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Abreviaturas

0 desplazamiento quimico (expresado
en ppm)

[a]p rotacion oOptica medida con
bombilla de sodio

{aa} analogo de aminoéacido

{aa-aa} anélogo de dipéptido

2P+5A péptido con 2 residuos polares
por 5 apolares

3P+4A péptido con 3 residuos polares
por 4 apolares

A L-Alanina

aa aminoacido

AAA analisis de aminoacidos

Abs absorbancia

Ac,0 anhidrido acético

ACN acetonitrilo

AcOEt acetato de etilo

AcOH acido acético

AcONa acetato de sodio

ADN acido desoxirribonucleico

Ala L-alanina

Anh. anhidro

Arg L-arginina

Asn L-asparragina

Bn bencilo

BnBr bromuro de bencilo

CCF cromatografia en capa fina

CI-Trt resina cloruro de 2-clorotritilo
CMI concentracion minima inhibitoria
D acido L- aspartico

d doblete

DC dicroismo circular

DCM diclorometano

dd doblete de dobletes

ddd doble doblete de dobletes

DEAD dietilazodicarboxilato

DIEA diisopropiletilamina

DIPCDI N,N'-diisopropilcarbodiimida
DMF N,N-dimetilformamida

dt doblete de tripletes

F L-fenilalanina

FDA “Food and Drug Administration”
Fmoc N*-9-fluorenilmetoxicarbonil
Fmoc-aa-OH N®-9-fluorenilmetoxi
carbonil-aminoacido

FmocOSu carbonato de 9-fluorenil
metil y deN-succinidimil

Gly L-glicina

h horas

HEPES tampon (ver composicion en
capitulo 6)

His L-histidina
HIV virus de
humana
HMBC Heteronuclear Multiple Bond
Correlation

HOBLt 1- hidroxibenzotriazol

HPLC cromatografia liquida de alta
eficiencia

Hz herzios

| L-isoleucina

IgG immunoglobulina G

lle L-isoleucina

IR infrarojo

J constante de acoplamiento

K L-lisina

L L-leucina

Leu L-leucina

Lindlar paladio/Baso,

LPS lipopolisacarido

Lys L-lisina

m multiplete

MALDI-TOF Espectrometria de masas
de desorcion ionica inducida por laser,
asistida por matriz y con andlisis de
tiempo de vuelo

Me metilo

MeOH metanol

Met L-meteonina

My momento hidrofébico
mHz megahercio

min minutos

MTE microscopia de
electrénica

N L-asparragina

nm nanometros

0-Ns o-nitrobencensulfonilo
0-NsCl cloruro de o-nitrobencen
sulfonilo

P L-prolina

PC fosfatidilcolina

Phe L-fenilalanina

ppm partes por millén
PPTSp-toluensulfonato de piridinio
Pro L-prolina

PSfosfatidilserina

la immunodeficiencia

transmision
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PyBOP hexafluorofosfonato de
benzotriazol-1-il-tris-pirrolidino-
fosfonio

g cuadruplete

qd cuadruplete de dobletes

gt cuadruplete de tripletes

R L-arginina

Rf factor de retencion

RMN Resonancia Magnética Nuclear
S L-serina

sasefial amplia

SerlL-serina

T L-treonina

t triplete

t.a temperatura ambiente
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T temperatura critica
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Resumen

RESUMEN

Utilizando el cicloheptapéptido stylostatin 1 (cNSBF) como nuestro modelo
[1], disefiamos y preparamos una biblioteca de pégtdos con un uso potencial como
antibioticos que atacasen directamente la membecahdar procariota siguiendo un
mecanismo similar al propuesto por Ganz [2]. Pd@a s sintetizaron péptidos con
aminoacidos naturales y otros que incluyesen rageskactamas de sintesis de
conformacion restringida, introduciendo cambiodaehidrofobicidad/amfipaticidad, el

namero de cargas positivas o el tamafio del péptido.

En primer lugar se realizd la sintesis de nuesBamminolactamas de

conformacion restringida. Se obtuvieron las sigi@e3-aminolactamas

O'Bu

/H/COZH HCOzH ChzHN co2 HOOC,

Oy N

™
Os N0
FmocHN" OBn FmocHN" FmocHNp\ FmocHNU

OH

2. Fmoc-{Ser(OBn)-Thr( tBu)} 3. Fmoc-{Ser(OBn)-Leu} 4. Fmoc-{Ser(OBn)-Lys(Cbz)} 5. Fmoc- {Oxa}

A continuacion se abordd la sintesis de nuestrhoteba deY¥-stylostatinas
siguiendo una metodologia de tipo Fn'a/y utilizando para ello una resina de tipo
cloruro de 2-clorotritilo. De los 36 péptidos plécados se sintetizaron 11 que incluyen
nuestras lactamas y otros 19 formados por aminosamhturales, con rendimientos
moderados y purezas superiores al 90 %. Varioggipdptidos que incluyen nuestros
“scaffolds” lactamicos se degradaron al intentabeacilarlos en su posicion C-5.

Una vez obtenidos los péptidos de nuestra bilgigote realizaron estudios de
dicroismo circular con los que se observé la pesiigregacion en varios de nuestros
compuestos. Los calculos de modelizacion molecolastraron que diferentes-

stylostatinas presentaban diferentes grados dibifidad.

En dltimo lugar se realizdé la evaluacion de nussWastylostatinas como
antibioticos y antitumorales. En ninguno de los c&sos se encontro actividad.

[1] Forns, P.; Pir0, J.; Rubiralta, M.; Cuevas, Biez, A.;J. Med. Chem 2003 46,
5825-5833.
[2]Ganz, T.Naturg 2001, 412, 392-393.
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Introduccién y objetivos

La presente tesis constituye la continuacion desttgdios realizados sob¥e
stylostatinas como potenciales agentes anticammefospero ahora enfocados a la

obtencidn de antibidticos que actien sobre la manabprocariota.

