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3.3.1.3.- CALCULS TEORICS

En el cas del B-aminoacid 11, s’han realitzat calculs teorics usant el métode
DFT per tal d’establir les preferéncies conformacionals. A la Figura 62 es
mostren els conformers cis i trans aixi com I'estat de transicié d’interconversio.
La Taula 4 mostra els valors dels angles involucrats en la formacié de I'enllag

d’hidrogen en cada cada cas.

estat de transicio

Figura 62. Estructures dels conformers trans, cis i de I'estat de transicié d’interconversio en
relacié al carbamat de benzil del B-aminoacid 11. Hom mostra la distancia interatomica (A)

result?nt per a cada conformer i que involucra la formacié de I'enllag d’hidrogen observat per
RMN "H.

™ En l'apartat 5.- Métode de calcul, trobareu el detall dels calculs realitzats al llarg de la Tesi Doctoral.
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Taula 4. Vvalors dels angles® a(COH) i B(NHO) pel mondomer 11 i els B-dipéptids

bisciclobutanics.

compost a B a’® B°
11-trans 98.8 117.8 — —
11-cis 116.8 118.6 — —
11-estat transicié 127.8 127.8 — —
21 97.5 119.9 100.7 120.7
25 97.8 1201 121.8 121.8
@ en graus.

o B’ indiquen els angles del segon residu ciclobutanic, respectivament.

El rotamer trans és el més estable, i el gir per tal de donar lloc al rotamer cis
representa un AG de 2.3 kcal'mol” i un AG* de 17.9 kcal'mol™ en fase gas;
resultats que en soluci® de cloroform esdevenen 2.6 i 17.6 kcal'mol™,
respectivament. Aquests resultats estan en concordancia amb el raonament fet i
segons el qual suposavem que, en solucio, el conformer majoritari devia tractar-
se del trans en funcié del valor trobat per a la constant d’acoblament del proté

amidic maijoritari.

Aixi mateix, si ens fixem en els valors trobats per a la distancia que
involucra la formacié de I'enllag d’hidrogen detectat experimentalment, en totes
dues estructures tenim distancies compatibles amb la preséncia d’aquest
enllag, la qual cosa esta d’acord amb els valors determinats experimentalment
pels coeficients de temperatura, — 0.76 i — 0.93 ppb-K™' respectivament, i segons

els quals en ambdues estructures s’esta formant I'enlla¢ d’hidrogen.

També s’han calculat tedricament els valors dels desplacaments quimics
pels protons amidics corresponents a I'equilibri conformacional cis/trans,
obtenint-se uns valors de 5.8 ppm pel proté amidic del rotamer trans i 5.4 ppm
pel rotamer cis. Aquests valors estan en excel-lent concordancia amb les
diferéncies observades experimentalment (S¢ans=5.76 1 08cis=5.43) en el

comportament dels desplagaments quimics d’ambdds conformers.
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En quant als pB-dipéptids bisciclobutanics, concretament amb 21 i 25, hom
ha realitzat una série de calculs DFT per tal d’optimitzar I'estructura utilitzant el
funcional B3LYP (Figura 63). Els angles de les estructures optimitzades es

troben a la Taula 4.

<

21 25

Figura 63. Estructures optimitzades pel métode DFT dels B-dipéptids 21 i 25; hom mostra la
distancia interatdomica (A) corresponent als enllagos d’hidrogen observats experimentalment.

En comparacié amb l'estructura optimitzada en el cas del mondomer 11,
podriem dir que la dimeritzacié ha causat un escurgament en les distancies
d’enllag d’hidrogen. Aixi mateix, les estructures optimitzades presenten una
distancia més curta per a I'enllag d’hidrogen que involucra el proté de l'enllag
peptidic, la qual cosa esta en concordancia amb els valors dels coeficients de
temperatura determinats per a ambdds protons amidics. De la mateixa manera,
s’observa un augment en els angles a i f, amb valors més propers a 120° la
qual cosa també concorda amb una major preferéncia per la formacié d’enllagos

d’hidrogen.
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3.3.1.2.- ESTUDI EN ESTAT SOLID

A partir d’'una dissolucié del B-aminoacid 12 en AcOEt / penta, hom va
aconseguir un monocristall apte per tal de recollir les dades de difraccid6 de
raigs X. L'estructura molecular de 12 aixi com una vista parcial de la cadena
infinita formada per molécules unides per enllacos d’hidrogen es mostren en les

les Figures 64 i 65, respectivament.

Figura 65. Vista parcial de 'empaquetament cristal-li del monomer 12.
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El mondmer 12 mostra una estructura en qué les molécules s’uneixen
mitjangant enllagos d’hidrogen intermoleculars formats pels parells OssH16'*O15
i N1oH10--O45, donant lloc a una infinites cadenes en la direccid del vector
cistal-lografic a (Taula 5). També s’aprecia que les amides de les cadenes

adopten una disposici6 frans.

Taula 5. Geometries dels enllagos d’hidrogen intermoleculars que donen lloc a les infinites

cadenes en l'estructura cristal-lina del mondomer 12. 2

N1p+O15°  Hio+ 015"  NigH1045° s

2.914 1.911 163.9 x-1/2, - y+3/2, - z+1
O16 015 Hig 015 O16H16015 s

3.012 2.162 150.2 x+1/2, - y+3/2, - z+1

¥ N,o-H1o (1.030 A), O45-H16 (0.938 A)i la resta dels parametres que involucren a NHyg i
" OH4s han estat normalitzats.® s és el codi de simetria de la molécula veina.
en A
° en graus.
* d[NH100C15]=3186 A

D’aquestes observacions es desprén que hom pot considerar que el
monomer 12 presenta una estructura en estat solid de tipus agulla de cabell,
deguda basicament a 'orientacio que fixa i dirigeix I'anell de ciclobuta, i que es
manté, amb valors dels angles adequats, al llarg de la cadena del carbamat de

benzil.

% (a) G.A. Jeffrey, L. Lewis; Carbohydr. Res., 1978, 60, 179. (b) R. Taylor, O. Kennard; Acta Cryst., 1983,
B39, 133.
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Al igual que en cas del monomer 12, hom va obtenir monocristalls aptes
dels p-dipéptids 21, 22 i 25, cristal-litzats d’AcOEt / penta per recol-lectar les
dades de difracci6 de raigs X, a partir dels quals s’ha determinat tant

I'estructura molecular com I'empaquetament cristal'li. (Figures 66 i 67,
respectivament)

22
Figura 66. Estructures moleculars dels p-dipéptids, 21, 22 i 25, en estat solid.
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21 22 25

Figura 67. Vistes parcials dels B-dipéptids 21, 22 i 25, respectivament, en les quals s’aprecien
els enllagos d’hidrogen intermoleculars formant infinites cadenes en 'empaquetament cristalli.

Si s’observa detingudament la Figura 67, podem afirmar que les estructures
de tots tres B-dipéptids bisciclobutanics tenen com a tret caracteristic comu
I'existéncia d’infinites cadenes de molécules unides per enllagcos d’hidrogen
intermoleculars que involucren als grups amida (Taula 6). Aixi mateix, cada
cadena conté dos jocs antiparal-lels d’enllagos d’hidrogen NH---:O=C, en els qué

tots els grups amida adopten una disposici6 trans.

En aquest sentit, hom pot considerar la formaci6 d'una estructura
secundaria de tipus agulla de cabell, en la qué el segon residu d’aminoacid
ciclobutanic es col-loca en el centre de I'agulla de cabell, de manera oposada al

primer. (Figura 66)

En aquesta estructura formada de tipus agulla de cabell, els plans de les
amides son ortogonals al pla principal de l'agulla de cabell per tal de poder

formar els enllagos d’hidrogen intermoleculars mencionats.
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En quant a les principals diferéncies conformacionals entre els diferents f3-
dipéptids, aquestes estan relacionades principalment amb la disposicid dels
grups terminals, depenent de si es tracta d’'un ester metilic, 21 i 25, o tert-
butilic, 22.

Generalment, mentre el metil tendeix a col-locar-se indistintament a dins o a
fora del cos de I'agulla de cabell, el tert-butil degut al seu volum es col-loca

sempre a fora de I’ agulla de cabell.

A més, s’ha observat que tant el grup fenil i el tert-butil, en 22, com el fenil

en 21 25, presenten algun tipus de desordre estructural.

Taula 6 . Geometries dels enllagos d’hidrogen intermoleculars que donen lloc a les infinites

cadenes en I'estructura cristal-lina dels B-dipéptids bisciclobutanics 21, 22 i 25. ®

Compost Nig+0g°  Hig-Og° N1oH100¢° s

21 2.982 2.014 155.41 X, y+1,z

22 3.019 2.031 159.71 x+1,y, z

25 3.049 2.049 163.07 x+1,y,z
Nig="O15  HygO1s N1¢H16015 s

21 3.035 2.038 162.25 X, y-1,z

22 3.164 2.145 169.96 x-1,y,z

25 2.997 2.009 159.76 x-1,y,z

a)Nm-Hm, Nss-His (1.030A)i la resta dels parametres que involucren a NHyo i NHg han
" estat normalitzats.®' s és el codi de simetria de la molécula veina.
en A.

° en graus.

o1 (a) G.A. Jeffrey, L. Lewis; Carbohydr. Res., 1978, 60, 179. (b) R. Taylor, O. Kennard; Acta Cryst., 1983,
B39, 133.
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Si observem detingudament 'empaquetament cristal-li de les estructures del
monomer 12 i dels B-dipéptids bisciclobutanics, 21, 22 i 25, podem afirmar que
aquests compostos segueixen el mateix patrd de formacié d’enllagos d’hidrogen

en estat solid.

Aquest patré, com ja s’ha indicat, es basa en infinites cadenes de
molécules unides per dos jocs antiparallels d’enllagos d’hidrogen
intermoleculars, la variant consisteix en que, en el cas dels B-dipéptids
bisciclobutanics, 'amida del segon residu adopta la posicié de I'acid carboxilic
del monomer. De tal manera, qua canvia I'atom acceptor del parell de 'enllag

d’hidrogen, pero la posicié d’on parteix aquest continua essent la mateixa.

La principal diferéncia entre les estructures trobades en estat solid i les
optimitzades en fase gas consisteix en qué aquestes ultimes reprodueixen els

dos enllagos d’hidrogen que hom detecta en solucio.
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3.3.1.4.- CONCLUSIONS

A la vista dels resultats, podem concloure dient que I'estudi estructural del p-
aminoacid 11 aixi com dels B-dipéptids bisciclobutanics 21, 22 i 25, indica que,

en soluciod, s’esta formant una estructura molt rigida i ben definida.

