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Capitulo L.

Introduccion y objetivos.

So never mind the darkness, we still can find a way.

Nothin' lasts forever, even cold November rain.

November Rain, Axl Rose (Guns N’ Roses).






Capitulo I. Introduccién y objetivos.

La somatostatina (SST) es una hormona endégena de naturaleza peptidica,
aislada por primera vez en su forma tetradecapeptidica de extractos de
hipotalamo humano en 1973 (figura 1.1).! Debido al temprano descubrimiento de
su acciéon como inhibidora de la secreciéon de somatotropina u hormona de
crecimiento (Growth hormone, GH) en células somatétropas,? fue también
denominada factor inhibidor de la liberaciéon de somatotropina (Somatotropin
Release-Inhibiting Factor, SRIF) u hormona inhibidora de la hormona de

crecimiento (Growth Hormone-Inhibiting Hormone, GHIH).

Figura 1.1. Estructura de SST14

La forma maés estudiada de SST es la SST14, aunque su prehormona de 28
aminoacidos SST28 presenta también actividad biolégica.?> La SST no sélo es
secretada a nivel hipofisario desde el ntcleo ventromedial entre otros,* sino
ademas desde distintas regiones del tubo digestivo, por células & del pancreas y
otras glandulas endocrinas.> Esto se traduce en un amplio abanico de acciones

tisiol6gicas que incluye la inhibicion de secrecién de factores endégenos como la

1a) P. Brazeau, W. Vale, R. Burgus, N. Ling, M. Butcher, J. Rivier, R. Guillemin, Science, 1973, 179, 77-79; b)
R. Burgus, N. Ling, M. Butcher, R. Guillemin, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1973, 70, 684-688.

2T. M. Siler, G. Vandenberg, S. S. C. Yen, P. Brazeau, W. Vale, R. Guillemin, J. Clin. Endocrinol. Metab., 1973,
37,632-634.

3a) A. V. Schally, A. Dupont, A. Arimura, T. W. Redding, G. L. Linthicum, Fed. Proc. Fed. Am. Soc. Exp. Biol.,
1975, 34, 584; b) A. Arimura, H. Sato, A. Dupont, N. Nishi, A. V. Schally, Science, 1975, 189, 1007-1009; c) A.
V. Schally, A. Dupont, A. Arimura, T. W. Redding, N. Nishi, G. L. Linthicum, D. H. Schlesinger, Biochemistry,
1976, 15, 509-514; d) L. Pradayrol, H. Jornvall, V. Mutt, A. Ribet, FEBS Lett, 1980, 109, 55-58.

4a)J. C. W. Finley, J. L. Maderdrut, L. J. Roger, P. Petrusz, Neurosci., 1981, 6, 2173-2192; b) O. Johansson, T.
Hokfelt, R. P. Elde, Neurosci., 1984, 13, 265-339.

5a) T. Hokfelt, S. Effendic, C. Hellerstrom, O. Johansson, R. Luft, A. Arimura, Acta Endocrinol., 1975, 80, 5-
41;b) Y. C. Patel, S. Reichlin, Endocrinology, 1978, 102, 523-530; c) S. Reichlin, N. Engl. J. Med., 1983, 309, 1495~
1501, 1556-1563.
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ya mencionada GH, la insulina, el glucagén o la gastrina, e inhibicion de
secrecion exdgena de 4cido géstrico o enzimas pancreaticas.> Esta funcion
inhibitoria se ejerce mediante receptores transmembrana de la superfamilia de
las proteinas G,° de los cuales se han identificado hasta la fecha cinco
subreceptores muy extendidos para SST, conocidos como SSTR1-5.7 A su vez,
gracias a los estudios llevados a cabo mediante la eliminacion sistematica de
residuos se determiné que el farmacéforo de la molécula se componia de los
cuatro aminoacidos que forman el [-giro, es decir la secuencia
Phe7_Trp8_Lys9_Thr10.8 La identificacion de distintas funciones y sus

mecanismos asociados introdujeron a la SST en la terapéutica.

Debido a su semivida plasmatica inferior a tres minutos, y a la falta de
control sobre la selectividad entre los distintos receptores, el uso de SST natural
en la farmacoterapia se encuentra restringido. Por ello, la sintesis de analogos se
focaliz6 en un acortamiento de la secuencia, manteniendo la estructura anular y
el farmacoéforo, con el objeto de crear derivados maés eficaces que presentasen un
aumento de la semivida plasmatica, asi como la selectividad frente a los
diferentes SSTR. La mejora en la estabilidad es una ventaja sobre la hormona
natural, ya que reduciria el nimero de dosis. Los objetivos clinicos han sido
enfermedades funcionales como tumores con sobresecreciéon hormonal, diabetes,

gastrinomas o adenomas pituitarios. De todo el catalogo creado, han sido cuatro

6 Las proteinas G que conforman los SSTR estan asociadas a la ruta del AMPc principalmente, de manera
que inhiben la ciclacion y por tanto formacion de dicha molécula, desempefiando por esta via la regulacién
a la baja. Sin embargo, no se trata del iinico mecanismo regulador de los SSTR, ya que también se asocian a
canales de iones Ca* y K*, bomba Na*/H?*, entre otros.

7a) Y. C. Patel, K. K. Murthy, E. Escher, D. Banville, J. Spiess, C. B. Srikant, Metabolism, 1990, 39, 63-69; b) Y.
C. Patel, Basic. Clin. Asp. Neurosci., 1992, 4, 1-16; c) Y. C. Patel, M. T. Greenwood, R. Panetta, L. Demchyshyn,
H. Niznik, C. B. Srikant, Life Sci., 1995, 57, 1249-1265; d) J. C. Reubi, U. Horisberger, A. Kappeler, J. A.
Laissue, Blood, 1998, 92, 191-197; e) A. Schonbrunn, A. H. Tashjian, ]. Biol. Chem., 1978, 253, 6473-6483.

8 a) W. Bauer, U. Briner, W. Doepfner, R. Halber, R. Huguenin, P. Marbach, T. J. Petcher, J. Pless, Life Sci.,
1982, 31, 1133-1140; b) D. Veber, R. Saperstein, R. Nutt, R. Friedinger, S. Brady, P. Curley, D. Perlow, W.
Palveda, C. Colton, A. Zacchei, D. Tocco, D. Hoff, R. Vandlen, J. Gerich, L. Hall, L. Mandarino, E. Cordes, P.
Anderson, R. Hirschmann, Life Sci., 1984, 34, 1371-1378; c) ]. E. Taylor, D. H. Coy, J. Endocrinol. Invest., 1997,
20, 8-10.

Pagina | 4



Capitulo I. Introduccién y objetivos.

los andlogos peptidicos que han llegado al mercado para el tratamiento de
diferentes enfermedades metabdlicas: tres octapéptidos que mantienen el puente
disulfuro, el octreétido (nombre comercial Sandostatin®),829 el lanreétido
(Somatuline®)!0 y el vapreétido (Sanvar®),!! y un hexapéptido ciclico, el
pasireétido (Signifor®),12 cuyas estructuras estan representadas en la figura 1.2.
Los ensayos de afinidad llevados a cabo demostraron que tanto el octreétido
como el lanre6tido mostraban un perfil farmacolégico selectivo para la union con

SSTR2, SSTR5 y, en menor medida, SSTR3.13

Octreétido Lanreétido Vapreoétido Pasireotido
(Sandostatin®) (Somatuline®) (Sanvar®) (Signifor®)
Noviembre 1998 Agosto 2007 Enero 2008 Diciembre 2012

Figura 1.2. Derivados comerciales de SST, en los cuales se observa el mantenimiento de la
estructura ciclica y la region farmacoéfora de los aminoacidos 7-10. Las fechas corresponden a
la aprobaciéon de comercializaciéon de la FDA. D-B-Nal: 3-(2'-naftil)-D-alanina. Phg: L-
fenilglicina. R-Pro: 3-[(2-aminoetil)aminocarboniloxi]-L-prolina.

El grueso de los estudios se enfocé principalmente en analizar secuencias
acortadas respecto a la SST nativa, relegdndose a un segundo plano el uso de
derivados que presentasen catorce residuos. Sin embargo, es mediante el estudio
de la forma tetradecapéptido por el que se puede alcanzar un mayor

conocimiento de la SST, tanto estructuralmente como en su perfil de actividad.

La SST14 nativa es un péptido que presenta una elevada flexibilidad
conformacional, y dado que no se ha podido caracterizar una estructura

mayoritaria, se ha postulado que la SS5T14 en solucién se encuentra en un estado

9S. W.]. Lamberts, A. J. van der Lely, W. W. de Herder, N. Eng. ]. Med., 1996, 334, 246-254.

10, Marek, V. Hana, M. Krgek, V. Justova, F. Catus, F. Thomas, Eur.]. Endocrinol., 1994, 131, 20-26.

11 P. M. Girard, E. Goldschmidt, D. Vittecoq, P. Massip, J. Gastiaburu, M. C. Meyohas, J. P. Coulaud, A. V.
Schally, AIDS, 1992, 6, 715-718.

12 C. Bruns, I. Lewis, U. Briner, G. Meno-Tetang, G. Weckbecker, Eur. . Endocrinol., 2002, 146, 707-716.

13 C. Bruns, F. Raulf, D. Hoyer, J. Schloos, H. Lubbert, G. Weckbecker, Metabolism, 1996, 45, 17-20.
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de equilibrio entre distintas conformaciones.* Sin embargo, a parte de la
restriccién conformacional que supone la presencia de un puente disulfuro, se
determiné la existencia de interacciones aromaticas entre Phe6, Phe7 y Phel1.1
Asi, la sustitucion de los residuos 6 y 11 por sendas alaninas resulta en una
pérdida completa de la actividad bioldgica,'® la cual se mantiene si el cambio es
hecho por cisteinas unidas en un puente disulfuro.’> A su vez, otros estudios
apuntaban maés hacia una interaccién entre Phe6 y Phe7, debido a estudios por
resonancia magnética nuclear (RMN) bidimensionales en los cuales no se detect6
ninguna sefial NOE 'H-H entre Phel1 y otros protones aromaéticos.!” El hecho de
que aquellos derivados octapéptidos con puente disulfuro en posiciones 6 y 11
mantuviesen la actividad bioldgica frente a SSTR2, decanto los estudios hacia los
octapéptidos prioritariamente, y dio preferencia a la teoria de interaccion 6-11

sobre 6-7.

Nuestro grupo de investigacién, en un proyecto de colaboracién con BCN
Peptides S.A., inicié el estudio sobre los derivados tetradecapeptidicos de
somatostatina, debido a que en comparacién con los octapéptidos los andlogos
de catorce residuos han sido poco estudiados. Uno de los primeros pasos que se
dio fue tratar de entender el papel critico del Trp8 sobre la estabilizacion del 3-
giro de la estructura, dado que al usar su enantiémero la actividad de la molécula

[D-Trp8]-SST no difiere de la SST nativa; de hecho, aumenta la estabilidad al

14 3) K. Hallenga, G. Van Binst, A. Scarso, A. Michel, M. Knappenberg, C. Dremier, J. Brison, J. Dirkx, FEBS
Lett., 1980, 119, 47-52; b) M. Knappenberg, A. Michel, A. Scarso, J. Brison, ]. Zanen, K. Hallenga, P.
Deschrijver, G. Van Binst, Biochim. Biophys. Acta, Protein Struct. Mol. Enzymol., 1982, 700, 229-246; c) L. A.
Buffington, V. Garsky, J. Rivier, W. A. Gibbons, Biophys. J., 1983, 41, 299-304; d) L. A. Buffington, V. Garsky,
J. Rivier, W. A. Gibbons, Int. ]. Pept. Protein Res., 1983, 21, 231-241.

15 a) J. E. Rivier, M. R. Brown, W. W. Vale, J. Med. Chem., 1976, 19, 1010-1013; b) D. F. Veber, F. W. Holly, W.
J. Paleveda, R. F. Nutt, S. J. Bergstrand, M. Torchiana, M. S. Glitzer, R. Saperstein, R. Hirschmann, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 1978, 75, 2636-2640.

16 W. W. Vale, C. Rivier, M. R. Brown, J. E. Rivier, Hypothalamic Peptide Hormones and Pituitary Regulation,
Advances in Experimental Medicine and Biology. Plenum Press 1977, pp 123-156.

17.a) A. W. H. Jans, K. Hallenga, G. Van Binst, A. Michel, A. Scarso, J. Zanen, Biochim.Biophys.Acta, Protein
Struct.Mol.Enzymol., 1985, 827, 447-452; b) E. M. M. Van den Berg, A. W. H. Jans, G. Van Binst, Biopolymers,
1986, 25, 1895-1908; c) J. E. Rivier, M. R. Brown, W. W. Vale, ]. Med. Chem., 1976, 19, 1010-1013.
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tener una interaccion alifdtica-aromatica mas fuerte con Lys9.18 En consecuencia,
en la tesis doctoral de Rosario Ramoén!® se plante6 la sintesis de dos derivados
con L y D-3-(3’-quinolil)-alanina, [L-Qla8]-SST y [D-Qla8]-SST. Este aminoacido
es de un tamafo similar al triptéfano, pero presenta propiedades electronicas
opuestas al ser sus anillos pobres en electrones, ademas de carecer del enlace N-
H el cual se habia propuesto como clave en la activaciéon de los receptores.?0 El
resultado en ambos casos fue de péptidos con mayor flexibilidad conformacional:
[L-Qla8]-SST presentaba un mantenimiento de la actividad en SSTR1 y 3, pero
pérdida de afinidad con SSTR2, 4 y 5; [D-Qla8]-SST mantenia un perfil de unién
similar a [L-Qla8]-SST, salvo en SSTR5, que emulaba al octre6tido.?!

También se investigd el papel del puente disulfuro. Aplicando los
conocimientos de disefio en analogos octapeptidicos ciclados mediante un doble
enlace,?? se sintetiz6 un tetradecapéptido dicarba-analogo, mediante la ciclacién
por metétesis del derivado que en posiciones 3 y 14 presentaba el aminoacido no
natural L-alilglicina, [L-alilGly3,14]-SST.?3 De nuevo, el resultado fue un péptido

de mayor flexibilidad conformacional y con un perfil farmacolégico similar a SST

18 a) B. H. Arison, R. Hirschmann, D. F. Veber, Bioorg. Chem., 1978, 7, 447-451; b) O. Ovadia, S. Greenberg, B.
Laufer, C. Gilon, A. Hoffman, H. Kessler, Expert Opin. Drug Discov., 2010, 5, 655-671.

19 R. Ramon, tesis doctoral Sintesis de aminodcidos no naturales y aplicacion a la sintesis de péptidos con interés
farmacolégico, Universidad de Barcelona, 2009.

20 B. H. Hirst, B. Shaw, C. A. Meyers, D. H. Coy, Regul. Pept., 1980, 1, 97-113.

21 R. Ramén, P. Martin-Gago, X. Verdaguer, M. J. Macias, P. Martin-Malpartida, J. Ferndndez-Carneado, M.
Gomez-Caminals, B. Ponsati, P. Lopez-Ruiz, M. A. Cortés, B. Colés, A. Riera, ChemBioChem, 2011, 12, 625-
632

2 a) R. F. Nutt, D. F. Veber, R. Saperstein, ]. Am. Chem. Soc., 1980, 21, 6539; b) V. M. Garsky, D. E. Clark, N.
H. Grant, Biochem. Biophys. Res. Commun., 1976, 4, 911; c) D. F. Veber, R. G. Strachan, S. J. Bergstrand, F. W.
Holly, C. F. Homnick, R. Hirschmann, M. L. Torchiana, R. Saperstein, J. Am. Chem. Soc., 1976, 8, 2367; d) A.
N. Whelan, J. Elaridi, R. J. Mulder, A. J. Robinson, W. R. Jackson, Can. J. Chem., 2005, 6-7, 875; e) D.
D’Addona, A. Carotenuto, E. Novellino, V. Piccand, J. C. Reubi, A. di Cianni, F. Gori, A. M. Papini, M.
Ginanneschi, J. Med. Chem., 2008, 51, 512; f) A. di Cianni, A. Carotenuto, D. Brancaccio, E. Novellino, J. C.
Reubi, K. Beetschen, A. M. Papini, M. Ginanneschi, . Med. Chem., 2010, 53, 6188.

2 P. Martin-Gago, R. Ramon, E. Aragén, J. Fernandez-Carneado, P. Martin-Malpartida, X. Verdaguer, P.
Loépez-Ruiz, B. Colds, M. A. Cortés, B. Ponsati, M. J. Macias, A. Riera, Bioorg. & Med. Chem. Lett., 2014, 24,
103-107.
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en SSTR1 y 5, pero menos afin en los otros receptores, siendo especialmente bajo

para SSTR2.

Sin lugar a dudas la modificaciéon que contribuy6 a una comprension mas
profunda de la SST fue el efecto del aminoacido L-3-mesitilalanina, estudiado en
la tesis de Pablo Antonio Martin-Gago.?* Sustituyendo Phe6, Phe7 o Phell por L-
Msa, ademés de modificar L-Trp8 por D-Trp8, se obtuvieron péptidos de una
elevada rigidez conformacional que, por vez primera, su estructura pudo
determinarse mediante datos de RMN. Esta rigidez se explica por el
impedimento estérico del anillo de mesitilo, asi como la riqueza en electrones de

su anillo, que aumenta la intensidad de las interacciones aromaticas.

Figura 1.3. Estructura tridimensional de [L-Msa7_D-Trp8]-SST, con una aproximacién entre

Phe6 y Phell edge-to-face, obtenida mediante RMN.

Mientras que en los péptidos [L-Msa6_D-Trp8]-SST y [L-Msall_D-Trp8]-
SST la mesitilalanina interviene directamente en la potenciacién de la interaccién
-1t aromatica, resulté especialmente notorio cémo en [L-Msa7_D-Trp8]-SST
(figura 1.3) la interaccién Phe6 - Phell se incrementaba gracias a la intervencion
indirecta de Msa7, que al colocarse en la cara opuesta de la molécula permitia un
acercamiento mayor entre los otros dos residuos arométicos. Ademas, la afinidad

de este derivado por SSTR2 supera al octreétido, alcanzando el valor nominal de

2 P. A. Martin-Gago, tesis doctoral Synthesis of highly structured and receptor-selective tetradecapeptidic analogs
of somatostatin: Fine-tuning the non-covalent interactions among their aromatic residues, Universidad de

Barcelona, 2013.
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la SST nativa, no compartido con los otros dos derivados, que presentan mayor
afinidad por SSTR3 y 5.2425 Esto permitié sentar unas bases de disefio racional
sobre derivados tetradecapetidicos, teniendo en cuenta los distintos perfiles

farmacologicos alcanzados sobre las estructuras obtenidas.

HO

Figura 1.4. Las modificaciones realizadas en nuestro grupo sobre SST14 nativa incluyeron la
sustitucién de L-Trp8 por L-Qla y D-Qla (a), realizar una ciclacién mediante metatesis de dos
L-alilglicinas en posiciones 3 y 14 (b) y el uso de anillos de mayor densidad electrénica que

los presentes en las fenilalaninas naturales (c).

En la presente tesis doctoral decidimos llevar a cabo sustituciones sobre
los aminoacidos clave Phe6, Phe7 y Phell, tratando de explotar la interaccion
aromatica que entre ellos pudiese darse. Sabiendo que el uso de aminoécidos
aromaticos no naturales se puede traducir en una reducciéon de la flexibilidad
conformacional respecto a la SST14 nativa, ademés de modificar el perfil
farmacolégico, se decidié incluir una serie de aminodcidos con presencia de
anillos aromaticos pobres en electrones para descubrir su potencial para
estabilizar las estructuras hacia una conformacién mayoritaria. Estos
aminodcidos son: la L-p-3’,5'-difluorofenilalanina, con lo que se completaria el
trabajo iniciado por el Dr. Pablo Antonio Martin-Gago,?* la L-p-3’-piridilalanina
y la L-B-4’-piridilalanina. Ademas, se pensé en incluir el aminoacido L-p-

mesitilalanina en posicion 7 en derivados seleccionados, y la L-B-3',4",5'-

% P. Martin-Gago, M. Gémez-Caminals, R. Ramoén, X. Verdaguer, P. Martin-Malpartida, E. Aragén, J.
Fernandez-Carneado, B. Ponsati, P. Lépez-Ruiz, M. A. Cortés, B. Colas, M. J. Macias, A. Riera, Angew. Chem.
Int. Ed., 2012, 51, 1820-1825.
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trimetilfenilalanina como contrapartida rica en electrones en derivados

polisustituidos (figura 1.5).

F. COOH

COOH COOH
NH, m @/\‘/
= NH N NH
F N 2 = 2

L-B-3',5'-difluorofenilalanina L-B-3'-piridilalanina L-B-4'-piridilalanina
Dfp 3'Pya 4'Pya

COOH COOH
NH, :Q/\N(Hz

L-B-mesitilalanina L-B-3,4,5-trimetilfenilalanina
Msa Tmp

Figura 1.5. Estructura de los aminoacidos no naturales seleccionados para introducir en la

secuencia nativa.

La informacién obtenida previamente, junto con los datos de los nuevos
péptidos que incluiran la afinidad frente a los SSTR y la estructura, se
comparardn con la informacién disponible en la literatura. Asi, concluird la

primera parte de esta tesis, que abarcara los capitulos III, IV, Vy VL.

La cortistatina (CST) es otra hormona peptidica de la familia de la
somatostatina. Descubierta en 1996, se observdé una elevada similitud de
estructura primaria con SST14 en su forma tetradecapeptidica CST14 (figura 1.6),
aunque sustituye intraciclicamente una treonina por serina, y extraciclicamente
el extremo N-terminal es formado por una prolina, y el C-terminal presenta una
lisina.26 A pesar de esta similitud secuencial, la CST14 tiene un abanico de
acciones fisiolégicas no presentes en la SST14, entre las que destacan a nivel
cortical el aumento de la duracién de la fase IV del suefio, hipomovilidad a causa

de su actividad anticolinérgica, o relacién con la memoria a largo plazo.?”

% a) L. de Lecea, J. R. Criado, O. Préspero-Garcia, K. M. Gautvik, P. Schweitzer, P. E. Danielson, C. L. M.
Dunlop, G. R. Siggins, S. J. Henriksen, J. G. Sutcliffe, Letters to Nature, 1996, 381, 242-245; b) L. de Lecea, P.
Ruiz-Lozano, P. E. Danielson, J. Peelle-Kirley, P. E. Foye, W. N. Frankel, J. G. Sutcliffe, Genomics, 1997, 42,
499-506.

27 a) C. Rauca, K. Schafer, V. Hollt, Naunyn Schmiedebergs Arch. Pharmacol., 1999, 360, 633-638; b) J.F. Flood,
K. Uezu, J. E. Morley, Brain Res., 1997, 775, 250-252; ) M. Sanchez-Alavez, M. Gémez-Chavarin, L. Navarro,
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Figura 1.6. Comparacion de la secuencia de SST14 humana con CST14 murina. Debido a la
presencia de un dnico residuo extraciclico en el extremo N-terminal, la numeracién de los

aminodcidos intraciclicos se encuentra desplazada por un ntimero.

Entre otros, la CST14 destaca por su papel inmunorregulador, actividad
no presente en la SST14.28 El porqué de esta diferenciacién de roles ha sido objeto
de conjeturas, dado que ambas hormonas tienen un perfil farmacolégico similar
frente a SSTR,? y el papel que jugarian otros hipotéticos receptores no estd nada

claro.30

La empresa BCN Peptides S.A. se encarg6 de la sintesis de una serie de
analogos de CST14 siguiendo el mismo planteamiento que con los derivados de
SST14, en los que se incluy6 un residuo de mesitilalanina en distintas posiciones.
Al estudiar su actividad biolégica frente a distintos parametros de enfermedades

intestinales inflamatorias, concretamente en enfermedad de Crohn, se observo

A. Jiménez-Anguiano, E. Murillo-Rodriguez, R. A. Prado-Alcala, R. Drucker-Colin, O. Préspero-Garcia,
Brain Res., 2000, 858, 78-83.

28 a) V. A. Dalm, P. M. van Hagen, P. M., van Koetsveld, S. Achilefu, A. B. Houtsmuller, D. H. Pols, A. J. van
der Lely, S. W. Lamberts, L. J. Hofland, Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab., 2003, 285, 344-353; b) V. A. Dalm,
P. M. van Hagen, P. M. van Koetsveld, A. W. Langerak, A. J. van der Lely, S. W. Lamberts, L. ]. Hofland, |.
Clin. Endocrinol. Metab., 2003, 88, 270-276; c) E. Gonzalez-Rey, N. Varela, A. F. Sheibanie, A. Chorny, D.
Ganea, M. Delgado, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2006, 103, 4228-4233.

2 a) S. Fukusumi, C. Kitada, S. Takekawa, H. Kizawa, J. Sakamoto, M. Miyamoto, S. Hinuma, K. Kitano, M.
Fujino, Biochem. Biophys. Res. Commun., 1997, 232, 157-163; b) ]. R. Criado, H. Li, X. Jiang, M. Spina, S.
Huitrén-Reséndiz, G. Liapakis, M. Calbet, S. Siehler, S. J. Henriksen, G. Koob, D. Hoyer, J. G. Sutcliffe, M.
Goodman, L. de Lecea, J. Neurosci. Res., 1999, 56, 611-619.

30 a) R. Deghenghi, M. Papotti, E. Ghigo, G. Muccioli, ]. Endocrinol. Invest., 2001, 24, RC1-RC3; b) H. P.
Nothacker, Z. Wang, H. Zeng, S. K. Mahata, D. T. O’Connor, O. Civelli, Eur. ]. Pharmacol., 2005, 519, 191-
193.
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que algunos derivados presentaban una potente actividad antiinflamatoria.
Dado el interés que suscitaron los resultados en estos analogos no naturales,
iniciamos un proyecto de colaboracién con dicha compafiia, para intentar
racionalizar este perfil de actividad. Se decidi6 estudiar sus derivados mediante
espectroscopia con el fin de determinar una posible conformacién tridimensional
mayoritaria. Estos estudios constituirdn la segunda parte de la tesis, recogida en

el capitulo VIIL.
En conclusién, los objetivos para la presente tesis son los siguientes:

1. Sintetizar derivados tetradecapeptidicos de SST14 incluyendo en la
estructura los aminoécidos no naturales L-f-3’,5-difluorofenilalanina, L-f-3'-
piridilalanina, = L-p-4’-piridilalanina, = L-B-mesitilalanina y  L-B-3',4,5"-

trimetilfenilalanina.

2. Establecer el perfil farmacolégico de unién a receptores mediante

ensayos de afinidad con SSTR1-5.

3. Determinar la posible presencia de una conformacién tridimensional
mayoritaria a través del uso de técnicas espectroscopicas (espectros
homonucleares bidimensionales TH-'H), mediante el volcado de esta informaciéon
en programas de célculo. A su vez, determinar la geometria de la interacciéon

aromatica presente en estructuras estabilizadas.

4. Relacionar la actividad obtenida con la estructura mayoritaria (si la
hubiera). En tdltima instancia, elaborar motivos estructurales con un perfil
tarmacolégico concreto, a la vez que relacionen las sustituciones presentes con

las estructuras obtenidas.

5. Aplicar estas metodologias en andlogos de CST14, con el fin de tratar de
obtener para los casos seleccionados una estructura tridimensional y tratar de

establecer un patrén que correlacione estructura y actividad biolégica.
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El mundo era tan reciente que muchas cosas carecian de nombre,

y para mencionarlas habia que serialarlas con el dedo.

Cien atios de soledad, Gabriel Garcia Marquez.






Capitulo II. Antecedentes.

2.1. Primeros andlogos de somatostatina.

Al descubrirse el potencial que la SST14 presentaba como inhibidora de la
secrecion de otras hormonas endégenas, este péptido se revel6 como una nueva
via terapéutica para el tratamiento de algunas enfermedades endocrinas. Sin
embargo, su semivida en sangre (inferior a tres minutos) obligaria a un
tratamiento de perfusion continua, y el amplio catdlogo de efectos endégenos
provoca una lista de efectos adversos no deseados igual de amplia. Esto condujo
a que los primeros estudios se centraran en la bisqueda de andlogos que
presentasen una mayor semivida plasmatica (que se tradujese en una mayor
potencia), asi como en determinar patrones comunes para los distintos derivados

que aumentasen la selectividad para una actividad fisiol6gica concreta.

La primera modificacion que produjo un aumento de la semivida
plasmatica de la hormona mientras se mantenia la actividad biolégica fue la
sustitucion de L-Trp8 por D-Trp8 (figura 2.1), debido a un incremento
significativo de la estabilidad inducido por el D-aminoacido. Se comprobé que la
[D-Trp8]-SST aumentaba entre cinco y ocho veces la potencia inhibidora frente a

la liberacion de GH, insulina y glucagoén in vitro respecto a SST nativa.l

h 0 H,N
o) Ph
H2N/Ln’N NH § 0) H 0 D-Trp8
o) K N\)L N\)L NH
$ " N N R/
H o) o)

/ i H : H

O -

? (CH,),4 Sph
NH
S HO 2
~ Ph
{', H i T H =/ (> H

O“ N - N

(o] o H 2

HO™ ~O HO HO O

Figura 2.1. Estructura de [D-Trp8]-SST.

Posteriormente se demostré que dicha estabilizacion provenia de una

aproximacion mayor entre D-Trp8 y L-Lys9 que la que tiene lugar con L-Trp8 en

1a) J. Rivier, M. Brown, W. Vale, Biochem. Biophys. Res. Commun., 1975, 65, 746-751; b) D. H. Coy, E. J. Coy,
C. Meyers, J. Drouin, L. Ferland, A. Gémez-Pan, A. V. Schally, Endocrinology, 1976, 98, 305A.
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la SST nativa. El aminoécido D permitia una interaccion alifatica-aromatica mas
fuerte, estabilizando el B-giro al centrarse en él estos dos residuos y definirse

mejor su orientacion.?

Al mismo tiempo que se comprobd la eficaz sustitucién del triptéfano por
su isémero Optico, se comprobé el efecto de sustituir individualmente cada
aminodcido por L-alanina. Gly2, Lys4, Asn5, Thr10, Thr12 y Ser13 sustituidos por
Ala no provocaban una disminucién de potencia muy marcada respecto a SST
natural; Phe6, Phe7, Trp8, Lys9 y Phell, al cambiarse por Ala, resultaban en

péptidos con una capacidad inhibitoria sobre GH inferior al 4%.3

Otra serie de analogos incluian la sustitucién de L-Cys14 por D-Cysl14, y
Gly2 por L-Ala2. Vale y colaboradores* demostraron que [D-Cys14]-SST inhibia
en mayor medida la secrecion de glucagén y GH que de insulina; de igual
manera, Meyers et al® lo comprobaron con [L-Ala2 D-Cys14]-SST. Dicha
selectividad inhibitoria se potenciaba incluso mas en el caso de [D-Trp8_D-
Cys14]-SST, tanto que incluso se postulé como candidata terapéutica en el

tratamiento de diabetes mellitus I1.46

Sin embargo, no pudieron ser aplicados. Mientras que en los ensayos in
vitro todos estos derivados tetradecapeptidicos presentaban una semivida
plasmatica mayor que la SST nativa, seguia siendo insuficiente para una
administraciéon in vivo debido a que el metabolismo continuaba degradando
demasiado rapido dichos compuestos con lo que su eficacia quedaba mermada.

No obstante, un nuevo enfoque de sintesis permiti6 salvar este problema.

2a) B. H. Arison, R. Hirschmann, D. F. Veber, Bioorg. Chem. 1978, 7, 447-451; b) O. Ovadia, S. Greenberg, B.
Laufer, C. Gilon, A. Hoffman, H. Kessler, Expert Opin. Drug Discov. 2010, 5, 655-671.

3a) W. Vale, P. Brazeau, C. Rivier, M. Brown, B. Boss, J. Rivier, R. Burqus, N. Ling, R. Guillemin, Recent Prog.
Horm. Res., 1975, 31, 365-397; b) M. Brown, J. Rivier, W. Vale, Endocrinology, 1976, 98, 336-343.

4 M. Brown, J. Rivier, W. Vale, Science, 1977, 196, 1467-1469.

5C. Meyers, A. Arimura, A. Gordin, R. Fernandez-Durango, D. H. Coy, A. V. Schally, J. Drouin, L. Ferland,
M. Beaulie, F. Labrie, Biochem. Biophys. Res. Commun, 1975, 65, 176.

6 C. Meyers, A. Arimura, A. Gordin, R. Fernandez-Durango, D. H. Coy, A. V. Schally, J. Drouin, L. Ferland,
M. Beaulie, F. Labrie, Biochem. Biophys. Res. Commun, 1977, 74, 630-636.
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2.2. El boom de los octapéptidos.

Al profundizar en la estructura de SST, mediante la eliminaciéon
sistemadtica de residuos, Rivier y colaboradores’ llegaron a un péptido activo de
menor tamafio capaz de inhibir la liberacion de GH, c¢[Cys_Phe_D-
Trp_Lys_Thr_Cys]. Viendo la importancia de la region 6-11 de la SST nativa,
crearon una biblioteca de compuestos octa y nonapéptidos los cuales contenian
el fragmento Phe_D-Trp_Lys_Thr, siendo esenciales para presentar actividad

inhibitoria.8

Por ello, se concluy6 que el farmacoéforo del péptido debia corresponder al
espacio ocupado por los cuatro aminoacidos que forman el B-giro, es decir la
secuencia Phe7_Trp8_Lys9_Thr10.° Salvo el cambio de isomeria del Trp, las
posiciones 8 y 9 no aceptan importantes modificaciones sin que se comprometa
gravemente la actividad de la molécula resultante. Por el contrario, Phe7 y Thr10

presentan una mayor flexibilidad en este aspecto.

Se replante6 la sintesis de andlogos, respetando el farmacoforo y
disminuyendo el tamario del ciclo, en aras de aumentar su rigidez y por tanto su
semivida. Debido a la eficacia del enantiémero D-Trp8, su incorporacién ha sido

la norma a lo largo de las ultimas décadas.

Bauer et al®® continuaron con el trabajo de Rivier. La actividad del péptido
c[Cys_Phe_D-Trp_Lys_Thr_Cys] de estos ultimos alcanzaba un 0,1% de la
actividad in vitro que presentaba la somatostatina. Debido a la ausencia de la
secuencia Phe6_Phe7, decidieron incluir sobre esta secuencia un residuo D-Phe
en el extremo N-terminal, para emular la presencia de un anillo aromaético que

aparece en la hormona natural. Ademas, afiadieron en el extremo C-terminal un

7W. Vale, M. Brown, C. Rivier, M. Perrin, J. Rivier, Brain Peptides: A New Endocrinology, 1979, 71-88.

8 W. Vale, C. Rivier, ]. Rivier, M. Brown, Medicinal Chemistry V, 1977, 25-62.

9a) W. Bauer, U. Briner, W. Doepfner, R. Halber, R. Huguenin, P. Marbach, T. ]. Petcher, ]. Pless J. Life Sci.,
1982, 31, 1133-1140; b) D. Veber, R. Saperstein, R. Nutt, R. Friedinger, S. Brady, P. Curley, D. Perlow, W.
Palveda, C. Colton, A. Zacchei, D. Tocco, D. Hoff, R. Vandlen, J. Gerich, L. Hall, L. Mandarino, E. Cordes, P.
Anderson, R. Hirschmann, Life Sci., 1984, 34, 1371-1378; ) ]. E. Taylor, D. H. Coy, J. Endocrinol. Invest., 1997,
20, 8-10.
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residuo de treonina reducida, emulando a Thr12 en SST: D-Phe_c[Cys_Phe_D-
Trp_Lys_Thr_Cys]_Thr-ol (figura 2.2). A esta molécula se la denominé SMS 201-
995, mas conocida por su denominacién comun internacional (DCI) octreétido,
que posteriormente se comercializaria bajo el nombre Sandostatin® por los

laboratorios Novartis.

D-Phe1 Cys2 Phe3

-/PhH o PhH
NN /(IrN
H,N Y N
) /\rr Y N
(o] ~ (o]

D-Trp4
l

R E/ NH
5o

HO/I Tl/\N NH2
Lys5

Thr(ol)8 Cys7 Thr6

Figura 2.2. Estructura del octreétido.

Este derivado result6 ser més selectivo que la SST, dado que su potencia
en la inhibicién de la secrecion de GH es mayor que para insulina y glucagén.
Ademas, debido a su prolongada semivida (117 minutos!® frente a 3 minutos de
la hormona natural), da como resultado un analogo con mas actividad que SST.%
Este elevado tiempo de vida media es consecuencia de la protecciéon de ambos
extremos terminales mediante aminodcidos no naturales. Gracias a estas
caracteristicas, el octreétido fue, en 1988, el primer andlogo de somatostatina en
ser comercializado en el mercado para el tratamiento de la acromegalia y tumores

gastrointestinales y pancreaticos.

El potencial demostrado por el octredtido llevé a la biisqueda de nuevos
analogos de ocho residuos, usando su estructura como referencia. Schally y
colaboradores!! sintetizaron alrededor de doscientos octapéptidos, en alguno de
los cuales el par Phe3 - Thr6 fue sustituido por Tyr3 - Val6, “moviendo” el grupo

hidroxilo desde la Thr6 (convirtiéndose en Val) a Phe3 (convertida en Tyr).

10 P. Marbach, U. Briner, M. Lemaire, A. Schweizer, T. Terasaki, Metab. Clin. Exp., 1992, 41, 7-10.

11a) R. Z. Cai, B. Szoke, R. Lu, D. Fu, T.W. Redding, A. V. Schally, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1986, 83, 1896-
1900; b) R. Z. Cai, T. Karashima, J. Goutch, B. Szoke, D. Olsen, A. V. Schally, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A,,
1987, 84, 2502-2506.
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Ademas, la pareja de residuos extraciclicos fueron modificados. De toda su
coleccion, destacé su compuesto D-Phe_c[Cys_Tyr_D-Trp_Lys_Val_Cys]_Trp-
NH2 (c6digo RC-160), de nuevo mucho mas selectivo frente a la inhibicién de la
liberacién de GH frente a insulina y glucagoén, y ahora también frente a secreciéon
gastrica (figura 2.3). La DCI de este derivado es vapreétido, y también ha llegado
a ser comercializado bajo el nombre comercial de Sanvar®, por la casa comercial
Debiopharm Group. Su uso actual incluye el tratamiento de varices esofagicas

sangrantes.

Siguiendo esta misma filosofia, y poco tiempo después de los
descubrimientos de Schally, Coy y colaboradores!? sintetizaron el compuesto
BIM 23014 de secuencia D-Nal _c[Cys_Tyr_D-Trp_Lys_Val Cys]_Thr-NH>
(figura 2.3), que también resulté ser un excelente analogo en el tratamiento de la
acromegalia. Denominado lanreétido, actualmente se comercializa por la
compafiia farmacéutica francesa Ipsen con el nombre de Somatuline®.

Tyr3

D-Phe1 Cys2 D-Nal1 OH

n H H NH : 0
HoN T(\HJiN\n)\/\/\NHz “ =/ H NH
o (o} Lys5 HzNji H N\n)\/\/\NHz
N Cys7 Valé HO o o Lys5
H Thr(NH,)8 Cys7 Valé
Trp(NH,)8

Figura 2.3. Estructura del vapreétido (izquierda) y del lanreétido (derecha), octapéptidos

derivados del octreétido.
Paralelamente a estos avances, se fueron describiendo los receptores para
SST, referidos como SSTR. Usando diferentes técnicas, se detectaron poblaciones

de receptores en distintos érganos, como cerebro, pituitaria, intestino, pancreas

endocrino y exocrino, tiroides, rifiones, adrenales y células del sistema inmune;

12 a) W. A. Murphy, V. A. Lance, S. Moreau, J. P. Moreau, D. H. Coy, Life Sci., 1987, 40, 2515-2522; b) J. E.
Taylor, A. E. Bodgen, J. P. Moreau, D. H. Coy, Biochem. Biophys. Res. Commun., 1988, 153, 81-86; c) K. Raynor,
W. Murphy, D. H. Coy, Mol. Pharmacol., 1993, 43, 838-844.
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no solo en células sanas, también se expresan en diferentes lineas tumorales.!3
Hasta la fecha, se han descrito cinco subtipos diferentes de receptores en
humanos, también descritos en otras familias de mamiferos, como la murina, la
porcina y la bovina.* Estos receptores pertenecen a la superfamilia de las
proteinas G transmembrana, lo que ha dificultado su caracterizacion estructural.
Este conocimiento hubiese permitido conocer las caracteristicas de los
correspondientes sitios de union para cada SSTR, con el objeto de racionalizar la
sintesis de farmacos especificos. Por ello, el disefio de analogos fue planteado
para obtener, de manera indirecta, una relacién entre la estructura del péptido y

su correspondiente actividad y perfil de afinidad a SSTR.

De los estudios in vivo e in vitro llevados a cabo, SSTR2 parece ser el
receptor principal de esta familia, presentando numerosos efectos inhibitorios
sobre la secrecion endocrina entre los que destacan los ejercidos en GH, insulina,
glucagon, VIP o gastrina, asi como sobre secrecion exocrina del tracto digestivo.
Su presencia es abundante en tumores gastroenteropancreéaticos, en procesos de
epilepsia y de dolor. SSTR5 estaria mas implicado que SSTR2 en la inhibicién de

liberacion de insulina, a la vez que afectaria menos a la liberacion de GH. SSTR4

13 Revisiones de Y. C. Patel: a) Y. C. Patel, M. T. Greenwood, R. Panetta, L. Demchyshyn, H. Niznik, C. B.
Srikant, Life Sci., 1995, 57, 1249-1265; b) Y. C. Patel, ]. Endocrinol. Invest., 1997, 20, 348-367; c) Y. C. Patel, K.
K. Murthy, E. Escher, D. Banville, J. Spiess, C. B. Srikant, Metabolism., 1990, 39, 63-69; d) Y. C. Patel, C. B.
Srikant, Trends Endocrinol. Metab., 1997, 8, 398-405; otros autores €) T. Reisine, G. I. Bell, Endocr. Rev., 1995,
16, 427-442; f) J. C. Reubi, U. Horisberger, A. Kappeler, J. A. Laissue, Blood, 1998, 92, 191-197.

14 a) J. F. Bruno, Y. Xu, J. Song, M. Berelowitz, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1992, 89, 11151-11155; b) J. D.
Corness, L. L. Demchyshyn, P. Seeman, H. H. M. van Tol, C. B. Srikant, G. Kent, Y. C. Patel, H. B. Niznik,
FEBS Lett., 1993, 321, 279-284; c) L. L. Demchyshyn, C. B. Srikant, R. K. Sunahara, G. Kent, P. Seeman, H. H.
M. van Tol, R. Panetta, Y. C. Patel, H. B. Niznik, Mol. Pharmacol., 1993, 43, 894-890; d) X. J. Li, M. Forte, R. A.
North, C. A. Ross, S. H. Snyder, J. Biol. Chem., 1992, 267, 21307-21312; e) W. Meyerhof, 1. Wulfsen, C.
Schonrock, S. Fehr, D. Richter, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1992, 89, 10267-10271; f) A. M. O’Carroll, S. J.
Lolait, M. Konig, L. C. Mahan, Mol. Pharmacol., 1992, 42, 939-946; g) R. Panetta, M. T. Greenwood, A.
Warszynska, L. L. Demchyshyn, R. Day, H. B. Niznik, C. B. Srikant, Y. C. Patel, Mol. Pharmacol., 1994, 45,
417-427; h) L. Rohrer, F. Raulf, C. Bruns, R. Buettner, F. Hofstaedter, R. Schule, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,
1993, 90, 4196-4200; i) Y. Yamada, T. Reisine, S. F. Law, Y. Thara, A. Kubota, S. Kagimoto, M. Seino, Y. Seino,
G. L. Bell, S. Seino, Mol. Endocrinol., 1993, 6, 2136-2142; j) K. Yasuda, S. Rens-Domiano, C. D. Breder, S. F.
Law, C. B. Saper, T. Reisine, G. I. Bell, J. Biol. Chem., 1992, 267, 20422-20428.
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afectaria tanto a insulina como a glucagon. El papel de los otros dos subtipos es
atn maés especulativo, estando SSTR1 relacionado con la visién y SSTR3 con

mecanismos de apoptosis celular.1?

Debido a que cada laboratorio disefié una metodologia distinta para medir
la afinidad de sus péptidos frente a los SSTR1-5 (usando distintas lineas celulares,
diferentes radioligandos y varios protocolos generales), comparar los valores
obtenidos para diferentes analogos de diferentes grupos de investigaciéon no
resulta trivial, puesto que no estdn normalizados. Afortunadamente, el grupo de
Patel aplic6 un mismo procedimiento para los péptidos vistos en esta seccion,1®
comparando sus constantes de afinidad con la de los péptidos naturales SST14 y

SST28 (tabla 2.1).

SSTR1 (nM) SSTR2 (nM) SSTR3 (nM) SSTR4 (nM) SSTR5 (nM)

Somatostatina-14 0,1-2,26 0,2-1,3 0,3-1,6 0,3-1,8 0,2-0,9
Somatostatina-28 0,1-2,20 0,2-4,1 0,3-6,1 0,3-7,9 0,05-0,4
Octreodtido 290-1140 04-2,1 4,4-34,5 >103 5,6-32
Vapreétido >103 5,4 31 45 0,7
Lanreétido 500-2330 0,5-1,8 43-107 66-2100 0,6-14

Tabla 2.1. Datos de afinidad expresados en Ki (inhibicién frente al desplazamiento de SST
marcada radiactivamente) frente a los SSTR1-5 en anélogos octapeptidicos destacados frente

ala unién de somatostatina tetradecapeptidica y octacosapeptidica, obtenidos por Patel ef al.16

La pérdida de afinidad frente a SSTR1 y SSTR4, en menor medida frente a
SSTR3, de estos péptidos explicaria el aumento de selectividad en las distintas
actividades biolodgicas. El aumento de la rigidez, la carencia de aminoécidos fuera
del farmacoéforo (necesitando mas aminodcidos que los correspondientes al (-
giro Phe_D-Trp_Lys_Thr) o una combinacién de ambos factores podrian

justificar esta discriminacion entre receptores.

Por tanto, estos datos no arrojan mucha luz sobre una posible relaciéon

estructura-actividad. Sin embargo, apuntan en una direccién clave, que es en la

15a) A. Vezzani, D. Hoyer, Eur. |. Neurosci., 1999, 11, 3767-3776; b) G. Weckbecker, 1. Lewis, R. Albert, H. A.
Schmid, D. Hoyer, C. Bruns, Nat. Rev. Drug Discov., 2003, 2, 999-1017; c) A. Rubio, J. Avila, L. de Lecea,
Expert Opin. Ther. Targets, 2007, 11, 1-9.

16Y. C. Patel, C. B. Srikant, Endocrinology, 1994, 135, 2814-2817.

Pagina | 21



Capitulo II. Antecedentes.

necesaria cercania que han de tener dos residuos, Phe6 y Phell, emulado en los

octapéptidos por un puente disulfuro, para que la molécula tenga un perfil de

actividad adecuado sobre SSTR2.

Hasta la fecha, la mayoria de investigaciones en somatostatina se han
enfocado en derivados octapéptidos (y también hexapéptidos), asi como su
estudio del perfil farmacolégico enfocado hacia la selectividad y potencia frente
a SSTR2, siendo minoritario el enfoque hacia andlogos que contengan catorce

residuos.

2.3. El efecto de las interacciones aromaticas.

Las interacciones aromaéticas son ubicuas tanto en procesos biol6égicos
como quimicos. Mediante ellas se estabilizan las dobles hélices del ADN,!”
garantizan la estabilidad térmica de proteinas termofilas,’® provocan la
agregacion de [(-amiloide en la enfermedad de Alzheimer,!° y participan en
sistemas de reconocimiento invasor-hospedador de virus,?’ entre otras. La
presencia de estructuras secundarias y terciarias en proteinas se ve tanto
favorecida como estabilizada por la presencia de interacciones aromaticas:
alrededor del 60% de los anillos aromaticos presentes en una proteina acttian en
pares aromaticos, y el 80% de estos pares contribuyen a estabilizar estructuras
terciarias mediante el acercamiento de elementos de estructuras secundarias.?!
Energéticamente, una interaccion aromatica presenta una energia media de entre
-1,0 y -2,0 kcal/mol, y estabiliza la proteina en una contribucién de -0,6 y -1,3

kcal/mol.22

17 E. T. Kool, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct., 2001, 30, 1-22.

18 N. Kannan, S. Vishveshwara, Protein. Eng., 2000, 13, 753-761.

19 E. Gazit, FASEB ]., 2002, 16, 77-83.

20 C. A. Hunter, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1991, 749-751.

21 a) S. K. Burley, G. A. Petsko, Science, 1985, 229, 23-28; b) T. Blundell, J. Singh, J. Thornton, S. K. Burley, G.
A. Petsko, Science, 1986, 234, 1005-1005; c) J. Singh, J. M. Thornton, FEBS Lett., 1985, 191, 1-6.