Figura 1. Stylostatin |

Este tipo de antibidticos se llaman “de nueva gmmién”, ya que este
mecanismo de accidbn no ha mostrado hasta el peesenothos mecanismos de
resistencia por parte de los microorganismos y sgera que estas resistencias no

aparezcan tan facilmente como con los antibidtit@sicos.

A continuacion se pretende mostrar una visién alael grupo terapéutico de
los antibioticos en general, y de los antibiotipeptidicos en particular.

1.1. ANTIBIOTICOS Y ANTIMICROBIANOS

Segun la RAE se denomina antibiético (del griematj, contra;bios vida) a
cualquier compuesto quimico capaz de paralizar ebamdollo de ciertos
microorganismos patdégenos, por su accion bactatioat o de causarles la muerte, por
Su accién bactericida, y que es producido por unve® o fabricada por sintesis.
Normalmente, cuando hablamos de antibiéticos, referimos en concreto a las
bacterias pero muchas veces se utiliza el térmi@omdnera amplia para otros
microorganismos. De forma mas general, se denomminicrobiano a aquel que

combate los microorganismos 0 evita su apariciési, &n la presente tesis nos

! Forns, P.; Piré, J.; Rubiralta, M.; Cuevas, dezDA.;J. Med. Chem 2003 46, 5825-5833.



Capitulo 1

referimos en multiples ocasiones a antimicrobigneoss un antibiético también puede
presentar actividad contra otros microorganismaoSgeaos.

Aunque los diferentes mecanismos de accion de dgidticos no se
conocieron de forma cientifica hasta bien entratisiglo XX, la utilizacion de
compuestos organicos en el tratamiento de la iffecge conoce desde la antigliedad.
Los extractos de plantas medicinales y hongosesaril utilizando desde hace muchos

siglos?

La primera observacion del llamado efecto antibafue realizada en el siglo
XIX por el quimico francés Louis Pasteur (destranale gérmenes del antrax por parte
de algunas bacterias saprofiticas). Hacia prinsigel siglo XX el bacteriélogo aleman
Rudolf von Emmerich aisl6 una sustancia capaz deulelos gérmenes del cllera y la
difteria en un tubo de ensayo, aunque no eraniedsatn el tratamiento humano.

En la primera década del siglo XX, el fisico y gwwonaleman Paul Erlich
ensayo la sintesis de compuestos organicos cagaagscar de manera selectiva a los

microorganismos infecciosos sin lesionar al organisiuésped.

La penicilina es el arquetipo de los antibiéticBe trata de un derivado del
hongoPenicillium notatumFlemming descubrié de forma accidental este castouen
1928; esta sustancia demostro su eficacia frerteltavos de laboratorio de algunas
bacterias patdégenas como las de la gonorrea, madgbacterias responsables de
meningitis o septicemia. Este descubrimiento pédmeél desarrollo de posteriores

compuestos antibacterianos producidos por orgarsisinos.

Desde la generalizacion del empleo de antibidtienslos afios 50, cambio
radicalmente el panorama de este tipo de enferresd&shfermedades infecciosas que
habian sido primera causa de muerte como la tulbsisula neumonia o la septicemia,
descendieron espectacularmente a nivel de mortafidatbién han supuesto un avance
espectacular en el campo de la cirugia ya que amnosible realizar operaciones

mucho mas complejas y prolongadas con un riesgomaide infeccion.

2 Wainwright, M.; “Cura milagrosa: historia de lositibidticos”. Coleccién Ciencia y Tecnologia.
Pomares-Corredor, Barceloh892
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Introduccién y objetivos

Pese a ello, el uso indiscriminado y/o inadecuadtosl antibidticos ha llevado a
la aparicion de resistencias bacterianas a muohdssdmnedicamentos clasicos. Asi, la
OMS® en un estudio global realizado en 2014 sobre daistencias bacterianas ha
hallado evidencias desoladoras sobre la inmensm&®h de estas, muy variable de
pais a pais y que ha llevado a que tratamientos artibidticos muy usados
comunmente sean inutiles contra muchas especiepas dacterianas. Por ejemplo, se
han reportado multiples casos de fracaso terapéaticel tratamiento de la gonorrea
con cefalosporinas de 32 generacion, o un aumeatgesistencias a antibioticos
carbapenémicos considerados como Ultimo recursapéatico en infecciones
nosocomiales provocadas pilebsiella pneumoniaéMuy pocos nuevos antibidticos
han sido introducidos en el mercado en los ultiaf@ss, seguramente debido al hecho
de que, al creer controladas la mayoria de enfexdesdinfecciosas provocadas por
bacterias, se han dedicado pocos recursos a Istiga€ion de nuevos antibiéticos. Hoy
en dia se hace imprescindible la inversion en ty@son sobre nuevos candidatos a
antibioticos que no presenten resistencias bantsjaya que se trata de un tema de

méxima emergencia en salud publica.

1.2. CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS

Los antibidticos se pueden clasificar de forma #lanen base a dos criterios:

e Segln su accion

Antibioticos bactericidas (betalactamicos, aminoglicésidos). Destruyen kgdrias.

Antibidticos bacteriostéticos (tetraciclinas, cloranfenicol). Inhiben el crecémio
bacteriano.

® Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS). “Antimibial resistance: global report on surveillance”
2014.
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Capitulo 1

« Segln su diana

Farmacos que actlan sobre la pared bacteriana este nivel actian, por ejemplo,
muchos B-lactdmicos (cefalosporinas, penicilinas...). Lasagparicion de esta pared

celular lleva a la entrada excesiva de agua isisacelular.

