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DIPCDI N,N*-Diisopropilcarbodiimida

DKP 2,5-Dicetopiperazina

CMB Center of Molecular Biodiversity (Brisbane, Australia)
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EDTA Acid etilendiaminotetraacétic

EM Espectrometria de masses

EM-IQ Espectroscopia de masses amb ionitzacio quimica
eq Equivalent

" Les abreviacions emprades per als aminoacids i péptids segueixen les regles de la IUPAC-IUB descrites al J. Pep. Sci., 2003,
9, 1-8. Tot i que les abreviacions de la IUPAC-IUB per un N-metil aminoacid és MeXX, per evitar confusions amb els N-metil
aminoacids, emprarem |'abreviacié NMe-XX.
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1. Materials i métodes

1.1 DISSOLVENTS | REACTIUS

1.1.1 Dissolvents

El nom, qualitat i casa comercial dels dissolvents més emprats en aquesta tesi es troben detallats en
la seglient taula (Taula 1.1):

Nom Qualitat coi?r:ial
AcOEt Sintesis SDS
AcOH Sintesis SDS
TBME Sintesis SDS

Et:0 Sintesis SDS
Hexa Sintesis SDS

1,4-dioxa Sintesis SDS

MeCN Analisis HPLC SDS
MeOH Analisis HPLC SDS

DMF Sintesis de péptids SDS
DCM Analisis SDS
THF204 Analisis SDS

TFA Analisis Fluorochem

TFA Analisis HPLC Fluorochem
DMSO Sintesis Panreac
H2025 Mili Q

Taula 1.1 Nom, qualitat i casa comercial dels dissolvents emprats en la tesi.

204 S’obté directament per destil 1acio sobre sodi metall en preséncia de benzofenona i sota atmosfera de nitrogen. Préviament
s'eliminen els peroxids fent-lo passar per una columna amb alimina basica.
205 | "aigua es desionitza i es filtra amb un sistema Mili-Q plus (Millipore) amb una resistivitat superior a 18 MQcm-!.



1.1.2

Reactius

Els aminoacids emprats en aquesta tesi sén de les cases comercials NovaBiochem i Neosystem, a

excepcio dels aminoacids detallats en la seglient taula (Taula 1.2):

Nom Casa comercial Nom Casa comercial
Fmoc-b-Dab(Boc)-OH Bachem DIEA Merck
Boc-D-Dap(Fmoc)-OH Bachem DSC Aldrich

Boc-Cys(Me)-OH Bachem DMAP Fluka
Boc-Cys(Acm)-OH Bachem EDC HCI Aldrich
Boc-D-Cys(NPys)-OH Bachem DIPCDI Fluka
MST Aldrich HOBt SDS
Bromoacetofenona Aldrich HOAt Medalchemy
Bromur dal il Aldrich HOSu Fluka
Alil cloroformiat Aldrich TBTU Albatros
PhSiH3 Fluka HATU IRIS Biotech
TMS-CI Scharlau PyOAP Neosystem
Piperidina Aldrich CTC-PS-PS Patras;Romhand Hass
HCI 1,4-dioxa Aldrich Wang Novabiochem
[Pd(PPha)q] Aldrich Boc20 Aldrich
lode Aldrich Fmoc-Cl Novabiochem
NaH Aldrich pNZ-Cl Aldrich
Mel Aldrich

1.2

Taula 1.2 Nom i casa comercial dels reactius emprats en la tesi.

INSTRUMENTACIO BASICA GENERAL

Balances

Centrifuga
Liofilitzador
pHmetre
Rotavapors
Agitador Orbital lic

Mettler Toledo

PB 3002-S. 2 xifres significatives
AB 204-S. 4 xifres sifnificatives
AT 261 Detlarange. 5 xifres significatives

Allegra 21R, Beckman Coulter

Freezemobile 12 EL, Virtis
pH Meter GLP21, Crison
Laborota 4003, Heidolph
Unimax 1010, Heidolph




1.3 CROMATOGRAFIA

1.3.1  Cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina analitica (CCF) es realitza en cromatofolis de gel de silice amb
indicador de fluorescéncia a 254 nm sobre suport d'alumini (60F 254, 0.2 mm, Merck), amb unes mescles
d'elucié que s'indiquen en cada cas particular. El revelat de les capes primes s’ha realitzat de forma
diferent segons la naturalesa dels compostos a analitzar:

o revelat per UV: deteccié de grups aromatics/cromofors. El revelat es fa directament sota una
lampada ultraviolada.

e revelat amb ninhidrina: deteccidé de grups amino lliures. El reactiu emprat consisteix en una
dissolucié de ninhidrina al 0.5 % en acetona. La placa es polvoritza amb aquesta solucié i
s'escalfa a 110 °C durant 2-3 minuts. La preséncia de grups amino lliures es manifesta per
I'aparicio d’'una coloraci6 violada. En el cas que el grup amino es trobi protegit per un grup
protector labil als acids com el grup Boc, aquest s’elimina previament tractant la capa prima
amb vapors acids o bé escalfant-la breument amb un secador d’alta poténcia.

e reactiu universal de revelat: en el cas de productes que no poden ser revelats amb cap de les
técniques anteriors, s'utilitza el reactiu universal: 7 g d’acid fosfomolibdic en 100 mL d'etanol
absolut. El revelat s'obté submergint la capa prima en el reactiu i, posteriorment, escalfant amb
un secador d’alta poténcia fins a I'aparicié d’unes taques de color verdos.

1.3.2  Cromatografia en columna

La cromatografia en columna s'ha realitzat sobre gel de silice (Chromatogel 60 A CC, 35-71
microns, SDS). S'empren 60 g de silice per cada gram de cru a purificar. En el cas de I'addicié de
mostres en forma de carrega solida, aquesta es prepara per eliminaci6 del dissolvent d'una mescla que
conté 5 g de silice per gram de producte. Els eluents utilitzats s'especifiquen en cada cas.

1.3.3  Cromatografia liquida d’alta resoluci6 a escala analitica (HPLC)

Els instruments emprats per a I'analisi, separacio i caracteritzacio dels compostos d’aquesta tesis es

troben especificats en la seglent taula (Taula 1.3):



Capitol 1

HPLC Shimadzu constituit per dues bombes model LC-6A, autoinjector SIL 6B/9B, detector
d'UV-vis de doble longitud d'ona model SPD-6A, controlador del sistema model SCL-6B i
registrador-integrador Chromatopac model C-R6A.

HPLC Waters constituit per un controlador amb bomba de doble pisté6 model 600E, autoinjector
model 712, detector d’'UV-vis de doble longitud d’'ona model 490E i registrador-integrador model
Shimadzu model C-R5A.

Capitol 2i 3

HPLC Waters model Alliance 2695 constituit per una bomba quaternaria, detector diode array

model 996 i programa de control Millenium versi6 3.5.

HPLC Waters constituit per una bomba binaria model 7525, autoinjector model 717 plus,

detector d’'UV de doble longitud d’'ona model 2487 i programa de control Breeze versio 3.2.

Capitol 4

HPLC Agilent model 1700 constituit per una bomba quaternaria, detector diode array, detector
ELSD model PL-ELS1000 (Polymer Laboratories) i programa de control ChemStation
rev.9.03A.

Taula 1.3 Descripcio dels instruments de HPLC emprats en els diferents capitols de la tesi.

Les columnes analitiques emprades estan recollides en la segiient taula:

Capitol 1 Nucleosil C1s, 250 x 4.0 mm x 10 um, 120 A (Sharlau Science)
Capitol 213 Symmetry Cis, 150 x 4.6 mm x 5 um, 100 A (Waters)
Symmetry-300 Cis, 150 x 3.9 mm x 5 um, 300 A (Waters)
Zorbax-SB C1s, 150 x 4.6 mm x 5 um (Zorbax)
Capitol 4 Zorbax-SB Cs, 150 x 4.6 mm x 5 um (Zorbax)
Zorbax-SB Cs, 150 x 4.6 mm x 5 um (Zorbax)

Taula 1.4 Descripcio de les columnes emprades en els diferents capitols de la tesi.

Les condicions cromatografiques que s’han utilitzat sén: flux d'1 mL/min emprant diferents gradients
lineals dels solvents A i B (A: HoO amb un 0.045 % de TFA i B: MeCN amb un 0.036 % de TFA).
L’acetonitril emprat és de qualitat HPLC i 'aigua de qualitat Milli-Q.




1.3.4  Cromatografia liquida d’alta resoluci6 a escala semipreparativa i preparativa

L'aparell emprat per a la purificacié dels compostos derivats de la sirengotoxina és el cromatograf
Waters indicat a I'apartat anterior referent al capitol 1. L'elucio es realitza amb un flux de 3 mL/min
utilitzant diferents gradients lineals dels solvents A i B (A: H2O amb un 0.1 % de TFA i B: MeCN amb un
0.1 % de TFA).

Les purificacions dels compostos derivats de la tiocoralina a escala semipreparativa es realitzen en
un sistema Waters constituit per una bomba quaternaria, un autoinjector model Simple Manager 2700,
un detector d’'UV-vis de doble longitud d’ona model 2487, un colector de fraccions automatic model
Fraction Collector Il i el programa de control Masslynx versié 3.5. La columna emprada és una
Symmetry Cs (100 x 30 mm x 5 um), 100 A (Waters). Les mostres s'elueixen a un flux de 10 mL/min
emprant gradients lineals dels solvents A i B (A: H.O amb un 0.1 % de TFA i B: MeCN amb un 0.1 % de
TFA). Per a les purificacions dels compostos a escala preparativa s'empra un sistema Waters constituit
per una bomba quaternaria, detector d’'UV de doble longitud d’'ona model 2487, injector manual model
Delta 4000, col {ector automatic model Fraction Collector Il i programa de control Millenium versi6 3.2.
La columna preparativa és Waters Cig (300 x 30 mm x 15 um), 300 A.

Les purificacions de les trunculines del capitol 4 es realitzen en un sistema LC-semipreparatiu Agilent
serie 1100 Separation Module, amb un detector d’'UV-vis de dues longituds d'ona model 1100, un
collector de fraccions model 1100 i un programa de control ChemStation Rev. 9.03A versid Purify
A1.2.

1.4 METODES DE DETERMINACIO ESTRUCTURAL

1.4.1 Espectrometria de masses

1.4.1.1  Cromatografia liquida d’alta pressio a escala analitica amb detector d’espectrometria de

masses

Els analisis realitzats al llarg dels capitols 3 i 4 s’han fet en un sistema HPLC Waters model Alliance
2796, constituit per una bomba quaternaria, amb detector d’UV-vis de doble longitud d’ona model 2487,
sistema d’ESI-MS model Micromass ZQ i programa de control Masslynx versi6 4.0. La columna emprada
ha estat una Symmetry 300 C+s (150 x 3.9 m x 5 um), 300 A. les mostres s’han eluit a un flux constant
d’1 mL/min emprant gradients lineals dels solvents A i B (A: H,O amb un 0.1 % d’acid formic; B: MeCN
amb un 0.07 % d'acid formic). Les condicions per a la deteccié amb ESI-MS (voltatge de con i rang de
masses) han estat optimitzades per cada mostra.



1.4.1.2  Espectrometria de masses MALDI-TOF

La massa molecular dels peptids sintetitzats s’ha determinat per espectrometria de masses MALDI-
TOF emprant un instrument MALDI Voyager-DE™RP time-of-flight (TOF) (PE Biosystems, Foster City,
CA, USA). Es mescla 1 uL de solucié de péptid (1-2 mg/mL) amb 1 uL de matriu. La mescla resultant
s'aplica sobre la placa de MALDI i es deixa assecar a temperatura ambient. Les matrius emprades han
estat les segtients: acid dihidroxibenzoic (DHB) i acid o-ciano-4-hidroxi-cinamic (ACH), preparades a
una concentracio de 10 mg/mL en una mescla H,O/MeCN (1:1) amb un 0.1 % de TFA. Les solucions de
les matrius es poden mantenir a 4 °C durant un periode maxim de 2-3 setmanes.

1.4.2 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Els espectres de protd ('H RMN) i de carboni (3C RMN) s’han enregistrat en espectrdmetres
diferents de la casa Varian: Gemini-200 ("H RMN de 200 MHz i 3C RMN de 50 MHz), Unity-plus ('H
RMN de 300 MHz i *3C RMN de 75 MHz), Mercury 400 (*"H RMN de 400 MHz i **C RMN de 100 MHz), i
de la casa Bruker: Bruker 500 ("H RMN de 500 MHz) i Bruker 600 (*H RMN de 600 MHz i **C RMN de
150 MHz).

Els dissolvents emprats han estat: CDCl; (TMS com a referéncia interna), CDOD, D-0O. Tots els
dissolvents deuterats emprats sén de la casa comercial SDS.

14.3 Espectrometria d’infraroig

Els espectres d'infraroig s’han efectuat en un espectrofotdmetre de transformada de Fourier Nicolet
model 510-FT. Les mostres solides s’analitzen en forma de discs de KBr i els olis en forma de pel licules
sobre plaques de NaCl.

1.4.4 Espectrometria d’'UV-vis

Les mesures d’UV-vis s’han realitzat en un espectrofotometre Shimiadzu model UV mini 1240.



1.5 PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS DE LA SINTESI DE PEPTIDS EN FASE SOLIDA

1.5.1 Consideracions generals de la sintesi

La sintesi de péptids en fase solida es fa manualment en xeringues de polipropilé, provistes d’'un
filtre de polietilé porés. Els volums de les xeringues sén de 2, 5 i 10 mL, depenent de la quantitat de
resina de partida i de la longitud de la cadena peptidica a sintetitzar. Els reactius o dissolvents
s'afegeixen a la xeringa de manera que permetin que la resina quedi ben inflada. La mescla s’agita amb
una vareta de tefl6 si el tractament és curt (agitacié6 mecanica), i si el tractament és prou llarg s'utilitza
I'agitacié automatica de mode orbitalica. Al final de cada tractament s’elimina el dissolvent, els excessos
de reactius i els subproductes de la reaccio, per filtracio, a través d’'un sistema connectat al buit.

1.5.2 Tests d’identificacio

1.5.2.1  Test qualitatiu de Kaiser o de ninhidring2°6

El test de ninhidrina permet determinar de manera qualitativa la preséncia de grups amino primaris
en una resina. Servira de control de les etapes d’acoblament i de desproteccio en la sintesi de péeptids
en fase sdlida.

Per realitzar 'assaig, es prenen 0.5-2 mg de peptidil-resina mullada en DCM en un tub, i s'addiciona
6 gotes de reactiu A i 2 gotes de reacitu B. La mescla es posa a 110 °C durant 3 min. A continuacié el
tub es refreda rapidament amb ajut d’aigua freda. Una coloracié blava o blau-verdosa de la resina o del
sobrenedant indica la preséncia d'amines primaries (ninhidrina possitiva). Una coloracié groga indica
I'abséncia d'amines primaries (ninhidrina negativa), i assegura que la incorporacié de I'aminoacid ha
estat superior al 99.5 % per una funcionalitzacio de 0.5 mmol/g resina. Paral {elament, es realitza un
assaig en absencia de resina com a blanc del test.

- reactiu A: Es prepara una dissolucié en calent de fenol (40 g) en EtOH (10mL). Per altra banda, es
prenen 2 mL d’'una solucié de KCN (65 mg) en H2O (100 mL) i s’afegeixen sobre 100 mL de piridina,
acabada de destil {ar sobre ninhidrina. A totes dues solucions s’afegeixen 4 g de resina Amberlite MB-3,
i s’agiten durant 45 min. Seguidament es filtren i es mesclen totes dues.

- reactiu B; Es prepara una soluci6 de ninhidrina (2.5 g) en EtOH (50 mL). Es necessari protegir la
solucié de la llum i conservar-la preferentment sota atmosfera d’argé.

206 Kaiser, E.; Collescott, R. L.; Bossinger, C.D.; Cook, P. I., Color test for detection of free terminal amino groups in the solid-
phase synthesis of peptides, Anal. Biochem., 1970, 34, 595-598



1.5.2.2  Test qualitatiu de cloranil??

El test de cloranil s'utilitza per avaluar els acoblaments sobre amines secundaries com els N-metil
aminoacids. Es fa servir una dissoluci6 saturada de 2,3,5,6-tetracloro-1,4-benzoquinona (cloranil) en
tolué (0.75 g en 25 mL). Per realitzar aquest assaig, es diposita una mostra de peptidil-resina (0.5-2 mg)
mullada en DCM en un tub de vidre, i s'afegeixen 20 gotes d’'acetona i 5 gotes de cloranil en toule i
s'agita durant 5 minuts a temperatura ambient. Una coloracié blau-verdosa de la resina indica la
presencia d’'amines secundaries a la resina i, per tant, un acoblament incomplet. Aquest metode no és
tan sensible com el test de De Clercq.

1.5.2.3  Test qualitatiu de De Clercq o del p-nitrofeniléster del vermell dispers | (Red Dye 1)208

L’assaig qualitatiu del p-nitrofeniléster del vermell dispers | permet detectar la preséncia d’amines
secundaries i primaries sobre una resina amb una major sensibilitat que el test de cloranil (apartat
1.5.2.2). Per realitzar aquest test es prenen 0.5-2 mg de peptidil-resina mullada en DCM sobre els que
s'afegeixen 5 gotes del reactiu de De Clercq. La mescla es manté a 70 °C durant 10 minuts i, un cop
refredada, es separa el sobrenedant i es renta la resina amb DMF fins que els rentats no estiguin
colorejats. Una coloracié vermellosa o rosada dels grans de resina (test possitiu) indica la preséncia
d’amines secundaries o primaries lliures en la resina. L'abséncia de color (test negatiu) indica I'abséncia
d’amines lliures.

- reactiu de De Clercq: El colorant comercial vermell dispers | es fa reaccionar amb diazoacetat d'etil,
es saponifica i es condensa amb p-nitrofenol emprant POCIs. El producte obtingut es purifica per
recristal litzacid. El p-nitrofenil éster del vermell dispers | s'utilitza per a la determinacié d’amines
secundaries lliures a una concentraci6 de 0.02 M en MeCN.

27 Christensen, T., Qualitative test for monitoring coupling completeness in solid-phase peptide-synthesis using chloranil., Acta
Chemica Scandinavica Series B-Organic Chemistry and Biochemistry, 1979, 33, 763-766.

208 Madder, A., Farcy, N., Hosten, N. G. C.; De Muynck, H., De Clercq, P. J.; Barry, J.; Davis, A. P., A novel sensitive
colorimetric assay for visual detection of solid-phase bound amines, Eur. J. Org. Chem., 1999, 1999, 2787-2791.



1.5.2.4  Test qualitatiu de Kuislg%®

El test qualitatiu de Kuisle permet detectar la preséncia d’alcohols lliures sobre suport poliméric.
L'assaig es realitza sobre una placa de silica, on es diposita 0.5-2 mg de la peptidil-resina en suspensid
amb DCM, amb ajut d’'una pipeta Pasteur. A continuacié s'addiciona dues gotes d’una solucio de p-
toluensulfonil en tolue (0.03 M) i dues gotes d’una solucié de p-nitrobencilpiridina en toule (0.075 M). La
placa de silica es calenta amb una pistola d’aire calent fins que s'observa la desaparicio de la coloracio
taronja inicial, i llavors s’addiciona sobre la peptidil-resina dues gotes d’'una solucié 20 % de piperidina
en DMF. Si la peptidil-resina presenta una coloracié violada, el test és positiu. Cal realitzar una control
positiu i un de negatiu.

1.5.2.5  Test qualitatiu d’Ellman?1°

El test d’Ellman permet determinar la preséncia de grups tiols lliures en una soluci6 o sobre la resina.
L’assaig es realitza sobre una aliquota de la mostra. S’addicionen dues gotes del reactiu d’Ellman i
tampd TRISHCI (0.1 M, pH 8) fins aconseguir pH 8. Si es desitja realitzar el test d’Ellman sobre suport
polimeric no compatible en medi aqués es pot preparar una solucié d'acid 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoic en
DMF i addicionar 5 gotes sobre l'aliquota de peptidil-resina i a continuacié 3 gotes de DIEA.
Paral lelament, es realitza un blanc. L’aparici6 de coloraci6 groga és indicativa de preséncia de tiol.

- reactiu d’Ellman: es prepara una solucié d’acid 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoic (DNTB) en un tamp6
fosfat 100 mM a pH 7 (39.6 mg DNTB/10 mL tampd fosfat). La soluci6 es conserva sobre argé en un vial
segellat.

1.5.3 Hidrolisi i analisi d’aminoacids
El contingut i la proporcié d’aminoacids presents en una mostra peptidica es determinen per analisi

cromatografic d'intercanvi ionic, prévia hidrolisi acida de la mostra. El protocol d’hidrdlisi és lleugerament
diferent segons es tracti d'una peptidil-resina o d’'un péptid en solucid.

Per hidrolitzar la peptidil-resina es col loca 2-10 mg de la peptidil-resina completament seca en un
tub d’hidrolisi, s'afegeixen 0.25 mL de HCl:acid propionic (1:1) i es tanca el tub a la flama. Es deixa la
mescla reaccionar a 155 °C durant 90 minuts i posteriorment s’evapora l'acid a pressié reduida fins a

209 Kuisle, O.; Lolo, M.; Quifioa, E.; Riguera, R., Monitoring the solid-phase synthesis of depsides and depsipeptides. A color test
for hydroxyl groups linked to a resin. Tetrahedron, 1999, 55, 14807-14812

210 Allman, G. L., A colometric method for determing low concentrations of mercaptans, Arch. Biochem. Biophys., 1958, 74, 443-
450.



sequedat. El residu es redissol en un volum conegut de tamp0 citrat 0.06 M pH 2 i es filtra amb un filtre
de nylon de 0.45 um abans d'injectar-se a I'analitzador.

La hidrolisi de péptid lliure es realitza amb una solucié6 HCI 6 M (afegint un 1 % de fenol per
minimitzar l'oxidacié de mostres que contenen tirosina). Es tanca el tub a la flama i es deixa la mescla
reaccionant a 155 °C durant 60 min, tot i que també es pot fer reaccionar a 110 °C durant 24 h.
Posteriorment la mostra es tracta com en el cas de la peptidil-resina.

Aquesta técnica no permet quantificar la cisteina, el triptofan ni N-metil aminoacids.

1.5.4 Sintesi en fase solida emprant I'estratégia de proteccié Fmoc/Bu

Els suports polimérics emprats en aquesta tesi per a I'obtencié de péptids amb extrem C acid han
estat la resina 2-clorotritil (CTC-PS) i la resina Wang.

La resina CTC-PS és molt labil al medi acid i a l'aigua, i per aixo cal tenir en compte les seglients
precaucions: es guarda a baixa temperatura i abans de utilitzar-la es col loca en un dessecador de KOH
per atemperar-la. El DCM emprat per a realitzar els acoblaments i els rentats es fa passar préviament
per una columna d’alimina basica per tal d’eliminar traces d’acid clorhidric. Abans d'iniciar la sintesi en
la resina CTC-PS es renta amb DCM (5 x 1 min) per tal de solvatar-la, amb DMF (5 x 1 min) per
eliminar traces d’acid clorhidric i altre cop amb DCM (5 x 1 min) que sera el dissolvent emprat en la
incorporacié del primer aminoacid.

1.5.4.1  Incorporacié del primer aminoacid.

e Resina CTC-PS. La incorporacié del primer aminoacid en la resina CTC-PS (1.5 mmol/g
resina) es realitza mitjangant una reacci6é de substitucié nucledfila i es duu a terme en
defecte d’equivalents per disminuir la funcionalitzacid per evitar el risc d’agregacié de la
cadena peptidica durant la sintesi. S'addiciona 0.7 eq de Fmoc-AA-OH per obtenir una
funcionalitzacié d’aproximadament 0.5 mmol-g resina. EI Fmoc-AA-OH es dissol en DCM i
s’hi addiciona 1.7 eq de DIEA. La mescla s’addiciona sobre la resina i s’agita durant 5
minuts. A continuacié s’'addicionen 3.3 eq més de DIEA i es deixa reaccionant durant 1 h.
Posteriorment, s'afegeix MeOH (0.8 mL/g de resina), i es deixa reaccionant durant 15 min,
per tal de bloquejar tots aquells punts reactius de la resina en els que no s’ha incorporat el
primer aminoacid. Finalment es renta la resina amb DCM (5 x 1 min) i DMF (5 x 1 min).



o Resina Wang. La resina Wang té una funcionalitzacié optima per a la sintesi de péptids
(func = 0.8 mmol/g resina). S'addiciona el primer aminoacid (4 eq) dissolt en DCM i DMAP
(0.1 eq). Seguidament s’afegeix la DIPCDI (4 eq) i es deixa reaccionar durant 1 h a
temperatura ambient en agitacié orbitalica. A continuacié es realitza el test qualitatiu
d’alcohols.

1.5.4.2  Eliminacié del grup Fmoc

El grup Fmoc s’elimina realitzant 3 tractaments de 5 min i 1 de 10 min amb piperidina-DMF (1:4). En
el cas de I'eliminaci6 del grup Fmoc d'un N-metil aminoacid i de 'amino d’una cadena lateral es realitzen
dos tractaments extres de cinc minuts amb piperidina-DBU-tolué-DMF (5:5:20:70).

1.5.4.3  Calcul de la funcionalitzacié de la resina

La substitucié de la resina es calcula per I'analisi d’aminoacids d’una aliquota de resina hidrolitzada o
per quantificacio del grup Fmoc eliminat, tal i com indica el segiient apartat.

1.5.4.4  Quantificacio del grup Fmoc

La quantificacié del grup Fmoc es realitza per saber la substitucio de la resina després de la
incorporaci6 del primer aminoacid i per determinar el rendiment d’'un acoblament. Per quantificar el grup
Fmoc cal realitzar 'eliminacié del grup Fmoc seguint el protocol descrit a I'apartat 1.5.4.2 i recollir els
rentats de tots els tractaments en un matrau aforat. Es dilueix amb DMF de manera que la seva
absorbancia estigui en la zona lineal de la llei de Lambert-Beer. Es mesura I'absorbancia a 290 nm i es
calcula la funcionalitzacié de la resina aplicant la formula segtient::

On:
A-X Z : Funcionalitzacié de la resina (mmol/g resina)
_ A: Absorbancia
Z = X: Volum de solvent (mL)
c- Y-l & Coeficient d’absorcié molar = 56800 (L-mol 7-cm'1)

Y: Pes de la resina (g)
I: Longitud de la cubeta (cm)



1.5.4.5 Ensamblatge de la cadena peptidica

El creixement de la cadena peptidica es realitza de forma general seguint el cicle d’etapes descrit a

la seglient taula:

Etapa Reactiu Operacio Num. Tractaments  Temps (min)
1 DMF Rentat 5 1
2 Piperidina/DMF (1:4) Desproteccid 1

3 5

1 10
3 DMF Rentat 5 1
4 DCM Rentat 5 1
5 DMF Rentat 5 1
6 Fmoc-AA-OH/Agent d’acoblament Acoblament 1 60
7 DMF Rentat 5 1
8 DCM Rentat 5 1

Taula 1.5 Cicle d'etapes en I'elongacié del peptid en la sintesi en fase solida.

Finalitzat el temps d’acoblament, la resina es filtra i es renta amb DMF (5 x 1 min) i DCM (5 x 1 min).
Es realitza el test qualitatiu de ninhidrina (apartat 1.5.2.1). Si I'assaig és positiu es repeteix I'acoblament
desde l'etapa 3 (Taula 1.5). Si I'assaig és negatiu es procedeix a realitzar I'eliminacié del grup Fmoc
(apartat 1.5.4.2).

Els agents i additius d’acoblament, aixi com els equivalents que s’han emprat en cada una de les
sintesis s'especifiquen en cada cas en els apartats corresponents. L'agent d’acoblament més emprat en
el capitol 1 ha estat la carbodiimida DICPDI amb HOBt mentres que s’ha emprat I'agent d’acoblament
HATU amb DIEA en les sintesi de derivats de tiocoralina. Els protocols seguits en els acoblaments es
troben descrits a continuacio:

15451  Acoblament amb DIPCDI/HOBt

La parella d'agents d’acoblament DIPCDI/HOBt s’empra de forma general entre aminoacids naturals.
Es dissol I'aminoacid (5 eq) i 'HOBt (5 eq) en DMF i s’addiciona a la resina. A continuacié s’afegeix la
carbodiimida DIPCDI (5 eq) i es deixa reaccionant 1 h a temperatura ambient en agitacié orbitalica.



