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Introduccién 1

1. INTRODUCCION

1.1. La adhesion celular y la matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) es un entramado de moléculas, proteinas y
carbohidratos que se disponen en el espacio intercelular y que son secretados
por las propias células. Tiene mdltiples funciones: organiza las células para
formar tejidos y coordina sus funciones, proporciona una via para las
migraciones celulares, activa las vias clasicas de transduccion de sefiales que
inducen el crecimiento y la proliferacion de las células, asi como la expresion
génica entre otros'. Las principales macromoléculas que componen la matriz
extracelular son: el colageno, la elastina, los glucosaminoglucanos, los

proteoglucanos y las glicoproteinas.

Asi, los procesos fisiologicos como la embriogénesis, la diferenciacion
celular, la hemostasia, la cicatrizacion de heridas y la respuesta inmune estan
regulados por interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. Ya en las
primeras etapas del desarrollo embrionario, la adhesion entre las células y
entre las ceélulas y la matriz extracelular contribuyen a la determinacion del
desarrollo morfolégico del feto. Las interacciones de las células con las
diferentes moléculas presentes en la matriz extracelular hacen posible la
activacion y el desarrollo de estos procesos. La adhesion celular también
regula procesos fisiolégicos tales como la invasion de tejidos por células

tumorales y los procesos de metastasis y de angiogénesis?.

! a) P. Kanchanawong, G. Shtengel, A. M. Pasapera, E. B. Ramko, M. W. Davidson, H. F.
Hess, C. M. Waterman, Nature 2010, 468, 580. b) D. R. Critchley, Annu. Rev. Biophys. 2009,
38, 235. ¢) M. E. Hemler, Curr. Opin. Cell. Biol. 1998, 10, 578. d) R. A. Black, J. M. White, Curr.
Opin. Cell. Biol. 1998, 10, 654.

2 a) M. J. Rutkowski, M. E. Sughrue, A. J. Kane, S. A. Mills, A. T. Parsa, Molec. Cancer. Res.
2010, 8, 1453. b) S. M. Albelda, C. A. Buck, FASEB J. 1990, 4, 2868. c) R.O. Hynes, A. D.
Lander, Cell 1992, 68, 303. d) J. Travis, Science 1993, 260, 906. e) P. Carmeliet, Nature
Medicine 2000, 6, 389. f) P. Auguste, S. Lemiere, F. Larrieu-Lahargue Crit. Rev. Oncol.
Hematol. 2005, 54, 53.



2 Introduccién

La célula esta en contacto con su matriz extracelular (MEC) y con las
células contiguas a través de los receptores que presenta en su membrana. Se
conocen cuatro grandes familias de receptores: las integrinas, las cadherinas,

las selectinas y las inmunoglobulinas.

1.2. Las integrinas

Las integrinas® son las proteinas mas importantes en la mediacién de la
célula con la matriz extracelular. Las integrinas son receptores a, B
heterodiméricos unidos por un enlace no covalente. Son glicoproteinas
transmembrana formadas por dos subunidades, a y . Presentan varios
dominios extracelulares extensos, una hélice transmembrana y unos dominios

intracitoplasmaticos cortos (Figura 1.1).

f Centro activo de la integrina
oA

Dominio extracelular

subunidad o

* subunidad B

Membrana celular

Dominio intracelular

Filamentos
de actina

Figura 1.1. Imagen de una integrina

% a) S. Cabodi, M. P. Camacho-Leal, P. Di Stefano, P. Defilippi, Nature Rev. Cancer 2010, 10,
858. b) E. Ruoslahti, Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 1996, 12, 697. ¢) M.J. Humphries, Biochem.
Soc. Trans. 2000, 28, 311. d) J. B. Ambros, M. Schwaiger, Cancer Metastasis Rev. 2008, 27,
631.
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También es conocido, que sélo los dominios aA y BA, correspondientes
a los extremos mas externos de dichas ramas, interaccionan con el ligando y
por tanto, desencadenan la transduccion de la sefial al interior de la célula. Es
mas, el carbono-terminal de la subunidad B* conecta la integrina con filamentos
de actina del citoesqueleto a través de proteinas intracelulares como la talina®,
la viniculina® y la a-actinina’. Esto permite la unién de las células a la matriz

extracelular y la transduccion de la sefal al interior de la célula.

Ademés de la adhesion de la célula a la MEC (matriz extracelular), las
integrinas también median en procesos intracelulares como el control de la
forma celular, la migracién, la proliferacion, la supervivencia y la apoptosis

celular®.

Hoy en dia se conocen 8 subunidades 3 y 18 subunidades a, las cuales
se combinan para formar 24 tipos de integrinas presentes en las células de los
mamiferos. Estas se pueden clasificar de acuerdo a la estructura de las ramas
ayp (Figura 1.2).

* R.O. Hynes, Cell 1987, 48, 549.

®a) M. Thomas, M. Felcht, K. Kruse, S. Kretschmer, C. Deppermann, A. Biesdorf, K. Rohr, A. V.
Benest, U. Fiedler, H. G. Augustin, J. Biol. Chem. 2010, 31, 23842. b) D.J. Rees, S.E. Ades, J.
Singer, R.O. Hynes, Nature 1990, 347, 685.

® a) D. M. Beauvais, A. C. Rapraeger, J. Cell Sci. 2010, 21, 3796. b) A. P. Gilmore, K. Burridge,
Nature 1995, 373, 197. b) R. P. Johnson, S. W. Craig, Nature 1995, 373, 261.

" a) B. Addario, L. Backman, Cell. Mol. Biol. Lett 2010, 15, 665. b) C. A. Otey, F. M. Pavalko, K.
Burridge, J. Cell. Biol. 1990, 111, 721.

8 a) A. Howe, A. E. Aplin, S. K. Alahari, R. L. Juliano, Curr. Opin. Cell. Biol. 1998, 10, 220. b) R.
O. Hynes, Cell 2002, 110, 673. c) L. Belvisi, A. Bernardi, M. Colombo, L. Manzoni, D. Potenza,
C. Scolastico, G. Giannini, M. Marcellini, T. Riccioni, M.Castorina, P. LoGiudice, C. Pisano,
Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 169.
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Receptores
de

Laminina

Receptores de
RGD

Receptores de Colageno

Figura 1.2. Esquema de las diferentes subunidades  ay B en las diversas integrinas y sus
ligandos naturales

Las integrinas permanecen en estado quiescente sobre la membrana
celular, esperando la sefial bioquimica que las active. Las sobreexpresiones de
las integrinas a;pB3, avBs 0 asB; estan asociadas al desencadenamiento de
importantes mecanismos biolégicos relacionados con procesos tumorales. Asi,
por ejemplo, la primera estd implicada en la agregacion plaquetaria®, la
segunda (junto con la asBs) regula la angiogénesis™ o la migracion celular en
musculo blando vascular'! y las dos Gltimas estan implicadas en la adhesion de

osteoclastos en la matriz 6sea®?.

° a) R. K. Andrews, E. E. Gardiner, Y. Shen, M. C. Berndt, IUBMB Life 2004, 56, 13. b) J.
Wityak, T. M Sielecki, Exp. Opin. Ther. Patents 1996, 6, 1175.

193) J. J. Marugan, C. Manthey, B. Anaclerio, L. Lafrance, T. Lu, T. Markotan, K. A. Leonard, C.
Crysler, S. Eisennagel, M. Dasgupta, B. Tomczuk, J. Med. Chem. 2005, 48, 926. b) M. Cardo-
Vila, W. Arap, R. Pasqualini, Mol. Cell 2003, 11, 1151. c) F. A. L. M. Eskens, H. Dumez, R.
Hoekstra, A. Perschl, C. Brindley, S. Bottcher, W. Wynendaele, J. Drevs, J. Verweij, A. T. van
Oosterom, Eur. J. Cancer 2003, 39, 917. d) S. Stromblad, D. A. Cheresh, Cell Survival Chem.
Biol. 1996, 3, 881. e) X. Chen, C. Plasencia, Y. Hou, N. Neamati, J Med. Chem. 2005, 48, 1098.
(corigendum, J. Med. Chem. 2005, 48, 5874.). f) B. P. Eliceiri, D. A. Cheresh, J. Clin. Invest.
1999, 103, 1227. g) G. C. Tucker, Curr. Oncol. Rep. 2006, 2, 96.

1 a) H. Matsuno, J. M. Stassen, J. Vermylen, H. Deckmyn, Circulation 1994, 90, 2203. b) E. T.
Choi, L. Engel, A. D. Callow, S. Sun, J. Trachtenberg, S. Santoro, U. S. Ryan, J. Vasc. Surgery
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Por ello, no es de extrafiar que diferentes ligandos capaces de interferir
selectivamente estos procesos de adhesidén sean considerados como principios
activos en el tratamiento de patologias tales como la trombosis, la metastasis
de tumores solidos cancerosos, la restenosis posterior a la angioplastia

coronaria transluminal percutanea (PTCA) o la osteoporosis.

Existen diferentes proteinas naturales presentes en la matriz extracelular
gue actuan como ligandos selectivos de integrina (Tabla 1.1). Mientras que un
ligando puede ser selectivo para una sola integrina, hay otros ligandos que
interactuan con mas de una integrina, dependiendo de cual esté expresada en

la célula en ese momento.

Tabla 1. 1. Diferentes tipos de integrinas y sus li  gandos naturales
Integrina Ligando (proteina)
a2B1 colageno, laminina
a3 laminina, colageno I, epiligrina, fibronectina
B fibronectina, VCAM-1
asP; Fibronectina
avP1 fibronectina, vitronectina
a B2 ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3
aibPBs fibrindgeno,fibronectina, vitronectina, VWF
avPBs vitronectina, fibronectina, fibrinbgeno, colageno,

trombina, osteopontina, tenascina

En varios de estos ligandos hay una secuencia peptidica minima comdun,

la triada Arg-Gli-Asp (RGD), implicada en el reconocimiento de integrinas tales

como la aypBs, avBsz, asB1, ayvPi, avPv, avPe, avPs, agPa;

1994, 19, 125. c¢) L. Liaw, M. Almeida, C. E. Hart, S. M. Schwartz, C. M. Giachelli, Circ. Res.
1994, 74, 214.

12 a) L. T. Duong, G. A. Rodan, Rev. Endocr. Metab. Disord. 2001, 2, 95. b) P. G. Robey, Annu.
Rep. Med. Chem. 1993, 28, 227. ¢) V. W. Engleman, G. A. Nickols, F. P Ross, M. A Horton, D.
W. Griggs, S. L. Settle, P. G. Ruminski, S. L.Teitelbaum, J. Clin. Invest. 1997, 99, 2284. d) G.
Van der Pluijm, H. Mouthaan, C. Baas, H. de Groot, S. Papapoulos, C. Lowik, J. Bone Miner.
Res. 1994, 9, 1021. e) M. H. Helfrich, S. Nesbitt, M. Horton, J. Bone Miner. Res. 1992, 7, 345.
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Asi, durante estos Ultimos afios se han sintetizado diferentes
pseudopéptidos de bajo peso molecular, miméticos de RGD, para desarrollar
compuestos de alto interés farmacoldgico. Estas moléculas deben actuar como
buenos ligandos (mostrar una preferencia por el centro activo mayor que su
ligando natural) y ademas tener propiedades farmacodinamicas y estabilidad

proteolitica superiores a las proteinas naturales.

Sin embargo, el problema es mas dificil de lo que parece a primera vista,
ya que un ligando con elevada afinidad respecto a la integrina ayB3 pierde todo
Su interés como compuesto terapéutico si su afinidad también es elevada frente
a otras integrinas, como por ejemplo la o;,B3, puesto que podria generar
reacciones adversas a las deseadas como hemorragias, accidentes

cardiovasculares, trombos...

Por lo tanto, la cuestion clave a resolver para disponer de ligandos
eficaces seria la de obtener la maxima afinidad™ y selectividad frente a las
diferentes integrinas, logrando la maxima eficacia terapéutica con riesgo

minimo de reacciones adversas.

El punto crucial para resolver el problema de la actividad y selectividad
parece residir en la identificacion y fijacién de las diferentes conformaciones de
la triada RGD mediante la estabilizacién de determinados enlaces de hidrégeno
amidicos, con la imposicion de restricciones a dicha secuencia o a sus
miméticos equivalentes™. La presente memoria trata sobre la sintesis de

nuevos inhibidores de la integrina ayPs.

¥ La afinidad o potencia de un ligando se expresa en valores ICs, correspondientes a la
concentracién de ligando necesaria para desplazar el 50% de alguna de las proteinas naturales
antes mencionadas adheridas a la integrina estudiada. Por ejemplo, cuando se quiere medir la
actividad inhibitoria de un ligando frente a la integrina ayB3, se suele utilizar la vitronectina que
es la proteina natural selectiva de esta integrina; analogamente cuando la actividad a medir es
la de la integrina B3, la proteina a desplazar suele ser el fibrinégeno

 Mller, M. Gurrrath, H. Kessler, R. Timpl, Angew. Chem. Int. Ed. Eng. 1992, 31, 326.
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1.3. Integrina ayB3y angiogénesis

Judah Folkman® fue el primero en documentar que el crecimiento de un
tumor solido queda restringido a un tamafio de 2-3 mm de diametro si no se
activa el mecanismo de la angiogénesis. Asi, mediante la generacién de

nuevos capilares, el tumor recibe el oxigeno y los nutrientes que necesita.

La angiogénesis® es un proceso de muchos pasos, que es regulado por
un balance entre factores angiogénicos (factor de crecimiento vascular
endotelial, factor de crecimiento fibrolastico, factor de crecimiento endotérmico)

y otros antiangiogénicos'®(angiostatina, endostatina y trombospondina).

Un efecto facilmente reconocible de la angiogénesis es la capacidad
para formar nuevos capilares sanguineos a partir de capilares preexistentes.
Este fendmeno es esencial en la cicatrizacion de heridas, durante el desarrollo
embrionario, en la menstruacion y en los procesos antiinflamatorios, aunque

también favorece los procesos de vascularizacion y metastasis de tumores®’.

Como se ha mencionado anteriormente, la integrina ayBs regula
diferentes procesos como la angiogénesis, la migracién celular en musculo
blando vascular y la adhesién de osteoclastos en la matriz 6sea’®. Ademas, se
ha demostrado, que dicha integrina es un importante receptor que regula el
crecimiento de tumores, la invasion local y la metastasis potencial del tumor*®

€n procesos cancerosos.

' 3. Folkman, N. Engl. J. Med. 1971, 285, 1182.

18 3) L. M. Ellis, W. Liu, F. Fan, Y. D. Jung, N. Reinmuth, O. Stoeltzing, Oncology 2002, 16, 14.
b) W. Cai, X. Chen, Anticancer Agents Med. Chem. 2006, 6, 407. c) P. Carmeliet, R. K. Jain,
Nature 2000, 407, 249.

ol a) G. Poste, I. J. Filder, Nature 1980, 283, 139. b) G. L. Nicholson, Biochim. Biophys. Acta
1982, 695, 113. c¢) L. A. Liotta, Cancer Res. 1986, 46, 1. d) L. A. Liotta, C. N. Rao, U. M.
Wewer, Annu. Rev. Biochem. 1986, 55, 1037.

18 a) J. D. Hood, D. A. Cheresh, Nat. Rev. Cancer 2002, 2, 91. b) E. Ruoslhati, Nat. Rev.
Cancer 2002, 2, 83.
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Esta integrina se sobreexpresa en la membrana celular de diferentes
tumores malignos promoviendo la adhesion de las células tumorales con
diferentes proteinas de la matriz extracelular (MEC), permitiendo a estas
células migrar durante la invasion y la extravasacion'. La sobreexpresion
aparece Unicamente en las células endoteliales proximas al estimulo, mientras
que en el resto de células endoteliales® y en la mayoria de los sistemas de

organos en estado normal no se encuentra.

Después de la activacion de las células endoteliales, las enzimas
proteoliticas como la serina proteasa y la matriz metaloproteinasa (MMP)* son
excretadas por la célula. Estas enzimas degradan la membrana basal, y es en
este punto, donde las integrinas tienen un papel crucial, ya que permiten la
migracion de las células endoteliales a través de esta membrana basal
(Figura 1.3).

Las integrinas no solo estan implicadas en procesos de adhesion celular
sino que también regulan el crecimiento de las células endoteliales y su
supervivencia mediante la inhibicion de la apoptosis y diferenciacion durante

los procesos angiogénicos.

Resumiendo, el tumor requiere de la angiogénesis para nutrirse y para
una rapida proliferacion de sus células. Estos nuevos vasos sanguineos
generados, ademas de nutrir al tumor primario, son utilizados por las células

tumorales como via para entrar en el torrente sanguineo, dando lugar al

19 a) Felding-Habermann, Clin. Exp. Metastasis 2003, 20, 203. b) P. C. Brooks, R. A. F. Clark,
D. A. Cheresh, Science 1994, 264, 569. c) P. C. Brooks, A. M. P. Montgomery, M. Rosenfeld,
R. A. Reisfeld, T. Hu, G. Klier, D. A. Cheresh, Cell 1994, 79, 1157.

20 a) L. Damjanovich, S. M. Albelda, S. A. Mette, C. A. Buck, Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 1992,
6, 197. b) J. E. Bridges, P. Englefield, I. E. Boyd, W. R. Roche, E. J. Thomas, Int. J. Gynecol.
Cancer 1995, 5, 187.

2L a) D. Bourboulia, W. G. Stetler-Stevenson, Semin. Cancer Biol. 2010, 20, 161. b) J. E.
Rundhaug, J. Cell. Moll. Med. 2005, 9, 267.

?2 3) D. T. Rutkowski, R. S. Hedge, J. Cell Biol. 2010, 189, 783. b) B. P. Eliceiri, D. A. Cheresh,
Cancer J. Sci. Am. 2000, 6, 245.



Introduccién 9

fendmeno de metastasis. Durante la metastasis la célula cancerigena origina
un elevado numero de interacciones adhesivas diferentes, que implican la

formacion incontrolada de vasos sanguineos

Localizacion pequefio tumor Tumor que puede crecer y expandirse
Angiogenesis

Vaso sanguineo

Molécula
senal

Figura 1.3. Esquema general del proceso de angiogén esis inducido por un tumor

Como consecuencia de estos fenomenos se han disefiado varios
antagonistas de la integrina ayBs3 con el fin de bloquear el mecanismo de
angiogénesis que activa un tumor. Ademas se ha descubierto que estos
compuestos no afectan a los vasos sanguineos preexistentes, por lo que
presentan un perfil farmacologico aceptable. Los inhibidores de integrinas ayf33
no solo bloguean la angiogénesis induciendo la apoptosis de nuevas células
tumorales creadas, sino que en algunos casos puede observarse hasta una

regresion en el tamario de la masa tumoral®.

B pc. Brooks, S. Stromblad, R. Klemke, D. Visscher, F. H. Sarkar, D. A. Cheresh, J. Clin.
Invest. 1995, 96, 1815.
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1.3.1. Diseiio de inhibidores selectivos de lainteg  rina a3

Hasta la fecha, se han sintetizado diferentes inhibidores de la integrina
avfBs. Sin embargo, bien sea por problemas de toxicidad, estabilidad metabdlica,
selectividad, o especificidad no se han conseguido inhibidores suficientemente
eficaces y selectivos para dicha integrina. Las diferentes estrategias

desarrolladas encaminadas a alcanzar este fin se describen a continuacion.

Por un lado, el empleo de anticuerpos monoclonales® mAb
(monocolonal antibodies). Asi el Abegrin® (Vitaxin Il 6 MEDI-522), el CNTO95%
(Centocor) y el abciximab®* (C7E3) estan siendo analizados como antagonistas
de la integrina ayB3 y se encuentran en diferentes fases de ensayos clinicos en

varias terapias antitumorales.

Por otro lado esta el uso de desintegrinas. Estas son una familia de
compuestos de bajo peso molecular (47-84 aminoacidos) ricas en cisteina y
qgue presentan la secuencia RGD en su estructura y bloquean la interaccion de

los ligandos naturales con las integrinas de la pared celular. Son proteinas

24 a) F. Guo, S. Das, B. M. Mueller, C. F. Barbas lll, R. A. Lerner, S. C. Sinha, PNAS 2006, 103,
11009. b) C. C. Kumar, M. Malkowski, Z. Yin, E. Tanghetti, B. Yaremko, T. Nechuta, J. Varner,
M. Liu, E. M. Smith, B. Neusdadt, M. Presta, L. Armstrong, Cancer Res. 2001, 61, 2232.

%% 3) J. C. Gutheil, T. N. Campbell, P. R. Pierce, J. D. Watkins, W. D. Huse, Clin. Cancer Res.
2000, 6, 3056. b) S. R. Patel, J. Jenkins, N. Papadopoulus, M. A. Burgess, C. Plager, J.
Gutterman, R. S. Benjamin, Cancer 2001, 92, 1347. c) J. A. Posey, M. B. Khazaeli, A. del
Grosso, M. N. Saleh, C. Y. Lin, W. Huse, A. F. Lobuglio, Cancer Biother. Radiopharm. 2001, 16,
125.

%6 a) Q. Chen, C. D. Manning, H. Millar, F. L. MacCabe, C. Ferrante, C. Sharp, L. Shahied-
Arruda, P. Doshi, M. T. Nakada, G. M. Anderson, Clin. Exp. Metastasis 2008, 25, 139. b) M.
Trikha, Z. Zhou, J. A. Nemeth, Q. Chen, C. Sharp, E. Emmell, J. Giles-Komar, M. T. Nakada,
Int. J. Cancer 2004, 110, 326. ¢) S. A. Mullamita, N. C. Ton, G. J. M. Parker, A. Jackson, P. J.
Julyan, C. Roberts, G. A. Buonaccorsi, Y. Watson, K. Davies, S. Cheung, L, Hope, J. W. Valle,
J. A. Radford, J. Lawrance, M. P. Saunders, M. C. Munteanu, M. T. Nakada, J. A. Nemeth, H.M.
Davis, Q. Kiao, U. Prabhakar, Z. Lang, R. B. Corrigham. R. A. Beckam, G.C. Jayson, Cli.
Cancer Res. 2007, 25, 1651.

2 a) J. A. Varner, M. T. Nakada, R. E. Jordan, B. S. Coller, Angiogenesis 1999, 3, 53.
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aisladas del veneno de las serpientes de la familia Viperidae, y podemos
encontrar inhibidores de la integrina ayBs como la equistatina® y la

contortrostatina®.

Otra estrategia se basa en el uso de silenciadores de ARN (siARN). Esta
técnica consigue inhibir la expresion génica, y se esta utilizando en el
tratamiento de enfermedades relacionadas con el cancer®. El silenciador de
ARN consiste en un complejo constituido por multiples proteinas, denominado
RISC (complejo de silenciamiento inducido por ARN). Este complejo se une a
una de las cadenas de ARN, y busca al ARN mensajero®, (ARNm), al que se
adhiere e inicia su degradacion total. Una vez degradado, el complejo esta libre
para buscar una nueva cadena de ARNm. Cuando el ARNm que codifica una
proteina determinada desaparece, ésta no puede ser sintetizada, con lo que se
elimina el efecto bioldgico al que da lugar.

La cuarta estrategia se basa en el disefio de péptidos y de
peptidomiméticos de RGD. Los peptidomiméticos son sustancias que
presentan sustituyentes analogos y la misma estructura secundaria que el
péptido natural al que imitan, permitiendo desplazar al péptido original de
receptores o enzimas. Se preparan manteniendo la secuencia del péptido
natural y alterando minimamente su entorno a través de aminoacidos o enlaces
amidicos modificados (pseudopéptidos) o introduciendo otro tipo de enlaces no

amidicos, un enlace éster (depsipéptidos), o heterociclos como lactamas de

?® 7. R. Gan, R. J. Gould, J. W. Jacobs, P. A. Friedman, M. A. Polokoff, J. Biol. Chem. 1988,
263, 19827.

?'s5. Swenson, F. Costa, R. Minea, R. P. Sherwin, W. Ernst, G. Fujii, D. Yang, F. S. Markland,
Mol. Cancer Ther. 2004, 3, 499.

% a) U. Fuchs, A. Borkhardt, Adv. Cancer Res. 2007, 96, 75. b) P. Y. Lu, M. C. Woodle,
Methods Mol. Biol. 2008, 437, 93. ¢) L. Cao, P. Du, S. H. Jiang, G. H. Jing, Q. L. Huang, Z. C.
Hua, Mol. Cancer Ther. 2008, 7, 851.

%1 El ARN mensajero (ARNm o RNAm) lleva la informacién sobre la secuencia de aminoacidos
de la proteina desde el ADN, lugar en que esta inscrita, hasta el ribosoma, lugar en que se
sintetizan las proteinas de la célula. Es, por tanto, una molécula intermediaria entre el ADN y la
proteina y el apelativo de "mensajero” es del todo descriptivo. Para mas informacion, ver: R.

Michalak, J. Evol. Biol. 2006, 19 , 1768.
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diversos tamafos. Estas modificaciones o cambios generalmente otorgan una
mayor resistencia metabdlica, pues no son reconocidos por las proteasas.
Ademas, la modificacion introducida suele restringir la libertad conformacional
respecto del péptido natural del que derivan, lo que puede aumentar la

selectividad frente al ligando natural al cual imitan.

Estos compuestos también nos dan informacion acerca de la
conformacién bioactiva del péptido natural y de su receptor®, lo que permite

profundizar en el conocimiento de la relacidén entre estructura y actividad.

En el caso de los miméticos de la vitronectina existen dos estrategias

para el disefio de peptidomiméticos de RGD conformacionalmente restringidos:

La primera de ellas consiste en disefiar pseudopéptidos denominados
“miméticos abiertos” (Figura 1.4). Estos compuestos presentan la sustitucion de
uno o varios de los aminoacidos (arginina, glicina y aspartico) del péptido
original RGD por analogos que contengan los grupos polares guanidina y acido
carboxilico, asi como grupos hidrofébicos, como por ejemplo anillos
aromaticos, adecuadamente posicionados. Dos ejemplos representativos® son
los pseudopéptidos SC-68448 y SCH221153. El SC-68448 ha demostrado
reducir el crecimiento de un tumor en ratones en un 80% Yy bloquear
completamente el desarrollo de hipercalcemia. EI SCH221153 es un buen
inhibidor tanto de la integrina ayBs (ICso= 3.2 nM) como de la ayBy. (ICso=
1.7nM).

%2 a) G. V. Nikiforovich, G. R. Marshall, S. Achilefu, Chem. Biol. Drug Des. 2007, 69, 163. b) G.
R. Marshall, Biopolymers 2001, 60, 246.

% a) C. P. Carron, D. M. Meyer, V. W. Engleman, J. G. Rico, P. G. Ruminski, R. L. Ornberg, W.
F. Westlin, G. A. Nichols, J. Endocrino. 2000, 165, 587. b) M. Friedlander, P. C. Brooks, R. W.
Shaffer, C. M. Kincaid, J. A. Varner, D. A. Cheresh, Science. 1995, 270, 1500.
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Figura 1.4. Ejemplo de miméticos abiertos

Esta estrategia esta fundamentada en tres observaciones relacionadas
con la estructura RGD y su interaccion con los dominios aA y BA de la
integrina®. Asi el grupo guanidino de la arginina se coordina con un bolsillo
acido de la rama aA. El grupo acido del aspartico interactia con un bolsillo
basico de la rama BA dependiente del ion metélico (MIDAS: Metal lon-
Dependent Adhesion Site). Finalmente, existe un bolsillo hidrofébico del
dominio BA que es cubierto generalmente por un grupo aromatico. No hay que
descartar sin embargo, la posible existencia de un bolsillo hidrofilico préximo al

bolsillo hidrofébico tal y como parecen sugerir algunos datos de la bibliografia®.

La segunda estrategia para el desarrollo de miméticos de la vitronectina
consiste en el disefio de ciclopéptidos que contengan la unidad RGD formando
parte de una estructura macrociclica. Ademas de la menor flexibilidad del

péptido o pseudopéptido resultante®, la conformaciéon activa puede fijarse

% a) S. L. Goodman, G. Holzeman, G. A. G. Sulyok, H. Kessler, J. Med. Chem. 2002, 45, 1045.
b) J. Samanen, F. Ali, T. Romoff, R. Calvo, E. Sorenson, J. Vasko, B. Storer, D. Berry, D.
Benett, M. Strohsaker, D. Powers, J. Stadel, A. Nichols, J. Med. Chem. 1991, 34, 114. c) J.
Singh, S. Adams, M. B. Carter, H. Cuervo, W. C. Lee, R. R. Lobb, R. B. Pepinsky, R. Petter, D.
Scott, Curr. Top. Med. Chem. 2004, 4, 1497. d) J. Singh, H. van Vlijmen, Y. S. Liao, W. C. Lee,
M. Cornebise, M. Harris, I. H. Shu, A. Gill, J. H. Cuervo, W. M. Abraham, S. P. Adams, J. Med.
Chem. 2002, 45, 2988. e) G. X. Yang, W. K. Hagmann, Med. Res. Rev. 2003, 23, 369.

* R. Haubner, R. Gratias, B. Diefenbach, S. L. Goodman, A. Jonczyk, H. Kessler, J. Am. Chem.
Soc. 1996, 118, 7461.

% a) C. E. Peishoff, F. R. Ali, J. W. Bean, R. Calvo, C. A. D’Ambrosio, D. S. Eggleston, S. M.
Hwan, T. P. Kline, P. F. Koster, A. Nichols, D. Powers, T. Romoff, J. M. Samanen, J. Stadel, J.
A. Vasko, K. D. Kopple, J. Med. Chem. 1992, 35, 3962. b) R. M. Scarborough, J. W. Rose, M.
A. Hsu, D. R. Philips, V. A. Fried, A. M. Campbell, L. Nanizzi, I. F. Charo, J. Biol. Chem. 1991,
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mediante la formacién de enlaces de hidrégeno intramoleculares entre los
grupos dadores de amida y los grupos aceptores carbonilo del ciclo. Por otra
parte, los ciclopéptidos tienen una serie de ventajas frente a los péptidos
lineales ya que al reducir su flexibilidad conformacional hace que incremente su
potencia y selectividad frente a los receptores®’, ademas de aumentar las

probabilidades para una biodisponibilidad oral®® respecto al péptido original.

Entre los péptidomimeéticos ciclicos que contienen la triada Arg-Gli-Asp
(RGD) en su estructura cabe destacar el Eptifibatide® y el Cilengitide (Figura
1.5). El Eptifibatide es utilizado hoy en dia para reducir el riesgo de episodios
isquémicos cardiacos agudos y se comercializa actualmente con el nombre de

“Integrilin”®.

266, 9359. c¢) K. D. Kopple, P. W. Baures, J. W. Bean, C. A. Dambrosio, J. L. Hughes, C. E.
Peishoff, D. S. Eggleston, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 9615.

%"a) Y. Linde, O. Ovadia, E. Safrai, Z. Xiang, F. P. Portillo, D. E. Shalev, C. Haskell-Luevano, A.
Hoffman, C. Gilon, Biopolymers 2008, 90, 671. b) S. Hanessian, G. McNaughton-Smith, H.G.
Lombart, W. D. Lubell, Tetrahedron 1997, 53, 12789. c) K. Burgess, Acc. Chem. Res. 2001, 34,
826. d) V. J. Hruby, Nat. Rev. Drug Discovery 2002, 1, 847. e) K. Suat Kee, S. D. S. Jois, Curr.
Pharm. Des. 2003, 9, 1209.

% D. F. Veber, S. R. Johnson, H. Y. Cheng, B. R. Smith, K. W. Ward, K. D. Kopple, J. Med.
Chem. 2002, 45, 1375.

% M. J. Fisher, B. Gunn, C. S. Harms, A. D. Kline, J. T. Mullaney, A. Nunes, R. M. Scarborough,
A. E. Arfsten, M. A. Skeleton, S. L. Um, B. G. Utterback, J. A. Jakubowsky, J. Med. Chem.
1997, 40, 2085.
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N H 2 o HN NH
N 2
° H " HOOC
o NH
H HN N
oocC Jl\ \n/\H o)
N~ “NH, o}
H |
EPTIFIBATIDE CILENGITIDE
IC5p=120 nM IC5,=0.1 nM

Figura 1.5. Ejemplos de inhibidores ciclicos conten iendo la triada RGD

El Cilengitide®® [ciclo-(RGDf(NMe)Val)] es una de las sustancias
inhibidoras de integrinas ayPBs mas potentes y selectivas que existen y ha sido
aceptado como medicamento huérfano para el tratamiento del glioblastoma

humano® (un tipo de tumor cerebral).

Sobre esta estructura se han concentrado la gran mayoria de las
investigaciones en este campo®. Por ejemplo, la desmetilaciéon de la (L)-Valina
produce una disminucion notable en la actividad (ICso= 0.1 uM). EIl cambio de la
(D)-fenilalanina por su enantiomero en el compuesto N-desmetilado tampoco

ha mejorado la actividad respecto al Cilengitide. También se ha podido

“° R. Haubner, W. Schmit, G. Holzeman, S. L. Goodman, A. Jonczyk, H. Kessler, J. Am. Chem.
Soc. 1996, 118, 7881.

*1'a) D. A. Reardon, K. L. Fink, T. Mikkelsen, T. F. Cloughesy, A. O'Neill, S. Plotkin, M. Glantz,
P. Ravin, J. J. Raizer, K. M. Rich, D. Schiff, W. R. Shapiro, S. Burdette-Radoux, E. J. Dropcho,
S. M. Wittemer, J. Nippgen, M. Picard, L. B. Nabors, J. Clin. Oncol. 2008, 26, 5610. b) H.
Friess, J. M. Langrehr, H. Oettle, J. Raedle, M. Niedergethmann, C. Dittrich, D. K. Hossfeld, H.
Stoeger, B. Neyns, P. Herzog, P. |. Piedbois, F. Dobrowolski, W. Scheithauer, R. Hawkins, F.
Katz, P. Balcke, J.;Vermorken, S. van Belle, N. Davidson, A. A. Esteve, D. Castellano, J. Kleeff,
A. A. Tempia-Caliera, A. Kovar, J. Nippgen, BMC Cancer 2006, 6. 285.

2 E. Lohof, E. Planker, C. Mang, F. Burkhart, M. A. Dechantsreiter, R. Haubner, H. J. Wester,
M. Schwaiger, G. Holzemann, S. L. Goodman, H. Kessler, Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39,
2761.
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determinar que la modificacion de la naturaleza de los substituyentes presentes
en la posicion a de los aminoacidos de la parte superior del ciclo, fenil alanina y
valina, influyen de manera notable en la actividad de los ciclopéptidos
resultantes. Asi, con excepcion de un ejemplo que se comentara mas adelante,
la presencia de grupos hidrofilicos sobre el carbono a del fragmento 4 de los
ciclopentapéptidos de RGD, disminuye la actividad antiangiogénica de los
compuestos. Cualquier tipo de modificicacion realizada sobre el fragmento 5

carece de influencia significativa en la bioactividad de los ciclos (Figura 1.6).

§
/\(o HN ™ 0 HN ™
(3) “fk NH /\g) “TM NH
HooC HOOC
2 HN 2
HN;,é“/\H’i o ‘(NHZ HN\‘"“[]/\HE o HN—QNl_I2

IC50=0.1 mM IC50=30 mM

c(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val) ¢(Arg-Gly-Asp-L-Phe-Val)

Figura 1.6. Modificaciones realizadas sobre los cic  lopéptidos. Numeracioén arbitraria

Para intentar mejorar la capacidad antiangiogénica del compuesto de
referencia, Cilengitide, se han realizado otras modificaciones que formalmente
se basan en la N-metilacion® sucesiva de los a-aminoacidos presentes en la
estructura; la substitucion de los enlaces amida por aminas o tioamidas*; la
preparacion de depsipéptidos mediante la substitucion sucesiva de los a-
aminoacidos por los correspondientes a-hidroxiacidos® y la retro-inversion del
ciclo®. Esta Ultima estrategia consiste en partir de un ciclopéptido de referencia,

sintetizar la retrosecuencia de ese compuesto cambiando el orden de conexién

“* M. A. Dechantsreiter, E. Planker, B. Matha, E. Lohof, G. Hélzeman, A. Jonczyk, S. L.
Goodman, H. Kessler, J. Med. Chem. 1999, 42, 3033.