Aquesta estructura, confirmada per experiments de RMN 'H, esta basada
en la formacié d’enllagcos d’hidrogen intramoleculars que donen lloc a un
esquelet assimilable a cis-[4.2.0]octa. En el cas del mondmer 11, I'enllag
d’hidrogen involucra el parell NHq4--OCss5. En el cas dels p-dipéptids, els
enllagos d’hidrogen involucren els parells NH1p-:OCy5 i NHy6:-OC24. De fet, en
tant que totes segueixen el mateix patré estructural, podriem considerar que

I'estructura dels B-dipeptids és una prolongacié de 'estructura del mondomer.

L’estructura que presenta el mondmer en solucio es pot visualitzar com una
lamina girada i connectada per I'enlla¢ d’hidrogen intramolecular, tal i com es

mostra a la Figura 68.

OMe

enllag d'hidrogen

tipus cis-[4.2.0]octa
OR

(?/

H enllag d'hidrogen

enllag d'hidrogen

Figura 68. Estructura secundaria formada en solucio.
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L’estructura que presenten els pB-dipéptids en solucié es pot visualitzar com
una lamina que conté dos girs i que esta connectada per enllagos d’hidrogen

intramoleculars (Figura 68).

En quant a l'estructura en estat solid podem dir que també totes les
molécules presenten el mateix tipus de patr6. En aquest cas, formen una
estructura caracteritzada per la presencia denllagos d’hidrogen
intermoleculars, que per la disposicio d’'ambdues cadenes del ciclobuta es pot

considerar similar a un tipus agulla de cabell.
Aixi mateix, s’ha comprovat que la quiralitat dels residus acoblats no afecta

a la disposicio final que adopta I'estructura ni en estat solid ni en solucid, puix

en tots tres casos s’adopta el mateix plegament.
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3.3.2.- ESTUDI ESTRUCTURAL DEL B-DIPEPTID 17

0
17
H. 16
18
Y 19 OMe
15
14 ?
11 !
10 H
N/
P {
o
8

Figura 68. p-dipeptid 17

El B-dipéptid 17, ja s’havia preparat amb anterioritat en el nostre laboratori,
no obstant només s’havia realitzat I'estudi en estat solid (vegeu I'apartat 1.4 de

la Introduccid), i restava pendent tot I'estudi estructural en solucio.

En un primer moment es van realitzar una série estudis preliminars® basats
en la determinacio de I'efecte de la dilucié en un dissolvent apolar per RMN "H i
per IR, aixi com experiments basats en I'addici6 de DMSO-dg a una mostra del

compost en CD,Cl, de concentracié coneguda.

Aquests experiments, malgrat la seva utilitat demostrada en d’altres estudis,
en el nostre cas no han resultat concloents i només ens han servit com a punt
de partida en la realitzacié d’'un estudi estructural en solucid6 més exhaustiu,
basat fonamentalment en I'is de la RMN 'H en relacié a la determinacié dels

coeficients de temperatura i la difusio.

™ Podeu revisar els resultats preliminars d’aquests experiments en 'Annex 7.1.
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3.3.2.1.- ESTUDI ESTRUCTURAL EN DISSOLUCIO

Val a dir que I'estudi estructural en dissolucio del B-dipéptid 17 s’ha portat a
terme amb el seu derivat 18 per raons de disponibilitat de mostra; aquest canvi
no afecta als resultats.

L’analisi estructural en solucié del B-dipéptid 18 comenga amb la completa
assignacié dels espectres de RMN usant técniques en 1D i 2D, dels que els

experiments més representatius es mostren a les Figures 69 i 70.

H arom
H1e H1o
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- B ¥ 7

Figura 69. Espectre en 2D, 'H-"H COSY del B-dipéptid 18 en CDCl; a 298 K.
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Figura 70. Espectre en 2D, 'H-"°C HSQC del p-dipéptid 18 en CDCl; a 298 K.

Un cop s’han assignat els espectres, hom determina el valor dels coeficients
de temperatura dels protons amidics, enregistrant I'espectre de RMN 'H a
diferents temperatures, que van des dels 260 K fins els 300 K. A la Figura 71,
hom mostra la superposicio de la regid dels protons amidics a diferents
temperatures. Es destacable la definici6 amb qué apareixen els senyals — molt
especialment del doblet del proté del NH4o, i com s’insinua el triplet del proté de
I'enlla¢ peptidic, NH4¢ — la qual cosa suggereix la formacié d’'una estructura

relativament ordenada.

Si observem detingudament la Figura 71, per a cada proté amidic s’aprecia
novament, al igual que en el cas del monomer 11 i els pB-dipéptids

bisciclobutanics, la preséncia d’'una conformacié minoritaria.
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H1e H1o
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Figura 71. Superposicio de la regié dels protons amidics en I'espectre de RMN 'H en CDCl,

del pB-dipéptid 18 a diferents temperatures. Hmin indica els protons amidics de la conformacié
minoritaria

A la Taula 7 es mostren els valors determinats pels coeficients de
temperatura dels protons amidics, aixi com els seus valors de desplagament

quimic.
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Taula 7. Valors dels desplagaments quimics dels protons amidics NHqo i NH46 (en ppm) per a

la conformacié majoritaria del B-dipeptid 18 i dels valors determinats per a cada un d’ells dels

coeficients de temperatura (en ppb-K™).

NH10 NH16
o AS/AT o AS/AT
577 -1,3 6,74 -3.3

De la revisio dels resultats que es mostren a la Taula 7, es desprén que en
base als valors del coeficients de temperatura, el protd NHqo, — 1.3 ppb-K™, és
més probable que estigui involucrat en la formacié d’un enllag d’hidrogen que el
protd de I'enllag peptidic, NH46, que té un valor de coeficient de temperatura de
- 3.3 ppb-K™.

Aixi mateix, al igual que en el cas dels derivats estudiats anteriorment, si
ens fixem en la Figura 71, s’aprecia I'existéncia d’'una conformacié minoritaria,
en relacié d'aproximadament 1:10, la qual respon novament a [I'equilibri
rotacional cis/trans de 'amida NH4o. Aquests pics d’intercanvi continuen fins i
tot en disminuir la temperatura i es poden apreciar més clarament en la revisid

de la Figura 72.

La constant d’acoblament del proté NH4o en la conformacié majoritaria té
un valor de 9 Hz, aixd6 juntament amb I'experiéncia que ens precedeix del
monomer 11 i dels B-dipéptids bisciclobutanics, ens permet afirmar que la

conformacié majoritaria correspon al rotamer trans.
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Figura 72. Espectre en 2D 'H-"H NOESY del p-dipéptid 18 en CDCl; a 298 K. Hom pot

apreciar els pics d’intercanvi entre els protons d’ambdds conformers en equilibri; aixi mateix,
hom mostra 'ampliacié de la regié dels protons amidics per visualitzar més clarament aquest

intercanvi.
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Amb totes aquestes dades i amb els efectes nOe’s observats en I'estructura
en solucié i que hom esquematitza a la Figura 73, estem en condicions de

proposar una estructura mitjana pel B-dipéptid 18.

HO,C

H._16 CO,H 7 H

N -

nOe N/\/ “oeC "

H H
il ? _ T4l C:)

10 |1| 10 |1|

N~ i/
O%OCHZPh o} OCH,Ph
cis/trans cis/trans

Figura 73. Estructura mitjana proposada pel p-dipéptid 18, prenent en consideracio els
coeficients de temperatura i els efectes nOe observats.

D’una banda sabem que un dels protons amidics té€ més probabilitats d’estar
formant enllag d’hidrogen i sabem que es tracta del prot6 NH4o (AS/AT= -1.3
ppb-K'1). Aixd concorda amb la part de I'estructura analoga a la del mondmer 11
i als B-dipeptids bisciclobutanics 21, 22 i 25, i segons la qual s’estaria induint
una estructura de tipus laminar amb un gir com a consequéncia de la preséncia

del ciclobuta i connectada per un enllag d’hidrogen.

En quant a [l'equilibri cis/trans que dona lloc a l'aparici6 d’'un segon
conformer en I'espectre de RMN 'H, i als pics d’intercanvi en I'espectre NOESY,
i que involucra aquesta part de la molécula, podem dir que novament en tenim
un de clarament majoritari respecte de l'altre, i que el preferent es correspon

amb el rotamer frans.
Un cop analitzada la part més rigida de la molécula i que, de fet, ve definida

practicament des del monomer ciclobutanic, ens queda la part més flexible,

derivada del residu de B-alanina.
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Considerant els resultats de la determinacio dels coeficients de temperatura
sabem que el protdé NHqg (AS/AT=-3.3 ppb-K'1) no esta involucrat en la formacio
d’enlla¢ d’hidrogen, quelcom d’acord amb la flexibilitat conformacional d’aquesta

part de la molécula.

Si, a més, tenim en compte que hom ha detectat la preséncia de nOe
indistintament entre el proté HC44 i el proté de I'enllag peptidic, NHy6 aixi com
amb el metile de la pB-alanina, (H2C)+7, (Figura 73), podem dir que aquesta part
es manté en equilibri conformacional, sense cap mena d’ordenacié promoguda

per la formacié d’una estructura secundaria.
Aquest equilibri conformacional, a diferéncia del cis/trans pel grup del

carbamat, és massa rapid per poder ésser detectat en I'escala de temps de la

RMN, i per tant observem els senyals mitjans.
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3.3.2.2.- ESTUDI TEORIC DEL B-DIPEPTID 17

Hom ha realitzat una optimitzacié de I'estructura (Figura 74) mitjangant un
calcul DFT partint de les coordenades cristal-lografiques de la molécula, per tal
de comparar els seus resultats amb els trobats experimentalment, tant en estat

solid com en dissolucio.

a(COH)=96.0° i B(NHO)= 118.3°

Figura 74. Estructura del -dipéptid 17, optimitzada utilitzant el funcional B3LYP. Hom mostra
la distancia interatdmica involucrada en la formacié de I'enllag d’hidrogen (A).

L’estructura optimitzada del B-dipéptid 17, mostra un enllag d’hidrogen entre
el parell NHq--OCy5 tal i com s’observa en els experiments de RMN. A
meés, presenta uns valors molt similars de distancia interatomica d’enllag
d’hidrogen i dels angles o i B en comparaci6 amb ['estructura optimitzada

anteriorment pel monomer 11 ( Taula 4).
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De la mateixa manera, I'amida del carbamat presenta una disposicid
espacial anti, la qual cosa també concorda amb qué, donat I'equilibri rotacional
d’aquesta amida considerant les posicions que pot adoptar el carbonil, s’observi

una de clarament majoritaria i que aquesta correspongui a la trans.