1.54.5.2 Acoblament amb HATU/DIEA

La sal d’amini s'empra en acoblaments entre aminoacids ramificats o amb la peptidil-resina amb
I'extrem N-alquilat. Es dissol 'aminoacid (3 eq) i THATU (2.9 eq) en DMF i a continuacié s'addiciona la
DIEA. Amb ajut d’'una pipeta Pasteur s’agita la mescla de reaccié durant 5 min i llavors s'addiciona sobre

la peptidil resina. La reaccio es deixa 35 min a temperatura ambient i en agitacié orbitalica.

1.5.4.6  Eliminacié del grup protector Alloc/ester al filic

La peptidil-resina protegida amb el grup Alloc/éster alilic es renta amb DCM (5 x 1 min) fins quedar
ben solvatada i s’addiciona [Pd(PPhs)] (0.1 eq) en preséncia d'un capturador de cations al flilics, PhSiH3
(10 eq). La mescla de reaccié es manté durant 15 min a temperatura ambient amb agitacié mecanica. El
procediment es repeteix tres vegades més. Un cop eliminat el grup protector Alloc/éster al filic, cal rentar
la resina amb DCM (5 x 1 min), DMF (5 x 1 min) i DCM (5 x 1 min). Es recomanable realitzar rentats
addicionals amb una solucié de dietilditiocarbamat sddic 0.02 M en DMF (2 x 20 min) per eliminar traces
de Pd.

1.5.4.7  Eliminacio del grup protector pNZ

La peptidil-resina protegida amb el grup pNZ es renta amb DMF (5 x 1 min) i s’addiciona una solucié
6 M de SnCl, en DMF que conté HCI (1.6 mM). Es deixa la reaccié 30 min a temperatura ambient amb
agitacié mecanica. Es repeteix el mateix procediement una altra vegada i finalment es renta la resina
amb DMF (5 x 1 min), DCM (5 x 1 min) i DMF (5 x 1 min).

1.5.4.8  Eliminacio del grup Npys

La peptidil resina protegida amb el grup Npys es renta amb DMF (5 x 1 min) i DMF/H20 (4:1) (2 x 1
min). S’addiciona DMF/H,O (4:1) (4 mL/g resina) a la peptidil-resina i a continuacié s'addiciona BusP
(100 eq). La reaccié es manté 10 min a temperatura ambient i amb agitacié mecanica. Es repeteix el
mateix procediment una altra vegada, observant-se I'abséncia de color en la soluci6. Després del segon
tractament es renta la resina amb DMF/H;0 (4:1) (5 x 1 min) i DMF (5 x 1 min).



1.5.4.9  Eliminacié del grup protector Mmt de la Cys i Trt de la Ser

La peptidil-resina protegida amb el grup Mmt en la cadena lateral de la cisteina 0 amb el grup Trt en
la cadena lateral de la Ser, es renta amb DCM (5 x 1 min). S’addiciona una soluci6 1 % de TFA en DCM
que conté un 5 % de TIS. Es deixa la reaccié durant 30 min a temperatura ambient i es repeteix el
mateix tractament dues vegades més. S'observa I'abséncia de color en el darrer tractament.

1.5.4.10 Acilacié del grup amino

La peptidil-resina amb el grup amino lliure es renta amb DMF (5 x 1 min) i es tracta amb Ac,0 (15
eq) i s’hi addiciona DIEA (30 eq), es deixa reaccionar 1 h a temperatura ambient amb agitacié orbitalica.
A continuacio es filtra, es renta amb DMF (5 x 1 min), DCM (5 x 1 min) i es realitza el test de ninhidrina o
De Clercq. Si el test és positiu es repeteix el procés.

1.5.4.11  Formacié del pont disulfur entre Cys(Acm) en la resina CTC-PS

La peptidil-resina es renta amb DMF (5 x 1 min) i s’addiciona iode (2.5 eq per grup Acm) dissolt en
DMF (4 mL/g resina). Es deixa la reaccid6 10 min a temperatura ambient amb agitacié mecanica.
Seguidament, es filtra la soluci6 de iode i es renta la resina amb DMF (1 x 5 min), DCM (5 x 1 min),
CHCI3 (5 x 1 min) i DCM (4 x 1 min), es pren una aliquota per ésser analitzada en el HPLC-EM.

1.5.4.12 Divisio de la resina

S’addiciona un volum conegut de DMF a la peptidil-resina i amb ajuda d'una pipeta Pasteur de
plastic o una micropipeta i s'aconsegueix una suspensié homogénia. Es pren un mateix volum i es
reparteix en les diferents xeringues, préviament preparades amb el corresponent filtre de polietilé poros.
Es repeteix I'operacié tantes vegades com sigui necessari fins que la quantitat de peptidil-resina en la
xeringa inicial sigui despreciable. Una altra possibilitat és secar bé la peptidil-resina i fer les aliquotes per
pesada. Pero el primer métode és més recomanable perqué la peptidil-resina es troba en tot moment
solvatada i la reparticié de la peptidil-resina és més acurada. En canvi, no es pot quantificar la quantitat
de resina transferida i es determina en referéncia a la quantitat de resina inicial.



1.5.4.13 Escissio del peptid de la resina

Resina CTC-PS. La resina CTC-PS ofereix la possibilitat d’escindir el peptid en diferents
concentracions d’acid de manera que, emprant una elevada concentracié d’acid obtenim el
péptid totalment desprotegit i, amb una solucio diluida d’acid obtenim el péptid protegit amb els
grups Boc/BBu. En la present tesi ens interessa obtenir els péptids lineals o fragments totalment
protegits per tal de ser ciclats en solucié o per poder-los acoblar a una peptidil-resina. Per aixd
sempre realitzarem I'escissié del péptid de la resina en condicions d’acidolisi suaus. Es renta la
peptidil-resina amb DCM (5 x 1 min). Es prepara un sistema de filtraci6 de manera que els
filtrats es recullen en un balé que conté aigua (15 mL H,0/250 mg resina). S'addiciona a la
peptidil-resina una solucié 1 % de TFA en DCM de manera que cobreixi la peptidil-resina i es
deixa reaccionant durant 30 s i es filtra. Es repeteix la mateixa operacio 4 vegades més. El balo
que conté els filtrats recollits es duu rapidament a evaporacié a pressio reduida per tal
d’eliminar I'acid.

Resina Wang. Es renta la peptidil-resina amb DCM (5 x 1 min). Es prepara un sistema de
filtracié de manera que els filtrats es recullen en un bald. S'addiciona a la peptidil-resina una
solucié de TFA/H.O/TIS (95:2.5:2.5), TFA/H,O (4:1) o un altra tipus de mescla acidolitica,
depenent de la peptidil-resina que es vulgui escindir. De manera aproximada, s’addicionen 10
mL de mescla acidolitica per g de resina durant 1 h a temperatura ambient amb agitacié orbital.
El bal6 que conté els filtrats recollits es duu rapidament a evaporacié a pressio reduida per tal
d’eliminar I'acid. A continuacié s’addiciona TBME per fer precipitar el péptid i poder decantar les
restes dels grups protectors i els additius de la mescla d'escissio. Si el péptid no disposa de
cadenes laterals polars i té el grup amino protegit és possible que no precipiti.



2. Sintesi d’un analeg de la sirengotoxina,
depsipeéptid ciclic anti-Leishmania

21 SINTESI DEL DIDEHIDROPEPTID FMOC-THR("BU)-(2)-DHB-OSU

211  Sintesi de Fmoc-Thr(‘Bu)-OSu

En un bal6 de 250 mL es dissol el Fmoc-Thr(Bu)-OH (3 g, 7.5 mmols) en 20 mL de 1,4-dioxa. En un
vial es dissol 'HOSu (1.56 g, 13.6 mmols) en 5 mL de 1,4-dioxa i 500 uL d’H20, s’agita fins a dissolucio i
s'addiciona al bal6. Posteriorment s’hi addiciona la DIPCDI (1.52 mL, 9.8 mmols), i es deixa la mescla en
agitaci6 a temperatura ambient durant 16 h. A continuacio, s’evapora el dissolvent a pressié reduida i es
redissol el residu en 30 mL d’AcOEt, rentant-se la solucié organica amb H,O (3 x 25 mL) i amb una
solucié d'aigua acidificada amb HCI fins pH 3 (3 x 25 mL). La fraccié organica s'asseca amb MgS04

anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent a pressié reduida, obtenint-se 3.55 g d'un sdlid blanc.

Rendiment: 95%. HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 30 min, Cqg): tr=

OBﬁ o 202 min. CCF (S0; CHCl-MeOH (9:1), revelat a IUV): R; = 0.58.
ji \/Q(O_Nﬁ RMN 'H (400 MHz, CDCly): & 1.13 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CHs Thr(BBu));
A g 122 (s, 9H, 3CHs Bu); 2.80 (s, 4H, 2CH; OSu); 426 (m, 1H, CH

Fmoc); 4.37 (m, 1H, CHP Thr(1Bu)); 4.43 (m, 2H, CH, Fmoc); 4.62 (dd,

J =92, 2.0 Hz, 1H, CH* Thr(Bu)); 5.70 (d, J = 9.6 Hz, 1H, NH Thr(Bu)); 7.31 (m, 2H, 2CHarom Fmoc);
7.39 (m, 2H, 2CHarom Fmoc); 7.62 (m, 2H, 2CHarom Fmoc); 7.76 (m, 2H, 2CHzom Fmoc). RMN 13C (100
MHz, CDCly): & 21.5 (CHs Thr(Bu)); 26.3 (2CH, OSu); 29.3 (3CH; Boc); 47.9 (CH Fmoc); 59.4 (CH
Thr(tBu)); 68.0 (CH® Thr(Bu)); 68.2 (CH, Fmoc); 75.5 (C Boc);120.7 (2CHaom Fmoc), 125.9 (2CHaron
Fmoc), 127.8 (2CHaom Fmoc), 128.5 (2CHaom Fmoc); 142.1 (2Caom Fmoc), 144.4 (2Caom Fmoc); 157.0

(CO Fmoc); 167.6 (CO Thr(/Bu)); 169.2 (2CO OSu). EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z: calculat per
CarHzoN207 494.6; trobat 517.9 [M + NaJ*, 533.9 [M + KJ*



21.2  Sintesi del dipéptid Fmoc-Thr(tBu)-Thr-OH

En un balé de 100 mL es dissol el Fmoc-Thr(1Bu)-OSu (1.29 g, 2.61 mmols) en 10 mL de 1,4-dioxa.
En un vial es dissol 'aminoacid H-Thr-OH (0.31 g, 2.60 mmols) en 5 mL de 1,4-dioxa, s’hi addiciona la
DIEA (0.45 mL, 2.60 mmols), s’agita fins a total dissolucio i s’addiciona a la primera soluci6. La mescla
reaccionant es manté en agitacio a temperatura ambient durant 15 h; s’evapora el dissolvent a pressio
reduida i es redissol en 30 mL d’AcOEt. Es fan successius rentats de la solucié organica amb una
solucié d’'aigua acidificada amb HCI fins pH 3 (3 x 25 mL). La fraccié organica s'asseca amb MgSO,

anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent a pressié reduida, obtenint-se 3.40 g d'un sdlid blanc escumoés.

O y/ Rendiment: 85%. HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 30 min, C1g): tr
O’ o O hoO = 21.2 min. CCF (SiO,, DCM-Acetona (9:1), revelat a 'UV): Rs =
O)J\ N\)J\OH 0.54. EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z: calculat per Ca7H3:N2O7 498.2,

Qo™ trobat 521.8 [M+Na]*; 537.8 [M+K]*.

21.3 Intent de deshidratacié del dipéptid Fmoc-Thr(tBu)-Thr-OH amb DSC

En un bal6é de 50 mL es dissol el dipéptid Fmoc-Thr(Bu)-Thr-OH (0.53 g, 1.06 mmols) en 10 mL
d’MeCN; paral {elament, en un vial es dissol la DSC (0.54 g, 2.12 mmols) amb 5 mL d'MeCN i 1 mL de
DMF i s’addiciona a la primera solucié. Seguidament s’adiciona la DIEA (2.23 mL, 12.82 mmols) i es
manté la solucid en agitacié a temperatura ambient durant 3 dies. S’elimina el dissolvent a pressio
reduida i el residu es redissol amb 50 mL d’AcOEt, rentant-se la solucidé organica amb una solucid
aquosa acidificada amb HCI fins a pH 3 (3 x 40 mL) i amb una solucié aquosa saturada de NaCl.
S'asseca la fase organica amb MgSO, anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent a pressié reduida,
obtenint-se 2.02 g d'un producte blanc escuméds. El producte s’hidrolitza en la purificacid per
cromatografia en columna de silice fent servir com a fase mobil Hexa—Cloroform (9:1).

Rendiment: 10%. HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 30 min, Cig): tr = 20.7 min. CCF (SiO,, Hexa-
Cloroform (9:1), revelat a 'UV): Ry = 0.53. EM [MALDI-TOF (DHBY)], m/z:: calculat per Cs1H3sN3Og 577.2,
trobat 600.4 [M+Na]*; 616.4 [M+K]*.



2.2 SINTESI DEL DIDEHIDROPEPTID FMOC-THR(TBU)-(Z)-DHB-OH

2.21 Sintesi de H-Thr-Oal il

2.2.1.1  Sintesi de Boc-Thr-Oal il

Es treballa en tot moment a la vitrina degut a la toxicitat del bromur d’al il. Tots els residus generats i
el material fet servir cal rentar-los préviament amb una soluci6 de NaOH en MeOH abans de ser
dipositats en els contenidors de residus comuns.

En un bal6é de 250 mL s’addiciona el Boc-Thr-OH (2 g, 9.8 mmols), seguidament s’hi addiciona la
DIEA (1.71 mL, 9.8 mmols) i finalment, el bromur d’al il (19 mL, 220 mmols). Es col 1oca un refrigerant
tapat amb un séptum i proveit d’'un globus i es manté la soluci6 a reflux (75 °C) durant 4 h, fins que
s'observa per CCF la desaparicié de I'aminoacid de partida; la solucié passa d'un color groguenc a
ataronjat intens i s'observa, a més a més, la formacié d’un precipitat blanc. A continuacié es refreda el
balé a temperatura ambient, es filtra la mescla i el filtrat es dissol en 30 mL d’AcOEt. Es realitzen rentats
de la soluci6 organica amb una solucié aquosa de NaHCOs al 5 % (5 x 20 mL) per tal d’extreure
possibles restes de 'aminoacid de partida i la major part del bromur d’al lil, obtenint-se 2.31 g d’'un oli
marrd. Finalment es purifica el producte per cromatografia en columna fent servir com a fase
estacionaria SiO, i com a eluents una mescla d’'Hexa/Acetat d'etil (7:3). S'obtenen 2.23 g d’un oli
groguenc.

oH Rendiment: 93% . HPLC (gradient de 10:0 a 0:10 en 30 min., C1g): tr = 18.2

>L j\ IH/O\/\ min. CCF (SiO,, Hexa—AcOEt (3:2), revelat amb ninhidrina): R = 0.44. IR

© H 5 = (film, v, cm™): 3691 (O-H, st), 3089 (Csp?H, st), 2981 (Csp3-H, st), 1719

(C=0, st), 1653 (HC=CH,, st), 1368-1393 (C-CHs, def. Boc), 1069 (C-O, st).

RMN *H (300 MHz, CDCls): 6 1.26 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CHs Thr); 1.46 (s, 9H, 3CHs Boc); 2.13 (s, 1H, OH

Thr); 4.26-4.32 (m, 2H, CH* Thr, CHP Thr); 4.66 (m, 2H, OCH, al lil); 5.27 (dm, J = 10.5 Hz, 1H, =CHH’

allil); 5.35 (dm, J = 17.4 Hz, 1H, =CHH’ alil); 5.36 (s, 1H, NH Thr); 5.92 (m, 1H, CH al lil). RMN *3C (75

MHz, CDCly): & 19.9 (CH3 Thr); 28.3 (3CHs Boc); 58.9 (CH* Thr); 66.0 (OCH, al ll); 67.9 (CHP Thr); 80.0

(C Boc); 118.6 (=CH2 alHil); 131.4 (CH alHil); 156.1 (CO Boc); 171.1 (CO Thr). EM [ES(+),H.0-MeCN
(1:1)], m/z: calculat per C12H21NOs 259.1, trobat 204.1 [M - al il + H]*; 260.1 [M + H]*; 282.1 [M + Na]*.



2.21.2  Sintesi de HCI-H-Thr-Oal il

S’addiciona Boc-Thr-Oal il (1.82 g, 7.46 mmols) en un bal6é de 250 mL i es tapa amb un séptum.
Mitjangant una canula s’addiciona la solucié comercial de HCI1,4-dioxa (4 M) fins a quedar I'aminoacid
totalment cobert, es col{oca un séptum i una agulla, i es manté en agitacio a temperatura ambient
durant 1.5 h. A continuacié s’elimina el dissolvent a pressi6 reduida i es fan diverses coevaporacions
amb Et,0, obtenint-se 1.44 g d’un oli groguenc.

o Rendiment: 98%. CCF (SiO., Hexa—AcOEt (3:2), revelat amb ninhidrina): Rs =

cr \/EWO 0.05. IR (film, v, cm™): 3691 (O-H, st), 2932 (Csp?-H, st), 1746 (C=0, st), 1652

"HaN " (HC=CHy, st), 1457 (CHs, def), 1221 (C-O-C, st), 1117 (C-O(H), st). RMN 'H (200

MHz, CD3;0D): § 1.33 (d, J = 6.2 Hz, 3H, CHs Thr); 4.00 (d, J = 4.0 Hz, 1H, CH*

Thr); 4.30 (qd, J = 6.4, 4.2 Hz, 1H, CH" Thr); 4.80 (m, 2H, OCH; al il); 5.30 (dm, J = 10.4 Hz, 1H, =CHH’

al il); 5.40 (dm, J = 17.2 Hz, 1H, =CHH’al il); 6.00 (m, 1H, CHal lil). RMN "3C (75 MHz, CD3;0D): & 18.6

(CHs Thr); 57.8 (CH* Thr); 64.3 (CHP Thr); 65.9 (OCH al lil); 117.6 (=CH; alil); 130.5 (CH al l); 166.8

(CO Thr). EM [ES (+), H:0-MeCN (1:1), 1 % acid formic)], m/z: calculat per C7H14NOsCl 195.1, trobat
160.2 [M + HJ*.

2.2.2  Sintesi del dipéptid Fmoc-Thr(‘Bu)-Thr-Oal.lil

En un bal6 de 250 mL es dissol el HCI‘H-Thr-Oal.lil (1.44 g, 7.3 mmols) en 25 mL de 1,4-dioxa i
s'addiciona la DIEA (2.55 mL, 14.6 mmols). En un altre bal6 es prepara la dissolucié de la Fmoc-
Thr(Bu)-OSu en 20 mL de 1,4-dioxa, s'addiciona a la primera solucié i es manté en agitacio a
temperatura ambient durant 15 h. S'observa la formaci6 d’'un precipitat blanc i per HPLC no es
determina la preséncia de producte de partida. Tot seguit s’elimina el dissolvent a pressio reduida i es
redissol el residu amb 40 mL d'acetat d'etil. La solucié organica es renta amb una solucié aquosa
saturada de NaCl (2 x 25 mL) i posteriorment amb una solucié aquosa de HCl de pH 3-4 (3 x 25 mL). La
fraccio organica s’asseca amb MgSOs anhidre, es filtra i s'asseca a pressié reduida, obtenint-se 2.43 g
d’un solid escumds blanc.

Rendiment: 85%. HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 30 min,
oy/ C1g): tr = 21.2 min. CCF (SiO,, DCM-Acetona (9:1), revelat a
0] O
H 'UV): R¢=0.54. RMN 'H (600 MHz, CDCls): 6 1.10 (d, J = 6.6
O/U\N\/[H/N\;)J\O/\/ ): R ( 3) (
H Q, N Hz, 3H, CHs Thr(Bu)); 1.23 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHs Thr); 1.29
© (s, 9H, 3CH; Bu); 2.04 (d, J = 3.6 Hz, 1H, OH Thr); 4.18 (m,



1H, CHP Thr(Bu)); 4.22 (m, 1H, CH Fmoc); 4.28 (m, 1H, CH” Thr(!Bu)); 4.40 (m, 3H, CH, Fmoc, CHP
Thr); 4.55 (dd, J = 8.4, 2.4 Hz, 1H, CH* Thr); 4.66 (m, 2H, OCH, al il); 5.25 (dm, J = 10.2 Hz, 1H, =CHH’
aldil); 5.34 (dm, J = 17.4 Hz, 1H, =CHH’ al"lil); 5.90 (m, 1H, CH alil); 6.00 (d, J = 5.4 Hz, 1H, NH
Thr(!Bu)); 7.29 (m, 2H, 2CHarom Fmoc); 7.38 (m, 2H, 2CHarom Fmoc); 7.59 (m, 2H, 2CHaom Fmoc); 7.74
(m, 2H, 2CHarom Fmoc); 8.05 (d, J = 8.4 Hz, 1H, NH Thr). RMN C (150 MHz, CDCls): 6 16.6 (CHs
Thr(!Bu)); 20.3 (CHs Thr); 28.4 (3CH; Bu); 47.7 (CH Fmoc); 57.9 (CH* Thr); 58.9 (CH® Thr(!Bu)); 66.3
(OCH alil); 67.2 (CH® Thr(Bu)); 67.4 (CH® Thr, CH, Fmoc); 75.9 (C Bu); 119.3 (=CH; allil); 120.4
(2CHarom Fmoc), 125.5 (2CHarom Fmoc), 127.4 (2CHarom Fmoc), 128.0 (2CHaom Fmoc); 131.8 (CH alHil);
141.6 (2Carom Fmoc), 144.2 (2Caom Fmoc); 156.9 (CO Fmoc); 170 (CO Thr(Bu), CO Thr). EM [MALDI-
TOF(DHB)], m/z: calculat per CsoH3sN2O7 538.3; trobat 562.0 [M + NaJ*; 577.9 [M + K]*.

2.2.3  Obtenci6 del didehidropéptid Fmoc-Thr(:Bu)-(Z)-Dhb-Oal.lil

En un bal6 de 250 mL s’addiciona el dipeptid Fmoc-Thr(Bu)-Thr-Oal.lil (2.43 g, 4.5 mmols) i 40 mL
d’una mescla de DCM-DMF (98:2), agitant-se fins a total dissolucié. Paral {elament, en un vial es dissol
la carbodiimida EDC HCI (1.73 g, 9.0 mmols) en 5 mL de la mescla de DCM-DMF (98:2) i s’addiciona la
solucié al bal6. Seguidament es tapa amb un séptum i es purga amb nitrogen. Posteriorment s’addiciona
el CuCl (0.537 g, 5.42 mmols), tornant a purgar amb nitrogen. Es deixa la mescla reaccionant a
temperatura ambient, amb agitacié i sota atmosfera de nitrogen (globus), realitzant controls regulars per
HPLC fins a les 20 h de reaccid, temps en que s'esgota tot el dipéptid de partida. A continuacio
s'evapora el dissolvent a pressié reduida i es purifica el residu per cromatografia en columna, fent servir
SiO; com a fase estacionaria i una mescla de DCM-Acetona de polaritat creixent com a fase mobil;
s'inicia amb DCM i es finalitza amb la mescla DCM/Acetona (9:1). S'obtenen 1.6 g de dipéptid
deshidratat. El tractament posterior del cru de reaccié mitjancant rentats amb EDTA i extraccions acides
i basiques és tedios i poc eficient.

Rendiment: 70%. HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 30 min,
% C1s): tr = 23.6 min. CCF (SiO,, DCM-Acetona (98:2), revelat a
o \/(T(H 0 FUV): R¢=0.47. RMN 'H (600 MHz, CDCl3): 5 1.12 (d, J = 6.6

L N AN
o N I J)ko Hz, 3H, CH; Thr(1Bu)); 1.30 (s, 9H, 3CH3 Bu); 1.78 (d, J = 7.2
Hz, 3H, CH; Dhb); 4.22 (m, 2H, CH Fmoc, CHP Thr(BBu)); 4.32
(dd, J = 4.8, 4.8 Hz, 1H, CH" Thr(Bu)); 4.40 (m, 2H, CH, Fmoc); 4.68 (m, 2H, OCH, alil); 5.25 (dm, J =
10.2 Hz, 1H, =CHH’ al lil); 5.34 (dm, J = 17.4 Hz, 1H, =CHH’ al il); 5.93 (m, 1H, CH al il); 6.00 (d, J=4.8
Hz, 1H, NH Thr(Bu)); 6.76 (q, J = 7.2 Hz, 1H, CH Dhb); 7.31 (m, 2H, 2CHarom Fmoc); 7.39 (m, 2H,

2CHarom Fmoc); 7.62 (m, 2H, 2CHarom Fmoc); 7.76 (m, 2H, 2CHarom Fmoc); 8.58 (s, 1H, NH Dhb). RMN
13C (150 MHz, CDCls): § 15.7 (CHs Dhb); 17.2 (CHs Thr(Bu)); 28.3 (3CHs Bu); 47.5 (CH Fmoc); 59.4



(CH* Thr(tBu)); 66.1 (OCH, al‘il); 66.9 (CH® Thr (:Bu)); 67.3 (CH, Fmoc); 76.3 (C Bu); 118.8 (=CH
alil); 120.5 (2CHarom Fmoc), 125.6 (2CHarom Fmoc), 127.4 (2CHarom Fmoc), 128.0 (2CHarom Fmoc); 126.9
(C Dhb); 127.6 (CH alHil); 133.2 (CH Dhb); 141.8 (2Carom Fmoc), 144.1 (2Caem Fmoc); 156.5 (CO Fmoc);
164.2 (CO Dhb); 168.2 (CO Thr('Bu)). EM [MALDI-TOF (DHB)], calculat per CsHasN2Og 520.3, trobat
543.8 [M + NaJ*; 559.8 [M + K]*.

2.24  Sintesi de Fmoc-Thr(Bu)-(Z)-Dhb-OH
Cal treballar amb material ben sec, dissolvents anhidres i sota atmosfera d’argé.

En un balé de 100 mL s’addiciona el Fmoc-Thr(iBu)-(Z)-Dhb-Oal il (1.6 g, 3.1 mmols) i el PhSiH
(1.14 mL, 9.2 mmols), es dissolen en 20 mL de DCM i es purga el sistema amb argé. Posteriorment,
s'addiciona el catalitzador [Pd(PPhs)s] (107 mg, 0.1 mmols) i es torna a purgar amb arg6. Es manté la
mescla en agitacio, a temperatura ambient i sota atmosfera d’argé, i a les 2 h de reacci6 s'observa per
HPLC que ja s’ha desprotegit tot el dipéptid de partida. Tot seguit s'addiciona H.O (277 uL, 15.38
mmols) al cru de reaccid, es filtra la solucié i s'elimina el dissolvent a pressio reduida. Finalment es
purifica el residu per cromatografia en columna, fent servir com a fase estacionaria el SiO, i una mescla
de DCM-Acetona-MeOH (90:8:2) com a fase mobil. El producte es troba en tres fraccions: pura (614
mg), impura amb I'isomer E (130 mg, 75 % puresa) i impura amb dibenzofulbé (750 mg, 83 % puresa).