“ A. Geyer, G. Milller, H. Kessler, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 7735.

®oT, Cupido, J. Spengler, J. Ruiz-Rodriguez, J. Adan, F. Mitjans, J. Puilats, F. Albericio,
Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 2732.

% J. Wermuth, S. L. Goodman, A. Jonczyk, H. Kessler, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 1328.
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C-N por N-C, e invertir ademas la configuracion de todos los aminoécidos

presentes. Por ejemplo, partiendo del ciclo(L-Arg-L-Gli-L-Asp-D-Phe-L-Val) se

obtiene el compuesto ciclo(D-Val-L-Phe-D-Asp-D-Gli-D-Arg) representado en la

Figura 1.7. Sin embargo, ninguna de estas modificaciones se ha traducido en

una mejora de la actividad con respecto al compuesto de referencia Cilengitide.

N Metilacion Reduccién
R3_N
HOOC 5 P NH  Hooc /F
O O
R1=Me R2=R3=R4=R5=H R= CH2 6CS
R2=Me R1=R3=R4=R5=H
R3=Me R1=R2=R4=R5=H
R4=Me R1=R2=R3=R5=H
R5=Me R1=R2=R3=R4=H
Sustituciéon enlace amida por ester Retro-inversion
fo) (o)
A R N N
RS o HN W=o
NH > /L
HOOC
R4\n/ R!\/rOHm_(NH HN : H °
) 5

R1=O R2=R3=R4=R5=NH
R2=O R1=R3=R4=R5=NH
R3=O R1=R2=R4=R5=NH
R4=O R1=R2=R3=R5=NH
R5=O R1=R2=R3=R4=NH

Figura 1.7.
antiangiogénica

Diferentes estrategias desarrolladas pa

ra

incrementar

la actividad

Por ultimo, también se ha ensayado la introduccion de ciclos lactamicos

y espirolactamicos, llamados

“lactamas de Freidinger

147

ya que como es

47 a) A. Giannis, T. Kolter, Angew. Chem. Int. Ed. 1993, 32, 1244. b) J. Gante, Angew. Chem.
Int. Ed. 1994, 33, 1699. c) A. J. Souers, J. A. Ellman, Tetrahedron 2001, 57, 7431. c) A. Perdih,
D. Kikelj, Curr. Med. Chem. 2006, 13, 1525.
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conocido, la insercién de un ciclo adicional dentro de un ciclo reduce aun mas
las poblaciones conformacionales mayoritarias del péptido. Sin embargo, la
introduccidon de estas lactamas, a pesar de disminuir aun mas los grados de
libertad conformacional de los compuestos resultantes, no han conseguido
incrementar la actividad inhibidora de integrinas a.8s en relacién al Cilengitide*’
(Figura 1.8).

Cilengitide=0.5 nM

"ACTAMA/ AlCs=32 nM
BICsq=20 nM

2=° """\/\L_R NH C IC5o= 0.8 nM
D ICsq=1.0 nM

HO,C HN\H/\N o H_MNHZ E ICso= 53 nM

H F 1C5,= No activo
o)
/

LN N

COOMe
o) \v
©\/\L ,/\0 HN\\ H H \ N
| " o HT\ o
www (o) www

L —o o}
A B -
S C
LACTAMA = < "
: .
N / e N F— N
HN~‘:<O HO” N 0
o ° N o 0 A0
D E F

Figura 1.8. Diferentes tipos de ciclopéptidos con ¢ onformaciones restringidas mediante
la incorporacion de un ciclo, “Lactamas de Freiding er”. Valores de IC g, de los
compuestos A * B* c* D, E™, y F*® con respecto al Cilengitide

8 N. Cini, A. Trabocchi, G. Menchi, A. Bottoncetti, S. Raspanti, A. Pupi, A. Guarna, Bioorg.
Med. Chem. 2009, 17, 1542.

%S, Urman, K. Gaus. Y. Yang, U. Strijowski, N. Sewald, S. De Pol, O. Reiser, Angew. Chem.
Int. Ed. 2007, 46, 3976.

% | Belsivi, A. Bernardi, A. Checchia, L. Manzoni, D. Pontenza, C. Scolastico, M. Castorina, A.
Cupelli, G. Giannini, P. Carminati, C. Pisano, Org. Lett. 2001, 3, 1001.

51

D. Arosio, L. Manzoni, E. M. V. Araldi, A. Caprini, E. Monferini, C. Scolastico, Bioconjugate
Chem. 2009, 20, 1611.
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A raiz de la reciente obtencion de la estructura de rayos X del segmento
extracelular de la integrina avBs cuando forma un complejo con el Cilengitide®>
ha sido posible una definicion mas precisa de los centros activos de los
dominios oA y BA de la integrina avs. Las modelizaciones llevadas a cabo con
la Cilengitide® y otros ligandos han permitido establecer cinco centros de
interaccion posibles, uno de ellos en el dominio aA y otros cuatro en el dominio
BASB.

| ey
| Y
-\-\\.
N NH e
g . Ser123
ﬂ\ N
O \ ™
b H ~._ O -
by
.
™~
'\.ﬁ
b
S
=3 .

k.
B

Figura 1.9. Representacion de los centros de intera  ccion del Cilengitide con el receptor
de laintegrina avf3

2 M. A. Arnaout, S. L. Goodman, J. P. Xiong, Curr. Opin. Cell Biol. 2007, 19, 495.

>3 a) J. P. Xiong, T. Stehle, R. G. Zhang, A. Joachimiak, M. Frech, S.L. Goodman, M. A.
Arnaout, Science 2002, 296, 151. b) J. P. Xiong, T. Sthele, R. G. Zhang, B. Diefenbach, R.
Dunker, D. L. Scott, A. Joachimiak, S. L. Goodman, M. A. Arnaout, Science 2001, 294, 339. c¢)
T. Xiao, J. Tagaki, B. S. Collers, J. H. Wang, T. A. Springer, Nature 2004, 432, 59. d) L.
Marinelli, A. Lavecchia, K. E. Gottschalk, E. Novellino, H. Kessler, J. Med. Chem. 2003, 46,
4393.



20 Introduccién

Los estudios realizados en base a modificaciones estructurales de los
ciclopeptidomiméticos de RGD han permitido establecer que la configuracién
(D o L)* de todos los a-aminoacidos que forman parte de la estructura asi
como la formacién de enlaces de hidrégeno intramoleculares® son los factores

que determinan la conformacion preferente del ciclopéptido.

1.3.2. Estructura secundaria: giros y y giros B

Hoy en dia se conoce que muchos péptidos con actividad biologica

presentan una conformacion y y/o B girada en su estructura.

Se denominan giros a los cambios de direccion en la cadena peptidica.
Constan de unos pocos aminoacidos y el giro B es el mas abundante en las
proteinas naturales.

0 2

(+1) R}J\N/S: (2 " R1>)L )\y(ﬁi:%

HN

\
0y

QuumnH—=N O\ (f+2)
R (i+3) () r
/ NH
", e "
ﬂ giro-B ﬂ ﬂ giro—y
N

N

Figura 1.10. Representacién de un giro B yungiro a

El giro B fue definido por primera vez en 1968 por Venkatachalam®. Las
estructuras de giro beta tipicas estan constituidas por cuatro aminoacidos que
forman un pseudociclo de 10 &tomos en el que el grupo amida del residuo (i+3)
actua como dador en un enlace de hidrogeno al carbonilo del residuo (i) (Figura

1.11). Otra caracteristica de los giros B, es que la distancia entre los carbonos

** a) H. Matter, H. Kessler, J. Am Chem. Soc. 1995, 117, 3347. b) R. Haubner, D. Finsinger, H.
Kessler, Angew Chem. Int. Ed. 1997, 36, 1375.

* C.A. Bewley, H. Hey, D. H. Williams, D. J. Faulkner, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 4314.

*® C. M. Vankatachalam, Biopolymers 1968, 6, 1425.
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a de los residuos (i) e (i+3) es menor de 7 A%, y que los residuos (i+1) e (i+2),

no describen una estructura helicoidal.

Por su parte, los giros y estan formados por tres aminoacidos,
generando un pseudociclo de 7 4tomos. En este caso el enlace de hidrogeno
también se forma entre el carbonilo del primer aminoacido (i) y el grupo amida

del ultimo (i+2), pero unicamente queda un residuo interno (i+1).

Existen diferentes tipos de giros-B (Figura 1.11), que se clasifican en
funcién de los valores de los angulos diedros ¢ (en torno al enlace N-Ca) y g
(en torno al enlace Ca-C=0) de los residuos -(i+1)- e -(i+2)*. Otra caracteristica
de los giros-B es que la longitud media del enlace (i) C=0....H-N (i+3) suele
estar comprendida entre 1.8 y 2.5A para la distancia O.....H y entre 2.4 y 3.3A

para la distancia O.....N.

Giro-B  o(i+1) w(i+1) ¢(i+2) w(i+2)
tipo
I -60 -30 -90 0
I +60 +30 +90 0
Il -60 +120 +80 0
Ir +60 -120 -80 0
1l -60 -30 -60 -30
i +60 +30 +60 +30
\ -80 +80 +80  -80
Vv +80 -80 -80 +80
Via -60  +120 -90 0
Vib  -120 +120 -60 +150
VI -60 -30 -120 +120

Figura 1.11. Representacion de un giro By su clasificacion

" W. Kabsch, C. Sander, Biopolymers 1983, 22, 2577.

*® para clasificaciones detalladas de los tipos de giros-B, ver: a) G. D. Rose, L. M. Gierasch, J.
Smith, A. Adv. Protein Chem. 1985, 37, 1. b) C. M. Wilmot, J. M. Thornton, Prot. Engineer.
1990, 3, 479. c) J. B. Ball, R. A. Hughes, P. F. Alewood, P. R. Andrews, Tetrahedron 1993, 49,
3467. d) K. S. Rotondi, L. M. Gierash, Biopolymers (Pept. Sci.) 2006, 84, 13.
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A pesar de que los giros-B tipo | representan el 42% de los giros
encontrados en estructuras cristalinas de proteinas, la mayoria de los
mimeéticos de giros-B descritos son de tipo Il, y I’ y, en menos ocasiones, de
tipo I, 1, 6 VI*.

Por otra parte, solo se presentan dos tipos de giros vy, el normal y el
inverso, dependiendo de si el enlace de hidrégeno esta por delante o por detras
del plano formado por el enlace peptidico del resto intermedio (i+1) cuando
éste se representa con los grupos N- y C- terminales de izquierda a derecha
(Figura 1.12).

Giro-y o (i+1) v (i+1)

Normal +70...+85° -60... -70°

Inverso -70... -85° +60...+70°

Figura 1.12. Representacion de un giro  y y su clasificacion

Aquellos giros, B 6 vy, en los que no existen enlaces de hidrégeno
intramoleculares y cuyos angulos ¢ y ¢ no se desvian mas de + 30° de los

valores ideales se conocen como giros abiertos.

La formacion de uno u otro tipo de giro, depende de la naturaleza de los

residuos que participan en él. Por ejemplo, la presencia de un residuo de

% para miméticos de giros-B, ver: a) S. Oishi, Tetrahedron 2006, 62, 1416. b) Y. J. Cheng, L.
A. Christianson, H. E. Stanger, D. R. Powell, S. H. Gellman, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120,
10555. ¢) Y. J. Cheng, J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 3995. d) H. Diaz, J. R. Espina, J. W.
Nelly, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 8316.



Introduccién 23

prolina en la posicion (i+1), favorece la formacién de un giro-B*°. Por otro lado,
también es conocida la influencia de la configuracion relativa de los residuos
centrales -(i+1)-(i+2)- sobre el tipo de giro-B que se genera. En general,
secuencias homoquirales en estos dos residuos, es decir (L-L) o (D-D),
favorecen la formacion de giros-B de tipo | y I’ respectivamente, y secuencias
heteroquirales (L-D) o (D-L) favorecen la formacion de giros-g de tipo Il y 1I'*%.

Otro factor que influye en el tipo de giro son las cadenas laterales de los
aminoacidos contiguos. Dependiendo del angulo pseudodiedro que formen
entre ellos, el esqueleto peptidico se dispondra de una manera determinada
generando uno u otro tipo de conférmero. Este cambio de conformacion,
dependiendo de la orientacion de las cadenas laterales de los residuos, es un

factor critico en la selectividad de los péptidos por sus receptores®.

® B. Laufer, J. Chatterjee, A. O. Frank, H. Kessler, J. Pept. Sci. 2009, 15, 141.

ot a) V. Brenner, F. Piuzzi, I. Dimicoli, B. Tardivel, M. Mons, Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46,
2463. b) V. J. Hruby, F. A-Obeidi, W. Kazmierski, Biochem J. 1990, 268, 249.

6 a) G. Mller, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1996, 35, 2767. b) A. C. Il Bach, J. R. Espina, S. A.
Jackson, P. F. W. Stouten, J. L. Duke, A. M. Shaker, W. F. deGrado, J. Am. Chem. Soc. 1996,
118, 293.
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1.4. Ciclopéptidos pB-lactdmicos. Antecedentes

Mediante estudios realizados en nuestro laboratorio, se ha podido
establecer que la insercién de un puente metileno entre las posiciones Ca (i+1)
y N (i+2) de una cadena peptidica lineal provoca en el peptidomimético B-
lactdmico resultante una fuerte estabilizacion de la conformacion B-girada de
tipo B-Il o B-II', segun la configuracién del estereocentro a(i+1)* (Figura 1.13).
Esta aproximacion se ha denominado “B-Lactam Scaffold-Assisted Design” (B-
LSAD) y proporciona pseudopéptidos B-lactamicos que difieren en un Unico

atomo de carbono de los péptidos nativos.

‘—»

Grupo de
reconocimiento

V,

’,,JL < NN
N " SN

< B-LSAD
H H
o R’ ) (+3)
() (D142 (+3)

7 o

Péptido extendido Mimético de giro
(Giro g 11)

Figura 1.13. Principio de separacién de elementos d e restriccién y de reconocimiento
mediante peptidomiméticos  B-lactamicos.

63 a) C. Palomo, J. M. Aizpurua, A. Benito, R. Galarza, U. K. Khamrai, J. Vazquez, B. Pascual-
Teresa, P. M. Nieto, A. Linden, Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 3056. b) A. Guerrini, G. Varchi,
C. Samori, R. Daniele, B. Arturo, Tetrahedron Lett. 2007, 48(29), 5081. c) J. L. Baeza, M. A.
Bonache, R. Gonzalez-Muiiz, M. Martin-Martinez, Amino Acids 2010, 39, 1299.
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Aplicando el disefio B-LSAD Iraida Loinaz* sintetizd el primer CPP B-

lactamico analogo del compuesto ciclo-[Arg-Gli-Asp-D-Phe-Val] Il (Figura 1.14).

N R o} HN—/<NH : é _\:

AZ:o HN NH, (BLSAD) ¢ HN—<
——————
HOOC

HN HOOC
e R

H

o
T
A
-4

ciclo-[Arg-Gli-Asp-D-Phe-Val] ciclo-[Arg-Gli-Asp-B-lactama-Gli]

Figura 1.14. Estructura y conformacion mayoritaria en disolucion acuosa de los
ciclopéptidos ciclo-[Arg-Gli-Asp-D-Phe-Val] 1l 'y ci  clo-[Arg-Gli-Asp-( B-
Lactama)- Gli] Ill.

A partir del estudio conformacional del mimético Il en disolucién acuosa
mediante RMN y Dinamica Molecular, se llegd a la conclusion de que la -
lactama, estabilizaba giros-y en ciclopentapéptidos y no giros 3, como ocurria
en péptidos lineales o en el ciclopentapéptido Il. Ensayos de inhibicién de
adhesion de células HUVEC sobreexpresadas en integrina ayfs y cultivadas
sobre vitronectina, mostraron que el ciclopéptido B-lactamico Il presenta una
potencia inhibitoria del mismo orden o ligeramente superior al Cilengitide y

claramente superior al compuesto Il.

% |. Loinaz, Tesis Doctoral, UPV-EHU. “Estudio de enlaces de hidrégeno intermoleculares e
intramoleculares como herramienta para la solubilizacién y control conformacional de péptidos

y compuestos amidicos”, 2004.
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Posteriormente, Joseba Oyarbide® sintetiz6 varios
ciclopentapéptidomiméticos con diferentes sustituciones en el residuo (5)

contiguo a la B-lactama (Figura 1.15).

0]
Ry
RN HN—X
Azzo HN NH,
1
HOOC (3 2) )
HN N No
H

0]
a) R1= Me R2=H
b) R;=H R,=Me
C) R1=R2=Me

Figura 1.15. Ciclopéptidomiméticos con diferente su stitucién en el residuo 5 y andlisis
conformacional. Numeracion arbitraria.

De los tres compuestos sintetizados a, b y ¢, este ultimo fue el que
mayor potencia biolégica presentd, con un ICsy de valor ligeramente superior al

del compuesto de referencia Cilengitide.

La sintesis de estos tres ciclopeptidomiméticos se realiza a partir de las

respectivas B-lactamas 3,3-disustituidas. (Esquema 1.1)

% Joseba Ovyarbide, Tesis Doctoral, UPV/EHU. “Disefio, sintesis y estudio conformacional de

ciclopéptidos B-lactamicos de tipo RGD” 2010.
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Esquema 1.1. Esquema sintético para la preparacion de B-lactamas 3,3 disustituidas. a)
MeCOCI/MeOH 0°C--reflujo 2h, b) 'BuCHO, Et;sN, pentano, reflujo 16h, c)
Anhidrido acético-férmico, Et ,0, 0°C, 6h, d) LDA, HMPA, BnBr, THF, -
78°C->t.a., 16h, e) 12M HCI, MeOH, reflujo, 12h, luego Na HCO3/Na,COs,
EtOAc, f) NsCI, KHCO 3, CH3CN, reflujo, 16h, g) H ,NCMe,CO,Me, MeCN, h)
LHDS, THF, 0°C

La clave para la preparacion de las B-lactamas 3,3-disustituidas consiste
en la alquilacién diasteroselectiva de la correspondiente oxazolidina (Esquema
1.1 entre corchetes) con bromuro de bencilo siguiendo el método de Seebach®.
Mediante este procedimiento se pueden obtener los precursores B-lactamicos
con rendimientos globales que oscilan entre el 45-50%. Dichos intermedios
sometidos a ciclacion intramolecular de acuerdo con la secuencia sintética del

esquema, dan lugar a los productos deseados con rendimientos aceptables.

Por otra parte, estudios realizados por Kessler en ciclopéptidos analogos
(Figura 1.16) en los que se modifica el residuo 4, han demostrado que la
sustitucion en esta posicion de la D-fenilalanina por otros residuos portadores
de cadenas polares, como por ejemplo la lisina, disminuye en general la
actividad del compuesto final. Una excepcion la constituye la D-serina en cuyo
caso, y sorprendentemente, el compuesto final mostré una actividad similar al
Cilengitide. Aunque este hecho puede ser justificado como propone el propio
autor, por la posible formacion de un enlace de hidrégeno entre el grupo

hidroxilo de la serina y el grupo fendlico de alguna tirosina perteneciente al

% a) D. Seebach, J. D. Aebi, Tetrahedron Lett. 1984, 25, 2545. b) D. Seebach, J. D. Aebi, M.
Gander-Coquoz, R. Naef, Helv. Chim. Acta 1987, 70, 1194.
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centro activo de la integrina, apenas se conocen ciclopéptidos de RGD
portadores de grupos polares en los residuos 4 y 5 del ciclo®

En este contexto y para continuar ademas con el estudio conformacional
de los ciclos, se decidi6 reemplazar por primera vez la B-lactama 3,3-
disustituida por una 3,4-disustituida incorporando ademas un grupo hidrofilico

en la posicion 4 de la B-lactama .

Sustitucion en g

— A( Introduccién de grupos polares
/(

(o} HN—/< R
/\2___ \—O 2 H a) R1: Hidroxialquilo
Rz:H
3
HO,C &) (2)

b) R1: H
R,: Hidroxialquilo

¢(RGDSV)
w

Figura 1.16. c(RGDSV), Ciclo desarrollado por Kessl er, y a su derecha la nueva
propuesta de sintesis para nuestro laboratorio.

Los antecedentes comentados y el buen resultado obtenido en las
simulaciones de interaccion con el receptor (“Docking” -12.2 Kcal), realizadas al
compuesto A (Figura 1.17) hacia suponer que esta propuestra conduciria a

resultados interesantes. A continuacion se exponen brevemente los objetivos

gue se pretenden alcanzar.

NH

° un=4

NH,

O CF,cOOH

Figura 1.17. Imagen del ligando A dentro del centro activo de la integrina. Imagen del
compuesto A.
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2. OBJETIVOS

» Sintesis de ciclopéptidos de RGD

B-lactdmicos 3-4 disustituidos

portadores de B-lactamas con el grupo 1,2-propanodiol como

agente de reconocimiento

H
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= O HN
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Figura 2. 1. Representacion de los 4 CPP a sintetiz  ar
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El andlisis conformacional y la evaluacion biolégica frente a la integrina
ayBs de estos compuestos permitiria analizar las analogias y diferencias
estructurales y de actividad, con los -ciclopeptidomiméticos sintetizados

previamente en el laboratorio y con los demas ciclopeptidomiméticos descritos
en la bibliografia.
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* Ensayo de inhibicién génica de los compuestos utili zando como

compuesto de referencia el Cilengitide

El mecanismo de accion de los ligandos de la integrina incluye tres
etapas: interaccion ligando-receptor, la transduccion de la sefial generada al
dominio intracelular y su efecto en la activacion/inhibicién de genes dando lugar
a una respuesta bioldgica. En este apartado pretendemos analizar por primera

vez la repuesta bioquimica generada en la tercera etapa.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Ciclopéptidos p-lactdmicos: Modificacion de las  B-lactamas.

Fines y planteamiento

En los siguientes apartados se describira la sintesis, identificacion y

analisis conformacional de una serie de ciclopéptidos RGD [-lactamicos,

inspirados en el compuesto |Ill, primer ciclopeptidomimético de estas

caracteristicas sintetizado en nuestro laboratorio (Esquema 3.1).

~r N o) CO,H
H
° bN
o
m o
N
N
R4 o T
N — oM
G NH
HN, R, °¥° HN—
/\2:0 HN NH,
Ho,c N \ o>(o
o)
N
R,=H R,=(S)CHOHCH,OH o B
a,d a Ry >=(S) > CO,H
d R.= (R)CHOHCH,OH R,=H
o)
R,
B\N
HN R, HN

HO,C

/7 et
o —«NH o
H}:ﬂ o \
N (0]
H

bc  PRi=(SICHOHCH,0H R,=H
¢R=H R,=(R)CHOHCH,OH

o

CO,H

Esquema 3.1. Modificacion de la estructura del cicl  opentapéptido Ill mediante la
utilizacion de una B-lactama 3,4-disustituida e introduccion del grupo
polar(-CHOH-CH ,0OH)
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Tal y como se recoge en el Esquema 3.1 se realizaron dos tipos de
modificaciones respecto al ciclopeptidomimético RGD IIl. Por un lado, se
reemplazé la B-lactama 3,3-disustituida, por una B-lactama 3,4-disustituida y
por otro, se modificé la polaridad y la ubicacion del grupo de reconocimiento. La
modificacion citada en segundo lugar consiste en la incorporacion de un grupo
hidrofilico (diol) en la posicion C, de la B-lactama y la supresion del grupo

hidrofobico (bencilo) de la posicion Cs de la misma.

La preparacion de las [B-lactamas 3,4-disustituidas por otra parte,
presenta una complejidad sintética menor que las 3,3-disustituidas. En nuestro
caso, utilizaremos la aproximacion cetena-imina, conocida como la reaccion de
Staudinger®” en la que se obtienen de forma convergente por cicloadicion [2+2]
las correspondientes B-lactamas. La interaccion entre cetenas aquirales e
iminas derivadas de aldehidos homoquirales ha constituido una de las
metodologias mas exitosas en la version asimétrica de la reaccion de
Staudinger en cuanto a diasteroselectividad se refiere (Esquema 3.2). Dicho
proceso implica la formacion simultanea de dos enlaces carbono-carbono y dos
estereocentros y el estereocontrol se puede ejercer mediante el uso de
diferentes inductores quirales® generalmente comerciales o de féacll

preparacion como se vera mas adelante.

+Y@_>;\

0 /N o

~

Esquema 3.2. Aproximacion cetena aquiral imina quir  al para la formaciéon de B-lactamas

Tras consultar en la bibliografia diferentes inductores quirales, se
escogieron para nuestros fines los acetonidos R y S del gliceraldehido

desarrollados por Hubschwerlen® y Bose™ respectivamente (Esquema 3.3).

®" a) H. Staudinger, Justus Liebigs Ann. Chem. 1907, 356, 51. b) H. Staudinger, “Die Ketene,
Enke, Stuttgart, 1912, 71.

% Revision: C. Palomo, J. M. Aizpurua, I. Ganboa, M. Oiarbide, Eur. J. O. C. 1999, 12, 3223.

% C. Hubschwerlen, G. Schmid, Helv. Chim. Acta 1983, 66, 2206.
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Una vez formada la [B-lactama e incorporada al ciclopéptido y tras la
consiguiente desproteccion, se podria establecer si la hipotesis de una
interaccion entre el grupo 1,2-propanodiol y un bolsillo hidrofilico del centro
activo de la integrina”™ podria ser viable.

GRUPO PROTECTOR

-

K
\¢ s

o)( 0

5 0 Roge o/ \
H .
\")*\/ H,NR, |NH\/ R,CH,COCI o? Mg GRUPOS
5 RN ® Bos—>e 1 POLARES

(S) Hubschwerlen

Esquema 3.3. Esquema general de aplicacién de los a  uxiliares quirales a la sintesis de  B-
lactamas

Como precursores de las cetenas, se utilizaron los correspondientes
cloruros de acido y en todos los casos se obtuvieron las B-lactamas de
configuracion relativa cis, conforme al mecanismo de reacciéon’ el cual postula

un proceso en dos etapas tal y como se representa en la Esquema 3.4

° D. R. Wagle, C. Garai, J. Chiang, M. G. Monteleone, B. E. Kurys, T. W. Strohmeyer, V. R.
Hedge, M. S. Manhas, A. K. Bose, J. Org. Chem. 1988, 53, 4227.

™ J.Xie, K. Chen, H. Y. Lee, C. Xu, A. R. Hsu, S. Peng, X. Chen, S. Sun, J. Am. Chem. Soc.
2008, 130, 7542.

2 3) L. S. Hegedus, J. Montgomery, Y. Narukawa, D. C. Snustad, J. Am. Chem. Soc. 1990,
112, 770. b) C. Palomo, F. P. Cossio, C. Cuevas, B. Lecea, A. Mielgo, P. Roman, A. Luque, M.
Martinez-Ripoll, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 9360. c) F. P. Cossio, J. M. Ugalde, M. C.
Lopez, B. Lecea, C. Palomo, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 995. Revision: A. Arrieta, B. Lecea,
F. P. Cossio Top Heterocycl. Chem; Heterocyclic Scaffolds, B-Lactams, B.U.W. Maes, B.K.
Banik, Springer, U.S.A. 2010, 22, 313.
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Esquema 3.4. Mecanismo de la reaccion de cicloadici  6n: proceso de dos etapas en la
gue se obtienen Gnicamente cis  B-lactamas

La primera etapa supone la aproximacion de la imina a la cetena, que
puede tener lugar segun las dos orientaciones representadas, para dar dos
intermedios zwitterionicos A y B. La segunda etapa implica el cierre

conrotatorio del sistema azadiénico que conduce a la formacién del enlace
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C3-C,4 del anillo de las dos posibles B-lactamas. Tal y como se puede observar
en la Esquema 3.4 soOlo esta permitido uno de los sentidos del cierre
conrotatorio para cada intermedio A y B debido a que el otro sentido estaria
impedido por el cruce entre el hidrégeno de la cetena y el grupo R, de la imina.
Cabe sefnalar que en ausencia de inductores quirales los dos estados de
transicion C y D son degenerados o0 isoenergéticos, lo que conduce a la
obtencion de las B-lactamas enantibmeras E y F en una proporcion
equimolecular. Sin embargo, la introduccién de uno o mas inductores quirales
conlleva una diferenciacion energética de los dos estados de transicion Cy D y
consiguientemente la obtencion de las B-lactamas, ahora diastereémeras Ey F
en una proporcidn no equimolecular. De acuerdo con este mecanismo, el
origen de la diasteroselectividad en la obtencién de azetidin-2-onas ha de estar
relacionado con la diferencia energética entre los dos estados de transicion C y
D que dan lugar al anillo

Las trans B-lactamas se prepararon a partir de las cis B-lactamas
previamente obtenidas mediante epimerizacién del C; de las mismas por
accion de una base de Brgnsted’. Inicialmente este método nos pareci6 el
mas adecuado debido a las dificultades sintéticas que presentaba la obtencion
directa de trans B-lactamas”™. Una vez sintetizadas e incorporadas estas B-
lactamas a los ciclopentapéptidos, el estudio de cada uno de ellos nos
permitiria también establecer la influencia de la configuracién de los diversos

centros estereogénicos en la actividad biolégica.

® para sintesis de trans B-lactamas ver: a) M. Benaglia, M. Cinquini, F. Cozzi, Eur. J. Org.

Chem. 2000, 563. b) F. P. Cossio, A. Arrieta, M. Sierra, Acc. Chem, Res. 2008, 41, 925. c) E.
Bandini, G. Martelli, G. Spunta, A. Bongini, M. Panunzio, Tetrahedron Lett. 1996, 37, 4409. La
aproximacion enolato-imina conduce generalmente también a trans B-lactamas: d) D. J. Hart,
D. C. Ha, Chem. Rev. 1989, 89, 1447. e) M.J. Brown, Heterocycles 1989, 29, 2225.
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Inductor de Bose cis B-lactama trans pB-lactama
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Esquema 3.5. Estrategia sintética para desarrollar tanto las cis, como las trans B-
lactamas

Finalmente, para llevar a cabo la sintesis de los ciclopeptidomiméticos
fue necesario disponer de dos sistemas ortogonales de grupos protectores en
los precursores lineales. Uno (Bn, Cbz) para proteger los grupos N- y C-
terminales durante los correspondientes acoplamientos, y otro para proteger los
grupos funcionales reactivos como el acido carboxilico del aspartico, el grupo

guanidinio de la arginina y el diol de la B-lactama (Esquema 3.6).
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Esquema 3.6. Esquema general de la retrosintesis de  los compuestos la-d

Para la arginina se optd6 por el grupo 2,2,4,6,7-pentametil-2,3-
dihidrobenzofuran-5-sulfonilo (Pbf-)* (Esquema3.6) ampliamente descrito en la
bibliografia como protector eficaz del grupo guanidino. Para el acido aspartico
se empled el éster de terc-butiio y el diol se protegid6 mediante el
correspondiente acetal.

Todos estos grupos se eliminan con acido trifluoroacético en la
desproteccion final y soportan la hidrogenacién catalitica previa a la ciclacion.
Ademas el grupo Boc se puede eliminar con &cido formico sin afectar al grupo
Pbf, lo que facilita la preparacion del dipéptido (H-Arg(Pbf)-Gli-OBn).

LA Carpino, H. Shroff, S. A. Triolo, M. E. Mansour, H. Wenschuh, F. Albericio, Tetrahedron
Lett. 1993, 34, 7829.
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Una vez definido el procedimiento sintético para preparar los
correspondientes ciclopeptidomiméticos, se abordd en primer lugar la

preparacion de las correspondientes cis y trans B-lactamas (Figura 3.1).

cis p-lactama trans pB-lactama cis p-lactama trans B-lactama

X X

HH: 0O HHE O
Her*/(S)\/ HZN:r*/(S)\/ H2
N N
o o

C C
1a O 1p ¢O2H

Figura 3.1. B—lactamas requeridas para formar los ciclopentapépt idos. Criterio escogido
para la numeracion de los diferentes esteroisémeros

Llegados a este punto y para poder seguir sin dificultad la numeracion de
los diferentes compuestos se procedera a explicar el proceso de eleccion
escogido para facilitar la lectura de esta Tesis. Asi, el numero define la
estructura (siendo el mismo para los diferentes esteroisomeros) y la letra define
la configuracion relativa en base a dos parametros: la configuracion cis trans de
la B-lactama y la configuracion absoluta (R o S) del aceténido. Asi la letra a
define una cis B-lactama con una configuracion (S) del acetonido. La letra b
define una trans B-lactama con una configuracion (S) del aceténido. La letra ¢
define una cis B-lactama con una configuracion (R) del acetonido y la letra d
define una trans B-lactama con una configuracion (R) del acetonido. Un ejemplo

practico del criterio escogido se muestra en la Figura 3.1.
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3.2. Propuesta general para la sintesis de las  B-lactamas

El estudio se realizO con iminas derivadas del acetonido del
gliceraldehido (tanto R como S) siendo la p-anisidina la amina seleccionada
para llevar a cabo tal fin. Como es sabido, esta amina da lugar a iminas que
tras reaccion con cloruros de acido tales como el cloruro de ftaloil glicina 2 o el
cloruruo de benciloxiacetilo 3, conducen a cicloaductos que posteriormente
pueden ser N-dearilados™ de forma simple y eficaz con nitrato de cerio (V) y
amonio (NH4).Ce(NOs3)s, (CAN). La consiguiente N-alquilacion con yodoacetato
de metilo o de bencilo, procedimiento utilizado desde hace tiempo en el

laboratorio™, (Esquema 3.9) deberia conducir a los compuestos 1a-d.

X X X

o] o)
R1 R1 R1
N-alquilacion N-dearilacion
N 7 NH 7 N
o o o
CO.H
0o OMe
R'= Pht, BnO Bno
N 0
o Cl
o~ Cl

2 3

Esquema 3.7. Esquema sintético de la reaccion.

