOJW\
: l;lHBoc

t-BUOH:H,O (5:1), 0 °C - t.a.

77%
5

~ 0
N 0
°¢ OtBu
8

1N LiOH |k

l:lHBoc

THF (1:1),0°C :

9300 HO,C~ " CO,t-Bu

7

t-BuO,C~ > >CO,t-Bu

~Aw A

CHzclz, reflux H

NHBoc
89% t-BuO,C” " CO,t-Bu

6
(0]
H,, Pd/C HO
—_—
NHBoc
AcOEt, t.a. H

t-BuO,C~ > >CO,t-Bu
3

quantitatiu

Esquema 14: Resum de la seqliéncia sintética realitzada.

El procés desenvolupat permet la sintesi de fragments de glutamat amb tots els

grups funcionals protegits, per tal de facilitar la seva introduccié en linterruptor

molecular.

29



5. Part experimental

5. PART EXPERIMENTAL

5.1. Materials i métodes de caracteritzacio estructural

Espectroscopia

Els espectres de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) han estat enregistrats al
Servei de Ressonancia Magnética Nuclear de la Universitat Autonoma de Barcelona.
Els espectres de proté de 250 MHz han estat enregistrats amb un aparell Bruker
DPX250, els espectres de proté de 360 MHz amb un aparell Bruker DPX-360 i els
espectres de proté de 400 MHz, fluor de 400 MHz i carboni de 100.6 MHz amb un
aparell Bruker AVANCEIII-400. Tots ells han estat enregistrats a una temperatura de
298 K.

Els desplagaments es donen en 6 (ppm), utilitzant com a referéncia interna el
propi dissolvent residual no deuterat. Les abreviatures utilitzades per descriure la
multiplicitat dels senyals observats son les seglents: s (singlet), d (doblet), dd (doble
doblet), t (triplet), tt (triple triplet), m (multiplet). L'abreviatura J s’utilitza per indicar les
constants d’acoblament.

Els espectres d’infraroig (IR) han estat enregistrats en un espectrofotdmetre
model Tensor 27 (Bruker) equipat amb un accessori ATR model MKIl Golden Gate
(Specac) amb finestra de diamant amb una sola reflexié.

Els espectres d’absorcié electronica ultraviolat visible (UV-Vis) s’han enregistrat
al Servei d’Analisi Quimica de la Universitat Autonoma de Barcelona, utilitzant un
espectrometre model 8453 de la marca Hewlett-Packard. En tots els casos, les
mostres es van mesurar en dissolucio, utilitzant cubetes de quars d’'un centimetre de

cami optic i dissolvents de qualitat espectroscopica.
Cromatografia

Les cromatografies en capa fina han estat efectuades sobre cromofolis
Alugram Sil G/UV,5, de 0.25 mm de gruix. El revelat de les mateixes s’ha realitzat sota
una lampada de llum ultraviolada de 254 nm i/o amb una dissolucié saturada de
molibdat de ceri (IV) amb posterior escalfament.

Les cromatografies en columna s’han realitzat seguint la técnica flaix, emprant

gel de silice de 230-400 mesh o gel de silice tipus Baker de 40 ym com a fase
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estacionaria. La fase mobil s’indica en cada cas. La fase mobil es troba indicada en

cada cas.
Punts de fusid

Els punts de fusié s’han determinat en un bloc kofler de la marca Reichert i no

han estat corregits.

Dissolvents anhidres

Per a les reaccions sensibles a la preséncia d’aigua, els dissolvents han estat

préviament anhidritzats.
Espectrometria de masses
Els espectres de masses d’alta resoluci6 (HRMS) han estat enregistrats al

Servei d’Analisi Quimica de la Universitat Autonoma de Barcelona, utilitzant técniques

d’ionitzaci6 per electroesprai (ESI).