2 1. Serrano, M. Bycroft, A. R. Fersht, ]. Mol. Biol., 1991, 218, 465-475.
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La linea de pensamiento actual apunta hacia que las interacciones
aromaticas son producidas por fuerzas de van der Waals, electrostéticas e
hidrofébicas, aunque la magnitud e importancia relativa de cada una de ellas no
se ha podido determinar con precisiéon.?> Aun asi, ha sido demostrado que a causa
de efectos electrostaticos e hidrofébicos, la interaccion aromatica queda
potenciada en medio acuoso.?* Dato importante dado que es el medio donde se

estudian dichas interacciones en proteinas.

Debido a los componentes electrostaticos de los anillos, se han propuesto
distintas geometrias para las interacciones aromaticas segiin sus momentos
cuadrupolares, usando como modelos anillos simples de benceno vy

perfluorobenceno (figura 2.4).2

Figura 2.4. Densidades electronicas de los dos anillos aromaticos benceno (izquierda) y
perfluorobenceno (derecha). Calculo en Spartan (semi-empirico AM1).2 Azul = densidad

electrénica baja. Rojo = densidad electrénica alta.

El momento dipolar del benceno es nulo, pero la distribucién de cargas no
es homogénea: debido a que la electronegatividad del carbono es superior a la
del hidrégeno, el enlace queda polarizado en direccion al primero, que junto a
los electrones que forman los enlaces 11 carbono-carbono permiten la creacién de
una nube de elevada densidad electrénica en ambas caras del anillo, y muy
disminuida en la periferia donde se encuentran los d&tomos de hidrégeno. La

situacion contraria vendria definida por el perfluorobenceno, donde el enlace C-

2 C. A. Hunter, K. R. Lawson, J. Perkins, C. J. Urch, ]. Chem. Soc. Perkin. Trans., 2001, 5, 651-669.
24 M. D. Sindkhedkar, H. R. Mulla, A. Cammers-Goodwin, J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 9271-9277.
25 C. A. Hunter, J. K. M. Sanders, ]. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 5525-5534.

26 Spartan 10 v. 1.1.0 (Wavefunction).
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F quedaria polarizado hacia el flaor, dando una elevada densidad electrénica en
la periferia del anillo y empobreciendo la densidad de la nube anular m. De esta

forma, los momentos cuadrupolares de ambos quedan invertidos.

En estado so6lido, las moléculas de benceno se ordenan en una formaciéon
edge-to-face, en una interaccion CH - nube 1. Este tipo de interaccién es frecuente
en proteinas. Cuando uno de los anillos del par aromético tiene disminuida su
densidad electronica anular, es frecuente el tipo de interaccion offset-stacked, mas
propia del ADN, en donde las fuerzas de van der Waals e hidréfobas se
incrementan al tener una mayor proporcién de superficie cubierta que en la
interaccion edge-to-face. Cuando uno de los anillos presenta una densidad
electronica muy inferior, como en un par perfluorobenceno-benceno, se produce
una relacién atractiva entre ambas caras, permitiendo un acercamiento face-to-
face. Esta tltima interacciéon se encuentra desfavorecida en el par benceno-

benceno, debido a una polaridad similar (ver figura 2.5).

f) ) (b) ) f) N

< ©H_© o j j

a2 @ <OP) P
7| 8 o2

(<> ® 0| | =

Figura 2.5. Interacciones entre anillos aromaticos. a: dos anillos ricos en electrones
encontraran desfavorecida una interaccion face-to-face, al tener sus respectivas densidades
electrénicas cercanas. b: debido al caracter cuadrupolar de los anillos aromaticos, las
interacciones de tipo edge-to-face (izquierda) y offset-stacked (derecha) son frecuentes en anillos
ricos en electrones. c: al enfrentar un anillo rico en electrones como el benceno a un anillo
pobre en electrones como el perfluorobenceno, la interacciéon de tipo face-to-face resulta

favorable.
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El potencial de las interacciones aromaticas ha sido estudiado en multiples
contextos, como materiales,?” catalisis asimétrica,?® quimica supramolecular? y
sistemas biol6gicos.30 Se ha descubierto que, en proteinas en disolucién acuosa,
dos fenilalaninas en posiciones i e i+3/i+4 estabilizan la formacién de una hélice
a en -3,3 KJ/mol.3! Estudios llevados a cabo por Tatko y Waters?? demostraron la
aptitud de la fenilalanina para llevar a cabo una autoasociaciéon que estabilizaba

la formacién de laminas  en péptidos modelo.

Incluso en los primeros ensayos con derivados de somatostatina se
demostro6 el potencial que las interacciones aromaéticas entre Phe6, Phe7 y Phell
podrian tener: la dihidrosomatostatina (H2-SST, con ambas cisteinas reducidas)
presenta la misma capacidad que la hormona nativa in vitro para inhibir la
liberacién de insulina y glucagén inducida por arginina.?> Aunque la hormona
aumente su flexibilidad conformacional al perder su carécter ciclico, se postul6é
que el trio de aminodcidos aromaticos serian claves para estabilizar
estructuralmente al péptido.33 Debido a la retencion de actividad biolégica en
SSTR2 al ser sustituidas las fenilalaninas 6 y 11 por un puente disulfuro de
cisteinas, se sugirié que ambos anillos aromaticos formarian una interaccién de
tipo aromaética en algunas de las posibles conformaciones tridimensionales en
disolucién.34 Estas suposiciones se sustentaban en distintos estudios hechos por

RMN, que sugerian un acercamiento perpendicular entre Phe6 y Phell, debido

27G. W. Coates, A. R. Dunn, L. M. Henling, D. A. Dougherty, R. H. Grubbs, Angew. Chem. Int. Ed., 1997, 36,
248-251.

2 a) H. C. Kolb, P. G. Andersson, K. B. Sharpless, J. Am. Chem. Soc., 1994, 116, 1278-1291; b) M. Yamakawa,
I. Yamada, R. Noyori, Angew. Chem. Int. Ed., 2001, 40, 2818-2821.

29 R. A. Bissell, E. Cordova, A. E. Kaifer, J. F. Stoddart, Nature, 1994, 369, 133-137.

30 R. Faraoni, R. K. Castellano, V. Gramlich, F. Diederich, Chem. Commun. 2004, 4, 370-371.

31S. M. Butterfield, P. R. Patel, M. L. Waters, |. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 9751-9755

32 C. D. Tatko, M. L. Waters, ]. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 9372-9373.

3 a) J. E. Rivier, M. R. Brown, W. W. Vale, ]. Med. Chem., 1976, 19, 1010-1013; b) D. F. Veber, F. W. Holly, W.
J. Paleveda, R. F. Nutt, S. J. Bergstrand, M. Torchiana, M. S. Glitzer, R. Saperstein, R. Hirschmann, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 1978, 75, 2636-2640.

34 M. Knappenberg, A. Michel, A. Scarso, J. Brison, J. Zanen, K. Hallenga, P. Deschrijver, G. Van Binst,
Biochim. Biophys. Acta, Protein Struct. Mol. Enzymol., 1982, 700, 229-246.
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al apantallamiento que sufrian los H6 y He del primero.3> Estudios posteriores
propusieron una interaccién entre Phe6 con Phe7 como mayoritaria;* los
estudios bidimensionales NOESY de SST no mostraban NOEs entre protones
aromaticos de los residuos 6 y 11, por lo tanto esta interaccién no estaria presente

en las conformaciones mayoritarias de la hormona en disolucién.

Ni la hipétesis de interaccion Phe6-Phell ni la de Phe6-Phe7 pudieron ser
definitivamente probadas o refutadas. Debido a la alta flexibilidad de la hormona
nativa no ha sido posible, hasta la fecha, obtener su estructura tridimensional

mediante espectroscopia de RMN o datos de rayos X.

2.4. Estudios previos en somatostatina en nuestro grupo de investigacion.

La empresa BCN Peptides S.A. se fundé en el afio 1989, con el objetivo de
convertirse en una empresa de referencia en la distribucién de péptidos con uso
médico, asi como ofrecer sus servicios para disefiar y sintetizar péptidos
especificos a demanda de los clientes. Debido al potencial uso de la somatostatina
como farmaco y usos en investigacion, disefiaron un método de obtencién de esta

hormona, patentado en 1999.

Al mismo tiempo, nuestro grupo de investigacion se encontraba cada vez
mas especializado en sintesis asimétrica de diferentes productos, entre ellos
aminodcidos no naturales. Aprovechando estos conocimientos, junto a la eficaz
metodologia de sintesis de péptidos en BCN Peptides S.A., se inici6 una
colaboracién con la que se pretendia aumentar el conocimiento disponible de la
SST, mediante el uso de analogos que incluyesen en su estructura aminoacidos

no naturales pero, sobre todo, que mantuviesen la estructura tetradecapeptidica.

% a) B. H. Arison, R. Hirschmann, W. J. Paleveda, S. F. Brady, D. F. Veber, Biochem. Biophys. Res. Commun.,
1981, 100, 1148-115; b) J. D. Cutnell, G. N. La Mar, J. L. Dallas, P. Hug, H. Ring, G. Rist, Biochim. Biophys. Acta,
Protein Struct. Mol. Enzymol., 1982, 700, 59-66.

3% a) A. W. H. Jans, K. Hallenga, G. Van Binst, A. Michel, A. Scarso, J. Zanen, Biochim. Biophys. Acta, Protein
Struct. Mol. Enzymol., 1985, 827, 447-452. b) E. M. M. Van den Berg, A. W. H. Jans, G. Van Binst, Biopolymers,
1986, 25, 1895-1908.
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Los primeros avances en este sentido fueron desarrollados por la Dra.
Rosario Ramén. En su tesis doctoral®” se disefi¢ la ruta sintética de dos
aminodcidos no naturales: L- y D-3-(3'-quinolil)-alanina (también conocido por

sus siglas Qla) y L-alilglicina (alilGly).

L- y D-Qla son andlogos de L- y D-Trp respectivamente. De un tamafio
similar, sin embargo las propiedades electrénicas son drasticamente diferentes:
mientras que el indol del tript6fano es rico en electrones gracias al anillo de pirrol
(dandole un caracter dador), el anillo piridinico de la quinolina crea un par de
anillos aromaticos de baja densidad electrénica (aceptor). Ademas, se encuentra

ausente el enlace N-H (figura 2.6).

Figura 2.6. Densidades electrénicas de los anillos aromaticos del indol (izquierda) y de la
quinolina (derecha). Calculo en Spartan (semi-empirico AM1).26 Azul = densidad electrénica

baja. Rojo = densidad electrénica alta.

Por esta razon, se sintetizaron el par de andlogos tetradecapéptidos que
sustituyen el Trp8 por Qla8 (usando ambos isémeros L y D), con el fin de
determinar si la variacién en la densidad electronica del aminoacido clave 8
provocaba cambios sustanciales en la rigidez de la molécula, y al mismo tiempo
determinar la modificaciéon en el perfil farmacolégico que pudiera producirse

(figura 2.7).

37 R. Ramon, tesis doctoral Sintesis de aminodcidos no naturales y aplicacion a la sintesis de péptidos con interés

farmacolégico, Universidad de Barcelona, 2009.
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Figura 2.7. Estructura de [L-Qla8]-SST y [D-Qla8]-SST, ambos sustituyendo al L-Trp8 de la

secuencia nativa.

Los anélisis por RMN demostraron que estas nuevas especies presentaban
mayor flexibilidad conformacional, interpretado desde la menor densidad de
sefiales NOE en espectros bidimensionales. Se postulé que la falta del protén
indodlico N-H podria explicar esta pérdida de rigidez conformacional, dada su
capacidad de generar interacciones con residuos vecinos; ademas, se tradujo en

un perfil farmacolégico frente a SSTR diferente al de SST14 (tabla 2.2).

SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5

(nM) (M) (nM) (M) (nM)
Somatostatina-14 0,43 0,0016 0,53 0,74 0,23
[D-Trp8]-SST 0,32 0,0010 0,61 5,83 0,46
Octreodtido 300 0,053 15,2 >103 11,53
[L-Qla8]-SST 1,33 >103 1,95 >103 >103
[D-Qla8]-SST 13,66 1,16 0,65 >103 14,52

Tabla 2.2. Datos de afinidad frente a los SSTR1-5 de los andlogos Qla8 frente a compuestos

de referencia, obtenidos en colaboracién entre nuestro grupo y BCN Peptides S.A.38

Tanto [L-Qla8]-SST como [D-Qla8]-SST tienen un perfil de actividad
cercano al de SST14 en SSTR3 y, mientras que con el isémero L se obtienen unos
perfiles de unién a SSTR1 parecidos a la del péptido nativo, con el isémero D se
llega a valores de Ki en el rango del octreétido para SSTR5. Esto implica que una

disminucion en la rigidez de la estructura, ademés de la modificacién del

3 R. Ramén, P. Martin-Gago, X. Verdaguer, M. J. Macias, P. Martin-Malpartida, J. Ferndndez-Carneado, M.
Gomez-Caminals, B. Ponsati, P. Lépez-Ruiz, M. A. Cortés, B. Colés, A. Riera, ChemBioChem, 2011, 12, 625-
632
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aminodcido clave D-Trp, puede traducirse en un aumento de la selectividad entre
los distintos subtipos de SSTR, ademdas de mantener el perfil de actividad en

alguno de ellos. Estos resultados fueron publicados en el afio 2011.38

En su misma tesis doctoral, fue llevada a cabo la ciclacién de somatostatina
mediante Ring-Closing Metathesis (RCM).3 El puente disulfuro aparece en
muchas proteinas presentando un papel estructural, al mantener las
organizaciones secundarias y terciarias en dichas moléculas.? Por ello, su papel
biol6gico es indirecto, al asegurar un esqueleto tridimensional funcional. Debido
a la sensibilidad de los puentes disulfuros a la accién enzimatica de reductasas*!
y a su labilidad frente a condiciones basicas/nucledfilas,*? la modificacion de este

tipo de enlace es un objetivo en la sintesis de derivados de péptidos.

Hay distintos ejemplos en la literatura donde el puente disulfuro es
sustituido por andlogos, usando como molécula base el octreétido. Veber et al.43
dispusieron del 4cido 2,7-diaminosubérico como puente entre ambos extremos
del ciclo, asi como Gazal et al.#* aprovecharon aminoacidos bifuncionales para

ciclar la cadena de aminoéacidos.

Ademas, el grupo de investigacién de Ginnanneschi?® sustituy6 en la
secuencia del octreétido ambas cisteinas por L-alilglicinas, mediante una

reaccion de metétesis en fase solida. Este derivado presentaba una conformacién

3 a) R. H. Grubbs, S. J. Millar, G. C. Fu, Acc. Chem. Res., 1995, 28, 446-552; b) M. Schuster, S. Blechert, Angew.
Chem. Int. Ed., 1997, 36, 2036-2056; c) R. H. Grubbs, S. Chang, Tetrahedron, 1998, 54, 4413-4450; d) S. J. Connon,
S. Blechert, Angew. Chem. Int. Ed., 2003, 42, 1900-1923; e) R. H. Grubbs, Tetrahedron, 2004, 60, 7117-7140.

40 P. Grieco, P. Campiglia, I. Gémez-Monterrey, T. Lama, E. Novellino, Synlett, 2003, 14, 2216-2218.

41 Reviews al respecto: a) O. W. Griffith, Methods Enzymol., 1987, 143, 366-376; b) A. Rietsch, J. Beckwith, Annu.
Rev. Genet., 1998, 32, 163-184.

42]. L. Kice, Acc. Chem. Res., 1968, 1, 58-64 y posteriores.

4 D. F. Veber, R. G. Strachan, S. J. Bergstrand, F. W. Holly, C. F. Homnick, R. Hirschmann, M. L. Torchiana,
R. Saperstein, J. Am. Chem. Soc., 1976, 98, 2367-2369.

45, Gazal, G. Gelerman, O. Ziv, O. Karpov, P. Litman, M. Bracha, M. Afargan, C. Gilon, ]. Med. Chem., 2002,
45,1665-1671.

45 A. Carotenuto, D. D’Addona, E. Rivalta, M. Chelli, A. M. Papini, P. Rovero, M. Ginanneschi, Lett. Org.
Chem., 2005, 2, 274-279.
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tridimensional parecida al octreétido, contando con una estabilidad en suero
mayor. Robinson y Jackson* continuaron con esta linea, describiendo una
metodologia de obtencion de analogos dicarbaciclicos por metétesis asistida por

microondas, la cual reduce el tiempo de reaccién considerablemente.

Usando este procedimiento, fue sintetizado el andlogo de catorce residuos
[L-alilGly3,14]-SST (figura 2.8), finalizando su sintesis con RCM asistida por
microondas. Asi, las alilglicinas forman un puente C=C de la misma longitud
atomica que el ofrecido por dos cisteinas, aunque la geometria cis del doble enlace

resultante haga variar los &ngulos diedros de los enlaces amida correspondientes.

o H,N
H 2
HZN/erN\)LNH ’ o |.(|) o PhH
(o] .
s.‘kn/N\:)LH N\:)LH N / NH
o £ o

H (0] ~
RCM || (CHy),, Ph
NH
. HOL o % _Pn 0
: H i H : O y NH
% N . N
N
L 0 HﬂI H}JI Tl)\/\/\NHz
HO” N0 HO”N @ Lo°\ O

Figura 2.8. Estructura de [L-alilGly3,14]-SST, formando un puente HC=CH que cierra el ciclo.

Como en los casos anteriores, la rigidez conformacional disminuye, segtin
lo que se detecta mediante espectros NOESY bidimensionales. Y aun siendo
estructuralmente similar a la SST14 nativa, [L-alilGly3,14]-SST pierde la afinidad
por SSTR2-4 (més por SSTR2), mientras la mantiene para SSTR1 y 5 (tabla 2.3).

SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5

(M) (M) (M) (M) (M)
Somatostatina-14 0,43 0,0016 0,53 0,74 0,23
[D-Trp8]-SST 0,32 0,0010 0,61 5,83 0,46
Octreoétido 300 0,053 15,2 >103 11,53
[L-alilGly3,14]-SST 0,31 041 4,24 1,77 0,20

Tabla 2.3. Datos de afinidad frente a los SSTR1-5 del dicarba-analogo frente a compuestos de

referencia, obtenidos en colaboracién entre nuestro grupo y BCN Peptides S.A .47

46 a) A. N. Whelan, J. Elaridi, M. Harte, S. V. Smith, W. R. Jackson, A.]. Robinson, Tetrahedron Lett., 2004, 45,
9545-9547; b) A. N. Whelan, J. Elaridi, R. J. Mulder, A.]. Robinson, W. R. Jackson, Can. ]. Chem., 2005, 83, 875-
881; c) A. J. Robinson, J. Elaridi, B. J. van Lierop, S. Mujcinovic, W. R. Jackson, J. Pept. Sci., 2007, 13, 280-285.
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Puede que la modificacion de los dngulos diedros sufrida en la region
cercana al doble enlace altere las posiciones relativas de aminoécidos distales, de
tal forma que afecte a la afinidad con SSTR2. Sin embargo, el hecho de que
mantenga tan buenos Ki sobre el resto de receptores abre una puerta a la
modificacién del enlace -S-S- para asi aumentar el tiempo de vida medio
plasmatico de los derivados tetradecapeptidicos. Estos resultados fueron

publicados en el afio 2014.4”

En su basqueda por encontrar andlogos de mayor selectividad y
estabilidad la empresa BCN Peptides S.A. incluy6 el aminoédcido mesitilalanina
en la secuencia de SST14. A consecuencia de los tres metilos aumenta el tamafio
del anillo, lo que se traduce en un mayor impedimento estérico al que se somete
el entorno de la posicion del aminoédcido dentro del péptido. Ademas, este
aminodcido no natural, debido al efecto electron-dador de los grupos metilos,
tiene una nube electrénica 1 en el anillo de mayor densidad que la L-fenilalanina
(figura 2.9). Recordando la informacién analizada en la seccion 2.3 de este

capitulo, potenciaria el efecto de las interacciones aromaticas.

Figura 2.9. Densidades electrénicas de los anillos aromaticos del benceno (izquierda) y del
mesitileno (derecha). Calculo en Spartan (semi-empirico AM1).26 Azul = densidad electrénica

baja. Rojo = densidad electrénica alta.

47 P. Martin-Gago, R. Ramoén, E. Aragon, J. Fernandez-Carneado, P. Martin-Malpartida, X. Verdaguer, P.
Loépez-Ruiz, B. Colas, M. A. Cortés, B. Ponsati, M. J. Macias, A. Riera, Bioorg. & Med. Chem. Lett., 2014, 24,
103-107.
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Por esa razén, se continu6 la colaboracién con la compafiia BCN Peptides
S.A., por lo cual Pablo Antonio Martin-Gago, en su tesis doctoral, inici6 en
nuestro grupo el desarrollo de un trabajo de investigacién de analogos de
somatostatina de catorce residuos que incluyesen en su estructura L-

mesitilalanina, ademéds del aminoédcido D-triptéfano en posicién 8.48

Los tres péptidos sintetizados siguiendo este planteamiento, [L-Msa6_D-
Trp8]-SST, [L-Msa7_D-Trp8]-SST y [L-Msall_D-Trp8]-SST, presentaron un nivel
de ordenamiento estructural muy elevado, restringiendo su posicion
tridimensional a una tnica conformacion en cada caso. Era de esperar que los
nueve protones metilicos en el anillo de mesitilo, junto a sus protones aromaticos
muy apantallados, permitieran obtener informacién adicional de contactos entre
aminodcidos al analizar los espectros bidimensionales NOESY y TOCSY.
Ademas de que resulto cierto, estos péptidos presentaron una elevada densidad

de sefiales NOE en sus respectivos espectros, indicativo de una alta ordenacion.

El péptido [L-Msa6_D-Trp8]-SST (figura 2.10) crea un cltaster aromatico en
el que participan los tres anillos de Msa6, Phe7 y Phell, orientados los tres hacia

una de las caras de la molécula.

Figura 2.10. Estructura tridimensional de [L-Msa6_D-Trp8]-SST, con una aproximacién entre

Msa6, Phe7 y Phell formando un claster de anillos arométicos, obtenida mediante RMN.

48 P. A. Martin-Gago, tesis doctoral Synthesis of highly structured and receptor-selective tetradecapeptidic analogs
of somatostatin: Fine-tuning the non-covalent interactions among their aromatic residues, Universidad de

Barcelona, 2013.
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De los tres aminoacidos aromaticos, Msa6 y Phell son los que maés
proximos se encuentran, con una fuerte interaccién face-to-face. A su vez, el par

D-Trp8 y Lys9 se orientan hacia la misma cara del péptido que el claster.

En el péptido [L-Msa7_D-Trp8]-SST (figura 2.11), la Msa7 potencia el
efecto de la interaccion aromaética Phe6-Phell de manera indirecta; al situarse
plana en la cara contraria de la molécula en donde se encuentran ambos residuos
de fenilalanina, posiblemente facilite dicho acercamiento. En este caso, el tipo de
interaccion que definen al dtio aromético es de geometria edge-to-face. El par D-

Trp8_Lys9 se orienta hacia el exterior del esqueleto peptidico.

.

Phell

N\
'
\
) }
\ Ve
.

Msa7

Figura 2.11. Estructura tridimensional de [L-Msa7_D-Trp8]-SST, con una aproximacién entre

Phe6 y Phell edge-to-face, obtenida mediante RMN.

El péptido [L-Msall_D-Trp8]-SST (figura 2.12) acerca las caras 1 de los
residuos aromaéticos 6 y 11 (geometria face-to-face), mientras Phe7 se coloca en la
cara contraria del derivado, cercano espacialmente a Asn5, Thr10y Thr12. Como
consecuencia de la ausencia de sefiales NOE entre el par D-Trp8_Lys9 y el resto
de la molécula, ambos residuos se orientan en una posicion distal respecto a los

otros aminoacidos, como ocurre en [L-Msa7_D-Trp8]-SST.

Al obtenerse unas estructuras bien definidas tridimensionalmente, la
informacion del perfil de afinidad de estos derivados cobra especial importancia,
al poder establecer una correlacién entre conformacién y actividad sobre SSTR.
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Figura 2.12. Estructura tridimensional de [L-Msall_D-Trp8]-SST, con una aproximacién

entre Phe6 y Msall face-to-face, obtenida a partir de experimentos 2D espectroscépicos.

Analizando los resultados reflejados en la tabla 2.4, se observa que el

péptido [L-Msa6_D-Trp8]-SST mantiene el mismo rango de actividad sobre

SSTR3 y SSTR5 que SST14, mientras que lo pierde en SSTR2. Esto contradice la

hipétesis planteada por Hirschmann,*’ que suponia que el anillo fenilo de la Phe6

interacttia con el SSTR2 mediante una donacion de densidad 1.

SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5

(nM) (nM) (nM) (nM) (nM)
Somatostatina-14 0,43 0,0016 0,53 0,74 0,23
[D-Trp8]-SST 0,32 0,0010 0,61 5,83 0,46
Octreoétido 300 0,053 15,2 >108 11,53
[L-Msa6_D-Trp8]-SST 3,08 4,55 0,78 4,70 0,36
[L-Msa7_D-Trp8]-SST 0,33 0,0024 7,49 >103 >103
[L-Msall_D-Trp8]-SST 3,35 0,14 1,31 >103 0,73

Tabla 2.4. Datos de afinidad frente a los SSTR1-5 de los analogos Msa frente a compuestos de

referencia, obtenidos en colaboracién entre nuestro grupo y BCN Peptides S.A.%0

49 S. Neelamkavil, B. Arison, E. Birzin, J. Feng, K. Chen, A. Lin, F. Cheng, L. Taylor, E. R. Thornton, A. B.

Smith IIT, R. Hirschmann ]. Med. Chem., 2005, 48, 4025-4030.
5 P. Martin-Gago, M. Gémez-Caminals, R. Ramoén, X. Verdaguer, P. Martin-Malpartida, E. Aragén, J.

Fernandez-Carneado, B. Ponsati, P. Lépez-Ruiz, M. A. Cortés, B. Colas, M. J. Macias, A. Riera, Angew. Chem.

Int. Ed., 2012, 51, 1820-1825.
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[L-Msa7_D-Trp8]-SST, con una afinidad de orden picomolar hacia el
receptor SSTR2, supera al octredtido en potencia hacia este subtipo. Ademas,
iguala a somatostatina en su unién con SSTR1, empeora en SSTR3 y pierde
completamente su actividad sobre SSTR4 y 5. De acuerdo con el farmacéforo
propuesto por Kaupmann®! para SSTR1, la afinidad de [L-Msa7_D-Trp8]-SST con
este subreceptor se veria incrementada gracias a una interaccion -t entre Msa7

y Phe195 del SSTRI.

La unién de [L-Msall_D-Trp8]-SST estda enfocada principalmente hacia
SSTRS, y en menor medida hacia SSTR1, SSTR2 y SSTR3, lo que no lo hace muy
selectivo. Como [L-Msa7_D-Trp8]-SST, pierde completamente la afinidad hacia
SSTR4, lo que plantea que una restriccion de la conformacién orientando los
residuos 6 y 11 hacia una cara del péptido y el residuo 7 hacia la contraria,

provoque una disminucién en la unién con este receptor.

Estos prometedores resultados, publicados en 2012,50 abrian una nueva
puerta y ofrecian una nueva herramienta en el estudio de andlogos de
somatostatina de catorce residuos, dado que por vez primera se obtenian unas
estructuras bien definidas en disolucion que, ademads, permitian establecer
patrones en su actividad con los SSTR1-5. Por ello, en esta tesis doctoral se
pretende continuar profundizando en su conocimiento, en los factores que
afectan a su perfil de union a receptores y a la aproximacion indirecta de las
conformaciones mayoritarias que puebla, en disolucién, esta hormona de

actividad biolégica inhibitoria.

51 K. Kaupmann, C. Bruns, F. Raulf, H. P. Weber, H. Mattes, H. Lubbert, EMBO ]., 1995, 14, 727-735.
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Capitulo I1II. Anédlogos de somatostatina con L-Dfp-OH.

3.1 Introduccion.

La L-3-(3’,5’-difluorofenil)alanina, L-p-3’,5’-difluorofenilalanina, L-Dfp-
OH o Dfp (si no se especifica, se trata del enantiémero L) es un aminoacido no
natural perteneciente a los derivados fluorados de fenilalanina (figura 3.1). Estos
derivados estan siendo cada vez mas estudiados como sustitutos en péptidos o
proteinas debido a su capacidad para modular las propiedades quimicas en las

secuencias que ocupan.!

0
F OH OH
NH, NH,
F L-Dfp-OH L-Phe-OH

Figura 3.1. Comparacion estructural entre L-p-3’,5-difluorofenilalanina (izquierda) y L-

fenilalanina (derecha).

Aunque los aminodcidos no naturales fluorados alifaticos han demostrado
su capacidad para estabilizar estructuras proteicas,? asi como modular la accién
en sitios de reconocimiento enzimatico,® su uso en residuos aromaticos es adn
muy reciente y la contribucién energética para aumentar la estabilizaciéon de la

ordenacion en proteinas esta atin en estudio.*

La sustitucion de hidrégenos de un anillo aromatico por uno o més atomos
de flGor causan una minima perturbacion estérica dado que el radio del fldor no
es mucho mayor que el del hidrégeno. Sin embargo, si ha sido demostrado que
es capaz de aumentar la interacciéon aromaética con otros anillos, debido a un

incremento de la hidrofobia en el anillo y potenciacién de las interacciones m-11.5

1a) S. Purser, P. R. Moore, S. Swallow, V. Gouverneur, Chem. Soc. Rev., 2008, 37, 320-330; b) M. Salwiczek, E.
K. Nyakatura, U. I. M. Gerling, S. Ye, B. Koksch, Chem. Soc. Rev., 2012, 41, 2135-2171.

2 a) J. Horng, D. P. Raleigh, J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 9286-9287; b) C. Jackel, M. Salwiczek, B. Koksch,
Angew. Chem. Int. Ed., 2006, 45, 4198-4203.

3 B. Bilgicer, K. Kumar, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2004, 101, 15324-15329.

4a) J. S. Thorson, E. Chapman, E. C. Murphy, P. G. Schultz, ]. K. Judice, J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 1157-
1158; b) H. Chiu, Y. Suzuki, D. Gullickson, R. Ahmad, B. Kokona, R. Fairman, R. P. Cheng, ]. Am. Chem. Soc.,
2006, 128, 15556-15557.

5]. C. Horng, D. P. Raleigh, J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 9286-9287.
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Tal como se expuso en la secciéon 2.3 de esta tesis, las interacciones
aromaticas son el conjunto de tres fuerzas de magnitud e importancia relativa
todavia hoy discutida: van der Waals, electronicas e hidrofébicas.® El logP,
parametro de hidrofobicidad, calculado para el anillo aromético y su entorno en
la Dfp tiene un valor de 2,84, ligeramente superior al de fenilalanina, de 2,52.7 Se
trata por tanto de un aumento sutil de hidrofobicidad que incrementaria el valor
de esta fuerza en una interaccion aromatica. Pero ademas, la inclusién de los dos
atomos de fltor provoca una perturbacion en el momento cuadrupolar de la
molécula, ya que la elevada electronegatividad de estos hal6genos mueve la
densidad electrénica de la nube m anular hacia sus posiciones, tal como se aprecia

en la figura 3.2.

Figura 3.2. Densidades electrénicas comparadas entre el anillo fenilo de la Phe (izquierda),
3,5 -difluorofenilo de la Dfp (centro) y pentafluorofenilo de la Pfp (derecha). Azul = densidad

electrénica baja. Rojo = densidad electrénica alta. Calculo en Spartan (semi-empirico AM1).8

Al migrar la densidad electronica hacia la periferia del anillo, una
hipotética interaccién entre un residuo de Dfp y una Phe en un mismo péptido
deberia de verse favorecida. Al tener potenciales electrostaticos inversos entre si,

permitiria un acercamiento en sentido face-to-face u offset-stacked (figura 3.3).

Los derivados fluorados de fenilalanina han sido usados previamente por
otros grupos de investigacion. Asi, el grupo de Gellman® utiliz6 Ia
pentafluorofenilalanina (Pfp) para sustituir a las fenilalaninas presentes en la

secuencia del subdominio Chicken Villin Headpiece (c(VHP), en donde seis de las

6 C. A. Hunter, K. R. Lawson, J. Perkins, C. J. Urch, J. Chem. Soc. Perkin. Trans., 2001, 5, 651-669.
7H. Zheng, K. Comeforo, J. Gao, |]. Am. Chem. Soc., 2009, 131, 18-19.

8 Spartan 10 v. 1.1.0 (Wavefunction).

9 M. G. Woll, E. B. Hadley, S. Mecozzi, S. H. Gellman, J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 15932-15933.
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siete posibles sustituciones provocaban una disminucién de la estabilidad del

analogo peptidico.
a) H H
3
e IR
H F
3%
R :

H

b) H H 1‘1‘
S
H H
F. H
<=
F H r’A-v
Figura 3.3. Interacciones aromaticas esperables entre anillos laterales de fenilalanina y 3’,5'-

difluorofenilalanina. a: izquierda, de tipo offset-stacked. b: derecha, de tipo face-to-face.

Por su parte, Gao y colaboradores” utilizaron tetrafluorofenilalaninas en el
cVHP, obteniendo péptidos mds estables que con la secuencia nativa colocando
estos aminodcidos no naturales en posiciones clave. La interpretacion de estos
hechos aparentemente contradictorios fueron explicados por el tipo de
interacciéon aromadtica en un caso u otro: mientras que el anillo perfluorado
romperia las aproximaciones edge-to-face presentes naturalmente en el péptido, la
presencia de un hidrégeno aislado en las tetrafluorofenilalaninas permitirian
mantener este acercamiento, ademadas con un aumento en su fuerza al disminuir
considerablemente la densidad electrénica en este hidrégeno. Por tanto, el
mecanismo que envuelve el efecto de los derivados fluorados aromaticos no es
facil de predecir, ya que intervendrian fuerzas hidréfobas y de van der Waals, e

interacciones cuadrupolares, dipolo-dipolo y dipolo-dipolo inducido.!®

Pablo Antonio Martin-Gago, en su tesis doctoral,!l determiné cémo un
aminodcido de mayor densidad electronica y elevado impedimento estérico

como es la L-p-mesitilalanina provoca una restriccién conformacional en funcién

10 a) H. Adams, J. Jiménez Blanco, G. Chessari, C. A. Hunter, C. M. R. Low, J. M. Sanderson, J. G. Vinter,
Chem. Eur. ]., 2001, 7, 3494-3503; b) L. M. Salonen, M. Ellermann, F. Diederich, Angew. Chem. Int. Ed., 2011,
50, 4808-4842.

11 a) P. A. Martin-Gago, tesis doctoral Synthesis of highly structured and receptor-selective tetradecapeptidic
analogs of somatostatin: Fine-tuning the non-covalent interactions among their aromatic residues, Universidad de
Barcelona, 2013; b) P. Martin-Gago, M. Gémez-Caminals, R. Ramoén, X. Verdaguer, P. Martin-Malpartida, E.
Aragon, J. Ferndndez-Carneado, B. Ponsati, P. Lopez-Ruiz, M. A. Cortés, B. Colas, M. J. Macias, A. Riera,
Angew. Chem. Int. Ed., 2012, 51, 1820-1825.
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de qué fenilalanina sustituyese en la estructura de somatostatina (visto en la
seccién 2.4 de esta tesis). El siguiente paso fue constatar qué efecto provocaria el
uso de anillos pobres en electrones; de entre las diecinueve posibilidades de
mono o polisustitucion que el anillo de la fenilalanina admite, la L-3-3’,5'-
difluorofenilalanina fue elegida para tal fin, para asi incluirla en la secuencia
nativa. Dicho aminoécido no natural no ha sido nunca probado sobre SST; si fue
probado por Redding y colaboradores!? el efecto de la inclusion de fltor sobre el

triptéfano.

No s6lo se podra constatar si la menor densidad electrénica en la nube
anular de la Dfp, unido a su mayor hidrofobia, aumentaria la interaccién n-mt con
otros residuos aromaticos, sino también estudiar el efecto que una interaccién de
tipo m-polar podria provocar en la somatostatina. Gracias a los tres hidrégenos
restantes que quedan en la estructura de Dfp, se podra determinar la cercania
espacial entre el anillo del aminoécido no natural con otros residuos presentes en
la molécula, a partir de sus espectros bidimensionales homonucleares 'H-1H, y
en ultima instancia determinar la existencia de una conformacién tridimensional
preferida en disolucién. Con la intencién de ahondar en la relaciéon entre
modificaciones de secuencia-estructura tridimensional-actividad, se determinara
el perfil de unién a SSTR1-5. Por ello, el Dr. Martin-Gago comenz6 el estudio en

estos derivados, que se completan en el presente capitulo.

3.2. Sintesis de analogos de somatostatina con L-B-3’,5’-difluorofenilalanina.

Los analogos de somatostatina de la familia de la Dfp fueron disefiados
mediante la sustitucién sistematica individual de cada residuo de fenilalanina
por el aminodcido no natural (tabla 3.1). Incluyendo de manera fija D-Trp8 se
obtuvieron los tres primeros analogos [L-Dfp6_D-Trp8]-SST (1), [L-Dfp7_D-
Trp8]-SST (2) y [L-Dfp11_D-Trp8]-SST (3). Como ya se expuso en la seccion 2.1

de esta tesis, la inclusion del residuo D-Trp8 aumenta la potencia del derivado

12 C. A. Meyers, D. H. Coy, W. Y. Huang, A. V. Schally, T. W. Redding, Biochemistry, 1978, 17, 2326-2331.
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resultante, al incrementar su semivida, y ademas ayuda a estabilizar el B-giro al
centrar en él al par D-Trp8_Lys9.13 Esta sustitucion enantiomérica del tript6fano
ha sido una constante en la btsqueda de andlogos de somatostatina,

independientemente de la longitud del péptido final.

b0 H,N
1 N2 o)
H,N NH 4 (0] H 6 (0]
o 3,.kn,N o N\_)LN >
: H H
(0] i ~

/:: H °
? (CHoda=NH, Y
S HO Py
\ H H o]
PN 12 ! 108 o
14 13N TN N
o H Lt NH,
HO” N0 HO HO o
6° 7° 8° 11°
[L-Dfp6_D-Trp8]-SST (1) Dfp Phe D-Trp Phe
[L-Dfp7_DTrp8]-SST (2) Phe Dfp D-Trp Phe
[L-Dfp11_DTrp8]-SST (3) Phe Phe D-Trp Dfp
[L-Dfp6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (4) Dfp Msa D-Trp Phe
[L-Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (5) Phe Msa D-Trp  Dfp
[L-Dfp6,11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (6) Dfp Msa D-Trp Dfp

Tabla 3.1. Derivados fluorados de somatostatina presentados en este capitulo.

Gracias al conocimiento previo del grupo sobre el uso del aminoacido L-
mesitilalanina (Msa),!! éste fue incluido en posicién 7 con el fin de potenciar la
restriccion conformacional para aumentar la afinidad y selectividad por el SSTR2.
Como hemos visto en la seccién 2.4 de la presente tesis doctoral, el péptido [L-
Msa7_D-Trp8]-SST presenta una potente interacciéon edge-to-face entre los
residuos 6 y 11, incrementada posiblemente por la presencia de Msa7 mediante
una intervencién indirecta. Sumando esta restricciéon al posible aumento de la
interaccion -1 entre los dos residuos restantes al introducir un anillo pobre en
electrones, esperamos obtener nueva informacién que relacione los perfiles
estructurales y de actividad de estos derivados. Por ello, se sintetizaron los
péptidos [L-Dfp6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (4) y [L-Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (5),
asi como un tercer péptido que enfrente a dos Dfps, [L-Dfp6,11_L-Msa7_D-Trp8]-

13 a) B. H. Arison, R. Hirschmann, D. F. Veber, Bioorg. Chem., 1978, 7, 447-451; b) O. Ovadia, S. Greenberg, B.
Laufer, C. Gilon, A. Hoffman, H. Kessler, Expert Opin. Drug Discov., 2010, 5, 655-671.
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SST (6), para determinar cémo afectaria su momento cuadrupolar tnico a la

interaccion entre los residuos 6 y 11.

La Fmoc-L-Dfp-OH se sintetiz6 siguiendo el procedimiento experimental
desarrollado por Martin-Gago en su tesis doctoral,'’2 mediante un proceso de

sintesis asimétrica, el cual se muestra en el esquema 3.1.

F. CHO
X o~
_> o) —> —>
N§< HN\n/
F o
(o]
F
e OH
—> —>
F

Esquema 3.1. Sintesis de Fmoc-L-Dfp-OH. a. N-Ac-Gly-OH, AcONa, AcO, 2h, 100°C; b.
MeONa, MeOH, 2h, 70°C; c. MaxPHOS-Rh cat 3%, H» (5 bar), MeOH, t.a.; d. HCI aq, 6h,

reflujo; e. FmocOSu, NaxCOs, H>O, acetona, 0° a t.a.

Asi mismo, para la sintesis de Fmoc-L-Msa-OH se sigui6 el protocolo de

sintesis asimétrica previamente descrito por nuestro grupo (esquema 3.2).11.14

0
NH
2 a | b XN O/ c
 — —
N

(0]

(0] (o]
o~ 4
o —_— —>
HN\H/ NHs*CI NHFmoc

(0]

Esquema 3.2. Sintesis de Fmoc-L-Msa-OH. a. HCI aq, NaNO; aq, KI, 18h, 0°C; b. N-Ac-
dehidro-Ala-OMe, tri-o-tolilfosfina, Pd(OAc),, EtsN, CH3CN, 10 h, 100 °C; c. MaxPHOS-Rh
cat 3%, Ha (50 bar), MeOH, t.a.; d. HCl aq, 6h, reflujo; e. FmocOSu, NaxCOs, H>O, acetona, 0°

at.a.

14 R. Ramén, M. Alonso, A. Riera, Tetrahedron: Asymmetry, 2007, 18, 2797-2802.
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El resto de aminoécidos, incluyendo el Fmoc-D-Trp(boc)-OH, fueron
adquiridos comercialmente. Todos los péptidos expuestos en este capitulo se
sintetizaron en fase s6lida, usando la estrategia Fmoc/'Bu en resina 2-clorotritil

cloruro (esquema 3.3).1°

.—a—"‘» ‘—Fmoc-Cys(trt) b, ‘—Cys(trt)"-Ser(tBu)”-Thr(tBu)”-Phe"-Thr(tBu)“’-Lys(boc)s

Boc-Ala’ - Gly2 - Cys(trt)® - Lys(boc)* - Asn® - Dfp® - Phe” - D-Trp(boc)®

c

HO-Cys\“ -Ser® - Thr'? - Phe'! - Thr'® - Lys®
S-S
H-Ala" - Gly2 - Cys® - Lys* - Asn® - Dfp® - Phe’ - D-Trp®

[L-Dfp6_D-Trp8]-SST (1)

Esquema 3.3. Ejemplo de sintesis: péptido 1. a) 1. Fmoc-L-Cys(trt)-OH (3 eq), DIEA (3 eq), 2.
MeOH; b) 1. Piperidina 20% DMF, 2. Fmoc-Aaa-OH (1.5-3 eq), DIPCDI (3 eq), HOBt (3 eq),
DMF (x12), 3. Piperidina 20% DMF, 4. Boc-Ala-OH, DIPCDI (3 eq), HOBt (3 eq), DMF; ¢) 1.
CH:xClz/TFE/ AcOH, 2. I, 3. TFA /CH2Cl»/anisol/ H>O.

3.3. Ensayos bioldgicos.

Para determinar el perfil de unién a receptores que tienen estos analogos
no naturales, se sigui6 el protocolo disefiado por Rens-Domiano et al,1® en donde
células de la linea CHO-K1 son transfectadas con un plasmido que contiene un
SSTR que se sobreexpresa. Estas células son elegidas dada su robustez, asi como
el bajo nivel de expresion de proteinas de membrana constitucionales que
presenta. Una vez separada la membrana del resto de la célula, se procede a
realizar un ensayo de desplazamiento de somatostatina marcada
radiactivamente, [12]-Tyr11]-SST, en donde tanto el péptido radiactivo como las
membranas se presentan a concentraciones fijas, y los analogos a probar se
disponen a concentraciones variables. Tras ser incubado en el medio
correspondiente, se puede observar el desplazamiento de somatostatina

marcada, lo que permite obtener las respectivas curvas de inhibicién que dan,

15 G. B. Fields, R. L. Noble, Int. |. Protein Res., 1990, 35, 161-214.
16 S, Rens-Domiano, S. F. Law, Y. Yamada, S. Seino, G. I. Bell, T. Reisine, Mol. Pharmacol., 1992, 42, 28-34.
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como resultado, un valor de Ki para un receptor en concreto. Estos ensayos se
realizaron por la empresa Eurofins Scientific’, ya que los desarrollan segtn la

metodologia aqui descrita.

En la tabla 3.2 se muestran los perfiles de unioén a receptores, expresados
como Ki. Tal como se puede observar, todos los derivados presentan un perfil de
unién por SSTR2 superior al octreétido. De ellos, 3 es el que mas se acerca a los
valores de la SST, al tener una Ki en el mismo orden. 1y 2 se acercan a los valores
de la hormona nativa por SSTR3. Los derivados 4, 5 y 6, todos ellos con Msa?7,
pierden afinidad por SSTR1, SSTR4 y SSTR5 en gran medida, y en menor medida
por SSTR3; esto genera que tengan un perfil de selectividad interesante que

recordaria al del mismo octreétido, siendo el que mejor lo refleja el andlogo 4.

SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
(nM) (nM) (nM) (nM) (nM)

SST14 1,88 0016 025 155 0,76
Octreétido 480 077 130  >1000 21,0
[L-Dfp6_D-Trp8]-SST (1) 21,0 035 038 160 502
[L-Dfp7_DTrp8]-SST (2) 140 036 1,10 120 210
[L-Dfp11_DTrp8]-SST (3) 140 0,066 3,81 11,0 5,00
[L-Dfp6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (4) 380 017 546 150 82,0
[L-Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (5) 190 026 230 620 31,0
[L-Dfp6,11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (6) 550 031 120 690 450

Tabla 3.2. Datos de afinidad frente a los receptores SSTR1-5. Debido al escaso nimero de

mediciones, las cifras se muestran sin error.

Una vez analizadas las estructuras de estos péptidos, se volvera sobre
estos resultados para tratar de establecer un patrén que relacione ambas

caracteristicas para estos seis analogos.

3.4. Estrategia de estudio mediante RMN.

Todos los péptidos de la presente tesis fueron caracterizados mediante
resonancia magnética nuclear. Para cada molécula se adquirieron sus respectivos

espectros homonucleares monodimensionales y bidimensionales ({H-'H TOCSY

17 Eurofins Panlabs Inc., de Eurofins Scientific.
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y NOESY 200 ms y 350 ms, 600 MHz) disueltos en tamp6n fosfato a pH = 6,5 en
presencia de un 10% de agua deuterada. Todos los espectros se analizaron hasta
identificar las resonancias correspondientes a cada aminoacido y su conexién en
la secuencia asi como los NOEs de media y larga distancia que definen las
diferentes conformaciones caracteristicas de cada una de las moléculas. Estos
espectros fueron procesados con XwinNMR y analizados mediante el programa

de visualizacion de espectros CARA.18

En un experimento TOCSY, la magnetizacion se transfiere dentro de un
mismo sistema de espines mediante un acoplamiento escalar sucesivo a través de
los enlaces. De esta manera, en el espectro aparecen patrones de sefiales
caracteristicos para cada aminodcido. Debido a que los heterodtomos y carbonos
cuaternarios rompen la transferencia de acoplamiento, es una herramienta eficaz

para determinar los protones pertenecientes a una misma cadena lateral.