Para la obtencion de la se partié de la imina 6 que fue preparada por
condensacion del aldehido 5 con p-anisidina. Por su parte el aldehido 5 se
puede obtener de forma sencilla a escala de 0.1 mol a partir del D-
isopropiliden-manitol 4 comercial. Una vez obtenida la imina se hizo reaccionar
con el cloruro de &cido 2 en presencia de trietilamina sin permitir que la
reaccion superara los -20°C durante la adicion. Una vez acabada la adicion se

dej6é que la reaccidn alcanzara lentamente la temperatura ambiente, obteniendo

® D. R. Kronenthal, C. Y. Han, M. K. Taylor, J. Org. Chem. 1982, 47, 2765.
® C. Palomo, J. M. Aizpurua, A. Benito, J. I. Miranda, R. M. Fratila, C. Matute, M. Domercg, F.
Gago, S. Martin-Santamaria, A. Linden, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 16243.
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3.8).

la B-lactama 7a esencialmente como un Unico diasteredbmero, con un
rendimiento del 57% tras purificacion por columna cromatografica (Esquema

Esquema 3.8. Sintesis de la B-lactama 7a. a) NalO 4, sobre silica, NaHCO 3, CH,Cl,, 0°C 1h,
b) 4-MeOC¢H,NH,, CH,Cl,, 0°C, 1h ¢) Et 3N, CH,Cl,, -20°C > t.a. 16h
Para la obtencion de la cis B-lactama 7c precursora de 1c se partié del
L-gliceraldehido comercial y se siguido el mismo procedimiento sintético que
para la obtencion del producto 7a (Esquema 3.9). La B-lactama 7c¢ se obtuvo
con un rendimiento del 55% tras purificacién por columna cromatografica

'/(',\)/(0
HEI/\\P a) - N

Esquema 3.9. Sintesis de la B-lactama 7c. a) 4-MeOC ¢H,NH, CH,CI,, 0°C, 1h b) Et;3N,
CH,ClI,, -20°C - t.a. 16h
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Continuando con el planteamiento descrito al inicio de este apartado y
tras la obtencion de las cis B-lactamas 7a y 7c, abordamos la sintesis de las
trans B-lactamas, siguiendo el procedimiento descrito por Bose y col. (Esquema
3.10). Este procedimiento consiste en tratar el compuesto 7a con un
equivalente de 1,5-diazabiciclo(4,3,0)-non-5-eno (DBN) como base, en
benceno a 90 °C durante 16 horas.

nH H z A(o
DBN, Benceno S
(o) >
N 90°C 75 %
° @ O
OMe
7a 7b
DBN /j
N

Esquema 3.10. Reaccién de epimerizacion del C 5 de la B-lactama segun procedimiento de
Bose.

I
lllo

Sorprendentemente en estas condiciones no se observd epimerizacion
alguna. Inicialmente se atribuy6 dicha inercia quimica principalmente al uso de
una temperatura de reacciéon demasiado baja. Por ello procedimos a realizar un
estudio, encaminado a buscar las condiciones mas adecuadas para obtener la

epimerizacion deseada. Los ensayos realizados se recogen en la Tabla 3.1.
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Tabla 3. 1. Condiciones de reaccion utilizadas para  lainversiéon del C ;de la B-lactama

Base Disolvente Temperatura  Tiempo Cis/ Trans
DBN leq Benceno 80 °C 24 h 100/0
DBN  2eq Benceno 80 °C 24 h 100/0
DBU leq Benceno 80 °C 24 h 100/0
DBU 2eq Benceno 80 °C 24 h 100/0
DBN leq DMF 160 °C 24/48 h 90/10
DBN  2eq DMF 160 °C 24/48 h 90/10
DBU 1leq DMF 160 °C 24/48 h 87/13
DBU 2eq DMF 160 °C 24/48 h 87/13
Na,CO3leq DMF 160 °C 24 h 100/0
Na,CO3; 1leq MeCN/H,0O 1/1 100 °C 24 h 100/0

Inicialmente la reaccion se llevo a cabo en benceno a 80 °C utilizando
1,5-diazabiciclo(4,30)-non-5-eno (DBN) 6 1,8- diazabicicloundec-7-eno (DBU)
previamente destilados, como base. Sin embargo, en ninguno de estos casos
se observo isomerizacion alguna, ademas se comprobd que la cantidad de
base utilizada no afectaba al grado de epimerizacién. Seguidamente el
benceno fue sustituido por la N,N-dimetilformamida (DMF) calentando la
reaccion a 160 °C. Después de 24 horas a esta temperatura se consiguio una
isomerizacion parcial del 10% y del 13% respectivamente. Estos resultados nos
llevaron a pensar que aumentando el tiempo de reaccion en estas mismas
condiciones podriamos mejorar el rendimiento de la reaccion. Sin embargo, a
pesar de aumentar el tiempo de reaccion de 24 a 48 horas y el niumero de
equivalentes de base utilizados, no se obtuvo una mayor proporcion de
producto epimerizado, tal y como se pudo determinar a partir del andlisis de los
crudos de reaccion. Tales crudos no fueron purificados. Por ultimo se utilizé un
equivalente de carbonato sodico como base utilizando DMF 6 una mezcla de
acetonitrilo/agua a 100 °C, pero en ninguno de estos casos se observd
epimerizacion alguna obteniendo el producto de partida junto con productos de
descomposicion de la B-lactama.

Ante la imposibilidad de obtener las trans [-lactamas mediante

epimerizacion directa, se procedio a ensayar la inversion de configuracion del
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estereocentro C3 de la B-lactama empleando como sustratos alternativos las 3-
hidroxi-B-lactamas y efectuando una reaccién de inversion de configuracion

(Sn2) sobre el mismo C3 mediante nucleofilos nitrogenados (ver seccion 3.3)

3.3. Propuesta para la sintesis de trans  B-lactamas

Tal y como se muestra en el analisis retrosintético del Esquema 3.11,
nos planteamos dos rutas alternativas para obtener el compuesto 1b. En
ambas se parte del compuesto 7, pero difieren en el orden de la secuencia
sintética a realizar. La ruta a) conlleva primero la manipulacién en el N de la B-
lactama conduciendo al intermedio 10 y posteriormente la transformacion sobre
el C3 de la misma para dar el compuesto 12, mientras que la ruta b) presenta
justamente el orden inverso de sintesis, es decir, primero una inversion de
configuracion dando el intermedio 11 y subsiguiente N-alquilacion de la B-

lactama resultante para conducir al compuesto 12.
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HH:
BnO Ruta a)
)

N3:IV\/
NH Ruta b)

11
Esquema 3.11. Aproximacion a la sintesis de la 3-am  ino-N-carboximetil- B-lactama 1b

De las dos rutas propuestas, decidimos evaluar la ruta a) ya que tanto la
sintesis de la B-lactama, como la posterior alquilacién de la NH-B-lactama para
obtener el compuesto 10 eran reacciones conocidas en el laboratorio”. Por
ejemplo, Ana Benito durante la realizaciéon de su Tesis Doctoral en nuestro
laboratorio prepar6 una serie de N-carboximetil-B-lactamas mediante la
alquilacion de NH-B-lactamas 3,3,4 trisustituidas. De la misma manera, lraida
Loinaz durante la realizacion de su Tesis Doctoral prepard N-carboximetil-p-
lactamas a partir de B-lactamas 3,3 disustituidas (Esquema 3.12).

" a) C. Palomo, J. M. Aizpurua, A. Benito, J. I. Miranda, R. M. Fratila, C. Matute, M. Domercq,
F. Gago, S. Martin-Santamaria, A. Linden. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 16243. b) I. Loinaz,
Tesis Doctoral, UPV-EHU. “Estudio de enlaces de hidrégeno intermoleculares e
intramoleculares como herramienta para la solubilizacion y control conformacional de péptidos
y compuestos amidicos”, 2004. pag. 188. c) C. Palomo, J. M. Aizpurua, C. Cuevas, J. Chem.
Soc., Chem. Commun. 1995, 1735.
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Ph
BocHNZ BocHN
f_(\( a)b)
N
| 82%
04 NH ° o
CO,H
(o) (o)

CO,H

Esquema 3.12. Procedimiento de Ana Benito: a) Cs ,COs, ICH,CO,Bn b) H,, Pd/C.
Procedimiento de Iraida Loinaz ¢c) Cs ,COs, ICH,CO,Me, CH;CN, reflujo d)
NaOH, H,O/THF

Una vez obtenido el compuesto 10 se abordaria la reaccion de inversion
de configuracion sobre la posicion Cz; de la B-lactama para obtener el
compuesto 12. La posterior reduccion del grupo azido a amino y la

saponificacion del éster metilico nos conduciria al compuesto 1b.

La sintesis de estos compuestos comenzé con la preparacion del
compuesto 8 (Esquema 3.13) de acuerdo con el procedimiento descrito
previamente en nuestro laboratorio’’. Dicho compuesto se obtuvo por
cicloadicion de la imina 6 con el correspondiente cloruro de acido 3 en
presencia de trietilamina (TEA) como base con un rendimiento del 58% tras

purificacion en columna cromatogréfica.

03( Ql(

z 0 BnO. H H: o)
BnO (\/

+ | a) >
N
o) 58% o) Q
3 6 8 OMe
Esquema 3.13. Sintesis de la B-lactama 8. a) Et 3N, CH,Cl,, -78°C - t.a. 16h

Una vez preparada la B-lactama 8, se procedio a la escision oxidativa
del grupo p-metoxifenilo con nitrato de cerio (IV) y amonio (CAN) en una

mezcla de diclorometano, acetonitrilo y agua a 0 °C dando lugar al producto 9
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con un rendimiento del 80%. Sin embargo el tratamiento de 9° con 3.5

equivalentes de bromoacetato de metilo en presencia de 2.5 equivalentes de

carbonato de cesio en acetonitrilo a 70 °C (Esquema 3.16) no produjo después

de 4 horas de reaccién la alquilacion esperada. Otras condiciones ensayadas

también fueron infructuosas (Tabla 3.2).

S
Bnoj:'t/\/
"

8 OMe

QX 9>(0
BnoH HZ P Bnol H >
a) b) j:*/\/
80% NH N
o o

CO,Me
9 10

Esquema 3.14. a) CAN, CH 3CN-CH,CI,/H,0 0 °C 30 min b) Ver condiciones en Tabla 3.2

Tabla 3. 2. Tabla con las diferentes condiciones de  reaccién ensayadas para la
alquilacion de la NH B-lactama VI

entrada reactivo

base

disolvente aditivo temperatura producto

1 BrCH,CO,Me
2 BrCH,CO,Me
3 BrCH,CO,Me
4 BrCH,CO,Me
5 ICH,CO,Me
6 ICH,CO,Me
7 ICH,CO,Me
8 ICH,CO,Me

CsCOg;
CsCOs3
NaH
K2CO3
CsCOs3
CsCOs3
NaH
K2CO3

MeCN 90 °C No reac..
DMF 90-160 °C No reac
DMF 15-cor-5 90-160°C Descomp.

MeCN 90 °C No reac

MeCN 90 °C No reac
DMF 90 °C No reac.
DMF .15-cor-5 90-160°C- Descomp.
MeCN 90 °C No reac

Inicialmente se sustituyd el acetonitrilo por la dimetilformamida (DMF) ya

que permitia llevar a cabo la reaccidbn a mayor temperatura (entrada 2), sin

embargo, tampoco se observé la alquilacion esperada, apareciendo ademas

productos de descomposicién, que no fueron identificados. Seguidamente se

sustituyé la base por otra méas fuerte como el hidruro soédico, afiadiendo

ademas en cantidad estequiométrica éter-corona 15-5 (entrada 3).
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En estas condiciones tampoco se observé producto de alquilacion
independientemente de la temperatura de reaccion. Utilizando carbonato
potasico y carbonato de cesio como bases, en acetonitrilo (entradas 1 y 4) se
produjeron resultados idénticos a los anteriores. Finalmente la sustitucion del
bromoacetato de metilo por el yodoacetato también fue infructuosa (entradas 5-
8). En todos los casos, excepto al calentar la reaccién a 160 °C se recuperaba
parcialmente el producto de partida tras purificacion del crudo de reaccion por

cromatografia de columna.

De acuerdo con los precedentes presentados al inicio de este apartado,
atribuimos la imposibilidad de alquilar la B-lactama 9 al mayor impedimento
estérico que presenta el grupo acetonido frente a los diferentes sustituyentes
empleados hasta ahora en la posicién C,de la B-lactama (isobutilo, hidrégeno)
ver Esquema 3.12

3.4. Otras propuestas para la sintesis de cisy tra  ns B-lactamas

Para solventar los problemas anteriores se propusieron dos opciones. La
primera opcion consistiria en la utilizacion de iminas derivadas de la glicina
(Esquema 3.15) como precursora de la B-lactama. Sin embargo a pesar de que
esta opcion proporciona de forma directa la integracién de la glicina en el anillo
B-lactdmico durante la etapa de cicloadicion, los bajos rendimientos con que

generalmente se obtienen los productos correspondientes’® desaconsejaron su

utilizacion.
X X
: 0 R H HY o
| NEt; o
N3CH2COC| + rN 35-45% NW
(0]
CO5R
R=Me, Bn COR

Esquema 3.15. Antecedentes descritos en la bibliogr  afia
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La segunda opcion consistiria en la incorporacion de un grupo precursor
de la funcién acido, convenientemente protegido, en la sintesis de la B-lactama
(Esquema 3.16)

X X X

0] O

HH: O HH: H H:

R2 .z R2 . . x R2
Desproteccién - Oxidacién -
N N N
o l o l o j
OTBDMS OH | CO:M
. Grupo precursor TBDMS= §_Si_é
I

de la funcion acido

R1= Grupo protector

Esquema 3.16. Segunda opcion, introduciendo el grup o precursor en la formacion de la
B-lactama

La alternativa que se consideré mas viable fue introducir en el nitrégeno
del anillo B-lactamico el grupo terc-butildimetilsililoxi etilo como precursor del
correspondiente acido carboxilico. Tal y como se refleja en el Esquema 3.16,
tras desililacion y subsiguiente oxidacién, este grupo podria ser transformado

en dos etapas simples en el acido carboxilico correspondiente.

Para la obtencién de las cis 3-amino-B-lactamas se penso en utilizar el
cloruro de ftaloil glicina ya que presenta el grupo amino convenientemente
protegido y para las trans 3-amino-p-lactamas se penso en utilizar el cloruro de
benciloxiacetilo ya que permitiria abordar la reaccion de inversion de
configuracion (Sn2) planteada en el apartado 1.3 sin problemas aparentes
(Esquema 3.17).
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Obtencion de trans B-lactamas

- = O
BnO (\/EtN BnoH HZ N\l
+ N _3> —2—>
o | /r N N
(o]
VA

S T e T e

Obtencion de cis B-lactamas

Esquema 3.17. Propuesta para la sintesis tanto de |  as cis como de las trans B-lactamas

3.4.1. Sintesis de trans B-lactamas

Tras la propuesta de sintesis planteada en el apartado anterior, se
procedi6 en primer lugar a abordar la sintesis de las trans B-lactamas
(Esquema 3.18).
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I
mQ
EOK
+
Z
o C
]
(_I)_
-
o LY
° S
X
Zzi

BnO, = HH:
——
o J/ 68% N
o I
> S'_ 16a O-Sli—é

Esquema 3.18. Sintesis de la Blactama 16a. a) CH ,Cl, MgSO,, 0°C, 1h b) Et3N, CH,Cl,, -
78°C = t.a. 16h

w

Para ello y tras la preparacion de la etanolamina protegida como éter de
terc-butil-dimetil-sililo se procedié a preparar en las condiciones usuales la
imina 14 preparada a partir del aldehido 5 y la amina 13 y se hizo reaccionar
con el cloruro de acido comercial 3 en presencia de trietilamina. Después de
16 horas, se obtuvo un crudo de reaccion que se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice basica ya que la acida daba lugar a
la desproteccion del grupo TBDMS. La asignacion de los protones en el
espectro de *H-RMN de la B-lactama 16a se realiz6 mediante un experimento
COSY. En la Figura 3.2 se puede observar el espectro de 'H-RMN del

compuesto 16a.
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Figura 3.2. Espectro 1H-RMN (500MHz) del compuesto  16a en CDCI; Numeracion de los

protones arbitraria

El producto obtenido presenté una constante de acoplamiento J,3= 5.1

Hz indicativo de una configuracién relativa cis.

La B-lactama 16a cumple con todos los supuestos que se habian

planteado. Posee el grupo diol protegido debidamente posicionado y los

distintos alcoholes presentes en el anillo de la B-lactama contienen grupos

protectores ortogonales, pudiendo desprotegerse selectivamente en funcion de

las necesidades que plantea la sintesis.

Por otra parte la preparacion de la B-lactama 16c, enantiomero del

compuesto 16a, se realizd a partir del acetonido del (S)-gliceraldehido y se

siguié el mismo procedimiento sintético que el utilizado para la obtencion del

compuesto 16a (Esquema 3.19).
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5ent 13

X X
BnO H\/ BnO H H
SERTINNS G

o)

N
cl | J/ 68% o I
%—Si—o |
3 | 14ent 16¢c 0‘?'

Esquema 3.19. Sintesis de la B-lactama 12c. a) CH ,Cl, MgSO, 0°C, 1h b) Et3N, CH,CI,, -
78°C = t.a. 16h

Asi, una vez protegida la etanolamina de forma selectiva, se trat6 con el
aldehido 5ent, enantiomero de 5, para dar la imina 14ent, y ésta a su vez se
hizo reaccionar con el cloruro de benciloxiacetilo 3 para dar lugar a la cis [3-
lactama 16c. Los datos espectroscopicos fueron coincidentes con los de su

enantiomero 16a Yy sus rotaciones opticas del mismo valor y de signo contrario.

Tras la obtencion de ambos compuestos 16a y 16c se procedié en
primer lugar a la transformacion del primero de ellos en 21b. Asi, el grupo
bencilo de la B-lactama se desprotegié selectivamente’ por hidrogendlisis con
paladio y formiato aménico’® en etanol a reflujo, obteniéndose 17a con un
rendimiento del 96%. Seguidamente se procedio a la transformacion de 17a en

18a, que conforme a precedentes descritos en la bibliografia” nos permitiria

"8 C. Palomo, I. Ganboa, B. Odriozola, A. Linden, Tetrahedron Lett. 1997, 38, 3093.

" p. M. Obrien, D. L. Sliskovic, C. J. Blankey, B. D. Roth, M. W. Wilson, K. L. Hamelehle, B. R.
Krause, R. L. Stanfield, J. Med. Chem. 1994, 37, 1810. b) F. Ornisi, G. Sello, E. Traviani, P. D.
Gennaro, Tetrahedron Asymmetry 2002, 13, 253. ¢) F. Badalasi, H. K. Nguyen, P. Crotti, J. L.
Reymond, Helv. Chim. Acta 2002, 85, 3090.
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acceder facilmente a las trans-3-azido-B-lactamas requeridas, mediante una

simple sustitucién nucleofilica. (Esquema 3.20).

I
O-Si—é
21b |

Esquema 3.20. Sintesis del compuesto 18a a) HCOONH 4, Pd 10%, MeOH reflux 1 h, b)
Cloruro de mesilo, Et 3N, CH,Cl,, 0°C 4 h

El compuesto 18a se obtuvo con un rendimiento del 80% de forma
convencional como se indica en la Esquema 3.20. Con este producto, sin
embargo, la reaccidbn de sustitucion con azida soédica para obtener el
compuesto 21b no fue del todo satisfactoria. Los primeros ensayos se
realizaron de acuerdo con el método de Stanfield, es decir, utilizando cinco
equivalentes de azida sodica en DMF a diferentes temperaturas de reaccion,
tipicamente entre 80°C y 100°C. En todas las condiciones ensayadas se
obtuvieron crudos de reaccion muy sucios de los que apenas se pudieron aislar
cantidades sustanciales del producto deseado (entre un 20-25% de

rendimiento).
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Utilizando otros grupos salientes tales como el p-toluenbencenosulfonilo
y el o-nitrobencenosulfonilo (Esquema 3.21), observamos que el control de la
temperatura y tiempo de reaccidn era critico para obtener los mejores
rendimientos. En la Tabla 3.3 se recopilan algunos resultados que sirven para

ilustrar esta observacion.

A

Esquema 3.21. Estudio de diversos grupos salientes en lareaccion S 2
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Tabla 3. 3. Esquema general de las diferentes condi  ciones probadas

entrada Compuesto Azida sddica Temperatura Tiempo Rendimiento

1 19a/20a 3eq 80 °C 3h 25% / 26%
2 19a/20a 7eq 80 °C 3h 23% / 22%
3 19a/20a 5eq 80 °C 3h 30% / 28%
4 19a/20a 5eq 160 °C 2h Descomp
5 19a/20a 5eq 160 °C 1h Descomp
6 19a/20a 5eq 50 °C 8h 15%

7 19a/20a 5eq t.a. 1h No hay reac.
8 19a/20a 5eq t.a. 4h No hay reac.
9 19a/20a 3eq 120 °C 3h 12%

10 19a/20a 7eq 120°C 3h 10%

11 19a/20a 5eq 80 °C 1h 55% / 40%
12 19a/20a 5eq 80 °C 2h 40% / 30%
13 19a/20a 5eq 80°C »>ta. 1lh+lh  75% /60%

Comprobamos que utilizando 5 equivalentes de azida (entradas 4y 5) y
calentando la reaccion a 160 °C se obtenian productos de descomposicién de
la B-lactama, mientras que si la reaccion se efectuaba a temperatura ambiente
(entradas 7 y 8) no se producia transformacion alguna, recuperandose el
producto de partida. Cuando la reaccion fue calentada a 120 °C (entradas 9 y
10) también se obtuvieron crudos de reaccion muy sucios con rendimientos
muy bajos en torno al 10%. Disminuyendo la temperatura de reaccién a 50 °C
(entrada 6) se observo una conversion de tan solo un 15% para ambos

compuestos (19ay 20a).

Resultados algo mejores se obtuvieron utilizando 5 equivalentes de
azida soédica y calentando la reaccion a 80 °C durante una hora (entrada 11).
En estas condiciones se pudo aislar el producto final 21b con rendimientos del
55% a partir de 19a y del 40% a partir de 20a, recuperandose los productos de
partida 19a y 20a en un 20% y 18% respectivamente.
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Bajo estas mismas condiciones, pero aumentado el tiempo de reaccién a
dos horas (entrada 12), se obtuvieron nuevamente crudos de reaccién muy
sucios. Ademas de no apreciar producto de partida, se constato la presencia de
productos de degradacion de la B-lactama. Sin embargo, de estos crudos se
pudo aislar el producto 21b con un rendimiento del 40% para el compuesto 19a
y del 30% para el compuesto 20a.

Los mejores resultados se obtuvieron finalmente tras utilizar 5
equivalentes de azida sédica, calentando la reaccion a 80 °C durante una hora
y dejando posteriormente que la reaccion alcanzara la temperatura ambiente
durante otra hora mas (entrada 13). Los crudos de reaccion resultaron ser
bastante limpios obteniéndose el producto 21b con un rendimiento del 75% a

partir de 19ay del 60% a partir de 20a.

Una vez purificado el producto 21b por cromatografia en columna, se
procedié a determinar su estructura mediante varias técnicas. El espectro IR
mostré6 una banda caracteristica del grupo azida alrededor de 2100 cm™
(Figura 3.4). El espectro de 'H-RMN (Figura 3.3). mostr6 una constante de
acoplamiento J;,= 1.8 Hz para los protones del anillo, indicativo de una

configuracion relativa trans.
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Figura 3.3. Espectro 'H-RMN (500MHz) del compuesto 21b en CDCI 3. Numeracion de los

protones arbitraria
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Idénticas transformaciones se llevaron a cabo partiendo del compuesto

16c¢, dando lugar al compuesto 21d en tres etapas y con un rendimiento global

del 62% (Esquema 3.24). Los datos espectroscopicos fueron coincidentes con
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los del compuesto 21b y sus rotaciones Opticas fueron del mismo valor y de
signo contrario.

o)

N, H H

a) b) )
> N
62% o
|

O—?i—é

16¢ 21d

Esquema 3.22. a) HCOONH 4, Pd 10%, MeOH reflux 1 h, b) o-Ns-ClI, Et 3N, CH,Cl,, 0°C 3 h c)
NaNs;, DMF, 80°C 1 h = ta.1h

Una vez obtenidos los compuestos 21b y 21d se procedié en primer
lugar a la reduccién del grupo azida en 21b por hidrogenacion con paladio
soportado sobre carbonato calcico®. De este modo se obtuvo el compuesto
22b con un rendimiento esencialmente cuantitativo. El espectro IR del
compuesto 22b mostrd la ausencia de la banda a 2109 cm™ caracteristica de la
funcion azida y la presencia de bandas anchas entre 3500 y 3300 cm™

correspondientes al grupo amino.

O>(o Ol(

o)

H,NH H 2
o I 100% o
I I
O—Si—é O—Si—é
21b I 22b |

Esquema 3.23. a) H, Pd/CaCO; en EtOH 16h.

H

P4
»
(= m
Z

A continuacion, se abordd la preparacion del ciclopéptido de RGD
empezando por el acoplamiento del acido aspartico con la 3-amino-B-lactama
22b obtenida anteriormente, subsiguiente desproteccion del éter sililico y

posterior oxidacion del alcohol a carboxilo (Esquema 3.24)

80E. J. Corey, K. C. Nicolau, R.D. Balanson, Y. Machida, Synthesis 1975, 9, 590.
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Asi, se llevd a cabo la reaccion del compuesto 22b con el compuesto
comercial Cbz-Asp(OtBu)-OH, utiizando agentes de acoplamiento como el
clorohidrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida (EDC-HCI), y el 1-
hidroxi-1H-benzotriazol (HOBt) en presencia de trietilamina (TEA) como base.
Transcurridas 16 horas de reaccion a temperatura ambiente, se obtuvo el
producto 23b con un rendimiento del 76% tras purificacion de la mezcla por

cromatografia a presion en columna de gel de silice.

'?'+ cl

N
HOB“@: ‘N EDCHCEANANAANN b)|93%
N

\

OH

02 Bu

JL NH HZ N NY K
b) BnO~ N
- H o N
70%
(o)
C02H I

25b 24b OH
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(@)
(@)
(@)
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Esquema 3.24. Reaccién de acoplamiento, desililaci6 n y oxidacién del alcohol primario.
a) Cbz-Asp(OtBu)-OH , EDC -HCI, HOBt, TEA, CH,Cl,, 16h 0°C - t.a. b)
THF, fluoruro de piridinio, 3h, 0°C - t.a. c) TEMPO, BAIB, MeCN/H ,0 4h
t.a.

Se buscé un procedimiento® de desproteccion del grupo TBDMS que no
afectase al acetonido ni al éster de terc-butilo. Asi, se partié del compuesto 23b
y se afadié fluoruro de piridinio en THF. Pasadas 3 horas se obtuvo el
compuesto 24b con un rendimiento del 93% y se utilizdé en la subsiguiente

oxidacion sin purificacion previa.

8. K. C. Nicolau, S. E. Webber, Synthesis 1986, 6, 453.
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Para la oxidacién del grupo hidroxilo del compuesto 24b se ultilizé el
bisacetoxiyodobenceno (BAIB) en cantidad estequiométrica y 2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-1-oxil (TEMPO) en cantidad catalitica®. Este sistema es
capaz de oxidar alcoholes primarios a los correspondientes acidos carboxilicos
en condiciones “neutras” compatibles con otros grupos funcionales labiles en
medio &cido. Los ensayos previos realizados utilizando el reactivo de Jones
(solucion de trioxido de cromo en acido sulfarico) como agente oxidante,
provocaron la desproteccion de los diferentes grupos protectores obteniéndose
principalmente productos de degradacion de la B-lactama. Sin embargo,
utilizando la combinacion de BAIB/TEMPO el producto se obtuvo con un
rendimiento del 70% tras purificacion en columna cromatografica de gel de
silice acida. A continuacion se representa la asignacion completa del

compuesto 25b en el espectro de *H-RMN (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Espectro  "H-RMN (500MHz) del compuesto 25b en CDCI 5 Numeracion del los
protones arbitraria

Como se puede apreciar en el espectro, el proton de amida (1) del

residuo de acido aspartico aparece hacia 6 ppm, y el de la B-lactama (2) hacia

82 B. Jeffrey, E. S. Widlanski, T. S. Widlanski, J. Org. Chem. 1999, 64, 293.
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7.8 ppm. El proton del Ca del aspartico (4) da una sefial de COSY con el protén
de amida (a 6 ppm) y con los protones del CB del aspartico (5), los cuales dan

un doble doblete muy caracteristico a 2.8 y 2.5 ppm (ver pag. 230 del Anexo)

Los protones diasterotopicos numerados como 10 fueron facilmente
identificables ya que sélo presentan sefial de COSY entre ellos y ademas
aparecen dando un doblete como un sistema A-B apareciendo hacia 4.2 y 3.9

ppm respectivamente.

Los protones 6, 7, 8 y 9 pertenecientes al residuo de la B-lactama fueron
asignados a partir del proton amidico de la p-lactama, siguiendo las sefiales de
cruce del experimento COSY. Cabe destacar que los protones del CH, del
dioxolano (9) también son diastereotdpicos y aparecen hacia 3.7 y 4.1 ppm

respectivamente.

Se aplicoé la misma ruta de sintesis del compuesto 21b al compuesto
21d, para obtener el compuesto 25d con un rendimiento global en las cuatro
etapas del 55% (Esquema 3.25). Al incluir un nuevo estereocentro, por
acoplamiento de la amina con el Cbz-Asp(OtBu)-OH, los compuestos 25b y 25d
son ahora diasterbmeros entre si, con la consiguiente diferencia en los
espectros de *H-RMN (Figura 3.6).

c X
o 0 0

o] H o}
N3H |;I Jl\ /EH/NH l;'

N a) b) c) d) - o)

o I 55% o)
| E CO,H
21d 25d

Esquema 3.25. Secuencia sintética para la obtencion del compuesto 25d a partir del
compuesto 21d. a) H , Pd/CaCO; en EtOH 16h b) Cbz-Asp(OtBu)-OH, EDC
-HCI, HOBt, TEA, CH,Cl,, 16h 0°C - t.a. c) THF, fluoruro de piridinio, 3h,
16h 0°C - t.a. d) BAIB, TEMPO, MeCN/H ,0 4h t.a.



66 Ciclopéptidos 3-lactamicos 28a-d

I~6500

[~6000

[~5500

[~ 5000

[~4500

[~4000

[~ 3500

[~3000

[~2500

[~2000

[~ 1500

[~1000

[~ 500

)
Figura 3.6. Espectro 'H-RMN (500MHz) del compuesto 25d en CDCI 3 Numeracion de los
protones arbitraria

Esta diferencia se puede observar, por ejemplo, en los protones
pertenecientes al carbono [ del residuo del aspartico (5) y en los
desplazamientos de los protones amidicos que en este caso salen a campos
mas altos asi como en el solapamiento de las sefales pertenecientes a los

protones del aceténido (8 y 9).

2
25b Sd
5
AL m \ \ jﬂn\
T J T T T v T T Y T T T
50 45 4.0 15 3.0 25 50 4.5 4.0 35 3.0 25
f1 {ppm) f1 (ppm)

Figura 3.7. Ampliacién de la zona entre 2y 5 ppmd e los espectros 25b y 25d
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El COSY de los compuestos 25b,d se muestran en el Anexo 6.1
paginas 229-232 de esta tesis Las regiones ampliadas de los espectros del

compuesto 25b y 25d se muestran en la Figura 3.7.

3.4.2. Preparacion de cis B-lactamas

Como se ha comentado anteriormente, las B-lactamas de configuracion
relativa cis en el anillo, pueden ser preparadas directamente a partir de la

reaccion de Staudinger (Esquema3.26).

NH, NH, H\[]/\/ R (\/
OH o-s:i—é %_ I J/

|

Esquema 3.26. Estrategia a seguir para la obtencion  de las B-lactamas cis

En nuestro laboratorio, ya se habia descrito la preparacion de cis-3-
amino-B-lactamas utilizando el grupo ftalimidoilo como precursor del grupo
amino (Esquema 3.27). La adopcion de este procedimiento se realizO por
varias razones: a) el grupo ftalimidoilo es un grupo ortogonal respecto al grupo
acetal y al grupo TBDMS, b) la desproteccion quimioselectiva del grupo

ftalimidoilo daria lugar a las cis-3-amino-B-lactamas correspondientes.



68 Ciclopéptidos 3-lactamicos 28a-d
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9)(0 nH H?>(o
o ~ b
(\/ a) ) o i*/\/
N + N 77% G N
© | I l |
o~ Cl sii-o O-?i—é

2 14 15a

X

o)
i a) b)

N 75%

o
N +
N
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Esquema 3.27. Obtencion de las cis B-lactamas 14ay 14ent. a) CH ,Cl, 0°C, 1h b) Et;3N,
CH.Cl,, 0°C > t.a. 16h

Asi, una vez obtenidas las iminas 14 y 14ent (a partir del Ry S
gliceraldehido acetonido correspondiente) éstas se hicieron reaccionar en
presencia de trietilamina como base con el cloruro de ftaloil glicina comercial 2,
obteniéndose las [B-lactamas 15a y 15c respectivamente. Los crudos de
reaccion se purificaron mediante cromatografia de baja presion en columna de
gel de silice basica, obteniéndose rendimientos del 77% para el compuesto 15a

y del 75% para el compuesto 15c¢ (Esquema 3.27).

Como se puede observar, también aqui los compuestos 15a y 15¢ son
enantiémeros entre si, por lo que el espectro de protén *H-RMN es idéntico en

ambos (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Espectro ‘H-RMN (500MHz) del compuesto 15a en CDCI 3 Numeracién de los
protones arbitraria

Los protones identificados como 4 (pertenecientes al acetonido) y 5
(pertenecientes al metileno unido al NH de la B-lactama) son diasterotdpicos, y
aparecen en la zona de 3.5 a 3.7 ppm. Una vez caracterizada la B-lactama,
procedimos a realizar la desproteccion del grupo ftalimidoilo con hidrazina
monohidratada en etanol a temperatura ambiente, durante 48 h obteniendo el
compuesto 22a con un rendimiento del 85% y el compuesto 22c con un
rendimiento del 80% (Esquema 3.28).
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0
@NH 'ﬂo>(° H,N H ';'0>(°
 t 0 ;I:I:L\/

A "

15a 22a

o )(
NH H- H,N H H -
( I'!l/\/ a) _ rrt/\/
o I 85% o]
I < I E
O-Si O-Si
15¢ ! 22¢c |
Esquema 3.28. Desproteccién del grupo ftalimidoilo a) N,H,-H,O, EtOH, t.a. 48h

Tras obtener las cis amino-B-lactamas correspondientes, se procedié a
efectuar el acoplamiento entre los compuestos 22a y 22¢ y el Cbz-Asp(O'Bu)-
OH utilizando EDC'HCI y HOBLt en diclorometano y en presencia de TEA como
base. El posterior tratamiento con fluoruro de piridinio y oxidacién del alcohol
resultante utilizando BAIB y TEMPO, condujo a los compuestos 25ay 25c, con

unos rendimientos globales del 53% y del 56%, respectivamente (Esquema
3.29).
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TS [
H-N = H H:
2 a) b) c) BnO” N N
ﬁ
N 53% o N
"
CO,H

a) b) c)
56%

I
O-Sii

22c

de los compuestos 25a y 25c a
HOBt, TEA, CHCl,,

Esquema 3.29. Secuencia sintética para la obtencion
- t.a. c) BAIB,

partir de los compuestos 22a y 22c. a) 1, EDC -HCI,
16h 0°C - t.a. b) THF, fluoruro de piridinio, 3h, 16h 0°C

TEMPO, MeCN/H,0 4h t.a.

En la Figura 3.9 y Figura 3.10 se muestran los espectros de *H-RMN de
los compuestos 25a y 25c¢ y en el Anexo 6.1, paginas 229-232, el experimento

COSY de cada uno de los compuestos.
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Figura 3.9. Espectro "H-RMN (500MHz) del compuesto 25a en CDCI 3 Numeracién de los
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3.4.3. Preparacién de los pentapéptidos 26a-d y cic  lacién de los mismos

Una vez sintetizados los compuestos 25a-d (Figura 3.11) se procedio a
estudiar la sintesis de los diferentes pentapéptidos.

t t
o col-2I Bu Q)( o col_2I Bu Q)(
J NHHE O J NH B2 O

BnO H BnO H S
o N o NW

o} j o]

252 COH 55, COH
t
o (of0] o co|_2| Bu o o
JU JU nH H
BnO H BnO N >
(o] H (o] N
(0]

Figura 3.11.