5.2. Sintesi del fragment de glutamat
5.2.1. Sintesi (S)-5-oxopirrolidina-2-carboxilat de tert-butil, 9.

o H,SO,4 o
N 0 > N 0
|_’| t-BuOAc, t.a. 16 h y

OH

Acid L-piroglutamic 9

En un matras de fons rodé de 250 ml de capacitat, proveit d’agitaci6 magnética, es
dissolen 5.77 g (43.9 mmol) l'acid L-piroglutamic, en 70 ml d’acetat de tert-butil. Es
deixa agitar la solucié durant 15 minuts i s’afegeixen 3.7 ml (95% en aigua, 73.1 mmol)

d’H,SO,. La mescla de reacci6 s’agita durant 16 h més a temperatura ambient.

Transcorregut aquest temps la solucié s’addiciona lentament sobre 250 ml de solucio
saturada de NaHCO;, fins arribar a pH= 5-6. El producte s’extreu amb AcOEt (4 x 150
ml). Es combinen les fases organiques i aquestes s’assequen amb Na,SO, anhidre.

Tot seguit es filtra i s’evapora el dissolvent sota pressié reduida, obtenint 4.56 g (24.6
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mmol, 56%) d’'un solid blanc identificat com a (S)-5-oxopirrolidina-2-carboxilat de tert-
butil, 9. ¥

Dades espectroscopiques de 9:
'"H NMR (250 MHz, CDCl3) & 6.97 (s, 1H, H-1), 4.14 (m, 1H, H-2), 2.39 (m, 3H, H-3, H-
4),2.17 (m, 1H, H-4"), 1.47 (s, 9H, -C(CH,)3).

5.2.2. Sintesi de (S)-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilat de di-tert-butil, 8.

Boc,O, DMAP

o
o
Y
o
o

N
! H5;CN, 0 °C - t.a. B
CH3;CN,0°C = ta oc Ot-Bu

En un Schlenck de 250 ml de capacitat, proveit d’agitacid magnética i sota atmosfera
d’argo, es dissolen 3.60 (19.4 mmol) de (S)-5-oxopirrolidina-2-carboxilat de tert-butil, 9,
en 90 ml d’acetonitril i es refreda a 0 °C. Seguidament, s’addicionen 0.48 g (3.89 mmol)
de DMAP i 6.36 g (29.2 mmol) de carbonat de di-fert-butil. La solucié es deixa agitant
durant 30 min a 0 °C i durant 2 h a temperatura ambient. L’evolucié de la reaccié es

segueix per cromatografia en capa prima (hexa/ AcOEt 2:1).

Transcorregut aquest temps, s’evapora el dissolvent del fins a sequedat per obtenir un
oli ataronjat. Es purifica el cru amb una cromatografia en columna de gel de silice (2:1
hexa/AcOEt) obtenint-se 5.30 g (18.6 mmol, 96%) d’un sdlid blanc identificat com (S)-

5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilat de di-tert-butil, 8. *

Dades espectroscopiques de 8:
'H NMR (250 MHz, CDCl3) 8 4.47 (dd, J = 9.3, 2.7 Hz, 1H, H-1), 2.43 (m, 3H, H-3, H-
4), 1.99 (m, 1H, H-4’), 1.53 (s, 9H, -C(CH,)3), 1.45 (s, 9H, -C(CHs)3).
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5.Part experimental

5.2.3. Sintesi de (2S,4R)-4-al-lil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilat de di-tert-butil,
(2S,4R)-1 i de (2S,4S)-4-al-lil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilat de di-tert-butil,
(25,4S)-1.

N\ \

Z

0 o 1) LHMDS, THF, 78 °C 0 o .o 0
N - N N
Boc [ o 2)Bromurdalil, THF, -78°C Boc ot.Bu Boc ot-Bu
8 (2S,4R)-1 (25,491

En un Schlenck de 250 ml de capacitat, proveit d’agitacid6 magnética, i sota atmosfera
de nitrogen, es dissolen 3.10 g (10.9 mmol) de (S)-5-oxopirrolidina-1,2-carboxilat de di-
tert-butil, 8, en 40 ml de THF anhidre. S’addicionen, en un interval de 25 min, 11.90 ml
(11.94 mmol) de LIHMDS en THF 1 M i es deixa agitar durant una hora a -78 °C.