Por otra parte, un experimento NOESY permite determinar la cercania
espacial entre distintos sistemas de espines que se acoplen mediante
interacciones dipolares, aunque dichos espines no se encuentren unidos de forma
covalente. Esto es debido a que el campo magnético efectivo de cada ntcleo se ve
afectado por la presencia de otros nticleos con actividad magnética. De esta
forma, al lanzar un pulso de determinada intensidad, uno de estos espines es
excitado. El dipolo magnético perturba el estado de equilibrio del otro,
produciéndose una relajacion cruzada al transferirse la magnetizacion a través
del espacio, lo que provoca cambios en la intensidad de la sefial detectada del
segundo sistema de espin. Esta perturbacion sera el efecto nuclear Overhauser
(NOE) y el volumen de dicha sefial representara la cercania espacial entre los dos
nucleos medidos. Trabajamos con dos tiempos de mezcla, 200 ms y 350 ms, para

discriminar entre &tomos a menor o mayor distancia respectivamente.

Mediante estos dos experimentos, se determina el desplazamiento

quimico de cada protén de la proteina, asi como las relaciones entre si. En todos

18 CARA para sistema operativo OS X, versién 1.9. R. Keller, The Computer Aided Resonance Assigment
Tutorial, 1st ed. CANTINA. Verlag, 2004.
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los casos, el procedimiento empieza con la asignacion de sefiales secuenciales
TOCSY y NOESY, concretamente de los protones amidicos y los localizados
sobre los Ca y CP, para continuar posteriormente con las sefiales
correspondientes a los NOE de media y larga distancia, utilizando como
estrategia de asignacion el protocolo de Wuethrich.!® En la figura 3.4, aparecen
todos los aminoacidos utilizados en la sintesis de estos derivados, asi como la

denominacion para cada uno de sus protones.

Gly Ala Cys Asn Thr Ser
A A A T A A |
N ) N ) N N ) N ) N )
\/c\ \CI:—Ha \CI:—Ha \(I:—H(x \clz—Ha \CI:—Ha
HB
Hay Ha, CH cHb2 c<Hb2  Ho—c—n c=<HP2
) _C CHa(y) OH
0/ \T_Hﬁzz
H31
Lys Phe Dfp Msa
'i'N |° HN O HN O HN O
N RN L
‘|3_"'°‘ \cl:—Ha \(I:—H(x \<I:—Ha
b= c<jib: c<yibe C<pe
c=—Hr | 3 | 3 | 3
\HYS H82 C H81 H52 C H61 (¢)H3C C CH3(¢)
i N Y Y Y
H63/|
_—Hs, cCa _C cCa. _C cCa _C
G Hey” \CI:/ SHe, BT \CI:/ ~p Hey” \?/ e,
Hl o~
He— H H CHy(n)
3'Pya 4'Pya Tmp Trp
HN O HN O HN O HN O
N R NG
\cl:—Ha \clz—Ha \clz—Ha \CI:—Ha
—HB —HB2 —HB: —C—
?\Hﬁ:; ?\Hﬁs ?\Hﬁ3 H81 HO C HB
H5, C H3;, H5, C H5;  HS, C H5, Ne=
NeA N NeA N Ne A N f Hea
SO SIS e
NS S €
N¢” SHe Hey SNTT Hgy 0HCT Y6 CHs(4) “c
| | cx./ THg
/¢
HE CHs(n) He; \
Hng

Figura 3.4. Nomenclatura de protones en los distintos aminoacidos.

19 K. Wuethrich, G. Wider, G. Wagner, W. Braun, ]. Mol. Biol., 1982, 155, 311-319. Este mismo proceder fue

aplicado para la familia de péptidos de la Msa analizada previamente en nuestro grupo de investigacion.
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Para nombrar cada protén, se utilizé la nomenclatura [IUPAC de cadenas
laterales de aminoéacidos (a, B, y...) en funcién de su posicion relativa respecto al
C carboxilico, distinguiéndolos con numeracién en caso de que en un par de

protones aparezcas desdoblados en el espectro al no ser equivalentes.

En nuestro caso, la densidad de sefiales NOE que un espectro presenta da
una idea inicial sobre si dicho péptido presenta una configuraciéon tridimensional
mayoritaria: si el nimero de NOEs de larga distancia es bajo, indica una
secuencia flexible sin ninguna ordenacién preferente en disoluciéon. Cuando las
sefiales NOE son numerosas, es probable que dicha secuencia tenga predilecciéon
hacia una conformacion preferida. Esto se aprecia en las figuras 3.5 y 3.6, donde
se amplian, respectivamente, los espectros NOESY de los derivados [L-Dfp11]-
SST y [L-Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (5).

El derivado [L-Dfp11]-SST, no incluido en esta tesis, presenta un volumen
muy bajo de sefiales en sus espectros, aunque es suficiente para secuenciar y
asignar cada uno de sus protones. En nuestros péptidos de estudio, la ausencia
de sefiales NOE de media y larga distancia presupone que este péptido cuenta
con una elevada flexibilidad en disolucién, que le permite adoptar distintas
disposiciones tridimensionales. Seria una situacion andloga a la ocurrida en SST.

4'Hppm
v -0

H ppm
Figura 3.5. Espectro de NOESY 350 ms de [L-Dfp11]-SST, de baja densidad de sefiales.
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El derivado [L-Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (5), por su parte, presenta un
elevado numero de sefiales en sus espectros bidimensionales. Esto permite
localizar sefiales NOE de media y larga distancia, una informacién que podra ser

volcada para tratar de encontrar una conformacion preferida en disolucion.

H
A PPM

— 0,0
— 1,0
— 2,0
— 3,0
— 4,0
5,0
— 6,0
— 7,0
— 8,0

—9,0

¥ <o i
4| | | I I I I I I | I

10,0 9,0 8,0 7,0 6,0 5,0 4,0 3,0 2,0 1,0 0,0
H ppm

Figura 3.6. Espectro de NOESY 350 ms de [L-Dfpll_L-Msa7_D-Trp8]-SST (5), de alta

— 10,0

densidad de senales.

Una vez asignadas las sefiales (figura 3.7), se integraron para determinar
el volumen del pico de cada sefial NOE. Dicha informacion fue traspasada y
analizada mediante el software de calculo CNS (Crystallography & NMR
System),?0 a través de la interfaz StructCalc.?! El programa CNS permite hacer
minimizaciones de estructuras utilizando restricciones provenientes del Force
Field PARALLHDG 22 (que aporta datos experimentales previos observados y
validados, asi como calculos cuanticos tedricos), y de nuestras restricciones

experimentales, que en este caso vendrian de los espectros de resonancia

20 A. T. Brunger, P. D. Adams, G. M. Clore, W. L. DeLano, P. Gros, R. W. Grosse-Kunstleve, J. S. Jiang, J.
Kuszewski, M. Nilges, N. S. Pannu, R. J. Read, L. M. Rice, T. Simonson, G. L. Warren Acta Crystallogr. D Biol.
Crystallogr., 1998, 54, 905-921.

21 P. Martin-Malpartida, M. J. Macias, datos sin publicar.

2], P. Linge, M. Nilges, J. Biomol. NMR, 1999, 13, 51-59.
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magnética nuclear. De esta forma, las posibles estructuras teéricas van siendo

moduladas mediante las restricciones de distancia impuestas por sefiales NOE.

H
2 ‘Hepm

HB35

|- HB25/HB2 11
_55/ B
- HBs6

HB3 3/HB26

- HB27
—HB28
—HEzs/npau
—HB214

| HB213
= Ha12

—Ha9
[~ HB 10/HB 12

— Ha 10

— ng 2/Ha 14
| Ha7/Hal3
— Ha3/Ha 4

L Ha6
T~ Ha5

—Ha 1l
5,0

'H ppm
Figura 3.7. Asignacién de sefiales en la zona Ha y HB/HN de [L-Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-SST
(5) (NOESY 350 ms).
La visualizacién de los resultados obtenidos (y las figuras) se realizaron
con el programa PyMOL.? Los primeros calculos permiten obtener patrones de
comportamiento en las estructuras, sin que éstas tengan atin, necesariamente, un

alto grado de convergencia (figura 3.8).

Figura 3.8. Primeros resultados a nivel de calculo para la estructura tridimensional de [L-

Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (5).

Para obtener un mayor grado de convergencia, se corrigen aquellas

sefiales NOE que incurran en violaciones de distancia segtn los resultados del

2 W. L. DeLano. The Pymol molecular graphics system. Palo Alto, CA: DeLano Scientific, 2002. USA.
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programa. Ademas, aportamos nuevas restricciones a nivel de célculo, sobre los
angulos diedros y y ¢ del esqueleto peptidico: aquellos grupos de estructuras
que cumpliesen con los datos esperados a nivel de RMN, se les impuso un corto
margen de flexibilidad en sus dngulos y y ¢, dentro de las regiones permitidas
segun los diagramas Ramachandran,?* minimizando asi la variabilidad de giro

en el esqueleto peptidico.

Cuando las estructuras de menor energia tenian un alto grado de
convergencia sin contradecir los datos experimentales tras lanzar varios célculos,
y los angulos diedros de los aminoacidos intraciclicos estaban todos en regiones
permitidas segin los graficos Ramachandran, se dio dicha estructura por
validada y definitiva (figura 3.9). Todas las estructuras se refinaron en presencia

de agua.

Msa7

Figura 3.9. Superposicién de las 25 estructuras de menor energia de [L-Dfp11_L-Msa7_D-
Trp8]-SST (5) segtin los datos experimentales de RMN, con un elevado grado de convergencia

y escasa flexibilidad en sus cadenas laterales.

3.5. Estructura.

Todos los derivados de la familia de la L-B-3’,5-difluorofenilalanina,
teniendo como contraion TFA-, fueron analizados mediante técnicas
espectroscopicas de RMN en agua tamponada a pH = 6,5, con las que se obtuvo

sus respectivos espectros bidimensionales homonucleares H-'H TOCSY y

24 G. N. Ramachandran, C. Ramakrishnan, V. Sasisekharan, J. Mol. Biol., 1963, 7, 95-99.
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NOESY.?? Al identificar los correspondientes NOEs e integrarlos, los volimenes
de sefial obtenidos fueron introducidos en el programa de célculo CNS?
mediante la interfaz StrutCalc,?! lanzando un nimero variable de céalculos, hasta
que las estructuras de menor energia fuesen coherentes con los datos espectrales,
mostrasen convergencia y no incurriesen en violaciéon de dngulos diedros segin

los diagramas de Ramachandran.?*

La inclusion del D-Trp en posicién 8 aumenta la interaccién alifética-
aromatica del par D-Trp8_Lys9, lo que se traduce en un elevado apantallamiento
de los Hy de la Lys9 y en una estabilizacion del giro [ del péptido, al reorientarse

dejando centrados estos dos aminoacidos.11b13

Los Har de la Dfp se encuentran mas apantallados que los de Phe. Sin
embargo, por el hecho de carecer de ambos He, y que tanto los dos H6 como su
H( siguen encontrandose en los espectros bidimensionales dentro del cuadrante
del resto de protones aromaticos, puede resultar dificil establecer claramente las
sefiales NOE correspondientes a una interacciéon aromatica-aromatica. Esto no
impide que se vean claramente sefiales NOE alifatico-aromaéticas,
correspondientes a la cercania espacial entre el anillo difluorado con protones

alifaticos de las cadenas laterales de distintos amino&cidos.

La mesitilalanina, con sus tres grupos metilo, no sélo ayuda a estabilizar
la molécula mediante interacciones aromaticas directas o indirectas dando un
mayor nivel de ordenacién; sino que, ademas, la densidad de sefiales de sus
nueve protones Car-CHs, junto a los dos He muy apantallados, aportan a los
espectros un mayor volumen de interacciones NOE. Esto se traduce en una
informacién extra que, introducida en el programa de célculo, ayuda a obtener la

conformacion tridimensional mayoritaria mas facilmente.

3.5.1. Analogo [L-Dfp6_D-Trp8]-SST (1).

El primer péptido estudiado de esta familia, [L-Dfp6_D-Trp8]-SST (1),
presenta en disolucién una estructura mayoritaria, con una cierta variabilidad

conformacional en sus cadenas laterales, pero que dan una imagen clara de su
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estructura principal con una elevada convergencia del esqueleto peptidico y
cadenas laterales (figura 3.10).25 Asi, en la region comprendida entre los residuos
6 y 11 destaca el acercamiento entre los residuos Dfp6-Phell mediante una
interaccion de tipo offset-stacked, no completamente plana, a consecuencia de un
acercamiento de los H y H6 de Dfp6 con los Har de Phell. Coincidiria con el
modelo electrostatico de Hunter y Sanders? y la interaccién n-polar descrita por
Cozzi y Siegel,?” de manera que la disminucién de la densidad 11 electrénica del
anillo de Dfp reduce la repulsion electrostatica entre su nube 11 y la de Phe, por

lo que la interaccién entre ambos aminoécidos se incrementa.

iy "hell

T

4 ///‘ Phe?7

Figura 3.10. Superposicién de las 25 estructuras de menor energia de [L-Dfp6_D-Trp8]-SST
(1) segun los datos experimentales de RMN.

Al mismo tiempo, Phe7 se dispone por el lado contrario del péptido, en
una orientacién similar a la del par 6-11; se detectan NOEs de larga distancia
entre los Har de Phe7 y los protones correspondientes a las cadenas laterales de
Asn5, Thr10 y Thr12. Por su parte, los aminoédcidos D-Trp8 y L-Lys9 presentan
numerosas interacciones NOE en los espectros entre si, lo que se traduce en la

cercania espacial que demuestran. A causa de la ausencia de NOEs entre las

% Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) H6 de Phe7 con H32 de Asn5; Hy de Thr10; Hy
de Thr12. b) He de Phe7 con HPB2 y H622 de Asn5; Hy de Thr12. c) H8 de Phell con Ha, HP2, HB3 y Hb de
Dfp6. d) He de Phell con HB2, HB3, H6 y H{ de Dfp6.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura que aparecen en el espectro bidimensional: a) HB2 de Asn5
con H6 de Dfp6; He de Phell.

26 C. A. Hunter, J. K. M. Sanders. ]. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 5525-5534.

27 F. Cozzi, F. Ponzini, R. Annunziata, M. Cinquini, J. S. Siegel, Angew. Chem. Int. Ed., 1995, 34, 1019-1020.
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cadenas laterales de estos dos aminoacidos y el resto de la molécula, estas
cadenas presentan una distribucién variable, traducido en dos “poblaciones” de
orientacién distinta, pero una mayoritaria que apunta hacia la misma cara en

donde se encuentran Dfp6 y Phell.

3.5.2. Analogo [L-Dfp7_D-Trp8]-SST (2).

El derivado [L-Dfp7_D-Trp8]-SST (2) presenta suficiente informacion en
sus espectros bidimensionales para determinar una estructura mayoritaria en
disolucién. Su estudio mediante espectroscopia permite determinar que, en este
caso, los tres anillos aromaticos presentan interacciones NOE entre ellos, lo que
se traduce en una formacioén tridimensional especial representada en la figura

3.11.28

Figura 3.11. Superposicién de las 25 estructuras de menor energia de [L-Dfp7_D-Trp8]-SST

(2) segtn los datos experimentales de RMN.

Esta ordenacién, de tipo claster, es similar a la que se produce en el
péptido [L-Msa6_D-Trp8]-SST (figura 2.10). En el caso del derivado con

mesitilalanina, Msa6 favorecia una interaccion face-to-face con Phell cuya nube i

28 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) H8 de Dfp7 con Ha, HB2 y HPB3 de Phe6. b) H8
de Phell con HP2 y HP3 de Phe6; HPB2 de Dfp7; Hy de Thr10. c) He de Phell con HP2 y HP3 de Phe6; Hp2
de Dfp7; Hy de Thr10.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) Hy de Thr12 con H6 y He de Phell.
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de electrones recibia, a su vez, a Phe7 en un acercamiento edge-to-face. Por el
contrario, en 2 Phe6-Phell interacttan de forma edge-to-face, tal como se predice
segtin los modelos de Hunter,?® mientras que Dfp7 se acerca a Pheb6 face-to-face, y

aproximando uno de sus fltor al perimetro pobre en electrones del Phell.

En este péptido, la posicion que Dfp7 acusa y que discrepa de los otros
péptidos posiblemente sea debido a que, con el empobrecimiento de su nube 11,
las interacciones aromaéticas en disolucion se vean favorecidas, de manera que se
acerca a la region aromadtica formada por ambas fenilalaninas. El par D-
Trp8_Lys9 de nuevo se encuentra muy préximo en el espacio, por las numerosas
sefiales NOE entre ambas cadenas, con una cierta variabilidad en la posiciéon en
sus cadenas laterales, a causa de la ausencia de interacciones entre estas cadenas
y el resto del esqueleto peptidico. Se orientan, principalmente, en la cara hacia

donde concurre el claster.

3.5.3. Analogo [L-Dfp11_D-Trp8]-SST (3).

El siguiente andlogo, [L-Dfpl1l_D-Trp8]-SST (3), presenta una elevada
convergencia en sus estructuras de menor energia que dan una estructura
mayoritaria, mostrada en la figura 3.12.2° Tal como ocurria en 1, el par 6-11 se
dispone mediante una interaccion m muy préxima de tipo offset-stacked,
acercadndose uno de los fltiores a la nube 1 de la Phe6. Phe7 de nuevo se dispone
por la cara contraria del péptido, aunque en este caso orienta su anillo en sentido
contrario a la del par aromatico, justo al contrario que en 1; aqui, los Har de Phe7
se aproximan espacialmente a los H y Hy de ambas treoninas en posiciones 10
y 12.Y el par D-Trp8_Lys9 presenta una tinica disposicién espacial, en donde sus
cadenas laterales siguen la direccion proyectada desde el esqueleto peptidico. En

este caso, la informacion trasladada desde los espectros bidimensionales, en los

2 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) H6 de Phe7 con HB2 de Asn5; Ha de Thr10; Hy
de Thr12. b) He de Phe7 con HB2 y H622 de Asn5; Hy de Thr12. c) HS de Phe6 con Ha de Lys9; Ha, HB2,
Hp3 y H6 de Dfp11. d) He de Phe6 con H6 y H( de Dfp11.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura que aparecen en el espectro bidimensional: a) Hy de Thr12

con H6 de Phe6; H6 de D-Trp8; HO de Dfp11.
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que se detecta interacciones de tipo NOE entre los Ha y H de D-Trp8 y Lys9 con
el resto de la secuencia, permiten obtener una tnica poblaciéon del par que

conforma el giro f3.

"5‘

‘/.4,'7
/
4-\ 5‘-‘

¢ \\

D-Trp8

Dfpll

‘

Figura 3.12. Superposicién de las 20 estructuras de menor energia de [L-Dfp11_D-Trp8]-SST

(3) segun los datos experimentales de RMN.

3.5.4. Andlogo [L-Dfp6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (4).

Como ya se ha comentado, la presencia de Msa en posicién 7 dio lugar a
derivados con una estructura mas definida, en donde dicho aminoacido no
natural ayudaba de manera indirecta a potenciar la interaccién entre Phe6 y
Phell, aumentando a su vez la afinidad y selectividad por SSTR2. Siguiendo esta
idea, se introdujo en posicién 6 el residuo Dfp, con el fin de incrementar atin mas
dicha interaccién n-r1, dando como resultado el derivado [L-Dfp6_L-Msa7_D-
Trp8]-SST (4). Dicho péptido, cuya estructura se ofrece en la figura 3.13,30 muestra
una arquitectura similar a la de [L-Msa7_D-Trp8]-SST (figura 2.11). Sin embargo,
la interaccién que se observa entre ambos residuos es de tipo offset-stacked, y no
de tipo edge-to-face como ocurre en el homoélogo no fluorado. La Msa7 queda

orientada en la cara contraria a la pareja Dfp6-Phell, acercando sus protones

30 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) He de Msa7 con H621 y H622 de Asn5; H61 de
D-Trp8. b) Hn de Msa7 con H621 y H5622 de Asn5. c) He de Msa7 con HP2, HB3 y H621 de Asn5; Hy de
Thr10; Hy de Thr12. d) H6 de Dfp6 con Ha, HB2, H6 y He de Phell. e) H8 de Phell con HB2, HPB3 y H{ de
Dfpé.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) He3 de D-Trp8 con He y Hr) de Msa?.
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aromaticos y metilicos a Asn5, Thrl0 y Thrl2. Una vez més D-Trp8_Lys9
convergen en una posicién mayoritaria que, como en 3, siguen la proyeccién del

esqueleto peptidico.

Figura 3.13. Superposicién de las 25 estructuras de menor energia de [L-Dfp6_L-Msa7_D-
Trp8]-SST (4) segtin los datos experimentales de RMN.

En la figura 3.14 se puede apreciar la similitud en las interacciones entre
Dfp6 y Phell de los péptidos 1y 4. Si bien ambos acusan un acercamiento offset-
stacked, su posicion espacial relativa respecto a otros aminoécidos difiere. Asi,

Phell en 1 se aleja del dtio D-Trp8_Lys9, mientras que en 4 se acerca.

Figura 3.14. Comparacién de la interacciéon Dfp6-Phell en1 (izquierda) y 4 (derecha).
3.5.5. Andlogo [L-Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (5).

El siguiente paso fue determinar el efecto de la Dfp en posicién 11, en el

péptido [L-Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (5). Como 3, presenta una conformacién
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mayoritaria,3! aunque con una distribucion tridimensional distinta (figura 3.15):

el par 6-11 en una cara del péptido y 7 por la otra se mantiene, pero la orientacién

de Phe6-Dfp11 se invierte.

Phe6 D-Trp8

> ’ N\
Msa7
Figura 3.15. Superposicién de las 25 estructuras de menor energia de [L-Dfpll_L-Msa7_D-

Trp8]-SST (5) segtin los datos experimentales de RMN.
Esta inversién se observa mejor en la figura 3.16, donde se muestra el
esqueleto simplificado de los péptidos 3 y 5, en el cual ademds de cambiar su
posicién de orientacion respecto al esqueleto peptidico, en 5 la interaccién es face-

to-face.

Dfpl]

Figura 3.16. Comparacién de la interaccién Phe6-Dfp11 en 2 (izquierda) y 5 (derecha).

31 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) Hep de Msa7 con H521 y H522 de Asnb. b) Hn
de Msa7 con H621 y H622 de Asnb. c) He de Msa7 con Ha, HP2, HB3 y H621 de Asn5; HB y Hy de Thrl0;
Ha de Phell; Hy de Thr12. d) HS de Dfp11 con H6, He y HC de Phe6. e) HC de Dfp11 con He de Phe6.
Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) Hp de Msa7 con H y He de Phe6; H61 de D-Trp8. b) Hy
de Msa7 con He de Phe6; H61 de D-Trp8.
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Este efecto ha de ser mediado por la presencia de la Msa en posiciéon 7. La
posicién que ocupa el anillo mesitilo en la molécula empujaria al par hacia esta
orientacién concreta, que podria ser alimentado con interacciones laterales que el
Dfp11 mediase. En la figura 3.17, se muestran las fuertes interacciones NOE entre
los protones grupos metilo del anillo aromaético, con los Hy terminales de ambas

treoninas del derivado.

A Hppm
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Figura 3.17. Ampliacién del espectro NOESY 350 ms del analogo [L-Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-
SST (5) en donde se muestran las interacciones de los H¢ metilicos con los Hy de Thr10 y

Thr12, asi como los Hr de Msa7 con los Hy de Thr12.
3.5.6. Andlogo [L-Dfp6,11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (6).

Ademas, determinamos el efecto que tendrian dos difluorofenilos en las
posiciones 6 y 11, sobre el esqueleto base L-Msa7_D-Trp8, dando lugar al
derivado [L-Dfp6,11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (6), cuyas estructuras mas estables se

muestran en la figura 3.1832 Se trata de una conformacién definida

32 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) Hp de Msa7 con H621 y H622 de Asn5; H61 de
D-Trp8. b) He de Msa7 con HB2, HB3 y H621 de Asn5; Hy de Thr10; Hy de Thr12. c) H8 de Dfp11 con H2
y HP3 de Dfpl11. d) H3 de Dfp6 con HP2 de Dfp11.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) Hep de Msa7 con He3 de D-Trp8. b) Hn de Msa7 con H5621
y H622 de Asnb.
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mayoritariamente rigida, en donde ambos restos Dfp tienen un margen variable
de posiciones en el espacio, pero que mantienen una interaccién de tipo face-to-
face. Esta variabilidad es consecuencia de la disminucién de informacién obtenida
en el espectro, dado que se pierden las sefiales que corresponderian a los He
aromaticos de cada uno de ellos. En este caso, la cercania espacial estd mas
marcada debido al caracter electron-pobre de ambos anillos, que potencia la
interaccion m-i1 al minimizar la repulsiéon entre ambos anillos.262733 Hacia la

misma cara, se orienta el par D-Trp8_Lys9, de nuevo bien resueltos.

Dfpl1
L,

D-Trp8
Msa7

Figura 3.18. Superposicion de las 25 estructuras de menor energia de [L-Dfp6,11_L-Msa7_D-
Trp8]-SST (6) segtin los datos experimentales de RMN.

La Msa7 se dispone, siguiendo el comportamiento habitual, en la cara
contraria del péptido en una posicion muy rigida. Al contrario que en los
analogos 4 y 5, cuyo resto mesitilo se orienta siguiendo la direccion del esqueleto
peptidico, éste es uno de los pocos casos en los que el anillo se orienta
perpendicularmente respecto a la cadena de aminodacidos, debido a la baja

cantidad de sefiales NOE de los Hr) con otros protones de la estructura.

3.5.7. Discusion.

Al igual que ocurria al sustituir las fenilalaninas por L-mesitilalanina, los

péptidos presentados en este capitulo alcanzan una estructura mayoritaria de

3 S. L. Cockroft, J. Perkins, C. Zonta, H. Adams, S. E. Spey, C. M. R. Low, J. G. Vinter, K. R. Lawson, C. J.
Urch, C. A. Hunter, Org. Biomol. Chem., 2007, 5, 1062-1080.
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mayor o menor rigidez en disolucion, segin demuestran los estudios
espectroscopicos, cuando es un anillo de difluorofenilo el que esté presente. Esto
significa que también los anillos pobres en electrones son capaces de restringir la
estructura de los péptidos, mediante un aumento de las interacciones -t
aromaticas. En el caso de la Dfp estas interacciones se verian favorecidas, ademas,
por el aumento de la hidrofobicidad del anillo, asi como del momento

cuadrupolar que presentan gracias a ambos flores en su estructura.

De las estructuras estudiadas, 1, 3, 4, 5 y 6 presentan una disposiciéon
tridimensional en la cual los aminodacidos 6 y 11 quedan enfrentados a un lado
del péptido, mediante acercamientos de tipo face-to-face u offset-stacked, y el
aminoacido aromatico en posiciéon 7 queda colocado en la cara contraria. En todos
ellos destaca su perfil de unién con SSTR2, que supera al octreétido, pero es 3
quien alcanza valores cercanos a la SST. Debido a la variabilidad en cuanto a la
orientacion relativa del dtio 6-11 respecto al resto de la molécula, asi como el tipo
de interaccién que se da entre ambos residuos, se descarta que el perfil de unién
con SSTR2 dependa tnicamente de la potencia con la que se da la interaccién
aromatica, teoria planteada anteriormente en nuestro grupo, teniendo que

intervenir, ademas, otros factores.

El derivado 2 destaca por formar una estructura tipo claster, gracias a la
presencia de Dfp7, debido a la tendencia favorable por parte de su anillo a crear
interacciones aromaticas. En los derivados de L-mesitilalanina estudiados en
nuestro grupo,'!2 esta arquitectura era alcanzada cuando Msa era ubicada en la
sexta posiciéon. Con esta estructura, una vez mas, se llega a una unién favorable

con SSTR3 (ver tablas 3.2 y 2.4).

Aunque todos estos derivados acusan una pérdida de afinidad con SSTR4,
esta disminucién de actividad para con este receptor se potencia en los analogos
4, 5y 6, con L-mesitilalanina en posicién siete en la secuencia. Ademas, parece
que la Msa7 favorece también una pérdida de afinidad con SSTR5, lo que
coincidiria con los datos de afinidad obtenidos para el andlogo [L-Msa7_D-Trp8]-

SST (ver tabla 2.4). Esto podria significar que, si bien la presencia de Msa7 no

Pagina | 62



Capitulo I1II. Anédlogos de somatostatina con L-Dfp-OH.

asegura una alta afinidad por SSTR2, mejora el perfil de selectividad al dificultar

la unién con SSTR4 y 5.

3.6. Conclusiones.

Los anillos de L-B-3’,5-difluorofenilalanina, de marcada pobreza
electronica y elevada hidrofobicidad, favorecen la restriccion conformacional en
disolucién acuosa de los andlogos tetrapeptidicos de somatostatina resultantes.
A causa de la disminucién de densidad electrénica en su nube 1, unido a su
momento cuadrupolar tnico y simétrico, las interacciones aromaticas resultantes

se ven favorecidas, siguiendo una orientacién de tipo face-to-face u offset-stacked.

La sustitucion de la fenilalanina en posiciéon 7 por un aminoacido pobre en
electrones favorece la formaciéon de una estructura de tipo cluaster, tal como
demuestra el analogo [L-Dfp7_D-Trp8]-SST 2. Seria una situacion paralela a la
ocurrida con [L-Msa6_D-Trp8]-SST, donde el anillo rico en electrones en posiciéon
6 favorece dicha arquitectura, con la cual se favorece, a su vez, la afinidad por

SSTR3.

Si bien todos los derivados estudiados en este capitulo superan el valor de
Ki por SSTR2 del octreétido, sélo [L-Dfp11_D-Trp8]-SST 3 logra alcanzar el orden
de magnitud de la somatostatina. Asi, la inclusién de Msa7 no asegura que la
afinidad por SSTR2 vaya a verse incrementada. Sin embargo, al incluir la Msa en
la séptima posicion de la secuencia, tal como pasaba en el péptido [L-Msa7_D-
Trp8]-SST, la afinidad por SSTR4 y SSTR5 disminuye notablemente, lo que

mejora el perfil de selectividad de estos andlogos.
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Capitulo IV. Anélogos de somatostatina con L-3'Pya-OH.

4.1 Introduccion.

La L-3-(3’-piridil)alanina, L-p-3’-piridilalanina, L-3'Pya-OH, 3'Pya o Pal,
es un aminodcido no natural usado en la literatura para sustituir a los
aminodcidos naturales fenilalanina, tirosina e histidina (figura 4.1). El uso en
sistemas biol6gicos tanto del enantiémero L como del D, asi como los
correspondientes isémeros con el nitrégeno en posiciéon 4 (4'Pya), lleva siendo

estudiado desde hace varias décadas.!

o) 0 o)
A OH | X OH OH
N/ NH, N = NH, NH,
L-3'Pya-OH L-4'Pya-OH L-Phe-OH

Figura 4.1. Estructura de la 3'Pya y 4'Pya en comparacién a su analogo natural Phe.

Por ejemplo, las piridilalaninas han demostrado su capacidad como
substratos enzimaticos, dado que son antagonistas a la fenilalanina,? y ademas

son capaces de inhibir a la histidina descarboxilasa.?

Destaca su uso como sustitutas en secuencias peptidicas con el fin de
obtener anadlogos mas potentes. Entre los distintos ejemplos que hay descritos en
la bibliografia, destaca el uso de las piridilalaninas en farmacos antiovulatorios,
mediante una accién antagonista a la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH de sus siglas en inglés Gonadotropin-Releasing Hormone, o LHRH de
Luteinizing Hormone-Releasing Hormone), donde la 3'Pya sobresale respecto a

2’Pya y 4'Pya.* También han servido para elaborar andlogos de vasopresina,®

1a) D. C. Roberts, F. Vellaccio, Peptides, 1983, 5, 341-449; b) M. J. Wilson, D. L. Hatfield, Biochim. Biophys.
Acta, 1984, 781, 205-215; c) P. J. Lea, R. D. Norris, Phytochemistry, 1976, 15, 585-595.

2P. T. Sullivan, M. Kester, S. J. Norton, |. Med. Chem., 1968, 11, 1172-1176.

3a) G. W. Chang, E. E. Snell, Biochemistry, 1968, 7, 2005-2012; b) S. Tanase, B. M. Guirard, E. E. Snell, J. Biol.
Chem. 1985, 260, 6738-6746.

4a) K. Folkers, C. Y. Bowers, T. M. Kubiak, J. Stepinski, Biochem. Biophys. Res. Commun., 1983, 111, 1089-1095;
b) K. Folkers, C. Y. Bowers, T. M. Kubiak, J. Stepinski, U.S. Patent, 1985, 4,504,414; c) J. E. Rivier, J. Porter, C.
L. Rivier, M. Perrin, A. Corrigan, W. A. Hook, R. P. Siraganian, W. W. Vale, ]. Med. Chem., 1986, 29, 1846-51.
5 M. Sobocinska, I. Derdowska, J. Schwartz, G. Kupryszewski, Peptides, 1995, 16, 389-393.
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angiotensina II°® o ribonucleasas,” asi como farmacos antiinflamatorios® y

antibacterianos,’ entre otros ejemplos.

Incluso se han usado en analogos octapeptidicos de somatostatina. Coy y
colaboradores!? descubrieron el potencial que tenia la 3'Pya cuando, de entre las
decenas de péptidos que sintetizaron, determinaron que el péptido Nal-c[D-
Cys_3'Pya_D-Trp_Lys_Val_Cys]-Nal-NH: tenia una elevada potencia como
inhibidor del SSTR2, hecho que se siguié explotando y explorando.!l
Posteriormente, se descubrié como variaciones de la secuencia octapeptidica que
incluia la 3'Pya en su posicion 3 presentaban competencia como antagonistas del
receptor de urotensina II,'2 o incrementando la actividad en los péptidos
conocidos como DOTA-octredtidos, usados como radioligandos en tratamientos

de radioterapia.l3

Sin embargo, ni la 3'Pya asi como tampoco la 4'Pya han sido probadas en
péptidos de catorce residuos. Lo mas similar que se ha hecho en este sentido es
el trabajo de Hirschmann,'* uno de los pocos trabajos de investigacion en los que

se trabaja con la secuencia de catorce residuos de somatostatina: en su

6 K. Heieh, E. C. Jorgensen, J. Med. Chem., 1979, 22, 1199-1206.

7 a) O. D. Van Batenburg, I. Voskuyl-Holtcamp, C. Schattenkerk, K. Hoes, K. E. T. Kerling, E. Havinga,
Biochem. J., 1977, 163, 385-387, b) C. Hoes, J. Flaap, W. Bloemhoff, K. E. T. Kerliig, Recl. Trau.Chim. Pays-Bas,
1980, 99, 99.

8 H. Shimeno, S. Soeda, A. Nagamatsu, Chem. Pharm. Bull., 1977, 25, 2983-2987.

9 a) Japan Patent JP 60/130591 A2, 1985; b) European Patent EP 98609/ A2, 1984.

105, J. Hocart, R. Jain, W. A. Murphy, J. E. Taylor, B. Morgan, D. H. Coy, J. Med. Chem., 1998, 41, 1146-1154.
11 a) W. J. Rossowski, B.-L. Cheng, N.-Y. Jiang, D. H. Coy, Br. ]. Pharmacol., 1998, 125, 1081-1087; b) S. J.
Hocart, R. Jain, W. A. Murphy, J. E. Taylor, D. H. Coy, J. Med. Chem, 1999, 42, 1863-1871; c) V. Fykse, D.
H.Coy, H. L. Waldum, A. K. Sandvik, Br. ]. Pharmacol, 2005, 144, 416-421; d) L. Piqueras, Y. Tache, V.
Martinez, J. Physiol., 2003, 549, 889-901.

12D.]J. Behm, C. L. Herold, E. H. Ohlstein, S. D. Knight, D. Dhanak, S. A. Douglas, Br. ]. Pharmacol, 2002, 137,
449-458.

13 a) J. S. Schmitt, D. Wild, M. Ginj, J. C. Reubi, B. Waser, M. de Jong, B. F. Bernard, E. P. Krenning, H. R.
Macke, Labelled Cpd. Radiaphurm., 2001, 44, 697-699; b) M. Ginj, J. S. Schmitt, J. Chen, B. Waser, J.-C. Reubi,
M. de Jong, S. Schulz, H. R. Maecke, Chemistry & Biology, 2006, 13, 1081-1090.

14'S. Neelamkavil, B. Arison, E. Birzin, J. Feng, K. Chen, A. Lin, F. Cheng, L. Taylor, E. R. Thornton, A. B.
Smith III, R. Hirschmann, J. Med. Chem., 2005, 48, 4025-4030.
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investigacion, sintetizaron tres andlogos de SST, los cuales contenian en su
estructura el aminoacido no natural L-pirazinilalanina (Pyz) (figura 4.2) en
posiciones 6, 7 u 11, en todos los casos acompanado de la sustitucion de L-Trp8

por su enantidémero D.

o}
N
[ AN OH | X OH
— NH — NH
N 2 N 2
L-Pyz-OH L-3'Pya-OH

Figura 4.2. Estructura del L-Pyz-OH (izquierda), comparada con la de L-3'Pya-OH (derecha).

Los estudios que llevaron a cabo vieron que tanto [L-Pyz6_D-Trp8]-SST
como [L-Pyzll D-Trp8]-SST tenian una afinidad similar por SSTR2 y 4,
sugiriendo un tipo de interaccién -1 entre anillos similar, a la vez que concluian
que el anillo aromatico Pyz en posicién 6, al decrecer en intensidad electrénica,
disminuia mas la Ki con SSTR2 en comparacion con el derivado con Pyz11. Esto
coincidiria con el postulado de Lewis et al.1> cuando llevaron a cabo el anélisis de
sustitucion sistematica de aminoacidos por alanina (Ala-scan): la pérdida de
actividad se acentuaba mas cuando Phe6 en SST14 era sustituido por Ala que en
el caso de Phell, por tanto el péptido habria de interactuar con el SSTR2 gracias
a una donaciéon 1 de densidades electronicas desde el anillo del sexto residuo. Sin
embargo, para aumentar la afinidad no bastaria con disponer de un anillo rico en
electrones en dicha posicién, ya que como se vio en el caso de la [L-Msa6_D-
Trp8]-SST, 1a cual forma un cltster (figura 2.10),1¢ la conformacién tridimensional

también es un factor a tener en cuenta.

En nuestro caso, decidimos investigar la 3'Pya y a la 4'Pya en sus

respectivos papeles como aminoacidos no naturales sustituyentes de las

15 1. Lewis, W. Bauer, R. Albert, N. Chandramouli, J. Pless, G. Weckbecker, C. Bruns, ]. Med. Chem., 2003, 46,
2334-2344.

16 a) P. A. Martin-Gago, tesis doctoral Synthesis of highly structured and receptor-selective tetradecapeptidic
analogs of somatostatin: Fine-tuning the non-covalent interactions among their aromatic residues, Universidad de
Barcelona, 2013; b) P. Martin-Gago, M. Gémez-Caminals, R. Ramén, X. Verdaguer, P. Martin-Malpartida, E.
Aragon, J. Ferndndez-Carneado, B. Ponsati, P. Lopez-Ruiz, M. A. Cortés, B. Colas, M. J. Macias, A. Riera,
Angew. Chem. Int. Ed., 2012, 51, 1820-1825.
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fenilalaninas de la secuencia nativa. Tal como ocurria con la difluorofenilalanina,
la 3’-piridilalanina concurre en una pobreza electrénica anular en comparacién
con la fenilalanina, pero la distribuciéon de la densidad electrénica en dichos
aminodcidos no naturales difiere, en tanto la Dfp presenta un momento
cuadrupolar ausente en la 3'Pya (figura 4.3). Ademas, la presencia del nitrégeno
cambia el componente hidrofébico del anillo: el logP del anillo de 3'Pya es de

1,18, mucho maés hidréfilo que Dfp (logP = 2,84) y que Phe (logP = 2,52).

Figura 4.3. Densidades electronicas comparadas entre el anillo fenilo de la Phe (izquierda), el
3’piridilo de la 3'Pya (centro) y el 3,5 difluorofenilo de la Dfp (derecha). Azul = densidad

electrénica baja. Rojo = densidad electrénica alta. Calculo en Spartan (semi-empirico AM1).17

Ha quedado demostrado cémo la Dfp provoca restricciones
conformacionales distintas en funcion de la posicion que ocupa, lo que a su vez
se traduce en un espectro de afinidad por los SSTR diferente. Saber cémo afecta
a la estructura y a la actividad el uso del anillo pobre en electrones de la 3'Pya,
distinto a la Dfp en cuanto a hidrofilia y al reparto de densidad electrénica, nos
permitirda ahondar en el estudio de la somatostatina en su forma
tetradecapeptidica y su respuesta a la incorporacion de estos nuevos
aminoacidos no naturales. Por ello, en este capitulo se abordara la sintesis,
estudio estructural y determinacién de la actividad biolégica de derivados de

SST14 que incluyan L-p-3’-piridilalanina.

4.2. Sintesis de analogos de somatostatina con L-p-3"-piridilalanina.

El disefio de analogos se llevé a cabo usando la misma aproximacion que

con los derivados de Dfp descritos previamente en el capitulo III (tabla 4.1). La

17 Spartan 10 v. 1.1.0 (Wavefunction).
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3'Pya fue incluida en posiciones 6, 7 u 11 para dar respectivamente los péptidos
7,8y 9, cubriendo de manera individual todas las posibles monosustituciones de
fenilalanina, con el D-Trp8 incluido como sustitucion fija, al aumentar la
semivida plasmatica sin afectar al perfil de afinidad, ademas de aumentar
sutilmente la rigidez de la estructura debido a la mayor interacciéon del D-Trp8
con la L-Lys9.18 Por la restriccion que impone la Msa en la estructura del péptido
[L-Msa7_D-Trp8]-SST (figura 2.11), al tiempo que potencia la actividad en
SSTR2,'¢ se sintetizaron dos secuencias con el par Msa7_D-Trp8, una con 3'Pya6
y la segunda con 3'Pyall, correspondiendo a los anédlogos 10 y 11. De esta
manera, se corroborard el efecto que estos anillos piridilos tienen sobre la
estructura tridimensional y la actividad, y que sirvan como comparacién a lo
estudiado en Dfps.
H,N

(o]

1 N2 0

H,N NH o) (0]

i s N4 N L

o AN NI ANl
3 : H : H o

il © lcHdemnm, Y
S\-. HHO\E o12"I /Z Dion NH
: N i
11 I 13 H))I I;mHﬂIN
HO™ ~O HO HO
6° 7° 8° 11°
[L-3'Pya6_D-Trp8]-SST (7) 3’Pya Phe D-Trp Phe
[L-3'Pya7_D-Trp8]-SST (8) Phe 3'Pya D-Trp Phe
[L-3'Pyall_D-Trp8] -SST (9) Phe Phe D-Trp 3’Pya
[L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8] -SST (10) 3'Pya Msa D-Trp Phe
[L-3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8] -SST (11) Phe Msa D-Trp 3’Pya

Tabla 4.1. Derivados de somatostatina con 3'Pya presentados en este capitulo.

La Fmoc-L-3’-piridilalanina es un aminoacido comercial. La Fmoc-L-

mesitilalanina (Msa) fue sintetizada segtin los métodos previamente descritos

18 a) G. Garcia-Tsao, A. ]. Sanyal, N. D. Grace, W. Carey, Hepatology, 2007, 46, 922-938; b) D. F. Veber, F. W.
Holly, W.]. Paleveda, R. F. Nutt, S. J. Bergstrand, M. Torchiana, M. S. Glitzer, R. Saperstein, R. Hirschmann,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1978, 75, 2636-2640; c) J. Rivier, M. Brown, W. Vale, Biochem. Biophys. Res.
Commun., 1975, 65, 746-751; d) B. H. Arison, R. Hirschmann, D. F. Veber, Bioorg. Chem., 1978, 7, 447-451; e)
O. Ovadia, S. Greenberg, B. Laufer, C. Gilon, A. Hoffman, H. Kessler, Expert Opin. Drug Discovery, 2010, 5,
655-671.
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por nuestro grupo.'® Todos los péptidos expuestos en este capitulo se sintetizaron
en fase solida, usando la estrategia Fmoc/'Bu en resina 2-clorotritil cloruro
(esquema 4.1).1°
‘—a 2 .—Fmoc-Cys(tn) b, ‘—Cys(m)“ - Ser(tBu)™ - Thr(tBu)"2 - Phe'! - Thr(tBu)® - Lys(boc)®
Boc-Ala’ - Gly? - Cys(trt)® - Lys(boc)* - Asn® - 3'Pya® - Phe” - D-Tr||)(boc)s

c

HO-Cys\" -Ser™® - Thr'2 - Phe'" - Thr'® - Lys®
s—s
H-Ala’ - Gly? - Cys® - Lys* - Asn® - 3'Pya® - Phe” - D-Trp®

[L-3'Pya6_D-Trp8]-SST (7)
Esquema 4.1. Ejemplo de sintesis, péptido 7. a) 1. Fmoc-L-Cys(trt)-OH (3 eq), DIEA (3 eq), 2.
MeOH; b) 1. Piperidina 20% DMF, 2. Fmoc-Aaa-OH (1.5-3 eq), DIPCDI (3 eq), HOBt (3 eq),
DMF (x12), 3. Piperidina 20% DMEF, 4. Boc-Ala-OH, DIPCDI (3 eq), HOBt (3 eq), DMF; ¢) 1.
CH,Clo/ TFE/ AcOH, 2. I, 3. TFA/ CH,Cl,/anisol / H,O.
Durante la sintesis del analogo 9 el acoplamiento del aminoacido L-Asn-
OH en posicion 5 fue problematico, lo cual hizo necesario el reacoplamiento de

este residuo. Esta dificultad también se habia observado previamente en la

sintesis de [L-Pyz11_D-Trp8]-SST, en el trabajo de Hirschmann.!4

4.3. Ensayos biolégicos.

Fueron determinados para todos los derivados sintetizados perfiles de
actividad biolégica frente a SSTR1-5. Como con los Dfps, la base de estos ensayos
es el trabajo de Rens-Domiano et al.20 Mediante el uso de membranas celulares
aisladas de la linea celular CHO-K1 que expresan receptores de somatostatina
clonados, se determina el Ki de cada uno de estos péptidos mediante el
desplazamiento de ['?°]-Tyr11]-SST, previamente incubada con cada uno de los
receptores. Estas determinaciones fueron llevadas a cabo externamente por la

compafia Eurofins Scientific.?!

19 G. B. Fields, R. L. Noble, Int. |. Protein Res., 1990, 35, 161-214.
20 S, Rens-Domiano, S. F. Law, Y. Yamada, S. Seino, G. I. Bell, T. Reisine, Mol. Pharmacol., 1992, 42, 28-34.

21 Eurofins Panlabs Inc., de Eurofins Scientific.
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Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.2, usando como valores
control de Ki los dados por SST14 y octreétido, medidos parejamente con los
analogos. Destaca la afinidad que los péptidos 7, 8, 9 y 11 muestran por SSTR1,
de los cuales 7 y 8, ademas, tienen el mismo orden de afinidad con SSTR4 que el
que presenta la SST14. A su vez, el mismo derivado 8 alcanza una Ki con SSTR3
afin a su homologo [L-Dfp7_D-Trp8]-SST (2). Aunque los cinco péptidos de esta
familia alcanzan valores de Ki similares al presentado por el octreétido para

SSTR2, 11 lo supera, alcanzando el mismo orden de magnitud de unién que SST.

SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
(nM) (nM) (nM) (nM) (nM)

SST14 1,88 0016 025 155 0,76
Octreétido 480 077 130  >1000 21,0
[L-3'Pya6_D-Trp8]-SST (7) 957 074 3,10 6,62 419
[L-3'Pya7_D-Trp8]-SST (8) 814 029 070 449 244
[L-3'Pyall_D-Trp8] -SST (9) 643 0,14 1,65 11,5 2,84
[L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8] -SST (10) 14,0 0,30 11,8 700 56,0
[L-3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8] -SST (11) 397 0068 668 31,0 102

Tabla 4.2. Datos de afinidad frente a los SSTR1-5. En negrita, valores de Ki que se encuentran

en el mismo orden de magnitud que el que presenta la SST14.

Para tratar de elucidar un posible patrén comian de comportamiento entre
esta familia de péptidos y la familia de la 3’,5'-difluorofenilalanina, se volvera

sobre estos resultados una vez analizadas las estructuras de estos péptidos.