Como se indica en el analisis retrosintético del Esquema 3.30, el
acoplamiento de los compuestos 25a-d con el dipéptido HoN-Arg(Pbf)-Gli-OBn
nos conduciria a los compuestos 26a-d, los cuales tras la desproteccion de los
grupos protectores presentes en los extremos de la cadena, nos permitiria
efectuar una ciclacion intramolecular para dar los ciclopentapéptidos
correspondientes. Por ultimo, la desproteccion simultanea de los diferentes
grupos protectores en medio acido nos conduciria a la obtencién de las cuatro

sales objetivo 28a-d.
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Esquema 3.30. Andlisis retrosintético para la obten  cién de los compuestos 28a-d

En primer lugar, se procedi6 a la sintesis del dipéptido H,N-Arg(Pbf)-Gli-
OBn, por acoplamiento entre la Boc-arginina y el glicinato de bencilo mediante
los reactivos de acoplamiento HOBt y EDC-HCI. El péptido intermedio Boc-
Arg(Pbf)-Gli-OBn se purificO por cromatografia en columna y se aislé con un
rendimiento del 90%. Seguidamente, se desprotegiéo quimioselectivamente el
grupo Boc de la arginina con &cido férmico®, a temperatura ambiente,
obteniendo el dipéptido H,N-Arg(Pbf)-Gli-OBn con un rendimiento global del
80% (Esquema 3.31).

8 |. Loinaz, Tesis Doctoral, UPV-EHU. “Estudio de puentes de hidrégeno intermoleculares e
intramoleculares como herramienta para la solubilizacién y control conformacional de péptidos

y compuestos amidicos", 2004. pag 272.



Resultados y discusion 75

\ H\
N~ "NH(Pbf) NJLNH(be)
a) b)
it - Cuk
OH 80%
%—o N H,N N\)LOBn
o) o)

Esquema 3.31. a) H-GIi-OBn, HOBt, EDC-HCI, CH ,Cl,, 0°C->t.a. 16h. b) HCO ;H, t.a. 1.5h

Tras obtener el dipéptido Arg(Pbf)GIliOBnN, y con el fin de continuar con el
orden establecido en esta Tesis en referencia a la sintesis de cis y trans [3-
lactamas, se procedid primero a acoplar el dipéptido Arg(Pbf)GliOBn a las trans
B-lactamas 25b y 25d y posteriormente a las cis B-lactamas 25a 'y 25c.

Asi, el compuesto 25b se acoplo al dipéptido Arg(Pbf)GIliOBnN utilizando
los reactivos de acoplamiento EDC-HCI, HOBt, en presencia de trietilamina
como base y en diclorometano siguiendo el procedimiento anteriormente
mencionado. El producto se purific6 mediante cromatografia en columna de
baja presion con gel de silice, obteniéndose un rendimiento del 75% para el

compuesto 26b (Esquema 3.32).

° .
CO,H o NH(Pbf)
AN
25b 26b I\AH NH
07 NH
0
OBn

Esquema 3.32. Acoplamiento peptidico para la formac  i6n del compuesto 26b.
a) Arg(Pbf)GIliOBn, HOBt, EDC-HCI, TEA, CH ,Cl,, 0°C->t.a

La designacién estructural del compuesto 26b se efectué por *H-RMN
(Figura 3.12) con la ayuda de un experimento COSY (Figura 3.13 y 3.14).
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Figura 3.12. Espectro "H-RMN (500MHz) del compuesto 26b en DMSO. Numeracié n de los

protones arbitraria

La asignacion de los protones identificados con el nimero 12 (Figura
3.10) fue relativamente sencilla, ya que eran los Unicos que presentaban un
doblete que carecia de sefial de cruce con los protones de amida. Los demas
protones fueron asignados a partir de los protones de amida de los diferentes
residuos. La asignacion del Ha(6) del aspartico, se realiza mediante doble
sefal de cruce de COSY: la del proton amida y la de los HB del aspartico(7),

que presentan un doble doblete caracteristico hacia 2.7 y 2.5 ppm.

Para asignar los protones de la arginina, se siguieron Ios mismos pasos
qgue en el caso del aspartico, a partir del proton de amida de la arginina (3) se

asigno el Ha (13) y a partir de ahi siguiendo las sefiales de cruce se obtuvieron

los demas protones de la cadena de la arginina.
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Para los protones de la B-lactama, se siguié el mismo procedimiento y se
asignaron los protones identificados como 8, 9, 10 y 11 (ver COSY, Figuras
3.11y 3.12)
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Figura 3.13. Ampliacién del espectro COSY en DMSO d el CPP 26b, protones acidicos
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Figura 3.14. Ampliacién del espectro COSY en DMSO d el CPP 26b, region central

El compuesto 25d se acoplé con la Arg(Pbf)GliOBn bajo las mismas
condiciones de reaccién determinadas para el compuesto 26b, dando lugar a
26d (Esquema 3.33) con un rendimiento del 73% después de cromatografia en

columna.

25d

Esquema 3.33. Acoplamiento peptidico para la formac i6n del compuesto 26d. a)
Arg(Pbf)GliOBn , HOBt, EDC-HCI, TEA, CH ,Cl,, 0°C>t.a
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En la Figura 3.15 se muestra el espectro de *H-RMN y en las Figuras
3.16 y 3.17 se muestran los experimentos de COSY para el compuesto 26d.
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Figura 3.15. Espectro 'H-RMN (500MHz) del compuesto 26d en DMSO. Numeracié n de los
protones arbitraria
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Figura 3.16. Ampliacién del espectro COSY en DMSO d el CPP 26d, protones amidicos.
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Figura 3.17. Ampliaciéon del espectro COSY en DMSO d el CPP 26d, region central

Como se puede apreciar los dos espectros de protén (26b y 26d)
(Figuras 3.12 y 3.15) son muy similares entre si, pero presentan algunas
diferencias significativas. Asi, por ejemplo, en el espectro del compuesto 26d
las sefiales de los protones 11 y 9 aparecen solapadas mientras que en el
espectro del compuesto 26b se aprecia la multiplicidad de cada sefial. Ademas
los protones presentes entre 3.7 y 4.1 ppm estan mejor definidos en el espectro

de 26d que en el espectro de 26b.

Tras la obtencién y caracterizacién de los compuestos 26b y 26d que
contienen una trans B-lactama, procedimos a preparar los compuestos 26a y
26¢ que contienen una cis B-lactama. Para tal fin, el procedimiento descrito
anteriormente fue aplicado al compuesto 25a, obteniendo el compuesto 26a
con un rendimiento del 70% tras purificacion por columna cromatografica
(Esquema 3.34).
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Esquema 3.34. Acoplamiento peptidico para la formac i6n del compuesto 26a. a)
Arg(Pbf)GliOBn , HOBt, EDC-HCI, TEA, CH ,Cl,, 0°C>t.a

En la Figura 3.18 se muestra el espectro de *H-RMN del compuesto 26a

y en las Figuras 3.19 y 3.20 se muestran los experimentos de COSY.
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Siguiendo el mismo procedimiento preparamos el compuesto 26¢ con un
rendimiento del 71% tras purificacion por columna cromatografica (Esquema
3.35).

26¢

Esquema 3.35. Acoplamiento peptidico para la formac i6n del compuesto 26c¢. a)
Arg(Pbf)GliOBn, HOBt, EDC-HCI, TEA, CH ,Cl,, 0°C->t.a

Los protones del espectro de 'H-RMN del compuesto 26c fueron
asignados totalmente como puede verse en la Figura 3.20 con la ayuda del
experimento de COSY (Figuras 3.21y 3.23)
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Figura 3.21. Espectro "H-RMN (500MHz) del compuesto 26¢ en DMSO. Numeracié n de los
protones arbitraria
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Analizando los espectros de *H-RMN de los compuestos que contienen
una cis pB-lactama (compuestos 26a y 26c¢, Figuras 3.18 y 3.21) vy
comparandolos con los que incluyen una trans B-lactama (compuestos 26b y
26d, Figuras 3.12 y 3.15) encontramos algunas diferencias. Por ejemplo el
protdbn numerado como 8 aparece mas desapantallado en las estructuras que
tienen una configuracion cis, hacia 5 ppm, mientras que en las estructuras que

poseen una B-lactama de configuracion trans aparece hacia 4.5 ppm.

Una vez obtenidos los precursores lineales 26a-d, se desprotegieron sus
extremos amino Yy carboxilo mediante hidrogendlisis catalizada por
paladio/carbono, obteniéndose de forma practicamente cuantitativa los
pseudopéptidos lineales. Tras comprobar por RMN la desaparicion de las
sefales de los grupos protectores Cbz y bencilo, los crudos de reaccion se
emplearon en la siguiente etapa de ciclacion sin ser sometidos a una

purificacion adicional (Esquema 3.36).

En nuestro laboratorio se encontré® que la insercion de un puente
metileno entre el Ca(i+1) y el N(i+2) de una cadena peptidica provoca en el
mimeético resultante una fuerte conformacion betagirada tipo B-11 o B-1I", segun
la configuracion del estereocentro a. Consecuentemente la insercién de una [3-
lactama en un pentapéptido aciclico deberia provocar el acercamiento de las
cadenas laterales facilitando asi la ciclacion intramolecular (Figura 3.24)

B

(CaH + HN = CH2) Rq R,
B-lactama . % \N
o )\lr "\.)L +(+3) > “”)OC —3=°
é OIIIH N
0] (i*3)

Péptido no restringido PeptldonzéT'f:tjgc;I)ﬁ lactamico

(extendido)

Figura 3.24. Peptidomimético B-lactamico beta girado.

* Ana Benito, Tesis Doctoral, UPV-EHU. “Nuevos peptidomiméticos B-lactamicos: disefio,

sintesis y analisis estructural” 2003.
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Esquema 3.36. Desproteccién y ciclacion del compues to 27b. a) Pd/C (10%), latm.H ,,
MeOH, t.a., 16h. b) HATU, HOAt , KHCO 3, DMF, -10°C, 24h.

La ciclacion se llevo a cabo a -10 °C y a alta dilucion (4mM) durante 24h,
utilizando hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,NN",N"-
tetrametiluronio (HATU) y 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt) como reactivos
de acoplamiento, bicarbonato potasico anhidro como base y DMF como
disolvente. De esta forma se obtuvo un crudo que se purificd por cromatografia
de columna obteniéndose el compuesto 27b con un rendimiento del 70%.

La asignacion estructural de 27b se efectu6 como en los casos
anteriores por *H-RMN. La integridad de la estructura se comprob6 mediante la
asignacion de las cuatro sefiales (1, 2, 3, 4) de los protones de amida tras
llevar a cabo la ciclacion. En la Figura 3.25 se puede observar el espectro de
'H-RMN y en las Figuras 3.26 y 3.27 los experimentos de COSY
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Figura 3.25. Espectro 'H-RMN (500MHz) del compuesto 27b en DMSO. Numeracié n de los
protones arbitraria
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Figura 3.26. Ampliacién del espectro COSY en DMSO d el CPP 27b, protones amidicos
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Figura 3.27. Ampliacién del espectro COSY en DMSO d el CPP 27b, region central

Los ciclopéptidos restantes se obtuvieron de forma analoga. Asi, se
procedié a la desproteccion y ciclacion del compuesto 26d bajo las mismas
condiciones descritas anteriormente obteniendo el compuesto 27d con un
rendimiento del 68% (Esquema 3.37). Una vez purificado el producto por
cromatografia en columna se procedid a la asignacion de los diferentes

protones mediante experimento COSY.
cofeu o X S
02 u o o

(0]
JL A RH L0 o_:
BnO I':ll 2
(0] N N NH

o L HN o)
HN
NH(pbf) NGO 8% 0 HN NH(Pbf)
HN N/\/ %,
H 'Bu0,C
HN” 0 HN N~ O
\[(\H
0. (o}

OBn 27d
26d

Esquema 3.37. Desproteccién y ciclacion del compues to 27d. a) Pd/C (10%), latm.H ,,
MeOH, t.a., 16h. b) HATU, HOAt , KHCO 3, DMF, -10°C, 24h.
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En la Figura 3.28 se presenta el espectro de proton del compuesto 27d y
en las Figuras 3.29 y 3.30 se muestra el experimento de COSY.
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Figura 3.28. Espectro 'H-RMN (500MHz) del compuesto 27d en DMSO. Numeracié n de los
protones arbitraria
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Figura 3.29. Ampliacién del espectro COSY en DMSO d el CPP 27d, protones amidicos



Ciclopéptidos B-lactamicos 28a-d

f1 (ppm)

=5.0

T T
50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 3(?( 3.)7 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25
ppm.

Figura 3.30. Ampliacion del espectro COSY en DMSO d el CPP 27d, region central

Se repitid el proceso con los compuestos 26a y 26¢ con idénticos
resultados, obteniéndose los compuestos ciclicos 27a (Esquema 3.38) y 27c

(Esquema 3.39) con unos rendimientos del 65% y del 63% respectivamente.

CO,'Bu
H y ?
NG N
Y\ NH
° _ab) HN  00_0 =0 HNX
0,
NH(Pb) Tes% o XN NH(Pbf)
HN H/\/II tBUOZC N o
N
HN \H/\H
o)
o
OBn 27a
26a

Esquema 3.38. Desproteccion y ciclacion del compues to 26a a) Pd/C (10%), latm.H ,,
MeOH, t.a., 16h. b) HATU, HOAt , KHCO 3, DMF, -10°C, 24h.

En la Figura 3.31 se muestra el experimento de préton para el
compuesto 27a Yy en las Figuras 3.32 y 3.33 el experimento de COSY.
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Figura 3.31. Espectro "H-RMN (500MHz) del compuesto 27a en DMSO. Numeracié n de los
protones arbitraria
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Figura 3.32. Ampliacién del espectro COSY en DMSO d el CPP 27a, protones amidicos
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Figura 3.33. Ampliacion del espectro COSY en DMSO d el CPP 27a, regidn central

26¢c

Esquema 3.39. Desproteccion y ciclacion del compues to 26c a) Pd/C (10%), latm.H ,,
MeOH, t.a., 16h. b) HATU, HOAt , KHCO ;, DMF, -10°C, 24h.

En la Figura 3.34 se muestra el espectro de proton del compuesto 27c y

en las Figuras 3.35 y 3.36 se muestra el experimento de COSY
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Figura 3.34. Espectro "H-RMN (500MHz) del compuesto 27c en DMSO. Numeracié n de los
protones arbitraria
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Figura 3.35. Ampliacién del espectro COSY en DMSO d el CPP 27c, protones amidicos
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Figura 3.36. Ampliacion del espectro COSY en DMSO d el CPP 27c, regién central

3.4.4. Desproteccion final del ciclo

Por ultimo, se procedid a la reaccion de desproteccion de los grupos
guanidino de la arginina y carboxilato del aspartico. En sintesis previas
realizadas en el laboratorio® se habian conseguido los mejores resultados
empleando acido trifluoroacético concentrado a 35 °C durante lhora y
haciendo precipitar el producto final con éter diisopropilico, formando la sal

trifluoroacética correspondiente (Esquema 3.40).

% J. Oyarbide, Tesis Doctoral, UPV-EHU. “Disefio, sintesis y estudio conformacional de

ciclopéptidos B-lactamicos de tipo RGD” 2010, pag 168.
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Esquema 3.40. Desproteccion final del ciclo. Condic  iones generales CF ;COOH, 35°C, 1h,
70%.
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Bajo estas condiciones se obtenia un producto que en el espectro de
RMN de protdon mostraba un desdoblamiento tanto de las sefiales en los
protones amidicos, entre 7 y 9 ppm, como en la zona central del espectro, entre
3y 5 ppm. (Figuras 3.37-40). Los espectros de 'H-RMN se adquirieron en
H,O/D,0 (9:1) empleando una secuencia de WATERGATE de presaturacion de
la sefial del agua.

A continuacion se pueden observar los espectros de las sales 28a-d y
comprobar cdmo bajo estas condiciones, aparecen multiples sefales en la
region de 7-10 ppm caracteristicas de las sefiales de amida. Sefiales que no se
corresponden con la estructura del compuesto deseado.
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Figura 3.37. Espectro *H-RMN (500MHz) del compuestos 28a, en H 20/D20 (9/1).
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Figura 3.38. Espectro *H-RMN (500MHz) del compuestos 28b, en H 20/D20 (9/1).
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Figura 3.39. Espectro *H-RMN (500MHz) del compuestos 28c, en H 20/D20 (9/1).
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Figura 3.40. Espectro *H-RMN (500MHz) del compuestos 28d, en H 20/D20 (9/1).
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Los intentos de llevar a cabo la desproteccion utilizando una mezcla de
disolventes, cloroformo/acido trifluoroacético (1/3) a 35 °C también fueron
infructuosos. En estas condiciones la desproteccién era mas lenta, debido a la
menor concentracion de acido, y los compuestos a desproteger eran estables
durante mas tiempo en el medio de reaccion. A pesar de obtener un crudo de
reaccion mas limpio, todavia se observaba gran cantidad de impurezas. En la
Figura 3.41 se muestra el espectro del compuesto 28c, desprotegido en las
condiciones descritas, donde se observa la multiplicidad de las sefales de

amida (region entre 10 y 7 ppm) en el espectro.

5.5 5.0
f1 (ppm)

Figura 3.41. Espectro del compuesto 28¢c en H20/D20  (9:1) multiplicidad en las sefales
de amida

Los resultados obtenidos nos llevaron a la conclusion de que los
posibles carbocationes formados en esta etapa de desproteccion podrian dar
reacciones secundarias y/o que la sal generada como producto final no era

estable a esa temperatura.



Resultados y discusion 99

De cualquier forma, después de varios intentos se pudo determinar que
las condiciones Optimas consistian en mantener la reaccion a -5 °C en &cido
trifluoroacético y en una concentracion del ciclo de 0.1mM durante 16h
(Esquema 3.41). Bajo estas condiciones se obtuvo un anico juego de sefales
en el espectro de *H-RMN y un crudo de reaccién bastante limpio. Las sales
correspondientes se hicieron precipitar con eter diisopropilico y se lavaron con
metanol centrifugando la suspensién para aislar el producto, obteniéndose los

compuestos 28a-d con buenos rendimientos (Figura 3.42).

R, S’k R, ?\k
/§( Nﬁ:o HNNNv:o HN _«NH

NH
=4 a), R2
0 HN NH(Pbf) /\2:0 HN NH,*
BuoL” N HOL N CF,C00
N~ "0 N~ O 3
@ N
(0] (0]

R1=(S) Dioxolano R2=H R1= (S) Propanodiol R2=H 80%
H (S) Dioxolano H (S) Propanodiol 75%
H 77%

(R) Dioxolano H (R) Propanodiol
H H

(R) Dioxolano (R) Propanodiol 75%

27a-d 28a-d

Esquema 3.41. Condiciones para la desproteccién fin  al de los compuestos 28a-d. a)
CF3;COOH, -5°C, 16h.
La determinacion estructural se realiz6 mediante diversos experimentos
de RMN tales como COSY, NOESY, ROESY, TOCSY adjuntos en el Anexo
6.2.1, 6.2.2,6.2.3y 6.2.4, paginas 233-245
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Figura 3.42. 'H RMN (500MHz) de los CPP 28a 28b 28cy 28d en H 20/D20 (9/1) a 300K.
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La pureza de los productos finales 28a-d, se determind mediante analisis
por HPLC comprobando la existencia de un uUnico producto. Los
cromatogramas de cada uno de los compuestos se muestran en el
Anexo0.6.2.1,6.2.2,6.2.3,y6.2.4

3.5. Analisis conformacional de ciclopéptidos B-lactamicos de
tipo RGD

Tras sintetizar los diferentes miméticos de ciclopéptidos RGD se paso a
realizar el andlisis conformacional de los compuestos 28a-d mediante técnicas

de RMN basadas en el método ISPA**(Isolated Spin-Pair Approximation).

Este estudio conformacional permitiria:

1. Confirmar el “Docking” previo, cuya discusion se vera mas

adelante.

2. Estudiar la disposicion espacial de los grupos de interaccion con

el receptor.

3. Estudiar la interaccion del compuesto con el centro activo de la

integrina.

4. Encontrar una relacion entre estructura y actividad.

En nuestro caso, el analisis se llevé a cabo con las sales trifluoroacéticas
de los ciclos de los cuatro productos 28a-d, utilizando una mezcla de H,O/D,0O
(9:1) como disolvente para imitar, de la manera mas fidedigna posible, los

medios fisioldgicos.

% a) D. Neuhaus, M. Williamson, The Nuclear Overhauser Effect in Structural and

Conformational Analysis VCH Publishers: New York, 1989. b) P. D. Thomas, V. J. Basus, T. L.
James, Proc. Nat. Acad. Sci. 1991, 88, 1237.
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El analisis mediante RMN es particularmente eficaz para el estudio
conformacional de péptidos, ya que permite determinar la formacion de enlaces
de hidrégeno intramoleculares, las distancias interprotonicas y los angulos
diedros J(HCa-NH). Ademas, la combinacion de estos datos con calculos de
modelizacion molecular permitiria conocer las diferentes poblaciones de

conférmeros de los ciclopéptidos en disolucion.

Una forma de medir la formacion y estabilidad de los enlaces de
hidrogeno intramoleculares es a través del coeficiente térmico de los diferentes
protones amidicos (AS(NH)/AT)®'.

En todos los casos se utilizé la misma nomenclatura posicional para la
asignacion de los protones, numerando cada resto a partir de la B-lactama e

indicAndose ésta como “B-Lactam”.

La nomenclatura posicional para la asignacién de los protones fue la
mostrada en la Figura.3.41. Se designdé cada aminoacido del ciclo con su
acronimo y sus protones se localizaron segun la nomenclatura general (a, B, Y,
etc...) excepto para el fragmento de la B-lactama que se indic6é como “B-
Lactam”. Manteniendo este mismo orden para los cuatro diasteroisomeros 28a-
d.

Gly2
|—|3-Lactam—|
HO
HO, ] %\ CF,CO0
8 o N—g NH
HN B Oy HN=X
— o HN ‘ NH,* Arg

Figura 3.43. Nomenclatura utilizada en los ciclopep  tidomiméticos

8" a) H. Kessler, Angew. Chem. Int. Ed. 1982, 21, 512.
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Los estudios se realizaron a una concentracion de 1mM y a una
temperatura de 300 K en H,O/D,0O (9/1). En primer lugar se llevé a cabo la
asignacion de todas las sefiales a partir de los espectros 1H, COSY, ROESY y
TOCSY de los ciclos 28a ,28b, 28c, 28d. Los correspondientes espectros

completos de los compuestos aparecen en el Anexo 6.2.1, 6.2.2,6.2.3,y 6.2.4

Se identificaron las sefiales de amida NH que aparecen como dobletes
para los residuos de la B-lactama, la arginina y el aspartico por tener en todos
los casos un protén en el carbono adyacente y triplete para la glicina por
presentar dos protones en el carbono adyacente. A través de las sefiales de
cruce del espectro COSY se fueron asignando los diferentes juegos de sefiales
de cada ciclo. Debido a la gran concurrencia de sefiales en un rango estrecho
del espectro (entre 3.5 y 4.5 ppm), utilizamos la ayuda de experimentos

TOCSY y ROESY para asignar los demas protones de los compuestos 28a-d.

Tras asignar las sefiales de los espectros, se realizé una deriva térmica
entre 300K y 325K en H20/D20 (9/1) con intervalos de 5K y se calcularon los
coeficientes térmicos (AS(NH)/AT) de los protones amida de los diferentes
ciclos para saber si aquellos participaban o no en enlaces de hidrégeno
intramoleculares. En la Tabla 3.4 se muestran los valores del desplazamiento
quimico en ppm de los diferentes NH amidicos, los correspondientes
coeficientes térmicosy la asignacion de los diferentes protones de cada uno de
los compuestos 28a, 28b, 28c, 28d
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Tabla 3. 4. Valores del desplazamiento quimicoen p pm de los H de los CPP 28a-d y el
valor de sus derivas térmicas

Compuesto 28a

Residuo H° HP H H° H®  N-H Ad/AT
Asp 4.60 2.86 8.82 -5.49
B-Lac  4.99 4.04 3.38 3.44/3.53 8.33 -4.32
Gli2 3.49/3.40

Arg 4.32 1.81/1.70 1.62 3.20 714 771 -5.72
Gli1 3.99/3.63 8.91 -7.49

Compuesto 28b

Residuo H° HP HY  H° H® N-H  AS/AT
Asp 4.68 2.87 8.76 -7.66
B-Lac  4.70 3.56 3.92 3.62/3.58 8.09 -3.83
Gli2 4.12/3.74

Arg 4.21 1.73/1.60 1.60 3.13 7.11 835 -7.87
Gli1 3.84/3.60 8.75 -7.58

Compuesto 28c

Residuo H® HP HY H® H® N-H A3/AT
Asp 4.46 2.85 8.89 -7.93
B-Lac 5.13 4.28 4.02 3.66/3.56 787 -4.3

Gli2 4.08/3.86

Arg 4.25 1.75/1.7 151 3.13 7.09 882 -505
Gli1 3.51/4.23 8.40 -6.1

Compuesto 28d

Residuo H° HP HY  H° H®  N-H Ad/AT
Asp 4.53 2.88 8.92 -8.74
B-Lac  4.78 3.24 3.92 3.68/3.54 8.34 -4.4

Gli2 4.47/3.65

Arg 4.40 1.82/1.6 1.66 3.19 7.16 8.03 -8.28

Glil 3.86/3.65 8.83 -7.22
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En agua, el valor limite del coeficiente térmico para que un NH amidico
participe en un enlace de hidrégeno intramolecular es de -4ppb/K*. Por lo
tanto, se puede considerar que los protones amidicos cuyos coeficientes
térmicos sean menores o iguales a esta medida (en valor absoluto) participan

en cierta medida en enlaces de hidrogeno intramoleculares.

Fijandonos en los valores de los coeficientes térmicos de los cuatro
compuestos, podemos deducir que muestran comportamientos similares. La
estructura presenta los coeficientes térmicos de la arginina, glicina y aspartico
con valores superiores a -4 ppb/K y presenta un coeficiente térmico, en el caso
de la [B-Lactama] en torno a -4 ppb/K. en todos los compuestos.

Por tanto, no existiria enlace de hidrogeno en ninguna de las cuatro
estructuras y si lo hubiere, seria un giro y (natural o inverso) de caracter muy

débil en torno al NH de la B-lactama y el carbonilo de la glicina

Los cuatro compuestos presentan una tendencia homogénea. Parece
ser que ni la configuracion del esterocentro y del 1,2-propanodiol ni la
configuracion cis, trans de la B-lactama afectan de forma significativa a la

conformacion del ciclo.

Seguidamente se determinaron las distancias interprotonicas mediante
integracion de las sefiales de cruce significativas de los espectros 2D ROESY
siguiendo el método ISPA (Isolated Spin-Pair Approximation). Para completar el
analisis, las estructuras se modelizaron introduciendo los valores anteriores
como restricciones en calculos de dinamica molecular, los cuales se

especificaran mas adelante.

Para elucidar la conformacion detallada de las diferentes familias
conformacionales, se integraron las sefnales de cruce de los espectros ROESY.
En la Tabla 3.5 se muestran los principales valores promedio para cada

ciclopéptido B-lactamico.

8 T. Cierpicki, J. Otlewski, J. Biomolec. NMR 2001, 21, 249.
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Tabla 3.5. Distancias (en A) interprotonicas signif icativas obtenidas a traves del
experimento ROESY

Compuesto 28a (A) Compuesto 28b (A)

H%Blac/ HArg 3.21 NHGIi1/H%Arg 2.67
H%Blac/H"Arg 4.87 NHArg/HGIi2 2.76
H%Blac/NHArg 3.97 HPBlac/NHArg 2.89
NHArg/ HGIi2 2.89 NHBlac/H Asp 3.38
NHBlac/ H'Blac 3.30 NHAsp/NHBlac 3.81
NHAsp/HGIi1 2.63 H°Blac/HGIi2 3.04
NHpBlac/ H Asp 3.13 NHpBlac/HPBlac 2.70
NHGIi/ H*Arg 2.81 NHBlac/H'Blac 4.51
HYArg/HGIi2 4.63

Compuesto 28c (A) Compuesto 28d (A)

NHAsp/NHlac 3.09 NHAsp/NHlac 3.37
NHAsp/HGIi1 2.43 NHAsp/HGIi1 2.27
NHArg/HGIi2 2.77 NHGIiI/H*Arg 2.49
NHpBlac/HPBlac 3.86 NHpBlac/HPBlac 3.14
NHBlac/HBlac 2.73 HYArg/HGli1 2.77
HGIi2/HPBlac 3.07 NHplac/H"Asp 3.10
NHGIi/ H*Arg 3.76 HGIli2/H'Blac 3.30
NHArg/ H®Blac 3.97 NHGIi/H Arg 3.23

Seguidamente, se emplearon las distancias interprotonicas de la Tabla
3.5 como restricciones en el célculo de los grupos conformacionales o clusters
mas relevantes para los pseudopéptidos ciclicos 28a-d. Para ello, se siguio el
método simulated annealing® realizando una dinamica libre desde 1000 K
hasta 300 K aplicando las restricciones conformacionales una vez se empieza
a bajar la temperatura, modelizando el enfriamiento de 100 estructuras posibles

de los pseudopéptidos ciclicos 28a-d. El margen aplicado a cada restriccion de

8 x. Daures, K. Gademan, H. Schafer, B. Jaun, D. Seebach, W. F. van Gunsteren, J. Am.
Chem. Soc. 2001, 123, 2393.
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distancia interprotonica fue de #0.3 A y las simulaciones se efectuaron

empleando el programa X-PLOR-NIH 2.16%.

De las 100 estructuras resultantes se seleccionaron aquellas que
cumplian todas las restricciones 0 que Unicamente violaban una de ellas.
Dichas estructuras se agruparon en diferentes clusters reuniéndolas segun los
conjuntos de orientaciones de los grupos amida con respecto al plano medio
molecular de cada ciclopéptido definido por el signo del angulo pseudodiedro d.
Este angulo indica la orientacion de los diferentes grupos amida con respecto a
un plano imaginario perpendicular al anillo B-lactamico. Asi, valores positivos
del angulo & indican que el hidrogeno del enlace amida esta orientado hacia
delante del ciclo, mientras que un valor negativo de o indica que el enlace esta

orientado hacia atras.

Tabla 3. 6. Clusters conformacionales de los ciclo  péptidos 1a-d definidos segun el signo
del angulo pseudodiedro  §2.

1a R;= (S)CHOHCH,OH R,=H

0 1d Ry=H R,= (R)CHOHCH,OH Ry ~* 5 Va
Cq \\\\ Ng—- R o
Ll , B — 4
! Ca

:

N ’
—>: H:N "'\~’:—~£‘ ‘2_‘_¢ (@) v
2 Pl Y
0L o VA e
,// /b\_\ ASD | BZIArg Y3
HO,C N Tt
’ NN H” \ﬂ/\’}‘ o/
| \“~i___—ro H \-L'—’x
Asp H Gly y A
.. 2 -
6 (NgCq—NH)

R; 1bR;=H R,= (S)CHOHCH,OH
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TSN - 1c R4= (R)CHOHCH,OH R,=H
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% C. D. Schwieters, J. Kuszewiski, G. M. Clore, Prog. Nucl. Magn. Spectrosc. 2006, 48, 47.
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Cluster 5= (NBCa-NH)  Distancia CO---HN (A)?

b)
(n) <B>BLac <O>asp <Ol <O>ag Y>(@W)asp ¥ <Yo> <ys> <ya> <Pr> <Bp>

28a(33) -8.7 +34 -72 +127 2.8(50-11) 41 4.0 3.7 55 53
28a(21) -7.7 +56 -60 -148 2.7(-76;+2) 3.6 42 3.2 50 5.0
28a(8) 18 -105 -75 122 1.6(+67;-61) 51 4.2 3.7 55 5.4
28a(4) +72 -100 -79 -117 2,2(+54;-90) 5.1 4.2 40 52 58
28a(3) +75 -96 -56 -130 2,2(+54;-90) 4.9 4.6 3.6 4.4 58
28a(2) 21 -103 -71 -130 1.6 (+67;-61) 5.1 4.1 3.8 55 54

28b(24) -44  +60 -59,6 -143 2.4(-93;46) 3.6 4.4 3.7 49 56
28b (9) -2.7 +53.8 -61.6 -155 3.0(-78;-10) 3.7 4.4 32 51 53
28b (5) -48  +42 -65 +131 2.7(-99;32) 3.0 3.9 40 4.8 53
28b (4) -0.6 +51 -50 +124 2.8(-62;-18) 3.7 4.2 35 53 5.2
28b (7) +84 +78 -55 -128 4.4(-74;-76) 3.7 46 35 3.9 58
28b (4) +122 +79 +79 +108 4.8 (-72;-121) 3.9 4.9 45 3.9 6.2

28c(31) 24 77 89 123 3.0(-75;-12) 5.0 45 3.0 58 53
28c (21) 24 75 -52 120 3.1(-73;-15) 3.8 3.2 28 58 5.1
28c(15) 13 75 -55  -133 2.9(-81;+12) 42 43 3.3 52 53

28c(9) 14 85 95 -130 2.9(-96:+15) 4.9 45 34 54 53

28c (7) -88  -76 77 -130 4.5(+62;+94) 3.1 50 3.4 3.8 6.4

28c(6) 95 -80 72 119 4.6 (+67:+93) 2.9 53 2.6 3.3 5.8
28d (38) +48 93  -72 +109 2.7(-49;-26) 4.8 3.6 3.3 6.3 5.4
28d (12) +47 91 -84 96 2.7(-491-27) 49 43 4.9 6.0 45
28d (29) +43 82 -64 120 1.7 (+68;-60) 5.1 4.0 3.1 57 55
28d (4) +48 -79 -74 -113 1.6 (+68;-61) 5.1 4.3 4.3 54 4.9

a) Una orientacién anterior o posterior del enlace CON-=H al plano medio del macrociclo
se corresponde, respectivamente, con un signo posit ivo 8 (+) o negativo & (-).

b) Entre paréntesis se indica el nimero de estructu  ras que incumplen una o ninguna de
las restricciones de distancia interprotdnica.

¢) Los valores resaltados indican distancias de enl ace de hidrégeno.

d) Valores promedio de los angulos diedros internos del residuo Asp. Angulos diedros

canonicos de un giro V de tipo inverso : < (> =-65; <|>= +65.



110 Andlisis conformacional

Una vez agrupadas las diferentes conformaciones (Tabla 3.7), podemos
comprobar que cada compuesto presenta dos familias de conférmeros, una
mayoritaria y otra minoritaria. La familia mayoritaria de los compuestos 28a y
28b, presenta una estructura en la que el NH del residuo de la B-lactama y de
la glicinal presenta un angulo d negativo y el residuo del aspartico presenta un
angulo d positivo. La familia mayoritaria de los compuestos 28c y 28d presenta
una estructura en la que el NH del residuo de la B-lactama y el aspartico
presentan valores positivos del angulo & y el residuo de la glicinal presenta un
angulo & negativo. Ademas, el compuesto 28c presenta otra familia mayoritaria
en la que presenta valores positivos de & para los residuos del aspartico, la B-
lactama y la glicinal. En todas las familias de los compuestos 28a-d se engloba
tanto un valor positivo como negativo del angulo <&>4,4. dentro de la misma

familia conformacional.

La razén podria argumentarse en la ausencia de sustituyente en el
carbono a de la glicina2, el residuo de la arginina presenta mayor libertad de
giro, y el NH del residuo de la arginina pueda estar tanto por delante como por
detras del plano formado por el C-N de la B-lactama y por el propio ciclo.