Per una altra banda, en un Schlenck de 100 ml proveit d’agitaci6 magnética, i sota
atmosfera de nitrogen, es dissolen 2.4 ml (43.43 mmol) de bromur d’al-lil en 30 ml de
THF anhidre a -78 °C. Transcorreguda una hora, aquesta solucié s’addiciona via
canula a I'anterior en un interval de 15 minuts, es deixa agitar durant 4 hores a -78 °C.

L’evolucié de la reaccié es segueix per cromatografia en capa prima (hexa/ AcOEt 3:1).

Transcorregut aquest temps, s’afegeixen 30 ml d’ una solucié aquosa saturada de
NH4CIl. El producte s’extreu amb éter dietilic (3 x 50 ml). Es combinen les fases
organiques i aquestes s’assequen amb Na,SO, anhidre. Tot seguit es filtra i s’evapora
el dissolvent sota pressié reduida, obtenint un oli ataronjat. Es purifica el cru amb una
cromatografia en columna de gel de silice (gradient d’elucié 20:1 a 4:1 hexa/ AcOEt)
obtenint-se 1.30 g (3.96 mmol, 36%) d’'un solid de color marré identificat com a
(2S,4R)-4-al"lil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilat de di-tert-butil, (2S,4R)-1 i 0.39 g (0.34
mmol, 11%) de (2S,4S)-4-al-lil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilat de di-tert-butil, (2S,4S)-
1.

Dades espectroscopiques de (2S,4R)-1:

'"H NMR (360 MHz, CDCl3) & 5.74 (ddt, J = 17.0, 10.1, 6.9 Hz, 1H, H-2'), 5.08 (m, 2H,
H-3’), 4.41 (dd, J= 9.6, 1.6 Hz, 1H, H-2), 2.66 (m, 2H, H-1’, H-4), 2.15 (m, 2H, H-1", H-
3), 1.97 (ddd, J= 13.4, 11.4, 9.6 Hz, 1H, H-3), 1.52 (s, 9H, -C(CH,)3), 1.48 (s, 9H, -

C(CH,)3). Es va registrar un espectre nOe selectiu irradiant la senyal al proté H-2 a &
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5. Part experimental

4.41 observant nOe a & 2.15 corresponent a un dels protons H-1" i a & 1.96

corresponent a un dels protons H-3.

3C NMR (91 MHz, CDCl;) 8 174.6 (C-5), 170.5 (C-9), 149.5 (-NHCOO-), 134.5 (C-2)),
117.7 (C-3’), 83.4 (-C(CHs)3), 82.4 (-C(CHs)s), 57.9 (C-2), 41.2 (C-4), 34.6 (C-1'), 28.04
(-C(CHs)s), 28.0 (C-3).

[a]p?°=-20.4 (c 0.97, CH,Cl,)

Dades espectroscopiques de (2S,4S)-1:

'"H NMR (360 MHz, CDCl;) 5 5.72 (dddd, J = 16.5, 10.5, 7.7, 5.9 Hz, 1H, H-2’), 5.06 (m,
2H, H-3’), 4.39 (dd, J= 9.3, 5.7 Hz, 1H, H-2), 2.61 (m, 2H, H-1’, H-4), 2.43 (dt, J = 13.4,
9.4 Hz, 1H, H-3A), 2.21 (m, 1H, H-1’), 1.70 (dt, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, H-3B), 1.49 (s, 9H,
-C(CH,)3), 1.47 (s, 9H, -C(CH,)3). Es va registrar un espectre nOe selectiu irradiant la
senyal al proté H-2 a & 4.39 observant nOe a & 2.61 corresponent al protd H-3 i a &
2.43 corresponent al proté H-4.

*C NMR (91 MHz, CDCl;) & 174.9 (C-5), 170.7 (C-9), 149.6 (-NHCOO-), 134.9 (C-2),
117.7 (C-3’), 83.5 (-C(CHa)3), 82.2 (-C(CHa)3), 58.2 (C-2), 42.2 (C-4), 35.5 (C-1’), 28.0
(-C(CHj3)3), 26.4 (C-3).