4.4. Estructura.

Los cinco derivados sintetizados fueron estudiados mediante técnicas
espectroscopicas de RMN en agua tamponada a pH = 6,5 en presencia de un 10%
de agua deuterada, con las que se obtuvo sus respectivos espectros
homonucleares monodimensionales y bidimensionales H-'H TOCSY vy
NOESY .2 El procedimiento seguido fue el descrito en el punto 3.4 de la presente

tesis doctoral. Al identificar los correspondientes NOEs e integrarlos, los

2 Misma metodologia que Pablo Martin-Gago et al. (16b) y K. Wuethrich, G. Wider, G. Wagner, W. Braun,
J. Mol. Biol., 1982, 155, 311-319.
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voltimenes de pico obtenidos fueron introducidos en el programa de calculo
CNS2 mediante la interfaz StrutCalc,?4 lanzando un nimero variable de calculos,
hasta que las estructuras de menor energia fuesen coherentes con los datos
espectrales, mostrasen convergencia y no incurriesen en violaciéon de angulos
diedros segtn los diagramas de Ramachandran.?> En todos los casos, se pudo

determinar una estructura mayoritaria.

De nuevo se confirma que la inclusiéon del D-Trp en posicién 8, aumenta
la interaccion alifatica-aromaética del par D-Trp8_L-Lys9, lo que se traduce en un
elevado apantallamiento de los Hy de la Lys9. Conviene sefalar que se
sintetizaron a modo de control los andlogos [L-3'Pya6]-SST y [L-3'Pyall]-SST
como péptidos control (no incluidos en esta tesis). Dichos derivados no presentan
una estructura mayoritaria en disolucién; debido a la ausencia de sefiales NOE
en sus respectivos espectros bidimensionales TOCSY y NOESY es de suponer
que presentan una elevada flexibilidad conformacional tal como presenta la
hormona nativa. Esto aumenta la importancia de la estabilizaciéon inducida por
el D-Trp8; como ya se ha comentado permite enriquecer en un conférmero la
familia de estructuras del derivado de SST. Asi, aunque el uso de anillos pobres
en electrones no es suficiente para dar una conformacién mayoritaria, al
combinarse con el efecto provocado por el par D-Trp8_Lys9 permite calcular los

conférmeros mayoritarios.

La 3'Pya representa una ventaja para la asignaciéon de espectros
bidimensionales: mientras que los Har de las fenilalaninas aparecen en los
espectros con un limitado margen de diferencia de desplazamiento quimico, los
cuatro protones aromaticos de la 3’Pya no son equivalentes y, ademas, la
presencia del Nar disminuye su apantallamiento, por lo que salen maés

desplazados que sus homologos de fenilalanina. De esta manera, se obtiene una

3 A. T. Brunger, P. D. Adams, G. M. Clore, W. L. DeLano, P. Gros, R. W. Grosse-Kunstleve, J. S. Jiang, J.
Kuszewski, M. Nilges, N. S. Pannu, R. J. Read, L. M. Rice, T. Simonson, G. L. Warren Acta Crystallogr. D Biol.
Crystallogr., 1998, 54, 905-921.

24 P. Martin-Malpartida, M. J. Macias, datos sin publicar.

25 G. N. Ramachandran, C. Ramakrishnan, V. Sasisekharan, J. Mol. Biol., 1963, 7, 95-99.
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mayor informacion de las interacciones aromaéticas presentes en la molécula que

en el caso de los andlogos con los Hoar de la Dfp.

La inclusién de mesitilalanina, con sus tres grupos metilo unidos al anillo,
ayuda, una vez mas, a estabilizar la molécula mediante interacciones aromaticas
directas e indirectas dando un mayor nivel de ordenacién. La densidad de
sefiales de sus nueve protones Car-CHs, junto a los dos He muy apantallados,
aportan a los espectros un mayor nimero de NOEs entre protones y, por tanto,

de restricciones para el calculo de la conformacién predominante.

4.4.1. Anélogo [L-3'Pya6_D-Trp8]-SST (7).

El primer derivado estudiado en esta familia, [L-3'Pya6_D-Trp8]-SST (7),
presenta una gran convergencia de conformaciones de menor energia (figura
4.4).26 Estas conformaciones se definen por la presencia de los anillos aromaticos
3’Pyab y Phell en una interaccion edge-to-face. En ellas, los HO y el He de Phell,
se aproximan a la cara de 3'Pya por el extremo donde se encuentra el Nag, que
corresponde a la zona de mayor densidad electrénica de este aminoacido no

natural.

D-Trp8

Figura 4.4. Superposicién de las 25 estructuras de menor energia de [L-3'Pya6_D-Trp8]-SST

(7) segtn los datos experimentales de RMN.

2 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) H6 de Phe7 con HB2 de Asn5; Hy de Thr10; Ha
y Hy de Thr12. b) He de Phe7 con HB2 de Asn5; HB y Hy de Thr12. c) HC de Phe7 con HB2 de Asn5; Hy de
Thr12. d) H6 de Phell con HN, H81, H62 y H( de 3'Pya6. e) HC de Phell con H62 y H{ de 3'Pya6.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura, detectadas en el espectro bidimensional: H6 de Phell con

Hp2 de Asn5; HP2 de Phe7; Hy de Thr10; Hy de Thr12.
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Al mismo tiempo, la Phe7 se dispone en la cara contraria del par
aromatico, de manera transversal al plano que cruza el esqueleto peptidico de
este analogo, y acercandose al puente disulfuro. A pesar de la definicién de este
analogo, los rotdmeros correspondientes al par de residuos D-Trp8 y Lys9 son
amplios, a causa de la ausencia de NOEs entre esta region y el resto de la
molécula. En cualquier caso, ambos aminodacidos se orientan hacia la misma cara

del esqueleto donde se encuentra el par 3'Pya6-Phell.

4.4.2. Analogo [L-3'Pya7_D-Trp8]-SST (8).

El péptido [L-3'Pya7_D-Trp8]-SST (8) presenta un elevado grado de
convergencia entre sus estructuras de menor energia, tal como se muestra en la
tigura 4.5.27
Phell
“p . » Phe6

Nt ‘\\

3’Pya7

1 )-Trp8

Figura 4.5. Superposicion de las 25 estructuras de menor energia de [L-3'Pya7_D-Trp8]-SST
(8) segun los datos experimentales de RMN.

El rasgo mas notorio en esta estructura es la formacién de un cltster

aromatico en una de las caras del esqueleto peptidico, mediante interacciones de

%7 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) H8 de Phe6 con H81 y H52 de 3'Pya7. b) He de
Phe6 con HC de 3'Pya7; HPB3 de Phell. c) He de Phell con HPB2 y HB3 de Phe6; H62 y H{ de 3'Pya7. d) H62
de 3'Pya7 con HB2 y H33 de Phell.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) Ha de Phe6 con H61 de D-Trp8. b) H8 de Phe6 con H{32
de D-Trp8. c) Hy de Thr12 con He de 3'Pya7; H6 de Phell.
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los tres anillos aromaéticos, Phe6, 3'Pya7 y Phell, tal como se ve en sus espectros
bidimensionales. Como ocurria en 7, D-Trp8_Lys9 acusan una “doble”
disposiciéon espacial, a pesar de la existencia de contactos con el resto de la
cadena. Ampliando la regiéon del nucleo de anillos aromaéticos, se pueden
confirmar diferencias respecto al que se crea en el homoélogo 2 visto en el capitulo

III de esta tesis (figura 4.6).

Phe6

3'Pya7

Figura 4.6. Comparacion de los cltster formados entre [L-Dfp7_D-Trp8]-SST (2) (izquierda)
y [L-3'Pya7_D-Trp8]-SST (8) (derecha). Distancias expresadas en Angstrom (A).

El péptido 8 crea una secuencia de interacciones edge-to-face entre los tres
anillos, de forma que el H( de la 3'Pya7 se acerca a la nube 1 de Phell, cuyo Hd
se aproxima a la cara de elevada densidad electrénica de Phe6. Este circulo se
cierra al comprobar que, aun a cierta distancia, el borde C-H de Phel1 se orienta
hacia la nube 1 correspondiente a la 3'Pya7. Discrepa pues del cltster de 2, donde
las Phe6 y 11 se enfrentan edge-to-face y la Dfp7 queda mas ajena, face-to-face con
el residuo 6 y aproximando su C-F de elevada densidad electrénica al borde de
polaridad opuesta del anillo 11. Que se genere esta estructura tipo claster puede
deberse, como en el caso del péptido 2, a que las propiedades intrinsecas de 3'Pya

favorezca las interacciones aromaticas con los otros dos anillos aromaticos.

4.4.3. Analogo [L-3'Pyall_D-Trp8]-SST (9).

Aunque el analogo [L-3'Pyall_D-Trp8]-SST (9) presente menor

convergencia que los dos andlogos anteriormente estudiados (figura 4.7), a causa
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de la menor intensidad de sefiales en su espectro bidimensional, las estructuras
calculadas de menor energia tienden a formar una estructura tridimensional?®
cuyos anillos 3'Pyall y Phe6 quedan definidos dentro de una alineacion de tipo
edge-to-face, en donde el borde contrario a donde el Nar se encuentra favorece
una interaccién CH-11 con la nube electrénica del anillo en posicién 6, a causa de
las interacciones NOE de H1 y He con el anillo fenilo. Como 7, l1a Phe7 se coloca
en la cara contraria del par aromético 6-11, aunque esta vez disponga su cara It
paralelamente a la direccion del esqueleto peptidico. El par D-Trp8_Lys9 se
proyecta en la direcciéon del esqueleto peptidico, con una orientacion maés
definida debido al acercamiento de los Hp de D-Trp8 hacia los H6 aromaticos de
Phe6, gracias a los cual se enfoca sutilmente hacia el doblete de anillos aromaticos

enfrentados.

Figura 4.7. Superposicién de las 25 estructuras de menor energia de [L-3'Pyall_D-Trp8]-SST

(9) segtin los datos experimentales de RMN.
4.4.4. Analogo [L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (10).

El primero de los derivados de 3'Pya que incluye Msa7, esto es [L-

3’Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (10), cuya estructura tridimensional mayoritaria se

2 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) H6 de Phe6 con HB2 de D-Trp8; H61 de 3'Pyall.
b) He de Phe6 con HP2, HB3, H61 He y HC de 3'Pyall. c) HS de Phe7 con Hy de Thr10; Ha y HP de Thr12.
d) He de Phe7 con Ha de Asn5; Hy de Thr12. e) H{ de 3'Pyall con H{ de Phe6.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) H de Phe7 con HB2 de D-Trp8.
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ofrece en la figura 4.8,% presenta una disposicién espacial parecida a 9. La Msa7
se coloca en clara analogia a Phe7 de 9, con una fuerte interaccion en sus espectros

entre los protones metilicos He de MsaZ7 con Asn5, Thr10 y Thr12 (figura 4.9).

Msa7

Figura 4.8. Superposicion de las 25 estructuras de menor energia de [L-3'Pya6_L-Msa7_D-
Trp8]-SST (10) segtin los datos experimentales de RMN.

A Hppm
|
-Q ------------------ @l ---------------------- L QH7
— 2,00
fm _6 ____________________________ | QF+7

i — 2,25
T T | HB35

|_HB25

2,50

iHppm 2,00 1,75 1,50 1,25

Figura 4.9. Ampliacion del espectro NOESY 350 ms del andlogo [L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-
SST (10). Interacciones de los He de Msa7 con los Hy de Thr10 y Thr12, asi como los HP de

Asnb con los Hy de las treoninas y los protones metilicos de Msa?.

2 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) Hep de Msa7 con H521 de Asn5. b) Hn de Msa7
con H621 y H822 de Asnb5. c) He de Msa7 con H2, HB3 de Asn5; Ha, HB y Hy de Thr12. d) H6 de Phell
con HB2, HB3, H62, He y H( de 3'Pyab6.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) Hp de Msa7 con H81 y H62 de Phe6; He3 de D-Trp8.
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El anillo 6 (en este caso de 3'Pya) ofrece densidad de su nube r al C-Hb de
Phell, orientados nuevamente en una geometria edge-to-face. Centrando la
atencion en los aminoacidos que componen el pB-giro, de nuevo se proyectan en
la direccién del esqueleto peptidico, perpendiculares respecto a la orientacion de

los aminoacidos aromaticos.

4.4.5. Andlogo [L-3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST (11).

La segunda estructura de la familia de 3’'Pya que presenta Msa7, [L-
3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST (11), que aunque se sigue disponiendo en una
interacciéon n por un lado del péptido, con el anillo en 7 en la cara contraria,
presenta sutiles diferencias respecto a los analogos 7, 9 y 10 (figura 4.10).30 El par
6-11, de nuevo unidos bajo una interaccion edge-fo-face, queda orientado en el
espacio en direccion al par D-Trp8_Lys9, paralelamente a la trayectoria del

esqueleto amidico, a diferencia de los otros péptidos de esta familia.

3’Pyall

Figura 4.10. Superposicion de las 25 estructuras de menor energia de [L-3'Pyall_L-Msa7_D-
Trp8]-SST (11) segtin los datos experimentales de RMN.

A su vez, Msa7 se sitta en direcciéon perpendicular a la del esqueleto

peptidico, a diferencia de lo que ocurria en ejemplos anteriores (sin tener en

30 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) He de Msa7 con H621 y H822 de Asnb5. b) He
de Msa7 con HB2, HP3 de Asn5; HP y Hy de Thr10; Hy de Thr12. c) H6 de Phe6 con Hp2, H61 y H62 de
3’Pyall. d) He de Phe6 con HB3 y H62 de 3'Pyall.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) Hep de Msa7 con H61 y HZ3 de D-Trp8. b) He de Msa7
con HP2 de Phes6.
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cuenta el cltster de 8), debido a que los Hg presentan una fuerte interacciéon con
Asnb y Thr12, y los Hn de Msa7 dan sefiales NOE elevadas tinicamente con los
Hy de Thr10.

4.4.6. Discusion.

Como en los derivados fluorados, la inclusién de un anillo aromatico de
menor riqueza electrénica y conteniendo D-Trp8 ha permitido obtener
estructuras de mayor rigidez espacial, mediante una potenciacién de las
interacciones aromaticas con otros anillos del péptido, pudiéndose determinar su
ordenamiento preferente en disolucién. Es interesante destacar que el anillo 3'-
piridilo, aunque marcadamente menos hidréfobo que el de Phe o el de Dfp (lo
que a priori deberia dificultar la interaccién aromatica, al ser ésta regida por
fuerzas hidréfobas, de van der Waals y electronicas),®® mantiene los
acercamientos aromaticos. Asi, podemos concluir que la disminucién del efecto
hidréfobo se verd compensado con creces por el aumento de las fuerzas

electrdnicas entre los anillos aromaticos.

A pesar de que el anillo de 3'Pya es pobre en electrones como el de Dfp,
como se ve en la figura 4.3, los efectos que tiene colocar este anillo piridilo en
posiciones homoélogas a las vistas en el capitulo III provoca cambios tanto
estructurales como en el perfil de actividad de los péptidos resultantes. Estas
variaciones en el tipo de interaccion aromatica pueden ser resultado de los
factores electrénicos que intervienen en su formacién: mientras que en la Dfp las
proporciones electronicas se resuelven de manera simétrica, generando dos
nucleos de alta densidad en electrones fuera del anillo, en la 3'Pya esta densidad
se reparte de manera asimétrica, concentrandose en torno al nitrégeno dentro del

mismo aromatico.

Esta diferencia de reparto electrénico explicaria que, en los péptidos
estudiados 7-11, la 3'Pya favorece interacciones de tipo edge-to-face, en donde

para todos los derivados es el anillo 11 el que orienta perpendicular a 6,

31 C. A. Hunter, K. R. Lawson, J. Perkins, C. J. Urch, ]. Chem. Soc. Perkin. Trans., 2001, 5, 651-669.
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independientemente de la posicion que ocupe la 3'Pya. Esto no se reproduce en
la familia de derivados Dfp donde priman las interacciones offset-stacked
(analogos 1, 3y 4) y face-to-face (derivados 2, 5 y 6), debido a que el anillo Car-F
no favorece la orientacién edge-fo-face. Incluso en los derivados 2 y 8, ambos
favoreciendo wuna interacciéon tipo claster, se ve que el acercamiento
correspondiente al aminodcido en séptima posicion al otro par es mediado por
una interaccion offset-stacked en el caso del difluoro-analogo, y edge-to-face para el

piridil-analogo (figura 4.6).

Llama la atencién como de los cinco derivados estudiados en este capitulo,
cuatro de ellos (7, 8, 9 y 11), presentan un perfil de unién elevado con el SSTRI.
Ninguno de los andlogos de Dfp estudiados en el capitulo III de esta tesis alcanza
esos niveles de unién con dicho receptor. Pensamos que podria tratarse de un
tipo de interaccion de caracter hidréfobo y/o electrénico con un bolsillo de la
proteina del receptor SSTR1: en los derivados estudiados en el presente tema,
todos crean una regién aromatica en una de las caras del péptido. El &rea de
anillos aromaticos seria de baja densidad electrénica, por la presencia de los
anillos de piridilo. Sin embargo, para 7, 8, y 9, la zona de mayor densidad
electronica en este sistema representada por el Nar quedaria oculta en la cara
posterior de los péptidos dentro de la misma interaccién aromética acontecida, y
en 11, donde su nitrégeno quedaria protegido por el entorno aromatico préximo.
Dicha circunstancia no se produce en el caso del derivado 10, cuyo nitrégeno
queda mas expuesto, orientdndose hacia el perimetro de la molécula. Seria
similar al caso de la familia de la Dfp, donde los dos fltores quedarian siempre
revelado hacia la cara externa de la molécula, empeorando su afinidad hacia
SSTR1. Aunque podria complementar la teoria del farmac6foro propuesto por
Kaupmann3? para SSTR1, donde se plantea una interacciéon i1 entre la Phe7 de la
SST14 con la Phel95 del receptor, con dicho postulado no se explicaria por qué 8
cuenta también con un elevado perfil de unién hacia SSTR1, teniendo en cuenta

su estructura tridimensional de tipo claster.

32 K. Kaupmann, C. Bruns, F. Raulf, H. P. Weber, H. Mattes, H. Lubbert, EMBO ]., 1995, 14, 727-735.
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Que el derivado 8 tenga un alto grado de unién con SSTR3, vista su
estructura, es muy significativo: tanto en el derivado [L-Msa6_D-Trp8]-SST1®
como en [L-Dfp7_D-Trp8]-SST (2), ambos formando sendos clasteres, la afinidad
por este receptor es elevada. Més que el hecho de que sea por la presencia misma
del claster, postulamos que se trate por la orientacién y cercania espacial de tres
anillos aromaticos, los cuales favorecerian una interaccion con el SSTR3

posiblemente de carécter hidréfobo y/o electrénico.

Aunque los cinco derivados de 3'Pya igualan o superan la unién a SSTR2
marcada por el octreétido, el péptido 11 llega al mismo orden de afinidad que el
definido por SST. En contra de lo que se pens6é en un primer momento, la
presencia de Msa7 per se no asegura un aumento en la afinidad por el SSTR2, ya
que los factores electrénicos en la interacciéon de los anillos 6 y 11, y en tltima
instancia su orientacién, han de ser clave para asegurar la actividad sobre este
receptor; asi, se explicaria que, aun siendo elevada la Ki de 10, no se alcancen
tales niveles. Lo que si parece confirmar es que, tal como ocurria con los
derivados de difluorofenilalanina, la Msa7 disminuye considerablemente la
afinidad con SSTR4 y SSTR5 de los péptidos que la contienen, lo que si mejora su
espectro de selectividad por los distintos SSTR.

Por dltimo, cabe destacar que ninguno de los péptidos de esta familia
presenta una elevada selectividad, dado que todos ellos presentan afinidad que
oscila entre el mismo orden de magnitud que la SST o solamente uno superior
por dos o mas receptores. Esto impediria obtener una accién fisiolégica concreta,
debido a la inespecifidad de unién entre los cinco SSTR humanos descubiertos
hasta la fecha, aunque podrian presentar utilidad en el caso de que su estabilidad

destacase por encima de otros analogos.

4.5. Conclusiones.

Se ha observado que al incluir en la estructura tetradecapeptidica de

somatostatina residuos de L-[B-3'-piridilalanina se favorece la observaciéon de
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conformaciones preferidas en disolucién acuosa. Se ha visto que los anillos
piridilos aumentan la fuerza de las interacciones aromaéticas y, a pesar de la
disminucién en la riqueza electrénica de sus anillos en comparacién a los fenilos
propios de la fenilalanina, favorecen una interaccion de tipo edge-to-face en la cual
es el anillo 11 quien acerca su lado a la cara del anillo en 6, independientemente
de la posicién que la 3’'Pya ocupe. Difiere de lo observado con la Dfp, donde se

favorecian las interacciones de tipo offset-stacked o face-to-face.

Una vez més, un anillo pobre en electrones colocado sobre la posicién 7
(analogo [L-3'Pya7_D-Trp8]-SST, 8) favorece una interacciéon aromaética tipo
claster, que tal como se ha visto en ejemplos anteriores, en el péptido [L-Dfp7_D-
Trp8]-SST (2) o en [L-Msa6_D-Trp8]-SST, garantiza un perfil de unién adecuado

sobre SSTR3 al nivel de la hormona nativa.

La insercién de un residuo de 3'Pya en las estructuras expuestas ha
demostrado dirigir el mantenimiento de la afinidad por SSTR1. El origen de tal
predisposicion por ese receptor no esta claro, aunque planteamos la posibilidad
de que el empobrecimiento electrénico de los anillos, unido a una colocacién
concreta de la region rica en electrones representada en estos casos por el Nag,
sean el movil detras del cual estos péptidos mantengan elevado su valor de union

con el SSTR1.

Al mismo tiempo, observamos que la presencia del residuo L-
mesitilalanina en posicién 7, si bien no asegura un elevado grado de unién con el
SSTR2, aumenta la selectividad hacia dicho receptor. Asi, [L-3'Pyall_L-Msa7_D-
Trp8]-SST (11) se une a SSTR2 en el orden de la somatostatina y [L-3'Pya6_L-
Msa7_D-Trp8]-SST (10) disminuye su Ki al nivel del octreétido, pero ambos
cuentan con un grado de unién pobre hacia SSTR4 y SSTR5, lo que mejora su

perfil de selectividad para con SSTR2.
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Capitulo V. Analogos de somatostatina con L-4'Pya-OH.

5.1 Introduccion.

La  L-3-(4'-piridil)alanina, = L-p-4’-piridilalanina, = L-4'Pya-OH o
directamente acotada como 4'Pya, es un aminoacido no natural aromaético de la
familia de las piridilalaninas que, al igual que la 3'Pya (como se vio en el Capitulo

IV), emula a los residuos endégenos fenilalanina, tirosina e histidina (figura 5.1).

o)

| X OH | S OH OH
N/ NH, N  _— NH, NH,
L-3'Pya-OH L-4'Pya-OH L-Phe-OH

Figura 5.1. Estructura de la 4'Pya en comparacién con 3'Pya y Phe.

Muchos de los trabajos bibliograficos en los que se trabaja con 3'Pya, la
4'Pya es usada paralelamente; de entre los que se mencionan en el Capitulo IV,
recordar como muestra su uso como inhibidora de histidina descarboxilasa,' en
tarmacos antiinflamatorios? y antibacterianos,® o como fragmento en analogos de

LHRH,* vasopresina,® angiotensina II° y ribonucleasas.”

Como era de esperar, las propiedades comunes que comparten los
aminodcidos 3'Pya y 4'Pya son varias: el nitrégeno aromatico provoca una
disminucién considerable en la densidad electrénica del anillo respecto a la
fenilalanina, al mismo tiempo que hace al aminoacido mucho mas hidroéfilo: el
logP del anillo de 4'Pya calculado es 1,18, el mismo que 3'Pya, mientras que el

logP de la fenilalanina es 2,52. Sin embargo, el momento de la densidad

1a) G. W. Chang, E. E. Snell, Biochemistry, 1968, 7, 2005-2012, b) S. Tanase, B. M. Guirard, E. E. Snell, J. Biol.
Chem. 1985, 260, 6738-6746.

2 H. Shimeno, S. Soeda, A. Nagamatsu, Chem. Pharm. Bull., 1977, 25, 2983-2987.

3 a) Japan Patent JP 60/130591 A2, 1985; b) European Patent EP 98609/ A2, 1984.

4a) K. Folkers, C. Y. Bowers, T. M. Kubiak, J. Stepinski, Biochem. Biophys. Res. Commun., 1983, 111, 1089-1095;
b) K. Folkers, C. Y. Bowers, T. M. Kubiak, J. Stepinski, U.S. Patent, 1985, 4,504,414; c) J. E. Rivier, J. Porter, C.
L. Rivier, M. Perrin, A. Corrigan, W. A. Hook, R. P. Siraganian, W. W. Vale, ]. Med. Chem., 1986, 29, 1846-51.
5 M. Sobocinska, I. Derdowska, J. Schwartz, G. Kupryszewski, Peptides, 1995, 16, 389-393.

6 K. Heieh, E. C. Jorgensen, J. Med. Chem., 1979, 22, 1199-1206.

7 a) O. D. Van Batenburg, I. Voskuyl-Holtcamp, C. Schattenkerk, K. Hoes, K. E. T. Kerling, E. Havinga,
Biochem. J., 1977, 163, 385-387, b) C. Hoes, J. Flaap, W. Bloembhoff, K. E. T. Kerliig, Recl. Trau.Chim. Pays-Bas,
1980, 99, 99.
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electronica de ambos anillos no es el mismo: frente a la asimetria de 3'Pya, en la
otra piridilalanina el Nar en posiciéon 4 crea un reparto simétrico en el anillo

aromatico, haciendo equivalentes a ambos H6 y ambos He entre si (figura 5.2).

Figura 5.2. Densidades electrénicas comparadas entre el anillo fenilo de la Phe (izquierda), el
3'piridilo de la 3'Pya (centro) y el 4'piridilo de la 4'Pya (derecha). Azul = densidad electrénica

baja. Rojo = densidad electrénica alta. Calculo en Spartan (semi-empirico AM1).8

Al wusarse la 3'Pya en diferentes posiciones de la estructura de
somatostatina, quedé demostrado cémo su incorporacion era capaz de crear una
estructura tridimensional mayoritaria en disoluciéon. A pesar de que la pobreza
en electrones del anillo hizo suponer un comportamiento en las interacciones
aromaticas similar al de la Dfp, la 3'Pya demostré favorecer geometrias de
acercamiento diferentes a los del aminoacido difluorado. Hemos postulado que
esta diferencia viene por el distinto comportamiento hidréfobo entre ambos
anillos y por la distinta distribucién electrénica en el anillo, la cual se relaciona
con la presencia de los dos hal6genos de la Dfp que crean sendos nucleos de
densidad electronica extra anulares, mientras que en el anillo nitrogenado esta
densidad aparece recluida en el mismo ciclo. Por tanto, nos planteamos las
posibilidades que podria tener un anillo con las mismas propiedades electrénicas
e hidréfobas que la 3'Pya, pero distribuyendo la densidad de electrones de
manera simétrica respecto a la cadena lateral del aminoacido. Asi, comenzamos
el estudio de derivados de somatostatina que incluyen L-3-4’-piridilalanina en su
estructura, para llevar a cabo, nuevamente, sus andlisis conformacional y de
actividad biolégica en sistemas que emulen las condiciones fisiolégicas, y de esta
manera seguir ahondando en las posibilidades de los analogos no naturales de

SST14.

8 Spartan 10 v. 1.1.0 (Wavefunction).
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5.2. Sintesis de analogos de somatostatina con L-p-4’-piridilalanina.

Al igual que con los analogos de L-3'Pya-OH, hemos preparado una
familia de analogos donde se ha sustituido una de las fenilalaninas presentes en
la secuencia por 4'Pya (tabla 5.1), manteniendo como sustitucion fija el D-Trp8,
dando lugar a los péptidos [L-4'Pya6_D-Trp8]-SST (12), [L-4'Pya7_D-Trp8]-SST
(13) y [L-4'Pyall_D-Trp8]-SST (14). Ademas, se incluyé Msa7 para estudiar su
papel,® para dar los dos derivados correspondientes [L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-
SST (15) y [L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST (16).

? (CHa=NH, Y
S\. HHO\E 0 H e z 0
1NN 12 N TI)\N 10
L o °H I 11 N
HO™ ~O HO HO
6° 11°
[L-4'Pya6_D-Trp8]-SST (12) 4'Pya Phe D-Trp Phe
[L-4'Pya7_D-Trp8]-SST (13) Phe 4’Pya D-Trp Phe
[L-4'Pyall_D-Trp8]-SST (14) Phe Phe D-Trp 4Pya
[L-4'Pya6_L-Msa7 D-Trp8]-SST (15) 4'Pya Msa D-Trp Phe
[L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST (16) Phe Msa D-Trp 4'Pya

Tabla 5.1. Derivados de somatostatina con 4'Pya presentados en este capitulo.

Los anélogos peptidicos se realizaron siguiendo el protocolo de sintesis de
péptidos en fase solida (SPPS) mediante la estrategia Fmoc/!Bu en resina 2-
clorotritil cloruro (esquema 5.1).19 El aminoécido protegido Fmoc-L-Msa-OH se
sintetiz6 siguiendo los procesos descritos anteriormente en nuestro grupo de

investigacion;® se usé6 aminoacido Fmoc-L-4'Pya-OH comercial.

9a) P. A. Martin-Gago, tesis doctoral Synthesis of highly structured and receptor-selective tetradecapeptidic analogs
of somatostatin: Fine-tuning the non-covalent interactions among their aromatic residues, Universidad de
Barcelona, 2013; b) P. Martin-Gago, M. Gémez-Caminals, R. Ramoén, X. Verdaguer, P. Martin-Malpartida, E.
Aragon, J. Ferndndez-Carneado, B. Ponsati, P. Lopez-Ruiz, M. A. Cortés, B. Colas, M. J. Macias, A. Riera,
Angew. Chem. Int. Ed., 2012, 51, 1820-1825.

10 G. B. Fields, R. L. Noble, Int. |. Protein Res., 1990, 35, 161-214.
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'—m —2 '—Fmoc-Cys(trt) b, ‘—Cys(trt)" - Ser(tBu)™ - Thr(tBu)'2 - Phe'! - Thr(tBu)® - Lys(boc)?®

Boc-Ala’ - Gly2 - Cys(trt)* - Lys(boc)?* - Asn® - 4'Pya® - Phe’ - D-Trp(boc)®

c

HO-Cys\" -Ser”® - Thr'2 - Phe' - Thr'° - Lys®
S\—S
H-Ala - Gly2 - Cys® - Lys* - Asn® - 4'Pya® - Phe” - D-Trp?®

[L-3'Pya4_D-Trp8]-SST (12)
Esquema 5.1. Ejemplo de sintesis, péptido 12. a) 1. Fmoc-L-Cys(trt)-OH (3 eq), DIEA (3 eq), 2.
MeOH; b) 1. Piperidina 20% DMF, 2. Fmoc-Aaa-OH (1.5-3 eq), DIPCDI (3 eq), HOBt (3 eq),
DMF (x12), 3. Piperidina 20% DMEF, 4. Boc-Ala-OH, DIPCDI (3 eq), HOBt (3 eq), DMF; ¢) 1.
CH:Cl,/ TFE/ AcOH, 2. I, 3. TFA /CHCl/anisol/H>O.

Tal como describi6 Hirschmann para la sintesis de [L-Pyz11l_D-Trp8]-
SST,'t ademas de lo visto para el andlogo [L-3'Pyall_D-Trp8]-SST (9), durante
la sintesis del péptido 14 el acoplamiento del aminodcido Fmoc-L-Asn-OH en
posicion 5 fue complicado, por lo cual se necesitd reacoplar este residuo.
Pensamos que se debe a la presencia de algtin impedimento estérico inducido
por los nitrégenos aromaticos en los anillos en posicion 11: si favoreciese un
plegamiento de la cadena unida a la resina mediante interacciones aromaéticas
con el residuo aromatico en sexta posicion, podria dificultar el acoplamiento del

siguiente aminodcido, que corresponderia a la Asnb.

5.3. Ensayos biolégicos.

Para todos los derivados sintetizados se determinaron los perfiles de
actividad bioldgica frente a SSTR1-5, en estudios basados en el trabajo de Rens-
Domiano et al.l2 Las determinaciones de afinidad fueron llevadas a cabo
externamente por la compafia Eurofins Scientific.13 Los resultados se muestran

en la tabla 5.2, expresando los resultados como Ki.

11'S. Neelamkavil, B. Arison, E. Birzin, J. Feng, K. Chen, A. Lin, F. Cheng, L. Taylor, E. R. Thornton, A. B.
Smith III, R. Hirschmann, ]. Med. Chem., 2005, 48, 4025-4030.
12 G, Rens-Domiano, S. F. Law, Y. Yamada, S. Seino, G. I. Bell, T. Reisine, Mol. Pharmacol., 1992, 42, 28-34.

13 Eurofins Panlabs Inc., de Eurofins Scientific.
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SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
(nM) (nM) (nM) (nM) (nM)

SST14 1,88 0016 025 155 076
Octredtido 480 077 130  >1000 21,0
[L-4'Pya6_D-Trp8]-SST (12) 220 0370 102 540 2,99
[L-4'Pya7_D-Trp8]-SST (13) 420 0051 38 430 134
[L-4'Pyall_D-Trp8]-SST (14) 708 0062 042 103 272
[L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (15) 520 0,078  >100 >1000  >100
[L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST (16) 829 0030 568 920 360

Tabla 5.2. Datos de afinidad frente a los SSTR1-5.

Destaca en los valores obtenidos la afinidad que estos péptidos muestran
por SSTR2, alcanzando el mismo orden de magnitud que el marcado por la
somatostatina en 13-16. Los andlogos 14 y 16 muestran un buen perfil de unién
con SSTR1, ademas 14, que seria el péptido mas polivalente de los estudiados en
este capitulo, también alcanza una buena afinidad con SSTR3. Esta familia de
derivados de somatostatina acusa una pérdida de afinidad con SSTR4,
potenciada en los andlogos 15 y 16, ambos con Msa7 y, también, baja afinidad por
SSTR5. Analizando los valores de Ki por SSTR1-5 del péptido 15, posiblemente
se trate del andlogo mas interesante estudiado en nuestro grupo de investigaciéon
hasta ahora, al tener un perfil de selectividad y afinidad por SSTR2 tan elevado.
Al finalizar el analisis de las estructuras de cada uno de los péptidos, se volvera
sobre estos resultados, para establecer un patron que relacione este

comportamiento biolégico con la disposicién tridimensional en disolucion.

5.4. Estructura.

Todos los derivados de esta familia fueron caracterizados mediante
técnicas espectroscopicas de RMN, mediante la obtenciéon de sus respectivos
espectros homonucleares monodimensionales y bidimensionales 'H-'H TOCSY
y NOESY.™ El procedimiento seguido fue el descrito en el punto 3.4 de la

presente tesis doctoral. En todos ellos se obtuvo un volumen de informacién

14 K. Wuethrich, G. Wider, G. Wagner, W. Braun, ]. Mol. Biol., 1982, 155, 311-319.
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suficiente como para ser incluidos en el programa de calculo CNS' mediante la
interfaz StrutCalc,'® lanzando un ntmero variable de cilculos desde donde se
determinaron las estructuras mayoritarias en disolucién con alto grado de
convergencia y con la minima energia, respetando en estas conformaciones los

angulos diedros permitidos segtin los diagramas de Ramachandran.!”

De nuevo los péptidos que incluyen en su secuencia L-Msa7 presentan una
mayor cantidad de informacién que favorece la determinacién de la estructura
mayoritaria en disolucién de estos péptidos, debido a la mayor cantidad de
hidrégenos en su estructura correspondientes a las posiciones metilicas y a sus
He aromaticos apantallados, asi como favorecer una restriccién conformacional

mayor en los derivados que lo presentan.

El acercamiento entre los residuos D-Trp8 y L-Lys9 fue el esperado,
mediante la interaccién alifatica-aromatica entre ambos residuos. El alto grado
de apantallamiento de los Hy de la L-Lys9, detectado en los espectros
bidimensionales de todos estos péptidos, adelantaba lo que mas tarde se

confirmé al definir las estructuras mediante el programa de célculo.

Tal como ocurria enla 3'Pya, los He aromaticos vecinales al Nar de la 4'Pya
se encuentran muy desapantallados en comparacion a los Har de la Phe. Al tener
mayor desplazamiento quimico en los espectros, y por tanto al alejarse del
cuadrante clasico de protones aromaticos, permite establecer con mayor facilidad
los correspondientes NOEs de interaccion Har-Har. Sin embargo, a diferencia de
la 3'Pya, en este aminoacido no natural s6lo cuenta con dos sefiales aromaticas
diferentes (figura 5.3), frente a las cuatro del isémero con el nitrégeno en posicion
3’, con lo que supone una disminucién de la informacion en esta familia respecto

a la estudiada en el Capitulo IV.

15 A. T. Brunger, P. D. Adams, G. M. Clore, W. L. DeLano, P. Gros, R. W. Grosse-Kunstleve, J. S. Jiang, J.
Kuszewski, M. Nilges, N. S. Pannu, R. J. Read, L. M. Rice, T. Simonson, G. L. Warren Acta Crystallogr. D Biol.
Crystallogr., 1998, 54, 905-921.

16 P. Martin-Malpartida, M. J. Macias, datos sin publicar.

17 G. N. Ramachandran, C. Ramakrishnan, V. Sasisekharan, ]. Mol. Biol., 1963, 7, 95-99.

Pagina | 92



Capitulo V. Analogos de somatostatina con L-4'Pya-OH.

rel]

He 4'Pya7 HO 4'Pya7
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Figura 5.3. Espectro monodimensional del péptido [L-4'Pya7_D-Trp8]-SST (13), resaltando

las posiciones de los protones aromaticos del aminoacido L-4'Pya.
5.4.1. Anélogo [L-4’Pya6_D-Trp8]-SST (12).

El péptido [L-4'Pya6_D-Trp8]-SST (12), presenta un elevado grado de
convergencia en sus estructuras de menor energia, y de rigidez tanto en su
esqueleto peptidico como en las cadenas laterales, tal como se muestra en la
figura 5.4.18 Presenta un ordenamiento en donde se produce una interacciéon
aromatica entre los residuos 6 y 11, y 7 queda colocado al otro lado de la
estructura, orientado siguiendo la direccién del esqueleto en direccién al puente
disulfuro. La aproximacién aromdtica que presentan los aminoacidos 4'Pya6 y
Phell es de tipo edge-to-face, donde uno de los H® y su vecino He de 4'Pya se
aproximan a la nube 1 del anillo de Phell. D-Trp8_Lys9 presenta una ordenacién
espacial doble, a causa de la ausencia de sefiales NOE, pero se observa una
poblacién de cadenas laterales mayoritaria orientada hacia el lado del péptido

donde interacciona el par 6-11.

18 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) H6 de Phe7 con HB2 y H522 de Asn5; Hy de
Thr12. b) He de Phe7 con HPB2 de Asn5; Hy de Thr12. c) He de 4'Pya6 con HP2, H6 y He de Phell. d) H3 de
Phell con Ha, HP2 y HB3 de 4'Pya6.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura, detectadas en el espectro bidimensional: HB2 de Asn5 con

HO6 de 4'Pya6; H6 y He de Phell. b) HS de 4'Pya6 con Hy de Thr12.
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D-Trp8

Figura 5.4. Superposicion de las 25 estructuras de menor energia de [L-4'Pya6_D-Trp8]-SST
(12) segun los datos experimentales de RMN.

5.4.2. Analogo [L-4'Pya7_D-Trp8]-SST (13).

El segundo péptido de la 4'Pya, [L-4'Pya7_D-Trp8]-SST (13), presenta un
comportamiento dual en el cual hay dos disposiciones tridimensionales
mayoritarias, tal como se aprecia en la figura 5.5 y 5.6. Este tipo de circunstancia
suele ser dificil de detectar, ya que si la variabilidad conformacional es alta, las
seflales NOE correspondientes a cada conformaciéon son demasiado débiles.
Debido a ello, el grado de convergencia para cada estructura ha sido menor al
habitual. Es el resultado de la dificultad que entrafiaba para el programa de
cadlculo obtener estructuras convergentes similares, incluso imponiendo

diferentes restricciones en los dngulos diedros de los aminoacidos.

En la primera de las estructuras definidas (figura 5.5), de interaccién tipo
6-11, ambos residuos de fenilalanina muestran un acercamiento de tipo edge-to-
face, en donde principalmente HS, pero también He, de Phe6 se acercan a la cara
de elevada densidad electrénica de Phell. Asi, 4 Pya7 quedaria dispuesto en el
lado contrario de la cadena, orientado perpendicularmente al esqueleto peptidico
y apuntando parcialmente hacia el puente disulfuro; esto explicaria que en su
espectro NOESY 350 ms, se detecten interacciones entre los Har de 4'Pya7 con

Asnb y Thr12. A causa de la ausencia de sefiales NOE con el resto de la molécula,
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el dueto D-Trp8_Lys9 presenta una variabilidad conformacional en donde es

dificil discernir una orientacién predominante.

D-Trp8

(‘ )4'Pya7

Figura 5.5. Superposicién de las 15 estructuras de menor energia de [L-4'Pya7_D-Trp8]-SST
(13) segtn los datos experimentales de RMN para una estructura de tipo residuos 6 y 11

enfrentados.

La segunda estructura determinada (figura 5.6) presenta una arquitectura
de tipo claster, que difiere sustancialmente de las obtenidas para los derivados

[L-Dfp7_D-Trp8]-SST (2) y [L-3'Pya7_D-Trp8]-SST (8).

Figura 5.6. Superposicion de las 12 estructuras de menor energia de [L-4'Pya7_D-Trp8]-SST
(13) segtn los datos experimentales de RMN para una estructura de tipo cltster.
Tanto en 2 como en 8, el aminoacido no natural se acercaba a la fuerte
interaccion que tenian las dos fenilalaninas entre si. En este caso, la 4'Pya se
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interpone entre los residuos 6 y 11 para formar, con ambos, dos interacciones de
tipo m-m1 offset-stacked, como se aprecia en la figura 5.7. De esta forma, se
explicarian las interacciones NOE de los He de 4’'Pya7 con los otros dos anillos
aromaticos, detectadas en el espectro. D-Trp8_Lys9 presentan al menos dos

orientaciones en este caso.

4'Pya7

Phe6

Phell

Figura 5.7. Comparacién de los nticleos aromaticos de los derivados [L-3'Pya7_D-Trp8]-SST
8 (izquierda) y [L-4'Pya7_D-Trp8]-SST 13 (derecha). Distancias expresadas en Angstrém (A).

En la figura 5.8 se detallan esquemaéticamente las interacciones detectadas

por RMN.

Alal Gly2

A
© Cysss’kl( <N
e O £
> _(CHy),
H-N
2% Lys4
& HO Serl3
\ N
Cysl4 t A ;
Y N
5 H NH
O o)
HO @] HO HO Lys9
Thri2 Thrl0

Figura 5.8. Representacion esquematica de las interacciones NOE detectadas de 4'Pya7 en los

espectros del péptido [L-4'Pya7_D-Trp8]-SST 13.
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5.4.3. Analogo [L-4'Pyall_D-Trp8]-SST (14).

El tercer péptido estudiado en este capitulo, [L-4'Pyall_D-Trp8]-SST (14),
presenta una particularidad que llama la atencion de su estructura, plasmada en

la figura 5.9,1° que es la cercania del par D-Trp8_Lys9 a la pareja Phe6-4'Pyall.
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Figura 5.9. Superposicion de las 25 estructuras de menor energia de [L-4'Pyall_D-Trp8]-SST

(14) segun los datos experimentales de RMN.

De nuevo se produce una interaccion entre los residuos distales de tipo
edge-to-face, donde la periferia pobre en electros de Phe6 se acerca al Nar de
4'Pyall. Ademas, la nube 1 de Phe6 atrae hacia ella los protones més distales del
D-Trp8, acercando ambos aminoécidos espacialmente, tal como se detecta, segtin
las pruebas espectroscopicas, por las interacciones entre Phe6/4'Pyall con D-
Trp8/Lys9. Debido a este acercamiento, las variaciones en la disposicion
tridimensional de D-Trp9_Lys9 quedan acotadas en comparacién con otros
analogos estudiados. Por la misma razon, el giro en el esqueleto peptidico
provoca que la orientacion mas favorable de la Phe7 sea de manera perpendicular
a la direccion del esqueleto del péptido, en sintonia con sus interacciones NOE

del espectro de RMN.

19 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) H8 de Phe7 con Hy de Thr10; HB y Hy de Thr12.
b) He de Phe7 con Hy de Thr10; Ha y Hy de Thr12. c) H6 de 4'Pyall con HB2 y HB3 de Phe6; Ha, He2 y
He3 de Lys9. d) He de 4'Pyall con H6 y He de Phe6.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: Hy de Thr12 con H6 de Phe6; HS de 4'Pya 11.
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5.4.4. Analogo [L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (15).

El cuarto andlogo, [L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (15), es el primero que
contiene Msa7 que, tal como se ve en su estructura en la figura 5.10,20 se orienta
por una de las caras del péptido en direccién al puente disulfuro, mostrando un
cierto angulo de inclinacion respecto a la direccién del esqueleto peptidico. De
mayor rigidez conformacional que los analogos previamente estudiados, el par
4'Pya6-Phell se orienta hacia el dtio D-Trp8_Lys9, mediando una interaccién de
tipo edge-to-face. A pesar de orientar sus cadenas laterales en direccioén al p-giro,
no se detectaron sefiales NOE entre estos anillos y el sistema D-Trp8_Lys9, lo que
se traduce en la variabilidad espacial que muestran estos dos residuos, marcada
por dos posibles orientaciones en la cual parece preferida la que aleja el anillo
aromatico de D-Trp8 de la pareja 6-11. Aunque si presenta interacciones NOE
entre el residuo de D-Trp8 con Msa7, no se refleja una cercania espacial en esta
estructura mayoritaria de baja energia. Guardaria cierta semejanza estructural

con el analogo 12, sin Msa7 en su estructura.

Phell
/

W 4'Pya6

Msa7

Figura 5.10. Superposicion de las 25 estructuras de menor energia de [L-4'Pya6_L-Msa7_D-
Trp8]-SST (15) segtin los datos experimentales de RMN.

20 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) Hep de Msa7 con Hy de Thr10; Hy de Thr12. b)
Hrn de Msa7 con H621 y H622 de Asn5. c¢) He de Msa7 con H2, HB3 y H621 de Asn5; Ha, HB y Hy de
Thr12. d) He de 4'Pya6 con H32, H6 y H( de Phell. e) He de Phell con HB2, HB3 y H{ de 4'Pya6.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) Hp de Msa7 con H81 y He3 de D-Trp8; H6 de Phell.
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5.4.5. Analogo [L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST (16).

El quinto y altimo analogo en este capitulo, [L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-
SST (16), también cuenta con una mesitilalanina en posicién 7, pero su estructura

(figura 5.11)?! difiere de la vista en 15.

D-Trp8

Figura 5.11. Superposicion de las 25 estructuras de menor energia de [L-4'Pyall_L-Msa7_D-
Trp8]-SST (16) segtin los datos experimentales de RMN.

En este andlogo también se eleva considerablemente el grado de rigidez
del esqueleto peptidico, mas marcadamente en la zona correspondiente al
farmacoéforo clasico (desde el residuo 6 al 11). De nuevo Msa7 se direcciona hacia
el puente disulfuro, aunque en esta ocasioén la orientacién anular es paralela al
avance del esqueleto peptidico; en esta ocasion, no se detectaron sefiales NOE
entre los protones metilicos de Msa7 con Thr10. Asi mismo, el dto D-Trp8_Lys9
se asemeja al dibujado en 15, en cuanto a variabilidad espacial y orientacion
relativa al esqueleto peptidico se refiere. Sin embargo, la diferencia mas notable
se asienta en la interaccion del par Phe6-4'Pyall, que seria la situaciéon contraria
a la vista en 15, siendo aqui que la Phe6 se posiciona (relativamente) sobre
4'Pyall face-to-face. En este sentido, seria mdas semejante a lo observado del

derivado 14, aunque en aquel el D-Trp8 se acercaba a la pareja aromatica.

21 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) He de Msa7 con H521 y H622 de Asn5; HN de
4'Pyall. b) Hn de Msa7 con H521 y H622 de Asnb5. ¢) He de Msa7 con HB2, HB3 y H621 de Asn5; Hy de
Thr10; HB y Hy de Thr12. d) He de 4’Pyall con HB2, HPB3, H6 y He de Pheot.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) He de Msa7 con HS de Phe6; H61 de D-Trp8; HS de
4’Pyall.
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5.4.6. Discusion.