Asi englobaremos las estructuras de cada compuesto en dos familias,
dependiendo del signo del angulo & formado por cada residuo del ciclo.
Reuniremos los cluster o estructuras que presenten el mismo signo al medir el
angulo pseudodiedro d de los residuos de la B-lactama, el aspartico y la glicina
en la misma familia. La familia M perteneciente a la familia mayoritaria de

estructuras y la familia m perteneciente a la familia minoritaria de estructuras.
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Tabla 3. 7. Tabla con las diferentes familias forma das para cada compuesto

0 = (NBCoa—NH)
Familia Cluster (n)b) <O>Brac <O>asp <O <D>ag  <Y1> (GW)asp
28a “M” 54 - + - -+ >2.3
28b “M” 42 - + - -+ >2.3
28c"My” 40 + + + -1+ >2.3
28c"My” 36 + + - -+ >2.3
28d “M” 50 + + - -+ >2.3
28a “m” 17 + - - -+ <2.3
28b “m” 7 + - -1+ -1+ >2.3
28c‘m” 20 - - + -+ >2.3
28d “m” 33 + - - -+ <2.3

La familia mayoritaria M del compuesto 28a presenta 54 estructuras en
las cuales el angulo & de cada residuo es negativo para la B-lactama y para la
glicina, y positivo para el aspartico. Ademas los valores de la distancia y; son
mayores que 2.4 A, por lo que se descarta la presencia de enlaces de
hidrogeno en la estructura. Como hemos comentado anteriormente el angulo
dpara la arginina presenta estructuras positivas y otras negativas, a
consecuencia de la libertad de giro que le otorga, por un lado la ausencia de

sustituyente en el Ca del residuo Gli2 y por otro, su proximidad con la Glil.

La familia mayoritaria M del compuesto 28b presenta la misma
conformacién.que el compuesto 28a. Ademas, aunque el valor de la distancia y;
es de 2.4 A, los angulos de enlace @ se alejan de los valores canénicos para
que se de un giro y. El valor de 2.4 A esta en el limite para constatar la
presencia o no de enlace de hidrégeno. Este dato concuerda con el valor
medido de la deriva térmica (-3.8) y corrobora que este compuesto 0 no
presenta enlace de hidrégeno en su estructura, o si lo presenta es de caracter
muy débil.

La familia mayoritaria M del compuesto 28c presenta dos grandes

familias mayoritarias, la familia M; con 40 estructuras que cumplen todas las
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restricciones y en los que el valor del angulo 6 de los 3 residuos (B-lactama,
aspartico, glicina) son de valor positivo y el valor del angulo & de la arginina
presenta valores tanto positivos como negativos, y otra estructura mayoritaria
M, con 36 estructuras, en la que se da una inversion del residuo de la glicina,
siendo ahora el valor del angulo & del residuo de la glicina negativo y el de la B-
lactama y el aspartico positivo. Podemos observar que esta estructura tiene
una gran flexibilidad debido a su libertad de giro. Ademas, estas
conformaciones tampoco presentan enlace de hidrogeno en su estructura, dato

corroborado al realizar la deriva térmica del compuesto.

Por dltimo, la familia mayoritaria M del compuesto 28d presenta un
namero de 50 clusters. La diferencia entre esta estructura y la de los
compuestos 28a y 28b radica en que el NH de la B-lactama aparece por detras
del plano & (NgCq-NH). Tampoco presenta ningun enlace de hidrégeno en su
estructura, dato que viene reforzado por los valores de la deriva térmica

medidos experimentalmente.

Las familias minoritarias de los compuestos 28a-d presentan diferentes
conformaciones respecto a la mayoritaria. Generalmente debido a la rotacion o
giro de algun residuo (B-lactama, aspartico, glicina) del compuesto. Asi las
familias “m” de los compuestos 28a y 28b presentan un giro que coloca al NH
del residuo de la B-lactama hacia fuera del plano presentando un angulo &
positivo. La Unica diferencia entre las conformaciones de los compuestos 28a y
28b es que el compuesto 28a presenta 10 conformaciones en las que aparece
un giro y, mientras que en la familia m del compuesto 28b no aparece ninguna

conformacién con enlace de hidrogeno en su estructura.

Ademas, la familia m del compuesto 28c presenta un giro en el NH de la
B-lactama con respecto a la familia M, y ademés no presenta enlace de
hidrogeno en ninguna de sus conformaciones. Por ultimo, la familia m del
compuesto 28d, presenta una conformacion en la que se da un giro en el
residuo del aspartico con respecto a la familia M. Esta conformacion ademas

presenta un giro y, entre el NH de la B-lactama y el CO de la glicina.
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Como conclusion, los 4 compuestos 28a-d presentan, a la vista de los
resultados obtenidos, estructuras bastante flexibles. El hecho de no tener
ningun sustituyente en el carbono a de la glicina 2 hace que el residuo de la
arginina tenga mucha libertad de giro dentro del ciclo, como demuestran los
valores negativos y positivos del dngulo pseudodiedro & de dicho aminoacido
en los diferentes CPP 28a-d. Ademas la monosustitucion en el carbono 3 de la
B-lactama permite a su vez libertad de giro en el residuo del NH de la -
lactama, asi como en el residuo del aspartico. Por udltimo, la ausencia de
enlaces de hidrogeno en las estructuras 28a-d evita la fijacién de determinadas
conformaciénes aumentando los grados de libertad. A continuacon se
representan las familias conformacionales mayoritarias y minoritarias de los

compuestos 28a-d.
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28a “M" 28b “M"

28C “M 111 28d “M"

28c“M "

Figura 3.44. Representacion de las familias conform  acionales mayoritarias de los
compuestos 28a-d
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28a “m” 28b “m"

28C “m" 28d “m”

Figura 3.45. Representacion de las familias conform  acionales minoritarias de los
compuestos 28a-d
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3.6. Modelizacion de la interaccion RGD/integrina o83 (Docking)

Una vez estudiada las posibles conformaciones que adoptan los cuatro
compuestos, procedimos a realizar un estudio tedrico de interaccion con el
centro activo de la integrina a,Bs. Para ello, se seleccionaron las estructuras de
cada compuesto englobadas en las familias mayoritarias, dando por sentado
que el ligando se encontrara mayoritariamente en esa conformacion a la hora
de interaccionar con el centro activo de la integrina. Para realizar los estudios
de Docking y se utilizé el programa Docking Autodock 3.05. Se seleccion6 una
de las conformaciénes de cada subgrupo pertenecientes a la familia mayoritaria
de cada compuesto 28a-d. Asi el compuesto 28a presenta dos subfamilias de
estructuras que forman la familia mayoritaria 28a“M”, el compuesto 28b
presenta cuatro subfamilias de estructuras que forman la familia mayoritaria
28b “M” . El compuesto 28d presenta dos subfamilias que forman la familia
mayoritaria 28d“M” y por ultimo, cada familia mayoritaria del compuesto 28c

(la“M7” y la “M ") esta formada a su vez por dos subfamilias.

El ensayo de Docking se ha realizado escogiendo la conformacion
promedio de cada una de las subfamilias y calculando la energia de Docking.
Se repitio el calculo 100 veces y se agruparon en clusters en funcion de la
energia, tomando como referencia para nuestro célculo, el cluster de menor

energia de Docking.

A continuacidon se va a presentar el cluster de menor energia de cada
familia 28a-d, sus interacciones con el centro activo de la integrina y su energia
de Docking. Los demas clusters de menor energia, pertenecientes a las
subfamilias de los compuestos 28a-d se presentan en el Anexo 6.3 paginas
245-247.
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Docking

28c “M” [ -14.7 Kcal

Asn 215(B)

CA

N

Ser 123(B)

N

CA

Arg 216(B Ca 4001(B)
.

Ala 218(B

Tyr 166(B)

o

Phe 177(A
N

28d “M” [ -15.5 Kcal

B

BX2 2(d)

0G2 o

__GIn 180(A)



Resultados y discusion 119

®=—@® ctniace del ligando H@:53  Residuos del centro activo envueltos en
e o Enlace del receptor “m™  interacciones hidrofébicas
@®- —® Enlace de hidrogeno ® Atomos implicados en interacciones

y distancia promedio hidrofébicas

Viendo los resultados del Docking, podemos predecir que los
compuestos 28b y 28c asi como el compuesto 28d presentan energias de
Docking superiores o muy similares al compuesto de referencia la Cilengitide®,
el cual presenta una energia minima de Docking de -14.9 Kcal. Lo que si
parece claro, es que el compuesto 28a es el que mayor valor de docking
presenta, y por tanto deberia presentar menor interaccion con el centro activo

que los demas compuestos.

Esta técnica, presenta varias limitaciones, ya que este programa
mantiene el centro activo de la integrina fijo, asi como la estructura de ciclo de
nuestros compuestos permitiendo moverse libremente solo a las cadenas
laterales. Por tanto, estos valores, solo nos van a permitir tener una idea
orientativa sobre la actividad de los compuestos en comparacion con el

compuesto de referencia, el Cilengitide®.

3.7. Sintesis del Cilengitide

Una vez realizado el estudio conformacional de los 4 compuestos, se
procedié a sintetizar el Cilengitide® para utilizarlo como referencia tanto en el
estudio de la actividad biolégica como en el posterior ensayo génico de los
compuestos. La sintesis del compuesto fue llevada conjuntamente por nosotros
y el doctor Joseba Oyarbide segun el procedimiento descrito en la bibliografia®™

gue se indica a continuacion (Esquema 3.42).

%% a) M. A. Dechantsreiter, E. Planker, B. Math&, E. Lohof, G. Holzeman, A. Jonczyk, S. L.
Goodman, H. Kessler, J. Med. Chem. 1999, 42, 3033. b) R. M. Freidinger, J. Org. Chem. 1983,
48, 77.
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Esquema 3.42. a) Paraformaldehido, p-Tos-OH, C ¢HsCH3; Dean-Stark 30" b) Et 3SiH, TFA,
CHCI;, t.a. 22h ¢) H-Arg(Pbf)-Gli-OBn, EEDQ, CH ,Cl, -15°C->r.t. 16h d)
Piperidina, DMF t.a. 20" ) Z-Asp(O 'Bu)-D-Phe-OH, HATU, KHCO ;, DMF,
0°C-> t.a. 16h f)H,, Pd/C 20%, MeOH t.a. 2h g) HATU, HOAT, DIPEA, DMF -
15°C 24h h) TFA, 30°C 2h ->Diisopropileter

Para ello se partié de la Fmoc-L-Valina comercial, se disolvid en tolueno
y se le afladi6 paraformaldehido y &cido paratoluensulfénico. La mezcla se
llevo a reflujo durante 30 minutos en un sistema Dean-Stark, pasado ese
tiempo se enfrid el sistema y tras los lavados acidos y basicos se obtuvo el
compuesto 30 con un rendimiento del 96%. Dicho compuesto se disolvid en

cloroformo y acido trifluoroacético y se le afadio trietilsilano, la mezcla se agité
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a temperatura ambiente durante 22h y tras cristalizacion con éter se obtuvo el
compuesto 31 con un rendimiento cuantitativo. El siguiente paso es el
acoplamiento peptidico entre el dipéptido H-Arg(Pbf)-Gli-OBn cuya sintesis ha
sido abordada anteriormente en esta tesis, y el compuesto 31 utilizando el
reactivo de acoplamiento 2-etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-dihidroquinolina (EEDQ)
en diclorometano a -15 °C durante 16 horas. Tras purificar el compuesto
mediante columna cromatografica se obtuvo el producto 32 con un rendimiento
del 50%. Tras desproteger el grupo protector fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc)
mediante piperidina en DMF se procedio a acoplarle el Z-Asp(OtBu)-D-Phe-OH
cuya sintesis se resume en el Esquema 3.46.

Ph 9 7 o
e -
ame | Bno N Aok
H,N” >CO,H 70% o =>/_"' o
o
35 0 \S

36

Esquema 3.43. a) AcCl, MeOH, 65 °C 2h b) Z-Asp(O 'Bu)-OH, EDC, HOB, Et 3N, CH,Cl,, t.a,
16h ¢) NaOH, H20O/THF

El acoplamiento del compuesto 36 con el compuesto 32 desprotegido,
utilizando HATU como agente acoplante y carbonato potasico como base en
DMF nos condujo tras purificicacion en columna cromatogréfica al producto 33
con un rendimiento del 66%. Una vez llegados a este punto se procedio a la
desproteccion selectiva de los grupos protectores bencilo presentes en ambos
extremos de la cadena peptidica mediante hidrogendlisis y el producto
obtenido se usé en la siguiente etapa de ciclacion sin mayor purificacion. La
ciclacion se llevo a cabo en condiciones de alta diluciéon usando HATU, HOAt y
DIPEA en DMF a -15 °C durante 24 horas, obteniendo tras purificacion en
columna el producto 34 con un rendimiento del 70%. Como ultima etapa en la
sintesis del Cilengitide se procedi6 a desproteger los grupos protectores
2,2,4,6,7-pentametil-2,3-dihidrobenzofuran-5-sulfonilo (Pbf) y el grupo terc-
butilo en trifluoroacético a 30 °C durante dos horas. La sal correspondiente se
hizo precipitar con éter diisopropilico y se lavd con metanol, centrifugando la
suspension para aislar el producto, obteniendo el Cilengitide® | con un
rendimiento del 90%. Los datos espectroscépicos fueron coincidentes con los

de la bibliografia®.
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3.8. Estudio de la actividad biologica de ciclopépt idos -
lactamicos tipo RGD

Una vez estudiadas las energias de Docking de los cuatro compuestos
28a-d y viendo que estos presentaban, en la mayoria de los casos, valores
similares 0 mejores que el compuesto de referencia, procedimos a verificar
estos resultados experimentalmente. Para ello realizamos un estudio de la
actividad biolégica de los compuestos, a fin de constatar y contrastar los

valores obtenidos teéricamente con los obtenidos experimentalmente.

Los ensayos consistieron en cultivar células HUVEC sobreexpresadas
en la integrina avBs en placas petri de superficie funcionalizada con vitronectina,
bajo condiciones atmosféricas, de pH y temperatura adecuadas para obtener
una capa de células homogénea. Seguidamente, se aplicé tripsina (una enzima
proteolitica) para romper la interaccion de los receptores celulares con la
vitronectina, permitiendo la liberacién de la capa celular. Las células fueron
colocadas en placas de cultivo que contenian diferentes concentraciones de los
ciclopéptidos B-lactdmicos 28a-d. Como referencia se empleé el Cilengitide® |,
el cual fue sintetizado previamente en nuestro laboratorio. A continuacion se
volvieron a cultivar las células asi tratadas en las condiciones originales
durante 20 minutos en otra placa idéntica a la inicial de tal forma que solo las
células cuyos receptores no habian sido blogueados por los ciclopéptidos B-
lactdmicos pudieran adherirse a la placa funcionalizada con vitronectina. La
comparacion del numero de células adheridas inicialmente frente a las
adheridas tras ser tratadas con distintas concentraciones de dichos
ciclopéptidos B-lactamicos proporcioné los valores de inhibicion de adhesion

celular (Figura 3.46).
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Figura 3.46. Graficas de inhibicién de la adhesién sobre vitrone ctina de células
HUVEC sobreexpresadas en integrina  aVB3 mediante la adicion de
los ciclopéptidos RGD 28a, 28b, 28c y 28d  (color azul), comparadas
con la inhibicion del cilengitide (color rosa) en | as que la ordenada
representa el % de inhibicion y la abcisa la concen tracion del
correspondiente ciclopéptido RGD.
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El valor de ICsy para este ensayo se determind midiendo la
concentracion minima de ciclopéptido necesaria para reducir el porcentaje de
adhesion celular al 50% (marcado punteado en las graficas de la Figura 3.46) y
se comparo con el del Cilengitide | que presenté una ICsy consistente con los

datos descritos en la bibliografia®.

Los valores de ICsg para los diferentes compuestos fueron: el Cilengitide
presentd un IC50 de 5 uM, el compuesto 28b presentd un valor de 1 uM, el
compuesto 28a presentd un valor de 10 uM el compuesto 28d presenté un

valor de 5 uMy el compuesto 28c presento un valor de 4uM.

A la vista de los resultados obtenidos, se puede afirmar que la ICsy del
ciclomimético B-lactamico de RGD 28b frente a la integrina ayB3 es menor que
el del Cilengitide (1), por lo que la sustitucion del grupo bencilo por el (S)
propanodiol, en posicién trans con la B-lactama afecta positivamente a la
inhibicidén. Este compuesto presenta una potencia de inhibicion de 4 a 5 veces

mayor que el compuesto de referencia Cilengitide 1.

Por el contrario, los ICsp de los compuestos 28c y 28d frente a la
integrina ayPBs presentan el mismo valor (28d) o un valor ligeramente inferior
(28c) que el compuesto de referencia I. Por ultimo, el peor resultado se obtiene
al medir el ICso del compuesto 28a, ya que presenta un valor superior al

compuesto de referencia.

Viendo estos resultados y comparandolos con los resultados obtenidos
tedricamente se comprueba que existen algunas similitudes y también
diferencias. Asi, el compuesto 28a es el que presenta menor actividad y el
compuesto 28c presenta una actividad ligeramente superior al Cilengitide
(parecido al analisis de Docking). Por contra, contradiciendo los valores

tedricos, el compuesto 28d presenta la misma actividad que el Cilengitide,

% a) M. Kawaguchi, R. Hosotani, S. Ohishi, N. Fujii, S. S. Tulachan, M. Koizumi, E. Toyoda, T.
Masui, S. Nakajima, S. Tsuji, J. Ida, K. Fujimoto, M. Wada, R. Doi, M. Imamura, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 2001, 288, 711.
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mientras que el compuesto 28b presenta una actividad mayor. Como ya hemos
indicado anteriormente, estos resultados vienen a confirmar que los calculos de

Docking realizados son orientativos, aunque validos en cierta medida.

A la vista de los resultados, si representamos los cuatro compuestos en
el espacio (Figura 3.47) introduciendo a la B-lactama del CPP en la interseccién
de los dos planos (vertical y horizontal) manteniendo la estructura del CPP de
RGD dentro del plano vertical, podremos observar que el grupo diol de cada
compuesto 28a-d cubre espacialmente cada uno de los cuadrantes formados
por la interseccion de los dos planos.

28d 28a

&£ =
N— =
// 7/
j j @
RGD RGD

.

—

Figura 3.47. Disposicién espacial del grupo de reco nocimiento hidrofilico en los
compuestos 28a-d
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Asi, el grupo diol del compuesto 28b cubriria espacialmente el
cuadrante superior anterior dentro del centro activo de la integrina, el grupo diol
del compuesto 28a el cuadrante inferior posterior, el grupo diol del compuesto
28d el cuadrante superior posterior y el grupo diol del compuesto 28c el
compuesto inferior anterior. Si por orden de inhibicion, el compuesto mas activo
es el 28b seguido por los compuestos 28c, 28d y por ultimo el 28a parece
obvio indicar que el grupo diol del compuesto 28b interacciona con un pocket
hidrofilico del centro activo de la integrina situado espacialmente en ese

cuadrante.

Ademas la presencia del pocket hidrofilico en ese cuadrante viene
reforzado por los datos de inhibicion de los demas compuestos. El grupo diol
de los compuestos 28c y 28d podria interactuar parcialmente con ese receptor
hidrofilico presente en el primer cuadrante. Por ultimo, los datos de inhibicidon
del compuesto 28a no hacen sino certificar esta teoria. Este compuesto
presenta la peor inhibicion, ya que al encontrarse el grupo diol del compuesto
en el cuadrante inferior trasero, es fisicamente imposible que interaccione con

el pocket hidrofilico presente espacialmente en el cuadrante superior delantero.

Una vez realizado el ensayo de inhibicion de adhesion de los
compuestos 28a-d se comprobld que estos compuestos no presentaban
ninguna toxicidad, ya que no aparecian signos de muerte celular, tampoco se
observaron transformaciones morfologicas (como la formacion de vesiculas) ni
destruccion celular y las células presentaban una proliferacion y un
comportamiento normal. En la Figura 3.48 se muestra las imagenes de las

células una vez realizado el ensayo.
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Cilengitide

Figura 3.48. Imagen de las células HUVEC tras el en sayo del test de adhesion con los
compuestos 28a-d y el Cilengitide
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3.9. Analisis génico del compuesto 28b

Una vez realizados los ensayos de inhibicion, y con el fin de avanzar en
la comprension de los mecanismos intracelulares que se activan tras
interaccionar nuestros compuestos con el dominio extracelular de los
receptores, se pas6 a estudiar el efecto de dicha interaccién en la actividad
génica (Figura 3.49).

oryPBs
integrin

e

4 2 angiogenesis

@ ‘m) gene regulation

+/-

-
fo SRS

Figura 3.49. Esquema general de la interaccion de u n compuesto con la integrina y la
transduccion de la sefial al interior de la célula

A pesar de que hoy en dia se desconocen los mecanismos que se
ponen en funcionamiento cuando los dominios extracelulares de una integrina
interaccionan con un ligando RGD, es posible conocer las variaciones de
expresion génica causadas por la cascada de sefializacion intracelular
generada por la misma. En este sentido, el andlisis por microarrays® es una
técnica estandarizada para el analisis de la expresion génica, que se ha
utilizado para determinar la actividad angiogénica y por tanto, esta siendo

% a) A.Saidi, S. Javerzat, A. Bellahcene, J. De Vos, L. Bello, V. Castronovo, M. Deprez, H.
Loiseau, A. Bikfalvi, M. Hagerdon, Int. J. Cancer 2008, 122, 2187. b) R. Cauvill, J. K. Sidhu, W.
Kilarski, S. Javerzat, M. Hagerdon, T. M. D. Ebbels, A. Bikfalvi, H. C. Keun, J. Proteome. Res.
2010, 9, 3126. c) V. G. Tusher, R. Tibshirani, R. Chu, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2001, 98,
5116.
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utilizada durante estos ultimos afios como técnica complementaria para el

estudio de diferentes tipos de enfermedades como el cancer...

Para realizar el ensayo, de entre los cuatro compuestos sintetizados
28a-d, se eligio el compuesto 28b por presentar el mejor resultado en el
ensayo de inhibicion. Se escogi6 también el compuesto de referencia |,
(Cilengitide) y por ultimo un compuesto sintetizado por el doctor Joseba
Oyarbide bajo la supervision de Jesus Maria Aizpurua (compuesto 35). Este
altimo compuesto presentaba la peculiaridad de ser un tetrapéptido B-lactamico
de RD en el cual se habia eliminado el residuo de la glicina (Figura 3.50) y
presentaba una inhibicibn de la adhesién ligeramente mayor que el
Cilengitide®. Este ultimo compuesto (el tetrapéptido) actuaba como control

negativo.

o) HO 0
N + N +
o NH, 1=0 NH,

HN—4
/\to HN NH, A2=0 HN NH,
HO,C cF,coo  HOLC

CF,C00

Figura 3.50. Compuestos seleccionados para realizar el ensayo de expresion génica

El ensayo se realizé en la empresa Genetadi Biotech S. L. (Parque

Tecnoldgico de Bizkaia). Para estudiar los efectos intracelulares causados por

% J. Oyarbide, Tesis Doctoral, UPV-EHU. “Disefio, sintesis y estudio conformacional de
ciclopéptidos B-lactamicos de tipo RGD” 2010, pag 117.
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los compuestos de RGD, se realizé un ensayo de expresion génica a un cultivo
celular entero. Células HUVEC fueron tratadas separadamente con una
concentracién 102 mM del Cilengitide, el compuesto 28b y el compuesto 35
durante 48 horas. Para medir y analizar los datos se utilizé un array de CGH y

expresion génica G2505-B.

El andlisis simultaneo de todas las expresiones génicas humanas por
microarray, nos permitio identificar qué genes humanos eran inducidos,
inhibidos o afectados después de que los compuestos de RGD interaccionaran
con los receptores de integrina ayBs de las células HUVEC (Figura 3.51).
Posteriormente se seleccioné un set especifico de 17 genes relacionados con
la angiogénesis y la adhesion celular. Diez de estos genes fueron activados y
siete de estos genes fueron inhibidos después del tratamiento con el
Cilengitide. Un comportamiento similar presenta el compuesto 28b ya que tiene
el mismo comportamiento en 15 de los 17 genes analizados. La diferencia en el
comportamiento de los dos genes, indica la gran especificidad de la actividad
celular “in vivo” después de la interaccion entre el receptor y el ligando. Estos

compuestos actian como antagonistas de la angiogénesis.
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Figura 3.51. Datos deexpresién génica de los compue  stos |, 28by 35
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Por ultimo, cabe destacar el comportamiento en la expresién génica del
compuesto 35 después del tratamiento con el receptor de las células. Dicho
compuesto presenta una actividad inhibitoria ligeramente superior al
Cilengitide, pero al contrario de este, tiene un comportamiento totalmente
contrario. Estos dos compuestos difieren en 15 de los 17 genes analizados.
Asi, todo gen activado por el Cilengitide, es inhibido por el compuesto 35 y
viceversa. Por tanto el comportamiento del tetrapéptido es el de un agonista de

la angiogénesis.

En vista de estos resultados podemos extraer las siguientes
conclusiones. Por una parte, la gran especificidad del centro activo de la
integrina para desencadenar diferentes tipos de mecanismos intercelulares. Por
ejemplo, tanto el compuesto 28b como el compuesto | a pesar de tener una
estructura similar, presentan ligeras variaciones en la expresion génica. Por
otra parte, la segunda conclusion a resaltar, trata sobre la insuficiencia de los
test de adhesion celular a la hora de valorar el comportamiento antiangiogénico
de los compuestos. ElI compuesto 35 a pesar de presentar una inhibicién
celular superior al Cilengitide, desencadena mecanismos intracelulares
totalmente opuestos. Mientras el Cilengitide actia como un antagonista de la
angiogénesis, el compuesto 35 actlla como un agonista de la angiogénesis. Por
tanto, queda demostrado la necesidad del uso combinado de estas dos
técnicas (el ensayo de inhibicion de adhesién junto con el ensayo de la
expresion génica) para obtener informacibn mucho mas precisa acerca del
comportamiento de un compuesto y los mecanismos internos que este
desencadena en las células una vez interacciona con los receptores de

membrana.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1. Materiales y métodos

4.1.1. Sistemas, disolventes y reactivos

De forma general, las reacciones que requieren condiciones anhidras se
llevaron a cabo en sistemas de vidrio secados en horno (120°C), bajo
atmosfera de nitrogeno y usando técnicas convencionales de transferencia con
jeringa. Los disolventes anhidros empleados en las reacciones se prepararon
empleando técnicas habituales®. El Et,O y el THF se destilaron en presencia
de sodio metal y benzofenona como indicador antes de su utilizacion. EI CH,CI,
y el acetonitrilo se secaron por destilacion sobre CaH,. El tolueno anhidro,
adquirido de la casa Panreac, se almacen6 sobre sodio hilado. La DMF se secé
por destilacion sobre MgSO,4 anhidro y se almaceno sobre tamiz molecular de

4A.

Los disolventes utilizados como eluyentes en cromatografia de columna fueron
de calidad industrial y se purificaron previamente por destilacion. Los
disolventes comerciales EtOH, iPrOH, MeOH y hexano de grado HPLC fueron

empleados sin destilacion previa.

La eliminacién de los disolventes a presion reducida se efectué en

rotavapores Buchi R-110 y R-200.

Los reactivos quimicos y los agentes de acoplamiento utilizados se
adquirieron de diferentes casas comerciales (Aldrich, Merck, Acros, Fluka, Alfa
Aesar, TCI, etc.) y se utilizaron sin purificaciéon a no ser que se especifique lo

contrario.

% D. D. Perrin, D. R. Perrin, Purification of Laboratory Chemicals 1989, (Pergamon Press,
Oxford, 22 edicion).
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Figura 4.1. Diferentes agentes de acoplamiento usad 0s en esta Tesis

4.1.2. Cromatografia

La purificacion de los productos de reaccion se llevd a cabo en
cromatografia de columna utilizando gel de silice Merck 60 230-400 mesh
(0.040-0.063 mm) como fase estacionaria. La gel de silice basica se prepar6
mediante agitacibn mecénica de gel de silice acida comercial con una
disolucidn saturada de bicarbonato sédico (300 mL de disolucion por 100 g de
gel de silice) y posterior filtrado y evaporacion del agua residual en un horno a
80°C durante 72 h.

El seguimiento de las reacciones se efectud por cromatografia en capa
fina utilizando gel de silice soportada sobre placas de aluminio (TLC) (Merck,
Kieselgel 60 F-254). El revelado se realizd con luz ultravioleta (A=254 nm) y
por calefaccion en contacto con una disolucion preparada a partir de agua (470
mL), molibdato aménico (21 g), sulfato de cerio (1 g), y é&cido sulftrico
concentrado (31 mL).

4.1.3. Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de 'H RMN y '3C RMN fueron registrados en
espectrometros Varian Gemini 200, Bruker Advance-DPX-300 y Bruker
Advance-500. El disolvente empleado fue cloroformo deuterado (CDCls), salvo
que se especifique lo contrario. Los valores de desplazamientos quimicos se
expresan en unidades & (ppm) respecto a la sefial interna del CHCI; residual,

5=7.27 ppm para *H RMN y & = 77.0 ppm para **C RMN.
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4.1.4. Polarimetria, puntos de fusion, IR, andlisis  elemental y masas

exactas

Los valores de rotacion Optica fueron medidos en un polarimetro
Perkin—Elmer 243B a 25 + 0.2°C y se expresan como valores especificos ([a])
con indicacion de disolvente y la concentracion utilizados (g/mL). Los puntos de
fusion se determinaron en un aparato Bichi SMP-20 y no estan corregidos.
Los espectros de infrarrojo se realizaron en un espectrometro Nicolet Avatar
360 FT-IR. Los andlisis elementales se realizaron en un aparato Leco
CHNS-932. La medicion de las masas exactas se realizd por inyeccion directa
en un espectrometro de masas Micromass con un analizador de tiempo de
vuelo (TOF).

4.2. Sintesis de la 2-(terc-butildimetilsililoxi)et ~ anolamina *°

Hle CISiMe,tBu, EtN CH,Cl, 20°C 12 h . I
I
OH 0—?i

Sobre una disolucién de la etanolamina (200 mmol, 27.8 mL) y TEA (400
mmol, 56 mL) en diclorometano seco (275 mL), en atmosfera de N, se afadiod
gota a gota una disolucion de ‘BuMe,SiCl (200 mmol, 30.1 g) en diclorometano
seco (275 mL) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccidon se agitdo a
temperatura ambiente durante 16 horas. Transcurrido ese tiempo, la mezcla de
reaccion se lavé con una disolucion saturada de NH4CI (200 mL). Se extrajo
con CH,Cl, (3x100 mL) y se lavo con una disolucion saturada de NaCl. La fase
organica se secoO sobre MgSO, Y el disolvente se evaporo a presion reducida
tras lo cual se obtuvo un crudo que se utilizé en la siguiente reaccion sin previa

purificacion.

% M. Kurosu, M. Michio, R. Lawrence, T. J. Grinsteiner, K. Yoshito, J. Am. Chem. Soc. 1998,
120, 6627.
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4.3. Sintesis del (R)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-ca rbaldehido *

><0 9>( NalO, sobre gel de silice, NaHCO;
CH,Cl, 0°C 1h "'\n/\/

Se enfrié una suspension de 23 g de periodato sodico sobre silica gel en
CH2Cl, (30 mL) a 0 ° C. A esta mezcla se le afiadié una disolucion de 1,2:5,6-
Di-O-isopropiliden-D-manitol (10 mmol, 2.63 g) y NaHCO3 (2.5 g) disuelta en
CH.Cl, (30 mL). La reaccién se mantuvo a 0 ° C bajo intensa agitacion durante
40 minutos. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion se filtré sobre una placa
filtrante y se lavo la silica con mas CH,Cl, (3x40 mL). La fase organica se seco
sobre MgSO, vV el disolvente se evapord a presion reducida tras lo cual se

obtuvo un crudo que se utilizé en la siguiente reaccion sin previa purificacion.

%" K. A. Ahrendt, R. M. Williams, Org. Lett. 2004, 6, 4539.
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4.4. Procedimiento general de sintesis de las  B-Lactamas 16a,c.
Reaccion de Staudinger

RUTA A

O}Lo ol(
BnO BnO 0
| CH,Cl,, Et;N
o=; * >

N .78°c —>» ta. 16 h N

cl \L | o \L
—Si |
o ?' 16a,c O—?i—é

Sobre una disolucién del correspondiente aldehido (6.1 mmol, 790 mg)

en diclorometano (30 mL) a 0 °C se adicioné la etanolamina sililada (6.1 mmol,
1 g) y tamiz molecular (4A). La mezcla de reaccion fue agitada durante 60
minutos a la misma temperatura. Pasado ese tiempo se adicioné via canula a
otro matraz bajo atmoésfera de N, La disolucion se enfrio a -78 °C y se afadio
trietilamina (12.2 mmol, 1.82 mL). A continuacion se adicion6 gota a gotay a la
misma temperatura una disolucién del cloruro de benciloxiacetilo (6.1 mmol, 1
mL) comercial disuelto en diclorometano (20 mL). Una vez finalizada la adicion
se dejo que la mezcla alcanzara la temperatura ambiente manteniéndola en
agitacion durante toda la noche. Transcurrido este tiempo, se adicion6 agua (30
mL), la fase organica se decantd, se lavd sucesivamente con una disolucién
0.1N de HCI (30 mL) y una disolucion saturada de NaHCO3; (30 mL) y se seco
sobre MgSQO,. La evaporacion del disolvente a presion reducida dio lugar a la
correspondiente [(-lactama que fue convenientemente purificada mediante

cromatografia liquida sobre gel de silice basica (EtOAc : Hex /95 : 5)
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4.4.1. (3R,4S)-3-Benciloxi-1-(2-(terc-butildimetils ililoxi)etil)-4-((S)-2,2-
dimetil-1,3-dioxolan-4-il)azetidin-2-ona

c_)y Formula empirica: Ca3H37NOsSi
Bho H H A _
Jrf/\/ Peso Molecular: 435.63
NI Rendimiento: 68% (1.9 g); aceite.

| [a]p®® = -56.36° (c= 0.5 CH,Cl,).

IR(Cm'l, KBr): 2985, 2953, 2928, 2856, 1761.

'H-NMR (3, ppm, CDCls): 7.30 (5H, m, arom.); 4.89 (1H, d, H, BnO
J=11.7Hz ); 4.61 (1H, d, H, BnO J=11.7Hz); 4.58 (1H, d, H:[B-lac] J=5.1Hz);
4.29 (1H, m, Hsdioxo); 4.11 (1H , dd, CH»,-dioxo J=6.7Hz, J=8.7Hz); 3.75 (2H, t,
CH,-O-Si, J=6.1Hz); 3.68 (1H, dd, HPs[B-lac], J=5.1Hz, J=8.9Hz); 3.60 (1H , dd,
CH,-dioxo J=6.6Hz, J=8.7Hz); 3.53 (1H, m, N-CH,); 3.30 (1H, m, N-CHy); 1.40
(3H, s, CHs-dioxo); 1.31 (3H, s, CHs-dioxo); 0.86 (9H, s, '‘Bu); 0.02 (6H, s, CHs-
Si-CHy).

13C-.NMR: 167.8, 136.8, 128.5, 128.0, 127.8, 109.6, 80. 6, 77.2, 72.8,
66.8, 60.9, 59.9, 45.9, 26.9, 26.4, 25.2, 18.2, -5.3.
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4.4.2. (3S,4R)-3-Benziloxi-1-(2-(terc-butildimetils ililoxi)etil)-4-((R)-2,2-
dimetil-1,3-dioxolan-4-il)azetidin-2-ona

Se utilizé el mismo procedimiento general de sintesis utilizado en el apartado
4.4 a partir del (S)2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-carbaldehido

o)( Formula empirica: C23Hz7NOsSi
Bnod H © Peso Molecular: 435.63
N Rendimiento: 70% (1.9 g); aceite.
© | [a]p® = +55.83° (c= 0.5 CH.Cl,).
16c O-/S !