[a]p?°= -4.1(c 2.96, CH.CI,)

5.2.4. Epimeritzacié de (2S,4S)-4-al-lil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilat de di-tert-
butil, (2S,4S)-1.

\ \
DBU *
OGN CHCL0C»ta O AP
Boc oty Boc ot-Bu
(25,451 (25 4R)-1

En un matras de fons rodé de 10 ml de capacitat, proveit d’agitacié magnética es
dissolen 110 mg (0.34 mmol) de (2S,4S)-4-al'lil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilat de di-
tert-butil, (2S,4S)-1, en 3 ml de CH,Cl, a 0 °C. S’addicionen lentament 0.20 ml (1.35
mmol) de 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-en, DBU. Es deixa la mescla de reaccio

agitant durant 2 dies.
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5.Part experimental

Transcorregut aquest temps, es dilueix la mescla de reaccié afegint 5 ml de CH,Cl,. Es
fan rentades amb HCI 10% (2 x 10 ml), H,O (10 ml) i solucié saturada de NaCl (10 ml).
S’asseca la fase aquosa amb Mg,SO, anhidre. Tot seguit es filtra i s’evapora el
dissolvent sota pressié reduida, obtenint un oli marré. Es purifica el cru amb una
cromatografia en columna de gel de silice (10:1 hexa/AcOEt) obtenint-se 15 mg (0.046
mmol, 15%) dun solid de color marrd identificat com de (2R,4S)-4-al-lil-5-
oxopirrolidina-1,2-dicarboxilat di-tert-butil, (2S,4R)-1.

TBAF
O AN THF, reflux O AN
Boc ot.Bu Boc or.Bu
(25,45)1 (25,4R)-1

En un matras de fons rodé de 25 ml de capacitat, proveit d’agitacié magnética es
dissolen 200 mg 0.61 mmol) de (2S,4S)-4-al-lil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilat de di-
tert-butil, (2S,4S)-1, en 3 ml de CH,Cl, a 0 °C. S’addicionen 0.65 ml (0.65 mmol) de
fluorur de tetrabutilamoni, TBAF, i es deixa refluint durant 1.5 h. L’evolucié de la

reaccio es segueix per cromatografia en capa prima (hexa/ AcOEt 3:1).

Transcorregut aquest temps, s’afegeixen 10 ml d’una solucié aquosa saturada de
NH,4CI. El producte s’extreu amb AcOEt (2 x 10 ml). Es combinen les fases organiques
i aquestes s’assequen amb Mg,SO, anhidre. Tot seguit es filtra i s’evapora el
dissolvent sota pressié reduida, obtenint un oli marré. Es purifica el cru amb una
cromatografia en columna de gel de silice (10:1 hexa/AcOEt) obtenint-se 69 mg (0.21
mmol, 35%) d'un solid de color marrdé identificat com de (2R,4S)-4-al-lil-5-
oxopirrolidina-1,2-dicarboxilat di-tert-butil, (2S,4R)-1.

5.2.5. Sintesi de l'acid (2R)-2-{(2S)-3-tert-butoxicarbonil-2-[(tert-butoxicarbonil)

amino]-3-oxopropil}-4-pentenoic, 7.

~, LiOH 1N I;IHBOC

0 _ -
O N THF/H,0 (1:1),0°C HOZC/\/\COZt-Bu
Boc 5ty
(2S,4R)-1 7
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5. Part experimental

En un matras de fons rodd de 250 ml de capacitat, proveit d’agitaci6 magnética es
dissolen 1.80 g (5.53 mmol) de (2R,4S)-4-al-lil-5-oxopirrolidina-1,2-dicarboxilat di-tert-
butil, (2S,4R)-1, en 40 ml de THF i 32 ml d’H,O. Es refreda la solucié a 0 °C i
s’addicionen 8 ml de LiOH 1N (8 mmol). Es deixa la reaccié agitant durant 1 h a 0 °C.