Rendiment: 42 % de producte pur. HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en

30 min, Cis): tr = 19.7 min. CCF (SiO; DCM-Acetona-MeOH
I{( (90:8:2), revelat a 'UV): R = 0.24. RMN 'H (600 MHz, CDCls): &

J)kOH 112 (d, J = 6.0 Hz, 3H, CHs Thr(Bu)); 1.30 (s, 9H, 3CHs Bu); 1.81

(d, J =7.2 Hz, 3H, CH; Dhb); 4.22 (m, 1H, CH Fmoc); 4.24 (m, 1H,

CH® Thr(Bu)); 4.33 (m, 1H, CH® Thr(Bu)); 4.40 (m, 2H, CH, Fmoc); 6.00 (d, J = 5.4 Hz, 1H, NH
Thr(BBu)); 6.87 (q, J = 7.2 Hz, 1H, CH Dhb); 7.31 (m, 2H, 2CHarom Fmoc); 7.39 (m, 2H, 2CHarom Fmoc);
7.62 (M, 2H, 2CHarom FMoC); 7.76 (M, 2H, 2CHaon Fmoc); 8.58 (s, 1H, NH Dhb). RMN %€ (150 MHz,
CDCls): 8 15.2 (CH3 Dhb); 23.7 (CHs Thr('Bu)); 28.3 (CH; Bu); 47.8 (CH Fmoc); 59.3 (CH* Thr(Bu));
67.1 (CHP Thr(Bu)); 67.2 (CH, Fmoc);120.6 (2CHarom Fmoc), 125.8 (2CHarom FMoc), 127.8 (2CHarom
Fmoc), 128.4 (2CHaom Fmoc); 135.1 (C Dhb); 141.3 (2Caom Fmoc), 143.7 (2Caem Fmoc); 156.3 (CO

Fmoc); 167.6, 168.2 (CO Thr(tBBu), CO Dhb). EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z: calculat per Ca7HzoN2Os
480.2, trobat 503.8 [M + Na]*; 519.7 [M + K[



2.3 SINTESI DELS DIDEHIDROPEPTIDS FMOC-THR("BU)-(Z)-DHB-OME | FMOC-
THR("BU)-(2)-DHB-OCH,COPH

2.3.1  Sintesi del dipéptid Fmoc-Thr(tBu)-Thr-OMe

En un balé de 100 mL s’addiciona el Fmoc-Thr(iBu)-OSu (1.0 g, 2.02 mmols) i 20 mL de 1,4-dioxa,
agitant fins a dissoluci6. En un bal6 de 50 mL s’addiciona HCI-H-Thr-OH (0.64 g, 5.26 mmols), la DIEA
(1.84 mL, 10.52 mmols) i 10 mL de 1,4-dioxa, s'agita fins a dissolucié i, seguidament, la solucio
s’addiciona al primer bald. La mescla reaccionant es manté en agitacié a temperatura ambient durant 15
h. Per HPLC encara s'observa producte de partida. A continuacid, s'evapora el dissolvent a pressio
reduida, el residu es redissol en 50 mL d’AcOEt i la solucié organica es renta amb una solucié aquosa
acidificada amb HCI fins pH 3 (3 x 40 mL) i una solucié aquosa saturada de NaCl. La fase organica
s'asseca amb MgSO; anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent a pressié reduida, obtenint 0.971 g d’'un

solid blanquinds.

Rendiment: 90%. HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 30 min, C1s): tr

QL = 19.4 min. CCF (SiO,, DCM-Acetona (9:1), revelat a 'UV): Ry =
oj\N\/E[(H\/loko/ 0.56. RMN "H (300 MHz, CDCls; 8, ppm): 1.1 (d, Juy+g = 6.3 Hz,

H : 3H, CHs" Thr); 1.22 (s, 3H, CHs" Thr); 1.29 (s, 15H, 3 CH3'Bu, CH;

OMe); 4.17,4.24 (m, 3H, CHg Thr, CHg Thr(Bu), CH Fmoc); 4.28
(m, 1H, CH,, Thr); 4.37 (m, 2H, CH, Fmoc); 4.50 (m, 1H, CH,, Thr(Bu)); 5.98 (s, 1H, NH Thr(Bu)); 7.29
(m, 2H, 2CHarom Fmoc); 7.38 (m, 2H, 2CHarom Fmoc); 7.58 (d, J = 9 Hz, 2H, 2CHarom Fmoc); 7.73 (d, J =
10 Hz, 2CHarom Fmoc); 7.88 (d, J = 12 Hz, 1H, NH Thr). RMN 3C (75 MHz, CDCls; 8, ppm): 18.0, 19.9
(CHs Thr, CH3 Thr(Bu)); 28.1 (CH3 Bu); 47.1, 57.4, 58.0, 67.5, 66.9 (CH,, Thr, CH, Thr('Bu), CHg Thr,

CHg Thr(Bu), CH Fmoc); 119.9, 125.1, 127.0, 127.6 (CHarom Fmoc); 142.0, 144.0 (C Fmoc). EM [MALDI-
TOF (DHBY)], m/z: calculat per CosH3sN2O7 521.3, trobat 457.6 [M-tBu+H]*, 535.7 [M+Na]*, 551.7 [M+K]".

Qo™



2.3.2  Sintesi del HCI H-Thr-CH,COPh

2.3.2.1  Sintesi de Boc-Thr-CH,COPh

En un bal6é de 100 mL s’addiciona el Boc-Thr-OH (2.10 g, 9.58 mmols), 30 mL d’AcOEt i la DIEA
(1.79 mL, 9.58 mmols), i s’agita fins a total dissolucié. A continuacié s’addiciona el bromur de
benzofenona (1.50 g, 7.54 mmols) i es manté la reaccio a reflux (78 °C) durant 16 h. Es deixa refredar la
soluci6 fins a temperatura ambient i es filtra la solucié organica per tal d’eliminar la sal de bromur de
DIEA. Seguidament es renta la solucié organica amb aigua (3 x 25 mL) i amb una soluci6é aquosa del 5
% de NaHCO; (3 x 25 mL). La fraccid organica s'asseca amb MgSOs anhidre, es filtra i s’elimina el
dissolvent a pressié reduida, obtenint-se un oli marronés. Es purifica per recristal litzacio en éter dietilic
a-78°Cis'obtenen 2.38 g d’un solid blanc.

Rendiment: 92%. HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 30 min, Cqg): tr =

0 ; : : hidrina) R, =
o H\)\ 13.6 min. CCF (SiO2, DCM-Acetona (9:1), revelat amb ninhidrina): R =
Y Y o
%

o’é\ 5 0.30. RMN *H (300 MHz, CDCls; &, ppm): 1.32 (d, Ju,+ = 6.6 Hz, CHy);
1.46 (s, 9H, 3CH; Boc); 3.78 (m, 1H, CHP Thr); 4.44 (m, 1H, CH" Thr);
4.60 (s, 1H, OH); 5.34 (d, Juw = 16.5 Hz, 1H, HH CH.COPh); 4.41 (d, InnHa = 12.9 Hz, 1H, NH); 5.68 (d,
Jus = 16.5 Hz, 1H, HH CH,COPh); 7.50-7.90 (m, 5H, 5CHarom CH2,COPh). RMN 3C (75 MHz, CDCl3; 8,
ppm): 18.7 (CH3"); 28.2 (CH; Boc); 59.3 (CH); 66.5 (CH, CH,COPh); 68.2 (CH®); 79.9 (C Boc); 127.9,
135.5 (CHarom CH2COPh); 133.3, 156.2, 171.1 (C CH,COPh, CO CH,COPh, CO Thr, CO Boc). EM
[MALDI-TOF (DHB)], m/z: calculat per C17H23NOg 337.2, trobat 360.8 [M+Na]*; 376.8 [M+K]*.

2.3.2.2  Sintesi de HCI‘H-Thr-OCH,COPh

En un bal6 de 100 mL s'addciona el HCI - Thr-OCH,COPh (1.20 g, 3.72 mmols) i 15 mL de HCI1,4-
dioxa (4 M), es tapa el balé amb un séptum, s’hi col loca una agulla i es manté en agitacié a temperatura
ambient durant 1.5 h. A continuacié s'evapora el dissolvent a pressio reduida i es realitzen
coevaporacions amb Et,O per tal d’eliminar tot el 1,4-dioxa. S'obtenen 0.99 g d’un sélid blanc.

AH/© Rendiment: 98%. HPLC (gradient de 9:1 a 0:10 en 30 min, Cig): k= 9.5
+H3N\)J\

min. RMN "H (300 MHz, CDCls; 5, ppm): 1.43 (d, Jup = 7.8 Hz, 3H,
CHs); 4.09 (m, 1H, CH®); 4.40 (m, 1H, CH"); 5.66 (s, 2H, CH, CH,COPh);
7.50-8.00 (M, 5H, 5CHarom CH2COPh). RMN 1C (75 MHz, CDCls; 5, ppm): 20.5 (CHs Thr); 59.9 (CHP);



66.7 (CH”); 68.9 CH2 CH,COPh); 129.0, 130.1, 134.5 (CHarom CH2COPh); 168.9 (CO CH,COPh); 193.4
(CO Thr). EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z: calculat per C1H1gNO4Cl 273.1, trobat 238.7 [M+Na]*; 260.7
[M+K]*.

2.3.3  Sintesi del dipéptid Fmoc-Thr(:Bu)-Thr-OCH,COPh

S'addiciona el Fmoc-Thr(tBu)-OSu (1.38 g, 2.79 mmols) i 20 mL de 1,4-dioxa en un bal6é de 100 mL i
s'agita fins a total dissolucié. A continuaci6 s’adiciona el HCI-H-Thr-OCH,COPh (0.987 g, 3.62 mmols) i
la DIEA (1.26 mL, 3.62 mmols), mantenint I'agitacié a temperatura ambient durant 20 h. S'elimina el
dissolvent a pressio reduida i es purifica el cru per cromatografia en columna de silice fent servir com a

fase mobil Hexa—AcOEt (95:5), obtenint 1.61 g d’un solid blanc lleugerament escumads.

g, 0

Qo ©°

Rendiment: 94%. HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 30 min,
Cig): tr = 21.4 min. CCF (SiO,, DCM/Acetona (9:1), revelat
a 'uV): Rr = 0.47. RMN 'H (300 MHz, CDCls; 6, ppm):
1.14 (d, Jn,ng = 6.2 Hz, 3H, CH3' Thr); 1.32 (m, 12H, 3CHs
Bu, CHs" Thr); 4.7 (m, 2H, CH* Thr, CH Fmoc); 4.2-4.7
(m, 7H, 2CH®, 2CHP, CH, Fmoc, CH Fmoc); 5.5 (m, 2H, CH, CH,COPh); 6.03 (d, Jut.cHo =4.8 Hz, 1H,
NH Thr(Bu)); 7.3-7.9 (m, 13H, 8CHarom Fmoc, 5CHarom CH2COPh). EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z: calculat
per CssH4oN20s 616.3, trobat 640.0 [M+Na]*; 656.0 [M+K]*.

234 Intent de deshidratacié dels dipéptids Fmoc-Thr(tBu)-Thr-OMe i Fmoc-Thr(‘Bu)-Thr-
OCH.COPh.

Se segueix el mateix procediment experimental que el realitzat per a la deshidratacié del dipéptid
Fmoc-Thr(tBu)-Thr-Oal .

La taula segilent conté la relacié de quantitats dels reactius emprats:

Dipéptid (g, mmols) EDCHCI/g CuCl/g Relaciéo molar Dissolvent/mL Temps / dies
Fmoc-Thr(Bu)-Thr-OMe
0.50 0.156 1:2.4:4 10 14
(0.34, 66)
Fmoc-Thr(tBu)-Thr-OCH2COPh 94
(0.20, 32) 0.24 0.072 1:2.4:4 4.11 10




El cru de reacci6 d’analitza per HPLC, HLPC-EM i per MALDI-TOF

Fmoc-Thr(‘Bu)-Dhb-OMe:

0.0 QL HPLC-EM [ES(+) t 196 min, m/z calculat per
O H 0O CasHasN20s 494.2, trobat 496.0 [M+H]*, 439 [M-Bu]*.
)J\ N -
O N | (0]
H o

Fmoc-Thr(‘Bu)-Thr-OCH,COPh:

O. o © H O HPLC: tz 20.7. EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z: calculat per
! U NJ)k
O N | (0]
H o o)

CssHasN207 598.3, trobat 622.0 [M+Na*, 638 [M+K]*.

2.4  SINTESI DE [MST, D-SER¢, THRS, ASP?] SIRENGOTOXINA

Les sintesis peptidiques es realitzen sobre suport polimeric CTC-PS seguint la metodologia Fmoc/
Bu. Se segueix el procediment estandard descrit a I'apartat 1.5. De forma general els acoblaments es
realitzen emprant DIPCDI i HOBt com a agents d’acoblament, mantenint la reaccié d’acoblament en
agitacié mecanica durant 1h i realitzant un assaig de ninhidrina en finalitzar cada acoblament, per tal de
determinar si aquest ha estat complert (assaig ninhidrina negatiu) o si necessita d’'un posterior
reacoblament (assaig ninhidrina positiu).

241 Sintesi de Alloc-Ser-OH
Cal treballar amb el material ben sec i amb dissolvents anhidres.

En un bal6é de 50 mL s’addiciona la serina (H-Ser-OH, 1.2 g, 9.5 mmols) i 10 mL de DCM. Es purga el
sistema amb argé, s'addiciona el clorur de tetrametilsilil (TMS-CI, 3.1 g, 28.5 mmols) i es torna a fer una
purga amb arg6. La reaccié es manté a reflux (64 °C) i sota atmosfera d’argd durant 2 hores. A continuaci6
es refreda la soluci6 a temperatura ambient i després es manté en un bany de gel durant 30 min, obtenint un
solid blanc. Posteriorment s’addiciona la DIEA (4.70 mL, 27.0 mmols) (solubilitzacié del solid) i seguidament
s’addiciona el cloroformiat d’al il (0.84 mL, 7.9 mmols). Cal fer aquesta addicié lentament, ja que la reaccié

és molt exotérmica. La solucié pren una coloraci6 groguenca. Es manté la reaccio en agitacio i en un bany



de gel durant 20 minuts i després 2 hores més a temperatura ambient. S'elimina el dissolvent a pressié
reduida i es redissol el residu en 30 mL d'una solucié aquosa del 10 % de NaHCO3, rentant la fase aquosa
amb AcOEt (3 x 40mL); les fases aquoses s'ajunten i s'acidifica amb una solucié aquosa de HCI 1 N fins
assolir pH 2, i tot seguit es fan extraccions amb AcOEt (3 x 50 mL). La fase organica s'asseca amb MgSQOs

anhidre, es filtra i s’elimina el dissolvent a pressié reduida, obtenint 1.05 g d’'un sélid groc.

Rendiment: 70%. HPLC (gradient de 10:0 a 0:10 en 30 min, Csg): tr = 10.1

" e OYH\)‘J’\OH min. IR (film, v, cm): 3670 (O-H, st); 3087 (Csp2-H, st); 2950 (Csp®H);
VA T 1703 (C=0, st). RMN *H (300 MHz, CDCls; &, ppm): 3.98 (m, 2H, CH."):
OH

4.410 (m, 1H, CH"); 4.59 (m, 2H, CH2 alil); 5.22 (d, J = 10 Hz, 1H, H3al il);
5.31 (d, J = 18 Hz, 1H, H* aldil); 5.91 (m, 1H, H2 al{il); 6.10 (m, 1H, NH). RMN *3C (75 MHz, CDCls; 3,
ppm): 55.8 (CH Ser); 62.7 (CH. Ser); 66.2 (CH-O alil); 117.9 (CH al il); 132.3 (CH.= al il); 156.6 (CO
Alloc); 173.5 (CO Ser). EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z: calculat per C;HisNOs 193.1, trobat 212.4
[M+Na]; 228.4 [M+K]".

24.2 Sintesi de la tetrapeptidil-resina [Alloc-Ser(&)-D-Dab(Boc)-Gly-resina CTC-PS] [Fmoc-
Thr&]

La resina CTC-PS (150 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropile equipada
amb un filtre de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. S'introdueix el primer
aminoacid Fmoc-Gly-OH (32 mg, 0.7 mmol) i DIEA (117 uL, 6.67 eq) en DCM. Després de 5 min,
s’addiciona més DIEA (59 uL, 3.33 eq) i la mescla de reaccio es deixa en agitacio durant 55 min a 25
°C. La reacci6 finalitza amb 'addicié de MeOH (120 uL) i la mescla es manté en agitacié durant 10 min
més. La peptidil-resina Fmoc-Gly-CTC-PS se sotmet als seguents rentats/tractaments: filtracié, DCM (5
x 30 s), DMF (5 x 30 s), piperidina/DMF (1:4) (1 x 1 min, 3 x 5 min, 1 x 10 min), pipridina/DBU/tolué/DMF
(6:5:20:70) (2 x 5 min). La funcionalitzacio es calcula per AAA i resulta 0.59 mmol/g resina.

Es realitza I'acoblament del Fmoc-D-Dab(Boc)-OH (99.1 mg, 3 eq) fent servir com a agents
d’acoblament DIPCDI (34.8 uL, 3 eq) i HOBt (34.5 mg, 3 eq). Es manté I'acoblament en agitacio
mecanica durant 1 h. Cal realitzar un reacoblament amb 3 eq de Fmoc-D-Dab(Boc)-OH, DIPCDI i HOBt.
A continuacié s’elimina el gup Fmoc amb DMF-piperidina-DBU-tolué (70:5:5:20) i es duu a terme la
incorporacio de I'Alloc-Ser-OH (42.5 mg, 3 eq) amb TBTU (72.2 mg, 3 eq), HOBt (34.4 mg, 3 eq) i DIEA
(78.4 uL, 6 eq) com a agents d'acoblament. Per fer aixo, es prepara en un vial una solucié de
I'aminoacid, 'HOBt i la DIEA en la minima quantitat de DMF. Una vegada addicionada a la resina,



s'afegeix el TBTU dissolt també en la minima quantitat de DMF i es manté en agitacié mecanica durant
30 min. Cal realitzar un reacoblament en condicions similars de 3 eq de reactius. Es pren una aliquota,
es tracta amb un 1 % de TFA en DCM (5 x 30 s) i el cru resultant s'analitza per EM.

EM [MALDI-TOF (DHB)] m/z: calculat per C1gH3oN4Og 446.2, trobat 347.7 [M-Boc+H]*; 369.7 [M-Boc+K]*;
469.8 [M+Na]*; 485.8 [M+K]*.

La incorporacié de Fmoc-Thr('Bu)-OH i consegiient formacio de I'enllag éster es realitza en les
mateixes condicions que les descrites anteriorment per a la incorporacié de la treonina desprotegida,
emprant Fmoc-Thr(tBu)-OH (149.1 mg, 5 eq), DIPCDI (58.1 uL, 5 eq), DMAP (4.77 mg, 0.5 eq) i DIEA
(13.1 uL, 1 eq). En aquest cas, després de cada tractament es realitza el test d’alcohols en resina
(Experimental, 1.5.2.4) . Com que no s'obté un resultat clar, es decideix fer un tercer tractament en
condicions similars a les emprades en els dos acoblaments anteriors. Es pren una aliquota de la peptidil-
resina i es tracta amb un 1 % de TFA en DCM (5 x 30 s) i el cru resultant s’analitza per EM. Finalment es

renta la resina amb DCM (5 x 30 s).

EM [MALDI-TOF (DHB)] m/z: calculat per C41Hs5N5013 826.3, trobat 849.2 [M+Na]*; 865.13 [M+K]*.

243 Obtencié del depsipéptid lineal protegit [H-D-Ser-Orn(Boc)-Thr(Bu)-(Z)-Dhb-Asp(OBu)-
Thr(Bu)&][MST-Ser-(&)-D- Dab(Boc)-Gly-OH]
L’eliminacié del grup Alloc es realitza mitjangant tres tractaments de 15 min amb una solucié de

PhSiH (92.4 pL, 10 eq) i [Pd(PPhs)s (8.7 mg, 0.1 eq) en DCM. En tot moment es manté en agitacid

mecanica.

Per 'acoblament de I'acid mistiric (85.6 mg, 5 eq) es fa servir HOBt (57.4 mg, 5 eq) i DIPCDI (58 uL,
5 eq) com a agents d’acoblament. Es realitza un segon acoblament fent servir 5 eq d’acid miristic i com
a agents d'acoblament HOBt (57.4 mg, 5 eq), TBTU (120.4 mg, 5 eq) i DIEA (130.6 uL, 10 eq). Es
realitza I'eliminacié del grup Fmoc de la Thr('Bu) (20% de piperidina en DMF, 20 min), es pren una
aliquota de la peptidil-resina, es tracta amb un 1% de TFA en DCM (5 x 30 s) i s'analitza el cru resultant
per EM.

EM [MALDI-TOF (DHB)] m/z: calculat per CssHerNsO1o 729.5, trobat 631.16 [M-Boc+H]*: 653.17 [M-
Boc+Na]*; 669.16 [M-Boc+K]*; 753.25 [M+Na]*: 769.23 [M+K]*; 675.11 [M-Bu+H]".

La incorporacié del Fmoc-Asp(iBu)-OH es fa seguint el protocol general, utilitzant 5 eq d’aminoacid
(154 mg) i com a agents d’acoblament HOBt (57 mg, 5 eq) i DIPCDI (58 uL, 5 eq). Cal fer un segon
tractament amb 5 eq d’aminoacid i d’agents d’acoblament.



2.4.3.1  Acoblament del dipéptid Fmoc-Thr('Bu)-(Z)-Dhb-OH

Per I'acoblament del dipéptid s'empren 3 eq de Fmoc-Thr(‘Bu)-(Z)-Dhb-OH (108 mg) amb HOAt (35
mg, 3 eq) i DIPCDI (35 uL, 3 eq) com a agents d’acoblament, mantenint la reacci6 en agitacié mecanica
durant 3 h. Es realitza un test de ninhidrina sense filtrar i es comprova que I'acoblament no ha estat
complert, per la qual cosa s’addiciona a la peptidil-resina més HOAt (17 mg, 1.5 eq) i DIPCDI (18 uL, 1.5
eq). Es deixa reaccionant tota la nit i es fa 'assaig de ninhidrina, comprovant que I'acoblament ha estat
complert.

Per a la incorporacié dels darrers dos aminoacids [Fmoc-Orn(Boc)-OH i Fmoc-D-Ser-OH] se segueix el
protocol general descrit. Cal realitzar un segon acoblament amb 5 eq dels dos aminoacids i un tercer
tractament amb 3 eq d’aminoacid en el cas de la Fmoc-D-Ser-OH i 30 min de durada. Es realitza
I'eliminacio del grup Fmoc (20% de piperidina en DMF, 20 min). Es tracta la peptidil-resinaa anterior amb
una solucio6 de I'1 % de TFA en DCM (5 x 30 s). Es recullen els filtrats de la resina en un bal6 que conté
10 mL d'H20 (15 mL H,0/250 mg resina), s'elimina el dissolvent i el TFA a pressid reduida, el residu es
redissol en H2O i finalment es liofilitza. La quantitat de péptid que s’obté és de 57 mg, determinada per

AAA. La funcionalitzacio final de la peptidil-resinaa determinada per AAA és de 0.32 mmol/g.

HPLC (gradient de 8:2 a 0:10 en 30 min, C1s): tr = 27.8 min (pic majoritari, 61% de puresa).
EM [MALDI-TOF (DHB)] m/z: calculat per CgoH123N11021 1441.9, trobat 1465.0 [M+Na]*; 1481.0 [M+K]*.

244 Ciclacié del depsipéptid lineal protegit

En un balé de 100 ml s’addiciona HOBt (8.5 mg, 4 eq) i la minima quantitat de DMF, just per
solvatar-lo. Es prenen 20 mg del péptid lineal protegit i es dissolen en 14 mL de DCM (concentracio
d'1 mM) i s'addiciona al bald. A continuacié s’hi addiciona la DIEA (7.2 ul, 3 eq) per neutralitzar
possibles restes d'acid i, per Ultim, s’hi addiciona la DIPCDI (8.6 uL, 4 eq). La reaccié es manté en
agitacié mecanica i a temperatura ambient durant 1.5 h. S'analitza el cru per HPLC i es comprova que
no hi ha restes de producte de partida. Tot seguit s’elimina el dissolvent a pressio reduida.

HPLC (gradient de 65:35 a 0:100 en 30 min, Cy): tr = 23.3 min (pic majoritari, 44% de puresa).
EM [MALDI-TOF (DHB)] m/z: calculat per CeoH121N11O20 1423.9, trobat 1448.5 [M+Na]*; [M+K]*.



24.5 Eliminacié del grups protectors de les cadenes laterals

En el bal6 que conté el depsipéptid ciclat protegit s'addiciona una soluci6 del 5 % de TFAen HxO i es
manté en agitacié i a temperatura ambient durant 1.5 h. Seguidament s’elimina el TFA a pressi6 reduida
i es liofilitza.

HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 30 min, C4): tr= 12.8 min (pic majoritari, 44% de puresa).
EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z: calculat per Cs7HgiN11O1 1055.6, trobat 1057.4 [M+H]*;1079.4 [M+Na]",
1095.37 [M+K]*.

2.4.5.1  Proves de solubilitat

El péptid obtingut presenta poca solubilitat en solucié aquosa. Es realitza un conjunt de proves per
determinar la solubilitat del producte en una mescla de dissolvents compatibles amb el sistema de
purificacié HPLC-semipreparatiu. Es pren una aliquota de la mostra en un tub d’assaig, es dissol en
TFA i s’elimina I'acid per evaporacié amb nitrogen. Seguidament es tracta amb la mescla de dissolvents

corresponents i s'observa si hi ha formacié de precipitat.

246 Obtencié del [MST, D-Ser4, Thrs, Asp?] sirengotoxina

El cru liofilitzat de la sintesi (depsipéptid ciclat i protegit) es dissol en una solucié d'MeCN/H20 (3:7),

es filtra i s'injecta a un sistema HPLC preparatiu amb un gradient de 6:4 a 3:7 en 120 min.

S'analitzen els productes aillats per HPLC (gradient de 65:35 a 0:100 en 30 min, C4) i MALDI-TOF.

La fraccio que conté el producte desitjat es col lecta i es liofilitza.

Es pren la fraccid que conté el producte pur i se sotmet al mateix tractament d’eliminacié del grups
protectors de les cadenes laterals que s’ha seguit en l'apartat 2.2.4. S'evapora el TFA a pressio reduida i
es redissol el péptid en una solucié aquosa del 10 % d’AcOH, observant una solucié térbola. Es fan
rentats de la fase aquosa amb Et;0 i tot seguit es liofilitza. La mostra es dissol parcialment amb una
solucié aquosa del 10 % d’AcOH i s’analitza la fracci6 soluble per HPLC i EM, obtenint com a minim 2

mg de “I'Analeg de la Sirengotoxina” amb una puresa del 90 %.

HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 30 min, C4): tr = 12.8 min (pic majoritari, 90% de puresa).
EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z: 1057.7 [M+H]*; 1079.7 [M+Na]*; M tedrica 1055.6



3. Sintesi de la tiocoralina i analegs

3.1  SINTESI DELS DERIVATS D’AZATIOCORALINA

3.1.1  [QXC, NMe-Ala*] Azatiocoralina i [QNA, NMe-Ala*] Azatiocoralina

3.1.1.1  Sintesi de la cadena lineal {[Boc-D-Dap(&!)-Gly-NMe-Cys(Acm)-NMe-Ala&?][H-Gly-NMe-
Cys(Acm)-NMe-Ala&!][Boc-D-Dap(&?)-CTC-PS]}: Aproximacio lineal

La resina CTC-PS (500 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropilé equipada
amb un filtre de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. S'introdueix el primer
aminoacid Boc-D-Dap(Fmoc)-OH (149 mg, 0.7 mmol) i DIEA (408 L, 6.67 eq) en DCM. Després de 5
min, s'addiciona més DIEA (204 uL, 3.33 eq) i la mescla de reacci6 es deixa en agitacié durant 55 min a
25 °C. La reacci6 finalitza amb 'addicié de MeOH (400 ulL) i la mescla es manté en agitacio durant 10
min més. La peptidil-resina Boc-D-Dap(Fmoc)-CTC-PS se sotmet als seglients rentats/tractaments:
filtracid, DCM (5 x 30 s), DMF (5 x 30 s), piperidina-DMF (1:4) (1 x 1 min, 3 x 5 min, 1 x 10 min),
pipridina-DBU-tolue-DMF (5:5:20:70) (2 x 5 min). La funcionalitzaci6 es calcula per mesura de
l'absorbancia a 290 nm i resulta 0.44 mmol/g resina. Per a I'elongacié de la cadena s’empra I'agent
d’acoblament HATU i DIEA. Se segueixen els cicles de sitesi decrits en I'apartat ensamblatge de la

cadena peptidica (Part Experimental, 1.5.4.5) La taula segiient resumeix I'evolucié de la sintesi:



Aminoacid (mg l::‘::::r teq) Agents acoblament (eq) SN [T Test
) ) acoblament acoblament
Fmoc-NMe-Ala-OH 407,1.25,5 HATU (5) / DIEA (10) DCM, 35 min Ninh (+)
Fmoc-NMe-Ala-OH 244,0.75, 3 HATU (3) / DIEA (6) DCM, 35 min Ninh ()
Fmoc-Cys(Acm)-OH 518,1.25,5 HATU (5) / DIEA (10) DCM, 35 min De Clercq (+)
Fmoc-Cys(Acm)-OH 518,1.25,5 HATU (5) / DIEA (10) DCM, 35 min De Clercq (-)
N-metilacié en fase solida
Fmoc-Gly-OH 372,1.25,5 HATU (5) / DIEA (10) DCM, 35 min De Clercq (-)
Boc-D-Dap(Fmoc)-OH 320,0.75, 3 HATU (3) / DIEA (6) DCM, 35 min De Clercq (+)
Boc-D-Dap(Fmoc)-OH 320,0.75, 3 HATU (3) / DIEA (6) DCM, 35 min De Clercq (-)
Fmoc-NMe-Ala-OH 407,1.25,5 HATU (5) / DIEA (10) DCM, 35 min Ninh (+)
Fmoc-NMe-Ala-OH 407,1.25,5 HATU (5) / DIEA (10) DCM, 15 min Ninh (-)
Fmoc-Cys(Acm)-OH 518,1.25,5 HATU (5) / DIEA (10) DCM, 35 min De Clercq (+)
Fmoc-Cys(Acm)-OH 518,1.25,5 HATU (5) / DIEA (10) DCM, 35 min De Clercq (-)
N-metilacié en fase solida
Fmoc-Gly-OH 372,1.25,5 HATU (5) / DIEA (10) DCM, 35 min De Clercq (-)

La N-metilacié en fase solida es realitza mitjangant quatre etapes de sintesi que es resumeixen a la
seguent taula:

N-metilacio en fase solida

Etapa Reactius Condicions Control reacci6
Protecci6 Clorur de angfg;:ist lf;g ié((;)% mg, 3 eq) DCZMX’ 125h°C Test de ninhidrina
N-metilacio metl”-4(42“1”702169?24623)%lfonat M < HPLC-EM
MTBD (108 pL, 3 eq)
Desproteccid B -mercaDpé?Jet(?r;(;I SLY,SSZ : 10eq) 1x I1D(I;/I ;’iris;f 466‘ rrnin, Test de De Clercq

El rendiment de la sintesi de la cadena lineal es determina per la mesura de I'absorbancia en
I'eliminacio del darrer grup Fmoc, que resulta ser del 30 %. Es pren una aliquota, es tracta amb una
solucié 1 % de TFA en DCM i després d’eliminar el solvent i redissoldre la mostra en MeCN, s’analitza
en el HPLC.