IR(cm™, KBr): 2985, 2953, 2928, 2856, 1761.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.30 (5H, m, arom.); 4.89 (1H, d, H, BnO
J=11.7Hz ); 4.61 (1H, d, H, BnO J=11.7Hz); 4.58 (1H, d, H%s[B-lac] J=5.1Hz);
4.29 (1H, m, Hrdioxo); 4.11 (1H , dd, CH»-dioxo J=6.7Hz, J=8.7Hz); 3.75 (2H, t,
CH,-O-Si, J=6.1Hz); 3.68 (1H, dd, HP;[B-lac], J=5.1Hz, J=8.9Hz); 3.60 (1H , dd,
CH,-dioxo J=6.6Hz, J=8.7Hz); 3.53 (1H, m, N-CH,); 3.30 (1H, m, N-CH,); 1.40
(3H, s, CHs-dioxo); 1.31 (3H, s, CHs-dioxo); 0.86 (9H, s, 'Bu); 0.02 (6H, s, CHz-
Si-CHs).

C-NMR: 167.8, 136.8, 128.5, 128.0, 127.8, 109.6, 80. 6, 77.2, 72.8,
66.8, 60.9, 59.9, 45.9, 26.9, 26.4, 25.2, 18.2, -5.3.
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4.5. Procedimiento general de sintesis de las  B-Lactamas 15a,c.
Reaccion de Staudinger

RUTA B

o X

CH2C|2, Et3N (o]

;\ \L ta. 16 h o \L
(0] | 15a,c |
o” ¢ 0-?i—é O-?i—é

Sobre una disolucion del correspondiente aldehido (6.1 mmol, 790 mg)
en diclorometano seco (30 mL) a 0 °C se adicioné la etanolamina sililada (6.1
mmol, 1 g) y tamiz molecular (4A). La mezcla de reaccion fue agitada durante
60 minutos a la misma temperatura. Pasado ese tiempo se adicioné via canula
a otro matraz bajo atmésfera de N,. Se dejé que la disolucion alcanzara la
temperatura ambiente y se afiadié TEA. (12.2 mmol, 1,82 mL). A continuacion
se adicion0 gota a gota y a la misma temperatura una disolucion de cloruro de
ftaloilglicina (6.1 mmol, 1.4 g) comercial disuelto en diclorometano seco (20
mL). Una vez finalizada la adicién se dej6é la mezcla en agitacion durante toda
la noche. Trancurrido este tiempo, se adicion6é agua (30 mL), la fase organica
se decantd, se lavo sucesivamente con una disolucion 0.1N de HCI (30 mL) y
una disolucién saturada de NaHCOg3; (30 mL) y se secé sobre MgSO, La
evaporacion del disolvente a presion reducida dio lugar a la correspondiente [3-
lactama que fue convenientemente purificada mediante cromatografia liquida
con gel de silice basica (EtOAc : Hex/ 95 : 5).
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4.5.1. (3R,4S)-3-Ftalimidoil-1-[2-(terc-butildimeti  Isililoxi)etil]-4-((S)-2,2-
dimetil-1,3-dioxolan-4-il)azetidin-2-ona

© (_))( Formula empirica: C4H34N206Si
NHIHV:\/O Peso Molecular: 474.62
o e Rendimiento: 77% (2.2 g); aceite.
NG _l, i _é [a]p?® = -70.54° (c= 0.5 CH,Cl,).
I

IR(cm™, KBr): 2985, 2954, 2930,2884, 2857, 1768, 1724.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.87 (2H, m, arom.); 7.78 (2H, m, arom) 5.31
(1H, d, HoR[B-lac] J=5.3Hz); 4.33 (1H, m, Hsdioxo); 3.95 (1H, dd, HP[B-lac],
J=5.3Hz, J=9.1Hz); 3.84 (2H, dt, CH,-O-Si, J=1.6Hz, J=6.0Hz, J=5.8Hz); 3.72
(1H , dd, CHo-dioxo J=5.9Hz, J=12.1Hz); 3.66 (1H, m, N-CHy); 3.42 (2H , m,
CH»-dioxo, N-CHy); 1.39 (3H, s, CHs-dioxo); 1.25 (3H, s, CHs-dioxo); 0.90 (9H,
s, 'Bu); 0.06 (6H, s, CH3-Si-CHs).

3C-NMR: 167.2, 163.5, 134.9, 131.3, 124.0, 110.1, 76.3, 66.0, 61.9,
60.0, 54.9, 44.4, 26.8, 26.0, 25.3, 18.3, -5.2, -5.3.
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4.5.2. (3S,4R)-3-Ftalimidoil-1-[2-(terc-butildimet ilsililoxi)etil]-4-((R)-2,2-
dimetil-1,3-dioxolan-4-il)azetidin-2-ona

o X . |
Ty HO o) Formula empirica: C24Hz4N206Si
I — Peso Molecular: 474.62
G N Rendimiento: 75% (2.1 g); aceite.
I 25 _ O (c=
s o-h < [0]o® = +68.94° (c= 0.5 CH,Cl,).

IR(cm'l, KBr): 2985, 2954, 2930,2884, 2857, 1768, 1724.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.87 (2H, m, arom.); 7.78 (2H, m, arom) 5.31
(1H, d, H%[B-lac] J=5.3Hz); 4.33 (1H, m, Hgdioxo); 3.95 (1H, dd, H®s[B-lac],
J=5.3Hz, J=9.1Hz); 3.84 (2H, dt, CH»-O-Si, J=1.6Hz, J=6.0Hz, J=5.8Hz); 3.72
(1H , dd, CH.-dioxo J=5.9Hz, J=12.1Hz); 3.66 (1H, m, N-CH,); 3.42 (2H , m,
CHa-dioxo, N-CH>); 1.39 (3H, s, CHs-dioxo); 1.25 (3H, s, CH3-dioxo); 0.90 (9H,
s, 'Bu); 0.06 (6H, s, CH3-Si-CHs).

13C-NMR: 167.2, 163.5, 134.9, 131.3, 124.0, 110.1, 76.3, 66.0, 61.9,
60.0, 54.9, 44.4, 26.8, 26.0, 25.3, 18.3, -5.2, -5.3.
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4.6. Procedimiento general para la desproteccion de | grupo

bencilo en 17a,c

OX 0><)

BnO 0 HO,
HCOONH, Pd 10%
s N MeOHreflljo1h Nl
|
o-é.—é o-?i—é
16a,c 17a,c

Sobre una disolucién de la correspondiente B-lactama (5 mmol, 2.2 g) en
metanol (50 mL) y bajo atmosfera de nitrogeno, se adiciond formiato amodnico
(31 mmol, 2.0 g) y paladio al 10% sobre carbono (1.8 g) y la suspension
resultante se calento a reflujo durante una hora. Transcurrido ese tiempo, la
mezcla de reaccion se filtré sobre celita, se diluyé con diclorometano (75 mL) y
se lavé con HCI 0.1N (25 mL). La fase organica fue separada y secada con
MgSO,. La evaporacion a presion reducida del disolvente dio un residuo que

fue cristalizado en hexano.
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4.6.1. (3R,4S)-1-(2-(terc-butildimetilsililoxi)etil  )-4-((S)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)-3-hidroxi-azetidin-2-ona

oo Cs)l(o Férmula empirica: C1H31NO5Si
Hojrf/\/ Peso Molecular: 345.19
o N Rendimiento: 96% (1.69).
o ISi < [a]p?® = -66.40° (c= 0.5 CH,Cl,).
17a |

IR(cm™, KBr): 3261, 2987, 2955, 2937, 2895, 2858, 1720.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 4.80 (1H, d, H:[B-lac] J=4.9 Hz); 4.33 (1H, m,
Hsdioxo); 4.18 (1H , dd, CH,-dioxo J=7.00Hz, J=8.83Hz); 3.91 (1H, dd, HPR[p-
lac], J=5.2Hz, J=8.9Hz); 3.81 (1H , dd, CH,-dioxo J=7.0Hz, J=8.8Hz); 3.73 (2H,
t, CH,- O-Si, J=5.6Hz); 3.60 (1H, m, N-CH>); 3.24 (1H, m, N-CH>); 1.43 (3H, s,
CHjs-dioxo); 1.33 (3H, s, CHs-dioxo); 0.86 (9H, s, 'Bu); 0.03 (6H, s, CH3s-Si-CH3).

®C-NMR: 170.8, 109.9, 76.8, 75.3, 66.7, 62.2, 60.2, 43.6, 26.8, 25.9,
25.2,18.3, -5.3.

Punto de fusion : 142°C (cristalizado en hexano)

Andlisis elemental:

Calculado : C, 55.62; H, 9.04; N, 4.05.
Encontrado : C, 55.38; H, 9.20; N, 4.00.
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4.6.2. (3S,4R)-1-(2-(terc-butildimetilsililoxi)etil  )-4-((R)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)-3-hidroxi-azetidin-2-ona

ol( Férmula empirica: C16H31NOsSi
o H AP
3 Peso Molecular: 345.19
g N Rendimiento: 95% (1.69).
| [a]p?® = +65.13° (c= 0.5 CH,Cly).
0=Si

IR(cm™, KBr): 3261, 2987, 2955, 2937, 2895, 2858, 1720.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 4.80 (1H, d, H%s[B-lac] J=4.9Hz); 4.33 (1H, m,
Hrdioxo); 4.18 (1H , dd, CH,-dioxo J=7.00Hz, J=8.83Hz); 3.91 (1H, dd, HPs[p-
lac], J=5.2Hz, J=8.9Hz); 3.81 (1H , dd, CH»-dioxo J=7.0Hz, J=8.8Hz); 3.73 (2H,
t, CH,- O-Si, J=5.6Hz); 3.60 (1H, m, N-CH>); 3.24 (1H, m, N-CH>); 1.43 (3H, s,
CHs-dioxo); 1.33 (3H, s, CHs-dioxo); 0.86 (9H, s, 'Bu); 0.03 (6H, s, CH3-Si-CHs).

®C-NMR: 170.8, 109.9, 76.8, 75.3, 66.7, 62.2, 60.2, 43.6, 26.8, 25.9,
25.2, 18.3, -5.3.

Punto de fusidn : 142°C (cristalizado en hexano)

Analisis elemental:

Calculado : C, 55.62; H, 9.04; N, 4.05.
Encontrado : C, 55.46; H, 9.12; N, 4.00.
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4.7. Procedimiento general para la proteccion del g  rupo hidroxilo
en las 3-hidroxi- B-lactamas 19a,c

5( NO, X
0 o) (I? o o)
HO S-0

O'NS-CI, Et3N, CH2C|2 N
o

Tl T M

Una disolucién de la a-hidroxi-B-lactama correspondiente (8.6 mmol, 3 g)
en CH,CI, (100 mL) en atmésfera de Ny, fue enfriada a 0 °C. Posteriormente se
adicioné TEA (17.3 mmol, 2.5 mL) y se mantuvo en agitacion durante diez
minutos. A continuacion se afadio, a la misma temperatura, el cloruro de 2-
nitrobenzenosulfonilo (9.5 mmol, 2.1 g). La reaccion se mantuvo 3 horas en
agitacion a 0 °C y tras comprobar por T.L.C. (EtOAc : Hex / 1 : 1) que no
quedaba producto de partida se lavo con una disolucion saturada de NaCl (20
mL). La fase organica fue separada y secada con MgSO,. La evaporacion a
presién reducida del disolvente dio un residuo que fue utilizado en la siguiente

reaccion sin mayor purificacion.
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4.7.1. (3R,4S)-1-(2-(terc-butildimetilsililoxi)etil  )-4-((S)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)-3-(2-nitrobencenosulfoniloxi)-azetid in-2-ona

Nso H H 25(0 Formula empirica: CzH34N20¢SSi
S
J:V\/ Peso Molecular: 530.66
o N Rendimiento: 88% (4.0 g); aceite.
ok [a]o? = +60.91° (c= 0.5 CH,Cly).

19a I

IR(cm™®, KBr): 2986, 2953, 2903,2885, 2857, 1772.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 8.23 (1H, m, arom.); 7.84 (1H, m, arom.); 7.78
(2H, m, arom.); 5.58 (1H, d, H;[B-lac] J=5.0Hz); 4.33 (1H, m, Hsdioxo); 4.21
(1H , dd, CH,-dioxo J=6.6Hz, J=9.0Hz); 3.90 (1H, dd, HPs[B-lac], J=5.0Hz,
J=8.7Hz); 3.76 (1H, dd, CHj-dioxo J=6.6Hz, J=9.0Hz); 3.70 (2H, t, CH,- O-Si,
J=5.8Hz); 3.53 (1H, m, N-CH); 3.31 (1H, m, N-CH,); 1.43 (3H, s, CH3-dioxo);
1.34 (3H, s, CHs-dioxo); 0.85 (9H, s, 'Bu); 0.02 (6H, s, CH3-Si-CHs).

C-NMR: 162.1, 135.7, 132.8, 131.8, 129.9, 125.2, 110.0, 80.2, 76.4,
66.7, 60.1, 59.8, 44.3, 26.9, 25.9, 25.0, 18.2, -5.2.
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4.7.2. (3S,4R)-1-(2-(terc-butildimetilsililoxi)etil  )-4-((R)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)-3-(2-nitrobencenosulfoniloxi)-azetid in-2-ona

O>( Formula empl'rica: C2oH34N2>00SSi
nso H H ©
g = Peso Molecular: 530.66
g N Rendimiento: 90% (4.1 g); aceite.
| [a]p?® = -60.01° (c= 0.5 CH,Cl,).
0-Si
19c |

IR(cm™®, KBr): 2986, 2953, 2903,2885, 2857, 1772.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 8.23 (1H, m, arom.); 7.84 (1H, m, arom.); 7.78
(2H, m, arom.); 5.58 (1H, d, H%|[B-lac] J=5.0Hz); 4.33 (1H, m, Hgrdioxo); 4.21
(1H , dd, CH,-dioxo J=6.6Hz, J=9.0Hz); 3.90 (1H, dd, HPg[B-lac], J=5.0Hz,
J=8.7Hz); 3.76 (1H, dd, CHj-dioxo J=6.6Hz, J=9.0Hz); 3.70 (2H, t, CH,- O-Si,
J=5.8Hz); 3.53 (1H, m, N-CH); 3.31 (1H, m, N-CH,); 1.43 (3H, s, CH3-dioxo);
1.34 (3H, s, CHs-dioxo); 0.85 (9H, s, 'Bu); 0.02 (6H, s, CH3-Si-CHs).

C-NMR: 162.1, 135.7, 132.8, 131.8, 129.9, 125.2, 110.0, 80.2, 76.4,
66.7, 60.1, 59.8, 44.3, 26.9, 25.9, 25.0, 18.2, -5.2.
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4.8. Procedimiento general para la preparacion de | as trans-3-
azido- B-lactamas 21b,d

X X

0
NsO NaN, DMF N
e
N 1h 80°C, 1hta N

0 0 l

| <

O—Sl—é 0-?i

19a,c 21b,d

Se calenté a 80 °C una disolucion del compuesto nosilado (8.1 mmol,
4.3 g) en DMF (50 mL). Una vez alcanzada dicha temperatura se adicion¢ la
azida sédica (40.5 mmol, 2.7 g) y se dej6 la reaccidon durante una hora a esa
temperatura. Pasado esse tiempo se saco el matraz del bafio y se mantuvo en
agitacion a temperatura ambiente durante una hora mas. Tras comprobar por
T.L.C. (EtOAc : Hex / 1 : 1) que no quedaba producto de partida, la mezcla se
lavdé con H,O (25 mL). Se extrajo varias veces la fase acuosa con dietil éter
(4x25 mL). Se juntaron las fases organicas y se lavaron varias veces con una
disolucion saturada de NaCl (3x25 mL). La fase organica fue separada y
secada con MgSO,. La evaporaciéon a presiéon reducida del disolvente dio un
residuo que fue purificado por cromatografia en columna con silica basica
(EtOAcC : Hex / 5 : 95)
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4.8.1. (3S,4R)-3-Azido-1-(2-(terc-butildimetilsilil  oxi)etil)-4-((S)-2,2-dimetil-
1,3-dioxolan-4-il)-azetidin-2-ona

o)( Formula empirica: C16H30N4O4Si
H A Peso Molecular: 370.52
Rendimiento: 75% (2.3 g); aceite.

| [a]p?® = -123.26° (c= 0.5 CH.,Cl,).
21b “o-si

@) &
nwT
Z
/‘J
- O

IR(cm™, KBr): 2954, 2930, 2903, 2857, 2109,1770.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 4.19 (1H, d, H%s[B-lac] J=1.88 Hz); 4.17 (1H, m,
Hsdioxo); 3.81 (1H , dd, CH,-dioxo J=4. 8 Hz, J=8.8 Hz); 3.68 (3H , m, CHH-
dioxo, CH,- O-Si,); 3.53 (1H, dd, HPr[B-lac], J=2.1Hz, J=5.9Hz); 3.46 (1H, m, N-
CH>); 3.18 (1H, m, N-CHy); 1.35 (3H, s, CHs-dioxo); 1.25 (3H, s, CHs-dioxo);
0.81 (9H, s, '‘Bu); 0.01 (6H, s, CH3-Si-CHy).

13C-NMR: 163.7, 110.5, 75.6, 65.6, 65.2, 62.1, 61.0, 44.0, 26.6, 26.1,
24.8,18.2, -5.6.
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4.8.2. (3R,4S)-3-Azido-1-(2-(terc-butildimetilsilil

oxi)etil)-4-((R)-2,2-dimetil-
1,3-dioxolan-4-il)-azetidin-2-ona

oy 5 Formula empirica: C16H30N4O4Si
N3 2 Peso Molecular: 370.52
s N Rendimiento: 73% (2.2 g); aceite.
210 Ny é i [a]p®® = +121.60° (c= 0.5 CH,CL,).
I

IR(cm™, KBr): 2954, 2930, 2903, 2857, 2109,1770.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 4.19 (1H, d, HR[B-lac] J=1.88 Hz); 4.17 (1H, m,
Hrdioxo); 3.81 (1H , dd, CHj-dioxo J=4.8Hz, J=8.8Hz); 3.68 (3H , m, CHH-
dioxo, CH,- O-Si,); 3.53 (1H, dd, HPs[B-lac], J=2.1Hz, J=5.9Hz); 3.46 (1H, m, N-

CH>); 3.18 (1H, m, N-CH,); 1.35 (3H, s, CHs-dioxo); 1.25 (3H, s, CHs-dioxo);
0.81 (9H, s, '‘Bu); 0.01 (6H, s, CH3-Si-CHy).

3C-NMR: 163.7, 110.5, 75.6, 65.6, 65.2, 62.1, 61.0, 44.0, 26.6, 26.1,
24.8, 18.2, -5.6.
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4.9. Procedimiento general para la reduccion del gr upo azida a
grupo amino en 22b,d

X
N; H,N
N Pd/CaCO; 10%

N
o) l EtOH,H, 16h o)
I I
O—Si—é O—?i—é

21b,d 22b,d

o)

Sobre una disolucion de la azida (2.7 mmol, 1 g) en EtOH (20 mL) se
afadio el catalizador de Lindlar (200 mg, 5% Pd/CaCO3) y se mantuvo bajo
atmosfera de H, (P= latm) 16 horas. El catalizador se elimind mediante
filtracion sobre celita y el residuo fue evaporado a presion reducida para
obtener el compuesto que se utilizd en la siguiente reaccidn sin mayor
purificacion.
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4.9.1. (3S,4R)-3-Amino-1-(2-(terc-butildimetilsilil  oxi)etil)-4-((R)-2,2-dimetil-
1,3-dioxolan-4-il)-azetidin-2-ona

OX

LnH HE ) Formula empirica: C16H32N204Si
2 s
\'—'/\/ Peso Molecular: 344.21
7N Rendimiento: 100% (940 mg); aceite.
22b Nodk < [a]o?® = -9.04° (c= 0.5 CH,Cly).
I

IR(cm™, KBr): 3392, 3333, 2985, 2954, 2930, 2885, 2857, 1750.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 4.11 (1H, m, Hsdioxo); 4.04 (1H , dd, CHH-
dioxo J=6.7Hz, J=8.3Hz); 3.81 (1H , dd, CH, dioxo J=6.7Hz, J=8.3Hz); 3.71
(2H, t, CH»-O-Si, J=5.8Hz); 3.65 (1H, d, H%s[B-lac] J=2.0Hz); 3.46 (1H, m, N-
CH.); 3.32 (1H, dd, HP:[B-lac], J=2.2Hz, J=7.1Hz);; 3.21 (1H, m, N-CH,); 1.53
(2H, b.s., NH»); 1.37 (3H, s, CHs-dioxo); 1.28 (3H, s, CHs-dioxo); 0.83 (9H, s,
'‘Bu); 0.00 (6H, s, CH3-Si-CHs).

®C-NMR: 170.5, 110.2, 77.6, 66.1, 65.4, 62.1, 60.6, 43.6, 26.8, 26.0,
25.2,18.3,-5.2.
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4.9.2. (3R,4S)-3-Amino-1-(2-(terc-butildimetilsilil  oxi)etil)-4-((R)-2,2-dimetil-
1,3-dioxolan-4-il)-azetidin-2-ona

HzNj:_'%)O\A; Formula empirica: C16H32N204Si
Peso Molecular: 344.21
o) Nl Rendimiento: 100% (940 mg); aceite.
22d o_%i_é [a]p?® = +10.21°(c= 0.5 CHCl).

IR(Cm'l, KBr): 3392, 3333, 2985, 2954, 2930, 2885, 2857, 1750.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 4.11 (1H, m, Hgdioxo); 4.04 (1H , dd, CHH-
dioxo J=6.7Hz, J=8.3Hz); 3.81 (1H , dd, CH, dioxo J=6.7Hz, J=8.3Hz); 3.71
(2H, t, CH,-O-Si, J=5.8Hz); 3.65 (1H, d, H%:[B-lac] J=2.0Hz); 3.46 (1H, m, N-
CH,); 3.32 (1H, dd, HPs[B-lac], J=2.2Hz, J=7.1Hz); 3.21 (1H, m, N-CH,); 1.53
(2H, b.s., NH»); 1.37 (3H, s, CHs-dioxo); 1.28 (3H, s, CHs-dioxo); 0.83 (9H, s,
'Bu); 0.00 (6H, s, CHs-Si-CHa).

C-NMR: 170.5, 110.2, 77.6, 66.1, 65.4, 62.1, 60.6, 43.6, 26.8, 26.0,
25.2,18.3,-5.2.
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4.10. Procedimiento general para la desproteccion d el grupo
ftalimido en 22a,c.

0 0
N H,NNH, H,0 HoN
’
o /N EtOH 48 h ta. N
" =
| |
O-Si O-Si
15a,c I 223,0 I

En un matraz flameado bajo atmdsfera de nitrégeno, se adicioné la
correspondiente ftalimido-p-lactama (6 mmol, 2.8 g) en etanol (50 mL). Sobre la
disolucién se vertié hidracina monohidratada (28 mmol, 1.5 mL) y se agit
vigorosamente la reaccion durante 48 horas. Pasado ese tiempo la reaccion se
filtr6, y el precipitado se lavo varias veces con éter (3x50 mL). Las fases
organicas se juntaron y se lavaron con una disolucion saturada de NaHCO3 (50
mL) y se secO sobre MgSQO,,. La evaporacion del disolvente a presion reducida
dio lugar a la correspondiente B-lactama que fue utilizada en la siguiente

reaccion sin mayor purificacion.
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4.10.1. (3R,4R)-3-Amino-1-(2-(terc-butildimetilsili  loxi)etil)-4-((R)-2,2-
dimetil-1,3-dioxolan-4-il)-azetidin-2-ona

9)(0 Férmula empirica: C16HaN20,4Si
H2N H H S

J:f/\/ Peso Molecular: 344.21
o N Rendimiento: 85% (1.8 g); aceite.

25 _ _
22a o-sli [a]p™ =-57.80° (c= 0.5 CH,Cl,).

IR(cm™, KBr): 3389, 3331, 2985, 2954, 2930, 2885, 2857, 1750.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 4.10 (3H, m, H%[B-lac], Hsdioxo, CH.-dioxo);
3.76 (1H , m, CH,-dioxo); 3.64 (3H, m, HPg[B-lac], CH,-O-Si); 3.48 (1H, m, N-
CH,); 3.13 (1H, m, N-CH,); 1.89 (2H, b.s., NH,); 1.32 (3H, s, CHs-dioxo); 1.23
(3H, s, CHs-dioxo); 0.77 (9H, s, 'Bu); -0.06 (6H, s, CH3-Si-CHy).

BC-NMR: 170.9, 109.6, 76.0, 66.1, 61.4, 61.0, 60.8, 43.3, 26.6, 25.9,
25.0, 18.2, -5.4.
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4.10.2. (3S,4S)-3-Amino-1-(2-(terc-butildimetilsili  loxi)etil)-4-((R)-2,2-
dimetil-1,3-dioxolan-4-il)-azetidin-2-ona

OX Formula empirica: C16H32N204Si

HNE o
—7 Peso Molecular: 344.21
N Rendimiento: 80% (1.7 g); aceite.

I [a]p?® = +55.00° (c= 0.5 CH,Cly).

IR(cm™, KBr): 3389, 3331, 2985, 2954, 2930, 2885, 2857, 1750.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 4.10 (3H, m, H%[B-lac], Hrdioxo, CH.-dioxo);
3.76 (1H , m, CH,-dioxo); 3.64 (3H, m, HPs[B-lac], CH,-O-Si); 3.48 (1H, m, N-
CH,); 3.13 (1H, m, N-CH,); 1.89 (2H, b.s., NH,); 1.32 (3H, s, CHs-dioxo); 1.23
(3H, s, CHs-dioxo); 0.77 (9H, s, 'Bu); -0.06 (6H, s, CH3-Si-CHy).

BC-NMR: 170.9, 109.6, 76.0, 66.1, 61.4, 61.0, 60.8, 43.3, 26.6, 25.9,
25.0, 18.2, -5.4.
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4.11. Descripcién general del acoplamiento del Z-A  sp(O'Bu)-OH

con las a-amino B-lactamas 23a-d

o)
H,N Z-Asp(O'Bu)-OH J\

H o
N
N j;NH\/
(o) Et3N,CH2C|2, (0}

HOBt, EDC-HCI
I I ta.20 h 1 I
O—Si—é O-Si—é
22a-d | 23ad [

En un matraz flameado bajo atmdsfera de nitrégeno, se vertié una
disolucién de la correspondiente a-amino-B-lactama (8.5 mmol, 2.8 g) y el &cido
(8.5mmol, 2.8g) en CH,Cl, seco (190 mL) a 0 °C. Sobre la disolucion resultante
se adicionaron consecutivamente la TEA (17 mmol, 2.5 mL), EDCHCI(13.6
mmol, 2.6 g), y HOBT (11.9 mmol, 1.8 g) dejando que la disolucion alcanzara
poco a poco la temperatura ambiente agitando la mezcla de reaccion durante
20 horas. Transcurrido ese tiempo se lavo la mezcla con una disolucién 0.1 M
de HCI (2x40 mL) y con una disolucién saturada de NaHCO3; (2x40 mL). La
fase organica se secd con MgSO, y se evapord a presion reducida
obteniéndose un crudo que se purificd por cromatografia en columna de gel de
silice basica eluyéndose en todos los casos con una mezcla de
(EtOAC : Hex /5 :95) .
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4.11.1. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3R,4R)-3-amino-1-(2-(terc-
butildimetilsililoxi)etil)-4-((S)-2,2-dimetil-1,3-d  ioxolan-4-il)azetidin-2-
ona]

0 Coﬁtiu § 9>(o Formula empirica: C3pHs1N3OgSi

BnoJLHJ:'(Nj;I/\/ Peso Molecular: 649.84

o 5 N Rendimiento: 79% (4.35 ).
| [a]p® = -26.7° (c= 0.5 CH,Cl,).

23a 0-?i

IR(Cm'l, KBr): 3434, 3320, 2982, 2952, 2930, 2906, 2852, 1761, 1723,
1704, 1667.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.40 (1H, d, NH[B-lac], J=8.6Hz); 7.33 (5H, s,
arom.); 5.90 (1H, d, NH-Asp., J=8.1 Hz); 5.28 (1H, dd, H%: [B-lac], J=5.1Hz,
J=9.1Hz); 5.13 (1H, d, CH»>-Bn, J=12.1Hz); 5.04 (1H, d, CH,-Bn, J=12.1Hz);
4.49 (1H, m, Ha-Asp); 4.09 (1H, m, Hsdioxo); 4.00 (1H, m, CH,-dioxo); 3.91
(2H, m, HPg [B-lac], CH-dioxo); 3.71 (2H, m, CH,-0O-Si); 3.63 (1H, m, N-CHy);
3.21 (1H, m, N-CH,); 2.82 (1H, dd, HB-Asp, J=4.8Hz, J=16.79Hz); 2.66 (1H,
dd, HB-Asp, J=5.13 Hz, J=16.79 Hz); 1.40 (12H, m, ‘But, CHs-dioxo); 1.28 (3H,
s, CHs-dioxo); 0.88 (9H, s, 'Bu); 0.03 (6H, s, CH3-Si-CHs).

13C-NMR: 171.4, 170.8, 166.0, 156. 7, 136.2, 128.7, 128.3, 128.2, 110.2,
81.9, 77.2, 67.4, 66.6, 64.1, 60.5, 58.1, 51.4, 44.1, 37.5, 28.2, 26.8, 26.0, 25.4,
18.4, -5.2.

Punto de fusion : 103-106°C (triturado con hexano)

Analisis elemental:

Calculado : C,59.14; H, 7.91; N, 6.47.
Encontrado : C, 58.80; H, 8.21; N, 6.76.
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4.11.2. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3S,4R)-3-amino-1-(2-(terc-
butildimetilsililoxi)etil)-4-((S)-2,2-dimetil-1,3-d  ioxolan-4-il)azetidin-2-
ona]

CO,'Bu )( Formula empirica: C32Hs1N3OgSi
i Hy g2 0
BnOJLN N - Peso Molecular: 649.84
H oo L} Rendimiento: 76% (4.20 g).
© 1 | [a]o2 = -7.5° (c= 0.5 CH,Cly).

23b O-?i-—é

IR(cm™, KBr): 3431, 3321, 2985, 2952, 2929, 2903, 2856, 1764, 1726,
1704, 1667.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.46 (1H, d, NH[B-lac], J=7.1Hz); 7.24 (5H, m,
arom.); 5.88 (1H, d, NH-Asp., J=8.4 Hz); 5.08 (1H, d, CH»-Bn, J=12.3 Hz); 5.01
(1H, d, CH»-Bn, J=12.3Hz); 4.48 (1H, m, Ha-Asp); 4.40 (1H, dd, H"% [B-lac],
J=7.14Hz, J=1.74Hz); 3.99 (1H, dd, Hsdioxo, J=6.6Hz, J=12.9Hz); 3.90 (1H, dd,
CHa-dioxo, J=6.6Hz, J=8.6Hz); 3.66 (3H, m, CH»-dioxo, CH»-O-Si); 3.53 (2H, m,
HP: [B-lac], N-CH,); 3.25 (1H, m, N-CH,); 2.77 (1H, dd, HB-Asp, J=4.4Hz,
J=16.9Hz); 2.54 (1H, dd, HB-Asp, J=5.0Hz, J=16.9Hz); 1.30 (9H, 'Bu); 1.29 (3H,
CHs-dioxo); 1.22 (3H, CHs-dioxo). 0.78 (9H, s, 'Bu); 0.05 (6H, s, CHs-Si-CHs).

13C-NMR: 171.3, 170.7, 166.1, 156.3, 136.1, 128.7, 128.3, 128.2, 110.2,
81.9, 77.2, 67.4, 66.6, 64.1, 60.5, 58.1, 51.4, 44.1, 37.5, 28.1, 27.1, 26.8, 25.4,
18.4, -5.2.

Punto de fusion : 122-125 °C; (triturado con hexano)

Analisis elemental:

Calculado : C,59.14; H, 7.91; N, 6.47.
Encontrado : C, 59.36; H, 8.09; N, 6.53.
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4.11.3. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3S,4S)-3-amino-1-(2-(terc-
butildimetilsililoxi)etil)-4-((R)-2,2-dimetil-1,3-d  ioxolan-4-il)azetidin-2-
ona]

5 co,'Bu o)( Formula empirica: CaaHsiN3OgSi
J J:'(H H H o] Peso Molecular: 649.84
Bno H J;{\/ Rendimiento: 82% (4.53 g).

0 [a]p® = +29.1° (c= 0.5 CH,Cly).

IR(cm™, KBr): 3431, 3320, 2984, 2950, 2926, 2903, 2861, 1764, 1726,
1702, 1669.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.34 (6H, m, , NH[B-lac], arom.); 5.88 (1H, d,
NH-Asp., J=6.3Hz); 5.22 (1H, dd, H%s [B-lac], J=5.02Hz, J=9.2Hz); 5.11 (2H, s,
CH,-Bn); 4.51 (1H, m, Ha-Asp); 4.08 (1H, m, Hgdioxo); 4.04 (1H, dd, CH,-dioxo
J=7.04Hz, J=8.97 Hz); 3.81 (2H, m, CH»-O-Si); 3.71 (2H, m, HPs [B-lac], CH,-
dioxo); 3.64 (1H, m, N-CH,); 3.21 (1H, m, N-CH,); 2.99 (1H, dd, HB-Asp,
J=5.5Hz, J=17.36Hz); 2.57 (1H, dd, HB-Asp, J=4.26Hz, J=17.36Hz); 1.41 (12H,
m, ‘But, CHs-dioxo); 1.37 (3H, s, CHs-dioxo); 0.89 (9H, s, 'Bu); 0.09 (6H, s, CHs-
Si-CHa).