De nuevo, se demuestra que la capacidad de restriccién conformacional
no es patrimonio exclusivo de los anillos ricos en electrones. Asi, todos los
péptidos estudiados que incluyen en su estructura el aminoacido no natural
4'Pya presentan una estructura determinable, rigida y mayoritaria en disolucién.
Al igual que ocurria con la familia de péptidos de la 3'Pya, el efecto negativo que
podria tener la disminucién de la hidrofobia sobre las interacciones aromaticas,??
queda compensado por el aumento de las interacciones electrénicas, las cuales

son propiciadas por el desigual reparto de la densidad electrénica en el anillo.

Con la familia de la 3'Pya, la sustitucién de un residuo concreto no
producia un ordenamiento ni un perfil de actividad biolégico similares a su
respectivo homologo con Dfp. De nuevo, mas alld de las semejanzas en el tipo de
ordenamiento general (estructura tipo claster versus estructura 6-11
enfrentados), en la familia de las 4'Pya tampoco se obtienen equivalentes
tridimensionales a los vistas en los capitulos Il y IV. Esperdbamos que un cambio
menor, como es la modificaciéon de la posicién del Nagr, no tuviera grandes
consecuencias sobre las estructuras. Al contrario, se ha observado que
efectivamente modifica la disposicién tridimensional de estos péptidos y que, en

consecuencia, el perfil de afinidad por los SSTR también se ve alterado.

En los péptidos 12, 13 (en una de sus conformaciones), 14 y 15, las
interacciones entre los residuos en posiciones 6 y 11 se ven definidas por un
acercamiento edge-to-face, en donde la periferia pobre en electrones del sexto
anillo se acerca a la cara 1 del residuo en undécima posiciéon. Tal como vimos en
el capitulo IV, en la familia de las 3'Pya este tipo de interacciones también se ven
tavorecidas, cambiando el orden de los factores: en7, 9,10y 11 el borde aromaético
de 11 se aproxima a la cara i1 de 6. Se cumple, tanto en un caso como en otro,
independientemente de la posicion que ocupe la piridilalanina. El tnico péptido

que se salta esta norma es 16, cuyo acercamiento 6-11 se resuelve face-to-face.

22 C. A. Hunter, K. R. Lawson, J. Perkins, C. J. Urch, ]. Chem. Soc. Perkin. Trans., 2001, 5, 651-669.
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El analogo 13 presenta un comportamiento dual, muy dificil de detectar
mediante técnicas espectroscopicas, ya que al oscilar en disolucién entre dos o
mas ordenamientos suele debilitar el computo global de las sefiales NOE. Cuenta
con una arquitectura de aproximacion edge-to-face (figura 5.5), comentada en el
parrafo anterior, que sigue las pautas de ordenamiento de esta familia de
péptidos, pero también presenta un ordenamiento de tipo claster (figura 5.6), tal
como acontece en los péptidos homoélogos [L-Dfp7_D-Trp8]-SST (2) y [L-
3'Pya7_D-Trp8]-SST (8). Esto significa que si bien no se trata de un ordenamiento
Unico para 13, sigue siendo favorecida la formaciéon de un claster aromatico al
incluir un aminoécido pobre en electrones en posicion siete de la secuencia. Esta
coyuntura explicarfa la relativamente baja afinidad por SSTR3 (comparandolo

con 2y 8), y que consiga unos valores de afinidad altos con SSTR2.

La versatilidad del andlogo 14 llama la atencién, asi como su estructura
tampoco deja indiferente: con un nivel de selectividad bajo, este péptido alcanza
valores muy cercanos a la somatostatina en SSTR1, SSTR2 y SSTR3. Se trata de
un derivado donde D-Trp8 se acerca a Phe6, para dar una disposiciéon
tridimensional similar a la de un claster (figura 5.9). Como se coment6 en el
Capitulo IV, es bastante probable que en la unién con SSTR3 intervenga una
interaccion de tipo hidréfoba y que, a consecuencia de ello, la creaciéon de una
zona de alta densidad aromadtica favorezca la afinidad para este receptor. Asi
mismo, 14 y 16 comparten un elevado perfil de unién por SSTR1. En ambos, el
nitrégeno en el anillo aromatico queda orientado hacia la cara posterior del
péptido, tal como ocurre en los péptidos de la familia de la 3'Pya que son afines
a este receptor. Es mas, 12,13 y 15, que exponen su Nar por la cara anterior, tienen
aqui disminuida su afinidad. Coincidiria con lo postulado en el Capitulo IV, en
donde para presentar un nivel de unién adecuado con SSTR1 haria falta una zona
de interaccién aromatica en donde el mayor nivel de densidad electrénica (que

seria el entorno del Nar) no quedase expuesto por la cara anterior del péptido.

Tal como ocurria con los péptidos 7-11, estos andlogos establecen un nivel

de unién con SSTR2 alto, tanto es asi que 13-16 alcanzan los valores nominales
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de orden de magnitud de la somatostatina. La homogeneidad de resultados de
afinidad por este receptor hace pensar que no se puede establecer un perfil de
relacion estructura-actividad simple, en el que intervendrian de manera aislada
regiones tnicas de la estructura. Asi mismo, no ha de estar mediado tampoco por
un aumento de rigidez, tal como postul6 Reisene,? ya que la mayoria de péptidos
estudiados en la presente tesis doctoral alcanzan un elevado grado de rigidez
estructural en disolucién acuosa sin llegar a los valores de afinidad de

somatostatina por SSTR2.

Sin embargo, de los cinco péptidos sintetizados con 4'Pya, 15 alcanza una
estructura y perfil de actividad anicos, mostrando una elevada selectividad por
SSTR2. Una vez mas se confirma que, si bien Msa7 no ayuda necesariamente a
establecer una afinidad alta por SSTR2, al disminuir la unién con SSTR4 y SSTR5
mejoran notablemente su selectividad; dicho fenémeno se reproduce tanto en 15
como en 16. Pero ademas, la enorme de pérdida de actividad que sufre 15 en
SSTR4 y SSTR5, asi como en SSTR3 y en menor medida SSTR1 (gracias,
posiblemente, a la orientacién del par 6-11), hacen de él un péptido tnico al ser
un derivado tetradecapeptidico con estructura rigida completamente selectivo a
un Unico receptor. Esta rareza conviene ser estudiada con mayor detalle, porque
podria abrir las puertas a la determinacién exacta del tipo de estructura y/o
interacciones necesarias para garantizar la uniéon a SSTR2, de manera mas precisa
de lo que anteriormente postulamos en nuestro grupo de investigacién con [L-

Msa7_D-Trp8]-SST (figura 5.12).106

Figura 5.12. Comparacién de estructuras entre el derivado [L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST
(15) (izquierda) y el péptido [L-Msa7_D-Trp8]-SST (derecha).

23 T. Reisene, Cell. Mol. Neurobiol., 1995, 15, 597-614.
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5.5. Conclusiones.

La inclusion del aminoacido no natural L-p-4’-piridilalanina, de
propiedades fisicoquimicas similares a L-[3-3'-piridilalanina, ha demostrado ser
capaz de restringir conformacionalmente la estructura de derivados
tetradecapeptidicos de somatostatina. Ademas, los anillos 4’-piridilos favorecen,
en la mayoria de los casos, interacciones arométicas de tipo edge-to-face acercando
la periferia del anillo del sexto residuo a la cara n electrénica del anillo en
posicién once, independientemente de la posiciéon que ocupe en la secuencia la

4'Pya.

El anélogo [L-4'Pya7_D-Trp8]-SST (13) presenta un comportamiento dual
en disolucién en el cual se determinaron dos arquitecturas, una de tipo cltaster
esperable tras lo aprendido de [L-Dfp7_D-Trp8]-SST (2) y [L-3'Pya7_D-Trp8]-SST
(8), y otra de tipo interaccién 6-11 por una cara de la molécula y el residuo 7
dispuesto en la cara contraria. A causa de esto, el perfil de actividad biolégica

varia respecto al obtenidoen 2y 8.

Los anélogos [L-4'Pya7_D-Trp8]-SST (13), [L-4'Pyall_D-Trp8]-SST (14),
[L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (15) y [L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST (16)
presentan elevada afinidad por SSTR2. Esta aparente homogeneidad de valores

dificulta establecer un patrén de relacion estructura-actividad para este receptor.

Una vez mas, la inclusién de L-mesitilalanina en posicion siete favorece el
perfil de selectividad, al disminuir considerablemente la unién con SSTR4 y
SSTR5, como demuestran 15 y 16. Ademas, 15 disminuye considerablemente su
unién con SSTR1 y SSTR3, lo que le hace el tnico tetradecapéptido derivado de
somatostatina estudiado por nuestro grupo con una selectividad tan alta hacia
un Unico receptor, lo que aproximaria a establecer la conformaciéon

tridimensional exacta necesaria para obtener afinidad inicamente por SSTR2.
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Capitulo VI. Analogos de somatostatina polisustituidos.

6.1 Introduccion.

La potenciaciéon de la interaccion entre residuos aromaéticos en presencia
de piridilalaninas ha quedado demostrada en los anteriores capitulos. Gracias a
su distribucién de densidad de electrones tnica tanto en la nube 1 electrénica
como en la periferia del anillo, se incrementan las fuerzas electrénicas que
intervienen en las interacciones aromaéticas,! lo cual conlleva, ademdas, un

aumento de la restricciéon conformacional de los péptidos.

Para finalizar el estudio correspondiente a los andlogos de somatostatina
que incluyen 3’'Pya y 4'Pya en su estructura, se plante6 la necesidad de conocer
el efecto de aumentar la interaccion aromaética en estructuras con una
arquitectura tridimensional en la cual se enfrentan los residuos 6 y 11 por una de
las caras del péptido. Esto conllevaba sustituir la Phe7 por Msa y, ademas,
sustituir la dltima fenilalanina en la secuencia por un aminoacido no natural de
elevada densidad electronica mm en su anillo. Para tal fin, se escogi6é a la L-{3-

3 4,5 -trimetilfenilalanina (Tmp) (figura 6.1).

COOH COOH COOH
NH, NH, NH,
L-Phe-OH L-Msa-OH L-Tmp-OH

Figura 6.1. Estructuras de los aminoacidos L-Phe-OH, L-Msa-OH y L-Tmp-OH.

Como isémero constitucional de la Msa, la Tmp eleva la riqueza
electronica de su anillo gracias a la cesién por induccién de densidad de
electrones, procedente de sus tres grupos metilos unidos directamente al anillo

(figura 6.2).

La razén principal que motivo el uso de Tmp fue el reparto de sus metilos,
disminuyendo el impedimento estérico respecto al que provocaria la Msa.
Teniendo en cuenta la orientacion tipica del par 6-11 en las estructuras
previamente estudiadas, es de esperar que se facilite un acercamiento

disponiendo la presencia de los grupos metilo a posiciones meta y para del anillo,

1 C. A. Hunter, K. R. Lawson, J. Perkins, C. J. Urch, J. Chem. Soc. Perkin. Trans., 2001, 5, 651-669.
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en vez de orto y para como ocurriria con el uso de Msa. De hecho, en la tesis
doctoral de Pablo Antonio Martin-Gago? se comprobé el impacto desfavorable

que la presencia de Msa en posiciones 6 u 11 cuando se enfrentan a Dfp.

Figura 6.2. Comparacién de las densidades electrénicas y el entorno estérico de los anillos

aromaticos de Phe, Tmp, 3'Pya y 4'Pya, de izquierda a derecha. Azul = densidad electrénica

baja. Rojo = densidad electrénica alta. Célculo en Spartan (semi-empirico AM1).3
Los acercamientos entre 3'Pya o 4'Pya con Phe quedaban marcados,
mayoritariamente, por una geometria edge-to-face. Sin embargo, al incluir tres
restos metilo en el anillo, esperamos que este tipo de interaccién quede

desfavorecida, y se trate, mayoritariamente, de un acercamiento face-to-face u

offset-stacked (figura 6.3), mas similares a los obtenidos con la familia de la Dfp.

. o,
/N\ J‘JA /\

M CHs HaC HsC

Figura 6.3. Tipo de interacciones aromaticas esperadas entre un anillo pobre en electrones de
la 3’Pya y uno rico en electrones de la Tmp: face-to-face paralela (izquierda), face-to-face con

inclinacién de uno de los anillos (centro) y edge-to-face (derecha).

El objetivo planteado en este capitulo es el estudio de derivados
polisustituidos, que incluyan en su estructura restos de mesitilalanina,

piridilalanina, trimetilfenilalanina y D-triptéfano. Al forzar el acercamiento de

2 P. A. Martin-Gago, tesis doctoral Synthesis of highly structured and receptor-selective tetradecapeptidic analogs
of somatostatin: Fine-tuning the non-covalent interactions among their aromatic residues, Universidad de
Barcelona, 2013.

3 Spartan 10 v. 1.1.0 (Wavefunction).
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los aminoacidos en posiciones sexta y undécima al incluir Msa7 en su
secuencia,?* esperamos que la suma de efectos de un anillo pobre en electrones
junto a un residuo rico en electrones aumente la fuerza de interaccién aromatica,
para dar estructuras tetradecapeptidicas con la mayor rigidez posible. A su vez,
comprobaremos coémo varia la geometria de la interaccion aromaética entre los
anillos 6 y 11 y su relacion con el resto del péptido, y si esto se traslada a instaurar

un nuevo perfil de actividad biolégica frente a SSTR1-5.

6.2. Sintesis de analogos de somatostatina con L-p-4’-piridilalanina.

Tomando como base los péptidos [L-3"Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (10), [L-
3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST (11), [L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (15) y [L-
4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST (16), se disefiaron cuatro andalogos que
contuviesen Tmp en las posiciones 6 y 11. Asi, fueron sintetizados los péptidos
[L-3"Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp11]-SST (17), [L-3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_L-
Tmp6]-SST (18), [L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp11]-SST (19) y [L-4'Pyall_L-
Msa7_D-Trp8_L-Tmp6]-SST (20) (tabla 6.1).

H H,N
! N\Z)LNH 0 O o
A N N
S/ (0] : (o) b
| (CH2)4~NH, Y
S HO\ z
\, H i 12 H i 010 H
F N A 9
14 N N\n)\/\/\
ISEPELN
HO” >0 HO HO 0
6° 7° 8° 11°

[L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmpl11]-SST (17) 3'Pya Msa D-Trp Tmp
[L-3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp6]-SST (18) Tmp Msa D-Trp  3'Pya
[L-4'Pya6_L-Msa7_ D-Trp8_L-Tmpl11]-SST (19) 4’Pya Msa D-Trp Tmp
[L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp6]-SST (20) Tmp Msa D-Trp  4'Pya

Tabla 6.1. Derivados de somatostatina polisustituidos presentados en este capitulo.

4 P. Martin-Gago, M. Gémez-Caminals, R. Ramén, X. Verdaguer, P. Martin-Malpartida, E. Aragén, J.
Fernandez-Carneado, B. Ponsati, P. Lépez-Ruiz, M. A. Cortés, B. Colas, M. J. Macias, A. Riera, Angew. Chem.
Int. Ed., 2012, 51, 1820-1825.
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La sintesis de Fmoc-Msa-OH se realizé segin los métodos disefiados
previamente en nuestro grupo.>* La Fmoc-Tmp-OH fue sintetizada segtn los
protocolos desarrollados por el Dr. Martin-Gago,?® siguiendo una ruta sintética
mostrada en el esquema 6.1. Los aminoacidos no naturales L-3'Pya-OH, L-4'Pya-

OH y D-Trp(boc)-OH fueron adquiridos comercialmente.

0
OH oTf
a b \ 0/ c
—_— —_— —
g
0
o) o) 0
0”4 OH e OH
> — —_—
HN\n/ NH,*CI- NHFmoc

o
Esquema 6.1. Sintesis de Fmoc-L-Tmp-OH. a. Tf,0, EtsN, CH2Clp, 4h, -15°C; b. N-Ac-dehidro-
Ala-OMe, tri-o-tolilfosfina, Pd(OAc),, LiOH, EtzsN, CH3CN, 10 h, 100 °C; c¢. MaxPHOS-Rh cat
3%, Ha (5 bar), MeOH, r.t.; d. HCl aq, 6h, reflujo; e. FmocOSu, Na2CO3, H>O, acetona, 0° a r.t.

Los anélogos peptidicos se realizaron siguiendo el protocolo de sintesis de
péptidos en fase sélida (SPPS) mediante la estrategia Fmoc/!Bu en resina 2-

clorotritil cloruro (esquema 6.2).6

‘—cn—"» .—Fmoc-Cys(trt) b, .—Cys(trt)“-Ser(tBu)“-Thr(tBu)“-Tmp"-Thr(tBu)"’-Lys(boc)’

Boc-Ala® - Gly2 - Cys(trt)® - Lys(boc)* - Asn® - 3'Pya® - Msa’ - D-Trp(boc)?®
C
HO-Cys\" -Ser™® - Thr'2 - Tmp™ - Thr'0 - Lys?®

S—S
H-Ala® - Gly2- Cys® - Lys* - Asn® - 3'Pya® - Msa’ - D-Trp®

[L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp11]-SST (17)
Esquema 6.2. Ejemplo de sintesis, péptido 17. a) 1. Fmoc-L-Cys(trt)-OH (3 eq), DIEA (3 eq), 2.
MeOH; b) 1. Piperidina 20% DMF, 2. Fmoc-Aaa-OH (1.5-3 eq), DIPCDI (3 eq), HOBt (3 eq),
DMF (x12), 3. Piperidina 20% DMEF, 4. Boc-Ala-OH, DIPCDI (3 eq), HOBt (3 eq), DMF; ) 1.
CH:Cl,/ TFE/ AcOH, 2. I, 3. TFA /CHCl/anisol/H>O.

5E. Crist6bal-Lecina, P. Etayo, S. Doran, M. Revés, P. Martin-Gago, A. Grabulosa, A. R. Costantino, A. Vidal-
Ferran, A. Riera, X. Verdaguer, Adv. Synth. Catal., 2014, 356, 795-804.
6 G. B. Fields, R. L. Noble, Int. |. Protein Res., 1990, 35, 161-214.
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6.3. Ensayos bioldgicos.

Los perfiles de actividad frente a SSTR1-5 se analizaron para todos los
derivados siguiendo el protocolo establecido por Reisene y colaboradores,’
llevados a cabo externamente por la compafiia Eurofins Scientific.8 Los resultados

se muestran en la tabla 6.2, expresando los resultados como Ki.

SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5

M) @©M) @©M) ©OM) @M
SST14 1,88 0,016 0,25 1,55 0,76
Octreodtido 480 0,77 13,0 >1000 21,0
[L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmpl11]-SST (17) 38,0 0,21 7,87 170 94
[L-3'Pyall_L-Msa7_ D-Trp8_L-Tmp6]-SST (18) 88,0 0,42 27,0 97,0 93,0
[L-4'Pya6_L-Msa7 D-Trp8 L-Tmpl11]-SST (19) 100 0,71 91,0 >1000 >100
[L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp6]-SST (20) 53,0 0,34 6,94 67,0 56,0

Tabla 6.2. Datos de afinidad frente a los SSTR1-5.

Estos derivados muestran, en cuanto a su perfil de actividad, una clara
preferencia por SSTR2, aunque no alcancen el orden de unién de la SST. Todos
ellos demuestran una baja unién con el resto de receptores, mas acentuado en el
caso de SSTR1, SSTR4 y SSTR5. Tras analizar las estructuras de estos péptidos, se
volverd sobre los resultados para, una vez mds, trazar una pauta de
comportamiento en funcioén de sus sustituciones, su disposicion tridimensional y

la actividad biolégica que exhiben.

6.4. Estructura.

Como en anteriores capitulos, estos cuatro derivados fueron estudiados
mediante técnicas de RMN para obtener los correspondientes espectros
bidimensionales homonucleares 1TH-1H TOCSY y NOESY,’ medido en medio
acuoso a un pH de 6,5, cercano al fisiolégico. Siguiendo el protocolo descrito en
la seccion 3.4, con la informacién de integracion de las sefiales NOE extraida de

estos espectros bidimensionales, e introducida en el programa de calculo célculo

7S. Rens-Domiano, S. F. Law, Y. Yamada, S. Seino, G. I. Bell, T. Reisine, Mol. Pharmacol., 1992, 42, 28-34.
8 Eurofins Panlabs Inc., de Eurofins Scientific.

9 K. Wuethrich, G. Wider, G. Wagner, W. Braun, . Mol. Biol., 1982, 155, 311-319.
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CNS10 mediante la interfaz StrutCalc,!! lanzando un namero variable de calculos
se obtuvieron en todos los casos estructuras de baja energia con un alto grado de
convergencia, coherentes a las sefiales de los espectros y a los dngulos diedros

permitidos segiin los diagramas de Ramachandran.!?

Aparte de la restriccion impuesta por el D-Trp8,13 L-Msa7,24 L-3'Pya
(Capitulo 1V) y L-4'Pya (Capitulo V), al incluir L-Tmp en la estructura se aprecia
un aumento ain mayor en la ordenacion del péptido, dada la gran cantidad de
sefiales NOE detectadas. Los HO aromaéticos de la Tmp se encuentran cercanos a
los He de la Msa, incluso todavia més apantallados (figura 6.4), y sus protones

metilicos aportan un aumento cuantitativo importante de sefiales en el espectro.

[rel)

He Msa7
!

0.3

«—Hb Tmp6

0.2

0.1

[ —
—

r T T T T T T T T T T T T T T T T
10 8 6 4 2 o [ppm]

Figura 6.4. Desplazamientos quimicos de H® en Tmp6 (6,50 ppm) y He de Msa7 (6,66 ppm)
en el andlogo [L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp6]-SST (20).

10 A. T. Brunger, P. D. Adams, G. M. Clore, W. L. DeLano, P. Gros, R. W. Grosse-Kunstleve, J. S. Jiang, J.
Kuszewski, M. Nilges, N. S. Pannu, R. ]J. Read, L. M. Rice, T. Simonson, G. L. Warren Acta Crystallogr. D Biol.
Crystallogr., 1998, 54, 905-921.

11 P, Martin-Malpartida, M. J. Macias, datos sin publicar.

12 G. N. Ramachandran, C. Ramakrishnan, V. Sasisekharan, J. Mol. Biol., 1963, 7, 95-99.

13 a) B. H. Arison, R. Hirschmann, D. F. Veber, Bioorg. Chem., 1978, 7, 447 - 451; b) O. Ovadia, S. Greenberg,
B. Laufer, C. Gilon, A. Hoffman, H. Kessler, Expert Opin. Drug Discovery, 2010, 5, 655 - 671.
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6.4.1. Anélogo [L-3’Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp11]-SST (17).

El primer andlogo de somatostatina polisustituido que hemos estudiado,
[L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmpl1]-SST (17), presenta wuna estructura
altamente mayoritaria convergente (figura 6.5)14 en la que se observa un
ordenamiento espacial muy similar a la del péptido 10, su homoélogo sin Tmp11,
con contactos NOE semejantes.
iy 9

&

Tmpll D-Trp8
3’Pyab
S\

Figura 6.5. Superposicion de las 25 estructuras de menor energia de [L-3'Pya6_L-Msa7_D-
Trp8_L-Tmp11]-SST (17) segun los datos experimentales de RMN.

En esta estructura, se acercan ambos anillos mediante una geometria face-
to-face mostrando un angulo de inclinacién, quedando alejado el nitrégeno
aromético de 3’Pya6 del anillo rico en electrones de la Tmp11. En 10, la periferia
de Phell se acercaba a la cara de 3'Pya6 de forma edge-to-face; en este caso, seria
inviable por el impedimento estérico de los metilos de Tmp11, asi que 3'Pya se
desplaza de forma que ambas nubes 11, una empobrecida y la otra enriquecida
electronicamente, quedan cercanas en el espacio. En sus espectros
bidimensionales se detectan contactos entre los H6 arométicos de Tmp11 con los

HO61 y H82 aromaticos de 3'Pya6; también, se observan interacciones NOE entre

1% Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) Hep de Msa7 con H521 y H822 de Asn5. b) Hn
de Msa7 con H821 y H622 de Asnb. c¢) He de Msa7 con HP2, HB3 de Asn5; HP y Hy de Thr12. d) HS de
Tmp11 con Ha, HB2, HPB3, H61, H62, He y HC de 3'Pya6. e) H61 de 3'Pya6 con Ha, HB3 y He de Tmpl11. f)
H62 de 3'Pya6 con HB2, HB3, He y Hr) de Tmp11.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura, detectadas en el espectro bidimensional: a) H6 de D-Trp8

con He y Hr) de Msa?.
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los hidrégenos metilicos del primero con los Har del segundo. La orientaciéon de
Msa7 queda paralela al avance del esqueleto peptidico, apuntando su metilo en
posicion para en direccién al puente disulfuro. Por dltimo, el dto D-Trp8_Lys9
se resuelve parciamente en esta estructura, debido a la ausencia de suficientes

sefiales NOE con el resto de cadenas laterales de la secuencia.

6.4.2. Analogo [L-3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp6]-SST (18).

El siguiente péptido estudiado, [L-3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp6]-SST
(18), cuenta con un ordenamiento muy parecido al de 17, observando el par
Tmp6-3'Pyall, el dueto D-Trp8_Lys9 y la Msa7 orientada por la cara contraria a

donde se encuentran los otros dos anillos aromaéticos (figura 6.6).1>

Figura 6.6. Superposicion de las 25 estructuras de menor energia de [L-3'Pyall_L-Msa7_D-
Trp8_L-Tmp6]-SST (18) segin los datos experimentales de RMN.

En este caso, y siguiendo el patrén més clasico de la familia de la 3'Pya, el
acercamiento entre el residuo piridilo y el Tmp se produce de manera edge-to-face
de 11 sobre 6, tal como se infiere de las conectividades NOE entre hidrégenos de

ambos residuos. Asi, la 3'Pya no tiene problemas al acercar su borde contrario al

15 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) H521 de Asn5 con Hr de Msa7; Hy de Thr12.
b) He de Msa7 con HP2, HB3 de Asn5; Hy de Thr10; HB y Hy de Thr12. c) H81 de 3'Pyall con H6, He y Hy)
de Tmpé6. d) He de 3'Pyall con He y Hrj de Tmpé.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) H6 de Tmp6 con He de Msa7; Hy de Thr10. b) H562 de
3’Pyall con Hy de Thr12.
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Nar a la cara del residuo trimetilfenilo, por lo que respetaria la regla vista en el
capitulo IV en la cual se exponia que la presencia de 3'Pya en la estructura
facilitaba una interaccién de tipo edge-to-face entre 11 (acercando el borde) y 6

(exponiendo la cara), independientemente de la posicion que la 3'Pya ocupe.

6.4.3. Andlogo [L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp11]-SST (19).

El primero de los péptidos polisustituidos con 4'Pya en su estructura, [L-
4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp11]-SST (19), presenta un grado de convergencia
atn mayor que en los dos anédlogos vistos hasta ahora en este capitulo (figura
6.7).16 De nuevo es un ordenamiento espacial muy parecido al estudiado en el
analogo 17, con una interaccién de tipo face-to-face donde el residuo piridilo en
posicién 6 se inclina respecto a la cara i del aminoacido en 11, alejando de dicha
nube electrénica el nitrégeno intraciclico. La orientacion relativa de D-Trp8_Lys9
se resuelve mas claramente respecto a los dos analogos anteriores, disponiéndose

hacia la misma cara del par aromatico.

= n Msa7

Figura 6.7. Superposicién de las 25 estructuras de menor energia de [L-4'Pya6_L-Msa7_D-
Trp8_L-Tmp11]-SST (19) segtin los datos experimentales de RMN.

16 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) Hep de Msa7 con H521 y H522 de Asnb. b) Hn
de Msa7 con H821 y H622 de Asnb. c¢) He de Msa7 con HP2, HB3 de Asn5; HP y Hy de Thr12. d) HS de
Tmp11 con Ha, HB2, HP3 y He de 4'Pya6. e) H6 de 4'Pya6 con Ha, HB2, HB3, He y Hr) de Tmp11.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) Hy de Thr10 con HN de Cys14. b) Hy de Thrl2 con H6 de
4'Pya6; HN de Cysl4.

Pagina | 115



Capitulo VI. Analogos de somatostatina polisustituidos.

6.4.4. Analogo [L-4’'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp6]-SST (20).

El dltimo analogo de SST polisustituido, [L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_L-
Tmp6]-SST (20), presenta un menor nivel de convergencia entre sus estructuras
de menor energia, difiriendo a las anteriores estructuras (figura 6.8).1” Se muestra
una arquitectura menos resuelta en la cual se produce una interaccién de tipo
edge-to-face entre el residuo 4'Pyall, que acerca su periferia a la cara r de Tmpé.
A diferencia de 18, el acercamiento que profesan ambos anillos es mads

perpendicular.

Msa7

Figura 6.8. Superposicion de las 25 estructuras de menor energia de [L-4'Pyall_L-Msa7_D-
Trp8_L-Tmp6]-SST (20) segin los datos experimentales de RMN.

6.4.5. Discusion.

Aunque en los cuatro péptidos estudiados en este capitulo se aprecian
estructuras de elevada rigidez, el aumento cualitativo obtenido en esta
caracteristica dista de ser el esperado. En todos los casos, se observan estructuras

resueltas que permiten determinar con certeza qué disposicién tridimensional

17 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) Hep de Msa7 con H521 y H522 de Asnb. b) Hn
de Msa7 con H621 y H522 de Asnb. ¢) He de Msa7 con Hf32, HP3 de Asn5; HP y Hy de Thr10; HP y Hy de
Thr12. d) H6 de 4'Pyall con HB2, H6, Hp y Hr de Tmp6. e) He de 4’Pyall con HB2, H6 y Hp de Tmpé.
Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) H81 de D-Trp8 con He y Hr) de Msa?.
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mayoritaria presentan en disolucién. En todos los casos, presentan una
disposicion tridimensional muy semejante, que dista de lo visto en anteriores
capitulos donde resultaba predecir un patrén comtn de comportamiento entre

péptidos homologos.

Cuando la Tmp es ubicada en posicién 11, se producen tanto en 17 como
en 19 acercamientos de tipo face-to-face, con el residuo piridilo formando un cierto
angulo al acercar su nube 1 de electrones al del residuo de mayor densidad
electronica. Este acercamiento se veria facilitado tanto por la menor repulsion que
se daria entre ambas caras aromaticas al modificarse sus niveles de densidad 1,
asi como el impedimento estérico impuesto por los tres metilos en el anillo de
Tmp. Mientras, 18 y 20 presentan en sus acercamientos geometrias de caracter
edge-to-face, donde los restos piridilos acercan su periferia, pobre en electrones, a
la cara i1 del Tmp. Llama la atencién sobre todo en 20, que al ver las caracteristicas
de los otros péptidos que incluyen 4'Pyall, [L-4'Pyall_D-Trp8]-SST (14) y [L-
4'Pyall_L-Msa7-D-Trp8]-SST (16), demuestra que es un caso en el que es dificil
predecir los efectos que tendra la inclusién de varios aminoacidos arométicos no

naturales en la secuencia de SST.

Todos los derivados presentados en este capitulo presentan una alta
selectividad por SSTR2, pero sin llegar a los valores de unién de la SST nativa. A
pesar de contar con una orientacién bien definida y cercana en el espacio, no se
alcanzan los valores vistos en el capitulo V, con la familia de la 4'Pya. Es posible
que el tamafo del anillo de Tmp esté dificultando la unién con este receptor,

dado el volumen espacial de sus tres grupos metilo en la posiciéon mas distal.

Es significativo como, una vez mads, la presencia de Msa7 reduce
considerablemente la afinidad por SSTR4 y SSTR5; se ha de tratar de una
caracteristica intrinseca a la presencia de un anillo rico en electrones e/o
impedido estéricamente, que desfavorezca de alguna forma la unién con este
receptor. El hecho de que este patrén se haya repetido en todas las familias de

péptidos, analizadas en la presente tesis, nos ha ayudado a un mejor
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entendimiento de las implicaciones que tiene la sustitucion de la fenilalanina en

séptima posicion por este aminoacido no natural.

Al mismo tiempo la afinidad por SSTR1 en los cuatro casos se encuentra
bastante menguada respecto a la hormona nativa. Segin lo analizado en
anteriores capitulos, es bastante posible que la presencia del anillo de la Tmp,
altamente denso en electrones y de elevado volumen espacial, dificulte la unién
con este receptor, cuyo vinculo se veria incrementado por zonas de interaccion

aromatica de pobreza electrénica.

Por ultimo, en ninguno de estos derivados se presta una conformaciéon
tridimensional adecuada para conseguir una elevada asociacién con SSTR3, dado

que no existe un acercamiento espacial entre tres anillos aromaticos.

6.5. Conclusiones.

El disefio de andlogos polisustituidos permite obtener estructuras muy
semejantes para los cuatro casos estudiados (geometrias de aproximacion 6-11),
que ademds cuentan con unos perfiles de afinidad y selectividad parecidos.
Cuando el aminoédcido Tmp se encuentra en posiciéon 11 (andlogos 17 y 19), se
favorecen acercamientos de tipo face-to-face, mientras que los andlogos que
cuentan con Tmp en sexta posiciéon (andlogos 18 y 20) se ve fomentada una

geometria de tipo edge-to-face.

Aunque no se alcanzan los valores de Ki por SSTR2 que presenta la
somatostatina, al decrecer considerablemente la afinidad por el resto de
receptores permite obtener unos perfiles de actividad interesantes, al ser

selectivos por este receptor.

Una vez mas, la inclusion de Msa7 disminuye considerablemente la
afinidad por SSTR4 y SSTR5. La explicacion a este fendmeno podria residir en las
caracteristicas intrinsecas de esa posicién en su unién con dichos receptores. Al
ser un evento comun en todos los péptidos estudiados de la familia de la SST,

demostramos que sera un efecto seguro a la Msa7 y no fruto del azar.
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Se ha comprobado que esta familia de analogos polisustituidos presenta
una afinidad disminuida frente a SSTR1 y SSTR3. La presencia de un anillo rico
en electrones, en la interacciéon clasica 6-11 de estas estructuras, explicaria la
escasa union por SSTR1, y la ausencia de un triunvirato aromatico, fuese formado

por un claster o por cercania espacial con el D-Trp8, la baja afinidad por SSTR3.

Por tanto, hemos observado cémo se repiten patrones de comportamiento
estudiados y analizados en anteriores capitulos, con esta tltima familia de

péptidos derivados de la somatostatina.
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Capitulo VII. Analogos de cortistatina.

7.1. Introduccion.

La cortistatina (CST) es una hormona peptidica descubierta en 1996,
aislada por vez primera en especies murinas y, un afio més tarde, en humanos.!
Se trata de un neuropéptido cortical de la familia de la somatostatina, con una

secuencia de aminoacidos muy similar a ésta (figura 7.1).

SST14 r,mCST14 hCST17
Figura 7.1. Secuencia de somatostatina humana, cortistatina murina y cortistatina humana.

Esta hormona se encuentra muy estudiada en las especies de mamiferos
rata (Rattus novergicus), ratéon (Mus musculus) y humanos. La nomenclatura de
los distintos derivados se define por el niimero de residuos de la hormona final,
y precedido de una consonante que define el organismo: r para rata, m para
raton y h para humana. En rata, la maduraciéon de la prepro-rCST se realiza
mediante fragmentaciones sucesivas de la secuencia inicial en zonas dibasicas
de corte, Lys-Arg y Lys-Lys. Esto da lugar a las versiones finales de hormona
del extremo C-terminal, siendo los productos resultantes rCST14 y rCST29, de
una manera similar a como ocurre en la prosomatostatina, la cual origina las
secuencias SST14 y SST28. A su vez, en ratén las fragmentaciones producidas
s6lo producen la forma de mCST14, con la misma estructura que rCST14.
Aunque la prepro-hCST también resulta en dos productos hCST17 y hCST29, en
clara analogia a rCST y SST, el hecho de que rCST14 contenga el mismo ntmero
de residuos que SST14, e intraciclicamente sea mds similar, han hecho que sea el
péptido de eleccion para llevar a cabo los estudios relacionados con

cortistatina.?

1 a) L. de Lecea, J. R. Criado, O. Préspero-Garcia, K. M. Gautvik, P. Schweitzer, P. E. Danielson, C. L. M.
Dunlop, G. R. Siggins, S. ]. Henriksen, J. G. Sutcliffe, Letters to Nature, 1996, 381, 242-245; b) L. de Lecea, P.
Ruiz-Lozano, P. E. Danielson, J. Peelle-Kirley, P. E. Foye, W. N. Frankel, J. G. Sutcliffe, Genomics, 1997, 42,
499-506.

2 A. D. Spier, L. de Lecea, Brain Res. Rev., 2000, 33, 228-241.
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La semejanza de secuencia entre SST y CST viene definida por la
semejanza de sendos genes a nivel de expresion de péptido, localizados en los
cromosomas humanos 3 y 1 respectivamente. Se ha postulado que ambos genes
provienen de un precursor ancestral: en algtin punto evolutivo, posiblemente
durante la evoluciéon temprana de los vertebrados, la regiéon donde dicho
precursor se encontrase sufrié una duplicacién y posterior evolucién paralela.
Dicha teoria explicaria también la presencia de genes emparentados en las
regiones cromosdémicas vecinas a CST y SST, como ocurre con los genes
codificantes de urotensina II (UIl) y el péptido relacionado con urotensina II
(URP).3 Las acciones farmacolégicas de SST, tales como liberacion y regulacion
de la hormona de crecimiento (GH), insulina, glucagén, secrecion gastrica
mediada por gastrina, o movilidad intestinal, eran fielmente reproducidas
mediante la administracion exégena de CST14. Como estaba previsto, el perfil
farmacologico in vitro de CST14 frente a los SSTR1-5 es andlogo al dado por
SST14.4

En humanos, la SST14 tiene una distribucién homogénea entre tejidos.
Aunque en un principio se determiné que la distribucién y expresion endégena
detectada de CST17 no era equivalente a SST14, dado que su expresién se
detect6 esencialmente en corteza e hipocampo,?® posteriormente se descubrié
que células endocrinas periféricas eran capaces de producir y liberar CST17

(tracto digestivo, pancreas endocrino y glandula paratiroidea).t

3 a) P. Dehal, J. L. Boore, PLoS Biol., 2005, 3, 1700-1708; b) H. Tostivint, L. Joly, I. Lihmann, C. Parmentier,
A. Lebon, M. Morillon, A. Calas, M. Ekker, H. Vaudry, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2006, 103, 2237-2242; c)
H. Tostivint, I. Lihrmann, H. Vaudry, Mol. Cell. Endocrinol., 2008, 286, 5-17.

4 a) S. Fukusumi, C. Kitada, S. Takekawa, H. Kizawa, J. Sakamoto, M. Miyamoto, S. Hinuma, K. Kitano, M.
Fujino, Biochem. Biophy. Res. Commun., 1997, 232, 157-163; b) J. R. Criado, H. Li, X. Jiang, M. Spina, S.
Huitrén-Reséndiz, G. Liapakis, M. Calbet, S. Siehler, S. J. Henriksen, G. Koob, D. Hoyer, J. G. Sutcliffe, M.
Goodman, L. de Lecea, J. Neurosci. Res., 1999, 56, 611-619; c) S. Siehler, C. Nunn, J. Hannon, D. Feuerbach,
D. Hoyer, Mol. Cell. Endocrinol., 2008, 286, 26-34; d) L. de Lecea, Mol. Cell. Endocrinol., 2008, 286, 26-34.
5Y.C. Patel, Front Neuroendocrinol., 1999, 20, 157-198.

6a) V. A. Dalm, P. M. Van Hagen, R. R. de Krijger, J. M. Kros, P. M. Van Koetsveld, A.J. Van Der Lely, S.
W. Lamberts, L. ]J. Hofland, Clin. Endocrinol., 2004, 60, 625-629; b) E. Allia, E. Tarabra, M. Volante, M.
Cerrato, E. Ghigo, G. Muccioli, M. Papotti, ]. Pathol., 2005, 207, 336-345.
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A nivel cortical, se fueron descubriendo una serie de acciones tnicas no
reproducibles por SST en presencia del mismo tejido. La primera identificada
fue la induccién y aumento del suefio de fase IV (también conocido como fase
de suefio de ondas lentas, de ondas delta o suefio profundo) sin aumentar la
duraciéon del suefio paradéjico o REM, mediante la administraciéon exégena
intracerebroventricular moderada en modelos animales.! A dosis elevadas, la
CST disminuye la duraciéon de la fase REM, efecto antagonico a la
administraciéon de SST a dosis equivalentes,” que aumenta la duracién de dicha
fase. Se postul6é que esta serie de acciones eran debidas a la interferencia que
provoca la CST en el sistema colinérgico regulador del suefio. Estos datos son
consistentes con el hecho de que la privacion de suefio prolongada provoca un
aumento de la expresion de ARNm de preprocortistatina.® Al mismo tiempo, se
identifico la capacidad que la rCST14 tenia para provocar hipomovilidad,
también a causa de su efecto anticolinérgico, que se traducia en un descenso de
la actividad corticall. Se han identificado otra serie de acciones a nivel cerebral
mediadas por CST, como proteccion frente a isquemia,” memoria a largo plazo!?

u otras acciones metabolicas como aumentar la secrecion de prolactina.?

Este espectro de acciones bioldgicas tan dispar llevé al planteamiento de
la existencia de receptores sobre los que actuase la CST maés all4 de los SSTR1-5,
e incluso un hipotético receptor especifico de CST. El primer caso con el que se
descubrié que la r,mCST14 y hCST17 presentaban afinidad que SST14 no tenia,
fue con la familia de receptores secretagogos de GH, concretamente GHS-R1a,

sensibles a grelina.l?> Aunque inicialmente se defini6é un perfil farmacolégico de

7M. Rezek, V. Havlicek, K. R. Hughes, H. Friesen, Pharmacol. Biochem. Behav., 1976, 5, 73-77.

8 C. Cirelli, U. Faraguna, G. Tononi, ]. Neurochem., 2006, 98, 1632-1645.

9 C. Rauca, K. Schafer, V. Hollt, Naunyn Schmiedebergs Arch. Pharmacol., 1999, 360, 633-638.

10 a) J.F. Flood, K. Uezu, J. E. Morley, Brain Res., 1997, 775, 250-252; b) M. Sanchez-Alavez, M. Gémez-
Chavarin, L. Navarro, A. Jiménez-Anguiano, E. Murillo-Rodriguez, R. A. Prado-Alcala, R. Drucker-Colin,
O. Préspero-Garcia, Brain Res., 2000, 858, 78-83.

11 J. Cérdoba-Chacén, M. D. Gahete, A. 1. Pozo-Salas, A. ]J. Martinez-Fuentes, L. de Lecea, F. Gracia-
Navarro, R. D. Kineman, J. P. Castafio, R. M. Luque, Endocrinology, 2011, 152, 4800-4812.

12 R. Deghenghi, M. Papotti, E. Ghigo, G. Muccioli, . Endocrinol. Invest., 2001, 24, RC1-RC3.
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union entre grelina y CST14 semejante, en posteriores trabajos se determiné que
in vitro es necesaria una concentracion mucho mayor e, in vivo, no se pudo
determinar un efecto agonista o antagonista sobre la secrecién acida en
estbmago a concentraciones donde la grelina acttia.!®> Otro receptor especifico
para CST es el MrgX2, pero debido a su promiscuidad (se alcanzan elevadas
tasas de union con péptidos que presenten una triada de anillos aromaticos) y a
la ausencia de su expresiéon en la region cortical, se puso en duda la
significancia funcional que de esta unién pudiese salir.* La formaciéon de
heterodimeros de SSTR, el uso de moléculas accesorias, o la existencia de uno o
varios subtipos de SSTR atin no identificados serian otras explicaciones posibles

a la diferencia de acciones biol6gicas entre CST y SST.15

Es precisamente en esta direccion hacia donde estan apuntando estudios
mas recientes del papel de la CST17 en tejidos periféricos.'® A parte de la
secrecion endocrina anteriormente citada, se ha demostrado una relacién entre
rCST29 y la sefializacion de la nocicepcién mediada por neuronas nociceptivas
peptidérgicas de los ganglios de la raiz dorsal en respuesta a estimulos
inflamatorios y nocivos (mediados por receptores SSTR2 no activos frente a
SST),17 asi como el papel de hCST17 en diferenciacién celular de células del

sistema inmune e inflamacién, mediante procesos de estimulacién autocrina.l8

13 V. Sibilia, G. Muccioli, R. Deghenghi, F. Pagani, V. De Luca, D. Rapetti, V. Locatelli, C. Netti, |.
Neuroendocrinol., 2006, 18, 122-128.

14 H. P. Nothacker, Z. Wang, H. Zeng, S. K. Mahata, D. T. O’Connor, O. Civelli, Eur. J. Pharmacol., 2005, 519,
191-193.

15 a) M. Rocheville, D. C. Lange, U. Kumar, R. Sasi, R. C. Patel, Y. C., Patel, ]. Biol. Chem., 2000, 275, 7862~
7869; b) M. Pfeiffer, T. Koch, H. Schroder, M. Klutzny, S. Kirscht, H. J. Kreienkamp, V. Hollt, S. Schulz, |.
Biol. Chem., 2001, 276, 14027-14036; c) D. L. Hay, D. R., Poyner, P. M., Sexton, Pharmacol. Ther., 2006, 109,
173-197; d) N. Aourz, ]. Portelli, . Coppens, D. de Bundel, G. di Giovanni, A. van Eeckhaut, Y. Michotte, L.
Smolders, CNS Neurosci. Ther., 2014, 20, 662-670.

16 a) A. P. Heaney, S. Melmed, Nat. Rev. Cancer, 2004, 4, 285-295; b) M. C. de Martino, L. J. Hofland, S. W.
Lamberts, Prog. Brain Res., 2010, 182, 255-280; c) ]J. P. Castafio, A. Sundin, H. R. Maecke, C. Villabona, R.
Vézquez-Albertino, E. Navarro, K. Oberg, Cancer Metast. Rev., 2014, 33, 353-359.

17 M. Morell, M. Camprubi-Robles, M. D. Culler, L. de Lecea, M. Delgado, Neurobiol. Dis., 2014, 63, 141-154.
18 a) V. A. Dalm, P. M. van Hagen, P. M. van Koetsveld, S. Achilefu, A. B. Houtsmuller, D. H. Pols, A. J.
van der Lely, S. W. Lamberts, L. J. Hofland, Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab., 2003, 285, 344-353 b) V. A.
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Este papel antiinflamatorio ha sido uno de los que han atraido la atencién,
como potencial inmunomodulador endégeno, lo que incluiria en su espectro de

accion enfermedades inflamatorias como la enfermedad de Crohn (EC).

La enfermedad de Crohn esta englobada dentro de la enfermedad
inflamatoria intestinal (EII). La EII es una denominacién utilizada para una
gama de enfermedades crénicas e idiopaticas que se caracterizan por ser
provocadas por una disfuncién de las células T de mucosa, alteraciones en la
produccion de citoquinas e inflamacién, es decir, alteraciones en el sistema
inmune, que acaba cursando con la destruccion de tejido, concentrado
principalmente en la zona distal del intestino delgado y colon. En concreto, la
EC presenta inflamacién y destruccion del tejido de intestino delgado
mayoritariamente (aunque, en menor proporcién poblacional, se manifiesta en
otras zonas), mediada por células T helper (Thl), en teoria debido a un fallo en la
atenuacion de la respuesta del sistema inmune a antigenos endégenos. Se
produce una amplia gama de manifestaciones intra y extraintestinales,
incluyendo dolor abdominal, diarrea, enfermedad de los ojos, sangrado rectal,
etcétera. Los tratamientos actuales, entre los que se incluyen, de menor a mayor
intensidad, cambio de habitos de vida, el uso de medicacion inespecifica como
anticuerpos monoclonales (infliximab o adalimumab), azatioprina, &cido 5-
aminosalicilico o metotrexato, y extirpacién quirtrgica de la zona intestinal
afectada, inicamente tienen un efecto paliativo y/o preventivo, pero en ningin

caso suponen una erradicacion definitiva de la enfermedad.?®

Los estudios llevados a cabo por Mario Delgado y colaboradores? dan a
la CST un importante papel en la regulaciéon de esta enfermedad. Asi, la rCST14

(y no SST14) era efectiva en el tratamiento de la inflamacién intestinal en el

Dalm, P. M. van Hagen, P. M. van Koetsveld, A. W. Langerak, A.J. van der Lely, SSW. Lamberts, L. J.
Hofland, J. Clin. Endocrinol. Metab., 2003, 88, 270-276.