L’evolucio de la reaccié es segueix per cromatografia en capa prima (hexa/ AcOEt 2:1).

Transcorregut aquest temps, s’afegeix una solucié d’'HCI 5% fins arribar a pH 2-3. El
producte s’extreu amb AcOEt (3 x 50 ml). Es combinen les fases organiques i
aquestes s’assequen amb Mg,SO, anhidre. Tot seguit es filtra i s’evapora el dissolvent
sota pressio reduida, obtenint un oli groc. Es purifica el cru amb una cromatografia en
columna de gel de silice (3:1 hexa/AcOEt) obtenint-se 1.78 g (5.18 mmol, 93%) d’un
solid de color groc identificat com a acid (2R)-2-{(2S)-3-tert-butoxi-2-[(tert-

butoxicarbonil)amino]-3-oxopropil}-4-pentenoic, 7.

Dades fisiques i espectroscopiques de 7:

'"H NMR (360 MHz, CDCl5) 8 5.74 (m, 1H, H-4), 5.39 (d, J = 7.6 Hz, 1H, -NHCOO-), 5.1
(m, 2H, H-5), 4.22 (m, 1H, H-2’), 2.50 (m, 2H, H-2, H-3), 2.17 (m, 2H, H-1'B, H-3), 1.67
(t, J= 13.4 Hz, H-1’A), 1.45 (s, 9H, -C(CH,)3), 1.45 (s, 9H, -C(CHs)3).

3C NMR (91 MHz, CDCl;) & 178.6 (C-1), 171.3 (C-3'), 156.2 (-NHCOO-), 134.9 (C-4),
117.8 (C-5), 82.7 (-C(CHa)s), 80.7 (-C(CHs)s), 52.7 (C-2'), 41.8 (C-2), 36.4 (C-1’), 35.2
(C-3), 28.4 (-C(CHs)3), 28.1 (-C(CHa)s).

[a]p?°= -0.8 (c 1.4, CH,Cl,)

IR (ATR) =2978 (Vchs), 1707(vc=0), 1366(Vcha), 1149(Ve=0), 754(VNHc=0)-
HMRS m/z (ES|+) C17H29N06

Calculada: 366.1887 (MNa*)

Experimental: 366.1893 (MNa®)

P.F.: 59-65 °C

S’ha enregistrat espectre HSQC.
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5.Part experimental

5.2.6. Sintesi de (2R,4S)-2-al-lil-4-[(tert-butoxicarbonil)amino] pentanodiodat de
di-tert-butil, 2.

NH
|
t SI%Ot-Bu k
, BF;0Et
- NHBoc Cl vtz - NHBoc
HO,C™ ™>""CO,t-Bu CH,Cl, ta. t-BuO,C”~ " CO,t-Bu
7 2

En un Schlenck de 250 ml de capacitat, proveit d’agitaci6 magnética i sota atmosfera
d’argd, es dissolen 3.50 g (7.28 mmol) de acid (2R)-2-{(2S)-3-tert-butoxi-2-[(tert-
butoxicarbonil)amino]-3-oxopropil}-4-pentenoic, 7, en 90 ml de CH,CI, anhidre, 2.61 ml
(14.6 mmol) de 2,2,2- tricloroacetimidat de tert-butil i 370 pl (2.96 mmol) de BF;OEt,.
Es deixa la reacci6é agitant durant 3 h. L’evolucié de la reaccio es segueix per

cromatografia en capa prima (hexa/ AcOEt 3:1).

Transcorregut aquest temps, s’afegeixen 20 ml d'una soluci6 de saturada
NaHCO3/H,O (1:1). El producte s’extreu amb CH,CI, (3 x 50 ml). Es combinen les
fases organiques i aquestes s’assequen amb Mg,SO, anhidre. Tot seguit es filtra i
s’evapora el dissolvent sota pressié reduida, obtenint un oli groc. Es purifica el cru amb
una cromatografia en columna de gel de silice (3:1 hexa/AcOEt) obtenint-se 1.64 g
(4.10 mmol, 56%) d'un solid de color groc identificat com a (2R,4S)-2-al-lil-4-[(tert-

butoxicarbonil)amino] pentanodiodat de di-tert-butil, 2.