HPLC (gradient de 1:0 a 0:1en 15 min, C+g): tr= 7.0 min, 70 % puresa.
EM [ES(+)], m/z: calculat per CsoH7aN12045S, 1050.5, trobat 1051.6 [M+H]*, 1073.5 [M+Na]*, 1089.5
[M+K]*, 951.5 [M-Boc+H]".



3.1.1.2  {[Boc-D-Dap&!-Gly-NMe-Cys(&2)-NMe-Ala&3][H-Gly-NMe-Cys(82)-NMe-Ala&!]
[Boc-D-Dap(&3)-OHJ}: Pont disulfur en fase solida

S’addiciona a la resina iode (317 mg, 2.5 eq per Acm) en DMF i la mescla es deixa reaccionant en
agitacié mecanica durant 10 min. Es necessari un segon tractament de 10 min per completar la reaccié
que se segueix per HPLC-EM.

El péptid s'escindeix de la resina amb una solucié de TFA-H,0 (1:99) (5 x 30 s). Es recullen els
filtrats de la resina en un bald que conté H,0 (30 mL), s’elimina el dissolvent i el TFA a pressi6 reduida,

el residu es redisol en H,O i MeCN i finalment es liofilitza. S’obtenen 67 mg de cru del péptid ciclic.

HPLC (gradient de 1:0 a 0:1 en 15 min, C+g): tr= 7.6 min, 70 % puresa.
EM [ES(+)], m/z: calculat per CasHg2N10013S2 906.4, trobat 907.6 [M+H]*, 807.5 [M-Boc+H]".

3.1.1.3  {[Boc-D-Dap(&)-Gly-NMe-Cys(&?)-NMe-Ala&3][Boc-D-Dap(&3)-Gly-NMe-Cys(&?)-NMe-Ala&']}

e Proves d’agents d’acoblaments per a la ciclacié en solucié

Una primera aliquota de péptid escindit (6.2 mg, 6.2 umol) es dissol en DCM (3,2 mL) i s'addiciona
HOBt (3.8 mL, 24.8 umol), DIEA (3.2 pL, 18.3 umol), i DIPCDI (3.8 uL, 24.8 umol). La reaccié es
manté en agitacié6 mecanica durant 3 dies a 25 °C. La segona aliquota de péptid (5 mg, 5 umol), es
dissol en DCM (3 mL) i s’addiciona HOAt (3.4 mg, 20 umol), DIEA (3 uL, 15 umol) i DIPCDI (3.4 uL, 20
umol). La reaccié es manté en agitacié mecanica durant 3 dies a 25 °C. La tercera aliquota de péptid
ciclic (5.7 mg, 5.7 umol) es dissol en DCM (3 mL) i s’addiciona PyOAP (13 mg, 22.8 umol) i DIEA (9 uL,

46 umol). La reaccié es manté en agitacié mecanica durant 3 dies a 25 °C.

e Ciclacié emprant DICPCDI i HOAt

L’HOA es dissol en la minima quantitat de DMF i DCM (50 mL) i s'addiciona el péptid escindit (50
mg, 50 umol), DIEA (30 pL, 0.15 mmol) i la DIPCDI (34 uL, 0.2 mmol). La reacci6 es deixa en agitacio
mecanica durant 1.5 h a 25 °C. El solvent s’elimina a pressi6 reduida i el producte es purifica en el
sistema d’HPLC-semipreparatiu de fase reversa (gradient de 7:3 a 5:5 en 25 min, 10 mL/min, Cys).

S'obtenen 26 mg de producte ciclat pur. Rendiment (pont disulfur, escissié, ciclacio i purificacié) 44 %

HPLC (gradient de 7:3 a 5:5 en 15 min, C1g): tr= 8.4 min, 72 % puresa.
EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z: calculat per CasHsoN19O12S, 888.4, trobat 911.3 [M+Na]*, 927.3[M+K]*;
ES(+): 889.5[M+H]*.



El péptid protegit es tracta amb una solucié de TFA-H,O (95:5) i la reacci6 es manté en agitacio
mecanica durant 1.5 h a 25 °C. El solvent s’elimina a pressio6 reduida, es redissol amb H2O i MeCN i es
liofilitza. S'obtenen 22 mg de péptid desprotegit. El producte es divideix en dues fraccions i es fa

reaccionar amb dos grups cromofors diferents.

3.1.1.4  [2QXA, NMeAla*] Azatiocoralina

L'acid 2-quinoxalinecarboxilic (2QXA) (12.7 mg, 73 umol) es preactiva amb DIPCDI (11.3 pulL, 73
umol), HOAt (11.2 mg, 73 umol) i DIEA (7.6 uL, 73 umol) en DCM durant 30 min. A continuacid
s'addiciona el péptid lliure (10 mg, 14.5 umol) i es manté la reaccié amb agitacié mecanica durant 3
dies. S'elimina el solvent a pressio reduida i el cru es purifica en el sistema HPLC de fase reversa (Cq) i

s'aconsegueix 1 mg de producte final amb una puresa de 98 %. Rendiment de sintesi: 1.2 %

HPLC (gradient de 8:2 a 2:8 en 15 min, C1g): tr= 7.4 min, 98 % puresa.
EM [MALDI-TOF MS (DHB)], m/z: calculat per CasHsaN14010S, 1000.3, trobat 1001.8[M+H]*, 1022.6
[M+Nal*, 1039.6[M+K]*.

3.1.1.5 [QNA, NMeAla?] Azatiocoralina

L’acid quinaldic (QNA) (12.6 mg, 73 umol) es preactiva amb DIPCDI (11.3 uL, 73 umol), HOAt (11.2
mg, 73 umol) i DIEA (7.6 uL, 73 pumol) en DCM durant 30 min. A continuacié s’addiciona el péptid (10
mg, 14.5 umol) i es manté la reaccio6 en agitacié mecanica durant 3 dies a 25 °C. El producte es purifica
en el sistema HPLC-seminpreparatiu de fase reversa (Cs) i s'obté 0.8 mg de producte final amb una

puresa de 97 %. Rendiment de sintesi: 1.0 %

HPLC (gradient de 8:2 a 3:7 en 15 min, Cg): tr= 10.3 min, 98 % puresa.
EM [MALDI-TOF (DHBY)], m/z: calculat per CasHs4N12010S2 998.3, trobat 999.4 [M+H]*, 1021.4 [M+Na]*,
1037.4 [M+K]".



3.1.2  Sintesi de [NMe-Leu‘] Azatiocoralina. Dues ciclacions en fase solida

3.1.2.1  {[Boc-D-Dap(&')-Gly-NMe-Cys(Acm)-NMe-Leu&?][H-Gly-NMe-Cys(Acm)-NMe-Leu&']

[N(CTC-PS)-D-Dap(&?)-Oal fil]}

La resina CTC-PS (50 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropilé equipada

amb un filire de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. La introducci6 del primer

aminoacid, la inactivacié de les posicions reactives remanents i la determinacié de la funcionalitzacié

inicial de la resina segueixen els procediements anteriorment detallats. A continuacié es resumeix

I'evolucio de la sintesi mitiangant la segient taula:

Primer aminoacid: H-D-Dap(Fmoc)-Oal il

Resina CTC-PS
H-D-Dap(Fmoc)-Oal il
DIEA
MeOH

Funcionalitzacio

50 mg
12.8 mg, 35 umol
40 pl (2/3), 20 plL (1/3)
40 uL

0.43 mmol/g resina

Elongaci6 de la cadena

Aminoacid Quant./mg, mmol, eq Agents acobl. (eq) Condicions Test % Rendt.

Fmoc-NMe-Leu-OH 24,0.067, 3 HATU (3)/DIEA(6) | DMF,35min | Ninhidrina (-) 97

Fmoc-NMe-Cys(Acm)-OH 27,0.063, 3 HATU (3)/ DIEA (9) DMF, 35 min | De Clercq (-) 95

Fmoc-Gly-OH 37,0.12,5 HATU (5)/ DIEA(10) | DMF,35min | De Clercq (-) 99

Boc-D-Dap(Fmoc)-OH 26, 0.061, 3 HATU (3)/DIEA(6) | DMF,35min | Ninhidrina (-) 95

Fmoc-NMe-Leu-OH 24,0.067,3 HATU (3)/DIEA(6) | DMF,35min | Ninhidrina (-) 98
27,0.063, 3 HATU (3)/ DIEA (9) DMF, 35 min | De Clercq (+)

Fmoc-NMe-Cys(Acm)-OH 27,0.063, 3 HATU (3)/DIEA (9) | DMF,35min | De Clercq (+) 99
PyOAP (1)/DIEA (3) DMF, 10 min | De Clercq (-)

Fmoc-Gly-OH 37,0.12,5 HATU (5)/ DIEA(10) | DMF,35min | De Clercq (-) 97

El rendiment de la sintesi de la cadena lineal és del 81 %. Es pren una aliquota de la peptidil-resina i

s'analitza en el HLPC-EM.

HPLC (gradient de 1:0 a 0:1 en 15 min, C+g): &r= 7.3 min, 79 % puresa.

EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z: calculat per CasHsoN120413S; 1074.6, trobat 1075.7 [M+H]*, 1097.7

[M+NaJ, 1113.7 [M+K]"




3.1.2.2  {[Boc-D-Dap(&)-Gly-NMe-Cys(&?)-NMe-Leu&3]
[N(CTC-PS)-D-Dap(&3)-Gly-NMe-Cys(&2)-NMe-Leu&']}

El grup alil éster s’elimina amb 3 tractmanets de 15 min de [Pd(PPhs)4] (6 mg, 0.1 eq) i PhSiH; (62
uL, 10 eq) dissolts en DCM sota atmosfera d’Argd. Les traces de Pd s’eliminen amb 3 rentats de 15 min

amb una solucio de dietilditiocarbamat de sodi en DMF (0.02 M).

Una solucié de iode (81mg, 2.5 eq per Acm) en DMF s’addiciona a la peptidil-resina i s'agita
mecanicament durant 10 min. Després de filtrar, la peptidil-resina es renta reptides vegades amb DMF
(5x30s), DCM (10 x 30 s) i CHCI3 (5 x 30 s). Una analisi per HPLC-EM d’una aliquota de la peptidil-

resina indica la total formaci6 del pont disulfur.

En un primer intent, la ciclacio es realitza amb la carbodiimida DIPCDI (2 eq) i HOBt (2 eq) com
agents d’acoblament en DMF i durant 40 min. Després de filtrar, s'obté un test de ninhidrina positiu. Es
realitza un segon acoblament més reactiu amb DIPCDI (2 eq)/HOAt (2 eq) en DMF durant 40 min. El test
de ninhidrina és lleugerament positiu. Es repeteix 'acoblament i després s’addiciona HATU (2 eq) i DIEA

(2 eq). Després de filtrar s'obté el test de ninhidrina negatiu.

HPLC (gradient de 1:0 a 0:1 en 15 min, C1s): {r= 8.3 min, 31 % puresa.
EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z: calculat per CarHesN10010S2 872.4, trobat 873.7 [M+H]*, 895.6 [M+Nal*,
911.5 [M+K]".

3.1.2.3  [NMe-Leu* ] Azatiocoralina

El péptid s’escindeix de la resina com es descriu anteriorment. Després d'eliminar el dissolvent,
s'addiciona una solucié de TFA-H.O (95:5) i es manté l'agitacio durant 1.5 h a 25 °C. El solvent
s'elimina a pressio reduida, es redissol H2O i MeCN i es liofilitza. L'acid 3-hidroxiquinolina-2-carboxilic
(3HQA) s'acobla tal i com s’ha descrit per la sintesi de I'azatiocoralina. El poducte es purifica en el

sistema HPLC analitic fase reversa (C1s).

HPLC (gradient de 9:1 a 5:5 en 15 min, Cyg): tr= 8.8 min, 98 % puresa
EM [HRMS ES (+)], m/z: calculat per Cs2HgsN12012S2 1114.43665, trobat 1115.4437 [M+H]*.



3.2 SINTESI DE L’AZATIOCORALINA

321 Sintesi de la cadena lineal {[Boc-D-Dap(&')-Gly-NMe-Cys(Acm)-NMe-Cys(Me)&?]
[H-Gly-NMe-Cys(Acm)-NMe-Cys(Me)&'] [Boc-D-Dap(&2)-CTC-PS]}

3.2.1.1  Aproximacio 4+4

La resina CTC-PS (150 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropilé equipada
amb un filtre de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. La introducci6 del primer
aminoacid, la inactivacié de les posicions reactives remanents i la determinacié de la funcionalitzacio
inicial de la resina segueixen els procediements anteriorment detallats. A continuacio es resumeix

l'evolucié de la sintesi mitjangant la segiient taula:

Primer aminoacid: Boc-D-Dap(Fmoc)-OH

Resina CTC-PS 150 mg
Boc-D-Dap(Fmoc)-OH 45 mg, 0.21 mmol
DIEA 123 pL (2/3), 60 pL (1/3)
MeOH 120 L
Funcionalitzacio 0.61 mmol/g resina

Elongaci6 de la cadena

Aminoacid Quant./mg, mmol, eq | Agents acobl. (eq) Condicions Test % Rendt.
Fmoc-NMe-Cys(Me)-OH 102,0.28,3 HATU (3)/ DIEA (9) DMF, 35 min | Ninhidrina (-) 90
Fmoc-NMe-Cys(Acm)-OH 118,0.28,3 HATU (3)/ DIEA (9) DMF, 35 min | De Clercq (-) 96
Fmoc-Gly-OH 136, 0.46, 5 HATU (5)/ DIEA (10) | DMF,35min | De Clercq (-)

La peptidil-resina es divideix en 1/3 i 2/3 parts. S'elimina el grup Fmoc de la fracci6 petita seguint el
procediment general descrit i la resta de la peptidil-resina es tracta amb una solucié de TFA-H,0 (1:99)
(5 x 30 s) i els filtrats es recullen en un bal6 que conté H,O (3 mL). Els filtrats combinats s’evaporen a

pressio reduida per obtenir 34.4 mg (43 umol) del tetrapéeptid protegit. Rendiment 78 %.

HPLC (gradient de 10:0 a 3:7 en 15 min, C+s): tz= 8.7 min, 88 % puresa.
EM [MALD|-TOF (DHB)], m/z: calculat per C37H50Ns010S2 802.3, trobat 825.5 [M+Na]*, 8415 [M+K]*.




El producte liofilitzat, sense ser purificat, s'addiciona a la peptidil-resina lliure amb PyOAP (22.4 mg,
43 umol) i DIEA (22 uL, 129 umol) en DMF. La reaccié es deixa en agitacio orbitalica tota la nit a 25 °C.
Després d'un test de De Clercq positiu sense filtracié, s'addiciona més PyOAP (22 mg, 43 umol), i DIEA
(22 pL, 129 umol), i després de 4 hores s’'addiciona més PyOAP (11mg, 22 umol) i DIEA (11 uL, 65
umol). Després de 2 h el test de De Clercq és negatiu. S’elimina el grup Fmoc seguint el procediment
general i es mesura el rendiment de la reaccié d’acoblament de fragments del 81 %. Una aliquota de la

peptidil-resina es tracta amb una solucié de TFA-DCM (1:99) i s’analitza per HPLC-EM.

HPLC (gradient de 7:3 a 1:9 en 15 min, C1g): tz= 8.3 min, 91 % puresa.
EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z:calculat per CasH7gN12015S4 1142.5, trobat 1143.4 [M+H]*, 1165.4 [M+Na]*.

3.2.1.2  Aproximaci6 seqliencial

La resina CTC-PS (300 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropilé equipada
amb un filtre de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. La introduccio del primer
aminoacid, la inactivacié de les posicions reactives remanents i la determinacié de la funcionalitzacio
inicial de la resina segueixen els procediements anteriorment detallats. A continuacio es resumeix

l'evolucié de la sintesi mitjangant la segient taula:

Primer aminoacid: Boc-D-Dap(Fmoc)-OH

Resina CTC-PS 150 mg
Boc-D-Dap(Fmoc)-OH 45mg, 0.21 mmol
DIEA 123 ul (2/3), 60 pL (1/3)
MeOH 120 pL
Funcionalitzacid 0.61 mmol/g resina

Elongacié de la cadena

Aminoacid Quant./mg, mmol, eq Agents acobl. (eq) Condicions Test Rendt. (%)
Fmoc-NMe-Cys(Me)-OH 214,0.58, 3 HATU (3)/ DIEA (9) DMF, 35 min Ninhidrina (-) 95
Fmoc-NMe-Cys(Acm)-OH 247,0.58, 3 HATU (3)/ DIEA (9) DMF, 35 min De Clercq (-) 97
285, 0.96, 5 HATU (5)/ DIEA (10) DMF, 35 min De Clercq (+)
Fmoc-Gly-OH 97
285, 0.96, 5 HATU (5)/ DIEA (10) DMF, 35 min De Clercq (-)
Boc-D-Dap(Fmoc)-OH 246,0.58,3 HATU (3)/ DIEA (6) DMF, 35 min Ninhidrina (-) 97
Fmoc-NMe-Cys(Me)-OH 214,0.58,3 HATU (3)/ DIEA (9) DMF, 35 min Ninhidrina (-) 98
Fmoc-NMe-Cys(Acm)-OH 247,0.58, 3 HATU (3)/ DIEA (9) DMF, 35 min De Clercq (-) 97
Fmoc-Gly-OH 285, 0.96, 5 HATU (5)/ DIEA (10) DMF, 35 min De Clercq (-) 94




El rendiment global de la sintesi lineal és de 78 %. Una aliquota de la peptidil-resina es tracta amb
una solucié de TFA-DCM (1:99) i s’analitza per HPLC-EM.

HPLC (gradient de 7:3 a 1:9 en 15 min, Cs): {r= 8.3, 8.4 min, 83 % puresa.
EM [ES(+)], m/z: calculat per CasH7sN12015S4 1142.5, trobat 1143.9 [M+H]"*.

3.2.2 Les dues ciclacions: {[Boc-D-Dap(&")-Gly-NMe-Cys(&2)-NMe-Ala&?®] [Boc-D-Dap(&3)-Gly-
NMe-Cys(&?)-NMe-Ala&"]}

3.2.2.1  Formacio del pont disulfur en fase solida

Una solucié de iode (122 mg, 2.5 eq per Acm) en DMF s’addiciona a la peptidil-resina i la mescla
s'agita mecanicament durant 10 min a 25 °C. Després de filtrar, la resina es renta repetides vegades
amb DMF (5 x 30 s), DCM (10 x 30 s) i CHCls (5 x 30 s). L’analisi per HPLC-EM d’una aliquota de la

peptidil-resina tractada amb TFA-DCM (1:99) indica que la formacié del pont disulfur és completa.

A continuacié, la peptidil-resina es tracta amb una solucié de TFA-H20 (1:99) (5 x 30 s), i els filtrats
es col lecten en un balé que conté H.O (18 mL). Els filtrats combinats s’evaporen a pressié reduida per

obtenir 86 mg de peptid ciclic.

HPLC (gradient de 7:3 a 1:9 en 15 min, C1g): r= 9.4 min, 82 % puresa.
EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z: calculat per CsgHesN10O13S4 998.4, trobat 999.3 [M+H]*, 1021.3 [M+NaJ*,
1037.3 [M+K]".

3.2.2.2  Segona ciclacio en solucid

El péptid escindit (85 mg, 85 umol) es dissol en DCM (85 mL, 1 mM) i s’addiciona a una solucié de
HOAt (53 mg, 340 umol) dissolt en la minima quantitat de DMF. Després s’addiciona la DIEA (30 pl,
170 umol) i després la carbodiimida EDCHCI (65 mg, 340 umol). La reaccidé es manté en agitacié
durant 35 min a 25 °C. El solvent s’elimina a pressio reduida. A continuaci6 es redissol amb una solucié
de DCM-Et;0 (1:1) (6 mL). Les fases organiques es renten amb una solucié aquosa 5 % NaHCO; (2 x
4 mL), HCI (1 N) (2 x 4 mL), i NaCl (sat) (2 x 4 mL). El solvent s’elimina a pressié reduida.

HPLC (gradient de 7:3 a 1:9 en 15 min, Cs): &z= 9.4 min, 88 % puresa).
EM [ES(+)], m/z: calculat per CagHssN10012S4 980.4, trobat 982 [M+H]*.



3.23 [2QXA] Azatiocoralina

10 mg del péptid biciclic protegit es tracta amb una soluci6 95 % TFA en H,O durant 1 h.
Seguidament s’elimina el dissolvent a pressio reduida i es realitzen tres successives coevaporacions
amb 1,4-dioxa. El producte es redissol en MeCN/ H20 i es liofilitza. L'heterocicle 2QXA (5.23 mg, 3 eq)
es pre-activa amb HOAt (4 mg, 3 eq) i EDC HCI (5.76 mg, 3 eq) en DCM (5 mL) durant 20 min en un
bany d’aigua gel. El péptid biciclic desprotegit es dissol en DCM (2 mL), s’addiciona DIEA (5.2 uL, 2 eq)
i seguidament s’'addiciona a la solucié de I'heterocicle. Després de 16 h de reaccié el cru de reaccié es
renta amb solucions aquoses de NH.Cl (sat.) (3 x 3 mL) i NaCl (sat.)) (3 x 3 mL). La fase organica
s'asseca amb MgSOs, es filtra i s’elimina el solvent a pressio reduida. El producte es purifica en el
HPLC-analitic (gradient 7:3 a 3:7 en 30 min, 2 mL/min).

HPLC (gradient de 7:3 a 3:7 en 15 min, Cys): tr= 7.8 min, 95 % puresa).

EM [ES(+)], m/z: calculat per CasHsiN12010Ss 1126.2, trobat 1127.6 [M+HJ*, 1149.6 [M+NaJ*, 1165.6
[M+K]*.

3.24 Azatiocoralina

El peptid biciclic es dissol en una solucié de TFA-H20 (19:1) (3 mL) i s’agita mecanicament durant
1.5h a 25 °C. El TFA s’elimina sota pressio6 reduida i les traces d’acid fent coevaporacions amb Et0.
S’addiciona H20 i MeCN i el producte es liofilitza. S’obté un sdlid blanc (16.7 mg). El péptid biciclic
desprotegit (16.7 mg, 21.4 umol) es dissol en DCM (250 uL) i llavors s’hi addiciona DIEA (11 uL). L'acid
3-hidroxiquinolina-2-carboxilic (12.3 mg, 64.2 umol) es preactiva amb la carbodiimida EDC HCI (12.4
mg, 64.2 umol) i HOSu (7.4 mg, 11 umol) en DCM (1 mL), i després de 15 min s’addiciona sobre la
solucié de péptid. La reaccio es manté en agitacd durant 16 h a 25 °C. S’addiciona més agent
d’acoblament: EDC ‘HCI (12.4 mg, 64.2 umol) i HOSu (7.4 mg, 11 umol) i es deixa la reaccié durant 2
dies més. El cru es purifica per cromatografia de capa fina preparativa [SiO2, CH,Clo/MeOH (95:5)] per

obtenir 2.5 mg de producte final de 80 % puresa. Rendiment: 3.5 %

HPLC (gradient de 9:1 a 5:5 en 15 min, C1g): tz= 7.1 min, 80 % puresa.
EM [HRMS ES(+) , m/z: calculat per CagHssN12012S4 1122.3180, trobat 1123.3253 [M+H]".



3.3 CAP A LA SINTESI DE L’OXATIOCORALINA

3.3.1  Sintesi dels monomers d’Oxatiocoralina

3.3.1.1  {[Boc-D-Ser(&)-Gly-NMe-Cys(Acm)-OH]JfAlloc-NMe-Cys(Me) &}

La resina CTC-PS (150 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropilé equipada
amb un filtre de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. La introducci6 del primer
aminoacid, la inactivacié de les posicions reactives remanents i la determinacié de la funcionalitzaci6
inicial de la resina segueixen els procediements anteriorment detallats. A continuacio es resumeix

l'evolucio de la sintesi mitiangant la segient taula:

Primer aminoacid: Fmoc-NMe-Cys(Acm)-OH

Resina CTC-PS 150 mg
Fmoc-NMe-Cys(Acm)-OH 32 mg, 0.075 mmol
DIEA 87 uL (2/3), 44 plL (1/3)
MeOH 120 pL
Funcionalitzaci6 0.63 mmol/g resina

Elongaci6 de la cadena

Aminoacid Quant./mg, mmol, eq Agents Acoblament (eq) Condicions Test
60,0.38,5 HATU (5), DIEA (10) DMF, 35 min De Clercq (+)
Alloc-Gly-OH
60,0.38,5 HATU (5), DIEA (10) DMF, 35 min De Clercq (-)
Boc-D-Ser-OH 77,0.38,5 HATU (5), DIEA (10) DMF, 35 min Ninhidrina (-)
Alloc-NMe-Cys(Me)-OH 52,0.22,3 DIPCDI (3), DIEA (1), DMAP (0.3) | DMF, 45 min Analisi per
ENLLAG ESTER 52,022, 3 DIPCDI (3), DIEA (1), DMAP (0.3) | DMF, 45 min HPLC-EM

HPLC (gradient de 9:1 a 2:8 en 15 min, C18): {r= 1.03 min, 69 % puresa
EM [ES(+)], m/z: calculat per CaHa3NsO11S, 666.2, trobat 667.3 [M+H]*, 688.3 [M+Na]*, 566.1 [M-
Boc+H]*.




3.3.1.2  {[Boc-D-Ser(&)-Gly-OH][Fmoc-NMe-Cys(Acm)-NMe-Cys(Me)&J}

La resina CTC-PS (150 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropilé equipada
amb un filtre de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. La introduccio del primer
aminoacid, la inactivacié de les posicions reactives remanents i la determinacié de la funcionalitzacio
inicial de la resina segueixen els procediements anteriorment detallats. A continuacié es resumeix

I'evoluci6 de la sintesi mitjangant la segient taula:

Primer aminoacid: Fmoc-Gly-OH

Resina CTC-PS 150 mg
Fmoc-Gly-OH 31 mg, 0.10 mmol
DIEA 87 uL (2/3), 44 ulL (1/3)
MeOH 120 uL
Funcionalitzacié 0.65 mmol / g resina

Elongacié de la cadena

Aminoacid Quant./mg, mmol, eq Agents Acoblament Condicions Test
Boc-D-Ser-OH 77,038, 5 HATU (5), DIEA (10) DMF, 35min | Ninhidrina (-
Fmoc-NMe-Cys(Me)-OH 84,0.22, 3 DIPCDI (3), DIEA (1), DMAP (0.3) | DMF, 45min | posici oer
ENLLAG ESTER 84,0.22, 3 DIPCDI (3), DIEA (1), DMAP (0.3) | DMF,45min | HPLCEM
Fmoc-NMe-Cys(Acm)-OH 96,3,0.22 HATU (3), DIEA (6) DMF, 45min | De Clercq ()

El rendiment de la sintesi de la cadena lineal és del 76 % (mesura absorbancia en I'eliminacié Fmoc)
HPLC (gradient de 9:1 a 2:8 en 15 min, C1g): t= 13.1 min, 79 % puresa)

EM [ES(+)], m/z: calculat per CsHagNsO11S, 803.8, trobat 804.8 [M+H]*, 826.8 [M+Na]*, 704.8 [M-
Boc+H]*.