19 a) C. Fiocchi, Gastroenterology, 1998, 115, 182-205; b) S.B. Hanauer, D. H. Present, Rev. Gastroenterol.
Disord., 2003, 3, 81-92.

2 E. Gonzélez-Rey, N. Varela, A. F. Sheibanie, A. Chorny, D. Ganea, M. Delgado, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 2006, 103, 4228-4233.
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modelo de EC inducida por haptenos, wusando acido 24,6-
trinitrobencensulfénico (TNBS) como inductor de un cuadro clinico en ratas
similar al humano en EC, a efectos clinicos, histopatolégicos e inmunolégicos.
Los resultados obtenidos demuestran que la CST inhibe la produccion in vitro
de mediadores de inflamacién en macréfagos activados, protege frente al
desarrollo de colitis inducida por TNBS in wvivo, y reduce la respuesta
inflamatoria sistémica e intestinal in vivo en ratones con colitis inducida por
TNBS. Globalmente, estas acciones se verian explicadas con la regulacion de
citoquinas mediada por CST, disminuyendo la liberacién de citoquinas
proinflamatorias y citotéxicas como TNFa, IFNy, IL-2, IL-6 u NO, al mismo
tiempo que estimula la produccién y secreciéon de IL-10, de caracter

antiinflamatorio.20

Con toda esta informacion disponible sobre CST, y usando los
conocimientos en la manipulacién y modificaciéon de SST de trabajos previos en
nuestro grupo, la empresa BCN Peptides S.A. sintetiz6 una serie de analogos de
SST14 y rCST14 para probar su eficacia frente a modelos de respuesta inmune e
inflamatoria in vitro, y de EC y de artritis inducida por coldgeno in vivo. Los
resultados, que se comentaran més adelante, fueron muy prometedores. En
consecuencia, propusieron a nuestro grupo de investigacion un estudio
conformacional de dichos andlogos en aras de entender la relaciéon estructura-

actividad para cada uno de sus analogos.

7.2. Sintesis de analogos de cortistatina.

La estrategia de sintesis de nuevos derivados de rCST14 22-26 fue hecha
siguiendo la misma filosofia que los analogos de SST14 previamente descritos
(tabla 7.1). De nuevo, se incluy¢ la sustitucién de L-Trp7 por D-Trp7?! en vista

de aumentar la semivida plasmatica de los nuevos péptidos mientras se

21 Hay que considerar que la numeracién de CST14 difiere a la de SST14, dado que la primera sélo tiene un
residuo extraciclico por su extremo N-terminal y la segunda cuenta con dos. Asi, el D-Trp7 de la rCST14

corresponde al D-Trp8 de la SST14.
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mantiene la actividad, a la par que aumenta la interaccién con la L-Lys8

contigua.??

(o)

H,N
Q)1LNH H (o) HO (o) X H
1 2 3 5
7 sl\n’N\.)LN 7 N\.)LN o N  NH
3 H H H H
(0] \Y o 7

S/ H (]
| (CH2)4=NH,
s, HO{ Ph o
HO o\'- N 011 Hof H NH
/\/\I 1i T reN Y N\f]yW\NH
o H o H 2
HzN 14N "0 HO” R HO 0
1° 5° 6° 7° 11°
rCST14 (21) Pro Phe Phe Trp Ser
[L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (22) Pro Phe Msa D-Trp Thr
octanoil-[L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (23) N-oct-Pro  Phe Msa D-Trp Thr
[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (24) Pro Msa Phe D-Trp Thr

octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (25) N-oct-Pro Msa Phe D-Trp Thr
octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST13 (26) N-oct-Pro Msa Phe D-Trp Thr

Tabla 7.1. Derivados de cortistatina presentados en este capitulo.

Ademas, para aumentar la estabilidad y la rigidez conformacional se
introdujo L-mesitilalanina (Msa) en sustitucion de uno de los anillos de Phe,
provocando un aumento de las interacciones -1 de la molécula. Como ya se ha
indicado con anterioridad, la Msa es elegida debido a que la presencia de los
tres metilos causa un incremento en la densidad electrénica del anillo
aromatico, aparte de aumentar el impedimento estérico y la rigidez del anillo.?
En funcion de la Phe nativa elegida para ser sustituida, hemos comprobado que
en SST14 se puede producir una restriccion conformacional hacia una posiciéon

u otra, dando un perfil farmacolégico distinto.?* Otro cambio realizado sobre el

2 3) G. Garcia-Tsao, A. J. Sanyal, N. D. Grace, W. Carey, Hepatology, 2007, 46, 922-938; b) D. F. Veber, F. W.
Holly, W. J. Paleveda, R. F. Nutt, S. J. Bergstrand, M. Torchiana, M. S. Glitzer, R. Saperstein, R.
Hirschmann, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1978, 75, 2636-2640; c) J. Rivier, M. Brown, W. Vale, Biochem.
Biophys. Res. Commun., 1975, 65, 746-751; d) B. H. Arison, R. Hirschmann, D. F. Veber, Bioorg. Chem., 1978,
7, 447-451; e) O. Ovadia, S. Greenberg, B. Laufer, C. Gilon, A. Hoffman, H. Kessler, Expert Opin. Drug
Discovery, 2010, 5, 655-671.

B E. Medina, A. Moyano, M. A. Pericas, A. Riera, Helv. Chim. Acta, 2000, 83, 972.

2 P. Martin-Gago, M. Gémez-Caminals, R. Ramoén, X. Verdaguer, P. Martin- Malpartida, E. Aragén, J.
Fernandez-Carneado, B. Ponsati, P. Lépez-Ruiz, M. Alicia Cortés, B. Colas, M. J. Macias, A. Riera, Angew.
Chem. Int. Ed., 2012, 51, 1820-1825. Ver también la seccién dedicada en el Capitulo II de antecedentes.
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esqueleto base de rCST14 fue la sustitucion de la L-Ser11 por L-Thr11, haciendo
unos derivados peptidicos mas afines intraciclicamente a los de SST14. En
anteriores derivados, el metilo terminal que proporciona la L-Thr11l demuestra
dar una informacién estructural muy importante, debido a sus interacciones
NOE de larga distancia con protones de otros aminoacidos. Para los anédlogos
sintetizados, se disefiaron sendos homologos con un resto octanoilo unido al N-
terminal, para comprobar si un cambio de polaridad, haciendo los péptidos mas
lipéfilos, causaria un cambio de actividad importante. Por tltimo, se decidi6
estudiar el producto de degradacion de 25, el péptido 26, que seria el resultado

de la previsible accion de las proteasas sobre la L-Lys14 C-terminal.

En el trabajo de Criado et al** se realiz6 un estudio de cémo la
eliminacién de la L-Prol causaba la pérdida de todas las actividades biol6gicas
Unicas para rCST14 descritas hasta la fecha; también, que si el aminoacido
eliminado era la L-Lys14, la capacidad de CST13 de modificar las fases del
suefio se perdia, aunque seguia produciéndose un descenso de la actividad
cortical con hipomovilidad. Si recordamos el trabajo de Mario Delgado,? la
SST14 es incapaz de actuar como inmunomoduladora donde CST14 si puede.
Por ello, estos dos aminoéacidos terminales extraciclicos se mantienen en los
derivados sintetizados, para garantizar que dicha parte de la molécula no fuese

impedimento para actuar en los ensayos biol6gicos inmunitarios planteados.

‘—CI LN .—Fmoc-Lys(boc) b, ‘—Lys(boc)" - Cys(trt)"® - Ser(tBu)'? - Thr(tBu)'! - Phe® - Thr(tBu)®

Boc-Pro! - Cys(trt)? - Lys(boc)® - Asn* - Msa® - Phe® - D-Trp(boc)” - Lys(boc)®

HO-Lys™ - Cys™ - Ser'? - Thr'! - Phe® - Thr®
S—S
H-Pro® - Cys? - Lys® - Asn* - Msa® - Phe® - D-Trp - Lys®

[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14, 24

Esquema 7.1. Ejemplo de sintesis, péptido 24. a) 1. Fmoc-L-Lys(boc)-OH (3 eq) 6 Fmoc-L-
Cys(trt)-OH (3 eq), DIEA (3 eq), 2. MeOH; b) 1. Piperidina 20% DMF, 2. Fmoc-Aaa-OH (1.5-
3 eq), DIPCDI (3 eq), HOBt (3 eq), DMF (x12), 3. Piperidina 20% DMEF, 4. Boc-Pro-OH o
Fmoc-Pro-OH, DIPCDI, HOBt, DMF, «¢) 1. CHxXCL/TFE/AcOH, 2. L, 3.
TFA /CHCl,/anisol/H,0.
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La Fmoc-L-Msa-OH se obtuvo usando el procedimiento previamente
descrito en nuestro grupo.?*?> Todos los péptidos expuestos en este capitulo se
sintetizaron en fase s6lida, usando la estrategia Fmoc/'Bu en resina 2-clorotritil

cloruro (esquema 7.1).26

7.3. Ensayos bioldgicos.

Se llevaron a cabo ensayos biolégicos de tipo in vivo e in vitro. Estos
ensayos biologicos fueron realizados por el grupo de investigaciéon del Dr.
Mario Delgado.?” Aunque no participamos en su elaboracién, se incluyen en
esta seccion para visualizar los resultados que se obtuvieron al probar la

capacidad inmunorreguladora de estos nuevos péptidos hibridos.

Se definieron dos tipos de ensayo para las pruebas in vitro, respuesta
inmune in vitro frente a esplenocitos de machos de raton C57BI/ 6 y respuesta
inflamatoria in vitro mediante el uso de la linea celular RAW 264.2° Para realizar
los primeros ensayos de respuesta inmune los esplenocitos fueron aislados, y
las células no adherentes (formadas por un 80% de células T) se incubaron en
presencia de anticuerpo anti-CD3 y de péptido a medir, esto es SST14 control,
rCST14 (21) y péptidos 22-25. La detecciéon de las citoquinas IFNy e IL-2 se
realiz6 mediante ELISA. El grado de proliferacion se midi6 a través del cultivo
durante 72 horas en presencia de [3H]-timidina (0,5 pCi 6 0,0185 MBq) por
pocillo, midiendo posteriormente la radiacién en membranas aisladas mediante
recuento por centelleo. En cuanto a los ensayos destinados a medir la respuesta

inflamatoria, se incubaron durante 24 horas en paralelo dichas células en

% R. Ramoén, M. Alonso, A. Riera, Tetrahedron: Asymmetry, 2007, 18, 2797 - 2802.

26 G. B. Fields, R. L. Noble, Int. ]. Protein Res., 1990, 35, 161-214.

27 Dr. Mario Delgado Mora, grupo Neuroinmunologia de enfermedades inflamatorias y autoinmunes, Instituto
de Parasitologia y Biomedicina Lopez - Neyra, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas.

28 P, Kisielow, H. Blithmann, U. D. Staerz, M. Steinmetz, H. von Boehmer, Nature, 1988, 333, 742-746.

2 a) P. Ralph, I. Nakoinz, J. Immunol., 1977, 119, 950-954; b) W. C. Raschke, S. Baird, P. Ralph, I. Nakoinz,
Cell, 1978, 15, 261-267; c) L. C. Denlinger, P. L. Fisette, K. A. Garis, G. Kwon, A. Vazquez-Torres, A. D.
Simon, B. Nguyen, R. A. Proctor, P. J. Bertics, J. A. Corbett, J. Biol. Chem., 1996, 271, 337-342.
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presencia o ausencia de lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli (con presencia
de LPS como valores maximos de inflamacion activa, en ausencia como
parametro basal). A su vez, a parte de las células crecidas en presencia de LPS
se les anadié SST14 control, 21 y los derivados 22-25, para medir su respuesta.
La deteccion de las citoquinas TNFa e IL-6 fue determinada mediante ELISA,

mientras que la cantidad de NO liberado fue medido gracias al test de Griess.

Sobre los péptidos analizados, destacé notablemente que el tinico con
una actividad similar a rCST14 (21) fuera el analogo 25 (tabla 7.2). Los niveles
de respuesta de ambos es pareja, lo que se traduce en una reducciéon de los
niveles de proliferaciéon y citoquinas muy por debajo del nivel méximo de
activaciéon celular. Asi, tanto SST14 como los andlogos 22, 23 y 24 serian
incapaces de dar una respuesta in vitro. Mientras que para lo anteriormente
estudiado de SST14 estos resultados no resultan sorprendentes, llama la
atencion la disparidad de respuesta entre los analogos 24 y 25, que Ginicamente

difieren en su estructura por un resto octanoilo.

Anti-inmune Anti-inflamatorio
Proliferacién INFy IL-2 TNFa IL-6 NO
(ng/ml) (ng/ml) | (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

basal 640 0,00 0,23 0,48 0,00 0,44
activado 9843 2,52 3,22 5,78 4,48 5,23
rCST14 (21) 5500 1,13 1,52 3,17 3,78 3,08
SST14 9936 2,31 3,14 5,21 4,20 4,32
[L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-
CST14 (22) 9866 2,52 3,22 4,90 4,23 4,43
octanoil-[L-Msa6_D-Trp7_L-
Thr11]-CST14 (23) 9316 2,53 3,22 3,84 3,83 4,49
[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-
CST14 (24) 10090 2,56 3,23 4,04 3,79 4,36
octanoil-{L-Msa5_D-Trp7_L- 5863 1,33 18 | 251 277 3,04

Thr11]-CST14 (25)

Tabla 7.2. Niveles de proliferacién y citoquinas en los ensayos in vitro realizados.

Yendo un paso maés alla, el andlogo 25 y su producto de degradacion, el
péptido de trece residuos 26, fueron probados en modelos in vivo animales para

medir su respuesta frente a artritis inducida por colageno y enfermedad de
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Crohn (cuyos resultados se muestran reflejados en la tabla 7.3), utilizando

métodos ya descritos en la bibliografia por el Dr. Mario Delgado.20:30

Se procedié a medir los efectos de ambos andlogos en artritis inducida
por coldgeno en modelos murinos. Asi, se crearon tres grupos control de
ratones, uno mediante administracién de solucién salina (valores basales), otro
administrando coldgeno tipo II en adyuvante completo de Freund vy
Mycobacterium tuberculosis (valores méaximos activados), y un ultimo grupo
control con la coadministraciéon del inductor de artritis y la incorporacién del
anticuerpo antiTNFa, como modelo de respuesta positiva a tratamiento. A la
segunda poblacion se le administré diariamente entre los dias 25 y 29 o bien
solucion salina o bien los compuestos 25 o 26. Con el objeto de determinar el
grado de artritis producida, se determiné el dafio producido en una escala del 0

al 10, asi como la anchura de la pata tras 50 dias de ensayo.

Para estudiar los efectos de 25 sobre EC, se indujo la inflamacién de
colon en ratones mediante la administracién intrarrectal de TNBS, creando un
cuadro clinico similar al que se produce con EC en humanos. Se usaron tres
poblaciones de ratones: una primera poblacion control de valores basales a la
cual Unicamente se administré una solucién salina con 50% de etanol, la
segunda mediante la introduccion de TNBS en 50% de etanol, y la tercera a la
que se indujo la inflamacién colénica y se le administré anticuerpo antiTNFa,
como modelo de respuesta positiva a tratamiento. Una vez mads, a parte de la
segunda poblacion se le administr6 el analogo 25 en dias puntuales (3, 4 y 5 tras
establecerse la enfermedad) para comprobar su respuesta al tratamiento. Se
determiné el grado de dafio provocado y prevenciéon obtenida, midiendo el
nivel de diarrea (como medida indirecta del grado de colitis) del 0 al 4, dafio
macroscopico en intestino grueso tras necropsia el décimo dia de estudio en

valores del 0 al 10, y la masa de los ratones al final del estudio.

30 a) E. Gonzalez-Rey, A. Chorny, G. Robledo, M. Delgado, . Exp. Med., 2006, 203, 563-571; b) E. Gonzalez-
Rey, A. Chorny, R. G. del Moral, N. Varela, M. Delgado, Ann. Rheum. Dis., 2007, 66, 582-588; c)
WQ0O2007/082980A1.
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Artritis 1I}duc1da por Enfermedad de Crohn
colageno
Artritis Hinchazén | Puntuacién Puntuacion Masa
clinica de pata | de gradode macroscép. corporal
grado (0-10) (mm) colitis (0-4) (0-10) (8)

basal 0,0 2,08 0,30 0,2 25
activado 8,4 2,84 3,60 7.5 17
antiTNFa 4,9 2,49 2,10 2,5 19
octanoil-[L-Msa5_D-
Trp7_L-Thr11]-CST14 (25) 29 2,33 1,38 19 2
octanoil-[L-Msa5_D-
Trp7_L-Thr11]-CST13 (26) 4,7 2,52 n.d. n.d. n.d.

Tabla 7.3. Niveles de parametros para los ensayos in vivo realizados.

De nuevo, el derivado 25 demostré un buen nivel de actividad frente a
ambos ensayos in vivo, llegando a superar en efectividad al obtenido mediante
anticuerpo antiTNFa. Aunque la eficacia de 26 disminuye notablemente frente a
la prevencion del desarrollo de artritis, los valores obtenidos entran en el
espectro obtenido con el uso del anticuerpo. Estos datos podrian abrir una
nueva ventana terapéutica en el tratamiento de dichas enfermedades de

caracter inflamatorio, mas alla del uso propuesto, hasta ahora, de rCST14.

7.4. Estructura.

Tanto rCST14 21 como sus analogos sintéticos 22-26 fueron analizados
por RMN. Se procedi6 a realizar los experimentos bidimensional mononuclear
TOCSY y NOESY, como con la SST14 y sus derivados.?#3! Aquellos espectros
bidimensionales con un nivel de sefial suficiente permitieron caracterizar su
conformacién mayoritaria en solucién (H.0/D20 9:1 pH 6’5 en tampoén fosfato
100 mM, 285 K) utilizando el programa de calculo CNS3? mediante la interfaz

StrutCalc,3? lanzando calculos de 180 estructuras cada uno (ver seccion 3.4).

31 K. Wuethrich, G. Wider, G. Wagner, W. Braun, J. Mol. Biol., 1982, 155, 311-319.

32 A. T. Brunger, P. D. Adams, G. M. Clore, W. L. DeLano, P. Gros, R. W. Grosse-Kunstleve, J. S. Jiang, J.
Kuszewski, M. Nilges, N. S. Pannu, R. J. Read, L. M. Rice, T. Simonson, G. L. Warren Acta Crystallogr. D
Biol. Crystallogr., 1998, 54, 905-921.

3 P. Martin-Malpartida, M. J. Macias, datos sin publicar.
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7.4.1.xCST14 (21).

Los tnicos estudios de este tipo llevados a cabo sobre CST14 permitieron
obtener uUnicamente sefiales NOEs secuenciales, debido a la alta flexibilidad
conformacional incluso a baja temperatura,*® al igual que ocurre con la SST14
nativa.3* Aunque en esta ocasion, bajo condiciones experimentales similares,
tampoco fuimos capaces de determinar una conformacién mayoritaria para 21
(figura 7.2), hemos comprobado la existencia de NOEs a media distancia entre

los aminoacidos L-Trp7 y L-Lys8.

L ,A,A,«MA}\ lM_M s MJJUMA\A, /\f’wd__ )

H
A PPM

— 0,0
— 1,0
— 2,0
— 3,0
a0
5,0
— 6,0
e — 7,0

8,0

— 9,0

— 10,0

I T T T T T T T T T T
10,0 9,0 8,0 7,0 6,0 5,0 4,0 3,0 2,0 1,0 0,0

Figura 7.2. Espectros mono y bidimensionales de rCST14 (21). En la zona rodeada, se

observan las sefiales NOE entre Hel de L-Trp7 con su HP y los Hy y He de L-Lys8.

Esto indica que a pesar de la flexibilidad que la rCST14 presenta, se da la

formacion del giro 3, bien mediante una interaccion tipo fuerzas de van der

34 a) M. Knappenberg, A. Michel, A. Scarso, J. Brison, J. Zanen, K. Hallenga, P. Deschrijver, G. Van Binst,
Biochim. Biophys. Acta Protein Struct. Mol. Enzymol., 1982, 700, 229-246; b) K. Hallenga, G. Van Binst, A.
Scarso, A. Michel, M. Knappenberg, C. Dremier, J. Brison, J. Dirkx, FEBS Lett., 1980, 119, 47-52; c) L. A.
Buffington, V. Garsky, J. Rivier, W. A. Gibbons, Biophys. J., 1983, 41, 299-304; d) L. A. Buffington, V.
Garsky, J. Rivier, W. A. Gibbons, Int. ]. Pept. Protein Res., 1983, 21, 231-241.
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Waals entre la cadena alifatica y los anillos aromaticos, bien una interaccién
idnica entre el grupo amonio terminal y la nube 1 electrénica, o una mezcla de
ambos fenémenos, como fue descrito por Freidinger et al.3> Como en SST14,
dicha flexibilidad ha de ser la causa de su versatilidad funcional,?® de ahi el

perfil farmacolégico de unién con los SSTR similar.

Sin embargo, para los derivados estudiados 22-25 si fue posible
determinar una tnica conformacién mayoritaria, dado que los espectros

bidimensionales mostraban un ntimero de sefiales mucho mayor que rCST14.

7.4.2. [L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (22).

El péptido [L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (22) presenta una estructura
bien definida (figura 7.3),” de caracteristicas muy similares a su andalogo

somatostatinico [L-Msa7_D-Trp8]-SST14 (figura 2.11).%4

D-Trp7
. 5

N\

)
X ‘o
\L ",*w v'/,“\/;/l

Msab6b

Figura 7.3. Superposicién de las estructuras de menor energia de [L-Msa6_D-Trp7_L-

Thr11]-CST14 (22) segtn los datos experimentales de RMN.

% R. M. Freidinger, D. S. Perlow, W. C. Randall, R. Saperstein, B. H. Arison, D. F. Veber, Int. J. Pept. Protein
Res., 1984, 23, 142-150.

3% G. V. Nikiforovich, G. R. Marshall, S. Achilefu, Chem. Biol. Drug Des. 2007, 69, 163-169.

37 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) He de Msa6 con H521 y H5622 de Asn4. b) Hy
de Msab6 con H621 y H522 de Asn4. c) He de Msa6 con HB2, HB3 de Asn4; Ha y Hy de Thr9; HB y Hy de
Thr11. d) H6 de Phe5 con He y HC de Phel0. e) H8 de Phel0 con HB2 y HB3 de Pheb.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura que aparecen en el espectro bidimensional: a) Hep de Msa6

con He de Pheb; H6 y He de Phel0.
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El péptido se orienta de forma que Phe5 y Phel0 quedan enfrentados en
una geometria edge-to-face, quedando el aminodcido 5 por encima de 10,
mientras que Msa6 queda posicionado en la cara contraria del péptido. La
fuerte interacciéon entre D-Trp7 y Lys8 crea una potente asociacion entre ambos
residuos, al mismo tiempo que presentan una ausencia de sefiales NOE con el
resto de aminodacidos, queda reflejada en su disposicion apartada al resto de la

molécula.

7.4.3. octanoil-[L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (23).

El derivado octanoil-[L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (23), a diferencia
de 22, presenta una interaccion entre Pheb y Phe 10 offset-stacked, aunque

mantiene la Msa6 en el lado contrario de la molécula (figura 7.4).38

Msab

Figura 7.4. Superposicion de las estructuras de menor energia de octanoil-[L-Msa6_D-
Trp7_L-Thr11]-CST14 (23) segtn los datos experimentales de RMN (no representado el

resto octanoilo).

En este caso, comparando con su equivalente 22, la estructura se presenta
mas relajada, alejando el puente disulfuro del p-giro. Cabe sefialar que D-Trp7 y
Lys8 se alejan del resto de la molécula, con dos disposiciones diferentes, pero

divergentes y equivalentes desde el mismo punto, una en el que el indol se

38 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) Hep de Msa6 con H521 y H522 de Asn4. b) Hny
de Msab con H621 y H622 de Asn4. c) He de Msa6 con HPB2 y H521 de Asn4; Hy de Thr9; Hy de Thrll. d)
H6 de Phe5 con HB2 y HB3 de Phel0. e) H6 de Phel0 con HPB2 y HP33 de Pheb.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) Hp de Msa6 con H5 de Phe5; H6 de Phel0.
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orienta hacia el lado de Phe5-10 y la otra hacia Msa6. No se detectaron

interacciones NOE entre el resto octanoilo y el resto del péptido.

7.4.4. [L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (24).

La estructura definida por los datos espectroscépicos de [L-Msa5_D-
Trp7_L-Thr11]-CST14 (24) lleva a un sistema (figura 7.5)%° que presenta una
interaccion entre los anillos 5-10 con una geometria edge-to-face, con una
peculiaridad, vista anteriormente en el andlogo [L-Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-SST
(5) (figura 3.15): el par aromatico queda orientado de manera inversa a la que
resulta habitual, afectando de igual manera al residuo de Phe6t. A efectos
visuales, se ha orientado la figura de una forma similar a lo visto anteriormente,
pero en la figura 7.6 se puede comprobar como los péptidos 5 y 24 presentan
una orientacion similar. Difiere de lo que se esperaba de esta estructura, ya que
preveiamos un sistema tipo clister como el visto en [L-Msa6_D-Trp8]-SST14
(figura 2.10),2* pero los espectros NOESY obtenidos dan a entender que no

existe ninguna interaccién del anillo Phe6 con los otros dos.

Phe6

Figura 7.5. Superposiciéon de las estructuras de menor energia de [L-Msa5_D-Trp7_L-

Thr11]-CST14 (24) segtn los datos experimentales de RMN.

39 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) H8 de Phe6 con Hy de Thr9; Hy de Thr11. b)
Hp3 de Phe6 con H621 y H522 de Asn4. c) He de Msa5 con HB2 y HS de Phel0. d) He de Msa5 con HS,
He y HC de Phel0. e) Hn de Msa5 con H6 y He de Phel0.

Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) HB2 de Msa5 con H6 de Phel0.
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Phel0

Msab

Figura 7.6. Comparacién de la interaccién Phe6-Dfpl1 en [L-Dfpl1_L-Msa7_D-Trp8]-SST (5)
(izquierda) y Msa5-Phel0 en [L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (24) (derecha), invertidos

respecto a la orientacién par aromatica habitual.

7.4.5. octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (25).

Satisfactoriamente, la diferencia lleg6 cuando se defini6 la estructura del
analogo octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (25) (figura 7.7).40
Phe6

Figura 7.7. Superposicién de las estructuras de menor energia de octanoil-[L-Msa5_D-
Trp7_L-Thr11]-CST14 (25) segtun los datos experimentales de RMN (no representado el

resto octanoilo).

Mientras que la region D-Trp7Lys8 se mantiene unida entre si y apartada

del resto de la molécula, formando el B-giro, los tres residuos aromaticos se

40 Principales sefiales NOE que satisfacen esta estructura: a) Hep de Msa5 con HS y He de Phe6; H6 y He de
Phel0. b) Hn de Msa5 con H6 y He de Phe6; H6 y He de Phel0. c) HS de Phel0 con He y HC de Phet
Sefiales NOE que no satisfacen esta estructura: a) H61 de D-Trp7 con He y Hrn de Msa5. b) Hf de Thr10
con HO de Phe6; He de Phel0.
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unen formando un claster, donde Msa5 y Phel0 se definen con un acercamiento
de tipo edge-to-face, y Phe6 se acerca al décimo residuo de manera offset-stacked,
con fuertes interacciones NOE entre los tres anillos; apuntan al lado contrario
de D-Trp7Lys8. Es, por tanto, el tnico analogo que difiere estructuralmente del
resto. En este caso si cumple lo esperado por su equivalencia con [L-Msa6_D-
Trp8]-SST14.24 El hecho de que este péptido forme un cltaster que 24 no presenta
puede que sea debido a algtn tipo de interaccién extra dada por el residuo
octanoilo, no detectable mediante RMN por la ausencia de NOEs de dicha

cadena con el resto de la estructura.

7.4.6. octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST13 (26).

Con la vista puesta en la estabilidad del péptido 25 en suero (semivida de
38 minutos), se sintetiz6 el producto de su metabolismo directo por proteasas, el
derivado octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST13 (26), cuya semivida en
sensiblemente mayor (35 horas).4! Sin embargo, la pérdida de L-Lys14 supuso
un decrecimiento importante de la solubilidad de la muestra, siendo imposible
obtener una concentracion suficiente para llevar a cabo los experimentos de
RMN bidimensionales, que fuesen equivalentes y por tanto comparables al
resto de péptidos estudiados. Para trabajos futuros, hemos planteado la
posibilidad de incluir en la estructura del analogo 25 una D-Lys14 N-terminal,
que aumentaria el tiempo de vida medio plasmaético del analogo resultante, sin

que tuviese que afectar a la estructura tridimensional resultante.

A la luz de estos resultados, se comprueba que mientras 22-24 presentan
estructuras similares, el espacio tridimensional ocupado por 25 sobresale por la
formacién de un claster aromatico. Ademas, 25 es el tinico de los derivados
estudiados en los ensayos biol6gicos que demuestra una actividad importante
en los ensayos tanto in vitro, comparando su accién frente a rCST14, como in

vivo, comparandolo con el control positivo dado por antiTNFa.

4 Ambos ensayos de tiempo de vida medio plasmatico fueron llevados a cabo por la empresa BCN

Peptides S.A., incubando a tiempos variables cada péptido en suero humano.
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7.5. El uso de [L-Dfp7_D-Trp8]-SST14 (2).

Como ya hemos visto en el capitulo III de la presente tesis, el analogo de
somatostatina [L-Dfp7_D-Trp8]-SST14 (2) presenta en disoluciéon una estructura
tipo claster (figura 3.11). Ademds del hecho de que sea un claster aromaético, las
distancias relativas entre los residuos pertenecientes al trio y la distancia hasta
el par D-Trp8Lys9 son equivalentes al analogo octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-
Thr11]-CST14 (25) (comparaciéon en la figura 7.8). En este sentido, difiere
sutilmente de [L-Msa6_D-Trp8]-SST14, donde la orientacion del dto D-
Trp8Lys9 tiende hacia el mismo sentido que el claster, mientras que en 2 y 25

van en sentidos opuestos.

Figura 7.8. Comparacioén de los claster formados entre [L-Dfp7_D-Trp8]-SST (2) (izquierda)
y octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (25) (derecha). Distancias expresadas en
Angstrom (A).

Por ello, se decidi6 hacer los mismos ensayos biolégicos con 2 que los
aplicados a estos derivados de CST14.%” Como ya definié en su trabajo Mario
Delgado,? adicionalmente de lo ensayado posteriormente, la SST14 es incapaz
de dar una respuesta inmunorreguladora. Pero de los péptidos 22-25
estudiados, todos ellos derivados de rCST14 (21), 25 es el Ginico que presenta
dicha actividad, aparte de ser el Gnico que cuenta con un clister aromaético.
Propusimos que dicha actividad biolégica podria estar relacionada de forma no
estructural sino conformacional: si la restriccion impulsada en los derivados 22,
23 y 24 impide una accién inmunorreguladora en los ensayos realizados,

mientras que la restriccion de 25 lo permite, un péptido de esta familia (sea
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derivado de rCST14 o de SST14) con un ordenamiento parecido podria tener

una actividad biolégica similar.

El anédlogo 2 fue sometido a los mismos ensayos biolégicos in vivo e in

vitro que fueron aplicados a 25, emulando las mismas condiciones. Los

resultados de dichas pruebas se pueden observar en las tablas 7.4 (nivel de

proliferacion y citoquinas) y 7.5 (artritis inducida por coldgeno y enfermedad de

Crohn), mostradas a continuacién, en donde 2 demostré tener un perfil de

actividad similar al de 25.

Anti-inmune Anti-inflamatorio

Proliferacién INFy IL-2 TNFa IL-6 NO

(ng/ml) (ng/ml) | (ng/ml) (ng/ml) (ngy/ml)

basal 640 0,00 0,23 0,48 0,00 0,44
activado 9843 2,52 3,22 5,78 4,48 5,23
rCST14 (21) 5500 1,13 1,52 3,17 3,78 3,08
SST14 9936 2,31 3,14 5,21 4,20 4,32
;;tfl“l‘iflc'gLT'ﬁséss—)D'Trp7—L' 5863 13 180 | 251 277 304
[L-Dfp7_D-Trp8]-SST14 (2) 5596 1,11 1,32 2,96 3,79 3,35

Tabla 7.4. Niveles de proliferaciéon y citoquinas para 21 y 2 en los ensayos in vitro

realizados.
Artritis 1r,1duc1da por Enfermedad de Crohn
colageno
Artritis Hinchazén | Puntuacién Puntuaciéon Masa
clinica de pata | de grado de macroscop. corporal
grado (0-10) (mm) colitis (0-4) (0-10) (8)

basal 0 2,08 0,30 0,2 25
activado 8,4 2,84 3,60 7,5 17
antiTNFa 49 2,49 2,10 2,5 19
octanoil-[L-Msa5_D-
Trp7_L-Thr11]-CST14 (25) 29 2,33 1,38 L9 21
[L-Dfp7_D-Trp8]-SST14 (2) 3,7 2,45 2,13 2,8 19

Tabla 7.5. Niveles de pardmetros frente a enfermedades reproducidas in vivo para 25 y 2 en

los ensayos in vivo realizados.

Estos resultados muestran que un derivado

de SST con una

conformacion tridimensional restringida es capaz de tener un perfil terapéutico

cuya secuencia nativa es incapaz de realizar. Descarta, ademads, que para este

perfil biolégico o lo que es lo mismo para actuar sobre la inmunorregulaciéon la

presencia de los aminoacidos Pro N-terminal y Lys C-terminal sea necesaria.
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Posteriormente, se estableci6 fue una comparacion del perfil
farmacolégico frente a los SSTR1-5 para los analogos 2 y 22-25, comparandolos

a su vez con rCST14 (21) y SST14 (tabla 7.6).42

SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
nM) @mM) ®mM) @mM) M)

SST14 1,88 0,016 0,25 1,55 0,76
rCST14 (21) 747 0,091 2,72 7,54 3,48
[L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (22) 134 0014 5,10 65,0 14,9
octanoil-[L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (23) 140 0,082 32,0 210 >100
[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (24) 11,2 0,24 0,62 8,59 2,58
octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (25) 25,0 16,0 0,91 2,39 0,53
[L-Dfp7_D-Trp8]-SST14 (2) 14,0 0,36 1,10 12,0 2,10

Tabla 7.6. Datos de afinidad frente a los SSTR1-5.

Como se puede comprobar, los valores de 2 y 25 son muy similares para
SSTR3, coherente con nuestra propuesta de la cercania de tres anillos
aromaticos; la peculiar disposicién tridimensional de 24 podria ser la causa de
su perfil farmacolégico favorecido hacia SSTR3 y SSTR4. Al incluir el
aminoacido Msa en sexta posicion (derivados 22 y 23), ambos analogos cuentan
con un perfil de afinidad parejo: presentan un perfil de unién a SSTR2 similar,
alcanzando los niveles de Ki de la somatostatina, como ocurre con su andlogo
[L-Msa7_D-Trp8]-SST.?* Ademas, se pierde capacidad de unién en gran medida
con SSTR4 y SSTR5, un comportamiento similar a los andlogos de somatostatina
que cuentan con Msa7 en su estructura. Es decir, que se trata de un patrén

comun independientemente de la familia de péptidos.

En relacién al mecanismo celular que medie este proceso, es conocido
que las células T del sistema inmune expresan SSTR2 en su membrana.>#3 Sin
embargo, la afinidad de 25 con SSTR2 es tres 6rdenes de magnitud peor que la
SST14 natural. Al analizar el perfil de actividad de los derivados de cortistatina,
y compardndolos entre si y con el derivado 2, se observa que la actividad

inhibitoria sobre citoquinas pro-inflamatorias no se puede explicar Gnicamente

42 Datos obtenidos por Eurofins Scientific.
4 a) D. E. Elliott, A. M. Blum, J. Li, A. Metwaki, J. V. Weinstock, J. Immunol., 1998, 160, 3997-4003; b) D. E.
Elliott, A. Metwaki, A. M. Blum, M. Sandor, R. Lynch, J. V. Weinstock, J. Immunol., 1994, 153, 1180-1186.
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mediante mecanismos celulares SSTR-dependientes, dado que los dos
receptores sobre los que 2 y 25 tienen mayor actividad, esto es SSTR3 y SSTR5,
son igualmente ligados a 24 en estos ensayos. Por tanto, el uso de moléculas
accesorias anteriormente mencionado!® podria ser el proceso que explicase esta
actividad, mediada por la disposicion tridimensional concreta que el claster
aromatico ofrece, iniciando conjuntamente la cascada intracelular de
sefializacion. Al mismo tiempo, se podria plantear la hipdtesis de que otros
receptores, identificados o no, participen en el proceso de reconocimiento en
células inflamatorias, y que el mecanismo implicado requiera wuna
tridimensionalidad de tipo ntcleo aromético para ser activado. Para estudiar
estas hipétesis, serian necesarios nuevos modelos que reprodujesen la
estructura claster, comprobando tanto su actividad inmunorreguladora como

su perfil de unién a SSTR1-5.

7.6. Conclusiones.

Se ha comprobado la capacidad inmunorreguladora de rCST14 (21), asi
como un derivado suyo, de estructura hibrida CST-SST, octanoil-[L-Msa5_D-
Trp7_L-Thr11]-CST14 (25). Tanto en los ensayos in vitro como in vivo demostréd

una elevada eficacia terapéutica, potencialmente explotable.

Se ha demostrado que la introduccién en la estructura de CST14 de
residuos de Msa en posicion variable 5 y 6 restringe hacia una conformacion
posible en disoluciéon. Ademas, el hecho de incluir un residuo octanoilo N-
terminal también influye en dicha estructura. Para las estructuras estudiadas,
[L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (22), octanoil-[L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-
CST14  (23) y [L-Msa5_D-Trp7_L-Thrl11]-CST14 (24) presentan una
conformacion restringida a enfrentar los residuos aminoacidos aromaéticos 5 y
10 en una cara de la molécula, mientras que el aminoécido 6 se posiciona en la
cara contraria. Mientras, octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (25) es la
Unica estudiada que presenta una disposicién tipo claster, andlogamente a [L-

Msa6_D-Trp8]-SST. El producto de degradacion de octanoil-[L-Msa5_D-
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Trp7_L-Thr11]-CST14 (25), esto es, octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST13
(26), pierde solubilidad considerablemente lo que impide su estudio mediante

RMN en condiciones similares a las empleadas en el resto de derivados.

Al probar un analogo de SST previamente estudiado en esta tesis, [L-
Dfp7_D-Trp8]-SST14 (2), con una conformacioén tridimensional tipo clister, se
ha visto que emula de manera equiparable los valores de actividad biologica
inmunorreguladora obtenidos por octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14

(25), a pesar de que la SST14, en los mismos ensayos, demostré su inaccion.

Esto no solo lleva a reconsiderar las opciones terapéuticas de los
analogos de SST, sino que podria suponer un paso importante para establecer
una relacion de estructura-actividad de estos andlogos, asi como determinar de
manera indirecta una posible tendencia conformacional en los SST14 y CST14
nativos. Mientras que 1rCST14 presenta wuna elevada actividad
inmunorreguladora, cuando se restringe espacialmente a sus derivados
provocando que los anillos aromaticos en posiciones 5 y 10 queden enfrentados
se anula dicha propiedad. S6lo un derivado, aquel con una posiciéon
tridimensional tipo clister entre los anillos 5, 6 y 10, emulaba la actividad de
rCST14. Al mismo tiempo, si se fuerza una conformacién espacial tipo cltaster
en un derivado puro de SST14, para los anillos 6, 7 y 11, presenta actividad

inmunorreguladora, aunque SST14 por si misma es incapaz de llevarla a cabo.

Ademas, los ensayos de afinidad a receptores ejecutados sobre estos
analogos no arrojan una conclusién clara de si el mecanismo por el cual se
ejerce la funcién inmunorreguladora es SSTR-dependiente. Abre la puerta al
descubrimiento de mecanismos de activaciéon complementarios o la mediacion

de receptores no-SSTR.

Determinar la estructura tridimensional de rCST14 o SST14 mediante
técnicas espectroscopicas es imposible debido a la alta flexibilidad que ambas
estructuras muestran. A la luz de los resultados obtenidos de las estructuras de
los derivados 22-25 y [L-Dfp7_D-Trp8]-55T14 (2) y la actividad biolégica que

presentan, podria plantearse la hipdtesis de que, en disolucién, la rCST14
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tenderia mas facilmente a una estructura tipo claster que la SST14, explicando
asi su capacidad inmunorreguladora estudiada en este capitulo, a pesar de que

ambas tengan un perfil farmacolégico similar frente a SSTR1-5.
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Conclusiones globales.

Don't believe in yourself, don’t deceive with belief.

Knowledge comes with death’s release.

Quicksand, David Bowie.






Capitulo VIII. Conclusiones globales.

Se ha demostrado que la inclusién de aminoécidos no naturales pobres en
electrones, concretamente L-f-3’,5 -difluorofenilalanina, L-f-3’-piridilalanina y
L-p-4’-piridilalanina, en posiciones 6, 7 y 11 del esqueleto de somatostatina,
conducen a una conformacién mayoritaria, con un perfil de actividad biol6gico
variable. La introduccién en estos péptidos de aminoécidos no naturales ricos en
electrones, L-P-mesitilalanina y L-B-3',4’,5'-trimetilfenilalanina, fortalece la
obtencion de conformaciones de elevada convergencia. Estas estructuras
mayoritarias de elevado ordenamiento fueron -caracterizadas mediante

espectroscopia de resonancia magnética nuclear.

Se ha observado que la presencia de un anillo pobre en electrones en
posicién 7 favorece una conformacién concreta, de tipo claster, en donde los tres
anillos arométicos quedan enfrentados entre si, gracias a la estabilizacion
mediada por interacciones aromaticas. Ademas, se ha comprobado que mediante
un ordenamiento tipo claster (analogos 4, 9,13 y 25), o bien aproximando el anillo
de seis miembros del D-Trp a una interaccién tipo 6-11 (derivado 14), se ve

favorecida la uniéon con SSTR3.

Se han tratado de perfilar los factores que favorecen la unién de los
péptidos estudiados con SSTR1. De la informacion que se extrae de la familia de
la 3'Pyay de la 4'Pya, el nivel de unién vendria dado por la posicién relativa de
sus anillos aromaticos pobres en electrones respecto al resto de la estructura, y el

tipo de interaccién aromatica que se da entre ellos.

Hasta ahora, la linea de investigacion de nuestro grupo consideraba que
tanto la orientacion que tuviese el par aromatico 6-11 como el grado de rigidez
estructural tridimensional serian clave para la unién del péptido con SSTR2, el
receptor con mayor relevancia clinica. Sin embargo, diferentes andlogos
estudiados en esta tesis doctoral con distintas disposiciones tridimensionales
tienen un perfil de unién elevado con este receptor. Por tanto, concluimos que no
sOlo intervendrian los factores anteriormente mencionados, sino que también
intervendrian otros, como la posicion relativa de los anillos 6-11 respecto a 7 o la

orientacion del par D-Trp8_Lys9.
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No obstante, la inclusién del aminoacido no natural L-B-mesitilalanina en
la séptima posicion de la secuencia de SST, y andlogamente en la sexta posicion
de CST, ha demostrado en los andlogos estudiados la capacidad de reducir la
afinidad por SSTR4 y SSTR5, lo cual mejora el perfil de selectividad de los
péptidos que la contienen hacia SSTR2, que en la mayoria de los casos mantienen

unos niveles de unién que igualan o mejoran a los del octreétido.

De todos los andlogos de somatostatina estudiados, 15 ha exhibido el perfil
biolégico mas interesante, debido a su alta selectividad y afinidad por SSTR2. Al
presentar una estructura de elevada convergencia conformacional en disolucién,
diferente al resto de andlogos, mostraria las necesidades espaciales para unirse
selectivamente con este receptor, ampliando asi el conocimiento de estructura y

actividad en SST.

Se ha comprobado la capacidad inmunorreguladora de cortistatina, que es
una caracteristica diferencial respecto a la funcién de la somatostatina. Ambas
secuencias son bastante semejantes; a pesar de ello, dos péptidos con una
estructura tipo claster, 2 y 25 (el primero derivado de SST y el segundo de CST),
igualan la capacidad inmunorreguladora de la CST. Se trataria de un mecanismo
de accién mediante el cual la formacién de un ordenamiento claster seria
fundamental, debido a que los analogos 22, 23 y 24 no tienen dicha actividad ni
dicha estructura. Al estudiarse los perfiles de unién con los SSTR se ha
demostrado que no estaria mediado exclusivamente por un mecanismo SSTR-
dependiente, dadas las semejantes afinidades por SSTR1-5 independientemente
de que cuenten o no con una actividad inmunorreguladora. Por tanto, se abre la
puerta al estudio de un nuevo mecanismo de accién, bien mediante la
modulacién de factores accesorios junto a la intervencién de los SSTR, o mediante

un mecanismo de receptores distintos de los SSTR canénicos.
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9.1. Sintesis de aminoacidos no naturales.
9.1.1. Métodos generales e instrumentacién.

Las reacciones llevadas a cabo en disolventes anhidros se realizaron bajo
atmosfera inerte de nitrogeno. El tetrahidrofurano (THF), el éter dietilico (Et20)
o el diclorometano (CH2Clo/DCM) anhidros se prepararon mediante el Solvent
Purification System (SPS PS-MD-3); el resto de disolventes anhidros fueron
adquiridos a la casa comercial Sigma-Aldrich. Los disolventes no anhidros
fueron obtenidos de las casas comerciales Carlo Erba, Panreac o Sigma-Aldrich.

Las reacciones realizadas en medio acuoso fueron hechas con agua bidestilada.

Los reactivos disponibles comercialmente fueron adquiridos de las casas
Sigma-Aldrich, Alfa Aesar, Senn Chemicals, TCI America y Acros Organics, sin

precisar de purificacion posterior.

El avance de las reacciones se siguié mediante cromatografia de capa fina
(CCF), con las laminas 60 F254 de silice sobre aluminio. Los reveladores

utilizados fueron:

- UV 254 nm y 365 nm.

- Ninhidrina: 2 g de ninhidrina en 1000 ml de acetona.

- Permanganato potésico: 3 g de KMnOs, 20 g de K2COs, 300 ml de HOy 5
ml de NaOH al 5% (aq).

Dependiendo de los casos, se purificaron los crudos de reaccién mediante
cromatografia de purificacién en fase normal sobre silice o usando el sistema de
cromatografia automatizado Combiflash® de Teledyne Isco, en ambas

situaciones usando gradientes hexano/acetato de etilo.
Segun la temperatura de trabajo necesaria:

- Para un margen de t = 15-25°C, se supuso temperatura ambiente t.a.
- Para temperaturas superiores a 25°C, se utilizé bafio de silicona y

aplicacion de calor mediante placa calefactora.
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- Para 0°C se us6 bafios de hielo agua. Con temperaturas de -10°C se us6 o

bien bafios de hielo sobre salmuera o bien hielo sobre acetona.

Todas las reacciones de hidrogenaciéon fueron hechas en un reactor

Miniclave de Buchi Glas Uster AG.

Los espectros de RMN se obtuvieron mediante el uso de un equipo Varian
Mercury 400. Los espectros de H y 13C se referenciaron automaticamente
mediante el pico residual del disolvente. Los espectros de °F fueron
referenciados por el espectrémetro sin usar referencia externa. Para la asignacion
de las sefiales de 13C se realizaron espectros monodimensionales de TH y 13C, y

bidimensionales homonucleares COSY, HSQC y HMBC.

El proceso experimental para la sintesis de Fmoc-L-Msa-OH, Fmoc-L-Dfp-
OH y Fmoc-L-Tmp-OH es el usado anteriormente en nuestro grupo.! Los
aminodcidos no naturales Fmoc-D-Trp(boc)-OH, Fmoc-L-3'Pya-OH y Fmoc-L-

4'Pya-OH se obtuvieron de manera comercial.