Alteracion sobre la membrana citoplasmatica Existen pocos farmacos que actuen
sobre la membrana celular, pero siempre se sual@gterizar por ser potentes y muy
toxicos. Ejemplos de farmacos que actien a estel mgn la polimixina B, la

anfotericina, la nistatina o la colistina (polinmai E). Pueden actuar llevando a cabo
una serie de procesos de fosforilacion oxidativéones especificas (por ejemplo la de
la anfotericina B con el grupo esterol de la meméya como detergentes cationicos
(polimixina B o colistina). La muerte celular erteesaso se da por la permeabilizaciéon

incontrolada de metabolitos, iones, agua, etc...

Inhibicién de la sintesis proteica Suelen ser antibioticos de amplio espectro que
pueden actuar a varios niveles. Asi, la estrepiomig el cloranfenicol interfieren la

sintesis proteica afectando al ribosoma; las tietnaas actian sobre el tRNA, etc...

Bloqueo de la sintesis de los acidos nucleicduchos farmacos actian impidiendo la

replicacién del ADN. Ejemplos son el &cido nalidixila griseofulvina, rifampicina...

1.3. APARICION DE RESISTENCIAS

La aparicion de resistencias representa un graokdena de salud publica en la
actualidad. La Organizacion Mundial de la Salud @M el Centro Europeo para el
Control y la Prevencion de las Enfermedades (ECBS)man que las bacterias
resistentes a los antibacterianos causan en lalrdéedor de 400.000 infecciones, 2,5
millones de dias adicionales de hospitalizaciém Y@0 muertes por afio, con un gasto
adicional asociado superior a los 1.500 millonesuw®s por los costes derivados de la
atencién sanitaria y la pérdida de productividaduchos antibiéticos de primera

* Lorenzo Velasquez, B. “Farmacologia y su proyetada clinica” 122 edicién, editorial Oteo , 871-
874.
® Farmacéutics “La Lucha contra la resistencia bacteriana” Ditiee2013,390, 50-58.
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Introduccién y objetivos

generacion se han visto reemplazados por otros wemlanas complejos debido a la
evolucién bacteriana que se da por seleccién dascegsistentes Esta seleccion de

bacterias resistentes tiene un impacto muy negatmwe el paciente infectado, pues
conduce, con elevada probabilidad, al fracaso éeitagp. Ademas, esto es relevante
para el resto de individuos o colectividad, ya gumentan las posibilidades de adquirir
y desarrollar infecciones por bacterias resisteatastimicrobianos. Las bacterias han
ido generando mecanismos para combatir a los atitibs mediante un proceso de
adaptacion y evolucion continuo mediante diferentescanismos genéticos. La
generacion de estas resistencias representa éémalnas relevante derivado del uso
indiscriminado de antibidticos. Aunque la aparicida resistencia microbiana esta
ligado a un amplio y diverso colectivo de factoreatiable en cada pais, podemos

encontrar unos factores que habitualmente la peoduc

* Factores naturales: incremento de la presion ecoldgica sobre las especi
microbianas; prevalencia desigual de enfermedadésccionas en areas

geograficas diversas.

» Factores ligados a la prescripcion de antimicrobiams en seres humanos y
animales: errores en el diagndstico, mala seleccion de hibiaticos (no se
realizan antibiogramas o cultivos 0 se hacen eameate), abuso en la
prescripcion de antibidticos (siendo este caso cilpgente problematico en
clinica (hospitales), uso indiscriminado de antib@s en veterinaria, por
ejemplo en explotaciones agricolas o ganaderas, pasa indicaciones no

autorizadas.

* Factores ligados a la distribuciéon y dispensacion ed antimicrobianos
dispensacién de antibiéticos sin receta (automeifina inadecuada);
distribucion sin control farmacéutico, adquisicidisfribuciéon a través de

internet.

* Factores ligados al paciente incumplimiento o falta de adherencia al

tratamiento; autoconsumo procedente de restositdertientos anteriores.

® Rice L.B.;Biochem. Pharmacol2006 71 (7), 991-995.
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» Existencia de infecciones secundarias a enfermedadémunosupresoras
(VIH) : estas enfermedades aumentan la prevalencia gnsiguiente uso de
antibiéticos para enfermedades como la neumordartermedades diarreicas,

la tuberculosis o la malaria.

* Factores ligados a la industria farmacéuticapresion comercial a médicos y
veterinarios; elevado niumero de presentaciones roiates de medicamentos,

con poca diferenciacién entre ellas; escaso niéhdersion e innovacion.

» Factores ligados a la actuacion de la Administraciopublica/ privada y a la
regulacion sanitaria: deficiencias en recursos para el diagnéstico y la
formacion continuada; ausencia de consensos ¢oEsticobre utilizacion de
antibiéticos, eliminacion inadecuada de los redfes envases en atencion
primaria y hospitalaria, eliminacion inadecuada el&retas procedentes de

hospitales y explotaciones ganaderas

1.3.1. Panorama actual

Actualmente se utilizan combinaciones de antiba&tipara obtener los mismos
resultados que hace unos afos y minimizar la aparile nuevas resistencias. Ademas,
muchos laboratorios abandonaron en parte la imaes6in en torno a los antibioticos
debido a que se pensd que los que ya habia enrehdneaseguraban un tratamiento
efectivo contra la mayoria de enfermedades conscida unos 506 farmacos en fase
clinica en 2004, solo 5 fueron nuevos antibidtidddemas el nimero de antibioticos
aprobados por la FDA ha disminuido un 56 % en lomas 20 afos. La reactivacion
de estas investigaciones -a todas luces necesargente- representa un tiempo y un
esfuerzo econdmico importante, ademas de un reinagortante en la aparicion de
nuevas terapias anti infecciosas. Todo esto auguaa malas perspectivas de futuro a

medio plazo.
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Numerosas organizaciones se han puesto en marchalpsstudio y control de

la aparicion de nuevas resistencias, asi comogbasesoramiento de cémo evitarlas.

Asi, en 2013, la Comisién Europea publicé un Eurdmetrd realizado sobre
los 27 estados miembros de la UE. De este Euroledrérae pudieron sacar una serie

de conclusiones muy significativas:

* En los 12 meses anteriores al estudio el 35 % dleehdrevistados tomaron
antimicrobianos. Un 8 % de los espafioles (5 % almwedio de la UE) los

tomaron de forma indiscriminada, sin prescripci@dioa.