3C-NMR: 171.3, 171.0, 165.7, 156.2, 136.1, 128.7, 128.4, 128.3, 110.2,

82.1, 77.4, 67.5, 67.0, 64.2, 60.4, 58.2, 51.3, 44.1, 37.6, 28.1, 26.8, 26.0, 25.4,
18.2, -5.2.
Punto de fusion : 95-98°C (triturado con hexano)
Analisis elemental:
Calculado : C,59.14; H, 7.91; N, 6.47.
Encontrado : C, 58.60; H, 7.64; N, 6.37.
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4.11.4. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3R,4S)-3-amino-1-(2-(terc-
butildimetilsililoxi)etil)-4-((R)-2,2-dimetil-1,3-d  ioxolan-4-il)azetidin-2-

ona]

5 CcO,'Bu o>( Férmula empirica: CzHs1N3OgSi
J]\ H H H O Peso Molecular: 649.84
BnOZ N N 3 .
H o 8 ! Rendimiento: 80% (4.42 Q).
o 1 [a]p?° = +16.6° (c= 0.5 CH.Cl,).
|

23d 0-?i

IR(cm™, KBr): 3428, 3320, 2980, 2952, 2924, 2909, 2856, 1765, 1726,
1700, 1668.
'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.24 (6H, m, NH[B-lac], arom.); 5.77 (1H, d, NH-
Asp., J=8.1Hz); 5.01 (2H, s, CH»>-Bn); 4.44 (2H, m, Ha-Asp, H% [B-lac));
4.01(2H, m, CH-dioxo, Hgrdioxolano); 3.67 (3H, m, CH»-dioxo, CH,-O-Si); 3.39
(1H, m, N-CH.); 3.32 (1H, dd, HPs [B-lac], J=1.37Hz, J=6.8Hz); 3.23 (1H, m, N-
CH,); 2.86 (1H, dd, HB-Asp, J=5.5Hz, J=17.2Hz); 2.46 (1H, dd, Hp-Asp,
J=5.5Hz, J=17.2Hz); 1.31 (9H, 'But); 1.28 (3H, CHs-dioxo.); 1.22 (3H, CHs-
dioxo.); 0.78 (9H, s, 'Bu); 0.05 (6H, s, CH3-Si-CHs).
¥C: 171.3, 165.7, 156.2, 136.1, 128.7, 128.4, 128.3, 110.2, 82.1, 77.3,
67.5, 67.0, 64.2, 60.4, 58.2, 51.29, 44.1, 37.6, 28.1, 26.8, 26.0, 25.4, 18.2, -5.2.
Punto de fusion : 120-123°C (triturado con hexano)
Andlisis elemental:
Calculado : C,59.14; H, 7.91; N, 6.47.
Encontrado : C, 60.58; H, 8.03; N, 6.50.
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4.12. Procedimiento general para la desproteccion d el grupo
TBDMS en 24a-d

U t,
o CO,'Bu 0)( o CO,'Bu 0)(
JU N P J N 0
8o~ N (HF)x - C5HgN sno” N
X - ,

o] \L o
I
23a-d 0-?i—é 24a-d OH

Sobre una disolucion del compuesto sililado (2 mmol, 1 g) en THF (20
mL) enfriada a 0 °C y en atmdésfera de nitrogeno, se adicioné el fluoruro de
piridinio (7.7 mmol, 0.2 mL). La reaccion se mantuvo en agitaciéon a 0 °C
durante 30 minutos y luego se dej0 a temperatura ambiente durante 3 h,
siguiendo la reacciéon por T.L.C. (EtOAc : Hex / 1 : 1). Una vez acabada la
reaccion se afiadi6 NaHCOj3; hasta neutralizar todo el fluoruro de piridinio que
habia quedado en exceso, es decir hasta que cesara el borboteo de CO,, y se
extrajo con dietil éter (200 mL). La fase organica se lavd posteriormente con
una disolucion saturada de cloruro sédico (50 mL) se secd con MgSQO, y se
evaporo a presion reducida obteniéndose un crudo al cual se le afiadié tolueno
seco (15 mL) y se evapord a presion reducida para eliminar las pequefias
trazas de fluoruro de piridinio que hubiesen podido quedar. El crudo obtenido

se utilizé en la siguiente reaccion sin mayor purificacion.
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4.12.1. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3R,4R)-3-amino-1-etoxi-4-((S)-2,2-dimetil-1,3 -
dioxolan-4-il)azetidin-2-ona]

t
0 COzBu OX Formula empirica: CogHz7N3Og
BnO H N Peso Molecular: 535.58
© O)—N Rendimiento: 98% (1.03 g).
4a l [a]p®® = -16.0° (c= 0.5 CH,Cl,).
OH

IR(cm™, KBr): 3405, 3251, 3034, 2982, 2937, 2883,1755, 1710, 1677.
'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.82 (1H, m, NH[B-lac]); 7.28 (5H, m, arom.);
6.03 (1H, d, NH-Asp., J=8.90Hz); 5.23 (1H, m, H% [B-lac]); 5.06 (2H, s, CH.-
Bn); 4.53 (1H, m, Ha-Asp); 4.11 (1H, m, Hsdioxo); 3.98 (1H, m, CH,-dioxo);
3.62 (2H, m, CH»-OH); 3.58 (1H, m, HP: [B-lac], CH,-dioxo); 3.34 (2H, m, CHo-
CH,-OH); 2.70 (2H, dd, HB-Asp, J=5.5Hz, J=12.5Hz); 1.35 (12H, m, '‘Bu, CHa-
dioxo); 1.24 (3H, s, CHs-dioxo).
C-NMR: 171.5, 170.5, 167.9, 156.3, 136.1, 128.7, 128.4, 128.3, 110.1,
81.9, 75.6, 67.4, 66.3, 61.7, 60.2, 56.4, 51.8, 46.6, 37.6, 28.2, 26.8, 25.0.
Punto de fusion : 124-127°C (cristalizado en hexano)
Analisis elemental:
Calculado : C, 58.31; H, 6.96; N, 7.85.
Encontrado : C, 57.85; H, 6.64; N, 7.63.
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4.12.2. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3S,4R)-3-amino-1-etoxi-4-((S)-2,2-dimetil-1,3 -
dioxolan-4-il)azetidin-2-ona]

o COZtBU O>( Férmula empirica: C26H37N30g
H S 0
HHS .
BnOJLN N Peso Molecular: 535.58
H o N Rendimiento: 93% (0.92 g).
o)
1 [a]p®® = -9.3° (c= 0.5 CH,Cl,).
24b oH

IR(cm™, KBr): 3405, 3250, 3034, 2980, 2936, 2885,1755, 1715, 1677.
'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.60 (1H, m, NH[B-lac]); 7.26 (5H, m, arom.);
5.97 (1H, d, NH-Asp., J=8.37Hz); 5.05 (2H, m, CH,-Bn); 4.44 (1H, m, Ha-Asp);
4.32 (1H, m, H%s [B-lac]); 4.00 (2H, m, Hsdioxo, CH,-dioxo); 3.68 (3H, m, CHa-
dioxo, CHp-OH); 3.56 (1H, m, HP [B-lac]); 3.49 (1H, m, CH,-CH,-OH); 3.20 (1H,
m, CH,-CH,-OH); 2.76 (1H, dd, HB-Asp, J=5.3Hz, J=16.9Hz); 2.55 (1H, dd; Hp-
Asp, J=5.3Hz, J=16.9Hz); 1.31 (9H, 'Bu); 1.29 (3H, CHs-dioxo); 1.21 (3H, CHs-
dioxo).
13C-NMR: 171.8, 170.6, 167.2, 156.1, 136.2, 128.5, 128.2, 128.0, 110.3,
81.7,77.16, 67.2, 66.4, 62.2, 59.4, 58.0, 51.4, 45.3, 37.7, 28.0, 26.7, 25.3.
Punto de fusion : 148-151°C (cristalizado en hexano)
Andlisis elemental:
Calculado : C, 58.31; H, 6.96; N, 7.85.
Encontrado : C, 57.80; H, 6.53; N, 7.62.
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4.12.3. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3S,4S)-3-amino-1-etoxi-4-((R)-2,2-dimetil-1,3 -
dioxolan-4-il)azetidin-2-ona]

o CO,'Bu O)( Formula empirica: CsH37N30g
JL H B ° Peso Molecular: 535.58
BnO” N i3
H o N Rendimiento: 95% (1.02 g).
© I [a]p?® = +37.0° (c= 0.5 CH,Cl,).
24c OH

IR(cm™, KBr): 3406, 3258, 3039, 2981, 2933, 2885,1755, 1715, 1674.
'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.49 (1H, m, NH[B-lac]); 7.33 (5H, m, arom.);
5.92 (1H, m, NH-Asp.); 5.23 (1H, m, H% [B-lac]); 5.10 (2H, s, CH»-Bn); 4.51
(1H, m, Ha-Asp); 4.19 (1H, m, Hrdioxo); 4.03 (1H, m, CH-dioxo); 3.71 (3H, m,
CH,-OH, HPs [B-lac]); 3.67 (1H, m, CHH-dioxo); 3.44 (1H, m, CHy-CHx-OH);
3.32 (1H, m, CH,-CH»-OH); 2.98 (1H, dd, HB-Asp, J=4.4Hz, J=17.3Hz); 2.58
(1H, dd, HB-Asp, J=4.4Hz, J=17.3Hz); 1.40 (9H, s, 'Bu); 1.39 (3H, s, CHs-
dioxo); 1.30 (3H, s, CHs-dioxo).
C-NMR: 171.3, 171.2, 167.6, 156.1, 136.1, 128.6, 128.3, 128.2, 110.0,
81.9, 75.4,67.4,66.4, 61.3, 60.1, 56.6, 51.4, 46.3, 37.0, 28.2, 26.7, 25.0.
Punto de fusion : 120-123°C (cristalizado en hexano)
Analisis elemental:
Calculado : C, 58.31; H, 6.96; N, 7.85.
Encontrado : C, 50.06; H, 6.80; N, 7.77.
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4.12.4. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3R,4S)-3-amino-1-etoxi-4-((R)-2,2-dimetil-1,3 -
dioxolan-4-il)azetidin-2-ona]

o CO,'Bu ol( Formula empirica: CasHz7N3Og
BnOJLN N |- Peso Molecular: 535.58
"0 N Rendimiento: 96% (1.01 g).
24do IOH [a]p®® = +21.2° (c= 0.5 CH,Cly).

IR(cm™, KBr): 3408, 3250, 3032, 2984, 2937, 2885,1750, 1715, 1677.
'H-NMR(3, ppm, CDCls): 8.12 (1H, m, NH[B-lac]); 7.26 (5H, m, arom.);
6.14 (1H, d, NH-Asp., J=8.92Hz); 5.05 (2H, m, CH»-Bn); 4.55 (1H, m, Ha-Asp);
4.45 (1H, m, H% [B-lac]); 3.97 (1H, m, CH,-dioxo); 3.76 (1H, m, Hgdioxo); 3.62
(3H, m, CHa-dioxo, CHz-OH); 3.59 (1H, m, CH,-CH,-OH); 3.46 (1H, m, HPs [B-
lac]); 3.10 (1H, m, CH,-CH»-OH); 2.67 (2H, s (b.s.), HB-Asp); 1.31 (9H, 'Bu);
1.29 (3H, CHs-dioxo); 1.21 (3H, CHs-dioxo).
C-NMR: 171.7, 170.7, 167.5, 156.3, 136.2, 128.6, 128.2, 128.1, 110.4,
81.7,77.1,67.3, 66.5, 62.7, 59.3, 57.6, 51.5, 45.2, 37.8, 28.1, 26.7, 25.3.
Punto de fusion : 150-153°C (cristalizado en hexano)
Analisis elemental:
Calculado : C, 58.31; H, 6.96; N, 7.85.
Encontrado : C,57.96; H,6.74; N, 7.70.
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4.13. Procedimiento general para la transformacion de las B-
lactamas 24a-d a los acidos carboxilicos 25a-d

t t
o CO,'Bu o)( o CO,'Bu OX
JU N 0 PhI(OAc) U A P
2
BnO I':II TEMPO BnO H

(0} N ' (o]
(o]

N
o) I ta.3h, \|
24a-d 25a-d CO,H

OH

Sobre una disolucion del alcohol (2.8 mmol, 1.5 g) en acetonitrilo/agua :
1/1 (7 mL/7 mL). se adicion6 BAIB (6.2 mmol, 2 g) y TEMPO (0.56 mmol, 90
mg) y se mantuvo la reaccion con fuerte agitacion durante 3 h a temperatura
ambiente. Tras comprobar que no quedaba producto de partida T.L.C. (EtOAc :
Hex /5 : 1) se evaporé la mezcla y el producto se extrajo de la fase acuosa con
CH.Cl, (3x20 mL). Se juntaron las fases organicas, se secaron con MgSO, se
filtraron y se evaporaron a presion reducida obteniendo el producto deseado, el

cual fue utilizado en la siguiente reaccidn sin mayor purificacion.
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4.13.1. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3R,4R)-3-amino-4-((S)-2,2-dimetil-1,3-

dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-il]-Gli

Co,'Bu Formula empirica: CysH35N3010
J:yr Peso Molecular: 549.23
j;‘N Rendimiento: 68% ((1.10 g).
(:o2

[a]p® = -15.3° (c= 0.5 CH,Cl,).

IR(cm™, KBr): 3306, 3035, 2984, 2942, 2850, 1761, 1743, 1662.
'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.85 (1H, d, NH[B-lac], J=8.13Hz); 7.31 (5H, m,
arom.); 6.06 (1H, d, NH-Asp., J=8.7Hz); 5.20 (1H, dd, H%[Blac], J=5.1Hz
J=8.3Hz) ; 5.08 (2H, m, CH»-Bn); 4.56 (1H, m, Ha-Asp); 4.15 (2H, m, Hsdioxo,
CH»-COOH); 3.97 (2H, m, CHy.dioxo, CH,-COOH); 3.83 (1H, m, HP [B-lac));
3.63 (1H, dd, CH,-dioxo, J=4.4Hz, J=8.9Hz); 2.80 (1H, dd, HB-Asp, J=5.6Hz,
J=16.8Hz); 2.66 (1H, dd, HB-Asp, J=5.6Hz, J=16.8Hz); 1.38 (9H, m, 'Bu, CHa-
dioxo); 1.36 (3H, s, CHz-diox0).1.25 (3H, s, CHs-dioxo).
®C-NMR: 171.6, 170.7, 170.4, 167.4, 156.5, 136.0, 128.6, 128.2, 109.9,
81.9, 75.2,67.4, 66.2, 61.0, 57.0, 51.6, 43.0, 37.5, 28.0, 26.6, 24.9.
Punto de fusion : 108-110°C (triturado en eter)
Analisis elemental:
Calculado : C, 56.82; H, 6.42; N, 7.65.
Encontrado : C, 56.66; H, 5.76; N, 7.38.
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4.13.2. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3S,4R)-3-amino-4-((S)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-il]-Gli

H =
J NH HE P Peso Molecular: 549.23
BnO N
H 8 j;,!]/\/ Rendimiento: 70% (1.07 g).
o
255 COH [0]o* = -8.8° (c= 0.5 CH.Cly).

J::)ZIBU O)( Férmula empirica: CogHasN3O10

IR(cm™, KBr): 3308, 3034, 2980, 2926, 2854, 1760, 1733, 1700.
'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.95 (1H, d, NH-B-lac, J=6.2Hz); 7.31 (5H, m,
arom.); 6.04 (1H, d, NH-Asp., J=8.5Hz); 5.09 (2H, m, CH»-Bn); 4.68 (1H, m, H%s
[B-lac]); 4.56 (1H, m, Ha-Asp); 4.26 (1H, d, CH,-COOH, J=17.9Hz); 4.16 (1H,
m, Hsdioxo); 4.07 (1H, m, CH;-dioxo,); 3.95 (1H, d, CH,-COOH, J=17.9Hz);
3.75 (1H, m, CHy-dioxo); 3.63 (1H, dd, HP; [B-lac], J=1.8Hz J=8.2Hz); 2.86 (1H,
dd, HB-Asp, J=5.5Hz, J=16.8Hz); 2.62 (1H, dd, HB-Asp, J=4.7Hz, J=16.8Hz );
1.39 (9H, 'Bu); 1.34 (3H, CHs-dioxo); 1.28 (3H, CH3-dioxo).
13C-NMR: 171.7, 171.6, 170.5, 167.6, 156.5, 136.2, 128.7, 128.4, 128.3,
110.1, 81.9, 75.2, 67.4, 66.8, 61.0, 56.6, 51.8, 43.8, 36.9, 28.2, 26.8, 25.1.
Punto de fusion : 128-131°C (triturado en eter)
Analisis elemental:
Calculado : C,56.82; H, 6.42; N, 7.65.
Encontrado : C, 56.16; H, 5.96; N, 7.08.
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4.13.3. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3S,4S)-3-amino-4-((R)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-il]-Gli

0 Cof'tBu O>(o Férmula empirica: CogHasN3010
H H
BnOJLN NG 3 Peso Molecular: 549.23
H
o 5 N Rendimiento: 72% (1.10g).
5c CO,H [a]p™ = +26.4° (c= 0.5 CH,Cl,).

IR(cm™, KBr): 3302, 3034, 2984, 2940, 1760, 1740, 1662.

'H-NMR(3, ppm, CDCl): 7.55 (1H, d, NH[B-lac], J=7.9Hz); 7.33 (5H, m,
arom.); 5.96 (1H, d, NH-Asp. J=9.2Hz); 5.30 (1H, dd, H"% [B-lac], J=5.0Hz
J=8.8Hz); 5.10 (2H, s, CH»-Bn); 4.53 (1H, m, Ha-Asp); 4.21 (2H, m, Hgdioxo,
CH,-COOH); 4.00 (3H, m, CH,-dioxo, CH,-COOH, HPs [B-lac]);); 3.68 (1H, dd,
CHy-dioxo, J=4.5Hz, J=9.1Hz); 2.95 (1H, dd, HB-Asp, J=4.6Hz, J=17.2Hz),
2.59 (1H, dd, HB-Asp, J=4.6Hz, J=17.2Hz); 1.40 (9H, s, 'Bu); 1.35 (3H, s, CHa-
dioxo); 1.27 (3H, s, CHs-dioxo).

C-NMR: 171.4, 171.1, 167.2, 156.2, 136.0, 128.7, 128.4, 128.3, 110.0,
82.0, 74.9, 67.5, 66.4, 60.7, 57.2,51.5 43.2, 37.1, 28.1, 26.6, 24.9.

Punto de fusion : 117-120°C (triturado en eter)

Analisis elemental:

Calculado : C, 56.82; H, 6.42; N, 7.65.
Encontrado : C,55.95; H, 6.71; N, 7.82.
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4.13.4. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3R,4S)-3-amino-4-((R)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-il]-Gli

Foérmula empirica: C2sH35N3010
Peso Molecular: 549.23

t
o CO,'Bu O><o
JL N HH Rendimiento: 72% (1.11 g).

o N [a]p?® = +15.1° (c= 0.5 CH.Cl,).

25d CO,H

IR(cm™, KBr): 3305, 3040, 2984, 2929, 2846, 1751, 1740, 1703.
'H-NMR(3, ppm, CDCls): 8.11 (1H, d, NHp[-lac], J=6.7Hz); 7.35 (5H, m,
arom.); 6.19 (1H, d, NH-Asp, J=8.9Hz); 5.10 (2H, m, CH,-Bn); 4.66 (2H, m, Ha-
Asp, H% [B-lac]); 4.23 (1H, d, CH,-COOH, J=18.0Hz); 4.05 (2H, m, CH,-dioxo,
Hrdioxo); 3.93 (1H, d, CH,-COOH, J=18.0Hz); 3.76 (1H, m, CHH-dioxo); 3.63
(1H, m, HPs [B-lac]); 2.81 (1H, dd, HP-Asp, J=16.9Hz J=5,2Hz); 2.68 (1H, dd,
HB-Asp, J=16.9Hz J=5,2Hz); 1.42 (9H, '‘Bu); 1.35 (3H, CHs-dioxo); 1.30 (3H,
CHs-dioxo).
13C-NMR: 171.5, 171.4, 170.2, 167.4, 156.5, 136.0, 128.5, 128.2, 128.1,
109.8, 81.7, 75.0, 67.2, 66.1, 60.8, 56.9, 51.6, 43.6, 37.4, 27.9, 26.5, 24.9.
Punto de fusion : 120-123°C (triturado en eter)
Analisis elemental:
Calculado : C,56.82; H, 6.42; N, 7.65.
Encontrado : C, 55.80; H, 6.66; N, 7.31.
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4.14. Procedimiento general para la sintesis de Cbz -Asp(O 'Bu)- -
lactam-Gli-Arg(Pbf)-GliOBn 26a-d

t;
CO,'Bu 0)( CO,Bu ol(

0
H
j\ H P B OJLN N ?
BnO~ "N Z-Arg(Pbf)-Gly-OBn n H
H o HOBt, EDC-HCI o N
N >

0" Et;N,CH,Cl, t.a. 20 h NH(Pbf) 0 L
CO,H , o
25a-d H
HN” 0
o
26a-d OBN

En un matraz flameado bajo atmdsfera de nitrogeno, se vertid una
disolucién de la amina (1.70 mmol, 1.070 g) y el acido (1.70 mmol, 0.935 g) en
CH,Cl, seco (70 mL) a 0 °C. Sobre la disolucion se adicionaron
consecutivamente TEA (3.42 mmol, 0.50 mL), EDC'HCI (2.72 mmol, 532 mg), y
HOBT (2.38 mmol, 370 mg) y se dejo que la disolucion alcanzara poco a poco
la temperatura ambiente agitando la mezcla de la reaccion durante 20 h.
Transcurrido ese tiempo se lavo la mezcla con una disolucion 0.1 M de HCI
(2x40 mL) y con una disolucion saturada de NaHCO; (2x40 mL). La fase
organica se seco con MgSO, y se evaporo a presion reducida obteniéndose un
crudo que se purific6 por cromatografia en columna de gel de silice acida
eluyendo una mezcla de (CH,Cl, : MeOH /20 :1).
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4.14.1. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3R,4R)-3-amino-4-((S)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-il]-Gli-Arg(Pbf)-Gli- ~ OBn

o CO,'Bu )(
Py /(NH HHS Yo Formula empirica: CssH72NgO15S
8o N 3 \_1/\/ Peso Molecular: 1105.26
/N .
o’ i Rendimiento: 70% (1.31 g).
NH (Pbf)
073N [a]p®® = -17.5 (c= 0.5 CH,Cly).
N7 SNH
I
0% “NH
26a I\fo
OBn

IR(Cm'l, KBr): 3327.4, 2977.6, 2934.0, 1758.5, 1726.5, 1665.6, 1547.4.
'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.81 (1H, m, NH[B-lac]); 7.50 (1H, m, NH[Asp));
7.42 (1H, m, NH[Gli1]); 7.28 (10H, m, arom.); 6.28 (2H (b.s.), NH[Guani]); 6.15
(1H, m, NH [Arg]); 6.00 (1H (b.s.), NH[Guani]); 5.06 (5H, m, CH>-Ph, H*R[B-
lac]); 4.55 (2H, m, Ha[Asp], Ha[Arg]); 4.32 (1H, m, Hsdioxo); 4.09 (2H, m, Ha
Glip, Ha Gliy); 3.92 (3H, m, Ha Glip, Ha Gli;, CHp-dioxo); 3.80 (1H , m, HBR[B-
lac]); 3.65 (1H, m, CH,-diox0); 3.17 (2H, m, Hi8[Arg]); 2.91 (2H, s, CH,-Pbf);
2.71 (2H, m, HB[Asp]); 2.54 (3H, s, CHs-Pbf); 2.47 (3H, s, CHs-Pbf); 2.05 (3H, s,
CHz-Pbf); 1.89 (1H, m, HB[Arg]); 1.72 (1H, m, HB[Arg]); 1.59 (2H, m, Hy[Arg]);
1.42 (6H, s, 2xCHs-Pbf); 1.37 ((12H, s, '‘Bu, CHs-dioxo); 1.16 (3H, s, CHs-dioxo).
C-NMR: 172.4, 172.1, 170.5, 170.1, 168.1, 167.4, 159.0, 156.5, 138.6,
136.1, 135.4, 132.6, 128.8, 128.7, 128.6, 128.4, 128.4, 128.3, 124.9, 117.7,
110.2, 86.6, 82.0, 75.0, 67.4, 67.2, 66.4, 61.7, 57.9, 53.1, 51.7, 45.6, 43.4, 41.4,
37.3,29.4,28.7,28.2, 27.1, 25.6, 25.2, 19.5, 18.1, 12.6.
Punto de fusion : 125-127°C c.d..(triturado en éter)
Analisis elemental:
Calculado : C, 58.84; H, 6.50; N, 11.72.
Encontrado : C, 58.01; H, 5.66; N, 10.69.
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4.14.2. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3S,4R)-3-amino-4-((S)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-il]-Gli-Arg(Pbf)-Gli- ~ OBn

CO,'Bu
J:’( H H: Férmula empirica: CssH7oNgO15S
j;'/\/ Peso Molecular: 1105.26
N
Rendimiento: 75% (1.400Q).
NH (Pbf) -
o HN [G]D =-48.1 (C: 0.5 CH2C|2)
I\/\N NH
H
0”7 "NH

26b I\fo

OBn

IR(Cm'l, KBr): 3331.1, 2977.5, 2934.0, 1759.3, 1727.9, 1665.4, 1547 4.
'H-NMR(3, ppm, CDCls: 8.01 (1H, m, NH[Asp]); 7.50 (1H, m, NH[B-lac]);
7.41 (1H, m, NH[Gliy]); 7.33 (10H, m, arom.); 6.27 (1H, m, NH [Arg]); 6.10 (2H
(b.s.), NH[Guani]); 5.89 (1H (b.s.), NH[Guani]); 5.08 (4H, m, CH,-Ph); 4.59 (2H,
m, Ha[Asp], Ha[Arg]); 4.30 (1H, m, H*S[B-lac]); 4.25 (1H, m, Hsdioxo); 4.20 (1H,
d, Ha Glip, J=18.0Hz); 4.11 (2H, m, Ha Gli;, CHp-dioxo), 3.98 (1H, d, Ha Gliy,
J=18.0Hz); 3.94 (2H (b.s.), Ha Gliy, HPz[B-lac]); 3.79 (2H, m, Ha Gli;, CHy-
dioxo); 3.22 (1H, m, Hi3[Arg]); 3.16 (1H, m, Hu8[Arg]); 2.92 (2H, s, CH,-Pbf);
2.66 (2H, m, HB[Asp]); 2.55 (3H, s, CH3-Pbf); 2.49 (3H, s, CHs-Pbf); 2.06 (3H, s,
CHz-Pbf); 1.97 (1H, m, HB[Arg]); 1.79 (1H, m, HB[Arg]); 1.60 (2H, m, Hy[Arg]);
1.43 (6H, s, 2xCHs-Pbf); 1.38 ((12H, s, 'Bu, CHs-dioxo); 1.30 (3H, s, CHs-dioxo).
13C-NMR: 172.6, 172.4, 170.5, 170.2, 168.0, 166.9, 158.9, 156.5, 138.5,
136.2, 135.4, 133.2, 132.4, 128.7, 128.6, 128.4, 128.2, 124.8, 117.6, 110.6,
86.5, 82.1, 76.5, 67.5, 67.3, 66.3, 62.4, 59.3, 53.1, 51.4, 45.6, 43.4, 41.4, 40.8,
37.5,29.4, 28.8, 28.2, 26.9, 25.6, 25.2, 19.4, 18.1, 12.6.
Punto de fusidén :115-118°C c.d.( triturado en éter)
Analisis elemental:
Calculado : C, 58.84; H, 6.50; N, 11.72.
Encontrado : C, 55.84; H, 5.82; N, 11.02.
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4.14.3. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3S,4S)-3-amino-4-((R)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-il]-Gli-Arg(Pbf)-Gli- ~ Obn

o CO,'Bu OB( Formula empirica: CssH72NgO15S
H o]
BnOJLNL'(N d E' Peso Molecular: 1105.26
H

o N Rendimiento: 71% (1.24 Q).

o)

NH(Pbf) [a]p® = +6.1 (c= 0.5 CH,Cly).
¢)
HN
N7 NH
I\/\H
0”7 "NH
26¢ '\(O
OBn

IR(Cm'l, KBr): 3332.8, 2977.8, 2934.2, 1756.7, 1727.9, 1669.1, 1541.8.

'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.68 (1H, m, NH[Asp]); 7.60 (1H, m, NH[B-lac],
NHI[GIli1]); 7.29 (10H, m, arom.); 6.20 (2H (b.s.), NH[Guani]); 6.10 (1H, m, NH
[Arg]); 6.00 (1H (b.s.), NH[Guani]); 5.10 (5H, m,2xCH,-Ph, H®S[B-lac]); 4.54
(1H, m, Ha[Arg]); 451 (1H, m, Ha[Asp]) 4.28 (1H, m, Hgdioxo); 4.00 (5H, m,
2xHa Gliz, 2xHa Gliy, , CH,-dioxo); 3.90 (1H , m, HPs[B-lac]); 3.66 (1H, m, CHo-
dioxo); 3.20 (2H, m, H38[Arg]); 2.91 (2H, s, CH,-Pbf); 2.77 (1H, m, HB[Asp));
2.63 (1H, m, HB[Asp]); 2.54 (3H, s, CHs-Pbf); 2.47 (3H, s, CHs-Pbf); 2.06 (3H, s,
CHs-Pbf); 1.93 (1H, m, HB[Arg]); 1.74 (1H, m, HB[Arg]); 1.60 (2H, m, Hy[Arg]);
1.43 (6H, s, 2xCHs-Pbf); 1.37 ((9H, s, 'Bu); 1.31 (3H,s, CHs-dioxo); 1.24 (3H, s,
CHs-dioxo).

C-NMR: 172.5, 171.7, 171.0, 170.1, 167.9, 167.5, 158.9, 156.5, 138.5,
136.1, 135.4, 133.0, 132.4, 128.7, 128.6, 128.4, 128.4, 128.3, 125.0, 117.7,
110.1, 86.5, 82.1, 74.8, 67.4, 67.3, 66.5, 61.5, 57.7, 53.0, 51.6, 45.5, 43.4, 41.5,
40.5, 37.1, 29.5, 28.7, 28.2, 26.8, 25.4, 25.0, 19.4, 18.1, 12.6.

Punto de fusion : 120-122°C c.d. (triturado en éter)

Analisis elemental:

Calculado : C, 58.84; H, 6.50; N, 11.72.
Encontrado : C, 57.05; H, 6.23; N, 10.27.
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4.14.4. Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3R,4S)-3-amino-4-((R)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-il]-Gli-Arg(Pbf)-Gli- ~ OBn

o CO,'Bu O)(
J J:NH "!ij)\/o Férmula empirica: CssH72NgO15S
BnO” N 33
H Peso Molecular: 1105.26

O A

i O%N NH(Pbf) F;j]nglr'iiir;t::773‘yj> (1.27 g).
I\/\H NH b= = +25.7 (c= 0.5 CH,Cly).
07 NH
26d K(O
OBn

IR(cm™, KBr): 3329.8, 2977.5, 2934.6, 1758.7, 1726.8, 1665.9, 1547.7
'H-NMR(3, ppm, CDCls): 7.87 (1H, m, NH[Asp]); 7.78 (1H, m, NH[B-lac]);
7.29 (10H, m, arom.); 7.20 (1H, m, NH[Gli1]); 6.26 (1H, m, NH [Arg]); 6.17 (2H
(b.s.), NH[Guani]); 5.86 (1H (b.s.), NH[Guani]); 5.05 (4H, m,2xCH.-Ph); 4.54
(2H, m, Ha[Asp], Ha[Arg)]); 4.32 (1H, m, H'R[B-lac]);; 4.28 (1H, d, Ha Gli,
J=17.4Hz); 4.13 (1H, m, Hrdioxo); 4.00 (3H, m, 2xHa Gli;, CH»-dioxo); 3.92 (1H,
m, HPs[B-lac]); 3.87 (1H, d, Ha Gliy, J=17.3Hz); 3.75 (1H, m, CH,-dioxo); 3.20
(1H, m, Hid[Arg]); 3.14 (1H, m, H29[Arg]); 2.90 (2H, s, CH>-Pbf); 2.74 (2H, m,
HB[Asp]); 2.54 (3H, s, CHs-Pbf); 2.47 (3H, s, CHs-Pbf); 2.05 (3H, s, CHs-Pbf);
1.92 (1H, m, HB[Arg]); 1.75 (1H, m, HB[Arg]); 1.60 (2H, m, Hy[Arg]); 1.43 (6H, s,
2xCHs-Pbf); 1.38 (9H, s, 'Bu); 1.33 (3H, s, CHs-dioxo); 1.28 (3H, s, CHs-dioxo).
BC-NMR: 172.5, 172.3, 170.7, 170.1, 168.0, 166.5, 158.9, 156.6, 138.5,
136.2, 135.4, 133.1, 132.4, 128.7, 128.7, 128.5, 128.4, 128.2, 124.7, 117.6,
110.5, 86.5, 82.2, 76.2, 67.4, 67.2, 66.3, 61.9, 59.2, 53.4, 51.4, 45.1, 43.4, 41.4,
40.7,37.5,29.2, 28.7, 28.1, 26.7, 25.7, 25.1, 19.4, 18.1, 12.6.
Punto de fusion : 111-113°C c.d. (triturado en éter)
Andlisis elemental:
Calculado : C, 58.84; H, 6.50; N, 11.72.
Encontrado : C,57.98; H,6.17; N, 10.77.
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4.15. Procedimiento general para la desproteccion y ciclacion de
los compuestos 26a-d

HN—

b)HATU,
HN N/\/’INH HOAT, /\2‘0 HN NH(Pbf)
H KHCO3
H o ‘Bu0,C

N
o e I

0 (o}
o N a)PdIC %N
o L H2 ﬁ:o NH
0

Sobre una disolucion del precursor B-lactamico lineal protegido (0.21
mmol, 240 mg) en metanol (7 mL) se afiadido Pd/C al 20% (40 mg) y la mezcla se
agité bajo presion atmosférica de H, durante 16h. Pasado ese tiempo y tras
analizar una alicuota por RMN (CD3;0D) para comprobar que la reaccién habia
finalizado, se filtrd la mezcla sobre celita y se evaporo el disolvente a presion
reducida. El crudo asi obtenido (20 mmol, 160 mg) con un rendimiento del 97%
se disolvio en DMF (120 mL) y se bajo la temperatura a -15 °C. Una vez
alcanzada la temperatura deseada de adicionaron consecutivamente el
carbonato potasico (2 mmol, 200 mg) el HATU (0.26 mmol, 104 mg) y el HOAT
(0.32 mmol, 50 mg). La reaccion se agito a esa misma temperatura durante toda
la noche y se evaporo el disolvente a presion reducida. El crudo se disolvio en
EtOAc (20 mL) y se lavd con una disolucion saturada de NaHCO3 (30 mL) y se
secO sobre MgSO,. El crudo asi obtenido se purific6 mediante cromatografia en

columna acida, eluyendo con (MeOH : CH,Cl, /1 : 15)
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4.15.1. Ciclo{Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3R,4R)-3-amino-4-((S)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-il]-Gli-Arg(Pbf)-Gli}

N
HN/Q)/—\_\= NH Formula empirica: C39Hs5gNgO13S

Oo_ 0 O HN
o XHN NH(Pb) Peso Molecular: 878.99
BUOLC Rendimiento: 65% (117mg).
2
HN N” 7O [a]p?® = -20.02 (c= 0.5 CH,Cly).
H
\g/\
27a

IR(cm™, KBr): 3323.3,
2990.3, 2929.0, 1761.4, 1684.2, 1652.6, 1539.2.

'H-NMR(3, ppm, DMSO): 9.45 (1H, m, NH[Gli1]); 9.00 (1H, d, NH[Asp],
J=7.5Hz); 8.06 (1H, d, NH[B-lac], J=8.3Hz); 7.00 (1H, d,NH[Arg],J=7.9Hz); 5.00
(1H, dd, H°R[B-lac], J=4,2Hz J=8,2Hz); 4.41 (1H, m, Ha[Asp]); 4.38 (1H, d, Ha
Glip, J=15.5Hz); 4.25 (1H, m, Ha[Arg]); 3.95 (1H, m, CH,-dioxo); 3.78 (1H, dd,
Ha Gliy, J=4.0Hz, J=13.73Hz); 3.72 (1H, dd, HP[B-lac], J= 4.3Hz, J=9.9Hz); 3.50
(2H, m, Ha Gliy, Hsdioxo); 3.28 (1H, d, Ha Glip, J=15.5Hz); 3.20 (1H, m; CH;-
dioxo ); 3.06 (2H,m, H,3[Arg]); 2.97 (2H, s, CH,-Pbf); 2.73 (1H, dd, HHB[ASp],
J=3.8Hz, J=16.7Hz); 2.65 (1H, dd, HHB[Asp], J=9.5Hz, J=16.7Hz); 2.49 (3H, s,
CHs-Pbf); 2.43 (3H, s, CHs-Pbf); 2.02 (3H, s, CHz-Pbf); 1.60 (1H, m, HB[Arg));
1.51 (3H, m, HPB[Arg], Ha\{Arg]); 1.43 (6H, s, 2 CHs-Pbf); 1.41 (9H, s, 'Bu);
1.31(3H,s, CHs-dioxo); 1.19(3H,s, CHs-dioxo).