La part de l'estructura corresponent al residu de B-alanina presenta una
disposicio estesa, que es correspon amb una de les conformacions en equilibri
en solucid, que presentaria nOe entre el protdé amidic de I'enllag peptidic i el seu

protd veinal del ciclobuta, HC 4.

A la vista de les concordancies entre el calcul DFT i els resultats
experimentals podem dir que aquest ens permet explicar I'estructura adoptada
per la molécula. Tot i aixi, cal tenir en compte que aquest métode utilitzat no
considera la llibertat conformacional del sistema i, en aquest sentit, a I'hora
d’analitzar molécules més complexes sera necessari realitzar un estudi
conformacional més exhaustiu, que contempli les aportacions de les diferents

conformacions del sistema al total de la poblacio.

L’estructura optimitzada en fase gas presenta lenllag d’hidrogen
inframolecular detectat pels experiments de RMN. Aixi, com ja s’ha vist amb
anterioritat en el cas del monomer 11 i els B-dipéptids bisciclobutanics,
I'estructura resultant en dissolucio i en els calculs difereix de 'observada en el
monocristall, la qual es caracteritza per la preséncia d’enllagos d’hidrogen

intermoleculars.
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3.3.2.3.- CONCLUSIONS

En base als resultats de I'estudi estructural en solucio, aixi com dels
resultats dels calculs, podem afirmar que el B-dipéptid 17 forma una estructura
en solucié que es caracteritza per la dualitat entre una part rigida que involucra
la formacié de I'enllag d’hidrogen intramolecular entre el parell NHp---OC4s, i

una part flexible que correspon al residu de B-alanina. (Figura 75)

Al igual que en el cas del mondmer 11 i dels B-dipéptids bisciclobutanics,
I'estructura del B-dipéptid 17 es pot considerar una lamina girada per efecte de
la preséncia de I'anell de ciclobuta, en qué ambdues parts de la lamina estan

unides per la formacio d’un enlla¢ d’hidrogen intramolecular. (Figura 75)

NN

part flexible

enllag d'hidrogen

Figura 75. Visualitzacié de I'estructura que presenta el B-dipéptid 18 en solucio.

En aquest moment, hom s’ha plantejat si en augmentar la cadena peptidica
continuaria aquesta dualitat rigidesa-flexibilitat de I'estructura en solucié 0, si
pel contrari, predominaria una d’aquestes caracteristiques en detriment de

l'altra.

Per aquest motiu s’ha realitzat el corresponent estudi estructural del (-

tetrapéptid 20.
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3.3.3.- ESTUDI ESTRUCTURAL DEL B-TETRAPEPTID 20

En el cas del B-tetrapéptid 20, a diferéncia de la resta de derivats estudiats
amb anterioritat, malgrat ésser un solid no s’ha obtingut un cristall apte per a la

difraccio de raigs X.

3.3.3.1.- ESTUDI ESTRUCTURAL EN DISSOLUCIO

La Figura 76 mostra la numeracio utilitzada pels atoms.

I I
26 )/
MeoM 27,
0]

pzd

27
28

24

17 21
14 H 18 H
1 0
7
10 9
N 0]
H 8

Figura 76. pB-tetrapeptid 20.

O

Com ja és habitual, i encara amb més rad tractant-se d’'una molécula
complexa, hom comenga l'estudi estructural en solucié assignant totalment la

molécula, com ja s’ha fet amb anterioritat, en 1D i en 2D.

Els espectres més representatius per portar a terme I'assignacié es mostren

ales Figures 77 i 79.
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H OMe H16 H28| H13 H12
H arom
H27 H14
H20 H16 H26 H10
ppm
1
] < -
2 -
] - s B
] b
3 -
] Y < . o f e "
L3 ¢ ‘?ﬁ‘ ® L °
44 - § o
5 P
6 - . -
74 | e -
] <#

e B e N
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 77. Espectre en 2D 'H-"°C HSQC en CDCl; del p-tetrapéptid 20 a 298 K.
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Figura 78. Espectre en 2D "H-'H NOESY en CDCl; del p-tetrapéptid 20 a 298 K. Els pics
apareixen molt marcats a consequéncia de I'existéncia de processos d’intercanvi quimic.
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Figura 79. Ampliacié de la regi¢ de 'espectre en 2D 'H-"H NOESY en CDCl; del B-tetrapéptid
20 a 260 K. S’observa com fins i tot baixant la temperatura, roman lintercanvi entre els protons
amidics de la conformacié majoritaria i minoritaria.

O 0
12 )l/’
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: 2.34
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105 N 2.25
13 H16 217 H20
6.880 718
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N 0 5.09
H1g
6.11 7.37

Figura 80. Representacio esquematica de I'assignacié dels protons (ppm) del compost 20 en
CDCI; a 298 K. En blau s’indiquen els protons amidics. Els valors enmarcats en vermell
pretenen destacar l'elevada diastereotopia d’aquests protons metilénics a diferéncia dels
enmarcats en verd.

115



Resultats i Discussio Estudis estructurals de derivats ciclobutanics

Al igual que en els derivats estudiats anteriorment, experimentalment es
detecta I'equilibri conformacional cis/trans de 'amida del carbamat de benzil.
(Figura 77-79) En aquest cas les proporcions sén d’aproximadament 95 :5,
essent de nou, molt probablement, la clarament predominant aquella que
correspon al rotamer frans. Si s’observa detingudament la Figura 78 es pot
apreciar el proces d’intercanvi quimic. Aquest equilibri roman fins i tot baixant la

temperatura, tal i com es mostra en I'ampliacié de I'espectre de la Figura 79.

Un cop tenim I'espectre assignat, i havent fet aquestes puntualitzacions,
estem en condicions de determinar els coeficients de temperatura pels quatre
protons amidics presents a la molécula. (Figura 81) En aquest cas ens hem

centrat en un rang de temperatures que va des dels 273 K fins els 308 K.
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Harom
H20min H16min H26min 100
l H261H10 l
273K
[ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [
7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 ppm

Figura 81. Superposicio de la regi¢ de I'espectre de RMN 'H en CDCl; on apareixen els
protons amidics del compost 20 a diferents temperatures.

En la Taula 8, hom mostra els desplacaments quimics, constants
d’acoblament, els valors dels coefients de temperatura aixi com els nOe’s més

importants relacionats amb els protons amidics.
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Taula 8. Valors dels desplagaments quimics, coeficients de temperatura, constants

d’acoblament i nOe’s més importants per a la conformacio majoritaria del B-tetrapéptid 20.

NH? &° AS/AT® J nOe®

H1o 6.11 2.2 9.0  Hiza (W), Hiza(s), Hizo (M)

Hie 6.88 -3.7 6.0 Higa,180 (M), Hi7a,176 (S), H1ap (S)

Hao 7.18 -3.5 8.2 Haxp (S), Hat (M), Higp (S), Hiza,17b (W)
Has 6.40 -3.4 6.0 Hag (M), Hara,27b (S), Hoa (S)

@ vegeu la Figura 76 per a la numeracié dels atoms.
®) valors en CDCl;a 260 K (ppm).
®valors en CDCl; (ppb-K™).

Yen Hz.

e)

on w: feble; m: mitja; s: fort.

D’una banda, a la vista dels valors dels coeficients de temperatura, el protd
NHio és el que esta més fixat, o altrament dit és més probable que estigui

formant un enllag¢ d’hidrogen en solucié que la resta de protons amidics

D’altra banda, observant la Figura 80 on s’esquematitza I'assignacio dels
protons de la molécula, els protons metilenics de (H2C)17 i  (H2C)1s
corresponents al residu de p-alanina presenten valors molt diferents de
desplacaments quimics, aquesta elevada diastereotopia no s’observa, en canvi,
en els protons metilénics de (H2C)27 i (H2C)2s corresponents al segon residu de
B-alanina. Aix0 ens esta indicant que la part central de la molécula, que queda
entre ambdds residus de ciclobuta, és rigida mentre que la part corresponent al

segon residu de B-alanina és més flexible.

Aquesta rigidesa de la part central de la molécula concorda amb el fet de
tenir una estructura ordenada en solucié, promoguda per la formacio d’'un enllag

d’hidrogen que implica el proté amidic NHjo.
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Aixi mateix, el valor de les constants d’acoblament de 9 Hz, aixi com
I'abséncia de nOe entre els protons amidics del ciclobuta, NHq9i NH2, i els seus
corresponents protons veinals de I'anell, HC44 i HC24, esta d’acord amb una
disposicio anti de les amides, la qual cosa reafirma la nostra suposicid queé el

conformer maijoritari és el trans.

Aixi doncs, d’aquesta analisi podem concloure que tenim una estructura
amb una part central de la molécula rigida i una part terminal més flexible. Molt
probablement el protd6 NH; esta involucrat en la formacié d'un enllag
d’hidrogen. La resta de protons amidics tenen uns valors de coeficients de
temperatura en un rang en qué no estem en condicions d’afirmar res; per tal

d’obtenir més informacié s’han realitzat experiments de difusio.

Els experiments de difusié es basen en qué, en solucié aquosa, l'intercanvi
dels protons amidics d’un péptid experimenta dos tipus de medis o entorns;
d’'una banda tenim la interaccié amb la resta del péptid amb un coeficient de
difusié relativament lent i, d’altra banda, tenim lintercanvi amb I'aigua del
dissolvent amb un coeficient de difusié més rapid. Malgrat que, per a I'escala
de temps dels desplacaments quimics en RMN aquest és un intercanvi lent, la
dependencia de la intensitat del pic d’'NH amb el gradient del camp magnetic
emprat per mesurar els coeficients de difusio és un reflex dels periodes relatius
de temps utilitzats en ambdds entorns i aix0 ens permet determinar

I'accessibilitat relativa dels protons envers el dissolvent.

Per tant, tenir una noci6 de les velocitats relatives d’intercanvi dels protons
labils d’un péptid també és d’extremada importancia des del moment en qué
ens proporciona informacié sobre I'estructura secundaria del mateix. Des
d’aquest punt de vista I'espectroscopia de RMN 'H, mitjangant els experiments
PFSGSE (Pulse Field Gradient Spin-Echo en 1D), és una eina important per

comprovar les cinétiques d’intercanvi en equilibri térmic, permetent-nos
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determinar les velocitats relatives d’intercanvi dels protons amidics amb I'aigua

del dissolvent en funcié de com decauen en el temps. 92939

Com més intercanvi, més rapid decauen, donant senyals amples. Aixd
indica que estan lliures per intercanviar-se amb el dissolvent puix no estan
involucrats en la formacio d’enlla¢ d’hidrogen. En canvi, si l'intercanvi és minim i
observem senyals estrets, aixo significara que el protd no es pot intercanviar

amb el dissolvent perqué esta fixat formant un enlla¢ d’hidrogen.