« Se observd, mediante una encuesta, un elevado nbestiento del uso

racional de los antibi6ticos.

 Los europeos, en su gran mayoria, saben que elinmexesario de los
antibioticos los vuelven ineficaces. Ademas dosetas partes saben que el uso
frecuente de antibidticos puede ocasionar diarrgaeylos antibioticos no son

eficaces contra virus (en casos de resfriadospgQri

e Solo un tercio de los encuestados en Europa remudber recibido
informacién sobre el uso inadecuado de antibiot@mo®l afio inmediatamente

anterior.

Los datos extraidos de este Eurobar6metro 2013wt en que las campafias
mediaticas son eficientes en la difusion de infaig® pero deben dirigirse mas
eficazmente a aquellos que actualmente carecerdimientos sobre el tema. Asi,

meédicos y farmacéuticos tienen un papel clave g@gerdpefnar para cambiar los puntos

" FelminghamD.; White, A R.; Jacobs, M.R.; Appelbaum, P.C.; pand, J.; Miller, L.A.; Griineberg,
R.N. Journal of antibiotical chemotera®005,56, Suppl.S2,ii3-ii21 b) Avorn, J.L.; Barrett, J.Pavey,
P.J.; McEwen, S.A.; O'Brien T.F.; Levy, S.B. “Anthic resistance: synthesis of recomendations by
expert policy groups. Alliance for the prudent o$édntibiotics”. Boston, MA, United States of Amea.
World Health Organization

8European Commission: Directorate-General for Heaftth Consumers; “Research and Speechwriting”
Unit and co-ordinated by Directorate-General for m@aunication. Special Eurobarometer 407.
Antimicrobial resistance. http://ec.europa.eu/puldpinion/archives/ebs/ebs_407_en.pdf.
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de vista errbneos y el comportamiento de los ciadasl en relacion con las
caracteristicas y el uso correcto de los antibiactes.

1.3.2. Situacion general de las resistencias badteras en Europa.

El dltimo informe publicado por el ECDC en noviemlate 2013 recoge los
datos referidos a 2012 sobre la resistencia arlomiarobianos de las cepas aisladas

reportadas a los organismos de control europeos.

Segun datos de este informe, en los casos de tasrinaEscherichia coli y
Klebsiella pneumonigda mayoria de los aislados reportados presentasistencia a
por lo menos uno de los antibidticos sujetos alangia. Muchos de ellos tenian
resistencia combinada a cefalosporinas de 32 gadera fluoroquinolonas vy
aminoglucésidos. Se observd asimismo un aumentegilgtencias d&. pneumonia&
carbapenemas solog resistencia combinada cuando se utilizan en cwaemn con

otro antibiotico en aislados ékseudomonas aeruginosa y Acinetobasfsy.

Asi, E.coli presenta resistencias claras a aminopenicilinamxg@ilina...) en
mas de la mitad de los aislados, fluoroquinolorgw¢floxacino) y cefalosporinas de
32 generacion (ceftriaxona,cefixima), siendo enaBappeor que en la media de la UE.
En nuestro pais el panorama evolutivo de las eggigts a los antibioticos decoli es
muy preocupante, ya que estd aumentando signvi@cagéinte la frecuencia de aislados
resistentes a diversos antibidticos, con la Unigeegcion de las resistencias a

cabapenemas, casi nula.

El caso d&K. pneumoniaes similar. Esta presenta una resistencia combiaad
cefalosporinas de 32 generacion, fluoroquinolonaamynoglucésidos, con frecuente
presencia de aislados productores de betalactardasespectro extendido (ESBL+) en
las cepas con resistencia a cefalosporinas de r@gfraggon. Ademas, y aunque en
Europa aun no es tan evidente, en muchos paiseauwo ha aumentado mucho la
resistencia a antibioticos carbapenémicos, hacignécen muchas zonas estos no sean

eficaces en la mitad de las personas con infecgipogk.pneumoniag

° European Centre for Disease Prevention and Corrgimicrobial resistance surveillance in Europe
2012. Annual Report of the European AntimicrobiasRtance. Stockholm: ECDC. Noviembre 2013.
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P.aeruginosapresenta elevados porcentajes de resistenciaa Enaloria de
paises informan de tasas superiores al 10% paos tod grupos de antibidticos. Se
notificaron elevadas resistencia a carbapenema$%d# resistencias combinadas del
13,8 % a tres grupos combinados. El 5,8 % de kKlados eran resistentes a las 5 clases

de antibidticos considerados en el registro epidEmgico.

Como buena noticia, y tomando datos referentespartas la evolucion de las
cepas resistentes S§taphylococcus aureuy Streptococcus pneumoniage han

estabilizado, o disminuido, en su incidencia.

1.3.3. Iniciativas oficiales para la prevencion dé aparicion y crecimiento de las

resistencias a antibiéticos.

La Comision Europeealabordé en 2011 un Plan de Accion quinquenal (CE,
2011) con el fin de atajar la propagacion de lasstencias bacterianas. Contiene 7
ambitos clave en los que se consider6 impresciaddrhar medidas: uso adecuado de
antimicrobianos, prevencion de las infecciones ypmpagacion, creacion de nuevos
antimicrobianos, cooperacion para evitar las rescas, mejorar el seguimiento y la
vigilancia médica y veterinaria, fomentar la invgastion y apoyar la comunicacion,
educacién y la formacion al respecto. En los prowsafios de aplicacién se considerd
que la iniciativa iba por buen camino gracias &iswnes en la investigacion, en gran
medida a través de la Iniciativa sobre Medicamelmosvadores (IMI), la contribucion
presupuestaria para PyMEs y universidades y laqadibn de normas para la recogida
de datos armonizada sobre las resistencias basrén alimentos y animales. Ademas
se solicitd a los estados miembros de la UE queoedsan e implementaran a nivel
nacional estrategias o planes de accién para cemt#ndesarrollo de resistencias a

antibioticos.