9.2. Sintesis de analogos de somatostatina y cortistatina.
9.2.1. Métodos generales e instrumentacién.

Todos los aminoacidos naturales se fueron suministrados de la empresa
BCN Peptides S.A. Los reactivos utilizados en la sintesis de péptidos fueron
adquiridos de la casa comercial Sigma-Aldrich, sin precisar de purificacion
posterior. Los disolventes DCM y dimetilformamida (DMF) se consiguieron de
las casas Panreac y Carlo Erba respectivamente. Para los distintos protocolos de
sintesis se emple6 agua calidad mQ obtenida por un sistema de purificacion de

agua ultrapura Milli-Q Advantange A10. Los péptidos SST14, CST14 y

1 a) R. Ramén, M. Alonso, A. Riera, Tetrahedron: Asymmetry, 2007, 18, 2797-2802; b) P. Martin-Gago, M.
Gomez-Caminals, R. Ramén, X. Verdaguer, P. Martin- Malpartida, E. Aragén, J. Fernandez-Carneado, B.
Ponsati, P. Lopez-Ruiz, M. Alicia Cortés, B. Colas, M. ]. Macias, A. Riera, Angew. Chem. Int. Ed., 2012, 51,
1820-1825; c) P. A. Martin-Gago, tesis doctoral Synthesis of highly structured and receptor-selective
tetradecapeptidic analogs of somatostatin: Fine-tuning the non-covalent interactions among their aromatic residues,

Universidad de Barcelona, 2013.
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octre6tido, asi como los derivados 21-26, fueron suministrados por parte de BCN
Peptides S.A., que fueron sintetizados siguiendo la misma metodologia aqui
descrita. La resina cloruro de 2-clorotritilo fue suministrada por las marcas Iris
Biotech GmbH o a Novabiochem. Para producir un cambio de ion en el péptido,
se utilizo la resina de intercambio aniénico Dowex Monosphere 550A OH de The

Dow Chemical Company.

Todos los experimentos homonucleares bidimensionales TOCSY (50 ms)
y NOESY (200 y 350 ms) fueron realizados en un espectrometro Bruker Avance
III 600 MHz a 285 K, usando una soluciéon acuosa tamponada de fosfato 100 mM
para pH 6,5 en 10% D20. Concentraciéon de péptido (TFA- como contraién) = 2
mM. Ademas, al inicio y al final de los experimentos se realizaron sendos
espectros monodimensionales 'H para comprobar que no se hubiesen creado
fenémenos de agregacion y/o precipitacion que pudiesen modificar la

concentracion disuelta de péptido.

Los crudos peptidicos fueron analizados mediante un sistema de LC-MS.2
La separacion de las mezclas fue conseguida mediante una columna C18 SunFire?
usando un gradiente lineal de las soluciones A (H20 0,05% &cido férmico) y B
(acetonitrilo 0,1% acido férmico) desde 10-20% hasta 100% de B durante 8
minutos a un flujo de 0,3 ml/min. Los espectros de masas se adquirieron en un
m/z de 500-2000 u.m.a. en modo ion positivo usando cinco diferentes voltajes de

cono (5-70V).

Los analogos de SST14 y CST14 fueron purificados mediante
cromatografia en fase reversa mediante cromatografia automatizada
Combiflash® de Teledyne Isco, utilizando columnas C18 Gold,* y en gradiente de
disolventes A (H20O con 0,1% TFA) y B (acetonitrilo/H2O 90:10 con 0,1% TFA) en

20-60% de B durante 30 minutos a un flujo constante de 8 ml/min.

2 Modelo Alliance 2796 de bomba cuaternaria, detector de absorbancia dual UV/Visible Waters 2487
conectado a un modelo ESI-MS Micromass ZQ. Analisis espectral mediante el software Masslynx 4.0.
3 SunFire C18 fase reversa, didmetro interno 2,1 mm, tamafio de particula 3,5 pm, longitud 100 mm. Waters.

4 RediSep Rf Gold® C18 fase reversa, tamafio de particula 20-40 pm, tamafio de poro 100 A. Teleyne Isco.
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Otro método de purificacion empleado fue mediante RP-HPLC. Los
crudos fueron purificados sobre columna Aqua C18° usando un gradiente linear
de 10 a 24% de B durante 1,2 minutos, seguido de un segundo gradiente de 24 a

57% en 42 minutos (flujo 1 ml/min), en un equipo Akta HPLC.

Las distintas fracciones obtenidas en las purificaciones fueron analizadas
mediante MALDI-MS, usando un analizador MALDI TOF/TOF 4800 Plus (AB
Sciex) calibrado con Calmix (Calmix 4700 Proteomics Analyzer Calibrating
Mixture). Los espectros fueron obtenidos mediante modo TOF reflector positivo
en un margen m/z de 500-2000 u.m.a. con una intensidad de laser de 4800. Los

espectros fueron analizados mediante el software Data Explorer.

Los andlisis mediante espectrometria de masas de alta resolucion (de sus
siglas en inglés HRMS) fue llevada a cabo por la Unidad de Espectrometria de
Masas (IRB Barcelona). Las muestras fueron reconstruidas a partir de liofilizados
en 1,0 ml de HxO/ acetonitrilo 1:1 (1% de acido férmico) e introducidas mediante
nanoelectrospray automadtico en un espectrometro de masas LTQ-FT Ultra.
Condiciones: voltaje de spray 1,7 kV, voltaje de capilar 40 V, temperatura de
capilar 200°C, lente de tubo 120 V, rango de m/z 200 - 2000 u.m.a., ionizacién
positiva. Los datos fueron adquiridos mediante el software Xcalibur,” asi como la
composicion elemental desde los valores experimentales de la masa exacta
monoisotépica obtenida del mismo programa; la deconvolucién iénica para
masas monoisotdpicas con carga cero fue realizada utilizando el algoritmo Xtract

de dicho software.

9.2.2. Consideraciones generales para la sintesis de péptidos en fase sélida.

Los distintos andlogos peptidicos fueron sintetizados siguiendo la

estrategia de sintesis de péptidos en fase sélida, realizada en reactores de

5 Aqua C18 fase reversa, diametro interno 4,6 mm, tamafio de particula 5 pm, tamario de poro 125 A longitud
150 mm. Phenomenx.
6 Data Explorer version 4.6 (Applied Blsystems GmbH).

7 Xcalibur software versiéon 2.0SR2 (ThermoScientific).
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polipropileno con un filtro poroso de polietileno y enganchadas a un sistema
recolector de vacio, mediante el método Fmoc/tBu.8 El volumen de los reactores
usados fue de 5, 10 0 20 ml en funcién de la escala utilizada. Para llevar a cabo
los pasos sintéticos o de lavado, los disolventes con o sin reactivos se afiadieron

y se agitaron utilizando un agitador orbital.

Con el objetivo de acoplar el primer aminoacido, una cantidad conocida
de resina se hinch6 en DCM anhidro y se le afiade 0,3 eq de Fmoc-a.a.-OH y 0,75
eq de DIPEA disueltos en DCM anhidro. Tras determinar la carga de la resina
mediante monitorizaciéon en UV de la liberacién de Fmoc a 301 nm, se cap¢ el
resto de resina que no hubiese reaccionado con metanol. Para proceder con la
desproteccién del grupo N-Fmoc una vez finalizado un acoplamiento, se utilizé
la estrategia de liberacién de lavados usando piperidina en DMF al 40% durante

5 minutos y piperidina en DMF al 20% durante 10 minutos.

Los lavados realizados tras las operaciones de acoplamiento o
desproteccion del N-terminal consistieron en aplicar seis veces DMF, dos DCM

y posterior equilibracién con DMF.

La finalizaciéon de los acoplamientos y la desproteccién del grupo N-Fmoc
fueron seguidas mediante la realizacién del test de ninhidrina o test de Kaiser.’
Asi, tras terminar el lavado con DCM, se tom6 una pequefia cantidad de resina
en un vial, al cual se le afiaden 2,5 pl de solucién A (40 g de fenol en 10 ml de
EtOH), 5,0 pl de B (20 ml de KCN aq 10 mM en 100 ml de piridina) y 2,5 pl de C
(2,5 g de ninhidrina en 50 ml de EtOH). Se calent6 a 120°C durante 3 minutos y
se observo la coloraciéon de la resina o el sobrenadante: un color azul indica
positivo para aminas libres (acoplamiento incompleto/desproteccion finalizada),
mientras que un color amarillo sefiala la ausencia de aminas primarias libres, por
tanto respuesta negativa (acoplamiento terminado). Debido a la alta sensibilidad
de este ensayo, un resultado negativo garantiza un acoplamiento superior al

99,5%.

8 G. B. Fields, R. L. Noble, Int. ]. Protein Res., 1990, 35, 161-214.
9 E. Kaiser; R. L. Colescott; C. D. Bossinger; P. I. Cook, Anal. Biochem., 1970, 34, 595-598.

Pagina | 157



Capitulo IX. Parte experimental.

9.2.3. Método general de sintesis de analogos de somatostatina y cortistatina.

Utilizando la estrategia de sintesis Fmoc/tBu, se utilizé cantidades
variables de resina (0,2 - 1,0 g) de diferentes concentraciones (0,8 - 1,6 mmol/g).
Para la cantidad de resina usada, se hinché en DCM anhidro durante 30 minutos,
y se afiadieron 0,3 eq de Fmoc-L-Cys(trt)-OH o Fmoc-L-Lys(boc)-OH, 0,75 eq de
DIPEA en DCM anhidro en agitacion durante 45 minutos. Tras determinar la
carga inicial de resina mediante UV se caparon los restos -Cl de la resina
mediante MeOH. Una vez hechos los lavados y la desprotecciéon del resto N-
terminal mediante piperidina en DMF, se afiadi6 el segundo Fmoc-L-a.a.-OH (4,0
eq con respecto a la carga determinada), HOBt (3,9 eq) y DIC (3,9 eq) en DMF
durante 60 minutos, chequeando el fin del acoplamiento mediante el test de
Kaiser. En caso de ser necesario reacoplar, se utilizé el método de acoplamiento
de Fmoc-L-a.a.-OH (4,0 eq), HATU (3,9 eq) y DIPEA (8,0 eq).l% Cuando se
encuentra completamente acoplado y desprotegido el extremo N-Fmoc, se
continla con esta estrategia hasta el aminodcido C-terminal. Para los
aminodacidos no naturales, el namero de equivalentes en la adicién fue reducido

a 3,0 eq, ajustando el resto de cantidades.

La liberacién del péptido lineal completo se realizé mediante la adiciéon de
la mezcla de escision (DCM/TFE/ AcOH en proporciones 70:20:10 v/v) durante
dos horas. La formacién del puente disulfuro se creé mediante la oxidaciéon
provocada por el I> (10 eq) en soluciéon a temperatura ambiente durante 15
minutos, la cual se para con la adiciéon de NazS03 1N. Se extrajo con DCM vy las
fases organicas combinadas se lavan con una mezcla de &cido citrico/NaCl 1:1 en
agua al 5%, y se evaporaron a presién reducida. Para desproteger las cadenas
laterales, se gener6 una acidélisis mediada por una disolucion de TFA
(TFA/DCM/ anisol/H20 55:30:10:5 v/v) durante 4 horas, lavandose con heptano

y precipitando el péptido mediante la adicion gota a gota de la mezcla anterior

10 Dicha estrategia no es aplicable para reacoplar Fmoc-L-Cys(trt)-OH, Fmoc-L-Ser(‘Bu)-OH o Fmoc-L-Asn-
OH, en los dos primeros casos debido a la racemizaciéon inducida por DIPEA, y en el tercero por la formaciéon

de productos de autocondensacion.
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sobre Et:O a -10°C. Filtrando, se recuperé el péptido para su posterior

liofilizacién, purificacion y analisis.

Para llevar a cabo el intercambio i6nico de TFA- a AcO-, se disolvieron los
péptidos ya puros en una disoluciéon acuosa de AcOH 0,1 N, se pasaron sobre
una resina de intercambio iénico DOWEX y se recuperaron por filtracion,

liofilizando la fase acuosa resultante.

9.2.4. Métodos biolégicos empleados.

Ensayos de afinidad de andlogos de SST y CST en SSTR1-5: Se emple6
la linea celular CHO-K1, las cuales expresaban independientemente cada uno de
los cinco SSTR. Las membranas aisladas de las células en presencia de tampén
biolégico de ensayo!! fueron incubadas junto a una concentracién fija de
radioligando ['?°I-Tyr11]-55T14 y los analogos en una concentracién de 10-12 a 10-
¢ M durante una hora a 30°C. La radiactividad obtenida con sélo ['%I-Tyr11]-
SST14 es considerada unién total, en presencia de 1 pM de SST14 unién no
especifica, y la diferencia de ambas la union especifica. Las Ki de cada compuesto
fueron determinadas segtin describieron Cheng y Prusoff.12 Estos ensayos fueron

realizados por la compafiia Eurofins Scientific,'® bajo las condiciones descritas.

Efecto de nuevos analogos de cortistatina respuestas inmunes in vitro:
esplenocitos a partir de bazos de ratones macho C57BL de 8 semanas de edad se
extrajeron por disociacion celular mecanica, filtraciéon usando un filtro de nylon
y de lisis de globulos rojos. Las células de bazo se incubaron en medio DMEM
completo hasta una densidad de 106 células/ml. Las células no adherentes
(formada por 80% en células T) se utilizaron para determinar los ensayos de
citoquinas y la proliferacion. Las células T se cultivaron en DMEM completo y se

estimularon con anticuerpo anti-CD3 (2 pg/ml) en presencia de 21 y de sus

11 Mezcla de Tris 50 mM (pH 7,4), EDTA 1nM, MgCl, 5mM, leupeptina (10 pg/ml), pepstatina (10 pg/ml),
bacitracina (200 pg/ml), aprotinina (0,5 pg/ml) y 0,2% de BSA.
12Y. Cheng, W. H. Prusoff, Biochem. Pharmacol. 1973, 22, 3099-3108.

13 Eurofins Panlabs Inc., de Eurofins Scientific.
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analogos 22-25, asi como 2 (100 nM). Después de 48 horas, se aislaron los
sobrenadantes de cultivo y los niveles de citoquinas (IFNy e IL-2) se
determinaron por ELISA. Para determinar el efecto de diferentes andlogos de
cortistatina en la proliferacion, las células se cultivaron durante 72 horas, y una
cantidad de [*H]-timidina (0,5 pCi 6 0,0185 MBq) por pocillo se afiadié durante
las tltimas 8 horas de cultivo. Se recogieron las membranas y la [3H]-timidina
incorporada se cuantificé por recuento de centelleo. Estos ensayos biolégicos y
los mostrados a continuacion fueron realizados por el grupo de investigacion del

Dr. Mario Delgado.!4

Efecto de nuevos analogos de cortistatina en la respuesta inflamatoria in
vitro:1? células de la linea RAW 264 se cultivaron en medio DMEM completo
hasta alcanzar una confluencia del 80%. Las células se incubaron en ausencia o
presencia de lipopolisacarido (LPS, 1 g/ml, a partir de E. coli serotipo 055:B5).
Las células incubadas en ausencia de lipopolisacarido se utilizaron como
referencia (linea de base). 21, asi como sus andlogos 22-25, y también 2, se
afiadieron a una concentracién de 100 nM en el inicio del cultivo. A las 24 horas
se recogieron los sobrenadantes y se determinaron los niveles de citocinas y 6xido
nitrico. El nivel de citocinas (TNFa e IL-6) se determiné por ELISA. La cantidad
de 6xido nitrico (NO) se determiné mediante el ensayo de Griess. Volumenes
iguales de sobrenadantes de cultivo (90 pl) y reactivo de Griess se mezclarony se
midié la absorbancia a 550 nm. La cantidad de nitrito se calcula en relacién con

una curva estandar de NaNO:o.

Modelo de artritis inducida por colageno (CIA) en ratones:! colageno de
pollo tipo II en adyuvante completo de Freund y Mycobacterium tuberculosis
fueron administrados a ratones DBA /1 en los dias 0 y 21. Entre los dias 25 y 29
los ratones fueron tratados por via subcutanea con solucion salina (control) o con
0,4 mg/kg de los compuestos 2, 25 y 26 una vez al dia. Como tratamiento de

referencia un anticuerpo anti-TNFa se inyect6 i.v. en los dias 25 y 32. Se analiz6

14 Dr. Mario Delgado Mora, grupo Neuroinmunologia de enfermedades inflamatorias y autoinmunes, Instituto de

Parasitologia y Biomedicina Lépez - Neyra, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas.
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el grado clinico de la artritis diaria alcanzada numerado de 0 a 10 de acuerdo con
la gravedad de la lesién. La inflamacion de la pata se evalu6 mediante la
medicién de su grosor con un calibre a lo largo del estudio cada 5 dias (dias 20,

25, 30, 35, 40, 45, 50).

Modelo experimental de la enfermedad de Crohn:® Para realizar el
estudio se utilizaron ratones machos de la linea BALB/c de 6-8 semanas. Se les
administré 4cido trinitrobencenosulfénico (TNBS) en etanol al 50% por via rectal
para inducir la colitis. Los ratones de control recibieron 50% de etanol. Los
ratones se trataron por via subcutanea con vehiculo (PBS) o con los anédlogos 2 y
25 (0,4 mg/kg) enlos dias 3, 4 y 5, cuando ya se habia establecido la enfermedad.
Los animales se observaron diariamente y la ocurrencia de diarrea (grado de
colitis) se midié utilizando una escala de 0 a 4, se control6 la pérdida de peso y
supervivencia. Ademas, en la necropsia (dia 10 de ensayo), fueron evaluados y
calificados por lesiones macroscépicas utilizando una escala de 0 a 10 sobre la
base de criterios que reflejen la inflamacion, hiperemia, engrosamiento del colon
y la extensiéon de la ulceracién por dos investigadores independientes en un
estudio ciego. La clasificacion del grado de colitis, segtin la consistencia de las
heces y el sangrado rectal, también se llevé a cabo por dos observadores
independientes: 0 = apariencia normal de las heces, 1 = leve disminucién de
consistencia de las heces, 2 = moderado descenso de consistencia en las heces, 3
= disminucién moderada de la consistencia y presencia de sangre en heces, 4 =

grave y moderada / severa hemorragia en heces y diarrea acuosa.
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9.2.5. Analogos de somatostatina (SST14).

Familia de L-Dfp.

[L-Dfp6_D-Trp8]-SST (1): El andlogo de SST14 1 fue sintetizado siguiendo el

protocolo general de sintesis usando 0,20 g de resina 2-Cl-Trt (0,80 mmol/g),

usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-OH como N-

terminal. Se obtuvieron 80,0 mg de péptido puro. HPLC: tr = 16,5 [gradiente 25-
60%B en 20 minutos, flujo 1 ml/min, A=220 nm]. HRMS: calculado para

Cr6H102F2N18016S2: 1672,6978; encontrado 1672,6981.

HN Ha Hp Hy Hd He H( Hn
1Ala 790 38 1,29 - ; ; ; ;
2Gly 847 374 - - - - - -

2,90 (B2)
3Cys 827 438 - - - - -
2,72 (B3)
1,10(y2) 1,23 (62)
4lys 843 434 140 2,54 721 -
1,00 (y3) 1,17 (83)
7,33 (521)
5Asn 831 457 242 - - -
6,73 (622)
2,72 (B2)
6Dfp 828 449 ; 6,29 ; 6,48 ;
2,59 (B3)
7Phe 803 430 271 - 6,91 7,11 7,06 ;
2,81 (B2 9,98 (1) 7,24 (Q2
8DTrp 829 4,19 (F2) 6,87 (c1) 00
2,70 (B3) 734 (c3) 6,92 (Q3)
132 (B2) 0,27 (2 2,43 (2
9Lys 808 3,87 (P2) V2 o7 ) ;
0,96 (83) 0,10 (y3) 2,35 (¢3)
10Thr 7,70 418 391 0,88 ; . ; .
2,67 (B2)
11Phe 825 4,79 ; 6,86 7,03 6,97 ;
2,61 (B3)
12Thr 821 424 3,97 0,91 ; . ; .
13Ser 820 434 3,68 ; ; ; ; ;
2,98 (B2)
14Cys 800 423 ; ; ; ; ;
2,89 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y

NOESY.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-Dfp6_D-Trp8]-SST (1).

Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 48

Media distancia (1<dist<4): 27
Larga distancia (dist>4): 28
Total: 99

Restriccion de angulos diedros: 22

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol):

Energia total: -357,2 + 8,100
Van der Waals: -38,62 + 4,650
Electrostatica: -447,1 + 10,20
Enlaces: 7,991 + 0,822
Angulos: 28,54 + 2,350

RMSD*:

Enlaces (A) 5,913 x10-3 + 3,035 x10-4
Angulos (°): 0,6805 + 0,02805
Impropios (°): 1,398 + 0,1449
Diedros (°): 41,25 £ 0,5487

NOEs: 1,067 x10-2+ 7,425 x10-4

Estudio de parametros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-Dfp6_D-

Trp8]-SST (1). *Desviaciéon media de las 20 estructuras de menor energia respecto a la

estructura de menor energfa.
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[L-Dfp7_D-Trp8]-SST (2): El andlogo de SST14 2 fue sintetizado siguiendo el

protocolo general de sintesis usando 0,20 g de resina 2-Cl-Trt (0,80 mmol/g),

usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-OH como N-

terminal. Se obtuvieron 111,0 mg de péptido puro. HPLC: tr = 15,6 [gradiente 25-
60%B en 20 minutos, flujo 1 ml/min, A=220 nm]. HRMS: calculado para

Cr6H102F2N18019S2: 1672,6978; encontrado 1672,6964.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1 Ala - 3,90 1,29 - - - - -
2Gly 847 3,75 - - - - - -
2,89 (B2)
3 Cys 8,28 4,41 - - - - -
2,73 (B3)
1,10 (y2) 1,26 (82)
4 Lys 8,41 4,27 1,40 2,56 7,23 -
1,01 (y3) 1,20 (83)
7,31 (621)
5Asn 825 4,55 2,42 - - - -
6,71 (522)
2,72 (B2)
6 Phe 8,16 4,45 - 6,71 6,96 6,95 -
2,59 (B3)
7Dfp 8,04 4,34 2,71 - 6,59 - 6,72 -
2,89 (B2 10,01 (e1) 7,36 (G2
8§DTrp 8,04 4,34 (P2) - 6,92 (€1) (©2) 6,91
2,79 (B3) 7,25 (e3) 7,00 (¢3)
1,34 (B2) 0,30 (y2 2,44 (2
9Lys 8,11 3,87 (P2) (v2) 1,08 (£2) 7,23 -
0,98 (B3) 0,13 (y3) 2,37 (€3)
10 Thr 7,68 4,13 3,89 0,87 - - - -
2,68 (2)
11 Phe 8,18 4,66 - 6,84 7,03 6,98 -
2,59 (B3)
12Thr 8,11 4,19 3,93 0,92 - - - -
13Ser 8,15 4,31 3,67 - - - - -
3,00 (B2
14Cys 8,13 ’ (P2) - - - - -
2,88 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y

NOESY.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-Dfp7_D-Trp8]-SST (2). Adquirido
en un espectrometro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 63

Media distancia (1<dist<4): 22
Larga distancia (dist>4): 10

Total: 95

Restriccion de angulos diedros: 19

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -195,3 + 14,12 Enlaces (A) 1,357 x102+ 8,174 x10+4
Van der Waals: -13,57 + 7,295 Angulos (°): 1,176 + 0,03831
Electrostatica: -441,3 £ 15,76 Impropios (°): 1,91 £ 0,1157

Enlaces: 42,16 £ 5,115 Diedros (°): 42,59 + 0,4219

Angulos: 85,18 + 5,597 NOEs: 2,691 x102+ 2,473 x103

Estudio de parametros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-Dfp7_D-
Trp8]-SST (2). *Desviaciéon media de las 20 estructuras de menor energia respecto a la

estructura de menor energfa.
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[L-Dfp11_D-Trp8]-SST (3): El analogo de SST14 3 fue sintetizado siguiendo el
protocolo general de sintesis usando 0,20 g de resina 2-Cl-Trt (0,80 mmol/g),
usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-OH como N-
terminal. Se obtuvieron 139,2 mg de péptido puro. HPLC: tr = 17,2 [gradiente 25-
60%B en 20 minutos, flujo 1 ml/min, A=220 nm]. HRMS: calculado para
Cr6H102F2N18019S2: 1672,6978; encontrado 1672,6894.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Ala 791 389 1,29 - - - - -
2Gly 848 375 ] - ] ; - ]
2,88 (B2)

3 Cys 8,28 4,41 - - - - -
2,76 (3)

1,13 (y2)
4Lys 840 426 143 1,30 2,63 7,27 -
1,03 (v3)
7,33 (521)
5Asn 817 451 243 - ; ; ;
6,72 (522)

2,71 (B2)

6Phe 804 451 ] 6,76 6,98 6,95 ;
2,56 (3)

7Phe 805 434 272 - 6,98 712 7,07 ;

9,98 (c1) 7,24 (22)
8DTrp 828 420 283 - 6,88 7,00
724 (3) 6,91 (C3)

1,33 (B2) 0,30 (12 244 (2

9Lys 805 3,87 (P2) 02 g ) ;
0,99 (B3) 0,14 (y3) 2,39 (¢3)

10Thr 779 410 3,92 0,89 - ; ; ;
2,72 (B2)

11Dfp 835 459 - 6,41 - 6,53 -
2,61 (3)

12Thr 811 417 391 0,90 - - - -

13Ser 815 426 3,65 - ] ; - ]
2,98 (B2)

14Cys 811 431 ] ; - - ;
2,85 (3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y

NOESY.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-Dfpll_D-Trp8]-SST (3).

Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 72

Media distancia (1<dist<4): 13
Larga distancia (dist>4): 21
Total: 106

Restriccion de angulos diedros: 10

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol):
Energia total: 4,570 + 17,83
Van der Waals: 5,861 + 8,520
Electrostatica: -407,4 + 11,8
Enlaces: 45,91 + 6,960
Angulos: 1824 + 14,90

RMSD*:

Enlaces (A) 1,357 x102+ 8,174 x10+4
Angulos (©): 1,176 £ 0,03831
Impropios (°): 3,478 + 0,4543
Diedros (°): 42,51 + 0,4808

NOEs: 2,691 x10-2+ 2,473 x10-3

Estudio de pardmetros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-Dfp11_D-

Trp8]-SST (3). *Desviaciéon media de las 20 estructuras de menor energia respecto a la

estructura de menor energfa.
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[L-Dfp6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (4): El andlogo de SST14 4 fue sintetizado
siguiendo el protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-Cl-Trt (1,60
mmol/g), usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-
OH como N-terminal. Se obtuvieron 0,56 mg de crudo. LC-MS: tr = 6,97
[gradiente 5-100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm]. HRMS:
calculado para Cr9H108F2N18019S2: 1714,7448; encontrado 1714,7439.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Ala 791 390 1,30 ; ; ; ; ;
2Gly 847 375 ; - ; ; ; ;
2,91 (B2)

3 Cys 8,27 4,37 - - - - -
2,71 (B3)
1,36 (2) 1,07 (12

dLys 842 447 (P2) V2 2,48 7,15 -
1,30 (B3) 0,97 (y3)
2,46 (B2) 7,34 (521)

5Asn 839 4,61 - - - -
2,29 (B3) 6,76 (522)
2,72 (B2)

6Dfp 828 4,60 ; 6,35 - 6,45 ;
2,58 (B3)
2,81 (B2)

7Msa 821 437 ; 2,03* 6,66 - 1,93
2,76 (33)

10,01 (1) 7,26 (22)
8DTrp 832 429 285 - 6,89 7,02
7,38 (£3) 6,94 (C3)

140 (B2) 0,27 (y2 2,45 (2

9Lys 815 4,46 (P2) V2 g ) o ;
0,99 (83) 0,05 (y3) 2,37 (c3)

10Thr 7,85 446 3,97 0,91 ; . ; .

11Phe 817 507 248 - 6,82 7,05 6,98 ;

12Thr 836 431 4,04 0,96 ; ; ; ;
3,75 (B2)

13Ser 835 435 ; ; ; ; -
3,70 (B3)
3,02 (B2)

14Cys 807 434 - - - - -
2,94 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y
NOESY. *Notese que los He de la Msa estan colocados en la columna de H para mayor

comodidad visual.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-Dfp6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (4).
Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 48

Media distancia (1<dist<4): 17
Larga distancia (dist>4): 21

Total: 86

Restriccion de angulos diedros: 22

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*: )

Energia total: -135,4 + 7,376 Enlaces (A): 1,037 x102+ 4,011 x104
Van der Waals: -19,74 + 4,517 Angulos (°): 1,467 + 0,02504
Electrostatica: -438,4 + 14,12 Impropios (°): 3,247 + 0,2407
Enlaces: 25,53 + 1,983 Diedros (°): 41,78 + 0,3209
Angulosz 138,3 + 4,741 NOEs: 2,140 x10-2+ 8,323 x10-4

Estudio de pardmetros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-Dfp6_L-
Msa7_D-Trp8]-SST (4). *Desviacion media de las 20 estructuras de menor energia respecto a

la estructura de menor energia.
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[L-Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (5): El andlogo de SST14 5 fue sintetizado
siguiendo el protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-Cl-Trt (1,60
mmol/g), usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-
OH como N-terminal. Se obtuvieron 12,6 mg de péptido puro. LC-MS: tr = 7,28
[gradiente 5-100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm]. HRMS:
calculado para Cr9H108F2N18019S2: 1714,7448; encontrado 1714,7421.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Ala 791 390 1,29 - - ; ; ;
2Gly 851 375 ; - ; ; ; ;
2,92 (B2)

3 Cys 8,27 4,38 - - - - -
2,71 (B3)
1,39 (2) 1,10 (y2

4Lys 839 4,40 (P2) V25 2,56 ; -
1,28 (B3) 0,97 (y3)
2,44 (P2) 7,35 (521)

5Asn 828 458 - - - -
2,31 (B3) 6,75 (622)
2,69 (B2)

6Phe 815 456 ; 6,77 6,99 6,88 ;
2,57 (B3)

7Msa 819 438 279 - 2,03* 6,66 ; 1,93

1001 (1) 7,26 (22)
8DTrp 824 428 2484 - 6,87 7,00
736 (£3) 6,92 (C3)

1,38 (2) 0,30 (12 2,45 (2

9Lys 811 391 (P2) 02 g (2) ; ;
1,00 (83) 0,10 (y3) 2,38 (¢3)

10Thr 787 419 3,97 0,92 ; ; ; ;
2,48 (B2)

11Dfp 827 490 - 6,36 ; 6,54 ;
2,43 (B3)

12Thr 829 423 3,9 0,94 ; ; ; ;

13Ser 826 438 3,69 - ; ; ; ;

14Cys 79 422 297 - - - - -

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y
NOESY. *Noétese que los He de la Msa estan colocados en la columna de H® para mayor

comodidad visual.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-SST
(5). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 96

Media distancia (1<dist<4): 63

Larga distancia (dist>4): 64

Total: 223

Restriccion de dngulos diedros: 22
Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -16,26 + 9,679 Enlaces (A): 1,213 x10-2+ 3,598 x10+4
Van der Waals: 11,33 + 4,447 Angulos (°): 1,534 + 0,02475
Electrostatica: -397,5 + 7,754 Impropios (°): 3,953 + 0,1101
Enlaces: 34,61 + 2,051 Diedros (°): 42,61 £ 0,3222
Angulos: 150,2 + 4,870 NOEs: 1,277 x10-2+ 4,352 x10-4

Estudio de parametros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-Dfp11_L-
Msa7_D-Trp8]-SST (5). *Desviacion media de las 20 estructuras de menor energia respecto a

la estructura de menor energia.
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[L-Dfp6,11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (6): El andlogo de SST14 6 fue sintetizado

siguiendo el protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-Cl-Trt (1,60

mmol/g), usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-

OH como N-terminal. Se obtuvieron 152,2 mg de péptido puro. HPLC: tr = 16,1
[gradiente 25-60%B en 20 minutos, flujo 1 ml/min, A=220 nm]. HRMS: calculado
para CzoH106F4aN18O1952: 1750,7259; encontrado 1750,7259.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1 Ala 7,90 3,89 1,30 - - - - -
2Gly 848 375 : - ; ; ; ;
2,90 (B2)
3 Cys 8,27 4,37 - - - - -
2,73 (§3)
1,12 (y2)
4 Lys 8,39 443 1,39 1,23 2,59 7,25 -
1,02 (y3)
2,45 (B2) 7,34 (521)
5 Asn 8,27 4,58 - - - -
2,30 ($3) 6,76 (522)
2,70 (B2)
6 Dfp 8,16 4,64 - 6,36 - 6,47 -
2,55 (B3)
7 Msa 8,21 4,35 2,80 - 2,03* 6,66 - 1,93
10,00 1) 7,36 (Q2)
8DTrp 8,28 4,28 2,82 - 6,85 6,93
7,36 (£3) 7,00 ((3)
1,38 (B2) 0,27 (y2 2,45 (€2
9Lys 810 3,90 (P2) 02 o7 ) ]
0,97 (B3) 0,06 (y3) 2,36 (c3)
10 Thr 7,93 4,20 3,99 0,92 - - - -
11 Dfp 8,28 4,97 2,55 - 6,40 - 6,50 -
12 Thr 8,28 4,28 4,00 0,93 - - - -
13 Ser 8,29 4,38 3,69 - - - - -
2,98 (2)
14 Cys 8,01 4,24 - - - - -
2,90 (3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y

NOESY. *Nétese que los He de la Msa estan colocados en la columna de H® para mayor

comodidad visual.
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Capitulo IX. Parte experimental.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-Dfp6,11_L-Msa7_D-Trp8]-SST
(6). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: O

Secuenciales: 53

Media distancia (1<dist<4): 28
Larga distancia (dist>4): 11
Total: 92

Restriccion de angulos diedros: 22

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol):

Energia total: -308,4 + 9,200
Van der Waals: -308,4 + 9,200
Electrostatica: -452,8 + 9,600
Enlaces: 6,093 + 0,758
Angulos: 78,41 + 2,817

RMSD*:

Enlaces (A) 5,061 x10-3+ 3,145 x10-4
Angulos (°): 1,104 £ 0,01969
Impropios (°): 1,749 £ 0,2341
Diedros (°): 40,13 + 0,3457

NOEs: 5,899 x10-3+ 1,354 x10-3

Estudio de pardmetros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-Dfp6,11_L-

Msa7_D-Trp8]-SST (6). *Desviacién media de las 20 estructuras de menor energia respecto a

la estructura de menor energia.
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Capitulo IX. Parte experimental.

Familia de L-3'Pya.

[L-3'Pya6_D-Trp8]-SST (7): El andlogo de SST14 7 fue sintetizado siguiendo el

protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-Cl-Trt (1,60 mmol/g),

usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-OH como N-

terminal. Se obtuvieron 173,6 mg de péptido puro. LC-MS: tr = 6,31 [gradiente 5-
100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm]. HRMS: calculado para
C75H103N19019S2: 1637,7119; encontrado 1637,7131.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Ala - 389 1,29 - ; ; ; ;
2Gly 851 375 - - ; ; ; ;
2,90 (B2)

3Cys 829 438 ; ; - - ;
2,72 (B3)
137 (82) 1,08 (12

4Lys 845 430 (P2) 02 oy 2,53 - -
1,30 (B3) 0,96 (y3)

7,33 (521)
5Asn 829 454 240 - - -
6,74 (522)

2,78 (B2) 7,86 (52)

63Pya 831 450 - 7,04 8,05 -
2,62 (B3) 7,26 (51)

7Phe 811 436 2,72 - 6,97 7,11 7,07 -
2,83 (B2 1001 (1) 7,25 (2

8DTrp 831 421 P2 6,89 (€1) D (o9
2,76 (B3) 734 (3) 6,91 (33)
1,33 (B2) 0,29 (12 2,45 (2

9Lys 809 384 (P2) V2 0 (£2) - -
0,98 (B3) 0,12 (y3) 2,39 (¢3)

10Thr 774 415 3,90 0,87 ; ; ; ;
2,64 (B2)

11Phe 820 4,72 ; 6,83 7,02 6,99 ;
2,57 (B3)

12Thr 817 421 394 0,91 ; ; ; ;

13Ser 817 432 3,68 - - - - -
2,96 (B2)

14Cys 796 420 - - - - -
2,87 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y

NOESY.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-3'Pya6_D-Trp8]-SST (7).

Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 72

Media distancia (1<dist<4): 25
Larga distancia (dist>4): 39

Total: 136

Restriccion de angulos diedros: 22

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: 77,81 + 40,55 Enlaces (A) 1,229 x10-2 £ 2,483 x10+4
Van der Waals: 16,33 + 3,847 Angulos (©): 1,724 £ 0,02768
Electrostatica: -470,3 + 41,04 Impropios (°): 6,180 £ 0,09345
Enlaces: 33,99 + 1,376 Diedros (°): 41,14 + 0,4537

Angulosz 180,7 + 5,823 NOEs: 1,977 x10-2 + 4,034 x10-4

Estudio de parametros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-
3'Pya6_DTrp8]-SST (7). *Desviacién media de las 20 estructuras de menor energia respecto a

la estructura de menor energia.
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Capitulo IX. Parte experimental.

[L-3'Pya7_D-Trp8]-SST (8): El andlogo de SST14 8 fue sintetizado siguiendo el

protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-Cl-Trt (1,60 mmol/g),

usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-OH como N-

terminal. Se obtuvieron 210,8 mg de péptido puro. LC-MS: tr = 5,97 [gradiente 5-
100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm]. HRMS: calculado para
C75H103N19019S2: 1637,7119; encontrado 1637,7096.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Ala - 388 1,29 ; ; ; ; ;
2Gly 851 373 ; - ; ; ; ;
2,92 (B2)

3 Cys 8,27 4,35 - - - - -
2,67 (B3)
1,31 (B2) 1,01 (y2

dLys 843 433 (P2) V2 241 ; -
1,15 (B3) 0,86 (y3)

7,35 (521)
5Asn 837 460 238 ; ; ; ;
6,73 (622)

2,76 (B2)

6Phe 830 441 ; 6,78 6,95 6,89 ;
2,61 (B3)
2,80 (B2) 8,04 (52)

73Pya 823 416 - 7,12 8,11 -
2,73 (B3) 7,48 (51)
2,91 (B2 10,03 (1) 7,26 (Q2

8DTrp 846 4,28 (P2 6,93 (€1) ) n
2,83 (B3) 7,38 (£3) 6,92 (C3)
137 (2) 0,27 (12 2,44 (2

9Lys 818 3,89 (P2) V2 o (2) ; ;
1,00 (3) 0,09 (y3) 2,37 (¢3)

10Thr 770 422 387 0,84 ; . ; .
2,44 (B2)

11Phe 811 483 ; 6,77 7,04 7,00 ;
2,41 (B3)

12Thr 832 425 398 0,96 ; . ; .
3,74 (B2)

13Ser 831 439 ; ; - - ;
3,68 (B3)

4Cys 792 422 294 - ; ; ; ;

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y

NOESY.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-3'Pya7_D-Trp8]-SST (8).

— 10,0

Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 92

Media distancia (1<dist<4): 44
Larga distancia (dist>4) : 45

Total: 181

Restriccion de angulos diedros: 16

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -322,4 + 32,23 Enlaces (A) 5,794 x10-3 + 5,580 x10-4
Van der Waals: -6,571 + 11,42 Angulos (°): 0,7489 + 0,09233
Electrostatica: -456,7 + 34,58 Impropios (°): 1,911 £ 0,4105
Enlaces: 7,620 + 1,390 Diedros (°): 43,12 £ 1,162

Angulosz 34,58 + 8,749 NOEs: 6,495 x10-® + 9,746 x10-4

Estudio de parametros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-3'Pya7_D-
Trp8]-SST (8). *Desviaciéon media de las 20 estructuras de menor energia respecto a la

estructura de menor energfa.
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[L-3'Pyall_D-Trp8]-SST (9): El analogo de SST14 9 fue sintetizado siguiendo el

protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-Cl-Trt (1,30 mmol/g),

usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-OH como N-

terminal. Se obtuvieron 26,3 mg de péptido puro. LC-MS: tr = 7,43 [gradiente 5-
100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm]. HRMS: calculado para

C75H103N19019S2: 1637,7119; encontrado 1637,7105.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Ala - 385 1,24 - - - - -
2Gly 843 371 ; - ; ; ; ;
2,80 (B2)

3 Cys 8,27 4,34 - - - - -
2,74 (B3)
145 1,10 (y2

dLys 834 407 2 134 2,64 7,25 ;
140 1,03 (y3)

7,31 (321)
5Asn 813 431 238 - - - -
6,69 (522)

2,68 (B2)

6Phe 780 445 ; 6,76 6,95 6,86 ;
2,53 (B3)

7Phe 822 412 272 - 6,91 7,05 7,01 ;
2,74 (B2 9,95 (1) 7,18 (2

8DTrp 823 412 P2y 6,82 (e1) ) o4
2,68 (B3) 7,28 (:3) 6,86 (3)
125(2) 0,23 (12 2,40 (2

9Lys 803 3,72 (2) 0D T ]
0,91 (B3) 0,08 (y3) 2,34 (¢3)

10Thr 778 393 386 0,86 ; ; - -
3,00 (B2) 7,97

11Phe 848 447 - 7,57 8,27 -
2,85 (B3) 8,27

12Thr 797 410 387 0,83 - ; ; -

13Ser 813 420 3,58 - ; ; ; ;
2,93 (B2)

14Cys 829 4,16 ; ; - - ;
2,75 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en

NOESY.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-3'Pyall_D-Trp8]-SST (9).
Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 47

Media distancia (1<dist<4): 19
Larga distancia (dist>4) : 13

Total: 80

Restriccion de angulos diedros: 18

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -346,7 + 23,23 Enlaces (A) 6,146 x103 £+ 2,595 x10+4
Van der Waals: -42,33 + 4,879 Angulos (): 0,7233 £ 0,02259
Electrostatica: -474,9 + 28,35 Impropios (°): 3,533 £ 0,05666
Enlaces: 8,513 + 0,7155 Diedros (°): 41,65 + 0,2949

Angulosz 31,82 +£2,016 NOEs: 1,020 x10-2 + 4,467 x10-4

Estudio de pardmetros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-3'Pyall_D-
Trp8]-SST (9). *Desviacién media de las 20 estructuras de menor energia respecto a la

estructura de menor energfa.

Pagina | 179



Capitulo IX. Parte experimental.

[L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (10): El andlogo de SST14 10 fue sintetizado
siguiendo el protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-Cl-Trt (1,60
mmol/g), usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-
OH como N-terminal. Se obtuvieron 28,2 mg de péptido puro. LC-MS: tr = 5,34
[gradiente 5-100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm]. HRMS:
calculado para C7sH100N19019S2: 1679,7589; encontrado 1679,7554.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Ala - 391 131 - - - - -
2Gly 850 3,77 ; - - i - -
2,96 (B2)

3 Cys 8,28 4,38 - - - - -
2,68 (3)
131 (B2) 1,06 (y2

dLys 847 451 (P2) V297 243 ; -
1,15 (B3) 0,90 (y3)
2,43 (B2) 7,38 (521)

5Asn 839 461 - - - -
2,27 (B3) 6,79 (522)
2,80 (B2) 7,94 (52)

63Pya 838 461 ] 7,06 8,01 -
2,63 (3) 7,32 (51)

7Msa 824 462 280 - 2,03% 6,67 ; 1,94

10,01 (1) 7,29 (22)
8DTrp 840 433 2,90 - 6,93 7,03
739 (3) 6,94 (B3)

143 (B2) 0,29 (12 247 (2

9Lys 820 3,92 (P2) 02 0 (2) ; ;
1,01 (B3) 0,07 (y3) 2,38 (c3)

10Thr 789 427 398 0,93 ; i ; ;

11Phe 813 508 239 - 6,77 7,06 7,03 ;

12Thr 835 429 4,04 0,97 - - - -
3,78

13Ser 835 445 - i - - i
3,72
2,99 (B2)

14Cys 79 420 ; ; - - ;
2,95 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y
NOESY. *Nétese que los He de la Msa estan colocados en la columna de HS para mayor

comodidad visual.

Pagina | 180
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST
(10). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance I1I 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 76

Media distancia (1<dist<4): 26
Larga distancia (dist>4) : 48

Total: 150

Restriccion de angulos diedros: 14

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -381,1 + 23,28 Enlaces (A) 3,274 x10-3 + 2,460 x10-4
Van der Waals: -52,92 + 4,774 Angulos (°): 1,045 £ 0,02122
Electrostatica: -477,0 £ 27,17 Impropios (°): 1,269 £ 0,3037
Enlaces: 2,522 + 00,3812 Diedros (°): 40,95 £ 0,6174

Angulos: 69,42 + 2,856 NOEs: 3,196 x103 + 3,221 x10+4

Estudio de pardmetros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-3'Pya6_L-
Msa7_D-Trp8]-SST (10). *Desviacién media de las 20 estructuras de menor energia respecto a

la estructura de menor energia.
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Capitulo IX. Parte experimental.

[L-3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST (11): El analogo de SST14 11 fue sintetizado
siguiendo el protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-Cl-Trt (1,60
mmol/g), usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-
OH como N-terminal. Se obtuvieron 34,8 mg de péptido puro. LC-MS: tr = 5,62
[gradiente 5-100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm]. HRMS:
calculado para C7sH100N19019S2: 1679,7589; encontrado 1679,7572.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1 Ala - 3,91 1,31 - - - - -
2Gly 849 398 - - - - - -
2,92 (B2)
3Cys 831 441 - - - - -
2,77 (B3)
1,15 (y2)
4 Lys 8,41 4,27 1,45 1,31 2,66 7,29 -
1,07 (y3)
2,47 (B2) 7,36 (621)
5 Asn 8,19 4,49 - - - -
2,37 (B3) 6,75 (622)
2,73 (B2)
6 Phe 7,98 4,57 - 6,80 6,98 6,97 -
2,61 (B3)
7 Msa 8,18 4,36 2,81 - 2,04* 6,70 - 1,97
10,00 (1) 7,26 (22)
8§DTrp 8,10 4,25 2,79 - 6,84 7,01
7,35 (3) 6,94 (3)
1,36 (B2) 0,33 (y2 2,48 (e2
9Lys 808 426 (P2) 0210 ) s ]
1,01 (B3) 0,13 (y3) 2,42 (¢3)
10 Thr 7,91 4,07 3,91 0,92 - - - -
2,84 (B2
11 3'Pya 843 4,79 (P2) - 814 (52) 7,48 8,27 -
2,73 (B3) 7,80 (81)
12Thr 8,16 4,22 3,98 0,93 - - - -
13 Ser 8,20 4,32 3,68 - - - - -
3,00 (B2)
14Cys 803 4,26 - - - - -
2,85 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y
NOESY. *Nétese que los He de la Msa estan colocados en la columna de HO para mayor

comodidad visual.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST
(11). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance I1I 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 66

Media distancia (1<dist<4): 28
Larga distancia (dist>4): 31

Total: 125

Restriccion de angulos diedros: 22

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -304,3 + 9,966 Enlaces (A): 4,241 x103 + 3,137 x10+
Van der Waals: -39,40 + 5,333 Angulos (°): 1,086 £ 0,01706
Electrostatica: -429,9 + 11,23 Impropios (°): 1,504 £ 0,2625
Enlaces: 4,267 + 0,6287 Diedros (°): 41,04 £ 0,3194

Angulosz 75,40 + 2,382 NOEs: 4,787 x10-® + 6,633 x10-+4

Estudio de parametros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-3'Pyall_L-
Msa7_D-Trp8]-SST (11). *Desviacién media de las 20 estructuras de menor energia respecto a

la estructura de menor energia.
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Capitulo IX. Parte experimental.

Familia de L-4'Pya.