D’alguna manera, la determinacié del coeficients de temperatura i la mesura
de la difusié son dos tipus d’experiments complementaris donat que un valor
baix de coeficient de temperatura voldra dir que el protdé amidic en questié molt
probablement esta formant un enlla¢ d’hidrogen. Aixi, és ldgic que estigui poc
accessible a I'aigua del dissolvent i que practicament no tingui lloc intercanvi;
per tant, observarem un temps de difusié molt lent. Altrament, si es tracta d’'un
protd amb un coeficient de temperatura més elevat com que no esta formant
part d’'un enllag d’hidrogen és logic que estigui més accessible a I'aigua del
dissolvent, que hi hagi un intercanvi i un temps de difusié més rapids i que, per

tant, els protons amidics donin senyals més amples de decaiment rapid.

En el nostre cas, es van realitzar una série d’experiments, enregistrant
Iespectre de RMN 'H en CDCl; a 298 K a un temps de difusié d’1ns, amb una
duracio de gradient d’1ms i diferents percentatges de for¢a de gradient que van
des del 5% fins el 20%. Aquests experiments van confirmar les nostres
suposicions (Figura 82). Tots els protons amidics, a excepcié del proté NHqo
decauen rapidament. Fins i tot, si s’'observen acuradament els espectres es pot
comprovar que el prot6 NHqo té un decaiment similar al dels protons no
intercanviables, com ara els del grup fenil (6=7.3-7.4 ppm) i els (H2C)7 (6=4.9-
5.2 ppm).

%2 E J. Cabrita, S. Berger, P. Brauer, J. Magn. Reson., 2002, 157, 124.
% E_J. Cabrita, S. Berger, Magn. Reson. Chem., 2002, 40, S122.
%M. Liu, H.C. Toms, G.E. Hawkes, J.K. Nicholson, J.C. Lindon, J. Biomol. NMR, 1999, 13, 25.
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Aquests resultats ens permeten afirmar que el protd6 NH4q, corresponent al

grup carbamat, esta involucrat en la formacié d’un enllag d’hidrogen.

Harom

E)

" oo Ui

o

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 pprm

Figura 82. Estudis d’autodifusié en CDCl; a 298 K. A) Espectre convencional de RMN 'H a
298 K, on s’observen clarament els quatre senyals dels protons amidics. B)-E) Espectres de
difusi6 BPLED en 1D enregistrats amb temps de difusié d’1s, amb una duraci6é del gradient
d’1ms, i amb una forca de gradient de 5%, 10%, 15% i 20%, respectivament. Per tal d’entendre
els processos d’intercanvi i les corresponents propietats dels protons formadors d’enllagos
d’hidrogen, hom pot prendre com a referencia la intensitat en el decaiment de la resta de
protons no bescanviables, tals com els de 6 =7.3-7.4 ppm o els de §=4.9-5.2 ppm.
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Fins aquest moment, els estudis realitzats apunten cap a la formacié d’'una
estructura ordenada en solucido, amb una part central rigida, delimitada per
ambdos residus de ciclobuta, i una part terminal flexible. A tot aixd, hem

d’afegir que el proté amidic NH4 esta formant un enllag d’hidrogen. (Figura 83)

part flexible ﬁ ﬁ
MeO” TN N2~ /”:,,/
H “ 24
O

1 ,3 SN \2,3\\\\ '
H

part rigida
I
N 0 O
H
enllag d’hidrogen

Figura 83. Consideracions estructurals de la molécula 20 en solucid, en base als resultats
experimentals.

L’experiéncia acumulada amb els derivats anteriors ens podria suggerir que
el més probable és que estiguem davant d’'una estructura laminar girada, amb
una part central molt fixada: d’'una banda per I'enllag d’hidrogen i d’altra banda
perqué es troba entre dos residus carbociclics amb clara tendéncia a

I’'estructuracio.

Per tal de confirmar entre quin dels possibles carbonils de la molécula es
forma l'enlla¢ d’hidrogen amb el protd NH49, hom va considerar la conveniéncia

de realitzar un estudi conformacional teoric.

122



Resultats i Discussio Estudis estructurals de derivats ciclobutanics

3.3.3.2.- ESTUDI CONFORMACIONAL TEORIC

El B-tetrapéptid 20 €s una molecula prou complexa com per no poder ésser
estudiada unicament en termes d’optimitzacions estructurals pel métode DFT,
essent necessari un estudi rigurds de les diferents aportacions conformacionals

del sistema al total de la poblacio.

De fet, I'estudi tedric de sistemes com el qué ens ocupa presenta alguns
problemes metodoldgics. El primer problema és degut a I'existéncia de multiples
minims quan tenim una molécula gran amb molts graus de llibertat. En aquestes
circumstancies, es fa molt dificil assegurar que s’han estudiat tots els minims
possibles i que tenim, doncs, el minim absolut. D’altra banda, ens trobem en el
cas d’'una molecula amb un gran nombre d’atoms i amb una enorme flexibilitat
on la diferéncia energética entre els minims no és gaire gran i les barreres
energétiques d’interconversié tampoc. Aixi, encara que tinguéssim un minim
absolut, aquest no ens donaria la informacié sobre el comportament real de
molécula a temperatura ambient, donat que el fet que una estructura sigui la
més estable no vol dir necessariament que la seva poblacié sigui significativa

estadisticament.

Tot aixo ens indica la necessitat de realitzar un estudi dinamic del sistema

per poder extreure tot aquest tipus d’informacid.

La majoria dels péptids existeixen com una barreja de conformacions
bescanviables d’energia similar; com a consequéncia d’aquesta flexibilitat
conformacional existeixen una gran quantitat de minims locals, quantitat que pot
arribar a ser de l'ordre de 10", per a un péptid de n residus. En aquestes
circumstancies, la realitzacié d'un estudi dinamic amb un métode quimico-

quantic com ara el DFT esdeve inviable.

Aixi, per tal de portar a terme el nostre objectiu de realitzar un estudi

dinamic del B-tetrapéptid 20, hom ha decidit utilitzar técniques classiques que
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no consideren els electrons, donat que els atoms que constitueixen el model
material es descriuen com un conjunt de particules que interaccionen entre si
d’acord amb les lleis de la mecanica classica. En tant que no es consideren
explicitament els graus de llibertat electronics, sén técniques menys costoses
computacionalment, fet que permet la seva aplicacié en I'estudi dinamic de
sistemes grans, quelcom impensable amb les técniques quantiques. En aquest
sentit, s’ha utilitzat la Dinamica Molecular usant el camp de forces CFF91, el

qual esta parametritzat per a proteines i inclou els derivats ciclobutanics.

Aquest estudi conformacional del sistema, que hom resumeix a continuacio,
ha estat realitzat en col-laboracié amb el Dr. Marcelo J. Kogan, durant la seva

estada al laboratori del Professor Ernest Giralt, a la Universitat de Barcelona.

Per comencar aquest estudi, cal realitzar una cerca de [I'espai
conformacional de la molécula i estudiar la incidéncia de les conformacions que
presenten la formacié d’algun tipus enllag d’hidrogen. Aquesta inspeccié es

9.2 ytilizant com a

porta a terme mitjangant la técnica del Tremp Simulat Iteratiu
estructures de partida cinc estructures diferents completament esteses del -

tetrapéptid 20.

D’entre tot el conjunt d’estructures obtingudes, les que es troben fins a un
rang de 2 kcal'mol™ del minim energétic s’analitzen en termes dels parémetres
geometrics més importants (Figura 84) per tal de considerar la formacié d’una

estructura secundaria.

L’analisi detallada d’aquestes estructures de minima energia en funcid
d’aquests parametres ens permet obtenir cinc families representatives de
conformers del p-tetrapéptid 20, les quals es mostren ordenades
energéticament a la Figura 85. Aixi mateix, les Taules 8 i 9, mostren els valors

per a cada familia de conformers dels parametres estudiats.

% Tesi Doctoral de Josep Canto i Silva, “Utilitzacio i desenvolupament metodologic d’eines basades en
la dinamica molecular, aplicades a l'estudi estructural de péptids”, Departament d’Enginyeria
Quimica, Universitat Politécnica de Catalunya, 1999.

Vegeu 'apartat 5.- Métode de Calcul. Aquest terme correspon a la traduccié de I'anglés lterative
Simulated Annealing.
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Figura 84. Estructura del B-tetrapéptid 20 amb la definicié de la numeracié dels atoms i dels
angles de torsio considerats.

Figura 85. Families de conformers del B-tetrapéptid 20 ordenades segons els enllagos
d’hidrogen que formen i també energéticament, on 20, és la de menor energia.
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Taula 9. Energies relatives® i distancies® per a una seleccio de parells d’atoms NH i CO dels

minims conformacionals del B-tetrapéptid 20.

Familia de conformers EP NH1....0C25 NH1....0C39 NH2....0C25 NHj6....0Cq
204 0.00 2.3 4.0 5.7 4.9
20, 0.70 7.1 2.6 2.7 29
20, 0.97 5.7 3.8 3.5 2.7
20,4 0.99 7.0 2.6 2.7 3.0
205 1.00 7.2 2.9 3.4 2.7
& en kcal-mol™;

b
en angstroms.

Taula 10. Parametres caracteristics® dels conformers de minima energia del B-tetrapéptid 20.

Familia
deconformers E° o @ & 0, v, o3 os ¢ O0s wi RY b ¢s
20,  0.00 -179 179 147 -67 -91 179 179 73 60 -160 7.3 128 -140
20, 070 177 -173 78 173 -83 -179 -176 76 175 -147 9.4 -140 134
20, 097 178 167 74 69 153 177 -175 71 178 165 8.9 -128 -149
20, 099 177 175 -77 176 -82 179 -176 77 176 137 9.2 -123 133
20s  1.00 176 -173 70 -177 73 172 174 79 175 179 9.4 -148 -135

a) vegeu Figura 84, corresponent als angles diedres.

b) vegeu Figura 85, corresponent als minims conformacionals de 20.

c)

energies relatives en kcal-mol™.

9 R*: distancia (A) entre els pseudoatoms de cada anell ciclobutanic en el centre de masses.

Si examinem els parametres tabulats podem apreciar com una de les

families conformacionals, la 204, és clarament més estable que les altres quatre,

que estan en un rang entre 0.7 i 1.0 kcal:'mol™” per sobre d’aquest minim.
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Centrant-nos en les distancies compatibles amb la presencia d’'un enllag
d’hidrogen intramolecular en I'estructura (Taula 9), i considerant que aquesta ha
de ser inferior a 2.5 A, podem afirmar que només el conformer més estable té
una distancia interatobmica adequada com per indicar la formacié d’'un enllag
d’hidrogen puix la resta de conformers estan per sobre de la distancia

requerida o formen enllagos d’hidrogen molt febles.