Asi, a peticion de la Agencia Espafiola de medicémsey Productos Sanitarios
(AEMPS) se desarroll6 el “Plan Estratégico y de idcpara Reducir el Riesgo de
Seleccion y Diseminacion de Resistencias a Aniidmét. Para ello se reunié a

miembros de ministerios de Sanidad, Servicios $iaAgricultura, Economia,

11
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miembros de las diferentes universidades, socisdaintificas y organizaciones

profesionales sanitarias (médicos, farmacéuticostgrinarios).

A nivel del profesional farmacéutico comunitariorsaliza un especial énfasis
en la difusién de informacion sobre el uso racia®los antibiéticos y el consejo en la
dispensacién de estos. También se realiza unailalportante con la recogida selectiva
de medicamentos a través de puntos Sigre, conémtnloy a evitar el vertido

incontrolado y el uso indebido de estos antibidtico

1.4. CLASIFICACION DE LAS BACTERIAS

Las bacterias se pueden clasificar, a grandessasgo

» Gram positivas.

Presentan tincion positiva frente al test de Grarmseycaracterizan por la
presencia de pared celular, la cual estd compupsta una gruesa capa de
peptidoglicano. Este peptidoglicano esta formadwe padenas de elevado peso
molecular constituidas por unidades diméricas Meacetilglucosamina yN-
acetilmuramico. Dichas cadenas se unen entre santecdbequefios péptidos de 3 a 10
aminoacidos. Ademas, se observa la presencia desdgicoicos Y lipoteicoicos.

* Gram negativas.

Presentan tincion negativa frente al test de Gtaas.bacterias gram negativas
se caracterizan por no tener pared celular. P@selts membranas diferenciadas, una
interna y otra externa, con una capa de peptidagdientre ellas. La unién entre estas
membranas esta facilitada por lipoproteinas. Esdestacar el hecho que sea la
membrana externa la que regula el transito de rstiata Ademas, presentan en la
membrana externa lipopolisacaridos (LPS). Estosesatusivos de las bacterias gram
negativas y constituyen una diana interesante pati@idticos, por su caracteristica
carga neta negativa (propia de procariotas). Scidarconsiste en proteger a la bacteria
de la accion de sales biliares y antibidticos lipmfs. Se trata de endotoxinas

resistentes al calor consideradas como el facaweckn el choque séptico en humanos

12
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(septicemia) y en la induccion de fuertes respsgestaaunes en células normales de

mamiferos™
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Figura 2. Esquema de membrana celular de tipo geyativo (izquierda) y Gram positivo (derecha)

El lipopolisacarido se divide en tres partes funeiarales:

e EIl Lipido A esta localizado en la parte interna. Se trata & region
hidrofobica muy poco variable entre especies detebas de tipo
fosfoglicolipidico formado por un disacarido de gisamina fosforilado con
acidos grasos de cadena larga. El lipido A se dersiclave en la actuacion
como endotoxina por parte del lipopolisacarido. iAds, se trata de una diana
ideal para el ataque de péptidos y proteinas deat@ta catidnica, como la

polimixina B

e El ndcleo polisacaridico se encuentra localizado en la superficie de la
membrana. Esta compuesto por una cadena poliseeartte naturaleza
hidrofilica. Asi, el nacleo interno contiene de 4 moléculas de acido 3-desoxi-
a-D-manooctulosénico unidas directamente al disdoade glucosamina del

lipido A. También encontramos monosacaridos de utegd variados. En

10 http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-elfarticles/biology/Glycobiology/glycobiology-
pdf/lipopolysaccharides.pdf

" sanchez De Ribas, @uimica Viva2006 5(2). www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar/v5n2/sanchealht
2 Tsubery, H.; Ofek, I.; Cohen, S.; Eisenstein, Fidkin, M. Mol. Pharmacol2002,62, 1036-1042.
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general los residuos formantes de este nucleonmtestan fosforilados de
diversas maneras, lo que aun aumenta mas la catgm megativa del
lipopolisacéarido. En el ndcleo externo encontrasmsetodo hexosas comunes,
como la glucosa, la galactosa y Naacetilglucosamina, siendo mas diversa

estructuralmente que el nucleo inteffio

 Fuera de la membrana se encuentraéArigeno O (o0 antigeno somaticg)
formado por unidades repetitivas de oligosacarmgios estan compuestas por
grupos de dos a seis azucares (entre ellos latgsdac la abecuosa). El antigeno
O es la estructura constitutiva del lipopolisacaripie diferencia las bacterias.
Asi estas estructuras distintivas han sido usadaa lentificar y asignar
serogrupos a diferentes cepas de E.coli 0 Salnzoeetkrica, entre otrdS.

1.5. PEPTIDOS ANTIBIOTICOS

En los dltimos afios ha surgido la necesidad denebteuevos antibidticos. La
aparicion de resistencias a los ya existentes hisada un descenso en los niveles de
eficacia de éstos. Esta probleméatica se ha subsanathentaneamente con el uso de
asociaciones de antibidticos, pero simplementaaa tle un remedio temporal a la

carencia de nuevos agentes antimicrobianos.

Una posible solucion a esta problematica la canit los péptidos. Se entiende
por "péptido" una molécula formada por dos o masnaatidos. Un péptido
suficientemente largo es conocido como polipéptidiea proteina consta de uno o mas

polipéptidos.

Los péptidos son responsables de un gran numeactidelades bioldgicas en el
cuerpo humano. Actdan a diversos niveles en méftiphmpos: como reguladores de
procesos metabalicos, como mensajeros extracedulare(hormonas,
neurotransmisores...), en los procesos respiratorioAsimismo, se han aislado
multitud de péptidos naturales que juegan un papglortante como defensa

antibacteriana en el organismo que los produce.
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1.5.1. Ventajas y desventajas del uso de los pémsd como antibiéticos en
terapéutica

Existen muchas ventajas en el uso de péptidos qmtenciales antibioticos.