[L-4'Pya6_D-Trp8]-SST (12): El andlogo de SST14 12 fue sintetizado siguiendo el

protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-Cl-Trt (1,60 mmol/g),

usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-OH como N-

terminal. Se obtuvieron 212,8 mg de péptido puro. LC-MS: tr = 6,21 [gradiente 5-
100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm]. HRMS: calculado para
C75H103N19019S2: 1637,7119; encontrado 1637,7110.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Ala - 380 1,29 - - i i -
2Gly 850 3,74 i - - i - -
2,90 (B2)

3Cys 828 437 ; i ] ] i
2,70 (3)
1,36 (B2) 1,07 (y2

dlys 844 429 (P2) 02y 2,52 ; ;
1,28 (B3) 0,95 (y3)

7,32 (521)
5Asn 829 456 239 - ; ;
6,74 (522)

2,73 (B2)

64Pya 832 456 ; 6,86 8,05 - i
2,63 (3)

7Phe 816 440 273 - 6,97 711 7,06 ;
2,82 (B2 10,01 (1) 7,24 (@2

8DTrp 835 422 (P2) 6,89 (€1) 2 6 09
2,79 (B3) 735(3) 691 (B3)
132 (B2) 0,27 (y2 2,45 (2

9Lys 809 3,85 (P2) V2 g (£2) - -
0,98 (B3) 0,12 (y3) 2,38 (c3)

10The 773 415 3,90 0,88 - i - -
2,60 (B2)

11Phe 821 473 - 6,82 7,02 6,97 i
2,55 (3)

12The 817 422 396 0,91 - i - -

13Ser 818 433 3,68 - ; i ; ;
2,97 (B2)

14Cys 7,96 420 ; i - - i
2,88 (3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y

NOESY.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-4'Pya6_D-Trp8]-SST (12).

Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 79

Media distancia (1<dist<4): 19
Larga distancia (dist>4): 38
Total: 136

Restriccion de dngulos diedros: 22

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol):

Energia total: -401,8 + 10,26
Van der Waals: -47,52 + 3,325
Electrostatica: -460,1 + 11,55
Enlaces: 3,733 + 0,6217
Angulos: 18,96 + 1,691

RMSD*:

Enlaces (A) 4,061 x10-3 + 3,272 x10-4
Angulos (°): 0,5581 + 0,02463
Impropios (°): 1,652 + 0,1985
Diedros (°): 40,89 + 0,2725

NOEs: 4,152 x10-% + 5,571 x10+4

Estudio de parametros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-4'Pya6_D-

Trp8]-SST (12). *Desviacion media de las 20 estructuras de menor energia respecto a la

estructura de menor energia.
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Capitulo IX. Parte experimental.

[L-4'Pya7_D-Trp8]-SST (13): El andlogo de SST14 13 fue sintetizado siguiendo el

protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-Cl-Trt (1,60 mmol/g),

usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-OH como N-

terminal. Se obtuvieron 42,4 mg de péptido puro. LC-MS: tr = 5,88 [gradiente 5-
100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm]. HRMS: calculado para
C75H103N19019S2: 1637,7119; encontrado 1637,7098.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Ala - 395 135 ; ; ; ; ;
2Gly 853 381 ; - ; ; ; ;
2,96 (B2)

3 Cys 8,30 4,43 - - - - -
2,75 (B3)
141 (B2) 1,11 (y2

dLys 844 434 (P2) V2 % 2,56 ; -
1,32 (B3) 0,99 (y3)

7,36 (521)
5Asn 833 462 246 - - - -
6,75 (622)

2,80 (B2)

6Phe 824 450 ; 6,82 7,02 6,97 ;
2,65 (B3)
2,88 (B2)

74Pya 822 449 - 7,10 8,21 - -
2,80 (B3)
2,97 (B2 10,05 (1) 7,32 (2

8DTrp 847 435 (F2) 6,98 (€1) © 06
2,90 (B3) 743 (£3) 6,99 (C3)
141 (B2) 0,38 (12 2,52 (2

9Lys 817 3,95 (P2) V2 s (£2) ; ;
1,07 (B3) 0,23 (y3) 2,45 (£3)

10Thr 774 421 393 0,91 ; . ; .
2,61 (P2)

11Phe 816 477 ; 6,85 7,10 7,05 ;
2,54 (3)

12Thr 821 428 4,02 0,98 ; . ; .

13Ser 823 440 3,74 - - - - -
3,03 (P2)

14Cys 798 427 - - - - -
2,96 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y

NOESY.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-4'Pya7_D-Trp8]-SST (13).

Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 54

Media distancia (1<dist<4): 20

Larga distancia (dist>4): 14

Total: 88

Restriccion de dngulos diedros: 22
Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -269,8 + 24,13 Enlaces (A): 7,107 x10-3 £ 9,740 x10+4
Van der Waals: -16,97 + 10,34 Angulos (©):0,9777 £ 0,08433
Electrostatica: -453,6 + 31,50 Impropios (°): 2,764 + 0,2818
Enlaces: 11,57 + 3,301 Diedros (°): 44,51 £ 0,3006

Angulosz 58,50 +£ 10,63 NOEs: 1,208 x10-2+ 1,716 x10-3

Estudio de parametros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-4'Pya7_D-
Trp8]-SST (13). *Desviacion media de las 20 estructuras de menor energia respecto a la

estructura de menor energfa.
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Capitulo IX. Parte experimental.

[L-4'Pyall_D-Trp8]-SST (14): El andlogo de SST14 14 fue sintetizado siguiendo

el protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-Cl-Trt (1,30 mmol/g),

usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-OH como N-

terminal. Se obtuvieron 133,8 mg de péptido puro. LC-MS: tr = 6,01 [gradiente 5-
100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm]. HRMS: calculado para
C75H103N19019S2: 1637,7119; encontrado 1637,7095.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Ala - 384 1,24 - - - - -
2Gly 843 371 ; - ; ; ; ;

2,80 (B2)
3 Cys 8,27 4,34 - - - - -
2,74 (B3)
1,10 (y2
4lys 835 408 142 2 133 2,64 7,25 ;
1,02 (43)
7,31 (321)
5Asn 810 432 241 - - - -
6,69 (522)
2,69 (B2
6Phe 7,84 445 (F2) 6,74 6,94 6,86 ;
2,54 (3)
7Phe 804 429 2,70 - 6,91 7,06 7,01 ;
sDTrp 821 a1 P 633 ol 7I8E)

’ ’ 2,68 (B3) ’ 7,28 (3) 6,86 (33) ’

1,23 (B2) 0,23 (12 2,39 (2

9Lys 7,79 3,72 (2) 2 0 ) 9 ]
0,92 (83) 0,07 (43) 2,34 (¢3)

10Thr 852 394 387 0,85 ; ; - -
3,09 (B2)

11Phe 852 457 - 743 8,22 - -
2,92 (B3)

12Thr 851 410 3,89 0,84 - ; ; ;

13Ser 815 422 3,58 - ; ; ; ;
2,94 (B2)

4Cys 829 441 ; ; - - ;
2,75 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y

NOESY.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST
(14). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance I1I 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 68

Media distancia (1<dist<4): 24
Larga distancia (dist>4): 14

Total: 108

Restriccion de angulos diedros: 24

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -255,5 + 19,83 Enlaces (A) 8,412 x10-3 + 2,824 x10-4
Van der Waals: 12,05 + 5,500 Angulos (°): 1,043 + 0,03087
Electrostatica: -490,4 £ 22,71 Impropios (°): 2,421 £ 0,1766
Enlaces: 15,94 + 1,078 Diedros (°): 42,61 + 0,3607
Angulos: 66,16 + 3,944 NOEs: 1,225 x10-2 + 4,74 x104

Estudio de pardmetros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-4Pyall_D-
Trp8]-SST (14). *Desviacion media de las 20 estructuras de menor energia respecto a la

estructura de menor energfa.
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[L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (15): El andlogo de SST14 15 fue sintetizado
siguiendo el protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-Cl-Trt (1,60
mmol/g), usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-
OH como N-terminal. Se obtuvieron 16,1 mg de péptido puro. LC-MS: tr = 5,54
[gradiente 5-100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm]. HRMS:

calculado para CzsH100N19019S2: 1679,7589; encontrado 1679,7567.

HN Ha Hp Hy H6 He H{ Hn
1Ala - 389 1,29 - - - - -
2Gly 849 373 ] ; ] i ) )
2,94 (2)

3 Cys 8,27 4,37 - - - - -
2,66 (3)
131 (B2) 1,04 (y2 2,44 (22

4Lys 844 445 (P2) V2 o3 (2) ; -
1,16 (83) 0,91 (y3) 2,40 (c3)
2,43 (B2) 7,36 (521)

5Asn 838 459 ; ; ; ;
2,24 (3) 6,78 (522)
2,83 (B2)

64Pya 837 4,66 - 6,97 8,07 - i
2,66 (3)
2,80 (2)

7Msa 828 445 - 2,02* 6,64 - 1,94
2,77 (3)

10,03 (1) 7,26 (22)
8DTrp 842 431 288 - 6,91 7,01
738 (3) 6,94 (33)

1,40 (B2) 0,26 (y2 2,45 (2

9Lys 818 3,89 (P2) V208 (£2) ; -
1,00 (B3) 0,04 (y3) 2,38 (c3)

10Thr 787 422 3,9 0,91 - ; ; ;

11Phe 815 506 239 - 6,76 7,03 6,99 ;

12The 832 429 4,04 0,96 - i - -
3,76 (B2)

13 Ser 8,34 4,43 - - - - -
3,70 (B3)
2,97 (B2)

14Cys 7,60 419 - - - - -
2,94 (3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y

NOESY. *Noétese que los He de la Msa estan colocados en la columna de H® para mayor

comodidad visual.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST
(15). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance I1I 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 72

Media distancia (1<dist<4): 39
Larga distancia (dist>4): 41

Total: 152

Restriccion de angulos diedros: 20

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -322,6 + 22,82 Enlaces (A) 3,705 x10-3 + 2,496 x10-4
Van der Waals: -47,99 + 3,954 Angulos (®): 1,074 £ 0,01795
Electrostatica: -429,7 + 25,13 Impropios (°): 1,352 £ 0,2045
Enlaces: 3,225 + 0,4392 Diedros (°): 40,90 £ 0,4622

Angulosz 73,3 +2,474 NOEs: 5,159 x10-® + 6,779 x10-+4

Estudio de pardmetros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-4'Pya6_L-
Msa7_D-Trp8]-SST (15). *Desviacién media de las 20 estructuras de menor energia respecto a

la estructura de menor energia.
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Capitulo IX. Parte experimental.

[L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST (16): El analogo de SST14 16 fue sintetizado

siguiendo el protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-Cl-Trt (1,60

mmol/g), usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Ala-

OH como N-terminal. Se obtuvieron 148,3 mg de péptido puro. LC-MS: tr = 6,33
[gradiente 5-100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm]. HRMS:
calculado para C7sH100N19019S2: 1679,7589; encontrado 1679,7576.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Ala - 39 130 - - - - -
2Gly 851 3,75 ] - ] ; ] ]
2,91 (B2)

3 Cys 8,30 4,39 - - - - -
2,72 (B3)
139 (82) 1,11 (y2

4Lys 840 434 (P2) V25 2,57 ; -
1,33 (B3) 0,99 (y3)
2,45 (B2) 7,37 (521)

5Asn 826 455 - - - -
2,33 (B3) 6,76 (522)
2,70 (B2)

6Phe 810 454 ] 6,76 6,95 6,90 i
2,60 (3)

7Msa 816 436 2,90 - 2,00¢ 6,67 ; 1,94

1001 (1) 7,25 (22)
8DTrp 815 425 282 - 6,85 7,00
735(3) 6,92 (C3)

1,35 (B2) 0,20 (12 2,46 (2

9Lys 809 3,97 (P2) 02 4 (2) ; ;
0,99 (B3) 0,13 (y3) 2,39 (¢3)

10Thr 789 411 395 0,90 ; i ; ;
2,67 (B2)

114Pya 834 4,90 - 7,00 8,14 - -
2,58 (B3)

12Thr 824 423 3,99 0,91 ] ; ] ]

13Ser 823 437 3,67 - - i ; -
2,98 (B2)

14Cys 798 422 ; ; - - ;
2,86 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y

NOESY. *Nétese que los He de la Msa estan colocados en la columna de HS para mayor

comodidad visual.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST
(16). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance I1I 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 83

Media distancia (1<dist<4): 55
Larga distancia (dist>4): 48

Total: 186

Restriccion de angulos diedros: 14

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -380,2 + 21,79 Enlaces (A) 3,353 x10-3 + 1,815 x10-4
Van der Waals: -51,96 + 2,883 Angulos (©): 1,029 £ 0,01605
Electrostatica: -471,4 £ 25,39 Impropios (°): 1,074 £ 0,1836
Enlaces: 2,638 + 0,285 Diedros (°): 40,54 + 0,3894

Angulos: 6722+2,114 NOEs: 1,996 x10-3 + 5,072 x10-4

Estudio de pardmetros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-4'Pyall_L-
Msa7_D-Trp8]-SST (16). *Desviacién media de las 20 estructuras de menor energia respecto a

la estructura de menor energia.
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Capitulo IX. Parte experimental.

Analogos polisustituidos de la familia de las piridilalaninas.

[L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp11]-SST (17): El andlogo de SST14 17 fue
sintetizado siguiendo el protocolo general de sintesis usando 0,50 g de resina 2-
Cl-Trt (1,60 mmol/g), usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminodcido C-terminal y
Boc-Ala-OH como N-terminal. Se obtuvieron 8,7 mg de péptido puro. LC-MS: tr
= 5,80 [gradiente 5-100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm]. HRMS:
calculado para Cs1H115N19019S2: 1721,8058; encontrado 1721,8028.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Ala - 392 131 - - i ; ]
2Gly 849 3,76 i - - i ] ]
2,95 (B2)

3Cys 827 437 - i - - i
2,67 (33)
133 (B2) 1,09 (12

4Lys 848 453 (P2) V215 2,41 - -
1,20 (B3) 0,89 (y3)
2,40 (B2) 7,39 (521)

5 Asn 8,49 4,66 - - -
2,25 (3) 6,79 (522)
2,65 (B2) 7,85 (52)

63Pya 837 463 ; 6,89 8,01 ;
2,44 (B3) 7,00 (51)
2,82 (B2)

7Msa 817 437 - 2,03* 6,67 - 1,9
2,75 (33)
2,89 (B2 10,04 (1) 7,29 (2

8DTrp 842 428 P2 6,93 (€1) 6
2,83 (3) 740 (3) 6,95 (33)
144 (B2) 0,23 (12 2,45 (2

9Lys 823 3,94 (P2) V2o (2) - ;
1,00 (B3) -0,01 (y3) 2,34 (c3)

10Thr 785 435 397 0,93 ; i ; -
2,33 (B2)

I Tmp 825 4,09 - 6,43 1,91* - 1,69
2,29 (3)

12Thr 847 436 407 0,99 ; i - -
3,79 (B2)

13Ser 845 4,47 - i - - ;
3,74 (3)
3,00 (B2)

14Cys 790 418 - - - - i
2,94 (3)

Desplazamientos quimicos en ppm

para los protones detectados en espectros TOCSY y

NOESY. *Noétese que los He de la Msa estan colocados en la columna de HO y los de Tmp en

la columna de He para mayor comodidad visual.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-
Tmp11]-SST (17). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 90

Media distancia (1<dist<4): 66
Larga distancia (dist>4): 47

Total: 203

Restriccion de angulos diedros: 22

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -265,9 + 10,34 Enlaces (A) 3,725 x10-3 + 3,118 x10-4
Van der Waals: -43,67 + 4,653 Angulos (©): 1,376 £ 0,009047
Electrostatica: -426,0 £ 10,97 Impropios (°): 1,192 £ 0,2945
Enlaces: 3,422 + 0,5842 Diedros (°): 40,40 + 0,3307

Angulosz 126,2 + 1,663 NOEs: 3,487 x10-® + 3,736 x10+4

Estudio de pardmetros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-3'Pya6_L-
Msa7_D-Trp8_L-Tmp11]-SST (17). *Desviaciéon media de las 20 estructuras de menor energia

respecto a la estructura de menor energia.
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[L-3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp6]-SST (18): El andlogo de SST14 18 fue

sintetizado siguiendo el protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-

Cl-Trt (1,60 mmol/g), usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminodcido C-terminal y

Boc-Ala-OH como N-terminal. Se obtuvieron 28,1 mg de péptido puro. LC-MS:
tr = 5,80 [gradiente 5-100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm].
HRMS: calculado para CsiH115N1901952: 1721,8058; encontrado 1721,8023.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Al - 392 131 - - - - -
2Gly 849 3,78 ; - ; ; ; ;
2,94 (B2)

3 Cys 8,29 4,38 - - - - -
2,74 (B3)
1,38 (B2) 1,12 (y2

dLys 838 447 (P2) V25 2,60 ; -
1,29 (83) 1,02 (y3)
2,39 (B2) 7,37 (521)

5Asn 834 461 - - - -
2,27 (B3) 6,77 (622)
2,64 (B2)

6Tmp 816 4,62 - 6,50 1,86% - 1,66
2,53 (B3)

7Msa 836 445 281 - 2,04* 6,66 ; 1,94

10,03 (1) 7,28 (22)
8DTrp 840 434 2,90 - , 7,03
740 (£3) 6,94 (C3)

141 (B2) 0,30 (12 2,46 (2

9Lys 816 433 (P2) 02 o7 (2) ] -
1,00 (3) 0,04 (y3) 2,38 (¢3)

10Thr 7,94 424 400 0,94 ; ; ; ;

7,72 (52)
113Pya 832 49 235 - 7,04 8,10 -
7,07 (51)

12Thr 833 425 398 0,93 ; ; ; ;
3,73 (B2)

13Ser 824 440 - - - - -
3,70 (B3)
3,01 (B2)

14Cys 795 418 - - - - -
2,90 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y

NOESY. *Noétese que los He de la Msa estan colocados en la columna de H5 y los de Tmp en

la columna de He para mayor comodidad visual.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_L-
Tmp6]-SST (18). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance I1I 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 73

Media distancia (1<dist<4): 55
Larga distancia (dist>4) : 41

Total: 169

Restriccion de dngulos diedros: 22

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol):

Energia total: -379,0 + 14,05
Van der Waals: -58,13 + 5,096
Electrostatica: -516,9 + 12,16
Enlaces: 2,513 + 0,2394
Angulos: 121,1 + 1,251

RMSD*:

Enlaces (A): 3,212 x10-+1,552 x10+
Angulos (®): 1,352 £ 0,006965
Impropios (°): 1,102 £ 0,203
Diedros (°): 39,78 + 0,3104

NOE:s: 6,031 x10+4 + 2,405 x10+4

o

Estudio de parametros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-3'Pyall_L-

Msa7_D-Trp8_L-Tmp6]-SST (18). *Desviaciéon media de las 20 estructuras de menor energia

respecto a la estructura de menor energia.

Pagina | 197



Capitulo IX. Parte experimental.

[L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp11]-SST (19): El andlogo de SST14 19 fue
sintetizado siguiendo el protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-
Cl-Trt (1,60 mmol/g), usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminodcido C-terminal y
Boc-Ala-OH como N-terminal. Se obtuvieron 12,7 mg de péptido puro. LC-MS:
tr = 6,00 [gradiente 5-100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm].
HRMS: calculado para CsiH115N19019S2: 1721,8058; encontrado 1721,8053.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Ala - 39 128 - ; i ; ;
2Gly 845 3,73 ; - ; ; ; ;
2,94 (B2)

3 Cys 8,25 4,36 - - - - -
2,64 (B3)
134 (B2) 1,11 (y2

4Lys 850 466 (P2) V2 g 2,40 ; -
1,25 (B3) 0,93 (y3)
2,40 (B2) 7,88 (521)

5Asn 849 466 ; ; ; ;
2,22 (B3) 6,79 (522)
2,67 (B2)

64Pya 836 469 ; 6,66 7,93 - ;
2,45 (B3)
2,82 (B2)

7Msa 822 438 ; 2,01* 6,62 - 1,90
2,70 (3)

10,04 (1) 7,26 (22)
8DTrp 845 426 285 - 6,91 7,00
738 (3) 6,92 (B3)

142 (B2) 0,20 (y2 2,43 (2

9Lys 818 3,94 (P2) V206 (£2) ; -
0,96 (83) -0,03 (y3) 2,33 (c3)

10Thr 782 430 395 0,92 ; i ; .
2,37 (B2)

11 Tmp 803 513 ; 6,46 1,86% - 1,63
2,30 (B3)

12Thr 847 438 406 0,98 ; ; ; ;
3,79 (B2)

13Ser 847 446 ; ; - - ;
3,73 (B3)
2,99 (B2)

14Cys 788 416 ; ; - - ;
2,93 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y
NOESY. Nétese que los Hep de la Msa estan colocados en la columna de HO y los de Tmp en

la columna de He para mayor comodidad visual.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-
Tmp11]-SST (19). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 110

Media distancia (1<dist<4): 80
Larga distancia (dist>4) : 59

Total: 249

Restriccion de angulos diedros: 20

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -337,3 + 16,70 Enlaces (A): 4,184 x10-3 + 3,360 x10-4
Van der Waals: -37,95 + 5,605 Angulos (°): 1,400 £ 0,02186
Electrostatica: -523,9 £ 17,85 Impropios (°): 1,738 £ 0,2731
Enlaces: 4,28 + 0,6844 Diedros (°): 41,18 + 0,5627

Angulosz 129,8 + 4,096 NOEs: 3,576 x10-? + 4,687 x10-+4

Estudio de pardmetros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-4'Pya6_L-
Msa7_D-Trp8_L-Tmp11]-SST (19). *Desviacion media de las 20 estructuras de menor energia

respecto a la estructura de menor energia.
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[L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp6]-SST (20): El andlogo de SST14 20 fue
sintetizado siguiendo el protocolo general de sintesis usando 1,00 g de resina 2-
Cl-Trt (1,60 mmol/g), usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminodcido C-terminal y
Boc-Ala-OH como N-terminal. Se obtuvieron 37,3 mg de péptido puro. LC-MS:
tr = 7,20 [gradiente 5-100%B en 8 minutos, flujo: 0,3 ml/min, A=210-400 nm].
HRMS: calculado para CsiH115N19019S2: 1721,8058; encontrado 1721,8047.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1Al - 391 130 - - - - -
2Gly 852 3,75 - - - - - -
2,88 (B2)

3 Cys 8,29 4,36 - - - - -
2,74 (B3)
137 (82) 1,11 (y2

4Lys 838 435 (P2) V29 2,61 ; -
1,33 (3) 1,01 (y3)
2,40 (B2) 7,36 (621)

5 Asn 8,21 4,55 - - - -
2,25 (B3) 6,76 (522)
2,62 (B2)

6Tmp 809 462 ] 6,50 1,85* - 1,65
2,51 (B3)

7Msa 832 442 280 - 2,02* 6,65 - 1,94

10,01 (1) 7,25 (Q2)
8DTrp 830 430 285 - 6,86 7,00
7,36 (3) 6,92 (33)

1,36 (2) 0,28 (12 2,43 (2

9Lys 810 3,87 (P2) 02 06 (2) ; ;
0,96 (83) 0,06 (y3) 2,38 (3)

10Thr 7,99 414 402 0,92 - - - -
2,54 (B2)

114Pya 840 4,89 - 6,75 8,05 - ;
2,48 (B3)

12Thr 825 420 3,94 0,90 - - - -

13Ser 817 433 364 - - - - -
3,00 (B2)

14Cys 798 419 ; ; - - ;
2,85 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y
NOESY. Nétese que los Hep de la Msa estan colocados en la columna de Ho y los de Tmp en

la columna de He para mayor comodidad visual.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_L-
Tmp6]-SST (20). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III1 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 84

Media distancia (1<dist<4): 50
Larga distancia (dist>4): 44

Total: 178

Restriccion de angulos diedros: 22

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -179,0 + 10,94 Enlaces (A) 4,635 x10-3 + 3,243 x10-4
Van der Waals: -24,86 + 5,751 Angulos (°): 1,487 +0,01982
Electrostatica: -414,6 + 18,26 Impropios (°): 2,601 £ 0,1833
Enlaces: 5,288 + 0,744 Diedros (°): 41,43 + 0,2174

Angulos: 147,6 + 3,936 NOEs: 3,856 x10- £ 8,897 x10+4

Estudio de pardmetros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-4'Pyall_L-
Msa7_D-Trp8_L-Tmp6]-SST (20). *Desviaciéon media de las 20 estructuras de menor energia

respecto a la estructura de menor energia.
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9.2.6. Andlogos de cortistatina (CST14).

rCST14 (21): La cortistatina murina 21 fue sintetizada siguiendo el protocolo

general de sintesis usando 0,25 g de resina 2-CI-Trt (1,60 mmol/g), usando Fmoc-

Lys(boc)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-P 0-OH como N-terminal. Se

obtuvieron 12,8 mg de crudo. ESI-MS: calculada para 1777,1 g/mol, encontrada
(m/z): [M+2H]*/2=889,3, [M+3H]*/3=593,1.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn

2,18 (B2)

1 Pro 7,95 4,15 1,76 3,14 - - -
1,77 (B3)
2,90 (B2)

2 Cys 8,67 443 - - - - -
2,77 (B3)

1,12 (y2)
3Lys 8,56 4,04 1,45 1,39 2,68 - -
1,06 (y3)
7,29 (621)
4 Asn 8,11 4,38 2,34 - - -
6,66 (622)

2,53 (B2

5 Phe 8,03 4,14 (P2) - 6,80 7,03 6,96 -
2,47 (B3)
2,76 (B2)

6 Phe 7,95 4,28 - 6,89 7,05 - -
2,69 (B3)

10,01 (e1) 7,17 (Q2)
7 Trp 7,56 4,34 2,99 - 6,90 6,96
7,23 (e3) 6,88 (¢3)

1,44 (B2)

8 Lys 7,74 3,80 0,80 1,28 2,60 - -
1,34 (B3)

9 Thr 7,53 4,00 3,94 0,82 - - - -
2,89 (B2)

10 Phe 7,99 4,36 - 6,95 7,05 - -
2,75 (B3)

11 Ser 8,03 4,23 3,53 - - - - -
3,63 (B2)

12 Ser 8,02 4,26 - - - - -
3,60 (B3)
2,94 (B2)

13Cys 8,23 4,47 - - - - -
2,74 (B3)
1,55 (B2)

14Lys 7,94 3,94 1,10 1,36 2,66 - -
1,44 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y

NOESY.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para rCST14 (21). Adquirido en un

espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.
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[L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (22): El analogo de rCST14 22 fue sintetizado
siguiendo el protocolo general de sintesis usando 0,25 g de resina 2-Cl-Trt (1,60
mmol/g), usando Fmoc-Lys(boc)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Pro-

OH como N-terminal. Se obtuvieron 0,56 mg de crudo. ESI-MS: calculada para
1777,1 g/mol, encontrada (m/z): [M+2H]*/2=889,3, [M+3H]*/3=593,1.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
221(82) 181 (y2) 3,17 (52
1Pro i 416 B2) (v2) (62) i i i
219(B3) 177 (y3) 3,14 (83)
2,88 (B2)
2Cys 871 445 - i - - i
2,76 (B3)
107 (y2) 123 (62)
3Lys 844 435 1536 2,49 ; -
0,97 (v3) 1,13 (63)
2,44 (B2) 7,33 (521)
4Asn 830 456 ; ; ; ;
2,35 (3) 6,75 (622)
2,53 (B2)
5Phe 803 414 - 6,70 6,94 6,89 i
247 (B3)
6Msa 814 431 279 - 2,03% 6,68 ; 1,74
2,82 (B2 10,01 (1) 7,25 (@2
7DTrp 812 4,24 (P2) 6,85 (<L) 700
2,75 (B3) 733(3) 691 (B3)
135(B2) 0,29 (y2 245 (e2
8Lys 810 3,90 (P2) V2) ) g (2) ] ;
0,99 (B3) 0,10 (y3) 2,37 (c3)
9Thr 779 416 3,94 0,89 - i - -
2,57 (B2)
10Phe 811 482 - 6,83 7,04 6,99 i
2,51 (3)
1 The 822 422 398 0,93 - i - -
12Ser 822 430 3,67 - - i - -
3,66 (B2)
13Cys 826 438 - i - - i
2,79 (B3)
1,56 (B2)
4Lys 791 391 1,13 1,41 2,72 - i
1,45 (3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y
NOESY. *Notese que los He de la Msa estan colocados en la columna de H para mayor

comodidad visual.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14
(22). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 92

Media distancia (1<dist<4): 52

Larga distancia (dist>4): 56

Total: 200

Restriccion de dngulos diedros: 24
Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: 26,09 + 20,49 Enlaces (A): 1,000 x10-2 + 4,043 x10+
Van der Waals: 106,8 + 8,184 Angulos (°): 1,806 + 0,04618
Electrostatica: -495,3 + 30,44 Impropios (°): 2,617 + 0,2759
Enlaces: 25,56 + 2,125 Diedros (°): 43,14 £ 0,1599

Angulos: 229,0+£ 12,07 NOEs: 1,196 x10-2 + 4,760 x10-4

Estudio de parametros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-Msa6_D-
Trp7_L-Thr11]-CST14 (22). *Desviaciéon media de las 20 estructuras de menor energia

respecto a la estructura de menor energia.
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Octanoil-[L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (23): El andlogo de rCST14 23 fue
sintetizado siguiendo el protocolo general de sintesis usando 0,25 g de resina 2-
Cl-Trt (1,60 mmol/g), usando Fmoc-Lys(boc)-OH como aminoécido C-terminal
y Fmoc-Pro-OH como N-terminal. Se introdujo el acido octanoico con 5 eq. de
acido, 5 eq. de HOBt y 5 eq. de DIPCDI, obteniéndose 0,50 g de crudo. ESI-MS:
calculada para 1903,35 g/mol, encontrada (m/z): [M+2H]*/2=9524,
[M+3H]*/2= 635,2.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
201 (F2) 1,67 (y2) 342 (52
1Pro i 412 B2) (v2) (62) i i i
172 (B3) 1,65(y3) 3,38 (63)
2,92 (B2)
2 Cys 8,13 4,38 - - - - -
2,73 (B3)
1,39 (B2) 1,34 (12
3Lys 828 434 (P2) V297 2,49 ; -
1,07 (B3) 1,20 (v3)
7,33 (521)
4Asn 829 456 239 - ; ; ;
6,76 (522)
2,71 (B2)
5Phe 813 449 ; 6,70 6,93 6,89 ;
2,59 (B3)
6Msa 811 432 280 - 2,03+ 6,68 ; 1,95
2,81 (B2 10,01 (1) 7,25 (2
7DTrp 808 4,25 (F2) 6,84 (€1) €00
2,75 (B3) 733 (c3) 6,92 (33)
1,34 (B2) 0,31 (12 2,46 (2
8Lys 808 3,90 (P2) V2 g (£2) - -
1,00 (3) 0,12 (y3) 2,38 (¢3)
9The 778 414 3,94 0,87 ; ; ; ;
2,56 (B2)
10Phe 803 4,80 ; 6,83 7,04 7,00 ;
2,49 (B3)
11 Thr 819 420 398 0,93 ; ; ; ;
12Ser 818 431 3,68 ; ; ; ; ;
3,08 (P2)
13Cys 815 4,29 - ; - - ;
2,74 (B3)
1,56 (B2)
4Lys 78 391 1,13 141 2,73 - ;
1,45 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y
NOESY. *Nétese que los He de la Msa estan colocados en la columna de HO para mayor

comodidad visual.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para octanoil-[L-Msa6_D-Trp7_L-
Thr11]-CST14 (23). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 65

Media distancia (1<dist<4): 21
Larga distancia (dist>4): 21
Total: 107

Restriccion de angulos diedros: 0

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -273,3 + 18,53 Enlaces (A) 3,955 x10-3 + 2,771 x10-4
Van der Waals: -22,48 + 10,92 Angulos (°): 1,216 £ 0,03701
Electrostatica: -452,4 + 33,94 Impropios (°): 1,43 £ 0,344

Enlaces: 4,008 + 0,5717 Diedros (°): 42,03 £ 1,021

Angulosz 103,9 £ 6,411 NOEs: 6,337 x10-® + 1,179 x10-3

Estudio de parametros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para octanoil-[L-
Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (23). *Desviacién media de las 20 estructuras de menor

energia respecto a la estructura de menor energia.
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[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (24): El analogo de rCST14 24 fue sintetizado
siguiendo el protocolo general de sintesis usando 0,25 g de resina 2-Cl-Trt (1,60
mmol/g), usando Fmoc-Lys(boc)-OH como aminoacido C-terminal y Boc-Pro-

OH como N-terminal. Se obtuvieron 0,53 mg de crudo. ESI-MS: calculada para
1777,15 g/mol, encontrada (m/z): [M+2H]*/2=889,3 [M+3H]*/2=593,1.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
181 (y2) 3,17 (62
1Pro 774 416 221 (v2) (62) ; ; ;
1,78 (y3) 3,14 (83)
2,92 (B2)
2Cys 800 441 ; ; - - ;
2,75 (B3)
1,16 (y2)
3Lys 842 430 145 1,35 2,64 - -
1,05 (y3)
7,33 (521)
4Asn 827 451 227 © emen - -
2,77 (B2
5Msa 782 4,56 (P2) 1,93+ 6,65 - 1,84
2,68 (B3)
2,79 (B2
6Phe 816 446 (F2) 7,03 7,12 7,07 -
2,74 (B3)
10,00 (1) 7,24 (2)
7DTrp 842 429 2,84 - 685 e sy
7 8 7
137 (2) 0,25 (y2 2,43 (2
8Lys 811 387 (P2) V2 06 (£2) - -
0,97 (83) 0,06 (y3) 2,34 (£3)
9The 7,97 405 403 0,90 ; ; ; ;
10Phe 846 476 2,64 - 6,60 6,91 6,97 ;
11 Thr 808 406 3,76 0,85 ; ; ; ;
12Ser 811 408 3,62 - - ; ; ;
3,02 (B2)
13Cys 822 436 - ; - - -
2,74 (B3)
1,55 (B2)
dLys 78 391 1,12 1,40 2,71 - ;
1,44 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y
NOESY. Notese que los Hep de la Msa estdn colocados en la columna de H6 para mayor

comodidad visual.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14
(24). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: O

Secuenciales: 78

Media distancia (1<dist<4): 37
Larga distancia (dist>4): 50

Total: 165

Restriccion de angulos diedros: 20

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: -77,74 + 18,24 Enlaces (A) 6,250 x103 + 2,751 x10+4
Van der Waals: 1,073 + 7,874 Angulos (°): 1,347 + 0,03784
Electrostatica: -404,2 £ 17,43 Impropios (°): 4,179 £ 0,2102
Enlaces: 10,06 + 0,8831 Diedros (°): 43,4 + 0,5269

Angulos: 128,3 + 7,282 NOEs: 7,625 x10-3 + 5,385 x10-4

Estudio de parametros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para [L-Msa5_D-
Trp7_L-Thr11]-CST14 (24). *Desviacién media de las 20 estructuras de menor energia

respecto a la estructura de menor energia.
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Octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (25): El andlogo de rCST14 25 fue
sintetizado siguiendo el protocolo general de sintesis usando 0,25 g de resina 2-
Cl-Trt (1,60 mmol/g), usando Fmoc-Lys(boc)-OH como aminoacido C-terminal
y Fmoc-Pro-OH como N-terminal. Se introdujo el acido octanoico con 5 eq. de
acido, 5 eq. de HOBt y 5 eq. de DIPCDI, obteniéndose 0,55 g de crudo. ESI-MS:
calculada para 1903,35 g/mol, encontrada (m/z): [M+2H]*/2=9524,
[M+3H]*/2= 635,2

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
2,13 (B2)
1Pro - 412 1,66 3,38 - - ;
1,72 (B3)
2,88 (B2)
2Cys 815 437 ; ; ; ; ;
2,78 (B3)
1,14 (y2)
3Lys 823 426 144 1,30 2,61 7,31 -
1,04 (y3)
7,28 (521)
4Asn 823 456 231 - ; - -
6,73 (622)
5Msa 788 455 2,72 - 1,90% 6,61 ; 1,82
6Phe 816 446 275 - 7,01 7,10 7,06 ;
9,97 (1) 7,23 (22)
7DTrp 835 427 283 ; 6,86 6,98
7,35 (3) 6,91 (C3)
1,35 (B2) 0,28 (12 2,45 (2
8Lys 808 3,87 (P2) V2 o7 ) ;
0,94 (3) 0,10 (y3) 2,35 (¢3)
9Thr 792 406 4,00 0,89 ; ; ; ;
10Phe 836 429 262 ; 6,63 6,93 6,67 ;
1 Thr 805 406 3,80 0,85 ; - - -
12Ser 807 411 3,63 - ; ; ; ;
3,01 (B2)
13Cys 816 433 ; ; - - ;
2,72 (B3)
141 (y2)
dLys 815 403 149 1,63 2,72 - -
1,16 (y3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y
NOESY. *Noétese que los He de la Msa estan colocados en la columna de H® para mayor

comodidad visual.
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Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-
Thr11]-CST14 (25). Adquirido en un espectrémetro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.

Restricciones de distancia:

Intrarresidual: 0

Secuenciales: 93

Media distancia (1<dist<4): 31
Larga distancia (dist>4): 49

Total: 173

Restriccion de angulos diedros: 24

Estadisticas de las veinte mejores estructuras

Energias (kcal/mol): RMSD*:

Energia total: 12,64 + 24,44 Enlaces (A) 8,722 x10-3 + 4,603 x10-4
Van der Waals: 73,87 £ 12,69 Angulos (°): 1,543 + 0,04689
Electrostatica : -424,0 + 28,05 Impropios (°): 3,284 £ 0,2722
Enlaces: 19,45 + 2,025 Diedros (°): 40,96 + 0,2467
Angulos: 167,3 10,22 NOEs: 1,123 x102 + 7,214 x10+4

Estudio de parametros de las 20 estructuras con menor energia calculadas para octanoil-[L-
Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (25). *Desviacién media de las 20 estructuras de menor

energia respecto a la estructura de menor energia.
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Capitulo IX. Parte experimental.

Octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST13 (26): El andlogo de rCST14 26 fue
sintetizado siguiendo el protocolo general de sintesis usando 0,25 g de resina 2-
Cl-Trt (1,60 mmol/g), usando Fmoc-Cys(trt)-OH como aminodcido C-terminal y
Fmoc-Pro-OH como N-terminal. Se introdujo el acido octanoico con 5 eq. de
acido, 5 eq. de HOBt y 5 eq. de DIPCDI, obteniéndose 0,53 g de crudo. ESI-MS:
calculada para 177518 g/mol, encontrada (m/z): [M+2H]*/2=888,6,
[M+3H]*/3=592,7.

HN Ha Hp Hy Hb He HC Hn
1,73 (y2)
1 Pro - 4,11 2,01 3,40 - - -
1,66 (y3)

2 Cys 8,40 4,29 2,85 - - - - -

1,15 (y2) 1,29 (52)

3Lys 825 430 1,43 2,58 - -
1,02 (y3) 1,22 (83)
7,27 (521)
4Asn 824 455 2,30 - - - -
6,73 (522)
2,79 (B2) .
5Msa 818 447 - 1,91 6,62 - 1,80
2,69 (B3)
2,79 (B2)
6Phe 818 447 - 7,03 7,11 7,07 -
2,73 (B3)
9,99 (1) 7,24 (Q2)
7DTrp 7,86 416 2,84 - 6,88 736(3) 690 @) 6,99
7 8 4
8Lys 785 291 1,25 1,03 1,34 1,98 - -
9Thr 793 4,09 4,00 0,89 - - - -
10Phe 833 4,09 2,55 - 6,59 6,93 6,90 -
11Thr 809 4,08 3,88 0,97 - - - -

12 Ser 8,06 4,08 3,65 - - - - -

2,91 (B2)
13Cys 812 4,34 - ; ) ) ]
2,73 (B3)

Desplazamientos quimicos en ppm para los protones detectados en espectros TOCSY y
NOESY. *Nétese que los He de la Msa estan colocados en la columna de HS para mayor

comodidad visual.
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Capitulo IX. Parte experimental.

4

IH ppm
A PP

—0,0
— 1,0
— 2,0
— 3,0
— 4,0
5,0
— 6,0
— 7,0
— 8,0
—9,0

— 10,0

T I I I I I i T ] I
100 90 80 70 60 1,0
H ppm

0,0

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-

Thr11]-CST13 (26). La densidad de sefales es extremadamente baja. Adquirido en un

espectrometro Bruker Avance III 600 MHz a 285 K.
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Anexo . Observaciones finales.

En el momento de finalizacién de la presente tesis doctoral, el capitulo III
(correspondiente a los derivados de la familia de la L--3’,5’-difluorofenilalanina)
y el capitulo VII (sobre los andlogos de cortistatina) se encontraban en fases
previas de publicacién, teniendo el primero el titulo provisional de Peptide
Aromatic Interactions Modulated by Fluorinated residues: Synthesis, structure and

biological activity of somatostatin analogs containing (3,5-difluorophenyl)-alanine.
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Anexo II. Lista de péptidos.

Familia de la Dfp

[L-Dfp6_D-Trp8]-SST (1)

[L-Dfp7_D-Trp8]-SST (2)

[L-Dfp11_D-Trp8]-SST (3)

[L-Dfp6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (4)

[L-Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (5)

[L-Dfp6,11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (6)

Familia de la 3'Pya

[L-3'Pya6_D-Trp8]-SST (7)

[L-3'Pya7_D-Trp8]-SST (8)

[L-3'Pyall_D-Trp8]-SST (9)

[L-3'Pya6_L-Msa7_ D-Trp8]-SST (10)

[L-3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST (11)

Familia de la 4'Pya

[L-4'Pya6_D-Trp8]-SST (12)

[L-4'Pya7_D-Trp8]-SST (13)

[L-4'Pyall_D-Trp8]-SST (14)

[L-4'Pya6_L-Msa7_ D-Trp8]-SST (15)

[L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8]-SST (16)

Familia de las piridilalaninas polisustituidas

[L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp11]-SST (17)

[L-3'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_ L-Tmp6]-SST (18)

[L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp11]-SST (19)

[L-4'Pyall_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp6]-SST (20)
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o
1 NH (0]
3ol ’[rr
N N _NH
s/ o
| (C|'|2)4-NH2
S HO
HO o\‘ Ho1of H
T N A 11
/\/\I?Q \[]/12\{)" 10 N}II M
o)
H2N 14N 0 HO

Familia de la cortistatina

rCST14 (21)

[L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (22)

octanoil-[L-Msa6_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (23)

[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (24)

octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (25)

octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST13 (26)
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Anexo III. Ejemplos seleccionados de asignacion "H-1H.

[L-Dfp11_L-Msa7_D-Trp8]-SST (5)

A ‘Hppm

—H5829
T QB1/HB34

L HB24/HB29

b1 HB35

| _He39
|_HB2 5/He2 9/HB3 11
—HB211

B HB36
b-|HB33/HB2 6

& |_HB23/HB2 14
_H§21{1 B

’

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-Dfp11_L-Msa

(5). Ampliacién del cuadrante superior izquierda.

7_D-Trp8]-SST

H ppm
A pp

HB213
; —_%’7
--—Hal2

-1 Ha 1/Ha 9

|_HB10

T THB12

-—Ha3/Ha7/Ha 13
4

— Ha

|- HaS
—Ha6

- —Hall

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-Dfp11_L-Msa

(5). Ampliacién del cuadrante central izquierda.

7_D-Trp8]-SST
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Anexo III. Ejemplos seleccionados de asignacion 'H-1H.

o
....... S
.......... [ - ¥ B
o e o
.......... R A - ARk
,-._,,i.\ll B ittt
.niu.//.maﬂ.d - - - o &

-- - SO0TTE

||||||||||||||||||||||||||

p8]-SST

L-Msa7_D-Tr

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-Dfpl11

(5). Ampliacién del cuadrante inferior izquierda.
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[L-3'Pya7_D-Trp8]-SST (8)

IH ppm

O W SR o AN S -
: [N . W - B— S S — = S - S B M — —
@oa ?@ @ ) §;q 2 8 :nxgog/ﬂpss
?@“ “““““““““ ‘\"@9 “““ B HB3a
T e T
o : 1 ! ! 1 [

—2,0

|_HB25/He39
—HB311
HB211/He2 9

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-3'Pya7_D-Trp8]-SST (8).
Ampliacién del cuadrante superior izquierda.

1
4 epm
35

— HB213
— HB2 13/Ha 2

L HB10
—Hgs
L HB12

— Ha 14/Ha 10
— Ha gz
— Ha

__Ha4d

= e

— Ha5

— Ha 1l

— 5,0

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-3'Pya7_D-Trp8]-SST (8).

Ampliacién del cuadrante central izquierda.
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1H ppm

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-3'Pya7_D-Trp8]-SST (8).

Ampliacién del cuadrante inferior izquierda.
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Anexo III. Ejemplos seleccionados de asignaciéon 'H-1H.

[L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST (15)

H ppm
9  tagere
T e e -~ e 4 S . i3
10 A S G - X
40— HIREP S I
9 R G Y
A - B Q ; b —HB29
' ' ' ' ' ' "
R R I
&P+ — S — b ¢ L qH7
R I e
. ' ' ' H H ' He3 9
v« XON © N YA - | - v Y = HB211
: @ : 9 QQ @ 9 ‘ngﬁ/uszs
é}ﬁ i 1— ------- oo 1 ---------- «x ------ ------- —HB3 3/HB3 6
A S S A o Eg
@0 B e : S : é’ R [ Hb28
------ ! @@ M = .- £/ Ml
o ' : : ! ' —3,0
P | : : L y
| IIIII"II 4‘ I 1 | Il | |
%% %
bk =X AN s %%, %%, &, w68

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST

(15). Ampliacién del cuadrante superior izquierd

a.

A ‘Hppm -

—3,6
|_HB313
—HEZ1s

—Ha 1/Ha9
—HB 10
—HpB 12

| _Ha 14
—Ha 10

Ha 12
—Ha8
I —Ha 13
—Had4/Ha7

—Ha S
—Ha6

—Hall
—5,2

T ILILLT | T IV [ 7 I
8,5 2 % 75 %% % % Py, %65
lHlppm%e)@ ve s % ' eb"‘.‘)'o K - '

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST

(15). Ampliacién del cuadrante medio izquierda.
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7,0

7,5

8,0

8,5

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-4'Pya6_L-Msa7_D-Trp8]-SST

(15). Ampliacién del cuadrante inferior izquierda.
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Anexo III. Ejemplos seleccionados de asignacion "H-1H.

[L-3’Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-Tmp11]-SST (17)

b1y ppm
| _Hy34
—Qy210
—ng3a/ay212
—Hy24/H529
—HB34

| _HB24
| _HB29

—QH11

_ng 5
—HB3 6/He2 9

IITITIIIT
NNNONWWN
H&mm\lﬂua\

LI LI

HB2 14

o
S

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-

Tmp11]-SST (17). Ampliacién del cuadrante superior izquierda.

Ay ppm

—3,7
—Ha3 2/HB3 13
| Hal2/HB2 13

—Ha9
—HB 10

L HB 12

—Ha 14

—Ha 8

| _Ha 10
---—Ha3/Ha7/
: Ha 12
—Ha 13
—Ha 4

—Ha6
—HaS

— 5,0

—Hall

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-
Tmp11]-SST (17). Ampliacién del cuadrante central izquierda.
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Ay ppm

[ ——— i -

| S

o

SESSE NS m e

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para [L-3'Pya6_L-Msa7_D-Trp8_L-

Tmp11]-SST (17). Ampliacién del cuadrante inferior izquierda.

Pagina | 232



Anexo III. Ejemplos seleccionados de asignaciéon 'H-1H.

octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-Thr11]-CST14 (25)

—Hy33/H628
|_Hy23/Hy314

|_HB33
—HB28

| _HB23/H56214
— HB3 14

|_HB214

----[—QH5
- —aF+s

2,0

|_HB24
[ —He38
| _He28

| He23/HB2 10
| —HB2 5/HB3 13
—tgzgmeze
_ng 2
—3,0

y HB213

'<’"i§%-

(il :

AQKGE V¢
7 -:,;ﬁ:; A
("u«(uj‘;g?;*g a

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-
Thr11]-CST14 (25). Ampliacién del cuadrante superior izquierda.

A'Hppm
—3,5

_HB212

—Hp11
—Ha 8

—HB9
—Ha 1l
—Ha9/Ha 1l

—Ha 12

I—Ha 7
=3
MHal3

| _Ha2/Hab
I—Ha5
—Had

—Ha 10

— 5,0

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-
Thr11]-CST14 (25). Ampliacién del cuadrante medio izquierda.
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H ppm

—AS I o |
&t ﬂﬂf).N b B
Q :@«wﬂ%ﬁ.ﬂokﬁ 7 o (o]

—————— R oSl d----- S5 - === -

Espectro bidimensional homonuclear NOESY 350 ms para octanoil-[L-Msa5_D-Trp7_L-

Thr11]-CST14 (25). Ampliacién del cuadrante inferior izquierda.

Pagina | 234