Tot indica que en el conformer de minima energia 20, s’observa la
preséncia d’un enllag d’hidrogen entre el parell NHo---OC25, compatible amb la
formacié d'una estructura secundaria de tipus 14-hélix. Aquest fet, en
concordancia amb els resultats dels experiments de RMN realitzats, és forca

destacable en una molécula de mides tan reduides i amb només quatre residus.

D’altra banda, si examinem els valors dels angles de torsid, w;, (Taula 10)
aquests suggereixen una conformacié trans preferent en la disposicié de les

amides, la qual cosa també concorda amb els resultats experimentals.

Aixi mateix, si hom analitza la distancia entre els dos anells ciclobutanics,
R*, el conformer 204 presenta una distancia de 7 A, compatible amb la formacio

d’una estructura plegada i lluny dels 11 A que indicarien una estructura estesa.

De manera similar, I'angle de torsié 8, en 204 (-67°) indica la preséncia
d’'una conformacié gauche, la qual estaria d’acord amb els valors del mateix que
adopten els B-aminoacids que participen en la formacié d’una estructura de

tipus 14-helix, com ja s’ha comentat a la introduccio.

En quant a la resta de conformers podem dir que, 20; t¢ un valor de 0,
compatible amb una conformacié gauche, perd no presenta I'enlla¢ d’hidrogen
que estabilitzaria I'hélix; els conformers 20,, 204 i 205 presenten una
conformacié de tipus més estesa puix presenten valors de distancia entre

ambdds ciclobutans al voltant de 9 A.
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Tot aixd ens permet afirmar que I'estructura del conformer 204 és la que
més s’ajusta a les evidencies experimentals. Aixd fa que ens plantegem la
realitzacié d’'un calcul de dinamica molecular amb aquesta estructura per tal de

comprovar que aquest plegament es manté.

La dinamica molecular es porta a terme durant 1 ns, a 298 K i usant

cloroform com a model de dissolvent.

Revisant els parametres involucrats en el plegament durant tota la
trajectoria de la dinamica molecular (Figura 86), podem afirmar que la distancia
entre els atoms involucrats en la formacio de I'enllag d’hidrogen que defineix la
14-hélix es manté. També es mantenen els valors dels angles diedres w2, 02,
d2, 04 i ys4, corresponents a l'esquelet central qué és la part rigida de la
moléecula, en canvi, I'angle ¢4, corresponent al segon residu de B-alanina,
presenta una major fluctuacio, quelcom logic si tenim en compte que aquesta és

la part més flexible de I'estructura.
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Figura 86. Valors de I'evolucio dels parametres geométrics seleccionats en el plegament de
204 en funcié del temps en una dinamica molecular en CHCI; a 298 K. a) distancia del parell
NH,,-OC>5 i b) angles de torsid pertanyents als esquelets de B-alanina Nyg—C19 i N2g—Co,
respectivament.
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Per tal de comprovar que partint del conformer 204, s’arriba a una estructura
optimitzada que manté aquest tipus de plegament, es va fer un calcul DFT
d’optimitzacié de la geometria partint de les coordenades de 204 i utilitzant el
funcional B3LYP. (Figura 87)

Figura 87. Estructura optimitzada del B-tetrapéptid 20 usant el métode DFT. Hom mostra la
distancia interatomica (en A) per a I'enlla¢ d’hidrogen format pel parell NH;o:*OC3s. Els angles
formats pels atoms involucrats en 'enlla¢ d’hidrogen sén: a(COH)=162.1°i B(NHO)=162.1°.

Com es pot apreciar a la Figura 87, l'estructura optimitzada manté
I'estructura de tipus 14-helix, amb una distancia entre els atoms involucrats en
la formacié de d’enllag d’hidrogen de 2.01 A, una mica més curta que en el
I'estructura del conformer 204, trobat pel camp de forces CFF91 i que era de
2.3 A.

Les diferéncies entre ambdues geometries optimitzades provenen
principalment de I'orientacié del grup fenil en 'agrupacié del carbamat de benzil,
i en el valor de I'angle diedre w3, les quals no sén representatives puix afecten

auna part més flexible de la molécula.
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3.3.3.3.- CONCLUSIONS

L’estudi conformacional tedric i les evidéncies experimentals indiquen la
formacio d’una 14-hélix en solucio pel B-tetrapéptid 20, la qual ve definida per la
formacio d’un enllag d’hidrogen entre el proté del carbamat, NH1o, i 'oxigen del
carbonil de I'enllag peptidic del segon residu de p-alanina, OC2s. Aquest tipus de
plegament provoca que tinguem una part central definida pels dos anells de
ciclobuta molt rigida i una altra part, corresponent al segon residu de B-alanina,

o a I'extrem terminal, més flexible. (Figura 88)
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Figura 88. Estructura de tipus 14-hélix adoptada en solucié pel B-tetrapéptid 20, i que vé
corroborada pels estudis de RMN i per I'estudi conformacional teoric.

La formaci6é d’aquest tipus d’estructura secundaria, 14-hélix, és sorprenent
perque a priori hom esperava confirmar la preséncia d’'una estructura de tipus

laminar girada com la qué s’evidencia en els derivats ciclobutanics anteriors.
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No obstant, aix0 demostra, d’'una banda, que el fet d’augmentar la
complexitat del derivat, promou la formacié d’altres ordenacions més
sofisticades i, d’altra banda, que el ciclobuta esdevé un candidat excel-lent per
a la induccié de diferents tipus de plegaments, fins i tot amb residus gens
propensos a induir ordenacions com és el cas de la B-alanina, i que van des
d’estructures de tipus laminar, fins a la formacié d’estructures helicoidals de

tipus 14-helix.

A més, ha quedat pal-lées que son suficients pocs residus per evidenciar

aquests tipus d’ordenacions estructurals promogudes per I'anell de ciclobuta.

Malauradament, com ja s’ha comentat, en el cas del B-tetrapéptid 20,
malgrat esser un solid, no s’han obtingut cristalls aptes per a I'enregistrament
del difractograma de raigs X. En aquest sentit, no s’ha pogut estudiar quin és el
patré estructural en estat solid, i si aquest difereix de I'observat per a la resta de

derivats estudiats.
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Resum i Conclusions

A la vista dels resultats obtinguts en la realitzaci6 de la present Tesi
Doctoral i considerant els objectius plantejats a l'inici de la mateixa, podem

concloure que:

e S’ha assolit amb éxit la sintesi de 2-benziloxicarbonilamino-(1S,2R)-
ciclobutan-1-carboxilat de metil, 9, 'enantiomer del producte 11, que havia estat

préviament sintetitzat en el nostre laboratori.

e S’han solventat els problemes presentats durant la reaccié d’hidrogendlisi del
grup carbamat de benzil utilitzant unes noves condicions de reaccié i, com a
consequencia, s’ha assolit la sintesi d’ambds aminoacids completament

desprotegits, 13 i 14.

e S’ha aconseguit sintetitzar els diferents B-péptids ciclobutanics 16, 20, 21, 22, i

25, aixi com la preparacio dels (3,5-dipéptids 26 i 27.

e En el cas dels B-peptids bisciclobutanics s’ha utilitzat una reaccio alternativa a
I'acoblament peptidic classic que ha permés escurgar la sequéncia sintética i

millorar el rendiment global de la mateixa.

e S’ha portat a terme I'estudi estructural del monomer 11 aixi com dels B-péptids
17, 20, 21, 22, 25. En solucié s’ha evidenciat que 11 i els B-péptids
bisciclobutanics 17, 21, 22 i 25, tant per la seva rigidesa com per la seva mida,
manifesten un mateix patré de plegament. Aquest patr6 ddéna lloc a una
estructura secundaria de tipus laminar girada basada en la formaci6é d’un enllag
d’hidrogen intramolecular entre el NH1y9 i OCy5. En canvi, el B-tetrapéptid 20
dona lloc a un plegament més complex de tipus 14-hélix. Aquests resultats

experimentals estan en concordancia amb els diferents calculs teorics realitzats.
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¢ S’ha realitzat I'estudi estructural en estat solid de 12, 21, 22 i 25, posant-se de
manifest que comparteixen un mateix patré estructural, basat en la generacio
d'una estructura d’infinites cadenes de molécules unides per enllagos
d’hidrogen intermoleculars. Aquesta estructura en estat solid pot assimilar-se

amb una estructura de tipus agulla de cabell.
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A continuacio, i de forma breu, es presenten els métodes quimico-quantics
utilitzats per estudiar I'estructura electronica d’un sistema molecular aixi com la

Dinamica Molecular.

METODES QUIMICO-QUANTICS

L’objectiu de la majoria dels métodes quimico-quantics és resoldre

I'equacié d’Schrdodinger independent del temps.
HY¥(r,R)=E¥(r,R)

On H és l'operador hamiltonia, ¥ és la funcié d’'ona, que depen de les
coordenades dels electrons, r, i dels nuclis, R, i E és I'energia del sistema.

Aquesta equacio és irresoluble de forma exacta per a sistemes moleculars.

Donat que els nuclis son molt més pesats que els electrons, el moviment
dels nuclis i dels electrons pot tractar-se per separat. Aixd és el que es coneix
per I'aproximacié de Born-Oppenheimer. Dins d’aquesta aproximacido hom ha
de resoldre I'equacié d’Schrodinger electronica. Degut a la preséncia dels
termes de repulsid electronica, aquesta equacio no es pot resoldre exactament

per a moléecules amb més d’un electré.

L’aproximaciéo més simple per resoldre I'equacié d’'Schrodinger electronica
és 'aproximacié del camp autoconsistent de Hartree-Fock®®" (SCF) en la qué
s’escull com a funci6 d’'ona un determinant d'Slater que és el producte
antisimetritzat de funcions monoelectroniques o spin orbitals. Amb aquesta
aproximacio s’assumeix que cada electr6 es mou en el camp de potencial mitja
creat per la resta d’electrons i nuclis. Els spin-orbitals son el producte d’'una part
espacial — orbital molecular — per una funcié d’spin. Els orbitals moleculars es

construeixen com una combinacid lineal de funcions de base

% D.R. Hartree, Proc. Cambridge Phil. Soc., 1928, 24, 89.
% \/.A. Fock, Z. Phys., 1930, 61, 126.
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atomiques — aproximacié CLOA -. Els coeficients d’aquesta combinacio lineal

es troben resolent de forma iterativa les equacions de Roothaan-Hall.