3.3.1.3  {[Alloc-Gly-NMe-Cys(Acm)-NMe-Cys(Me)&j[Boc-D-Ser(&)-OHJ}

La resina CTC-PS (200 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropile equipada
amb un filtre de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. La introduccio del primer
aminoacid, la inactivacio de les posicions reactives remanents i la determinacié de la funcionalitzacio
inicial de la resina segueixen els procediements anteriorment detallats. A continuacio es resumeix

I'evolucio de la sintesi mitjangant la segiient taula:




Primer aminoacid: Boc-D-Ser-OH

Resina CTC-PS 200 mg
Boc-D-Ser(TBDMS)-OH 44 mg, 0.14 mmol
DIEA 162 pL (2/3), 81 plL (1/3)
MeOH* 160 pL
Funcionalitzacio 0.5 mmol/g resina (teorica)
Elongaci6 de la cadena
Aminoacid Quant./mg, mmol, eq Agents Acoblament (eq) Condicions Test
70,0.30, 3 DIPCDI (3), DMAP (0.3) DMF, 45 min
AHOENAII_T:'CCT:S('\TA;OH 70,030, 3 DIPCDI (3), DMAP (0.3) | DMF, 45 min ﬁ';,i"é'g&r
70,0.30, 3 DIPCDI (3), DMAP (0.3) DMF, 45 min
Alloc-NMe-Cys(Acm)-OH* 87,0.30,3 HATU (3), DIEA (6) DMF, 1h De Clercq (-)
Alloc-Gly-OH" 24,0.50,5 HATU (5), DIEA (4.8) DMF, 20 min De Clercq ()
24,0.50,5 HATU (5), DIEA (4.8) DMF, 20 min

* Després del tractament amb MeOH es realitza I'eliminacié del grup TBDMS mitjangant una solucié de 1 M de TBAF en
THF (20 eq), 30 min. ** L’eliminaci¢ del grup Alloc es realitza mitjangant dos tractaments de 10 min amb [Pd(PPhs)4] (0.1 eq),
PhSiH3 (10 eq).

HPLC (gradient de 8:2 a 0:10 en 15 min, C1g): tr= 7.6 min, puresa 53 % (es detecta un 25 % de producte
oxidat durant I'escissio)

EM [ES(+)], m/z: calculat per CasHasNsO11S, 665.8, trobat 666.8 [M+H]*, 668.8 [M+Na]*, 565.8 [M-
Boc+H]*.

3.3.2 [QNA, NMe-Leu®, NMe-Leu?*] Oxatiocoralina

3.3.2.1  Sintesi del monomer: {[Alloc-Gly-NMe-Leu-NMe-Leu&][Boc-D-Ser(&)-OHJ}

La resina CTC-PS (100 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropile equipada
amb un filire de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. La introducci6 del primer
aminoacid, la inactivacié de les posicions reactives remanents i la determinacié de la funcionalitzacio
inicial de la resina segueixen els procediements anteriorment detallats. A continuacié es resumeix

I'evolucio de la sintesi mitiangant la segient taula:




Primer aminoacid: Boc-D-Ser(TBDMS)-OH

Resina CTC-PS

Boc-D-Ser(TBDMS)-OH*

DIEA
MeOH

Funcionalitzacio

81 ul (2/3), 41 pl (1/3)

0.5 mmol/g resina (tedrica)

100 mg
22 mg, 0.07 mmol

80 uL

Elongacio de la cadena

Aminoacid Quant./mg, mmol, eq Agents Acoblament Condicions Test
Alloc-NMe-Leu-OH 57,0.25,3 DIPCDI (3), DMAP (0.3) DMF, 45 min Analisi per
ENLLAG ESTER 57,0.25,3 DIPCDI (3), DMAP (0.3) DMIF, 45 min HPLC-EM
34,0.15,3 HATU (3), DIEA (6) DMF, 35 min De Clercq (+)
Alloc-NMe-Leu-OH
34,0.15,3 HATU (3), DIEA (6) DMF, 35 min De Clercq (-)
40,0.25,5 HATU (5), DIEA (6) DMF, 30 min
Alloc-Gly-OH De Clercq (-)
40,0.25,5 HATU (5), DIEA (6) DMF, 30 min

* Despreés del tractament amb MeOH es realitza I'eliminacié del grup TBDMS mitjangant una solucié de 1 M de TBAF en

THF (20 eq), 30 min.

HPLC (gradient de 8:2 a 0:10 en 15 min, C4s): {r= 13.0 min, puresa 99 %
EM [ES(+)], m/z: calculat per CsH4gN4O10 600.7, trobat 601.8 [M+H]*, 623.8 [M+Na]*, 501.8 [M-Boc+H]*.

3.3.2.2

Sintesi _de la cadena lineal: {[Boc-D-Ser(&')-Gly-NMe-Leu-NMe-Leu&?J[Alloc-Gly-NMe-Leu-

NMe-Leu&!][Boc-D-Ser(&2)-OH]}

Es continua 'elongacié de la cadena de forma seqtiencial. En la taula seglient es detalla I'evolucié

de la sintesi de la cadena lineal:

Aminoacid Quant./mg, mmol, eq Agents Acoblament Condicions Test
Boc-D-Ser-OH 52,0.25,5 DIPCDI (5), HOB (5) DMF, 1.5h Ninhidrina (-)
57,0.25,3 DIPCDI (3), DMAP (0.3) DMF, 45 min .
Alloc-NMe-Leu-OH 57,0.25,3 DIPCDI (3), DMAP (0.3) DMF, 45 min ﬁ';,aL'g'_EfAr
57,0.25,3 DIPCDI (3), DMAP (0.3) DMF, 45 min
34,0.15,3 HATU (3), DIEA (6) DMF, 35 min De Clercq (+)
Alloc-NMe-Leu-OH 34,0.15,3 HATU (3), DIEA (6) DMF, 35 min De Clercq (+)
57,0.25,5 HATU (5), DIEA (10) DMF, 35 min De Clercq (-)
40,0.25,5 HATU (5), DIEA (10) DMF, 20 min
De Clercq (+)
Alloc-Gly-OH 40,0.25,5 HATU (5), DIEA (10) DMF, 35 min
40,0.25,5 HATU (5), DIEA (10) DMF, 45 min De Clercq (-)




El producte s’escindeix de la resina com es descriu anteriorment. | s’obtenen 45 mg de producte lineal
amb els segilents resultats:

e (Cadena de wuit residus: {[Boc-D-Ser(&")-Gly-NMe-Leu-NMe-Leu&?][H-Gly-NMe-Leu-NMe-
Leu&'][Boc-D-Ser(&2)-OHJ}

Rendiment: 50% (sense purificar)
HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 15 min, C+g): = 13.0 min, puresa 54 %
EM [ES(+), ES(-)], m/z: C4gHgsNeO15 1014.6, trobat 1016.4 [M+H]*, 1013.2 [M-H]..

e Cadena de sis residus: {[Boc-D-Ser(&')-Gly-NMe-Leu-NMe&?2][H-Gly&'][Boc-D-Ser(&?2)-OH]}

Rendiment: 50 % (sense purificar)
HPLC (gradient de 7:3 @ 0:10 en 15 min, C+g): tr= 10.3 min, puresa 41 %
EM [ES(+), ES(-)], m/z: C34HeoNsO13 760.9, trobat 762.1 [M+H]*, 758.4 [M-H]-.

3.3.2.3 Obtencio de [QNA, NMe-Leu3,NMe-Leu?]Oxatiocoralina i {[QNA-D-Ser(&!)-Gly-NMe-Leu-
NMe-Leu&?] [QNA-D-Ser(&?)-Gly&']}

Es prenen 35 mg del producte escindit de la resina, constituit per una mescla 1:1 de cadena de vuit
residus (0.025 mmol) i de cadena de sis (0.025 mmol). El producte es dissol en 42 mL de DCM i
s'afegeix DIEA (22 pL, 0.15 mmol) i HOAt (23 mg, 0.20 mmol) dissolta en la minima quantitat de DMF i,
finalment, la carbodiimida EDC HCI (32 mg, 0.20 mmol). Es deixa la reaccié durant 1 h en agitaci6 i a
temperatura ambient. Un control per HPLC-EM indica la conversi6 total del producte lineal. El cru de
reaccio es renta amb una solucié aquosa saturada de NH4Cl. Seguidament, s’addiciona una soluci6 95
% de TFA en H,O per eliminar els grups Boc. La reaccié es deixa en agitacié a temperatura ambient
durant 1 h. S’elimina el dissolvent a pressié reduida i es fan coevaporacions amb 1,4-dioxa. El producte
es dissol en H,O i MeCN i es liofilitza. La incorporacié de I'heterocicle es realitza preactivant I'acid
quinaldic (16 mg, 0.092 mmol) amb DIPCDI (15 uL, 0.092 mmol) i HOAt (13 mg, 0.092 mmol) en 10 mL
d’'una soluci6 DCM-DMF (98:2). Després de 10 min de reaccid, s'addiciona el producte peptidic dissolt
en 5 mL de soluci6 DCM-DMF (98:2). Es pren una aliquota (3 mg) i es purifiquen els dos productes en
el HPLC analitic (gradient de 5:5 a 0:10 en 15 min, C1s)



o [QNA, NMe-Leu?, NMe-Leu*|Oxatiocoralina

HPLC (gradient de 5:5 a 0:10 en 15 min, C1g): tr= 12.3 min, puresa 99 %
EM [ES(+)], m/z: CsgH7gN10012 1106.6, trobat 1108.2 [M+H]*, 554.9 [M+2H]*.

o {[QNA-D-Ser(&")-Gly-NMe-Leu-NMe-Leu&?[QNA-D-Ser(&2)-Gly&']}

HPLC (gradient de 5:5 a 0:10 en 15 min, C1g): tz= 8.6 min, puresa 99 %
EM [ES(+)], m/z: C44Hs2NgO10 852.9, trobat 853.9 [M+H]¥, 427.7 [M+2H]".

3.4 SINTESI DELS DERIVATS DE TIOCORALINA

341  Capalasintesi de [QNA, NMe-Leu3, NMe-Leu?] Tiocoralina

3.4.1.1 Sintesi de la cadena lineal: {[Boc-D-Cys(Trt)-Gly-NMe-Leu-NMe-Leu&][Boc-D-Cys(&)-Gly-
NMe-Leu-NMe-Leu-OHJ}

La resina CTC-PS (300 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropile equipada
amb un filtre de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. La introducci6 del primer
aminoacid, la inactivacié de les posicions reactives remanents i la determinacié de la funcionalitzacio
inicial de la resina segueixen els procediements anteriorment detallats. A continuacio es resumeix
I'evolucio de la sintesi mitjangant la segiient taula:

Primer aminoacid: Fmoc-NMe-Leu-OH

Resina CTC-PS 300 mg
Fmoc-NMe-Leu-OH 77 mg, 0.21 mmol
DIEA 271 uL
MeOH 240 pL
Funcionalitzacié 0.68 mmol / g resina

Elongacio de la cadena

Aminoacid Quz:tr:ztlgmg Agents Acoblament Condicions Test

165 (0.45 HATU (3), DIEA (6) DMF, 45 min De Clercq (+)

Fmoc-NMe-Leu-OH

( 6
165 (0.45 HATU (3), DIEA (6) DMF, 45 min De Clercq (-)

Alloc-Gly-OH De Clercq (-)

(0.45)

(0.45)
167 (1.05) HATU (5), DIEA (10) DMF, 20 min
167 (1.05) HATU (5), DIEA (10) DMF, 40 min




La peptidil-resina es divideix en 1/3 i 2/3 parts. S'escindeix el peptid de la resina amb una solucié 1
% de TFA en DCM (5 x 30 s) i s'obté el tripeptid Alloc-Gly-NMe-Leu-NMe-Leu-OH amb una puresa del
83 % (tr = 11.1 min, gradient 8:2 a 0:10 en 15 min, C4g). S’elimina el grup Alloc de la fracci6 petita i
s'incorpora I'aminoacid Boc-D-Cys(Npys)-OH (79 mg, 0.21 mmol) amb DIPCDI (33 uL, 0.21 mmol) i
HOAt (29 mg, 0.21 mmol) com a agents d’acoblament. La reaccio es deixa en agitacié mecanica durant
2 h. S'obté un test de ninhidrina negatiu. A continuacié s’elimina el grup Npys mitjangant dos tractaments
de 20 min amb BusP (100 mmol) en una soluci6 DMF-H,0 (4:1). Per I'acoblament 4+3 es dissol el
tripéptid Alloc-Gly-NMe-Leu-NMe-Leu-OH en DCM i s’addiciona DIEA (12 uL, 0.07 mmol), HOAt (19 mg,
0.14 mmol) i, finalment, la DIPCDI (22 uL, 0.14 mmol). L'acoblament es deixa durant 2 h i després
s'addiciona les mateixes quantitats d’agents d’acoblament. Després de 1.5 h més de reaccid, es pren
una aliquota de la peptidil-resina i es comprova per HPLC que s’ha acoblat tot el tripéptid. S’elimina el
grup Alloc i s’hi incorpora I'aminoacid Boc-D-Cys(Trt)-OH (97 mg, 0.21 mmol) i DIPCDI (33 L, 0.21
mmol) i HOAt (29 mg, 0.21 mmol) com a agents d’acoblament. A les 2 h de reacci6 el test de ninhidrina
és negatiu. S'escindeix el péptid de la resina i es recullen els filtrats en 16 mL d'H.O per evitar
I'eliminaciio del grup Trt. S'obtenen 84 mg de peéptid lineal. Rendiment: 93 %

HPLC (gradient de 5:5 a2 0:10 en 15 min, C+g): tr= 15.3 min, puresa 99 %
EM [ES(+), ES(-)], m/z: calculat per Ce7H100NsO13S2 1289.69, trobat 1289.4 [M-H]-.

3.4.1.2  Ciclacio:[Boc-D-Cys(&!)-Gly-NMe-Leu-NMe-Leu&?][Boc-D-Cys(&?)-Gly-NMe-Leu-NMe-Leu&']

Es prenen 5 mg del péptid lineal protegit i es tracten amb una solucié 2 % de TFA, 2 % TES en DCM
(2 mL) durant 30 min. A continuacié s'addiciona 1,4-dioxa (1 mL) i s'evapora el dissolvent a pressio
reduida i es realitzen tres successives coevaporacions amb 1,4-dioxa. El producte es redissol amb
MeCN/H.0 i es liofilitza. Per a la ciclacio, el producte es dissol en DCM (5 mL) i s’addiciona HOAt (3.8
mg, 4 eq), DIEA (2.5 uL, 3 eq) i, finalment, la carbodiimida EDC HCI (3.8 mg, 4 eq). A les dues hores de
reaccié s'observa la total conversid del producte. El producte es renta amb rentats amb solucions
aquoses NH4ClI (sat) (3 x 3 mL) i NaCl (sat.) (3 x 3 mL).

HPLC* (gradient de 5:5 a 0:10 en 15 min, C1g): tr= 15.9 min.
EM [ES(+)], m/z: calculat per CasHgsNgO12S; 1028.6, trobat 1028.3 [M+H]*, 1050.3 [M+Na]*, 928.3 [M-
Boc+H]*.

* Solvents; A: H20 amb 0.1 % acid formic i B: MeCN amb 0.1 % acid formic.



3.4.2 [QNA, NMe-Leu?] Tiocoralina

34.2.1  Alloc-Gly-NMe-Cys(Acm)-NMe-Leu-OH

La resina CTC-PS (600 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropilé equipada
amb un filtre de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. S'introdueix el primer
aminoacid Fmoc-NMe-Leu-OH (154 mg, 0.21 umol) i DIEA (713 uL, 7 eq) en DCM. Es deixa la reacci6
en agitacié orbitalica durant 1 h a 25 °C. La reaccid finalitza amb I'addicié de MeOH (480 L) i la reacci6
es manté en agitacié mecanica durant 10 min més. La peptidil-resina Fmoc-NMe-Leu-CTC-PS es sotmet
als segtients rentats/tractaments: filtracié, DCM (5 x 30 s), DMF (5 x 30 s), piperidina-DMF (1:4, viv) (1 x
1 min, 3 x 5 min, 1 x 10 min). El seglient aminoacid Fmoc-Cys(Acm)-OH (870 mg, 2.10 mmol)
s'addiciona amb HATU (5 eq) i DIEA (10 eq) com a agents d'acoblament. Cal la realitzacié d’un segon
reacoblament per aconseguir el test De Clercq negatiu. EI grup Fmoc s’elimina tal i com s’ha descrit per
a I'eliminacié del primer aminoacid. Es determina una funcionalitzacié de la resina incial de 0.66 mmol/ g

resina. Seguidament, es procedeix a la N-metilacié en fase solida segons Miller i Scanlan.

Per a la proteccié amb el grup 2-nitrobenzenesulfonil s’addiciona sobre la peptidil resina clorur de 2-
nitrobenzenesulfonil (280 mg, 1.26 mmol) i 1,3,5-colidina (278 uL, 2.10 mmol) en DCM i es deixa la
reaccio en agitacié orbital fica durant 1 h. Es repeteix el mateix tractament una vegada més. S'observa
test de ninhidrina negatiu. A continuacio s’hi addiciona I'agent alquilant metil-4-nitrobenzenesulfonat (364
mg, 1.68 mmol) i la base MTBD (180 pL, 1.26 mmol) en DMF i es deixa la reaccié en agitacio orbital lica
durant 30 min. Es repeteix el mateix tractament una vegada més. Per a eliminar el grup protector es
tracta la peptidil resina amb B-mercaptoetanol (314 pl, 4.2 mmol) i DBU (294 uL, 2.1 mmol) en DMF

durant 10 min i es realitza un segon tractament de 20 min.

L’Alloc-Gly-OH (334 mg, 2.10 mmol) s'incorpora amb HATU (5 eq) i DIEA (10 eq) com a agents
d’acoblament en DMF i la reaccid es deixa en agitacié orbital lica durant 35 min. Sense realitzacio del
test de De Clercq es fa un segon tractament i un tercer després d’obtenir test de De Clercq lleugerament
positiu. Dues terceres part de la resina es tracta amb una solucié 1 % de TFA en DCM (5 x 30 s) i els

filtrats es recullen en 1,4-dioxa. S'obtenen 83 mg de péptid amb una puresa del 93 %. Rendiment: 90 %

HPLC (gradient de 8:2 a 0:10 en 15 min, C1s): {r= 6.4 min, puresa del 93 %.
EM [ES(-)], m/z: calculat per CxoHasN4O7S 474.21, trobat 475.66 [M-H]-.



34.2.2  Acoblament 1+3: {Alloc-Gly-NMe-Cys(Acm)-NMe-Leu&][Boc-D-Cys(&)-OHJ}

Per a 'acoblament 1+3 es realitza la sintesi anteriorment descrita sobre 1.2 g de resina CTC-PS. El
tripéptid Alloc-Gly-NMe-Cys(Acm)-NMe-Leu-OH s’escindeix de la resina i s'asseca al buit durant 16 h.
S’obtenen 420 mg de tripe'ptid amb una puresa del 93 %. Paral lelament s'introdueix la resina CTC-PS
(600 mg, 1.6 mmol/g resina) en una xeringa de polipropilé equipada amb un filtre de polietile i es renta
segons els procediments generals descrits. S'introdueix 'aminoacid Boc-D-Cys(Npys)-OH (158 mg, 0.42
mmol). S’elimina el grup Npys amb dos tractaments de 20 min d’'una solucié de BusP (2 mL) en una
soluci6 DMF-H,0 (4:1) (1 mL). S’addiciona el tripéptid escindit dissolt en DMF, el HOAt (82 mg, 0.2
mmol), la DIEA (104 uL, 0.2 mmol) i, finaiment, DIPCDI (93 uL, 0.2 mmol). La reacci6 es manté en
agitacié mecanica durant 3 h. Un analisi per HPLC-EM mostra un acoblament complet. Dues terceres
parts de la peptidil resina es separen i es tracten amb una solucié 1 % de TFA en DCM (5 x 30 s) i els
filtrats es recullen en H;0. El solvent s’elimina a pressio reduida, es fan coevaporacions amb dioxa i el
producte es redissol en MeCN/H0 i es liofilitza.

HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 15 min, C1g): tr= 7.4 min, puresa del 86 %.
EM [ES(-)], m/z: calculat per C23H47N501082 677.28, trobat 675.36 [M-H]'.

34.2.3 Acoblaments 4+3+1: {I|Boc-D-Cys(Trt)-Gly-NMe-Cys(&')-NMe-Leu&?] [Boc-D-Cys(&?2)-Gly-
NMe-Cys(&')-NMe-Leu-OHJ}

Per a la sintesi de la cadena lineal del segon analeg de la Tiocoralina s'empra el mondmer sintetitzat
en l'apartat 3.4.2.1. S'elimina el grup Alloc de la peptidil resina restant anterior (2/3) i s'incorpora
I'aminoacid Boc-D-Cys(Npys)-OH (79 mg, 0.21 mmol) amb DIPCDI (3 eq) i HOAt (3 eq) en DMF i es
deixa la reaccié en agitacio orbital lica durant dues hores. Es comprova que I'acoblament ha estat
complert per el test de ninhidrina. S’elimina el grup Npys amb tractaments (2 x 20 min) de BusP (1 mL,
21 mmol) en una soluci6 DMF-H,O (4:1). A continuacio6 es realitza 'acoblament 4+3. En el bal6 que
conté el tripéptid Alloc-Gly-NMe-Cys(Acm)-NMe-Leu-OH s’addiciona el HOAt (27 mg, 0.14 mmol), la
DIEA (17 uL, 0.07 mmol) i la DMF, i s'addiciona sobre la peptidil resina. A continuacié s'addiciona
DIPCDI (31 uL, 0.14 mmol). La reaccié es deixa en agitacio orbital fica durant 3 h. L'analisi per HPLC
d’'una aliquota de la peptidil-resina mostra I'acoblament complert (tz 7.6 min, gradient de 7:3 a 0:10). A
continuacié s’elimina el grup Alloc i es tracta la peptidil-resina amb una solucié de iode (89 mg, 0.35
mmol) en DMF durant 10 min. El darrer aminoacid Boc-D-Cys(Trt)-OH (70 mg, 0.21 mmol) s'incorpora
amb DIPCDI (3 eq) i HOAt (3 eq) en DMF durant 2 h. Un test de ninhidrina negatiu indica un acoblament
complert. El péptid s’escindeix de la resina amb una solucié 1 % de TFA en DCM (5 x 30 s) i els filtrats
es recullen en H20.



HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 15 min, C1g): tz= 15.1 min, puresa del 31 %.
EM [ES(-)], m/z: calculat per Cg1HgsNsO13S4 1266.52, trobat 1263.61 [M-HJ-.

34.24 [QNA, NMe-Leu!] Tiocoralina

El grup Trt s’elimina amb una soluci6 2 % de TFA i 2 % de TIS en DCM durant 1 h. El dissolvent
s’elimina a pressio reduida i es fan coevaporacions amb TBME. El producte es redissol en MeCN i H2O i
es liofilitza. Per a la ciclacio, es prenen 5.3 mg del producte liofilitzat i es dissolen en 5 mL de DCM i
s'addciona la DIEA (2 eq). En un balé es pesa el HOAt (2 eq) i es dissol en la minima quantitat de DMF.
A continuacié s’hi addiciona la solucié del péptid i seguidament la carbodiimida EDC-HCI (2 eq). La
reaccio es deixa en agitaci6 mecanica a temperatura ambient. Un analisi en el HPLC-EM mostra la
conversié total del producte de partida ciclic al producte final biciclic. L’eliminacié del grups Boc es
realitza amb una solucié 95 % de TFA en H,0 durant 1 h. S'elimina el dissolvent a pressié reduida i es
fan coevaporacions amb TBME. El producte es redissol en MeCN i H,O i es liofilitza. Es realitza una
liofilitzaci6 addicional amb H,O i una solucid 1 N d’'HCI en H20. La incorporaci6 de I'acid quinaldic (4.6
mg, 2.5 eq) es fa preactivant I'acid amb HOAt (3.6 mg, 2.5 eq), DIPCDI (4.1 uL, 2.5 eq) en DCM.
Després de 10 min de reacci6 s'addiciona el péptid i DIEA (1 uL, 1 eq). Després de dos dies de reaccid
en agitacié mecanica a temperatura ambient s’observa la desaparicié del producte de partida i obtenci6
del péptid [QNA, NMe-Leu?] Tiocoralina. El producte es purifica en el HPLC analitic i no s’obté suficient
quantitat per poder avaluar-ne I'activitat biologica.

HPLC (gradient de 5:5 a 0:10 en 15 min, C1g): tr= 8.8 min, puresa del 99 %.
EM [ES(+)], m/z: calculat per CsgHesN19010S4 1116.37, trobat 1117.54 [M+H]*.

3.5 TIOCORALINA

3.51  Siintesi del monomer Alloc-Gly-NMe-Cys(Acm)-NMe-Cys(Me)-OH

La resina CTC-PS (150 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropilé equipada
amb un filtre de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. S'introdueix el primer
aminoacid Alloc-NMe-Leu-OH (31 mg, 0.11 pumol) i DIEA (183 pL, 7 eq) en DCM (1 mL). Es deixa la
reaccié en agitacio orbitalica durant 1 h a 25 °C. La reacci6 finalitza amb 'addicié de MeOH (120 L) ila
reaccio es manté en agitacié mecanica durant 10 min més. La peptidil-resina Alloc-NMe-Cys(Me)-CTC-
PS es sotmet a tres tractaments de 15 min amb PhSiH; (10 eq), [Pd(PPhs)] (3 x 15 min) en DMF i tres

tractaments de 5 min amb una solucié 0.02 M ditiocarbonat de sodi en DMF. El segiient aminoacid Alloc-



NMeCys(Acm)-OH (65 mg, 0.23 mmol) s’addiciona amb HATU (3 eq) i DIEA (6 eq) com a agents
d’acoblament. S'obté test de De Clercq negatiu. En aquest punt es divideix la resina en dues fraccions
per provar la incorporacio del tercer aminoacid en unes condicions noves: HATU en defecte de base.
Primer s’elimina el grup Alloc de la peptidil resina amb tres tractaments de 15 min amb PhSiHs; (10 eq),
[Pd(PPhs)4] (3 x 15 min) en DMF i tres tractaments de 5 min amb una solucié 0.02 M ditiocarbonat de
sodi en DMF. Paral felament als rentats amb la solucié de ditiocarbonat de sodi, es preactiva I'aminoacid
Alloc-Gly-OH (30 mg, 0.38 mmol) amb HATU (5 eq) i DIEA (4.8 eq) en DMF. Després de 5 min
s'addiciona sobre la peptidil-resina i es manté en agitacié manual durant 20 min. Seguidament es filtra i
es repeteix I'acoblament durant 45 min més. S'obté test de De Clercq negatiu. La resina se sotmet als
seglients rentats: DMF (5 x 30 s), DCM (5 x 30 s), MeOH (5 x 30 s), (5 x 30 s), MeOH (5 x 30 s), DMF (5
x 30 s) per tal d’eliminar les restes de salts d'uroni. Es divideix la resina en dues fraccions (2/3 i 1/3). La
fraccio major es tracta amb una solucié 1 % de TFA en DCM (5 x 30 s) i els filtrats es recullen en H,O.
Un analisi per HPLC-EM mostra la preséncia del tripéptid esperat i un elevat contingut de restes d’agent

d’acoblament per el que no es pot calcular el rendiment ni la puresa del producte final.

HPLC (gradient de 8:2 2 0:10 en 15 min, C+g): tr= 5.1 min, puresa del 99 %.
EM [ES(-)], m/z: calculat per C19H32N40gS; 476.18, trobat 475.62 [M-H]-.

3.5.2 Acoblaments 4+3+1: {[Boc-D-Cys(Trt)-Gly-NMe-Cys(&')-NMe-Cys(Me)&2][Boc-D-Cys(&?)-
Gly-NMe-Cys(&')-NMe-Cys(Me)-OH]}.