Asi la busqueda de nuevos antibiéticos peptidiedsasa en que:

* Son altamente biocompatibles.

* Presentan un amplio espectro de efectividad pudised utilizados en muchos
casos como antimicrobianos en general (bactertagyds, infecciones virales) y
pueden actuar contra neutralizadores de endotorimgsocesos de septicemia,

como inmunomoduladores o contra procesos inflanostor

« Matan de manera efectiva a muchas bacterias nuidiiemtes en

concentraciones similares a antibiéticos clasicos.

* Su modo de accidn acostumbra a ser bactericidamaiite deseable en

terapéutica. Ademas se trata de una accion muga&m general.

» Pueden tener un efecto sinérgico con antibioticys/encionales debido a que

muchos de ellos aumentan la permeabilidad de labraera.

» Las resistencias a antibidticos peptidicos catamicse consideran poco
probables debido a que la mayoria atacan las astagcdase de las membranas
bacterianas, hecho que hace muy poco posible umataaion bacteriana que
permitiese la aparicion de la resistencia. Estdhhd@pieda aun mas reforzado
por el hecho de que estos péptidos acostumbraesermgar multiples dianas
sobre las bacterias procariotas.

« En algunos casos pueden atravesar la membrana cfarafa procesos

citoplasmaticos clave.

3 Marr, A.K.;Gooderham, W.;Hancock, Rurrent Opinion in Pharmacolog006 6, 468—472
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En cualquier caso los péptidos presentan ciertollgmas al ser usados como

antibiéticos*®*

» Se trata de compuestos muy caros de producir ¢itlades suficientes.

e En muchos casos no son tan potentes como algutibedicos convencionales

* En algunos casos presentan una elevada toxiciéhitjala las elevadas dosis
terapéuticas (baja biodisponibilidad/ inespecifacill y/o a la baja selectividad
contra células procariotas. Una elevada hidrofdeitj amfipaticidad o
helicidad acostumbran a aumentar la toxicidad @ral también las células
eucariotas del huésped (presentando, por ejenygileidad hemolitica). Se hace
imprescindible buscar el maximo de selectividadireonélulas procariotas para

el uso terapéutico de péptidos como antibidticos.

* Muchos péptidos que muestran una elevada actividadtro pierden esta

actividad en soluciones salinas fisiol6gigasivo.

* Problemas de tipo farmacocinético como la bajarai®o por via oral debido a
la falta de transportadores especificos y a suadteypeso molecular, la baja
estabilidad metabdlica, consecuencia de la rapdeadacion llevada a cabo por
las peptidasas endégenas, originando efectos okge corta duracion, y su
rapida excrecién a través del higado y de los g8on

* Presentan algunos efectos secundarios debido @diféaentes conformaciones
que puede adoptar un péptido flexible frente ardog&receptores. Esto también

dificulta su unién a la molécula diana.

Todas estas limitaciones ponen en compromiso ehéteinterés que despiertan
los péptidos como nuevos farmacos y moléculas twaasc De hecho, aun con estas

limitaciones se valoran como solucion terapéutigmadlemas de complicada solucion

1 Mc Martin, C. "Pharmacokinetics of Peptides anat@ns: Opportunities and Challenges", en
Advances in Drug Researchesta, B., Ed.; Academic press: Londd»892 41-106.
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como las bacterias multiresistentes que cada weais@roblema mas grave contra la
salud publica (como es el casoRgeudomonagpor ejemplo). Por esto, en los ultimos
aflos se esta investigando con la finalidad de vesatstas limitaciones y poder

aprovechar el enorme potencial de estas moléculas.

1.5.2. Modificaciones de los péptidos

Existen multiples modificaciones que se puedenz&akobre un péptido para
aumentar la afinidad, la eficacia y la especifididasi como su biodisponibilidad. El
esqueleto peptidico no es un requisito absoluta paa elevada afinidad, sino que sirve
Gnicamente de matriz estructural sobre la que eollas cadenas laterales, que seran las
que ejerzan la accién. Asi, con el proposito déizeraun disefio racional, Farmer y
Ariéns™ establecieron una serie de reglas a seguir catetabnvertir un péptido en un
peptidomimético. Un peptidomimético es una estmagtgeneralmente pequefa de tipo
protéico o similar disefiada para mimetizar un pptEsta estructura quimica alterada
intenta ajustar y/o mejorar las propiedades modéeesl(estabilidad, actividad biologica,
menor toxicidad...). Una definicion moderna de peaptidnético fue realizada por
V.Hruby® el cual describe un peptidomimético como un corsmyedisefiado
experimentalmente, la estructura farmacolégicacdal mimetiza la zona del péptido
natural que contiene elementos de unidn al recepioel espacio 3D y mimetiza la
unién y la actividad, ya sea como agonista o amiagte de un ligando peptidico
natural. Asi, el disefio racional de peptidomint&ise considera la principal via en la
consecucion de conocimientos aplicables en la miEgde agonistas/antagonistas de

péptidos bioactivos.

Existen muchos cambios que pueden introducirs@epéptidos con objeto de
estudiar y/o mejorar sus caracteristitasEstos cambios son de tipo muy variado:
sustituir los aminoacidos L por D-aminoacidos (yae gimpiden reconocimiento

enzimatico),N- 0 a-alquilacion de los aminoacidos, utilizacion de @odicidosa, [-

15 a) Farmer, P.S.; Ariéns, HJrug Design Academic Press: New York98Q 119-143. b) Farmer, P.S.;
Ariéns, E.JTrends Pharmacol. Sc1983 3, 362-365.

®Hruby, V. J.; Balse, P. MCurr. Med. Chem200Q 7, 945-970.