3C-NMR: 174.9, 171.2, 170.9, 170.5, 170.1, 167.1, 159.1, 156.5, 138.3,
132.7,132.3, 125.0, 117.8, 109.8, 86.7, 82.2, 74.5, 67.1, 63.3, 58.1, 53.1, 51.8,
47.7,45.8, 43.4,40.1, 36.3, 31.3, 28.8, 28.3, 26.9, 26.0, 24.7, 19.5, 18.1, 12.6

Punto de fusion : 173-177°C c.d. (triturado en THF)

Analisis elemental:

Calculado : C, 52.52; H, 6.78; N, 16.49.
Encontrado : C, 52.15; H, 6.84; N, 14.36.
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4.15.2. Ciclo{Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3S,4R)-3-amino-4-((S)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-il]-Gli-Arg(Pbf)-Gli}

O, O
\%N Formula empirica: C3gHsgNgO13S
HN o) HN_«NH Peso Molecular: 878.99
/\TO H/Nr/—' NH(Pb)  Rendimiento: 72% (131mg).
‘BuO,C alp?® = -16.2 (c= 0.5 CH,CL,).
2 HN\n/\N o [a]o ( 2Clp)
H

27b

IR(cm™, KBr): 3323.7, 2978.4, 2933.9, 1760.2, 1652.2,1649.1, 1549.1.

'H-NMR(3, ppm, DMSO): 8.75 (1H, t, NH[GIi1],J=5.3 Hz); 8.70 (1H, d,
NH[Asp],J=8.4Hz); 7.75 (1H, d,NH[B-lac], J=8.4Hz); 7.65 (1H, d,NH[Arg],
J=7.0Hz); 4.56 (1H, d, Ha[Asp], J=7.91Hz); 4.52 (1H, d, H%s[B-lac], J=8.9Hz);
4.28 (1H, m, Hsdioxo); 4.18 (1H, m, Ha[Arg]); 4.02 (1H, dd, CH,-dioxo,
J=6.9Hz, J=9.0Hz); 3.92 (3H, m, Ha Gli;, Ha Gli;, CH-dioxo); 3.64 (1H, m,
HPR[B-lac]); 3.51(1H, d, Ha Glip, J=13.9Hz); 3.32 (m, 1H, Ha Gliy); 3.05 (2H,m,
H.8[Arg]); 2.95 (2H, s, CH»-Pbf); 2.77 (1H, dd, HB[Asp], J=7.4Hz, J=16.4H2);
2.47 (4H, m, CHs-Pbf, HB[Asp]); 2.40 (3H, s, CHs-Pbf); 1.60 (1H, m, HB[Arg));
1.46 (3H, m, HB[Arg], Ho\{Arg]); 1.41 (6H, s, CH3s-Pbf); 1.40 (9H, s, ‘Bu); 1.36
(3H, CHs-dioxo); 1.28(3H, CHs-dioxo).

BC-NMR: 175.5, 173.0, 172.4, 171.5, 170.0, 169.4, 160.0, 158.2, 139.5,
134.5, 133.6, 126.1, 118.5, 111.5, 88.0, 82.5, 77.7, 67.4, 63.7, 60.6, 56.0, 51.4,
45.1, 44.2, 41.4, 36.8, 36.6, 29.4, 28.8, 28.4, 27.0, 25.7, 19.7, 18.5, 12.6.

Punto de fusion : 163-168°C c.d. .(triturado en THF)

Andlisis elemental:

Calculado : C, 52.52; H, 6.78; N, 16.49.
Encontrado : C, 52.15; H, 6.93; N, 14.03.
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4.15.3. Ciclo{Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3S,4S)-3-amino-4-((R)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-il]-Gli-Arg(Pbf)-Gli}

Q Formula empirica:
/Q\_\= NH C3oHsgNgO13S
HN
0 o Hnv Peso Molecular: 878.99

o} 6 HN NH (Pbf)
7< Rendimiento: 63% (113mg).
tBUOzC

HN\n/\H o [a]o® = +36.5 (c= 0.5 CH,Cly).

27¢c

IR(Cm'l, KBr): 3328.6, 2977.2, 2930.5, 1767.0, 1683.8, 1640.5, 1548.8.

'H-NMR(3, ppm, DMSO): 9.03 (1H, d,NH[Asp], J=7.5Hz); 8.90 (1H, m,
NH[GIli1]); 7.85 (1H, d,NH[B-lac], J=7.1Hz); 7.29 (1H, d,NH[Arg],J=8.6Hz); 4.70
(1H, dd, H%[B-lac], J=4.1Hz, J=7.2HZ); 4.40 (1H, m, Ha[Asp]); 4.34 (1H, m,
Ha[Arg]); 4.19 (1H, m, Hgrdioxo); 4.00 (1H, dd, Ha Gliy, J=7.8Hz, J=14.1Hz);
3.93 (1H, dd; CHy-dioxo, J=6.6Hz, J=8.7Hz ); 3.80 (1H, d, Ha Gli;, J=14.7Hz);
3.77 (1H, dd, HPB-lac], J=4.1Hz, J=10.2Hz); 3.67 (1H, d, Ha Gliy, J=14.7Hz);
3.51(1H, m; CHj-dioxo ); 3.37 (1H, dd, Ha Gli;, J=3.8Hz, J=13.9Hz); 3.03
(2H,m, H.8[Arg]); 2.96 (2H, s, CH,-Pbf); 2.82 (1H, dd, HHP[Asp], J=6.8Hz,
J=16.7Hz); 2.60 (1H, dd, HHPB[Asp], J=6.8Hz, J=16.7Hz); 2.48 (3H, s, CHs-Pbf);
2.43 (3H, s, CHs-Pbf); 2.42 (3H, s, CHs-Pbf); 2.00 (3H, s, CHs-Pbf); 1.63 (2H,
m, HB[Arg]); 1.42 (8H, m, Hay[Arg],2 CHs-Pbf); 1.40 (9H, s, 'Bu); 1.38(3H,s,
CHs-dioxo); 1.36(3H,s, CHs-dioxo).

13C-NMR: 173.4, 171.5, 171.2, 170.6, 169.5, 165.4, 159.0, 156.8, 138.4,
133.0, 132.4, 124.8, 117.6, 110.6, 86.6, 81.7, 74.0, 68.0, 62.1, 58.3, 53.5, 50.3,
48.4, 45.6, 43.4, 40.5, 35.1, 30.0, 28.8, 28.4, 27.0, 25.8, 25.0, 19.4, 18.1, 12.7.

Punto de fusion : 185-190°C c.d. (triturado en THF)

Analisis elemental:

Calculado : C,52.52; H, 6.78; N, 16.49.
Encontrado : C, 53.23; H, 6.59; N, 14.84.
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4.15.4. Ciclo{Cbz-Asp(O 'Bu)-[(3R,4S)-3-amino-4-((R)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-il]-Gi-Arg(Pbf)-Gli}

o, :
2,\, Formula empirica: C39Hs5gNgO13S
HN o¥0 HN_QNH Peso Molecular: 878.99

/\z: 7 Hi_/_/ NHPED " Rendimiento: 68% (123mg).
Bu2C 5 [a]o?® = +25.2 (c= 0.5 CH,Cly).

IR(Cm'l, KBr): 3322.7, 2978.4, 2934.2, 1760.8, 1660.1, 1652.9, 1549.1.
'H-NMR(3, ppm, DMSO): 9.03 (1H, m, NH[Gli1]); 8.85 (1H, d, NH[Asp],
J=6.9Hz); 8.02 (1H, d, NH[B-lac], J=8.8Hz); 7.30 (1H, d, NH[Arg],J=9.1Hz); 4.60
(1H, d, H%[B-lac], J=8.6Hz) :4.36 (1H, d, Ha Gli;, J=13.8Hz); 4.33 (2H, m,
Ha[Asp], HalArg]); 4.24 (1H, m,Hgrdioxo); 4.02 (1H, dd, CH,-dioxo, J=6.9Hz
J=8.9Hz); 3.84 (1H, dd,, CH,-dioxo, J=3.98Hz, J=8.9Hz); 3.72 (1H, dd, Ha Gli,,
J=3.9 Hz, J=13,9 Hz); 3.44 (1H, dd, Ha Gli1, J=6.3 Hz, J=13.9 Hz); 3.28 (1H, d,
Ha Glip, J=13.8 Hz); 3.04 (m, 2H, H29[Arg]); 2.97 (2H, s, CH,-Pbf); 2.88 (1H, m,
HP[B-lac]); 2.69 (1H, dd, HB[Asp], J=3.9Hz, J=16.4Hz); 2.57 (1H, dd, HB[Asp],
J=9.7 Hz, J=16.4 Hz); 2.49 (3H, s, CHa-Pbf); 2.43 (3H, s, CHs-Pbf); 2.01 (3H, s,
CHa-Pbf); 1.61 (1H, m, HPB[Arg]); 1.47 (3H, m, HP[Arg], Ha\{Arg]); 1.41 (6H, s,
CHs-Pbf); 1.40 (9H, s, 'Bu); 1.33 (3H, CHs-dioxo); 1.26 (3H, CHs-dioxo).
13C-NMR: 174.7, 171.3, 170.3, 170.1, 168.4, 168.0, 159.0, 156.8, 138.3,
132.7,132.2, 125.0, 117.9, 110.4, 86.7, 82.4, 75.9, 66.4, 64.0, 59.1, 53.0, 51.9,
47.1,45.2,43.4,40.2, 36.3, 29.6, 28.8, 28.2, 26.7, 25.8, 25.1, 19.4, 18.0, 12.6.
Punto de fusion : 166-170°C c.d. (triturado en THF)
Analisis elemental:
Calculado : C, 52.52; H, 6.78; N, 16.49.
Encontrado : C, 53.30; H, 6.65; N, 14.34.
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4.16. Procedimiento general para la desproteccion d el ciclo{Asp- B-
lactam-Gli-Arg-Gli} 27a-d

0
o
N
N o HN— WO HN—4
HN

o
»\N
H HN
AT NH(Pbf) /\2:0 HN NH,
'Bu0,C HO,C CF,CO,H
HN N (o]
T el
0

27a-d

HO
HO o
A
ﬁ:o NH NH
HN
N"YO
H

Se agitdé una disolucién del ciclo (0.05 mmol, 40 mg) en acido
trifluoroacético (3 mL) a -5°C durante 16 h. Pasado ese tiempo, se adicioné
diisopropiléter para hacer precipitar el producto final y la suspension resultante
se centrifugo. El residuo se lavo con mas diisopropiléter y finalmente se lavo
con metanol. El producto se secé a presion reducida obteniendo la sal con un
rendimiento calculado para la presencia de un equivalente de acido

trifluoroacético.
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4.16.1. Trifluoroacetato de ciclo{Cbz-Asp(O  'Bu)-[(3R,4R)-3-amino-4-
((S)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-  il]-Gli-Arg(Pbf)-Gli}

N
NH
HN OHB%:O HN—4 Formula empirica: Co1HaiF3NgO1
0 HN NH,
/\T Peso Molecular: 628.51
HO,C . . Q10
HN N o Rendimiento: 81% (25 mg).
\n/\H CF5COOH

0 [a]p?® = -34.0 (c= 0.5 H,0).

28a

IR(cm™, KBr): 3339, 3067, 2946, 1747, 1660.

'H-NMR(3, ppm, H,O/D;0): 8.86 (1H, s, NH[GIliy]); 8.76 (1H, d,
NH[Asp],J=7.5Hz); 8.28 (1H, d, NH[B-lac], J=7.5Hz); 7.56 (1H, d, NH[Arg],
J=8.0Hz); 7.11(1H, s, NHs[Gua]); 4.95(1H, m, H°g[B-lac]); 4.62 (1H, m,
Ha[Asp]); 4.30 (1H, m, Hq[Arg]); 3.98 (1H, m, HP&[B-lac]); 3.94 (1H, m, CH,-NH
Gliy); 3.57(1H, dd, CHx>-NH Gli;, J=5.9Hz, J=15Hz); 3.50 (1H, m, CHsOH);3.47
(2H, m, CH,Gli2, CH,OH); 3.39 (2H, m, CHyGli,, CH,-OH ); 3.16 (2H,m,
H28[Arg]) 2.87 (2H, m, HHB[Asp]); 1.75 (1H, m, HB[Arg]); 1.65 (1H, m, HB[Arg]);
1.56 (2H, m, Hx\{Arg]).

BC-NMR: 174.5, 174.4, 173.5, 173.2, 172.6, 168.5, 157.4, 69.4, 63.3,
60.6, 58.6, 53.9, 51.5, 49.3, 47.0, 44.6, 41.2, 34.9, 29.1, 24.6.

Punto de fusién : 260-262°C c.d.

Analisis elemental:

Calculado : C, 40.13; H,4.97; N, 17.83.
Encontrado : C, 34.53; H, 5.54; N, 15.52.
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4.16.2. Trifluoroacetato de ciclo{Cbz-Asp(O  'Bu)-[(3S,4R)-3-amino-4-
((S)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-  il]-Gli-Arg(Pbf)-Gli}

HO
HO o)
%N \H Férmula empirica: Co1H31F3NgO11
HN ¥O HN—4 Peso Molecular: 628.51

0 HN NH -
/I I/_/ 2 Rendimiento: 80% (25 mg).
HOL o [a]o?® = -24.5 (c= 0.5 H,0).

CF3;COOH

28b

IR(Cm'l, KBr): 3343, 3070, 2940, 1756, 1751, 1652.

'H-NMR(3, ppm, H,0/D,0): 8.75 (1H, m, NH[Asp], NH[Gli1]); 8.34 (1H, d,
NH[Arg], J=7.1 Hz); 8.08 (1H, d, NH[p-lac], J=6.9 Hz); 7.10 (1H, b.s,
NHs[Gua]); 4.70 (2H, no signal, H%[B-lac], Ha[Asp]); 4.22 (1H, m, Ha[Arg));
4.11 (1H, d, CH, Gli, J=15.5 Hz); 3.91 (1H, m, HPz-B-lac); 3.86 (1H, m, CHx-NH
Gli); 3.79 (1H, m, CHsOH); 3.74 (1H, d, CH; Gli, J=15.5 Hz); 3.63 (1H, m, CH,-
OH,); 3.58 (2H, m, CH,-NH Gliy, CH,-OH ); 3.13 (2H,m, H,3[Arg]); 2.86 (2H, dd,
HHB[Asp], J=4.1Hz J=16.9 Hz); 2.77 (2H, dd, HHP[Asp], J=7.1Hz J=16.9 Hz);
1.72 (2H, m, HB[Arg]); 1.60 (2H, m, Hay[Arg]).

C-NMR: 175.1, 175.2, 173.0, 172.3, 169.5, 169.4, 157.5, 72.8, 63.4,
61.4,59.4,54.6,51.1, 48.6, 44.84, 41.1, 35.1, 27.9, 25.1.

Punto de fusion : 263-266°C c.d.

Analisis elemental:

Calculado : C, 40.13; H, 4.97; N, 17.83.
Encontrado : C, 34.83; H, 5.85; N, 15.72.
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4.16.3. Trifluoroacetato de ciclo{Cbz-Asp(O  'Bu)-[(3S,4S)-3-amino-4-
((R)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-  il]-Gli-Arg(Pbf)-Gli}
Q
N NH Formula empirica: C21Hz1F3NgO11
HN 0 HNK
NH., Peso Molecular: 628.51

o OHOMhN
HOLC Rendimiento: 75% (23 mg);
2

HN N CFsCOOH  [a]p*® = +5.9 (c= 0.5 H,0);
\IO(\H O 3 [a]o ( 20)

28c

IR(cm™, KBr): 3343, 3050, 2973, 1751, 1734, 1654.

'H-NMR(3, ppm, H,0/D,0): 8.91 (1H, d, NH[Asp],J=3.2Hz); 8.84 (1H, d,
NH[Arg], J=7.9Hz); 8.42 (1H, s, NH[Gli1]); 7.90 (1H, d,NH[B-lac], J=9.7Hz); 7.12
(1H, s, NHg[Gua]);5.12(1H, m, H%[B-lac]); 4.68 (2H, m, Hq[Asp], Hq[Arg]); 4.30
(1H, m, H%[B-lac]); 4.24 (1H, m, CH»-NH Gli;); 4.12 (1H, d, CH, Gli,, J=16.6Hz);
4.06 (1H, m, CHROH); 3.90 (1H, d, CH. Gli,, J=16.6Hz); 3.70 (1H, dd; CH,-OH,
J=4.2Hz, J=11.9Hz); 3.60 (1H, dd; CHH-OH, J=4.27Hz, J=11.96Hz ), 3.55 (1H,
d, CH,-NH Gliy, J=16.0 Hz); 3.16(2H,m, Has[Arg]) 2.89 (2H, m, HHg[Asp]); 1.78
(1H, m, Hg[Arg]); 1.73 (1H, m, HB[Arg]); 1.56 (2H, m, Hzy{Arg]).

13C-NMR: 174.5, 173.4, 173.0, 171.7, 171.6, 168.7, 157.5, 69.58, 64.1,
60.9, 58.9, 54.5, 52.8, 47.8, 44.1, 41.2, 35.0, 28.3, 24.8.

Punto de fusion : 263-266°C c.d.

Analisis elemental:

Calculado : C, 40.13; H, 4.97; N, 17.83.
Encontrado : C, 36.12; H, 4.91; N, 15.52.
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4.16.4. Trifluoroacetato de ciclo{Cbz-Asp(O  'Bu)-[(3R,4S)-3-amino-4-

((R)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)azetidin-2-on-1-  il]-Gli-Arg(Pbf)-Gli}

Ho, £

=
HN 5 o HN_«NH Formula empirica: Co;Hz1F3NgO11
0 HN NH, Peso Molecular: 628.51
Hozc/i Rendimiento: 78% (24 mg).
"NNTTNT O CRsCOOH (41 = +1.8 (c= 0.5 H;0).
o}
28d

IR(cm™®, KBr): 3346, 3076, 2945, 1761,1730, 1653.

'H-NMR(3, ppm, H,0/D,0): 8.90 (1H, d, NH[Asp],J=6.4 Hz); 8.82 (1H, s,
NH[Gli1]); 8.36 (1H, d, NH[B-lac], J=7.2 Hz); 8.02 (1H, d, NH[Arg], J=8.7 Hz);
7.18 (1H, b.s, NHs[Gua]); 4.70 (2H, no signal, H;[B-lac], Ha[Asp]); 4.40 (1H,
m, Ha[Arg]); 3.90 (1H, m, CHgrOH); 3.83 (1H, m, CH>-NH Gli;); 3.68 (1H, dd,
CH,-OH, J=3.6Hz, J=12Hz); 3.63 (1H, m, CH>-NH Gli;); 3.56 (3H, m, 2H Gli,
CH,-OH ); 3.22 (1H,m, HPs[B-lac]); 3.16 (2H,m, H.d[Arg]) 2.86 (2H, m,
HHB[Asp]); 1.78 (1H, m, HPB[Arg]); 1.63 (3H, m, HB[Arg], Hzy[Arg]).

3C.NMR: 175.5, 175.2, 173.0, 172.4, 169.6, 169.4, 157.5, 72.8, 63.4,
61.4,59.5,54.7,51.2, 48.6, 44.8, 41.1, 35.1, 27.9, 25.1.

Punto de fusion : 266-270°C c.d

Analisis elemental:

Calculado : C, 40.13; H, 4.97; N, 17.83.
Encontrado : C,36.32; H, 4.72; N, 15.61.
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6. ANEXOS

6.1. Espectrosde Hy COSY de los compuestos 25a-d
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Figura 6.1. '"H-RMN (500MHz) del compuesto 25a en CDCI 3
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Figura 6.2. Espectro COSY (500MHz) del compuesto 25 a en CDCl;
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6.2. Espectros realizados en D ,0/H,O (10:90) para el estudio

conformacional de los compuestos 28a-d
6.2.1. Compuesto 28a
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Figura 6.9. "H RMN (500MHz) del CPP 28a en H20/D20 (9/1) a 300K
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6.2.2. Compuesto 28b
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6.2.3. Compuesto 28c
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6.2.4. Compuesto 28d
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6.3. Clusters de energia restantes de las familias  28a-d
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7. CONCLUSIONES

Se han sintetizado por primera vez ciclopeptidomiméticos de RGD

incorporando una B-lactama 3,4-disustituida en su estructura.

Los cuatro compuestos sintetizados presentan un comportamiento
conformaciénal homogéneo, es decir, ni la configuracion del nuevo
esterocentro ni la configuracion cis, trans del sustituyente afectan de forma
significativa a la conformacion del ciclo. La ausencia de sustituyentes en el
carbono a de la glicina 2 y la monosustitucién en el C; de la B-lactama provoca
gue los ciclos presenten una gran flexibilidad estructural y una ausencia de

enlaces de hidrogeno.

Todos los ciclopeptidomiméticos sintetizados en esta tesis presentan
una alta potencia inhibitoria de la integrina ay3 en ensayos de adhesién sobre
células HUVEC y confirman la validez general del disefio basado en la inclusion
de B-lactamas en péptidos formados por nosotros (LSAD). Siendo el
compuesto 28b el que presenta la mejor actividad (cinco veces mayor que el
compuesto de referencia Cilengitide).

Se ha localizado espacialmente la interaccion hidrofilica dentro del

centro activo de la integrina propuesta por Kessler.

Se ha realizado por primera vez en el laboratorio un ensayo de inhibicién
génica a los compuestos 28b, | y 35, constatando tanto la gran especificidad de
la actividad celular “in vivo” como la necesidad de realizar conjuntamente los
ensayos de adhesion celular e inhibicidbn génica para conocer el verdadero

comportamiento de un compuesto.
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Cyclic RGD pB-Lactam
Peptidomimetics Induce Differential
Gene-Expression in Human
Endothelial Cells

Jesus M. Aizpurua,*® Joseé Ignacio Ganboa, Claudio
Palomo,*™ Iraida Loinaz,® Joseba Oyarbide @ Xabier
Fernandez,® Eva Balentova,'® Raluca M. Fratila,®
Azucena Jiménez,® José Ignacio Miranda,® Antonio
Laso,”! Silvia Avila™ and José Luis Castrillo™

Angiogenesis is a fundamental step in the transition of solid
tumors from a dormant state to a malign one. Many of the anti-
angiogenic low molecular weight drug candidates mimic the short
peptide epitope Arg-Gly-Asp (RGD), ! disrupting the extracellular
matrix/integrin adhesion and, ultimately, leading to tumor cell
apoptosis. In contrast to the detailed structural information
available for the extracellular adhesion inhibition of endothelial
cells through the recognition of integrins (typically «Vp3) by RGD
peptidomimetics,” most aspects of a possible intracellular
angiogenic gene regulation caused by the epigenetic activity of
peptidomimetics remain unexplored.”™ Importantly, dysfunction of
this signaling system is suspected to be at the origin of the
resistance phenomena developed in anti-angiogenic therapies.'*!

Inside the endothelial cell, dozens of proteins mediate or
control the signaling pathways of angiogenesis after integrin
activation, but only a couple of kinases (JNK, ERK) and
transcription factors (NFKB, FoxO) are able to promote gene-
regulation®’ (Figure 1). In addition, large environmental ligands,
such as vascular endothelial growth factors VEGF'®! or peptide
hormones,'"! are required to elicit proangiogenic gene regulation.
Within this context, we set out to design alternative low-molecular
weight RGD probes for interaction with «V3 integrin and gene-
regulation in HUVEC cells. Ideally, these peptidomimetics should:
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Supporting information for this article is available on the WWW
under http://www.chembiochem.org or from the author.

a) contain a minimal scaffold to prevent undesired
scaffold/integrin interactions, b) have a uniform and predictable
scaffold conformation, ¢) bear a maximum of recognition groups,
including hydrophobic or hydrophilic ones, and d) permit the
deletion of selected residues from the RGD triad without global
shape change.

RGO ligand
B

(a
avBs \

integrin

angiogenesis

Figure 1. Signalig pathways initiated by integrins affecting the gene regulation
of angiogenesis. ERK = extracellular-signal-regulated kinase, FAK = focal
adhesion kinase, FoxO = forkhead box O, JNK = c-Jun N-terminal kinase, NF-
kB = nuclear factor kappa of B-cells.

We selected five-membered and four-membered small cyclic
peptides for development. The residual flexibility of these
cyclopeptides can be further constrained by incorporating lactam
bridges between neighboring amino acids to stabilize protein
secondary structure motifs characterized by combinations of p-
turn and/or y-turns.t®! Several lactam pseudopeptides resulting
from such an extension of the Freidinger's concept'*! (Figure 2; 1
— 2) have been explored to mimic receptor-bound conformations
of bioactive peptides and to provide pharmacophore information
for nonpeptide drug design.!**’ However, despite its apparent
simplicity, this design is not always reliable for the precise
positioning of a maximum number of recognition groups around
the pseudopeptide cyclic core. Since the inter-residual lactam
bridge created by modifying the side chain (R') shares
recognition and constraint functions, the design of mimetic
libraries becomes difficult and non-general, when synthetically
affordable. An alternative way to constrain cyclic peptides arises
from the incorporation of a D-amino acid and an N-alkyl-amino
acid to the macrocycle, as illustrated by the remarkable oVp3
antagonist cilengitide 3 cyclo-[Arg-Gly-Asp-(D)Phe-N(Me)Val]
developed by Kessler et al ['"]

Herein we put forward an alternative more versatile solution to
the aforementioned design problem by introducing a-amino-p-
lactam scaffolds issued from the oCH/NH proton mimicry (Figure
2; 1 — 4). This “p-lactam scaffold-assisted design” approach (p-
LSAD) is based on the separation of recognition and constraint
groups, and has been previously proven efficient to promote
remarkably stable type-ll (II') p-turn peptidomimetics from
extended open native peptides!'? Accordingly, the straight
application of the p-LSAD principle to RGD cyclic mimetics led us
to the p-lactam pseudopeptides 4a-c, which fulfilled several
structural requirements to ftrigger quite different signaling
interactions with VB3 integrin. For instance, the hydrophobic
benzyl group in residue (D)Phe of cilengitide 3 was replaced by
the strongly hydrophilic 1,2-dihydroxyethyl moiety in mimetic 4a.
Conversely, the hydrophobic R'-R® substituents were preserved




in compounds 4b-c, but the central Gly residue was removed
from RGD sequence in 4c.
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Figure 2. Lactam pseudopeptide design in cyclic peptides. Left, Freidinger's
concept: R' group in 2 requires modification to fix a B-turn conformation and
acts simultaneously as a recognition (functional) element. Right, B-lactam
scaffold-assisted design (B-LSAD): formal insertion in 1 of a single carbon atom
(C*H + H-N — CH;) mimics two hydrogen atoms and constrains the cyclic
pentapeptide 4 preserving the original R' group exclusively for molecular
recognition. Bottom: some B-LSAD cyclic RGD mimetics 4a-c prepared in this
work.

Cyclic integrin probes 4a-c could be prepared easily from
known a-amino-g-1,3-dioxolanyl-g-lactam 5§ and from a-amino-c.-
benzyl-p-lactam 6"'¥ (Scheme 1). The former was coupled to
Cbz-Asp(O'Bu)}-OH and then the N-tert-butyldimethylsilyl-
oxymethyl moiety was submitted to desilylation and oxidation with
the BAIB/TEMPO system to provide 7a in 54% overall yield.
Conversely, coupling of the carboxylic g-lactam 6 with protected
arginines H-Arg(Pbf)GlyOBn and H-Arg(Pbf)OBn gave f-lactam
pseudopeptides 7b and 7c in 78% and 70% yields, respectively.
Next, peptide coupling at the carboxylic group of 7a and the N-
termini of 7b-c afforded the p-lactam macrocyclic precursors 8a-c
in 70-84% overall yields. These compound were deprotected
upon catalytic hydrogenation, cyclized under high dilution
conditions and the resulting p-lactam cyclic peptides were
deprotected again with trifluoroacetic acid to provide the target
compounds 4a-c. Cyclization of 8c to 4c is noteworthy because
tetrapeptides are very reluctant to afford 12-membered
macrocycles.""! A pre-arranged p-turned conformation of 8¢ with
the p-lactam ring at the (i+1) position would account for the easy
cyclization observed in this case.!'”)
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Scheme 1. Reagents and conditions: a) Chz-Asp(O'Bu)-OH, EDC, HOBt, Et;N,
CH,Cla. b) HF-Pyr, then BAIB, TEMPO, MeCN-H,0. ¢) H-Arg(Pbf)R®, EDC,
HOB, CH,Clo. d) PhSH, K;CQs, MeCN, r.t., 2h. ) Chz-Asp(O'Bu)-OH, HATU,
KHCO,, DMF. f) Hy/Pd-C, MeOH. g) HATU, HOAt, KHCO3, DMF. h) F3CO,H.
BAIB = |[bis(acetoxy)iodo]benzene, EDC = 3-[(dimethylamino)propyl]-3-
ethylcarbodiimide hydrochloride, HATU = O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-
tetramethyluronium hexafluorophosphate, HOAt = 1-hydroxy-7-
azabenzofriazole, HOBt = hydroxybenzotriazole, Ns = 2-nosyl, Pbf = 2,2,4,6,7-
pentamethyl-2,3-dihydrobenzofuran-5-sulfonyl, TEMPO = 2,2 6, 6-tetramethyl-1-
piperidinyloxyl.

NMR/MD conformational analysis of RGD p-lactam cyclic
peptides 4a-c in water solution revealed the exclusive formation
of highly populated single clusters lacking inner hydrogen-bonded
p-turns or y-turns. This was evident from the large thermal
coefficients (|A8/AT| > 3ppb/K) recorded for all the amide NH
protons and from the ROESY inter-proton distance data sets
(Figure 3; see Supporting Information S15-S19 for details). These
observations were in line with the reported conformation of
cilengitide 3, which also features a peptide backbone without
stable hydrogen bonds (A&/AT = (D)Phe: —4.1; Asp: —-6.1; Gly: —
49: Arg: -9.3 ppb/K)!"" Surprisingly though, the strong
betagenicity displayed by a-amino-f-lactams in open peptides
vanished in the cyclic pentapeptide and tetrapeptide counterparts,
as evidenced by the absence of (s C=0...H-Ny hydrogen
bonds. In addition, the peptide backbone strain of p-lactam
macrocycles varied with the azetidinone ring substitution position
(p-substituted compound 4b was more rigid than o-substituted
da) and also with the number of residues (tetrapeptide 4c was
extremely rigid). These observations confirmed the suitability of
the B-LSAD design as a general scaffolding tool to place different
recognition groups in pre-defined spatial dispositions.
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Figure 3. Five-structures overlay for compounds 4a-c calculated from NMR
interproton distance restrictions (ROESY, tmi = 200 ms) determined in H20/D20
(9:1). Amide thermal coefficient values are in ppb/K. All hydrogens except
amide NH have been omitted for clarity.

Next, we compared the antagonist affinity of RGD p-lactam
mimetics 4a-c and the highly active cilengitide 3 against aV/33
integrin on human endothelial HUVEC cells by using an adhesion
inhibition assay (Figure 4)."® All the mimetics tested displayed
ICsp values comparable to 3 (IC; = 5 mM under the test
conditions), but the polyhydroxylic mimetic 4a showed an slightly
higher activity (ICs, = 1.5 mM) (see Supporting Information S22,
Table S5). This observation is in sharp contrast to the generally
accepted RGD/a VA3 integrin interaction model, which establishes
that hydrophobic groups, as the Bn residue of (D)Phe in
cilengitide, increase the affinity of the mimetic for the integrin
receptor.'*’! Hence, the structural information provided by
compound 4a might be useful for the exploration of a novel, yet
unknown, hydrophilic pocket in a3 integrin and its exploitation
in nonpeptide mimetic design. Finally, tetrapeptide mimetic 4c
resulting after the formal deletion of the Gly residue from
pentapeptide 4b, also was a strong antagonist of aV/33 integrin.
This finding is in good agreement with the accepted model
correlating the selectivity of RGD mimetics for a3 integrin to a
distance shorter than = 6.0 A between the Cp atoms of the Asp
and Arg residues ™
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Figure 4. Adhesion inhibition promoted by RGD B-lactam ligands 4a-c and
cilengitide 3 of HUVEC on vitronectin-coated cell-culture plates. Adherent cells
were counted after 1h and their relative adhesion (%) is shown compared to

non-treated control experiment. HUVEC= human umbilical vein endothelial cells.

In order to study the intracellular effect of all RGD-binding
compounds, a cell-culture whole gene-expression assay was
performed. HUVEC cells were treated separately with a 10° M
concentration of the cilengitide 3 and compunds 4a-c during 48
hours. The simultaneous analysis of all human gene-expression
by microarray let us identify which human gene(s) are activated,
inhibited or un-affected after the RGD-compounds were bound to

the receptors of the cells. The expression of a specific set of 17
angiogenic and adhesion-related genes are shown (Figure 5). 10
of these genes are activated and 7 are blocked after treatment
with the cilengitide 3. The pattern of gene-expression is mainly
conserved (15/17 genes) in compound 4a and compound 4b (14
of 17 genes). The lack of correlation in the expression of three
genes (CDC7, ADAM6 and GCKR) shows us the highly specific
“in-vivo” cell activity after ligand-receptor binding. Surprisingly, the
pattern of gene-expression after cell-treatment with the cyclic
tetrapeptide 4c was almost opposite (activation vs inhibition) in 15
of 17 genes when compared with the cilengitide 3 (Figure 5).
These data suggest an “in-vivo” pro-angiogenic prevalent effect of
compound 4c¢, which would act as an agonist ligand of the RGD-
receptor despite its marked antiadhesive nature.

-1.731 -0.010 1.711
— ]

Gene 3 4adbdc

CDKNZB
TGFER2
VEZF1
ITGAG
TRIP12
ITGA2
PERP
MMP1
ITGB1
MAP3K?
GCKR
CDC?
ADAME
FOXC1
FAINMS
CAME2N2
ITGAS

L

Figure 5. Angiogenesis-related gene regulation of DNA samples extracted from
HUVEC cells after treatment with RGD B-lactam ligands 4a-¢ and cilengitide 3.
Numbers refer to a logarithmic 10-fold activation (red) or inhibition (blue). For

gene hierarchical clustering and gene function, see Supporting Information $24-
S28.

In conclusion, the incorporation of c-amino-B-lactams into
cyclic pentapeptides and tetrapeptides prevents p-turn formation
affording highly rigidified p-lactam cyclopeptides without stable
intramolecular hydrogen bonds."” This design (B-LSAD) permits
the precise spatial positioning of a variety of recognition groups,
as illustrated in the preparation of cyclic RGD f-lactam mimetics
d4a-c. All these RGD compounds exhibit a cilengitide-like
antagonist activity against «Vp3 integrin in an “in-vitro” cell-assay,
but they induced a compound-specific pattern of intracellular
angiogenesis-related gene-expression. Cilengitide 3 and cyclic
RGD p-lactam pentapeptides 4a-b show a very similar pattern of
gene-expression, whereas the tetrapeptide mimetic 4c (with a
deleted Gly residue) has the opposite effect in intracellular gene
regulation. This example suggests that a very specific epigenetic
modification of intracellular angiogenesis pathways can be
achieved by using properly designed low-molecular weight
peptidomimetics. It also outlines the potential usefulness of
automated genetic tests, in combination with current adhesion
assays, to establish more accurately the anti- or pro-angiogenic
profiles of novel integrin ligands. Further studies to establish the
gene-regulation effects of other glycine-deleted RGD
peptidomimetics are underway in our laboratory.
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