Per a l'elongacid de la cadena peptidica es pren la peptidil-resina protegida Alloc-Gly-NMe-
Cys(Acm)-NMe-Cys(Me)-CTC-PS (25 mg resina inicial) i es realitzen tres tractaments de 15 min amb
PhSiHs (10 eq), [Pd(PPhs)4] (0.1 eq) en DMF i seguidament tres tractaments de 15 min amb una solucié
0.02 M de ditiocarbonat de sodi en DMF. Per a la incorporacio del quart aminoacid Boc-D-Cys(Npys)OH
(23 mg, 0.061 mmol) s’empra DIPCDI (5 eq) i HOAt (5 eq) en DMF com a agents d’acoblament. La
reaccio es deixa en agitaci6 mecanica durant 2 h. S’obté un test de ninhidrina negatiu. Es tracta la
peptidil-resina dues vegades amb una solucié de BusP (250 mL) i una solucié DMF-H,0 (4:1) (125 mL)
durant 20 min per eliminar el grup Npys. El tripéptid anteriorment escindit de la resina Alloc-Gly-NMe-
Cys(Acm)-NMe-Cys(Me)-OH es dissol en DMF i s'addiciona HOAt (3.4 mg, 0.025 mmol), DIPCDI (3.9
uL, 0.025 mmol) i DIEA (4.3 pL, 0.025 mmol). La mescla s’addiciona sobre la peptidil-resina amb el grup
tiol lliure. Es deixa la reaccié en agitacié6 mecanica durant 1.5 h. Seguidament s’addiciona més agents
d’acoblament HOAt (3.4 mg, 0.025 mmol), DIPCDI (3.9 uL, 0.025 mmol) i DIEA (4.3 uL, 0.025 mmol) i
es deixa 1.5 h més. Un analisi per HPLC-EM mostra I'acoblament complet. Es procedeix a I'eliminacio
del grup Alloc tal i com s’ha comentat anteriorment. Es tracta la peptidil resina amb una soluci6 de iode



(15 mg, 0.059 mmol) en DMF durant 10 min. Es filtra i es comprova per HPLC-EM que la formacié del
pont disulfur ha estat complerta. La resina se sotmet als segiients rentats: DMF (5 x 30 s), DCM, (5 x 30
s), CHCI3 (5 x 30 s), DCM (5 x 30 s), DMF-H,0 (4:1) (5 x 30 s), DMF-H,0 (0.5 M Na;S,03) (4:1), DMF-
H20 (4:1) (5 x 30 s), DMF (5 x 30 s). El darrer aminoacid Boc-D-Cys(Trt)-OH (29 mg, 0.062 mmol)
s'incorpora amb DIPCDI (9.7 mL, 0.062 mmol) i HOAt (8.5 mg, 0.062 mmol) en DMF com a agents
d’acoblament. Es deixa la reaccié en agitacié mecanica durant 2 h. S'obté un test de ninhidrina negatiu.
El péptid s’escindeix de la resina amb una solucié 1 % de TFA en DCM (5 x 30 s) i els filtrats es recullen
en un bal6 que conté H.0 (5 mL). S'evapora el dissolvent a pressié reduida, es fan coevaporacions i el
producte es redissol en MeCN/H,0 i es liofilitza.

3.5.3 Tiocoralina

L’eliminacié del grup Trt es fa per tractament del péptid amb 3 mL d’una solucié 2 % TFA, 2 % TES
en DCM durant 1 h. S’addiciona 2 mL de 1,4-dioxa i s’elimina el dissolvent a pressié reduida, es fan
coevaporacions amb 1,4-dioxa i el producte es redissol en MeCN/H,0 i es liofilitza. Per a la ciclacié es
dissol el péptid en 5 mL de DCM i s’addiciona HOAt (1.5 mg, 0.011 mmol), DIEA (1.8 L, 0.011 mmol) i,
finalment, EDC HCI (2 mg, 0.011 mmol). Es realitza un control per HPLC-EM després d’una hora de
reaccio i s'observa producte de partida i a les dues hores de reaccio ja s’ha esgotat el producte inicial.
S'evapora el dissolvent i es tracta amb una solucié 95 % de TFA en H;O durant 1 h. Selimina el
dissolvent, es fan coevapracions amb 1,4-dioxa, es redissol en MeCN/H;0, es liofilitza, es redissol en
una soluci6 aquosa 1 N HCl i es torna a liofilitzar. Per a la incorporacié de I'acid 3-hidroxiquinaldic (4.5
mg, 0.026 mmol), es dissol en DCM i s’addiciona HOSu (3 mg, 0.026 mmol), EDC HCI (5 mg, 0.026
mmol) i DIEA (1 uL, 0.005 mmol). La reaccié es deixa en agitaci6 mecanica a temperatura ambient
durant dos dies. Un control per HPLC-EM mostra la preséncia del producte final Unicament en el
detector de ES(+).

HPLC (gradient de 8:2 a 0:10 en 15 min, C1s): {r= 5.1 min, puresa del 99 %.
EM [ES(-)], m/z: calculat per CsgHssN10012Ss 1156.2, trobat 1157.2 [M+H]*, 579.1 [M+2H]*



4. Sintesi dels aminoacids de la tiocoralina i analegs

41 SINTESI DE LES CISTEINES N-METILADES

411  HCIHNMe-Cys-OH

Cal treballar en condicions d’elevada seguretat degut a la perillositat del sodi metal fic.

S’addiciona I'acid (R)(-)-tiazolidina-4-carboxilic (8 g, 60.2 mmol) i sodi seqiiencialment i en petites
proporcions sobre amoniac liquid (200 mL). En tot moment es manté un excés de sodi indicat per una
coloraci6 de la soluci6 blavosa. Per finalitzar la reaccio s'addiciona clorur d’amoni fins a esgotar I'excés
de sodi. L’amoniac liquid s’elimina sota pressié reduida. El producte es dissol en la minima quantitat
d'aigua i s'acidifica amb una solucié aquosa d’acid clorhidric fins a obtenir un pH = 3-4. Després

s'elimina l'aigua sota pressié reduida i el producte s’extreu amb MeOH. S’obtenen 6.9 g d'un sdlid blanc.

Rendiment 66 %. CCF (SiO,, AcOEt-2-propanol-H,0-AcOH (2:1:1:1): Rs = 0.36.
ok RMNTH (D0, 400 MH2): & = 3.93 (m, 1H; CH®), 3.03 (m, 2H; CH2'), 2.65 (s, 3H;
f:HO” NMe). RMN 3C (D;0, 100 MHz): 5= 169.9 (CO Cys), 60.7 (CH®), 32.0 (CH?), 22.9

(CHs, NMe). EM [ES(+)], m/z: calculat per CsHoNO,S 135.0, trobat 136.0 [M+H]*.

41.2 HCIHNMe-Cys(Me)-OH
HCI-HNMe-Cys-OH (4.1 g, 23.8 mmol) es dissol en una solucié de H,O-THF (1:1) (170 mL) i la

mescla es refreda en un bany aigua-gel. Per altra banda, es preparen dues solucions: CHsl (2.1 mL,
33.3 mmol) en THF (68 mL), i NaHCO; (5.3 g, 71.4 mmol) en H,O (68 mL). Ambdues solucions
s’addicionen sequencialment gota a gota sobre la solucié de I'aminoacid. Finalitzada I'addicid, la mescla
de reacci6 es manté en agitacio durant 4 h a 25 °C. La reacci6 es finalitza per acidificacié de la mescla
de reaccié amb d'una solucié aquosa d’'HCI fins aconseguir pH = 5. El solvent s’elimina a pressio

reduida.



ol | O CCF (SiO,, AcOEt-2-propanol-H,0-AcOH (2:1:1:1): Ry = 0.79. RMN 'H (D0, 400
" HN
ﬁOH MHz): & = 3.86 (t, 1H, J = 5.2 Hz; CH%), 3.02 (d, 2H, J = 5.2 Hz; CH,"), 2.65 (s, 3H;
S
\ NMe), 2.04 (s, 3H; SMe).

4413  HCI‘HNMe-Cys(Acm)-OH

HCI‘HNMe-Cys-OH (4.1 g, 23.8 mmol) es dissol en H20 (12.3 mL), es purga amb arg6 i es refreda
en un bany aigua-gel. A continuacié s'addiciona N-(hidroxiametil)acetamida (3.54 g, 39.7 mmol) i una
solucié de TFA i acid trifluorometansulfonic (95:5) (41 mL). La mescla de reaccié es manté en agitacio

durant 16 h a 25 °C. El solvent s’elimina a pressio reduida.

(0]
HeK HLfLOH CCF (SO, AcOEt-2-propanol-H,0-AcOH (2:1:1:1): Ry = 0.53. RMN *H (D0, 400
s o MHz):5=444 (m, 2H, CH, Acm), 4.08 (m, 1H; CH), 3.21 (m, 2H; CH®), 2.66

Luk (s, 3H; NMe), 2.04 (s, 3H; CH3; Acm).

41.4  Protecciéo amb el grup Fmoc: Fmoc-NMe-Cys(Me)-OH i Fmoc-NMe-Cys(Acm)

L’aminoacid sense purificar HNMe-Cys(Me)-OH i HNMe-Cys(Acm)-OH es dissol en HO (2 %
NayCO3)-1,4-dioxa (1:1) (80 mL per 24 mmol d’aminoacid), i la solucié es refreda en un bany aigua-gel.
Per una altra banda es prepara una solucié de Fmoc-Cl (1.6 eq) en la minima quantitat de 1,4-dioxa i
s’addiciona sobre la solucié d’aminoaid. La mescla de reaccié es manté en agitacié durant 2 h en el
bany d'aigua-gel, i tres dies a temperatura ambient. El pH es manté en tot moment a pH = 9-10 per
addicié d’una solucié aquosa 10 % Na,COs. Per CCF es controla la desaparicié de I'aminoacid de
partida. El 1,4-dioxa s’elimina a pressio reduida i la fase aquosa es renta amb TBME (3 x 50 mL). A
continuacio, s'acidifica la fase aquosa amb una solucié aquosa d'acid clorhidric fins pH = 3-4 i el
producte s’extreu amb AcOEt (3 x 50 mL). La fase organica s'asseca amb Na,SOq, es filtra i s’elimina el
dissolvent a pressio reduida.



4141  Fmoc-NMe-Cys(Me)-OH

Q S'inicia la sintesi amb 4.1 g de HNMe-Cys-OH i s'obté 1.23 g de producte

pur. Rendiment 7 %. El producte es purifica en un sistema HPLC-

ﬁOH preparatiu (gradient 7:3 a 3:7 en 30 min, Cs4, 20 mL/min). HPLC (gradient

I de 7:3 a 3:7 en 15 min, Csg): t= 12.8 min, puresa 99 %. RMN H (CDCls,

400 MHz): 6 = 9.1 (brs, 1H; COOH), 7.75 (m, 2H; 2CHawom Fmoc), 7.60 (m, 2H; 2CHarom Fmoc), 7.55 (m,

2H; 2CHarom Fmoc), 7.34 (m, 2H; 2CHawm Fmoc), 4.87 & 4.67 (1:2) (m, 1H; CH*), 4.46 (m, 2H; CH,

Fmoc), 4.29 & 4.22 (m, 1H; CH Fmoc), 3.11 & 2.82 (m, 2H; CH,"), 2.96 & 2.89 (s, 3H; NMe), 2.12 & 1.88

(s, 3H; SMe). RMN 3C (CDCls, 100 MHz): & = 175.0 (CO Cys), 157.5 (CO Fmoc), 143.9 (2Cawom Fmoc),

141.6 (COarom Fmoc), 128.0 (2CHaom Fmoc), 127.4 (2CHaom Fmoc), 125.3 (2CHaom Fmoc), 120.3

(2CHarom Fmoc), 68.0 (CH, Fmoc), 58.6 (CH®), 47.3 (CH Fmoc), 33.4 (CH."), 32.1 (CHs, NMe), 15.7

(CHs, SMe). EM [MALDI-TOF(DHB)], m/z: calculat per Ca0H21NO4S 371.1, trobat 372.0 [M+H]*, 393.9
[M+Na]*, 409.9 [M+K]*.

4142 Fmoc-NMe-Cys(Acm)-OH

Q S'inicia la sintesi amb 4.1 g de HNMe-Cys-OH i s’'obtenen 3.0 g de

. o L Q producte. Rendiment 33 %. El producte es purifica en un sistema HPLC

O jo]/ kaH preparatiu (isocratic del 40 % de MeCN en H,0, 20 mL/min). Rendiment
s 0

33 %. HPLC (gradient de 7:3 a 3:7 en 15 min, C+g): tz= 8.8 min, puresa

99 %. RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 6 =7.76 (m, 2H; 2CHarom Fmoc), 7.58
(m, 2H; 2CHarom Fmoc), 7.39 (m, 2H; 2CHarom Fmoc), 7.29 (m, 2H; 2CHawom Fmoc), 7.01 & 6.55 (1:3.7) (m,
1H; NHAcm), 4.95 & 4.73 (m, 1H; CH®), 4.55, 4.25 (m, 4H; CH, Fmoc, CH, Acm), 4.21 (m, 1H; CH
Fmoc), 3.25 & 2.9 (m, 2H; CH."), 2.91 & 2.90 (s, 3H; NMe), 2.02 & 1.99 (s, 3H, Acm). RMN 3C (CDCl;,
100 MHz): & = 172.6 (CO Cys), 157.9 (CO Fmoc), 156.0 (CO Acm), 144.0 (2Caom Fmoc), 141.6 (COarom
Fmoc), 128.0 (2CHarom Fmoc), 127.4 (2CHarom Fmoc), 125.3 (2CHarom Fmoc), 120.2 (2CHarom Fmoc), 68.5
(CH, Fmoc), 58.8 (CH®), 47.4 (CH Fmoc), 42.1 (CH, Acm), 32.0 (CHZ"), 31.3 (CHs, NMe), 23.1 (CHs,
Acm). EM [MALDI-TOF (DHB)], m/z: calculat per CyHasN2OsS 428.1, trobat 429.2 [M+H]*, 451.2
[M+Na]*, 467.2 [M+K]*.




41.5 Protecciéo amb el grup Alloc: Alloc-NMe-Cys(Me)-OH i Alloc-NMe-Cys(Acm)-OH

El producte es dissol en una soluci6 H.O (2% Na,COs)-1,4-dioxa (1:1) (230 mL per 34 mmol
d’aminoacid), i la soluci6 es refreda en un bany d'aigua-gel. Per una altra banda es prepara una solucié
de cloroformiat d’al il (Alloc-Cl) (1 eq) en la minima quantitat de 1,4-dioxa i s'addiciona sobre la solucié
d’aminoacid. La mescla de reaccidé es manté en agitacio durant 2 h en el bany d’aigua-gel i tres dies a
temperatura ambient. El pH es manté a tot moment a pH = 9-10 per addici6 d'una soluci6 aquosa 10 %
NayCO;. Per CCF es controla la desaparicié de 'aminoacid de partida. El 1,4-dioxa s’elimina a pressié
reduida i la fase aquosa es renta amb TBME (3 x 50 mL). A continuacié la fase aquosa s'adicifica amb
una solucié aquosa de HCl fins pH = 3-4 i el producte s’extreu amb AcOEt (3 x 50 mL). La fase organica
s'asseca amb NaxSOy, es filtra i s'elimina el dissolvent a pressié reduida.

4.1.5.1  Alloc-NMe-Cys(Me)-OH

| © S'inicia la sintesi amb 6.30 g d’aminoacid no purificat HCI-HNMe-Cys-OH (34

O._N
i WOT ﬁOH mmols). El producte es purifica per cromatografia en columna fent servir com a
,S fase estacionaria SiO; i com eluents un gradient de MeOH en DCM de 0:100 a

5:100. S'obtenen 700 mg del producte amb una puresa del 98 %. Rendiment 8.8 %. HPLC (gradient de
9:1 a2 0:10 en 15 min, Cys): tr= 7.2 min, puresa 98 %. CCF (SiO2, DCM-MeOH (9:1)): R = 0.21. '"H RMN
(CDCls, 400 MHz): & = 5.93 (m, 1H; CH Alloc), 5.33 (dm, 1H, J = 17.2 Hz; CHH’ Alloc), 5.23 (dm, 1H, J =
10 Hz; CHH’ Alloc), 4.86 & 4.76 (m, 1H; CH®), 4.64 & 4.58 (dm, 2H, J = 5.6 Hz; CH, Alloc), 2.95 (s, 3H;
SCHa), 3.11 & 2.90 (m, 2H; CH2?), 2.15 (s, 3H; NMe). 13C RMN (CDCl;, 100 MHz): & = 174.28 (CO Cys),
156.57 (CO Alloc), 132.62 (CH Alloc), 118.27 (CHH’ Alloc), 67.28 (CH20 Alloc), 66.25 (CH."), 66.37
(CH®), 43.29 (NCHs3). EM [ES(+)], m/z: calculat per CoH1sNOsS 233.3, trobat 234.3 [M+H]*, 256.3
[M+Na]*, 272.3 [M+K]*.

4.15.2  Alloc-NMe-Cys(Acm)-OH

. o S'inicia la sintesi amb I'aminoacid no purificat HCI-HNMe-Cys-OH (2.41 g,
/\/OYNﬁOH 14.2 mmols). S'obtenen 3.21 g de producte amb una puresa del 80 %.
s o Rendiment 78 % sense purificar. HPLC (gradient de 9:1 a 0:10 en 15 min,

N C1g): tr= 6.0 min, puresa 80 %. RMN 'H (CDCls;, 400 MHz): 6 = 10.25 (brs,
1H; COOH, 7.34 (brs, 1H; NH Acm), 5.92 (m, 1H, CH Alloc), 5.34 (dm, 1H, J = 17.2 Hz; CHH’ Alloc),
5.25 (dm, 1H, J = 10.4 Hz; CHH’ Alloc), 4.94 & 4.84 (m, 1H; CH®), 4.65 (m, 2H; CH. Alloc), 4.58 (dd, 1H,
Ji1=14.4 Hz, J, = 6.8 Hz; CHH’ Acm), 4.24 (dd, 1H, J; = 14.4 Hz, J, = 5.2 Hz; CHH’ Acm), 3.25 (dd, 1H,



J1=16 Hz, J, =4.8 Hz; CHH"), 2.92 (m, 4H; NMe, CHH®), 2.11 (s, 3H, CH; Acm). RMN *3C (CDCl3, 100
MHz): & = 174.0 (CO Cys), 159.8 (CO Alloc), 158.2 (CO Acm), 132.1 (CH Alloc), 118.2 (CHH Alloc), 67.5
(CH,0 Alloc), 59.1 (CH* Cys), 42.1 (CH, Acm), 31.7 (CH," Cys), 30.9 (CHs NMe), 22.4 (CH3; Acm). EM
[ES(+)], m/z: calculat per C11H1gN20sS 290.1, trobat 291.2 [M+H]*, 313.2 [M+Na]*.

41.6  Proteccié amb el grup pNZ: pNZ-NMe-Cys(Acm)-OH

L’aminoacid sense purificar Boc-NMe-Cys(Acm)-OH (4 g, 10.4 mmol) es tracta amb una soluci6 50 %
TFA en DCM durant 1.5 h. A continuacid, s’elimina el dissolvent a pressio reduida i es realitzen diverses
coevaporacions amb TBME. Seguidament, es dissol el producte en una mescla H,0 (2 % Na,CO3)-1,4-
dioxa (1:1) (28 mL), i la solucié es refreda en un bany d’aigua-gel. Per una altra banda es prepara una
solucié de cloroformiat de p-nitrobenzil (pNZ-Cl) (2.23 g, 10.4 mmol) en la minima quantitat de 1,4-dioxa
i s'addiciona sobre la solucié d’aminoacid. La mescla de reaccié es manté en agitacio durant 2 h en el
bany d'aigua-gel, i tres dies a temperatura ambient. Al segon dia s’addiciona més pNZ-Cl (0.25 eq). El
pH es manté en tot moment a pH = 9-10 per addici6é d’'una solucié aquosa 10 % Na,COs. Per CCF es
controla la desaparicié6 de I'aminoacid de partida. El 1,4-dioxa s’elimina a pressié reduida i la fase
aquosa es renta amb TBME (3 x 50 mL). A continuacié, la fase aquosa s'adicifica amb una solucio
aquosa d'acid clorhidric fins pH = 3-4 i el producte s’extreu amb AcOEt (3 x 50 mL). La fase organica
s'asseca amb Na,SOs, es filtra i s’elimina el dissolvent a pressio reduida. S'obtenen 3.85 g d’'un solid
blanc amb una puresa del 93 %.

OuN Rendiment 77%. HPLC (gradient 10:0 a 0:10 en 15 min, Csg): tr =

\Q/OTN%OH 9.1 min, puresa 93 %. 'H RMN (CDCls, 400 MHz): 6 = 8.22 (d, 2H, J

= 8.8 Hz, CHarom pNZ), 7.52 (d, 2H, J = 8.4 Hz, CHarom pPNZ), 6.70 &

"\ 642 (brs, 1H, NH Cys), 5.28 (s, 2H, CH; pNZ), 4.98 & 4.94 (m, 1H,

CH“ Cys), 4.68 & 4.58 (1: 2.5) (m, 1H, CHH Acm), 4.22 & 3.99 (m,

1H, CHH Acm), 3.25 & 2.96 (m, 2H, CH," Cys), 2.96 & 2.94 (s, 3H, NMe Cys), 2.07 & 2.05 (s, 3H, Acm).

13C RMN (CDCls, 100 MHz): & = 172.6 (CO Cys), 157.3 (CO pNZ), 156.0 (CO Acm), 147.8 (Carom pPNZ),

144.1 (Carom PNZ), 128.0 (CHarom pPNZ), 124.0 (CHarom pNZ), 66.5 (CH2 pNZ), 58.8 (CH* Cys), 41.6 (CH.

Acm), 31.6 (CHs NMe), 30.0 (CH® Cys), 23.2 (CHs Acm). EM [ES(+)]: m/z: calculat per C1sH1gN3O7S
385.1, trobat 386.1 [M+H]*, 408.1 [M+Na]".



41.7  Proteccié amb el grup Boc: Boc-NMe-Cys(Me)-OH i Boc-NMe-Cys(Acm)-OH

4.1.7.1  Boc-NMe-Cys(Acm)-OH

L’aminoacid HCl-H-NMe-Cys(Acm)-OH (3.3 g, 19.2 mmol) obtingut préviament i sense ser purificat,
es dissol en 20 mL d’H,0 i 40 mL de THF. El pH de la solucié es basifica fins a pH 9-10 per addici6
d’'una solucié aquosa NaOH (50 %). Seguidament s’addiciona Boc,O (5 g, 23 mmol). La reacci6 es
manté en agitacié i a temperatura ambient i se segueix per CCF (2-propanol-AcOH- H,0, 4:1:1). A les
48 h s’addiciona més Boc,0 (1.2 eq) i als cinc dies s'observa la total conversio del producte de partida.
El dissolvent organic s’elimina a pressié reduida i la fase aquosa es renta amb TBME (3 x 50 mL). A
continuacioé s'acidifica la fase aquosa amb una solucié aquosa d'acid clorhidric fins pH = 3-4 i el producte
s'extreu amb AcOEt (3 x 50 mL). La fase organica s'asseca amb NaySOs, es filtra i s’elimina el
dissolvent a pressio reduida. Obtenim 4.3 g d’un producte espumés blanc amb una puresa del 77 %
determinada per UV. Rendiment 74 %.

oo HPLC (gradient de 10:0 a 0:10 en 15 min, C1g): tr = 8.0 min, puresa 78 %. CCF

XOYNﬁOH (SiO2, DCM-MeOH (8:2), revelat amb ninhidrina): Ry = 0.37. RMN *H (CDCls, 400

© s o MHz):5=6.72 (brs, 1H; NH Acm), 4.92 (m, 1H; CHH’ Acm), 4.56 (m, 1H; CH®),

N 4.21 (m, 1H, CHH’ Acm), 3.21 (m, 1H; CHH"), 2.89 & 2.82 (m, 4H, CHs; NMe,

CHH*), 2.05 (m, 3H, CH3 Acm), 1.50 (s, 9H, Boc). RMN *3C (CDCls, 100 MHz): & = 172.6 (CO Cys),

159.1 (CO Boc), 153.5 (CO Acm), 80.9 (C Boc), 59.3 (CH®), 40.6 (CH, Acm), 32.3 (CH."), 31.4 (CH,

NMe), 28.3 (CHs Boc), 22.9 (CH3 Acm). EM [ES(+)], m/z: calculat per C12H22N205S 306.1, trobat 307.2
[M+H]*, 329.3 [M+Na]*.

41.7.2  Boc-NMe-Cys(Me)-OH

Cal treballar amb el material ben sec, dissolvents anhidres i sota atmosfera d’argo.

En un bal6 es dissol 'aminoacid Boc-Cys(Me)-OH (1 g, 4.24 mmol) amb 10 mL de THF anhidre. La
soluci6 es purga amb argé i es transfereix via canula a un bal6 refredat en un bany aigua-gel que conté
hidrur de sodi en oli mineral (509 mg, 12.7 mmol). La reacci6 es deixa en agitacié i en el bany de gel
durant 30 min. Seguidament s’addiciona via canula una soluci6 de iodur de metil (528 uL, 8.48 mmol)
en 2 mL de THF anhidre. La reacci6 es manté en agitaci6 a l'interior d'una cambra freda a 4 °C. Després
de 16 h de reaccié s'observa per HPLC la conversi6 total del producte de partida i la preséncia d’un 44
% del producte esperat. Part del producte es purifica en un sistema de HPLC-preparatiu (gradient de 15
a 50 en 30 min, 40 mL.min). S’obtenen 450 mg de producte blanc amb una puresa del 99 %. Rendiment
del 44 %.



|0 HPLC (gradient de 10:0 a 0:10 en 15 min, C1g): tr = 10.3 min, puresa 99 %. RMN
XOTO(N OH 1H (CDCls, 400 MHz): & = 7.18 (br s, 1H, NH), 4.74 (m, 1H, CH*), 3.05 (m, 1H,
i CHHP), 2.88 (m, 1H, CHHP), 2.84 (s, 3H, SMe), 2.13 (s, 3H, Acm), 1.46 (s, 9H,
Boc). RMN "3C (CDCls, 100 MHz): & = 175.2 (CO Cys), 156.5 (CO Boc), 80.7 (C Boc), 58.0 (CH®), 33.2
(CHoP), 32.1 (CHs NMe), 28.6 (CH3 Boc), 15.6 (CH; SMe). EM [ES(+)]: m/z: calculat per C1oH1gNO4S

249.1, trobat 250.3 [M+H]*, 272.3 [M+Na]".

4.2 OBTENCIO DE D-CISTEINES PROTEGIDES

421 Obtencié de Troc-D-Cys(Trt)-OH en solucié

4.2.1.1  Sintesi de H-D-Cys(Trt)-OH

En un bal6 s'addiciona I'aminoacid, H-D-Cys-OH HCIH20 (3 g, 17 mmol), el Trt-Cl (7.1 g, 25.6 mmol)
i 11 mL de DMF. S’obté una suspensié. La reaccio es deixa en agitacié durant dos dies i s'observa la
dissolucio dels productes. A continuacié, s’addicionen 100 mL d’una soluci6 aquosa de AcONa (10 %) i
s'observa la formacié d'un precipitat blanc. La suspensi6 es refreda en un bany d'aigua-gel i
seguidament es filtra. El solid obtingut s'addiciona en un bal6 que conté 50 mL d’acetona i s'escalfa en
un bany de 50 °C durant 30 min. La suspensio es refreda en un bany d’aigua-gel, es filtra i es renta amb
acetona i TBME. S'obtenen 5.5 g d'un solid blanc amb una puresa del 99 % determinada per UV.
Rendiment del 81 %.

HPLC (gradient de 1:0 a 0:1 en 15 min, C1g): tr= 9.2 min, puresa 99 %. RMN 'H

HZN\)CLOH (CDCls, 400 MHz): & = 7.44 (m, 6H; CHarom Trt), 7.31 (m, 6H; CHarom Trt), 7.24 (m,
i 6H; CHarom Trt), 3.05 (dd, 1H, J1 = 9.0 Hz, J, =4.0 Hz; CH"), 2.82 3.05 (dd, 1H, J: =
Q O 13.6 Hz, J, =4.0 Hz; CHHP), 2.69 (dd, 1H, J1 = 13.2 Hz, J, = 9.2 Hz; CHH"). EM
O [ES(+)], m/z: calculat per Co2H21NO,S 363.1, trobat 364.3 [M + HJ*, 386.3 [M + HJ".