El nombre i tipus de funcions de base emprades condiciona la qualitat dels
resultats. L'as d’una funcié de base per a cada orbital atbmic ens porta a les
bases minimes. Per tal de millorar els resultats, s’'usen bases esteses, amb
més d’una funciéo de base per orbital. Dins d’aquest grup tenim les bases
doble-C, triple-C,... depenent de si cada orbital atdmic és descrit mitjangant
dues, tres,... funcions de base, i les bases esteses de valéncia, on unicament
es descriuen mitjangant més d’'una funcié els orbitals de valéncia. Funcions
amb nombre quantic de moment angular superior, anomenades de polaritzacio,
son també necessaries a I'hora de descriure la distorsio de la distribucid

electronica deguda a I'enllag.

Augmentar la grandaria de la base porta una millora de la descripcio del
sistema. Tot i aixi, amb una funcié d’'ona monoconfiguracional mai s’assolira el
resultat exacte. Aixd0 és degut a la manca de correlacid electronica en el

meétode de Hartree-Fock.

Es poden distingir dos tipus de correlacio. La primera s’anomena correlacio
dinamica i prové del fet que en I'aproximacido de Hartree-Fock no es té en
compte la repulsié electronica instantania. La correlacio no dinamica apareix
quan diferents configuracions electroniques sén practicament degenerades i

estan fortament barrejades en la funcié d’ona.

S’han desenvolupat varies aproximacions per tal d’introduir la correlacio
electronica. La majoria dels métodes parteixen de la funcié d’ona de Hartree-
Fock, com és el cas dels métodes d’Interaccié de Configuracions, Coupled
Cluster, Métodes Pertorbacionals..., perd [l'aplicaci6 d’aquests metodes a

sistemes grans implica un cost computacional molt elevat.
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METODES DEL FUNCIONAL DE LA DENSITAT

Alternativament, i partint dels teoremes de Hohenberg i Kohn, s’han

desenvolupat els méetodes del Funcional de la Densitat. % Aquests meétodes
també introdueixen la correlacidé eectronica i el seu cost és molt menor. La
diferéencia recau en el fet que els metodes quimico-quantics convencionals
descrits anteriorment avaluen I'energia a partir de la funcié d’ona mentre que

els métodes DFT ho fan a partir de la densitat electronica.

Hohenberg i Kohn van enunciar dos teoremes®. El primer d’ells ens diu
que coneguda la densitat electronica p(r), es pot determinar I'energia de I'estat

fonamental del sistema.

El segon teorema de Hohenberg i Kohn enuncia que es pot aplicar el
principi variacional al funcional de I'energia, de tal manera que el valor minim
d’energia correspondra a la densitat electronica exacta. El problema, pero,

recau en qué no es coneix I'expressié exacta d’aquest funcional.

E[p] 2E [pexacta]

L’aplicacié practica, empero, dels métodes DFT va ser possible gracies al
treball de Kohn i Sham en considerar que un sistema de N electrons es podia
representar mitjancant un sistema de referéncia d’electrons sense interaccio.'®
Aquest sistema de referéncia es podia descriure mitjangant funcions
monoelectroniques o spin orbitals, ®; de forma que la densitat del sistema de

referéncia ps(r) coincidis amb la densitat real p(r).

9 Vegeu per exemple, R.G. Parr i W. Yang, Density Functional Theory of Atoms and Molecules, Oxford
Uiversity Press, N. Y., 1989.

% P Hohenberg, W. Kohn, Phys. Rev. B, 1964, 136, 864.
190 \v_Kohn, L. Sham, J. Phys. Rev. A, 1965, 140, 1133.
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Aquesta aproximacié permet construir el hamiltonia com la suma de
hamiltonians monoelectronics i trobar uns orbitals que ens permetran trobar la
densitat.

L’energia en funcio de la densitat ve representada pels seglients termes,

E [p]= Ts[p] + Vc[p] + Ven [P] + Exc [P]

On Ts [p] és l'energia cinética del sistema sense interaccio, V. [p] fa
referéncia al terme Coulombia de I'energia d’interaccié electro-electrd, Ven [P]
és l'energia d’interaccié electro-nuclis i Ex. [p] €s l'energia de bescanvi i
correlacid, que inclou els termes no classics de I'energia d’interaccié electro-

electrd i la correccio de la correlacio a I'energia cineética.

D’entre aquests termes, l'ultim no té una expressié coneguda sind que
s’han proposat diferents funcionals de correlacié-bescanvi, com ara el
BPW91™" o el B3LYP'® aquest ultim ha estat utilitzat en la realitzacié

d’aquesta Tesi Doctoral.

En el nostre cas, I'estudi tedric del mondmer 11 ha tingut lloc comencant
per una exploracidé de l'espai conformacinal usant el métode semiempiric
AM1.'% Les estructures més estables trobades s’han optimitzat pel métode
DFT, usant el funcional B3LYP amb un conjunt de base 6-31G(d).

També s’han considerat les frequencies de vibracié harmoniques de totes
les estructures obtingudes per tal de verificar que es tractava de minims
energétics o d'estats de transici6. Les energies de Gibbs d’aquestes

estructures s’han calculat a 1 atm i a 298.15 K.

197 @) Y. Wang, J.P. Perdew, Phys. Rev. B, 1991, 44, 13298. (b) J.P. Perdew, J.A. Chevary, S.H. Vosko,

K.A. Jackson, M.R. Pederson, D.J. Singh, C. Fiolhais, Phys. Rev. B, 1992, 46, 6671.
A.D. Becke; J. Chem. Phys , 1993, 98, 5648.
M.J.S. Dewar, E.G. Zoebisch, E.F. Healy, J.J.P. Stewart; J. Am. Chem. Soc. , 1985, 107, 3902.
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L’efecte de solvatacié del cloroform (e=4.9) en I'equilibri rotacional de 11

s’ha considerat utilitzant el métode CPCM."%*

El calcul dels desplacaments quimics de protd en els conformers cis i trans
del B-aminoacid 11 ha tingut lloc utilitzant el gauge independent atomic orbital
method (GIAO) a nivell de calcul B3LYP i usant un conjunt de base 6-
31+G(d,p).

Les estructures dels B-dipeptids bisciclobutanics 21 i 25 s’han optimitzat
realitzant un calcul DFT usant el funcional B3LYP i un conjunt de base 6-
31G(d).

En quant a l'estudi tedric del B-dipéptid 17, aquest s’inicia realitzant un
calcul DFT d’optimitzacié de I'estructura a partir de les dades cristal-lografiques
de la molécula. Concretament s’utilitza el funcional B3LYP i una base doble-C

de valéncia amb polaritzacié sobre els atoms pesats, 6-31G(d)."®

En el cas del B-tetrapéptid 20, el calcul DFT consisteix en I'optimitzacié de
la geometria final obtinguda per calculs de Dinamica Molecular, emprant

novament la base 6-31G(d).

Tots els calculs DFT que s’han portat a terme en aquest Treball s’han

realitzat a la Unitat de Quimica Fisica d’aquesta Universitat, usant els

8106 3107-

programes Gaussian-9 i Gaussian-0

10% ) A. Klamt, G.J. Schiiirmann; Chem. Soc. Perkin Trans. 2, 1993, 799. (b) V. Barone, M. Cossi; J.

Phys. Chem. A ; 1998, 102, 1995.

W.J. Hehre, L. Radom, P. V R. Schleyer, J.A. Pople, Ab initio Molecular Orbital Theory, Wiley, New
York, 1986.

6 M.J. Frisch, G.W. Trucks, H.B. Schlegel, G.E. Scuseria, M.a. Robb, J.R. Cheeseman, V.K.N.
Zakrzewski, J.A. Jr Montgomery, R.E. Stratmann, J.C. Burant, S. Drappich, J.M. Millam, A.D. Daniels, K.N.
Kudin, M.C. Strain, O. Farkas, J. Tomasi, V. Barone, M. Cossi, R. Cammi, B. Mennucci, C. Pomelli, C.
Adamo, S. Clifford, J. Ochterski, G.A. Peterson, P.Y. Ayala, Q.Cui, K. Morokuma, D.K. Rabuck, K.
Raghavachari, J.B. Foresman, J. Cioslowski, J.V. Ortiz, B.B.Stefanov, G. Liu, A. Liashenko, P. Piskorz, I.
Kamaromi, R. Gomperts, R.L. Martin, D.J. Fox, T. Keith, M.A. Al-Laham, C.Y. Peng, A. Nanayakkara, C.
Gonzalez, M. Challacombe, P.M.W. Gill, B. Johnson, W. Chen, M.W. Wong, J.L. Andres, C. Gonzélez, M.
Head-Gordon, E.S. Peplogle, J.A. Pople. GAUSSIAN-98, Revision A.5; Gaussian: Pittsburgh, PA, 1998.
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DINAMICA MOLECULAR

La Dinamica Molecular es basa en l'aplicacio directa de les equacions del

moviment de Newton, que descriuen I'evolucié temporal d’'un sistema.

Fent servir les lleis de la mecanica classica hom pot predir la posicié que
ocupara i la velocitat que tindra cada particula del sistema en un temps donat.
Analitzant successivament en el temps la forga exercida sobre cada particula i
fent una estimacio de la posicio i velocitat futures, hom pot obtenir un conjunt

d’estructures representatiu de I'evolucio temporal del sistema.

Per tal d’iniciar una Dinamica Molecular cal indicar unes coordenades i
unes velocitats inicials. Les coordenades poden obtenir-se, per exemple, d’una
estructura minimitzada mentre que les velocitats es calculen aleatdoriament

seguint una distribucié de Maxwell a la temperatura de referencia.