" Tourwé, D.; Can Peptide Mimetics be Rationally Desd? The Somatostatin Case.
http://www.americanpharmaceuticalreview.com/Featiieticles/161902-Can-Peptide-Mimetics-be-
Rationally-Designed-The-Somatostatin-Case/.
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insaturados, introduccion de aminoacidos no naaral capado®l y C terminales,

entre otros.

Una mayor rigidez conformacional del esqueletaipéem se puede obtener con
el uso de la ciclacion, ya sea global o con el desoaminoacidos con restriccion
conformacional (naturales o r)usando el concepto de “spatial screenifigh con

miméticos de estructura secundaria.

Un paso mayor de cambio en la estructura consistéa enodificacion del
esqueleto peptidico, utilizando para ello sustitnes de un fragmento del péptido por
una molécula no peptidica, isosteros del enlacedamextensiones de cadena,

sustituciones del carbono (por ejemplo en los grtgus).. >’

Toda la informacion obtenida con estas modificaespnasociada a estudios
conformacionales (modelado molecular, espectroacdei RMN...) se utiliza para
generar un modelo del farmacoéforo en 3D. La aplicacle los elementos de este

farmacoforo en un “scaffold” llevaria al disefiodimle un nuevo peptidomimético.

1.6. ANTIBIOTICOS PEPTIDICOS COMERCIALES

Debido a su elevada toxicidad y complicada biodidgtdad, aun se utilizan

pocos antibidticos peptidicos en terapéutica. Hoggue si se usan tenemos:

18 Kessler, HAngew. Chem. Int. EH982 21, 512-523
YKessler, H.; Gratias, R.; Hessler, G.; Gurrath, Mujler, G.;Pure Appl. Chenl996 68, 1201-1205.

18



Introduccién y objetivos

» Contra gram positivo:
Cicloserina. Se trata de una molécula muy parecida estruntergak a la D-Alanina, y

actiia como inhibidor competitivo. Es de amplio esijee pero en la actualidad casi no

se usa debido a su neurotoxicidad.

Figura 3. Estructura molecular de la Cicloserina.

Vancomicina. Glucopéptido de amplia aplicacion confsaaureusy S.pneumoniae,
ademas, es el farmaco de eleccion ante colitisiamtdas polC. Difficile (debido al

uso de antibidticos en el tracto intestinal).

WNHCH,

Figura 4. Estructura molecular de la Vancomicina.

Bacitracina-A. Se trata de un compuesto de naturaleza polipegptiEis muy toxico a
nivel sistémico y por ello se utiliza a nivel topicTambién es valido contra gram

negativos comdleisseria.
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Daptomicina.?’ Se trata de un antibiético de elevada relevancita @mactica clinica
actual, principalmente porque presenta una elewwd&idad contra cepas Gram
positivas que presentan resistencias a antibiottascos como es el caso de cepas
resistentes a meticilina d&aphylococcus aureys cepas de enterococos resistentes

a vancomicina.

Figura 5

« Contra gram negativo:

Polimixina-B,** Gramicidina-S (también activa frente a gram positio y hongos)

2122y Tirocidina-A.

Estos péptidos presentan una serie de caractasistienunes. Estan producidos
por diferentes especies Bacillusy contienen aminoacidos con configuraciones L y D,
ademas de presentar aminoacidos no proteinogeséti®on ciclicos y cargados
positivamente y tienen caracter bactericida. Taekas caracteristicas los hacen muy

interesantes para su estudio y farmacomodulacion.

T6toli, E.G.; Salgado H.R.NPharmaceutic2015 7(3), 106-121.

21 Kawai, M.; Tanaka, R.; Yamamura, H.Yasuda, K.;Narita, S.;Umemoto, H.; AndoS.; Katsu,T.
Chem. Commur2003 1264-1265.

2| ee, D.L.; Hodges, R.SBiopol.2003 71, 28-48.
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Figura 6. Sulfato de Polimixina B

» Otros antibidticos peptidicos

En general se trata de péptidos con un elevado noldeecargas positivas, o
cual les confiere mucha potencia, pero tambiénaleaada toxicidad, por lo que no se

pueden usar en terapéutica. Ejemplos:

Pentalisina. Se trata de un polimero de lisina con cierta mldtv permeabilizadora

contra cepas de. Aeruginosa

Protamina. Aparte de ser usada en la transferencia genétezhane por retrovirus,

tiene propiedades antibiétiéa® inhibe la actividad de la pepsina.

Existen, ademas, muchos péptidos policatiénicosc@ulas fagociticas de
diferentes especies animales. Son téxicos. Enties egstan lasDefensinas,

Cecropinas, Magaininasy la Melitina. >*

Existe mucha informacion al respecto de los meoawssde accion de los
péptidos antimicrobianos y de su especificidad reopatégenos bacterianos. Multiples

revisiones han sido escritas abordando este ¥fft4'Cabe destacar especialmente la

% Johansen, C.; Gill, T.; Gram, LI.Appl. bacterial 1995 78 (3) 297-303.

24 Oren, Z.; Shai, YBiopoly 1998 47, 451-463.

“ Rivas, L.; Luque Ortega, J.R.; Fernandez ReyesAmdreu, D.J. Appl. Biomed 201Q 8, 159-167.
26 Wimley, W.C.; Hristova, K.J. Membrane Biol2011, 239, 27-34.
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revision escrita por Yeaman y Youfit,que refleja de forma muy nitida y bien
clasificada los mecanismos de especificidad y tdait selectiva de los péptidos
antimicrobianos, los determinantes estructuralesnar en cuenta para que un péptido
tenga actividad antimicrobiana y los diferentes amé&mos de accion contra
membranas bacterianas. Basandonos en todas egisisnes (especialmente en la
remitida por Yeaman y Yount), elaboramos un resumenpretende detallar mejor el
modo de accion y los mecanismos a través de ldescua péptido puede ejercer un

papel como antibidtico. Estos aspectos quedan itadop en los apartados 1.7 y 1.8.