Dades fisiques i espectroscopiques de 2:

'"H NMR (250 MHz, CDCl;) 8 5.67 (m, 1H, H-4), 4.99 (m, 1H, H-5, N-H), 4.19(m, 1H, H-
2’), 2.33 (m, 2H, H-2, H-3A), 2.12 (m, 2H, H-1, H-3B), 1.63 (m, 1H, H-1"), 1.41 (s, 9H,
-C(CH,)3), 1.41 (s, 9H, -C(CH,)3), 1.39 (s, 9H, -C(CH,)3).

3C NMR (63 MHz, CDCl;) & 173.9 (C-1), 171.7 (C-3’), 155.3 (-NHCOO-), 135.0 (C-4),
117.2 (C-5), 81.8 (-C(CHs)3), 80.7 (-C(CHs)s), 79.5 (-C(CHy)s), 52.7 (C-2'), 42.2 (C-2),

36.9 (C-1’), 34.0 (C-3), 28.3 (-C(CHs)3), 28.1 (-C(CHa)s), 28.0 (-C(CHa)s).

[a]p?°= 10.7 (c 0.59, CH,Cl,)
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5. Part experimental

IR (ATR) = 3382 (Vis), 2978(Vens), 1702(Veo), 1149(veoo) cm™.
HMRS m/z (ES|+) Cz1H37N06

Calculada: 422.2513 (MNa")

Experimental: 422.2520 (MNa®)

P.F.: 86-89 °C

S’ha enregistrat I'espectre COSY.

5.2.7. Sintesi de (2S,4R-2-[(tert-butoxicarbonil)amino]-4-((E)-4-oxobut-2-en-1-
il)pentanodioat) de di-tert-butil, 6.

0
|k NHBoc Crotonaldehid , 10 H)i
H - »
S - NHBoc
t-BuO,C” " CO,t-Bu CH,Cl,, reflux .
22 AN
t-BuO,C CO,t-Bu
2 6

En un balé de dues boques de ml de capacitat, proveit d’agitacié6 magnética i sota
atmosfera d’argd, es dissolen 2.30 g (5.75 mmol) de (2R,4S)-2-al'lil-4-[(tert-
butoxicarbonil)amino] pentanodiodat di-tert-butil, 2, en 36 ml de CH,Cl, anhidre, 2.40
ml (28.78 mmol) de crotonaldehid i 56 mg (0.089 mmol) de catalitzador de Grubbs de
2a generacio, 10, i es deixa refluint durant 2.5 h. L’evoluci6 de la reaccio es segueix
per cromatografia en capa prima (hexa/ AcOEt 3:1).

Transcorregut aquest temps, s’evapora el dissolvent sota pressio reduida i es purifica
el cru amb una cromatografia en columna de gel de silice (gradient d’elucié 3:1 a 1:1
hexa/ AcOEt) obtenint-se 2.19 g (5.12 mmol, 89%) d’un oli de color groc identificat com
a (2S,4R) 2-[(tert-butoxicarbonil)amino]-4-[ (E)-4-oxobut-2-en-1-il] pentanodioat de di-
tert-butil, 6.