S’han presentat nombrosos algorismes per a la integracio de les equacions
de la Dinamica Molecular. El més conegut de tots és el métode de la diferéncia

finita descrit per Verlet,'®

el qual mesura les posicions atomiques a temps t+At
a partir de les forces i posicions a temps anteriors. Aquest métode és
relativament rapid donat que només requereix una avaluacio de la forga per a

cada pas, essent aquesta avaluacid la que requereix més temps de calcul.'®

97 M.J. Frisch, G.W. Trucks, H.B. Schlegel, G.E. Scuseria, M.a. Robb, J.R. Cheeseman, J.A. Jr.

Montgomery, T. Vreven, K.N. Kudin, J.C. Burant, J.M. Millam, S.S. lyengar, J. Tomasi, V. Barone, B.
Mennucci, M. Cossi, G. Scalmani, N. Rega, G.A. Petersson, H. Nakatsuji, M. Ada, M. Ehara, K. Toyota, R.
Fukuda, J. Hasegawa, M. Ishida, T. Nakajima, Y. Honda, O. Kitao, H. Nakay, M. Klene, X. Li, J.E. Kanox,
H.P. Hratchian, J.B. Cross, C. Adamo, J. Jaramillo, R. Gomperts, R.E. Stratmann, O. Yazyev, A.J. Austin,
R. Cammi, C. Pomelli, J.W. Ochterski, P.Y. Ayala, K.Morokuma, G.A. Voth, P. Salvador, J.J. Dannenberg,
V.G. Zakrzewski, S. Dapprich, A.D. Daniels, M.C. Strain, O. Farkas, D.K. Malick, A.D. Rabuck, K.
Raghavachari, J.B. Foresman, J.V. Ortiz, Q.Cui, A.G. Babold, S. Clifford, J. C Cioslowski, B.B.Stefanov, G.
Liu, A. Liashenko, P. Piskorz, I. Kamaromi, , R.L. Martin, D.J. Fox, T. Keith, M.A. Al-Laham, C.Y. Peng, A.
Nanayakkara, M. Challacombe, P.M.W. Gill, B. Johnson, W. Chen, M.\W. Wong, G. Gonzalez, J.A. Pople;
GAUSSIAN-03, Revision B.04; Gaussian Inc: Pittsburgh, PA, 2003. http://www.gaussian.com

198 Verlet, Phys. Rev. A, 1967, 159, 98.

AR, Leach, Molecular Modelling: Principles and Applications. U.K., Ed. Longman, 1996.
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Un punt clau per qué es pugui aplicar a la practica aquesta metodologia és
I'eleccié del temps d’integracio, puix aix0 implica I'is de calculs numerics.
Aquest temps ve determinat per I'escala temporal de moviments més rapids de
la simulacio, que correspon a la tensio dels enllagos. Aixo implica que el temps
d’integracio sigui de I'ordre de femtosegons. Com a consequéncia, I'escala de
temps real que hom pot assolir en la simulacio és de I'ordre dels nanosegons,
tenint en compte que la durada de la simulacio implica la realitzacié de milers

de calculs per tal d’avaluar I'energia potencial de les diferents configuracions.

En la simulacié d’'una Dinamica Molecular és important el tipus d’entorn que
s’utilitza. Existeixen tres situacions generals a emular, que son: a) sistema en el
buit, on no existeix un dissolvent explicit i les interaccions es produeixen
unicament entre els atoms del sistema; l'efecte de ['apantallament del
dissolvent es representa mitjangant una constant dieléctrica; b) sistema envoltat

per una esfera de solvatacio; c) sistema en condicions de contorn periddiques.

En funcié de les condicions inicials, s’efectuara una exploracié diferent de
I'espai conformacional accessible. Magrat aquesta consideracio, la Dinamica
Molecular és una técnica molt valuosa a I'hora de determinar un conjunt de
conformacions representatives del sistema molecular. Aixod és possible gracies
a qué el sistema pot, en teoria, travessar barreres energétiques, la qual cosa fa
possible I'estudi conformacional de molecules. El coneixement de ['espai
conformacional accessible dun péptid pot utilitzar-se de manera

complementaria a les dades obtingudes per RMN.

141



Meétode de Calcul

EL TREMP SIMULAT ITERATIU '°

Aquest meétode permet fer una recerca de l'espai conformacional de la
molécula per tal de localitzar les estructures de minima energia. En particular,
consisteix en iniciar una simulaciéo portant l'estructura optimitzada a una
temperatura elevada i anar-la disminuint en periodes intermedis fins a una
temperatura suficientment baixa com per qué el sistema arribi a un minim.
Aquesta velocitat de refredament cal que sigui suficientment lenta com per

permetre I'adquisicié d’un estat de semiequilibri termodinamic a cada etapa.’"

En el cas del Tremp Simulat Iteratiu s’acobla al final de cada procés de
refredament, un altre d’escalfament molt més rapid, de manera que s’obté un
procés ciclic. Cada cicle genera una estructura. Aquesta estructura generada
es minimitza i, per una banda iniciara el seguent cicle i per altra banda passara
a formar part del conjunt d’estructures finals que seran analitzades.
L’escalfament del sistema es realitza de manera més rapida que el refredament
per tal d’augmentar de manera brusca I'energia del sistema i afavorir-ne aixi el

pas a una zona diferent de I'espai conformacional. (Figura 96)

En el nostre cas s'utilitza en tots els calculs el camp de forces CFF91'"2

implementat en el programa Discover 3.0.

L’efecte del dissolvent es té en compte mitjangant una constant dieléctrica
que depen de la distancia de cada parell d’atoms amb un valor de ¢=4r. En el
cas del B-tetrapeptid 20 hom va realitzar els calculs considerant la molécula
envoltada de molécules del dissolvent, en aquest cas CHCIs;, per tal
d’aproximar les condicions del calcul el més possible a la situacio real. En tots

els casos s'utilitza també I'algorisme de Verlet.

% Tesi Doctoral de Josep Canté i Silva, “Utilitzacio i desenvolupament metodologic d’eines basades en la

Dinamica Molecular, aplicades a I'estudi estructural de péptids”, Departament d’Enginyeria Quimica;
Universitat Politecnica de Catalunya; 1999.

F.J. Corcho, M. Filizola, J.J. Pérez; Chem. Phys. Lett., 2000, 319, 65.

(a) http://www.accelerys.com/suport/life/discover/forcefield/cffOx_refs.html (b) B. Mal; R. Nussinov;
J. Mol. Biol., 2000, 296, 1091.
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Cicle de minimitzacio

|

Conjunt d'estructures
finals que seran analitzades

Figura 96. Esquema del procés del Tremp Simulat Iteratiu, consisteix en escalfar des de 0 K
fins a 900 K amb una velocitat de 100 K en 0.1 ps, romanent 0.1 ps a cada temperatura. Un
cop s’han assolit els 900 K durant 10 ps, comencga el refredament a una velocitat de 100 K en
0.1 ps, perd romanent ara un temps de 10 ps a cada temperatura, fins arribar a 1 K. En aquest
moment es minimitza I'energia d’aquesta estructura que, per una banda iniciara el segient cicle
i d’altra banda passara a formar part del conjunt d’estructures finals a analitzar. Aquest proces
es repeteix 150 vegades, obtenint-se aixi 150 estructures a analitzar.

Un cop minimitzada l'estructura de partida amb una opciéo del mateix
programa de disseny del Discover 3.0, es realitza un procés del Tremp Simulat
Iteratiu. Té lloc un escalfament gradual de la molécula des de 0 Ki fins a 900 K,
amb una velocitat d’escalfament de 100 K en 0.1 ps, i es roman a cada etapa
durant un temps de 1.0 ps. Un cop s’han assolit els 900 K, aquesta temperatura
es manté durant 10 ps i a continuacié es porta a terme un procés de
refredament gradual de 100 K en 0.1 ps, perd mantenint ara la temperatura 10
ps a cada etapa. L’estructura resultant es minimitza pel métode del gradient
conjugat i amb un criteri de convergéncia de 0.0001 kcal/A-mol. Aquest procés
es repeteix 150 vegades obtenint-se aixi 150 estructures a analitzar per cada
estructura de partida. Aquests conformers obtinguts s’estudiaren en funcié de
les distancies entre els protons amidics i els diferents carbonils presents a la
molécula aixi com dels angles dihedres més importants en cada cas i parant

especial atencio a les estructures separades del minim en 2 kcal.mol™.
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En el nostre cas s’ha portat a terme el TSI partint de cinc conformacions

esteses totalment diferents en el cas del B-tetrapeptid 20.

Analitzant amb detall les estructures separades del minim en 2 kcal-mol™,
s’obtenen cinc families de conformers. D’entre aquestes, amb la de minima
energia que, a més, forma I'enllag d’hidrogen evidenciat pels experiments de
RMN i concorda en els parametres geometrics, es realitza un estudi dinamic
amb l'objectiu de conéixer si aquesta conformacié que evidencia aquest

plegament és prou estable i es manté .

Amb aquesta estructura representativa de la familia de conformers de
minima energia obtinguda en el Tremp Simulat Iteratiu i després d’'un temps
d’equilibracio de 0.25 ps es realitza una dinamica usant un model de dissolvent
de cloroform a 298 K i durant un periode d’evolucio de 0.75 ns. Durant la
realitzacié de la dinamica es realitza un seguiment de diferents parametres
geometrics per tal de confirmar que no hi hagi una variacié considerable en la

temperatura ni en I'energia total del sistema.

Els calculs tant de Dinamica Molecular com del Tremp Simulat Iteratiu s’han
portat a terme a la Universitat de Barcelona, sota la supervisié del Dr. Marcelo
J. Kogan, en el grup del Professor Ernest Giralt, utilitzant el programa Insight Il
Discover 3.0 v 1997 i emprant un ordinador SGI?> IMPACT™ 10000 (128MB
RAM, 19 GB de disc dur) amb un sistema operatiu Irix 5.3 .

144



6.- DESCRIPCIO EXPERIMENTAL



Descripcio Experimental

6.1.- OBSERVACIONS GENERALS

6.1.1.- ESPECTROSCOPIA | ESPECTROMETRIA

Els espectres de Ressonancia Magnética Nuclear han estat enregistrats al
Servei de RMN d’aquesta Universitat. S’ha utilitzat un aparell Brucker, model
Avance 250 per enregistrar els espectres rutinaris de 'H a 250 MHz i "*C a 62.5
MHz. També s’ha utilitzat I'equip Brucker model Avance 500 per tal de realitzar
experiments de RMN "H a 500 MHz dels B-péptids ciclobutanics principalment,
aixi com la caracteritzacié en 1D i 2D dels mateixos. Els desplacaments quimics
es donen utilitzant el propi dissolvent com a referéncia interna, prenent els
seguents valors,

CDCls: §=7.29 i 77.0 pera 'Hi 'C, respectivament.
Acetona-de: §=2.04 i 29.8 pera 'Hi'C, respectivament.
Metanol-ds: §=3.33 i 49.0 pera'Hi'°C, respectivament.
CD,Cly: §=5.32 pera'H.
D,0: : §=4.64 peraH.

Les abreviatures emprades per designar la multiplicitat dels senyals han

estat les seguents,

S singulet

s.a., ta. singulet ample, triplet ample
d doblet

t triplet

q quintuplet

m multiplet

Les abreviatures emprades per designar els carbonis aromatics del grup

fenil i d’altres particulars han estat,
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Co, Cm, Cp, Carom carboni aromatic
Cipso carboni ipso

Cai carboni quaternari

Els espectres d’IR s’han enregistrat en film 6 en sodlid en un aparell model
NICOLET 5ZDX, amb transformada de Fourier (film, solucié) de la Unitat de
Quimica Organica 6 en un aparell Brucker model TENSOR 27 (solid) amb

accessori d’'ATR del Servei d’Analisi Quimica .