S



4.2.1.2  Sintesi Troc-D-Cys(Trt)-OH

En un bal6 es prepara 24 mL d’una solucié de HxO (2 % Na,COs)-1,4-dioxa (1:1) i s'addiciona
'aminoacid H-D-Cys(Trt)-OH (1 g, 2.75 mmol). Seguidament s'addiciona el clorur de 2,2,2-
tricloroetoxicarbonil (Troc-Cl) (1.5 mL, 3 mmol) i es deixa la reaccio en agitacié a temperatura ambient.
La reaccid se segueix per CCF i s'observa, a les dues hores, la total conversié de 'aminoacid de partida.
S'addiciona Et,0 (20 mL) i es fan rentats de la fase aquosa (4 x 20 mL), s'acidifica amb una solucio
aquosa d'acid clorhidric (4 N) i el producte s'extreu amb DCM (4 x 20 mL). La fase organica se seca
amb NaxSOq, es filtra i s’elimina el dissolvent a pressioé reduida. S’obtenen 1.46 g d’un solid blanc amb
una puresa del 99 % determinada per UV. Rendiment del 99 %.

N o HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 15 min, C1s): z= 12.9 min, puresa 99 %. 'H
%'Iﬂ\/oTHQkOH RMN (CDCls, 400 MHz): & = 7.44 (m, 6H; CHawom Trt), 7.31 (m, 6H; CHarom
I

g Trt), 7.23 (M, 6H; CHarom Trt), 3.31 (m, 2H, CHa Troc), 3.04 (dd, 1H, J; = 9.2
Q O Hz, J, = 4.0 Hz; CH), 2.82 (dd, 1H, J = 13.4 Hz, J, = 4.0 Hz; CHH'"), 2.68
O (dd, 1H, J1 = 13.4 Hz, J; = 4.0 Hz; CHH®). 13C RMN (CDCls, 100 MHz): &=

174.3 (CO Cys), 154.2 (CO Troc), 144.3 (C, Trt), 129.7 (CHarom Trt), 128.3
(CHarom Trt), 127.3 (CHarom Trt), 95.4 (C, Troc), 75.0 (CH, Troc), 67.6 (CH), 54.2, 53.1 (CHP). EM [ES(-)]:
m/z: calculat per CosH22NO4ClsS 538.9, trobat 537.4 [M - HJ-.

4.2.2 Obtencié de Troc-D-Cys(Trt)-OH en fase solida

La resina CTC-PS (200 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropilé equipada
amb un filtre de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. S'introdueix el primer
aminoacid Fmoc-D-Cys(Trt)-OH (82 mg, 0.14 mmol) i DIEA (156 ul, 6.67 eq) en DCM. Després de 5
min, s’addiciona més DIEA (78 uL, 3.33 eq) i la mescla de reacci6 es deixa en agitacié durant 55 min a
25 °C. La reacci6 finalitza amb 'addicié de MeOH (160 ulL) i la mescla es manté en agitacié durant 10
min més. La peptidil-resina Fmoc-D-Cys(Trt)-CTC-PS se sotmet als segients rentats/tractaments:
filtracid, DCM (5 x 30 s), DMF (5 x 30 s), piperidina/DMF (1:4) (1 x 1 min, 3 x 5 min, 1 x 10 min). La
funcionalitzacié es calcula per mesura de I'absorbancia a 290 nm i resulta 0.50 mmol/g resina. A
continuacié s'addiciona el Troc-Cl (56 uL, 0.6 mmol) i DIEA (502 uL, 3 mmol) dissolts en DCM. La
reaccio es manté en agitacié durant 30 min, es filtra i es comporva per test de ninhidrina que la proteccio
ha estat quantitativa. La peptidil-resina es tracta amb una solucié 1 % de TFA en DCM (5 x 30s). Els
filtrats es recullen en un baldé que conté aigua (8 mL) i s’elimina el dissolvent a pressié reduida. El
producte es redissol en H,O/MeCN i es liofilitza. S'obtenen 58 mg de producte solid blanc, amb una
puresa del 98 %, determinada per HPLC. Rendiment de la sintesi del 92 %.



42.3 Obtencié de Boc-D-Cys(S'Bu)-OH

En un bald es prepara una solucié de Scm-Cl (1.1 mL, 12.3 mmol) en 9 mL de MeOH. La solucié es
manté en agitacié i en un bany d'aigua-gel. A continuacio, es dissol 'aminoacid H-D-Cys-OH ‘HCI H,0 (1
g, 6.4 mmol) en 8.5 mL de MeOH i s'addiciona 500 uL de la dissolucié comercial 1,4-dioxa—HCI (4 M).
La solucié de I'aminoacid s’addiciona lentament sobre la primera soluci6. Seguidament, la reaccié es
manté en agitacid i en el bany d’aigua-gel durant 1 h. La reaccié se segueix per CCF (1-butanol-AcOH-
H.0, 4:1:1). El dissolvent s’evapora a pressio reduida i es realitzen diverses coevaporacions amb TBME

fins a obtenir un solid sense olor i practicament incolor.

A continuacid es prepara una solucié de 2-tiol-2-metilpropa (1.5 mL, 12.7 mmol, 2 eq) amb 6 mL de
MeOH i s'addiciona EtsN (900 ulL, 5.7 mmol). L'aminoacid préviament activat es dissol en 4.5 mL de
MeOH i s’addiciona gota a gota sobre la primera soluci6. S'observa la fomacié d’'un gel. Finalitzada
I'addicid, s’elimina el dissolvent a pressié reduida. S'obtenen 718 mg d’un sdlid blanc (rendiment del 60
%). L'aminoacid protegit H-D-Cys(SBu)-OH (718 mg, 3.4 mmol) es dissol en 15 mL d'una solucié
aquosa NaxCOs (2 %). El Boc,O (958 mg, 4.39 mmol) es dissol en 15 mL de 1,4-dioxa i s'addiciona
sobre la soluci6 aquosa. La reacci6 es manté en agitacio i a temperatura ambient, i se segueix per CCF
(2-propanol-AcOH-H,0, 4:1:1). A les 24 h encara s'observa producte de partida i s’addiciona més
Boc,0 (1.3 eq). Després de 2 dies s'observa la conversié total del producte de partida. Seguidament
s'addiciona Et;O (20 mL) i es fan rentats de la fase aquosa (4 x 20 mL), s'acidifica amb una solucio
aquosa de HCI (4 N) i el producte s’extreu amb DCM (4 x 20 mL). La fase organica se seca amb
Na,S04, es filtra i s’elimina el dissolvent a pressio reduida. S'obtenen 636 mg d’'un sdlid blanc amb una
puresa del 90 % determinada per UV. Rendiment del 60 % i rendiment global del 36 %.

ho© HPLC (gradient de 9:1 a 0:10 en 15 min, C+s): r= 11.4 min, puresa 90 %. CCF
XOTN%OH (SiOy, 2-propanol-AcOH-H,0 (4:1:1), revelat amb ninhidrina): Rs = 0.30. RMN 'H
\2 (CDCls, 400 MHz): 6 = 5.37 (1H, d, J = 6.4 Hz; NH), 4.60 (1H, m; CH*), 3.18 (m,

j< 2H; CHP), 1.47 (9H, s; Boc), 1.38 (9H, s; StBu). ). *C RMN (CDCls, 100 MHz): 8=

175.4 (CO Cys), 156.2 (CO Boc), 80.9 (C Boc), 53.5 (CH%), 48.5 (C Bu), 42.2 (CH"), 30.0 (CH; Boc),

28.5 (CHs 'Bu). EM [ES(+)], m/z: calculat per Ci2H2sNO4Sz 309.1, trobat 310.2 [M+H]*, 322.2 [M+Na]*.



4.3 OBTENCIO D’AMINOACIDS NO DERIVATS DE LA CISTEINA

431  Obtenci6 de H-D-Dap(Fmoc)-Oal il

4.3.1.1  Boc-D-Dap(Fmoc)-Oal il

La DIEA (164 mL, 0.94 mmol) s’addiciona a una suspensio d’aminoacid comercial Boc-D-Dap(Fmoc)-
OH (200 mg, 0.47 mmol) en AcOEt (5 mL). La mescla es manté en agitacié fins que s'obté la total
dissolucio a 25 °C. A continuacié s'addiciona bromur d’al il (1 mL, 11.6 mmol) i la mescla de reacci6
s'escalfa a reflux durant 1 h, es refreda, es filira i es dilueix amb AcOEt (5 mL). La fase organica es renta
amb una soluci6 aquosa de 5 % NaHCO; (3 x 5 mL), HCI (1 N) (3 x 5 mL), i NaCl (sat) (3 x 5 mL).
Després, la fase organica s’elimina a pressio reduida per obtenir un oli. El producte es cristal litza amb
Et,O—dioxa per aconseguir Boc-D-Dap(Fmoc)-Oal il (128 mg, 0.27 mmol, 58 % rendiment) com un sdlid

blanc.
HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 15 min, C1s): tr= 12.5 min, puresa 89
O %). RMN *H (CDCls, 400 MHz): & = 7.77 (m, 2H; CHarom Fmoc), 7.58 (m,
oYo ’Q 2H; CHarom Fmoc), 7.40 (m, 2H; CHaom Fmoc), 7.32 (m, 2H; CHarom
>L o ;NH Fmoc), 5.91 (m, 1H, CH alil), 5.42 (brs, 1H, NH), 5.34 (dm, 1H, J =17
O)Lﬁﬁofo\/\ Hz; =CHH'’ alfil), 5.25 (dm, 1H, J =10.4 Hz; =CHH’ alil), 5.16 (brs, 1H,

NH), 4.65 (m, 2H, CH, Fmoc), 4.40-4.38 (m, 3H, CH*, CH; al lil), 4.21
(m, 1H, CH Fmoc), 3.62 (m, 2H, CHZB), 1.45 (s, 9H, Boc). EM [ES(+)], m/z: calculat per CasH30N2Os
466.2, trobat 467.4 [M+H]*, 489.4 [M+Na]*, 367.3 [M-Boc+H]*.

4.3.1.2  H-D-Dap(Fmoc)-Oal il

Es tracta 'aminoacid Boc-D-Dap(Fmoc)-Oal il (128 mg, 0.27 mmol) amb una solucié de TFA-H,O
(95:5). La mescla de reaccié es manté en agitacio durant 1.5 h a 25 °C. El solvent s’elimina a pressio
reduida i amb coevaporacions amb Et;O per obtenir I'aminoacid H-D-Dap(Fmoc)-Oal il (97 mg, 0.26
mmol, 98 %) com un solid blanc.



O HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 15 min, C+s): tz= 9.6 min, puresa 93 %). RMN

o o . H (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.70 (m, 2H; 2CHaom Fmoc), 7.55 (m, 2H; 2CHarom

e Q Fmoc), 7.30 (m, 2H; 2CHarom Fmoc), 7.21 (m, 2H; 2CHaom Fmoc), 5.88 (m, 1H;

Hm%{o\/\ CH alHil), ?.28 (dm, 1H, J = 17.2 Hz; =CHH’ al{il), 5.18 (dm, 1H, J = 10.6 Hz;

o) =CHH’ alil), 4.68 (m, 1H; CH*), 4.59 (m, 1H; CH Fmoc), 4.32, 4.10 (m, 2H;

CHa al il 0 CH, Fmoc), 3.56 (m, 2H; CH,"). RMN 3C (CDCls, 100 MHz): & = 167.6 (CO Dap), 157.6 (CO

Fmoc), 143.9 (2Caom Fmoc), 141.4 (COaom Fmoc), 130.0 (CH aliil), 128.1 (2CHaom Fmoc), 127.4

(2CHarom Fmoc), 125.2 (2CHarom Fmoc), 120.1 (2CHarom Fmoc), 67.6 (OCH; al fil), 67.4 (CH, Fmoc), 53.2

(CH Fmoc), 47.0 (CH%), 41.0 (CH,” al {il). EM [ES(+)], m/z: calculat per Ca1H2:N204 366.2, trobat 367.1
[M+H]*, 389.1 [M+Na]*.

4.3.2  Obtencié d’Alloc-Gly-OH i pNZ-Gly-OH. Métode de I'azida

Per a la proteccié amb el grup Alloc i el grup pNZ es preparen en un bal6 dissolucins de 1,4-dioxa i el
corresponent cloroformiat (1 eq). Les solucions es refreden en un bany aigua-gel i s'addiciona I'azida
sodica (1.5 eq) dissolta en aigua (H.0-1,4-dioxa, 1:1). Les reaccions es deixen en agitacio durant 3 h a

temperatura ambient.

Posteriorment s’addiciona I'aminoacid H-Gly-OH dissolt en una soluci6 H20 (2 % Na,C0Os)-1,4-dioxa
(1:1) (0.65 M). La reaccié es manté en agitacio durant 2 dies. La reacci6 se segueix per CCF i test de
ninhidrina. El pH de la reacci6 es va rectificant per manternir un valor de pH = 10-11. Finalitzada la
reaccio, s'addiciona Et;O (20 mL) i es fan rentats de la fase aquosa (4 x 20 mL), s'acidifica amb una
solucié aquosa d’acid clorhidric (4 N) i el producte s’extreu amb DCM (4 x 20 mL). La fase organica se
seca amb NaySQOq, es filtra i s’elimina el dissolvent a pressio6 reduida.

4,3.2.1  Alloc-Gly-OH

S'obtenen 1.98 g de producte amb una puresa del 99 % determinada per UV.

Ho @ Rendiment 98 %. HPLC (gradient de 10:0 a 3:7 en 15 min, Csg): tr= 6.0 min,
/\/OWN OH

o puresa 99 %). RMN 'H (CDCls;, 400 MHz): & = 5.92 (m, 1H; CH Alloc), 5.32 (dm,

1H, J = 17.2 Hz; CHH'’ Alloc), 5.30 (m, 1H; NH Gly), 5.23 (dm, 1H, J = 10 Hz; CHH’ Alloc), 4.60 (d, 2H, J

= 5.6 Hz; CH, Alloc), 4.03 (d, 2H, J = 5.6 Hz; CH,$3). RMN *3C (CDCls, 100 MHz): 6 = 174.28 (CO Cys),

156.57 (CO Alloc), 132.62 (CH Alloc), 118.27 (CHH’ Alloc), 67.28 (CH.0 Alloc), 66.25 (CH."), 66.37

(CH®), 43.29 (\Me). EM [ES(+)], m/z: calculat per CgHeNO4 159.1, trobat 160.3 [M+H]*, 182.2 [M+Na]*.



43211  pNZ-Gly-OH

ON 5 S'obtenen 1.57 g de producte amb una puresa del 99 % determinada per

@VOYHQLOH UV. Rendiment 63 %. HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 15 min, Cyg): {r=

0 4.4 min, puresa 99 %). RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & = 8.20 (2H, d, J =

8.7 Hz; CHarom pNZ), 7.68 (t, 1H, J = 6.0 Hz; NH), 7.60 (d, 2H, J = 8.7 Hz; CHaom pNZ), 5.18 (2H, s; CH;

pNZ), 3.67 (d, 2H; CH,"), RMN 3C (CDCls, 100 MHz), & = 172.1 (CO Gly), , 156.9 (CO pNZ), 147.6

(Carom PNZ), 145.7 (Carom pPNZ), 128.8 (CHarom PNZ), 124.2 (CHarom pNZ), 65.0 (CH2 pNZ), 42.8 (CH, Gly).
EM [ES(+)], m/z: calculat per C1oH11N206S 255.1, trobat 256.2 [M+H]*.

4.3.3 Obtencio d’Alloc-NMe-Leu-OH

Es dissol 'aminoacid HCI‘HNMe-Leu-OH (2 g, 11 mmol) en 40 mL d’una solucié aquosa de Na,COs;
(2 %) i es manté en un bany d’aigua-gel. Paral{elament es dissol el cloroformiat d’al il (1.4 mL, 13.3
mmol) en 40 mL de 1,4-dioxa i s'addiciona lentament sobre la solucié d’aminoacid. La reacci6 es manté
en agitacio i a temperatura ambient i se segueix per CCF (2-propanol-AcOH-H,0, 4:1:1). Passades 24
h hores s’addiciona més Alloc-Cl (1.2 eq) i a les 48 h s’observa la total conversié del producte de partida.
S'addiciona Et,0 (20 mL) i es fan rentats de la fase aquosa (4 x 20 mL), s'acidifica amb una aolucié
aquosa de HCI (4 N) i el producte s'extreu amb DCM (4 x 20 mL). La fase organica se seca amb
Na,S0s4, es filtra i s’elimina el dissolvent a pressié reduida. S'obtenen 2.41 g d’'un producte oliés amb
una puresa del 98 % determinada per UV. Rendiment 95 %.

HPLC (gradient de 10:0 a 3:7 en 15 min, C1g): tr= 15.5 min, puresa 98 %). CCF
o ,L 7 (SiO2, 2-propanol-AcOH-H,0 (4:1:1)): Rr= 0.78. 'H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 =
A OH

o ¢ 5.93 (m, 1H; CH alloc), 5.19 (m, 2H; =CH, alloc), 4.78 (m, 2H; CH; Alloc), 3.44

(m, 1H, CH%), 2.81 (s, 3H, NMe), 1.73 (m, 2H; CH,"), 1.57 (m, 1H; CH"), 0.89 (d,

6H, 2CHs®). 3C RMN (CDCls, 100 MHz): & = 177.5 (C, COOH), 157.3 (C, CO), 133.0 (CH, CH alloc),
117.6 (CHz, =CH, alloc), 66.7 (CHs, NMe), 56.9 (CH, CH®), 37.4 (CHz, CH2 alloc), 30.6 (CHz, CH,"), 25.1
(CH, CH"), 23.4, 21.5 (CHs, 2CHs"). EM [ES(+)], m/z: calculat per C11H1gNO4 229.1, trobat 230.6 [M+H]*.



4.3.4 Obtencio de Boc-NMe-Ala
Cal treballar amb material ben sec, dissolvents anhidres i sota atmosfera d'argé.

En un balé es dissol I'aminoacid Boc-Ala-OH (250 mg, 1.32 mmol) amb 5 mL de THF anhidre. La
solucié es purga amb argé i es transfereix via canula a un balé que conté hidrur de sodi (60 % en oli
mineral) (160 mg, 4.24 mmol). La reaccié es deixa en agitacié i en un bany d'aigua-gel durant 30 min.
Seguidament s’addiciona el iodur de metil (660 uL, 5.60 mmol). La reaccié es manté en agitaci6 a
temperatura ambient. Després de 16 h de reaccié s'observa per HPLC la conversié total del producte de
partida. S’addiciona lentament MeOH per eliminar les traces de NaH. S’acidifica el medi amb una soluci6
d’acid clorhidric (4 N) fins a obtenir un pH 3-4. Es realitzen varis rentats amb DCM per extreure el
producte. S'obtenen 189 mg de producte amb una puresa del 92 % determinada per UV. Rendiment del
65 %.

o RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 6 = 5.93 (m, 1H; CH Alloc), 5.33 (dm, 1H, J = 17.2 Hz;

XOWO(N%OH CHH'’ Alloc), 5.23 (dm, 1H, J = 10 Hz; CHH’ Alloc), 4.86 & 4.76 (m, 1H; CH), 4.64

& 4.58 (dm, 2H, J = 5.6 Hz; CH; Alloc), 2.95 (s, 3H; SMe), 3.11 & 2.90 (m, 2H;

CH,"), 2.15 (s, 3H; NMe), 1.48 (s, 9H, Boc). RMN *3C (CDCl;, 100 MHz): & = 174.28 (CO Cys), 156.57

(CO Alloc), 132.62 (CH Alloc), 118.27 (CHH’ Alloc), 67.28 (CH.O Alloc), 66.25 (CH,"), 66.37 (CH®),

43.29 (NMe). EM [ES(+)], m/z: calculat per CoH1sNO4S 233.3, trobat 234.3 [M+H]*, 256.3 [M+Na]*, 272.3
[M+K]*.

4.3.5 Obtencié de Boc-D-Ser(TBDMS)-OH

En un bal6 es pesa I'aminoacid Boc-D-Ser-OH (0.5 g, 2.43 mmol) i es dissol DMF (10 mL) i es
refreda en un bany d'aigua-gel. Seguidament s’addiciona el clorur de tert-butildimetilsilil (474 mg, 3.16
mmol), i 'imidazole (496 mg, 7.29 mmol). La solucié es deixa 1 h en agitacié en el bany d’aigua-gel i
després es deixa 16 h en agitacié a temperatura ambient. Per cromatografia en capa prima preparativa
es comprova la finalitzacié de la reaccié. S'addiciona Et;O (2 x 25 mL) i es renta amb una soluci6
aquosa 1 N de HCI. Les fases organiques s'assequen amb MgSO4 i el producte es purifca per
cromatografia en columna, fent servir com a fase estacionaria el SiO2 i una mescla de DCM-AcOEt (2:1)
com a fase mobil. S'obtenen 496 mg del producte com un sélid blanc. Rendiment del 64 %.

b O
XOWO(NJkOH

~

o CCF (SiO,, DCM-MeOH (9:1), revelat amb ninhidrina): Rs = 0.62. RMN *H (CDCls,
|

—si— 400 MHz): & = 5.45 (br s, 1H, NH), 4.37 (m, 1H, CH%), 4.1 (m, 1H, CHH®), 3.85
(m, 1H, CHH?), 1.46 (s, 9H, 'Bu, Boc), 0.92 (s, 6H, 2CHs, TBDMS), 0.88 (s, 9H, Bu,



TBDMS). RMN 3C (CDCls, 100 MHz): & = 175.2 (CO Ser), 156.4 (CO Boc), 80.5 (C, Boc), 63.6 (CH2"),
55.4 (CH"), 28.5 (CHs Boc), 25.9 (CHs, tBu-Si), 18.4 (C TBDMS),-3.4 (CHs-Si),-5.6 (CHs-Si). EM [ES(-)],
m/z:calculat per C14HoNOsSi 319.2, trobat 317.8 [M-H]-.

4.3.6  Obtencié de Fmoc-Gly-F
Cal treballar amb el material ben sec i sota atmosfera d’argo.

En un bal6 es pesa I'aminoacid Fmoc-Gly-OH (600 mg, 2.02 mmol) i es dissol en DCM anhidre (20 mL).
Seguidament s'addiciona el DAST (428 uL, 3.03 mmol). La reaccio es deixa en agitacié durant una hora.
Després es realitzen rentats amb aigua-gel i el solvent s’elimina a pressio reduida. El producte es
precipita amb DCM/hexa i seguidament es filtra el solid blanc. S'obtenen 507 mg de producte, rendiment
del 84 %. Per quantificar la puresa del producte es pren una aliquota del solid blanc i s’addiciona una
solucié 5 % de piridina en MeOH, després de 10 min s’analitza la solucié en el HPLC i es determina la

proporcié de Fmoc-Gly-OMe respecte I'aminoacid de partida. S'obté una puresa del producte del 95 %.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 6 =7,76 (m, 2H, 2CHaom Fmoc), 7.59 (m, 2H,

2CHarom Fmoc), 7.40 (m, 2H, 2CHarom Fmoc), 7.31 (m, 2H, 2CHaom Fmoc), 5.27

o (brs, 1H, NH), 4.43 (d, 2H, J = 7.2 Hz, CH, Fmoc), 4.24 (t, 1H, J = 6.8 Hz), CH

OkHﬁOTF Fmoc), 4.06 (d, 2H, J = 5.6 Hz, CH,%). IR ( film, v, cm™): 1843 (C=0 st), 1177
(C-F st), 985 (C-CO st).

4.4 OBTENCIO DE DIPEPTIDS EN FASE SOLIDA:

441 Obtencié de Fmoc-Gly-NMe-Cys(Acm)-OH

La resina CTC-PS (600 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropilé equipada
amb un filtre de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. S'introdueix el primer
aminoacid Fmoc-NMe-Cys(Acm)-OH (220 mg, 0.51 mmol) i DIEA (573 uL, 6.67 eq) en DCM. Després
de 5 min, s’addiciona més DIEA (286 uL, 3.33 eq) i la mescla de reaccié es deixa en agitacié durant 55
min a 25 °C. La reacci6 finalitza amb I'addicié de MeOH (480 L) i la mescla es manté en agitacio durant
10 min més. La peptidil-resina Fmoc-NMe-Cys(Acm)-CTC-PS se sotmet als segients
rentats/tractaments: filtracié, DCM (5 x 30 s), DMF (5 x 30 s), piperidina/DMF (1:4) (1 x 1 min, 3 x 5 min,
1 x 10 min). La funcionalitzacié es calcula per mesura de I'absorbancia a 290 nm i resulta 0.55 mmol/g
resina. Seguidament s’addicona I'aminoacid Fmoc-Gly-OH (294 mg, 1 mmol) i els agents d’acoblament



HATU (376 mg, 1 mmol) i DIEA (331 uL, 1.98 mmol) dissolts en DMF. L'acoblament es deixa 35 min en
agitacié i es comprova pel test de ninhidrina que 'acoblament ha estat quantitatiu. La peptidil-resina es
tracta amb una solucié 1 % de TFA en DCM (5 x 310 s). Els filtrats es recullen i s’elimina el solvent a
pressié reduida. S'obtenen 218 mg de producte solid blanc amb una puresa de 97 %, determinada per
HPLC. El rendiment de la sintesi és del 87 %.

O j)L HPLC (gradient de 7:3 a 0:10 en 15 min, C1s): {k= 6.6 min, puresa
O 97 %). EM [ES(+)], m/z; calculat per CaH2N3OsS 485.2, trobat
” 486.4 [M+H]*, 508.3 [M+Na]*.

442 Obtencio de Alloc-Gly-NMe-Cys(Acm)-OH

La resina CTC-PS (250 mg, 1.6 mmol/g resina) s'introdueix en una xeringa de polipropilé equipada
amb un filtre de polietilé i es renta segons els procediments generals descrits. S'introdueix el primer
aminoacid Fmoc-NMe-Cys(Acm)-OH (75 mg, 0.18 mmol) i DIEA (195 uL, 6.67 eq) en DCM. Després de
5 min, s'addiciona més DIEA (97 uL, 3.33 eq) i la mescla de reaccio es deixa en agitacié durant 55 min a
25 °C. La reacci6 finalitza amb 'addicié de MeOH (200 ulL) i la mescla es manté en agitacié durant 10
min més. La peptidil-resina Fmoc-NMe-Cys(Acm)-CTC-PS se sotmet als seglients rentats/tractaments:
filtracid, DCM (5 x 30 s), DMF (5 x 30 s), piperidina/DMF (1:4) (1 x 1 min, 3 x 5 min, 1 x 10 min). La
funcionalitzacié es calcula per mesura de l'absorbancia a 290 nm i resulta 0.58 mmol/g resina.
Seguidament s’addicona I'aminoacid Alloc-Gly-OH (69 mg, 0.44 mmol) i els agents d’acoblament HATU
(69 mg, 0.44 mmol) i DIEA (145 uL, 0.87 mmol) dissolts en DMF. L'acoblament es deixa 35 min en
agitacio i es comprova pel test de ninhidrina que 'acoblament ha estat quantitatiu. La peptidil-resina es
tracta amb una solucié 1 % de TFA en DCM (5 x 310 s). Els filtrats es recullen i s’elimina el solvent a
pressio reduida. S'obtenen 46 mg de producte oliés amb una puresa de 90 %, determinada per HPLC.
El rendiment de la sintesi és del 75 %.

o 0
\/\O)k WNj)kOH HPLC (gradient de 1:0 a 0:1 en 15 min, C4s): {r= 6.5 min, puresa 90 %).
0%s EM [ES(+)], m/z: calculat per C13Ha1N3OgS 347.1, trobat 348.3 [M+H]*,
AHJ 370.3 [M+Na]".



5. Antitumor compounds from marine sponges

5.1 COLLECTION, EXTRACTION, AND ISOLATION

The sponge CMB-02633 was collected by scuba (15-20 m) off Port Campbell (Victoria) and the diced
specimen immersed in EtOH and stored at -20 °C. A portion (50 %) of the EtOH extract was decanted
and concentrated under reduced pressure to obtain 1 g of dried extract. This extract was partitioned
between into n-BuOH and H,O. The n-BuOH solubles were concentrated under reduced pressure (353
mg) and then triturated in petrol (178 mg, 50 %), DCM (12 mg, 3 %), MeOH (34 mg, 10 %) and water
(2.3 mg, 1 %). An aliquot of petrol solubles (24 mg) was subjected to purification by semi-preparative
HPLC (Zorbax Cig semiprep column, 250 x 9.4 mm, 5 um, eluting with 4.0 mL/min 35% H2O/MeCN to
MeCN with a 0.1% TFA modifier, and detecting at 210 and 254 nm (DAD) and ELSD for 40 min) to yield
CMB-02633-A (7.7 mg, 0.77 % yield) and CMB-02633-B (1.3 mg, 0.13 % yield).