Dades fisiques i espectroscopiques de 6:

'"H NMR (360 MHz, CDCl3) 8 9.51 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-4’), 6.77 (dt, J = 15.9, 6.5 Hz,
1H, H-2), 6.14 (dd, J= 15.7, 7.8 Hz, 1H, H-3’), 4.24 (m, 1H, H-2), 2.61 (m, 3H, H-1’, H-
4), 2.19 (m, 2H, H-3), 1.68 (m, 1H, H-3), 1.45 (s, 9H, -C(CH,);), 1.42 (s, 9H, -C(CH,)3),
1.41 (s, 9H, -C(CHs)5).
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5.Part experimental

3C NMR (91 MHz, CDCl5) & 193.6 (C-4’), 173.0(C-5), 171.4 (C-1), 155.3 (-NHCOO-),
154.4 (C-2), 134.7 (C-3"), 82.6 (-C(CHa)3), 81.9 (-C(CHs)s), 80.2 (-C(CHy)s), 52.8 (C-2),
41.9 (C-4), 35.6 (C-1), 34.9 (C-3), 28.6 (-C(CHy)s), 28.3 (-C(CHa)s), 28.3 (-C(CHs)s).
[a]p?°= 88.4 (c 0.48, CH,Cl,)

HMRS nm/z (ES|+) CxH37NO-

Calculada: 450.2462 (MNa*)

Experimental: 450.2460 (MNa")

IR (ATR) = 2977 (Vcus), 1698(Vemo), 1367, 1251(Vnco-o), 1150(veeo) cm™.

S’ha enregistrat I’ espectre HSQC.

5.2.8. Sintesi de I’ acid (2E,5R,7S)-8-tert-butoxi-5-(tert-butoxicarbonil)-7-[(tert-

butoxicarbonil)amino-8-oxo-2-octenoic, 5.

o) O

2-metil-2-buté,
H | NaC'OZ, NaH,PO, HO |
. NHBoc B . NHBoc

t-BUOH:H,0 (5:1), 0°C - t.a. ;

t-BuO,C~ " >CO,t-Bu t-BuO,C~ " CO,t-Bu

6 5

En un matras de fons roddé de 500 ml de capacitat proveit d’agitaci6 magnética, es
dissolen 2.5 g (5.85 mmol) de (2S,4R) 2-[(tert-butoxicarbonil)amino]-4-[ (E)-4-oxobut-2-
en-1-il] pentanodioat de di-tert-butil, 6, en 200 ml de 'BUOH i 40 ml d’'H,0, i es refreda
a 0 °C. S’afegeixen, per aquest ordre, 6.20 ml (58.5 mmol) de 2-metil-2-buté, 4.60 g
(29.2 mmol) de NaH,PO, i 3.17 g (35.1 mmol) NaClO,. Es deixa agitant durant 1 h a 0
°C. Seguidament, es refreda a temperatura ambient i es deixa agitant la mescla de
reaccio durant 16 h.

Transcorregut aquest temps, s’afegeixen 30 ml d’H,O i una solucié saturada de
NaHCO; fins a tenir un pH 7-8. El producte s’extreu amb AcOEt (3 x 50 ml). Es
combinen les fases organiques i aquestes s’assequen amb Mg,SO, anhidre. Tot seguit
es filtra i s’evapora el dissolvent sota pressio reduida, obtenint un oli groc. Es purifica

el cru amb una cromatografia en columna de gel de silice (4:1 hexa/AcOEt + 1% d’acid
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5. Part experimental

acetic) obtenint-se 2.00 g (4.51 mmol, 77%) d’un oli de color groc identificat com a acid
(2E,5R,7 S)-8-tert-butoxi-5-(tert-butoxicarbonil)-7-[(tert-butoxicarbonil)amino-8-oxo-2-

octenoic, 5.

Dades fisiques i espectroscopiques de 5:

'H NMR (250 MHz, CD;0D) & 6.86 (dt, J = 14.3, 7.1 Hz, 1H, H-3), 5.84 (dt, J = 15.4,
1.4 Hz, 1H, H-2), 4.03 (m, 1H, H-7), 2.59 (m, 1H, H-5), 2.40 (m, 2H, H-4), 2.07 (m, 1H,
H-6B), 1.65 (m, 1H, H-6A), 1.46 (s, 9H, -C(CH)3), 1.45 (s, 9H, -C(CH)3), 1.43 (s, 9H, -
C(CHs)s).