Els espectres de masses, EM, han estat enregistrats al Servei d’Analisi
Quimica d’aquesta Universitat. S’han efectuat en un aparell Bruker model
SQUIRE 3000; algunes analisis s’han efectuat per la técnica de fragmentacio
per impacte electronic 70 e.V. i d’altres per infusié directa de la mostra, per
ionitzaciéo quimica i pel métode IFE-IT, el tipus d’analisi esta indicat en la

descripcio experimental en cada cas.

Les masses d’alta ressolucié han estat enregistrades a la Universidad de

Cdrdoba i s’han efectuat per impacte electronic a 70 e.V.

6.1.2.- CROMATOGRAFIA

Les cromatografies en capa prima, CCP, s’han realitzat sobre gel de silice,
concretament sobre cromatofolis Macherey Nagel™ . Els reveladors utilitzats
han estat,

- lrradiacié amb lampada d’UV d’'una longitud d’ona de 254 nm.

- Sumergint el cromatofoli en una solucié aquosa basica de KmnOa,.

Les cromatografies en columna s’han realitzat emprant gel de silice Baker®
de 240-400 mesh com a fase estacionaria, utilitzant nitrogen com a gas

impelent i amb el dissolvent o la barreja de dissolvents indicats en cada cas.

“ cromatofolis ALUGRAM® SIL G/UV2s4 25 unitats de 20X20cm per a CCP, ref 818-133 de Macherey
Nagel.
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Les analisis elementals han estat efectuades al Servei d’Analisi Quimica

d’aquesta Universitat.

6.1.3.- UTILLATGES GENERALS DE LABORATORI

Les rotacions optiques especifiques, [o]p, s’han determinat en un
polarimetre Propol Automatishes, model Dr. Kermchen, utilitzant-se una cubeta

de 0.5 cm de longitud per realitzar les mesures.

Els punts de fusié han estat determinats en un bloc Kofler de la marca

Reicher i no han estat corregits.

Les microdestil-lacions han estat realitzades en un microdestil-lador de
boles giratories Buchi, model KRV65/30.

Les hidrogenacions a pressié han estat realitzades amb un hidrogenador
model Chemipress 80, dissenyat per Trallero&Schlee. Les hidrogenacions a

pressié atmosférica s’han efectuat en un muntatge Parr.

La liofilitzacié de les mostres s’ha realitzat en un liofilitzador model Telstar
o Virtis, depenent de cada cas, al Departament de Bioquimica d’aquesta

Universitat.

Els dissolvents han estat utilitzats directament donat que eren d’elevada
qualitat, o bé s’han purificat per les metodologies estandard descrites al
Vogel's, Textbook of practical Organic Chemistry. Ed. Logman Scientific and
Technical, UK, 1989.

I cataleg de subministres de Scharlab: qualitat Multisolvent p. HPLC, ACS ISO.
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6.2.- Sintesi de
B-aminoacids i B-péptids ciclobutanics
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6.2.1.- Preparacio del diazometa

o] NO o
I / KOH,EtOH I
H;C S—N ——— > H4C S—OK + CHyNy +H;
I \ eter I
0 CH, o)

En un erlenmeyer de 100 ml de capacitat es dissolen 2.1 g (10.00 mmols) de

N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida en 30 ml d’eter. Es refreda a 0°C, i s’hi
addicionen 0.4 g (7.1 mmols) de KOH dissolts en 10 ml d’etanol al 96%, tot

afegint-hi més etanol si apareix turbidesa.

Es deixa el sistema reposant durant 5-10 minuts a 0°C i, tot seguit, es destil-la
la solucio etéria de diazometa en un bany d’aigua a 60°C, en abséncia
d’esmerilats i de superficies rugoses per tal d’evitar la descomposicié del

diazometa.

Per tal de valorar la concentracié de diazometa en la solucié resultant, es
dissolen 200 mg (1.6 mmol) d’acid benzoic en 10 ml d’éter anhidre i s’hi
addicionen 2 ml de la soluci6 preparada de diazometa. La mescla resultant
queda totalment incolora, la qual cosa indica que s’ha destruit tot el diazometa,
tot seguit es valora lI'excés d’acid benzoic amb NaOH 0.1 N, utilitzant
fenolftaleina com a indicador. Les dades espectroscopiques del producte

obtingut coincidiexen amb les descrites préviament a la bibliografia.
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6.2.2.- Preparacio del 1,2-ciclobutandicarboxilat de

dimetil, 2

CO,H

1 e [T
_——
eter

1 CO,H 2

COzMe

CO,Me

En un erlenmeyer de 250 ml de capacitat proveit d’agitaci6 magnética es
dissolen 500 mg (3.5 mmols, 1 eq) de 'acid 1,2-ciclobutandicarboxilic, 1, en 10
ml d’éter. Es destil-la, a 60°C, una solucié etéria de diazometa preparada a
partir de 7.4 g de N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida dissolts en 50 ml d’éter
i 1.3 g de potassa dissolts en 30 ml d’etanol. Tot seguit es deixa el sistema tapat
i en agitacié a temperatura ambient durant uns 20 min. Un cop ha transcorregut
aquest temps s’evapora el dissolvent, s’obtenen aixi 600 mg d'un oli groguenc,
que un cop analitzat es correspon amb el 1,2-ciclobutandicarboxilat de dimetil,

2, amb un rendiment quantitatiu.

Les dades espectroscopiques del producte obtingut coincidiexen amb les

descrites préviament a la bibliografia.'*®

Dades espectroscopiques

* 'H-RMN (250 MHz, CDCl3):  2.16 (m, 2H, Ha, Ha), 2.34 (m, 2H, Hy, Hs), 3.37
(m, 2H, H1,H), 3.67 (s, 3H, OMe)

"3 M. Martin-Vila, C. Minguillén, R.M Ortufio; Tetrahedron: Asymmetry, 1998, 9, 4291.
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6.2.3.- Sintesi de I’acid 2-metoxicarbonil-(71R,2S)-

ciclobutan-1-carboxilic, 3

CO,Me CO,Me

PLE
—_—
buffer

CO,Me
2 2

CO,H

En un vas de precipitats de 100 ml de capacitat proveit d’agitacié magnética
es dissolen 600 mg (3.5 mmols, 1 eq.) de I'1,2-ciclobutandicarboxilat de dimetil,
2, en 50 ml de solucié tampd preparada a partir de KH,PO, 0.1 M a pH=7 i
s’hi addicionen 16 mg (247 unitats) de PLE. Es deixa el sistema agitant, a
temperatura ambient, durant 7 hores, mentres hom va controlant el pH de la
soluci6 amb un pH-metre mantenint-lo neutre mitjangcant I'addici6 de gotes
d’'una soluci6 aquosa basica de NaOH 1M.

Un cop ha transcorregut el temps de reaccio, es realitzen 4 rentats amb éter.
La fase aquosa s’acidifica amb HCI 2 M fins a pH=2. En aquest punt es realitzen
successives extraccions amb AcOEt, s’asseca posteriorment la fase organica
amb MgSO, anhidre i s’evapora la mateixa al rotavapor. D’aquesta manera
s’obtenen 495 mg de I'acid 2-metoxicarbonil-(1R,2S)-ciclobutan-1-carboxilic, 3,

amb un rendiment del 91%.

Dades fisiques i espectroscopiques

e Punt d ebullicié: 85°C (0.15 mmHg)

e [op: -3.6 (c=2.36 en CHCI3) (lit"™ [a]p=—3.0, c=2.11 en CHCl5)

« IR (film): 3002, 2952, 1729 (C=0), 1110 (C=0)

e '"H-RMN (250 MHz, CDCls): 2.19 (m, 2H, Hs, Hs), 2.37 (m, 2H, Hz, Hy), 3.39
(m, 2H, H4, Hy), 3.66 (s, 3H, OMe).

« ®*C-RMN (62.5 MHz, CDCls): 22.1 (C3, C4), 40.5 (C4, Cy), 51.8 (OMe), 173.6
(C=Oester), 179.46 (C=0 scid carboxilic)

% (@) M. Martin-Vila, C. Minguillén, R.M. Ortufio; Tetrahedron: Asymmetry, 1998, 9, 4291.

(b) M. Martin-Vila, E. Muray, G.P. Aguado, A. Alvarez-Larena, V. Branchadell, C. Minguillén, E. Giralt,
R.M. Ortufio; Tetrahedron: Asymmetry, 2000, 11, 3569.
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6.2.4.- Sintesi del 2-metoxicarbonil-(1S,2R )-ciclobutan
-1-carboxilat de tert-butil, 4

COzMe COzMe
Cl3C-C(NH)O'Bu

CH,Cl,

CO,H ta., 1 nit CO,'Bu

4

En un bal6 de 50 ml de capacitat proveit d’agitacié magnética es dissolen
316 mg (2.0 mmols, 1 eq.) de lacid 2-metoxicarbonil-(1R,2S)-ciclobutan-1-
carboxilic, 3, en 20 ml de CH,Cl, anhidre i s’hi addicionen 0.7 ml (4.0 mmols,
2 eq.) de ftricloroacetimidat de tert-butil, comercialment assequible. El sistema

es deixa agitant a temperatura ambient durant tota la nit.

L’endema s’evapora el dissolvent, obtenint-se aixi un oli espés que es purifica
per cromatografia en columna amb suport de gel de silice Baker® i amb una
barreja d’eluents d’hexa-AcOEt en relacié 3:1, aixi s’obtenen 386 mg d’un oli
groguenc que s’identifica amb el 2-metoxicarbonil-(1S,2R)-ciclobutan-1-

carboxilat de tert-butil, 4, amb un rendiment del 90%.

Dades fisiques i espectroscopiques

o[a]p: +4.0 (c=0.50, MeOH)

eIR (film): 2967, 1733, (C=0), 1152 (C-0O)

o'H-RMN (250 MHz, acetona-dg): 1.42 (s, 9H, OBu), 2.16 (m, 2H, Hs, Ha),
2.24 (m, 2H, Hz, Hs), 3.36 (m, 2H, H1, H,), 3.64 (s, 3H, OMe).

«3C-RMN (62.5 MHz, acetona-ds): 21.5 (C3), 21.7 (C4), 28.3 (3C, Cwe), 40.1(C1),
41.4 (Cy), 50.7 (Come), 79.6 (Cuai tgu), 172.0 (C=0 estertu), 173.1 (C=0 ester Me)

¢ Analisi elemental

- Calculat pera C41H4304 : C: 61.60% H: 8.50%

- Experimental : C: 6153% H: 8.48%
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