The sponge CMB-02709 was collected by scuba (8-10 m) off Deal Island (Tasmania) and the diced
specimen immersed in EtOH and stored at -20 °C. A portion (40 %) of the EtOH extract was decanted
and concentrated under reduced pressure to obtain 3.2 g of the dried extract. This extract was
partitioned between n-BuOH and H20. The n-BuOH fraction was concentrated under reduced pressure
(1164 mg) and triturated in petrol (365 mg, 31 %), DCM (250 mg, 21 %), MeOH (246 mg, 21%) and
water (8.0 mg, 1 %). An aliquot (40 mg) of the petrol solubles fraction was subjected to purification by
semi-preparative HPLC (Zorbax Cg semiprep column, 250 x 9.4 mm, 5 um, eluting with 4.0 mL/min 50%
H,O/MeCN to MeCN with a 0.1% TFA modifier, and detecting at 210 and 254 nm (DAD) and ELSD for
40 min) to yield trunculin C (0.3 mg, 0.01 % yield) and trunculin E (2.9 mg, 0.9 % yield).

511 CMB-02633-A.

1.3 mg stable oil (0.13 % vyield). Purity (by UV spectrum at 254 nm): 98 %. ESI(+)MS m/z calculated for
CasH3605 416.3 found 417.2 [M+H]*, 439.2 [M+Na]*, 455.2 [M+K]*. HPLC: tr 14.4 min (Cys, gradient from
5:4:110 0:9:1 in 15 min; A: H20, B: MeCN, C: MeCN with 0.1% TFA). 'H NMR (CDCls, 600 MHz; &, ppm;
J, Hz): 1.82 (dd, J = 12.9, 11.0, 1H), 1.96 (m, 1H), 2.10 (dd, J = 12.8, 6.3, 2H), 2.30 (s, 3H), 2.55 (br s,
1H), 2.56 (br d, J= 3.4, 1H), 3.65 (s, 3H), 4.25 (td, J = 8.6, 4.3, 1H), 4.27 (dd, J = 10.8, 6.0, 1H), 6.88 (br
s, 1H), 7.04 (brd, J=7.9, 1H), 7.86 (d, J =7 .4, 1H).



51.2 CMB-02633-B

7.7 mg unstable oil (0.77 % yield). Purity (by UV spectrum at 254 nm): 98 % ESI(+)MS m/z calculated for
CasHag04 390.3 found 391.2 [M+H]*, 413.2 [M+Na]*, 429.2 [M+K]*. HPLC: tg 15 min (C+s, gradient from
5:4:1t0 0:9:1 in 15 min; A: H20, B: MeCN, C: MeCN with 0.1% TFA). 'H NMR (CDCls, 600 MHz; 3, ppm;
J, Hz):0.84 (d, J = 6.3, 3H), 1.09 (s, 3H), 1.23 (d, J =7.1, 3H), 1.60 (s, 3H), 1.90 (m, 1H), 2.29 (m, 2H),
2.40 (m, 1H), 40.9 (m, 1H), 4.17 (m, 1H), 4.68 (br d, J = 2.3, 1H), 4.92 (s, 1H), 5.17 (br s, 1H)

51.3 TrunculinC

0.3 mg unstable oil (0.01 % yield). Purity (by UV spectrum at 254 nm):
99 %. ESI(+)MS m/z calculated for C24H3405 402.2 found 403.6 [M+H]*,
425.6 [M+Na]*. HPLC: tz 10.5 min (C+s, gradient from 5:4:1 to 0:9:1 in
15 min; A: H,0, B: MeCN, C: MeCN with 0.1% TFA). "H NMR (CDCls,
600 MHz; 8, ppm; J, Hz): 0.98 (s, 3H, 10-CHs), 1.05 (d, 3H, J = 5.6, 9-CHs), 1.21 (d, 3H, J = 8.0, 2-CHs),
1.35 (br s, 3H. 6-CHs), 1.42 (s, 3H, 18-CHs), 1.83 (dd, 1H, J = 12.9, 10.7, H8’), 1.93 (m, 1H, H10), 2.02
(dd, 1H, J = 12.8, 6.1, H8'), 2.29 (s, 3H, 14-CHs), 2.56 (m, 2H, H11, H11’), 2.65 (m, 1H, H2), 3.79 (dd,
1H, J = 10.9, 5.4 Hz, H7), 4.27 (td, 1H. J = 9.0, 3.2, H3), 6.86 (br s, 1H, H13), 7.02 (br d, 1H, J = 8.0,
H15),7.42 (d, 1H, J = 8.3, H16)

514 Trunculin E

T 2.9 mg unstable oil (0.9 % yield). Purity (by UV spectrum at 254
Q 2 1COzH nm): 99 %. ESI(+) MS m/z calculated for C4H3s04 390.3 found

§ : 413.6 [M+Na]*, 429.2 [M+K]*. HPLC: tz 14.8 min (C1s, gradient from
5:4:1 10 0:9:1 in 15 min; A: H20, B: MeCN, C: MeCN with 0.1% TFA). 'H NMR (CDCls, 600 MHz; 3, ppm;
J, Hz): 0.97 (s, 3H, 18-CHs), 0.99 (s, 3H, 18-CHs), 1.19 (d, J = 7.1, 3H, 2-CH3), 1.27 (s, 3H, 6-CH3), 2.60
(m, 1H, H2), 4.21 (td, = 8.7. 4.4, 1H, H3), 4.52 (br d, J = 2.2, 1H, H14), 4.58 (br s, 1H, H14'), 4.66 (br d,
J=1.7,1H, H10),4.74 (brd, J = 2, 1H, H10)




5.2 NEW CHEMISTRY AFFORDABLE TRUNCULINS A & B

5.21  Trunculin A methyl ester

40 mg of natural trunculin A were subjected to form the methyl ester with diazomethane ethereal
solution. 40 mg of desired compound were obtained as a white solid product.

Yield: 99 %. Purity (by UV spectrum at 254 nm): 98 %. ESI(+) MS m/z
calculated for C2sH4004 404.3 found 405.3 [M+H]*, 427.3 [M+Na]*; HPLC: tr
12.2 min (Cs, gradient from 5:4:1 to 0:9:1 in 15 min; A: H,0, B: MeCN, C:
MeCN with 0.1% TFA). 'H NMR (CDCls, 600 MHz; 5, ppm): 0.84 (s, 3H, 18-
CHs), 1.02 (s, 3H, 18-CH3), 1.13 (d, J = 8.4 Hz, 3H, 2-CH3), 1.15 (s, 3H, 6-
CHa), 1.64 (s, 3H, 10-CH; 6 14-CHs), 1.66 (s, 3H, 10-CH; ¢ 14-CH;), 2.56
(m, 1H, H2), 3.69 (s, 3H, CO2CHs).

5.2.2 Hydrogenation of trunculin A

40 mg of trunculin A (1) were reacted with catalytic amount of 10% Pd/C under H, pressure (30 psi)
overnight in MeOH. After filtering catalyst, the solvent was removed. 39 mg of C14 epimers mixture were
obtained. Crude reaction was subjected to purification by HPLC semi preparative system. Conditions:
Zorbax C1g semiprep column (250 x 9.4 mm, 5 mm), eluting with 4.0 mL/min, isocratic mode of 35 %
H20, 55 % MeCN, 10 % MeCN (0.1 % TFA) in 25 min. Both epimers (5 & 6) were obtained with high
purity (99%).

compound (5): 4.4 mg

ESI(+) MS m/z calculated for C24H4204 394.3 found 417.3 [M+Na]*, 377.3 [M-16]*, 393.3 [M-H].. HPLC: tr
11.0 min (Cs, gradient from 5:4:1 to 0:9:1 in 15 min; A: H20O, B: MeCN, C: MeCN with 0.1% TFA). 'H
NMR (CDCls, 600 MHz; §, ppm): 0.85 (s, 3H, 18-CHs), 0.96 (s, 3H, 18-CHs), 0.99 (d, J = 6.0 Hz, 3H, 14-
CHa), 1.29 (br s, 6H, 6-CHs, 2-CHs), 1.58 (s, 3H, 10-CHs), 2.58 (m, 1H, H2), 3.77 (m, 1H, H3).



compound (6): 6.1 mg

ESI(+)MS m/z calculated for CasH4204 394.3 found 417.3 [M+Na]*, 377.3 [M-16]*, 393.3 [M-H-. HPLC: tr
11.4 min (Csg, gradient from 5:4:1 to 0:9:1 in 15 min; A: H.O, B: MeCN, C: MeCN with 0.1% TFA).
'H NMR (CDCls, 600 MHz; 3, ppm): 0.81 (s, 3H, 18-CHs), 0.87 (d, J = 6.0 Hz, 3H, 14-CHs), 0.99 (s, 3H,
18-CHs), 1.26 (d, J = 7.6 Hz, 3H, 6-CHs), 1.27 (s, 3H, 2-CHs), 1.59 (s, 3H, 10-CHs), 2.56 (m, 1H, H2),
3.74 (m, 1H, H3).

5.2.3  Ester Methyl of (5) & (6))
2.4 mg from compound (5) were subjected to form the methyl ester with diazomethane.

Compound (8) was obtained as a white solid pure compound and quantitative yield. 4.8 mg from
compound (6) were subjected to an ester methyl protection with diazomethane ethereal solution.
Compound (9) was obtained as a white solid pure compound and quantitative yield.

Compound (8):

ESI(+)MS m/z calculated for Ca5H4404 408.3 found 431.3 [M+Na]*, 391.3 [M-
16]*. HPLC: tz 8.5 min (Cys, gradient from 5:4:1 to 0:9:1 in 15 min; A: H,0, B:
MeCN, C: MeCN with 0.1% TFA).

MeO,C

Compound (9):

ESI(+)MS m/z calculated for CysH4404 408.3 found 431.3 [M+Na] *, 391.3 [M-
16] *. HPLC: tz 8.8 min (C4s, gradient from 5:4:1 to 0:9:1 in 15 min; A: H,0, B: MeCN, C: MeCN with
0.1% TFA).

5.24  Peroxide reduction of trunculin A

Trunculin A (1) (10 mg) was dissolved in of dried MeOH (1 mL) and Mg turnings (20 mg) were added
along with a crystal of iodine. After 5 hours the reaction was quenched by the addition of diethyl ether (1
mL) and 10% NH4Claq (1 mL). The ether phase was decanted and the aqueous extrated with two aliquots
of Et,O (1 mL). The ether phase was concentrated in vacuo to yield a crude product (11.2 mg) with a
purity of 89%.



Yield: 99 % (without purification). Purity: 89 %. ESI(+)MS m/z calculated for
CasH4004 392.3 found 415.3 [M+Na]*, 375.3 [M-16]*, 391.3 [M-H]. HPLC: tr
9.4 min (Cs, gradient from 5:4:1 to 0:9:1 in 15 min; A: H,O, B: MeCN, C:
MeCN with 0.1% TFA). 'H NMR (CDCls, 600 MHz; &, ppm): 0.86 (s, 3H, 18-
CHs), 1.10 (s, 3H, 18-CHs), 1.15 (d, J = 7.1, 2-CH3), 1.19 (s, 3H, 6-CH3),
1.64 (br s, 6H, 10-CHs, 14-CHs), 2.38 (m, 1H, H2), 3.63 (m, 1H, H3), 5.19 (s,
1H, H13).

5.2.5 Ester methyl of (13)

5.6 mg from compound (13) are subjected to form the methyl ester with diazomethane ethereal
solution. Compound (14) was obtained as a white solid pure compound, quantitative yield.

ESI(+)MS m/z calculated for C25H4204 406.3 found 429.3 [M+Nal*, 389.3 [M-
16]*. HPLC: tr 7.9 min (Cs, gradient from 5:4:1 to 0:9:1 in 15 min; A: H.0, B:
MeCN, C: MeCN with 0.1% TFA). '"H NMR (CDCls;, 600 MHz; 3, ppm): 0.85
(s, 3H, 18-CHs), 1.05 (s, 3H, 18-CHs), 1.13 (d, J = 8.7, 2-CH3), 1.18 (s, 3H,
6-CHs), 1.63 (br s, 6H, 10-CHs, 14-CHs), 2.56 (m, 1H, H2), 3.68 (s, 3H,
CO,CHs), 3.72 (m, 1H, H3), 5.17 (s, 1H, H13).

5.2.6  Dehydration of (14)

20 mg of compound (14) were reacted with catalytic amount of PSTA in dried benzene (13 mL). The
reflux was overnight. Crude reaction analysis by LC/MS revealed presence of desired compound.
Solvent was dried and 4 mL of Hexanne/AcOEt (1:1) and 4 mL brine were added. Organic phase was
washed twice, dried with MgSO4, filter and evaporated. The compound was subjected to a silica gel
chromatographic column from hexane to hexane/AcOEt (4:1). 4 mg of desired compound were obtained.
H NMR analysis revealed presence of isomers mixture. It was problably due to the close ring is not
stereochemistry selective reaction.

ESI(+)MS m/z calculated for CgsHs203 388.3 found 389.3 [M+H] *, 411.3
[M+Na]*, 427.3 [M+K]*. HPLC: tz 13.1 min (Cs, gradient from 5:4:1 to 0:9:1
in 15 min; A: H20, B: MeCN, C: MeCN with 0.1% TFA). 'H NMR (CDCls, 600
MHz; &, ppm): 0.83 (s, 3H, 18-CHs), 1.02 (s, 3H, 18-CHs), 1.13 (d, J = 8.8, 2-CH),
1.22 (s, 3H, 6-CHs), 1.61 (s, 3H, 10-CHs 0 14-CH), 1.64 (s, 3H, 10-CHs 0 14-CHs),
2.58 (m, 1H, H2), 3.69 (s, 3H, CO2CHs), 4.11 (m, 1H, H3), 5.19 (s, 1H, H13).




5.2.7  Saponification of (15)

2.3 mg of compound (16) was dissolved in 240 uL of MeOH and 52 ulL of aqueous solution 0.1 M
NaOH. After 30 min 52 uL of aqueous solution 0.5 M NaOH is added. The reaction is stirring overnight.
Then 52 ulL of aqueous solution 0.5 M LiOH is added. HPLC analysis revealed a 75 % formation of
desired compound. Ph reaction was acidified and products were extracted with AcOEt. The solvent was
removed. Product was dissolved in aqueous solution 5 % NaHCO3; and washed with hexane. Aqueous
layer was acidified with aqueous solution 1 N HCI and the product was extract with ACOEt. Final mixture
was analysed by MS and final compound was detected as well as starting material.

ESI(+)MS m/z calculated for CzsH3sO; 374.3 found 375.3 [M+H] *, 411.3
[M+Na]*, 427.3 [M+K]*. HPLC: tz 11.1 min (Cs, gradient from 5:4:1 to 0:9:1 in
15 min; A: H20, B: MeCN, C: MeCN with 0.1% TFA)

5.2.8  Trunculin B methyl ester

40 mg of natural trunculin B are subjected to form the methyl ester with diazomethane ethereal
solution. 40 mg of desired compound were obtained as a white solid product (95 % yield, 96 % purity).

ESI(+)MS m/z calculated for CosHaoOs 420.3 found 421.3 [M+H]*, 443.3
[M+Na]*. HPLC: tr 10.2 min (Cs, gradient from 5:4:1 to 0:9:1 in 15 min; A:
H.0, B: MeCN, C: MeCN with 0.1% TFA). '"H NMR (CDCls, 600 MHz; 3,
ppm): 0.90 (s, 6H, 10-CHs, 18-CHs), 0.99 (s, 3H, 18-CHs), 1.14 (d, J = 7 Hz,
3H, 2-CHs), 1.19 (s, 3H, 6-CHs), 1.63 (s, 3H, 14-CHs), 1.95 (m, 2H, 15-H>),
2.51 (m, 1H, H2), 2.36 (br d, J = 10.4 Hz, 1H, H12), 3.69 (s, 3H, CO,CHs), 4.25 (ddd, J = 5.0, 5.0, 3.0,
1H, H3), 4.53 (dd, J=6.0, 6.0, 1H, H7), 5.33 (d, J = 5.3, 1H, H13).

5.2.9 Hydrogenation of trunculin B

57 mg of trunculin B (2) were reacted with catalytic amount of 10% Pd/C under H; pressure (30 psi)
overnight in MeOH. After filtering catalyst, solvent was removed. It was obtained 47 mg of desired
compound in 70 % purity (82% yield)



ESI(+)MS m/z calculated for CzH4205 410.3 found [M+Na]* 433.3, [M-16]*
393.3, [M-H] - 409.3. HPLC: tr 7.9 min (C1s, gradient from 5:4:1 to 0:9:1in 15
min; A: H,0, B: MeCN, C: MeCN with 0.1% TFA).

5.210 Peroxide reduction of trunculin B

8.2 mg of trunculin B (1) were dissolved in 1mL of dried MeOH and freshly scratched 16 mg Mg
turnings and a tiny crystal of iodine were added. After 5 hours the presence of desired compound and
completely lost of starting material were observed in HPLC. Then 1 mL of diethyl ether was added to
crude reaction and also 1 mL of 10% NH4Cl aqueous solution until clear solution. The ethereal phase
was taken off and the same procedure was repeated twice. The solvent was dried and 3.7 mg of crude
reaction were obtained with a purity of desired compound of 85%. The aqueous phase was acidified and
extracted with ether and 3 mg of pure was obtained.

Yield: 75 %. Purity: 85 %. ESI(+)MS m/z calculated for Co4H40Os 408.3
found 431.3 [M+Na]*, 391.3 [M-16]*, 407.3 [M-H]. HPLC: tz 6.9 min (Cis,
gradient from 5:4:1 to 0:9:1 in 15 min; A: Hy0, B: MeCN, C: MeCN with
0.1% TFA). 'H NMR (CDCls, 600 MHz; 3, ppm): 0.94 (br s, 6 H, 18-CHs, 18-
CHa,), 1.09 (s, 3H, 10-CH3), 1.14 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 2-CH3), 1.19 (s, 3H, 6-
CHs), 1.63 (s, 3H, 14-CHs), 1.98 (m, 2H, H15), 2.40 (m, 1H, H12), 2.50 (m,
1H, H2), 3.69 (m, 1H, H7), 3.87 (m, 1H, H3), 5.35 (d, J = 5.0, 1H, H13).

5.211 Ester methyl of (13)

1.4 mg of compound (11) was subjected to form the methyl ester with diazomethane ethereal
solution.

ESI(+)MS m/z calculated for Cp5H420s 422.3 found 445.3 [M+Na]*, 406.3
[M-16]*. HPLC: tr 6.1 min (Cs, gradient from 5:4:1 to 0:9:1 in 15 min; A:
H0, B: MeCN, C: MeCN with 0.1% TFA). 'TH NMR (CDCls;, 600 MHz; 5,
ppm): 0.94 (br s, 6 H, 18-CHa, 18-CHs,), 1.09 (s, 3H, 10-CHs), 1.12 (d, J =
7.6 Hz, 3H, 2-CH3), 1.19 (s, 3H, 6-CHs), 1.63 (s, 3H, 14-CHs), 1.98 (m, 2H,
H15), 2.40 (m, 1H, H12), 2.55 (m, 1H, H2), 3.69 (br envelope, 1H, H7),
3.67 (br s, 3H, CO.CHs), 3.87 (m, 1H, H3), 5.35 (d, J = 5.0, 1H, H13).
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ANNEX 1.1:

Aminoacids, codi de tres lletres i estructura

Nom codi Estructura Nom Codi Estructura
H, OH
_ z OH . H,
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o H,N
o)
o)
- OH .
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ANNEX 1.2:

Agents d’acoblament en la sintesi de péptids

Nom comu Nom sistematic Estructura
DIPCDI N,N* diisopropilcarbodiimida }N:C:N{
. . /
. Hidroclorur de 1-etil-3-(3- N~ -HCl
EDC HCl dimetilaminopropil)carbodiimida kN:C:NI N
/
Tetrafluoroborat de N-oxid de N-[(1H- ,Q/N\
TBTU benzotriazol-1-il)-dimetilamino-metilen]- N BF,
N-metilmetanamini N
N
o
/
~—N
Tetrafluorofosfat de N-oxid de N- X
HATU [(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazolo-[4,5- XN PFg
b]piridin-1-il-metilen]-N-metilmetanamini | _ KI/N
N |
O
XN
| | N
N~ N )
Hexafluorofosfat de (7-azabenzotriazol- o PFe
PyOAP O e (i i '
1-iloxi)-tris(pirrolidin)fosfoni pr
SIS
N
N\
o . N
HOBt 1-Hidroxi-benzotriazol N
|
OH
CX
HOAt 1-Hidroxi-7-azabenzotriazol | N/ N’N
|
OH
N
DMAP N,N-dimetilaminopiridina X
P
N




ANNEX 1.3:

Suports polimérics i grups protectors

fusgiuoi:ial Nom comu Estructura Estabilitat
Amino Froc Q Estable: acids
O % abil: bases
O. Tﬂk Labil: b
(o]
_ Oy Estable: bases
Amino Boc
' T 1 Labils: acids
. P Estable: acids, bases
Amino Alloc
' b Labil: Pd(0) + nucledfi
O2N s
Estable: acids, bases
Amino NZ Q ) . .
P O Labil: SnClz + acid cat.
(o]
. Estable: acids, bases
Acid Alil Oy ’
° ! AN Labil: Pd(0) + nucleofi
. Estable: acids, bases
Acid -CHCOPh @ ’
' 2 O Labil: Zn/AcOH
I Estable: bases
Alcohol TBDMS —Si—
4\ Labil: acids i fluorurs
. Estable: bases
Alcohol B
gono ! Labil: acids (TFA 40 %)
Q T O Estable: bases
Tiol Trt O Labil: TFA, I2, Hg(ll),
Ag(l), TI(HI), RSCI
S Estable: acids i bases
Tiol Acm MQNJK Labil: 2, Hg(ll), Ag(l),
H Ti(IlN), RSCI
i NO2
S Estable: acids
Tiol N h
0 Pys N Labil: RSH, BusP
Acid c O Estable: Bases
. CTC-PS o O
/Amino OO Labil: 1 % TFA
. HO < > Estable: Bases
Acid W 0{ m
o ang Labil: 50 % TFA







ANNEX 2

Nomenclatura  abreviada  per
péptids ciclics, ramificats, homo- o
heterodétics’

" Spengler, J.; Jimenez, J.-C.; Burger, K.; Giralt, E.; Albericio, F., Abbreviated nomenclature for cyclic and branched homo- and
hetero-detic peptides, J. Pep. Res., 2005, 65, 550-555.






Els peptids lineals o péptids ciclics cap-cua poden escriure’s de forma lineal mitjangant el codi de
tres lletres de cada aminoacid encadenats per el simbol *~". No passa el mateix amb els péptids ciclics
cadena-cua, cadena-cap, cadena-cadena, els péptids ramificats, etc. Les recomanacions de la
IUPAC-IUBMB per a la nomenclatura dels péptids no lineals es basen en I'is d’editors d’estructures
quimiques. Les estructures generades per a descriure un péptid tenen desavantatges respecte les
nomenclatures lineals i integrades al text. Per aquest motiu, Spengler i col. han dissenyat una nova
nomenclatura per als péptids ramificats que pot escriure’s de forma lineal i integrada en el text.
Es un codi senzill, visual i precis. La nova nomenclatura es basa en I'Us del simbol ‘& per designar nous
enllagos quimics en la cadena peptidica. Si el compost conté més d’un enllag quimic pot addicionar-se
index numérics (&', &2, &3,...). El simbol d’enllag es col {oca en els dos aminoacids que formen la unié i
en funcio6 del grup funcional que participi en la unié el lector pot visualitzar la identitat de la unié (cadena-
cua, enllag ester, pont disulfur, etc).

La nomenclatura proposada resol els dos péptids objectius de la present tesis i permet descriure el
desenvolupament de la seva sintesi d’'una forma clara i neta. La Sirengotoxina és un depsipéptid ciclic
amb una unié cadena-cua que forma un enllag ester. L'estructura del péptid i la representacié grafica
proposada per la IUPAC-IUBMB es mostren a la figura segient:

OH
|
N\)k /Q/N\)k /Q Me(CHZ)nCHCHZCO-L»Ser-D-Dab-GIy-D-Hse-L-Orn-L-aThr——‘

HOOC Cl

mnl T

Figura 1.1 a) estructura de la sirengotoxina i b) representacié grafica de la sirengotoxina segons les recomanacions
de la IUPAC-IUBMB.

L-threo-CIThr— L-threo-HOAsp-(Z)-Dhb —

| el nom sistematic de la Sirengotoxina d'acord amb la nomenclatura descrita és:

MST-Ser(&)-D-Dab-Gly-D-Hse-Orn-aThr-(Z)-Dhb-treo(OH)Asp-treo(Cl) Thr&




La tiocoralina és un péptid més ramificat, esta format per dues cadenes simétriques disposades de
forma antiparal leles, unides per dos enllagos esters. Un pont disulfur divideix el cicle per la meitat i dos
heterocicles s’uneixen als caps de les cadenes peptidiques. L'estructura del peptid i la representacio
grafica que segueix les recomanacions de la IUPAC-IUBMB es mostren a la segient figura:

B Ra NS as Lad

1/ NMe-Cys(Me) «<— NMe-Cys <—— Gly <— D-Cys <— HQA

N Nvl\ ‘ J
MNW QL j\’r HQAD-Cys — » Gly —» NMe-Cys — » NMe-Cys(Me)

| el nom sistematic de la tiocoralina d'acord amb la nomenclatura descrita és:

[HQA-D-Cys(&")-Gly-NMe-Cys(&?)-NMe-Cys(Me)&3] [HQA-D-Cys(&3)-Gly-NMe-Cys(&?2)-NMe-Cys(Me)&']

Els T ] indiquen les cadenes N — C que formen el péptid. En aquest cas, les dues cadenes
peptidiques estan lligades per tres unions: &' i & simbolitzen enllagos tioesters i & un pont disulfur.

Les normes de nomenclatura
El sistema de nomenclatura que seguirem al llarg de la present tesis segueix les normes segiients:
1-. La nomenclatura és compatible amb I'actual nomenclatura de en la quimica de peptids
2-. ‘&’ representa l'inici o el final d'un enllag quimic i el conjunt de dos ‘&’ representa un enllag quimic.

3-. Si hi ha més d'un enllag quimic, s'empren superindex numéric per identificar les diferents parelles
de punts d'unio. Aixi, &' s'uneix a &', & s’uneix a &2, etc.




4-. La posicié del ‘& indica el punt d’unié:

(i) -&Xaa- la uni6 s'inicia/finalitza en un extrem N-terminal
(ii) -Xaa&- la unié s'inicia/finalitza en un extrem C-terminal
(iii) -Xaa(&)- la uni6 s'inicia/finalitza en la cadena lateral

(iv) -(&)Xaa- la uni¢ s'iniciaffinalitza en un extrem N-terminal com a segon substituent
(

V) -(a&)Xaa- la unié s'inicia/finalitza en el carboni-a. de 'aminoacid Xaa

5-. Si la molécula esta formada per dues 0 més branques (o ponts), aquestes s’escriuen separades
dins de claudators i les diferents cadenes es recullen en paréntesis, com per exemple
{[brancai][brancaz][pont]}. La branca més llarga s’escriu primer i si tenen la mateixa longitud s’ordena
per ordre alfabétic.

6-. La transcripci6 de péptids ciclics cap-cua s'inicia amb I'aminoacid amb major prioritat alfabética.






ANNEX 3

Espectes de RMN del didehidropéptid
Fmoc-Thr(tBu)-(Z)-Dhb-OH






Figura 1 . Fmoc-(‘Bu)-(Z)-Dhb-OH
Espectre RMN-'H (CDCls, 300 MHz)
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Figura 2 . Mescla d'isomers Z / E de Fmoc-(‘Bu)-Dhb-OH
Espectre RMN-H (CDCls, 300 MHz)
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Figura 3. Mescla d'isomers Z / E de Fmoc-('Bu)-(Z)-Dhb-OH

Espectre COSY (CDCls, 300 MHz)
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