*C NMR (63 MHz, CD;0D) & 174.5 (C-1), 172.8 (C-1’), 169.0 (C-8), 157.3 (-NHCOO-),
146.7 (C-6), 124.4 (C-7), 82.4 (-C(CHj)s), 82.1 (-C(CHs)s), 80.2 (-C(CHs)s), 53.6 (C-2),
42.9 (C-4), 35.9 (C-5), 34.4 (C-3), 28.8 (-C(CHs)3), 28.4 (-C(CHs)s), 28.3 (-C(CHys)s).
[a]o?°= 59.8 (c 1.16, CH,Cl,)

IR (ATR) = 2977 (VCH3)y 1703(V(;=o), 1366(VCH3), 1247(VN-CO-O), 1147(V0=o), 844,

753(Vnc=0) cm™.

HMRS m/z (ES|+) 022H37N03
Calculada: 466.2411 (MNa*)
Experimental: 466.2417 (MNa®)

S’ha enregistrat els espectres COSY i HSQC.

5.2.9. Sintesi de I’ acid (5R,7S)-8-(tert-butoxi)-5-(tert-butoxicarbonil)-7-((tert-

butoxicarbonil)amino)-8-oxooctanoic, 3.

0 O

HO
Jm\ H,, Pd/C HOJ\k
NHBoc »

x  NHBoc
t-BuO,C” " COxt-Bu  ACOEtta.  1u0,c” " C0,t-Bu

5 3

En un matras de fons rod6 de 250 ml de capacitat proveit d’agitaci6 magnética es
dissolen 1.50 g (3.38 mmol) de acid (2E,5R,7S)-8-tert-butoxi-5-(tert-butoxicarbonil)-7-
[(tert-butoxicarbonil)amino-8-oxo-2-octenoic, 5, i 0.15 g (10% en pes) de Pd/C en 60
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5.Part experimental

ml d’AcOEt. S’addiciona H, mitjangant globus a pressié atmosférica. Es deixa la
mescla de reaccio agitant durant 16 h.

Transcorregut aquest temps, es filtra el cru sobre celite i s’evapora el dissolvent sota
pressié reduida, obtenint un oli groc. Es purifica el cru amb una cromatografia en
columna de gel de silice (5:4 hexa/AcOEt + 1% d’acid acetic) obtenint-se 1.50g (3.36
mmol, quantitatiu) d’un oli de color verd identificat com a acid (5R,7S)-8-(tert-butoxi)-5-

(tert-butoxicarbonil)-7-((tert-butoxicarbonil)amino) -8-oxooctanoic, 3.

Dades fisiques i espectroscopiques de 3:

'"H NMR (250 MHz, CD;0D) & 4.98 (dd, J = 11.2, 3.7 Hz, 1H, H-2), 2.42 (m, 1H, H-4),
2.30 (m, 2H, H-7), 2.05 (ddd, J = 14.3, 11.3, 3.7 Hz, 1H, H-3A), 1.59 (m, 5H, H-3, H-5,
H-6), 1.47 (s, 9H, -C(CH,)3), 1.46 (s, 9H, -C(CH,)3), 1.45 (s, 9H, -C(CH,)5).

*C NMR (91 MHz, CD;0D) & 176.8 (C-8), 175.9 (C-1), 173.3 (C-9), 157.8 (-NHCOO-),
82.5 (-C(CHj3)3), 81.9 (-C(CHj3)3), 80.3 (-C(CHj3);), 54.0 (C-2), 43.9 (C-4), 35.0 (C-3),
34.5 (C-7), 33.4 (C-5), 28.8 (-C(CHj3)3), 28.4 (-C(CHa3)3), 28.3 (-C(CHj3)3), 23.6 (C-6).
[a]p?°= 66 (c 0.3, CH,CI,)

IR (ATR) = 2976 (VCH3)y 1709(V0=o), 1366(VCH3), 1248(VN-CO-O), 1146(V0=o), 845 Cm_1.
HMRS m/z (ES|+) 022H39N03

Calculada: 468.2568 (MNa*)

Experimental: 468.2570 (MNa")

S’ha enregistrat els espectres COSY i HSQC.
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