1.7. SELECTIVIDAD Y ESPECIFICIDAD DE PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS

En diferentes estudios se han aislado polipéptiopracticamente cualquier
tejido en los que se han buscado. En el estudpepidos antibidticos es indispensable
determinar hasta qué punto éstos distinguen esmredlulas del huésped y las células
microbianas para determinar la toxicidad potendvlltiples estudios han permitido
establecer una comparativa que pretende mostrareanigeles existe selectividad y

especificidad.

1.7.1. Arquitectura y energia de membrana

Existen diferencias fundamentales entre membran&srietas (propias de

mamiferos) y procariotas (propias de bacterias).

» Composicidon de la membrana y su carga

Aunque todas las membranas celulares estan cotasitypor una bicapa
fosfolipidica de naturaleza amfipatica, la natwralde ésta puede ser muy variada. Las
membranas celulares de muchos patdgenos bactegatéwsformadas por fosfolipidos
hidroxilados como el fosfatidilglicerol, la cardigha y la fosfatidilserina. Estos

fosfolipidos proporcionan a la membrana una caega negativa. En cambio las células

%" Shai, Y.;Biopolymers2002 66, 236-248.
2 yeaman, M.; Yount, NPharmacol. Rev2003 55, 27-55.
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de mamiferos tienen una composicion rica en faBfetilina, fosfatidiletanolamina y
esteroles como el colesterol, que presentan uga ceta neutra. La composicion pues,
aporta una razon importante para entender la setlxt de los péptidos antibidticos

sobre membranas procariotas.
. Asimetria de membrana

La membrana celular no es uniforme ni estaticap sjue la carga y la
amfipaticidad de las caras interna y externa dadmbrana celular son muy variables.
Al tener diferente composicion fosfolipidica la ntmana procariota y la eucariota se
genera aun mas diferencia en esta asimetria dinatdic ejemplo ilustrativo de este
fenémeno es el demostrado por L&Schasch realizé un estudio de espectroscopia
infraroja en el que se observé que un péptido pe piolilisina interactia con el
lipopolisacarido induciendo una separacion de ésge el fosfolipido
fosfatidiletanolamina en dos dominios diferenciadé&ste fendmeno causa una
exagerada o anormal asimetria entre diferentesscdg fosfolipidos comprimiendo la

bicapa en muchos puntos de la membrana microbiana.

» Ligandos microbianos para péptidos antimicrobianos

Se ha demostrado que, en general, los enantionierpsL. de los péptidos
antimicrobianos muestran poca selectividad en $@nua receptores. Esto sugiere que
no existen receptores estereoespecificos en lakséhicrobianas diana. En cualquier
caso, ciertas estructuras pueden ser crucialea seldctividad de los péptidos por los
patégenos microbianos. Asi, Teuber y BaUatemostraron que la polimixina B
presenta una union muy elevada a las diferenteshnagas dé&almonella typhimurium
(entre 30 y 60 nmol de péptido por mg de membrdB@jandose en la estequiometria
del lipopolisacérido, fosfatidilglicerol y la cadiipina en las membranas, estos
investigadores calcularon que las capacidadescgsdde union de la polimixina B eran
practicamente idénticas a las que presentariais éssfolipidos si fuesen modelados
como receptores especificos para este péptido. difdrentes constituyentes de
membrana se comportan como pseudoreceptores pargéstido. En general, los

9 Lasch, P.; Schultz, C.P.; Naumann,Blophys. J1998 75, 840-852.
% Teuber, M.; Bader, Arch. Microbiol 1976, 109, 51-58.
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ligandos electronegativos de la membrana facilit@e interaccion inicial entre péptidos

catidnicos y ciertos patdgenos.

* Potencial transmembrana.

Otra diferencia fundamental entre las membrana®sienicrobios y la de las
células de los mamiferos estd en su diferente aepar de cargas entre la parte
extracelular e intracelular de la membrana. A gsagliente electroquimico se le llama
potencial transmembranay). La diferencia ey entre patdgenos bacterianos (-130 a
-150 mV) y las células huésped de mamiferos (-9Q1® mV) proporciona una
caracteristica que aporta una diana selectivalpsu@eptidos cationicos. Este parametro
ayuda a conseguir una toxicidad selectiva de Iqggig#s catibnicos a través de un
mecanismo llamado "self promoted uptake&ntre otros.

1.7.2. Toxicidad selectiva basada en la estructudiel péptido antibiotico.

Muchos péptidos antibiéticos que se conocen nanesséructurados, o tienen
una conformacion extendida antes de su interacoidnlas células diana. Otros, en
cambio, si que tienen conformaciones especificasag a enlaces intramoleculares de
diversa naturaleza. Una vez se unen a su dianas e€iptidos pueden seguir una
dindmica que les lleva a adoptar diferentes estrasten su sitio activo. Asi, pueden
adoptar conformaciones especificas, autoasociacioligomerizacion en el seno del
patogeno diana, pero no de la célula huésped.afe dlaramente de un ejemplo de
toxicidad selectiva. Existen muchos ejemplos dascren la literatura en los que se
intenta demostrar esta idea.

Unger? estudio la interaccién de analogos de melitinaagamina ciclicos y
lineales con modelos de membraima vitro. Los péptidos ciclicos fueron menos
eficientes en su unién inicial a la membrana fagfdica. Una vez se normalizaron las
concentraciones en los puntos de union tanto pEptidiclicos como lineares
presentaban una permeabilizacion de membrana sitdib@ vez unidos a la membrana

fosfolipidica se observo que los péptidos cicliesrtieron a un 75 % de la estructura

1 Hancock, R.ELancet.1997, 349, 418-422.
%2 Unger, T.; Oren, Z.; Shai, YBiochemistry2001, 40, 6388-6397.
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helical de sus analogos lineales, y como dato mmmoriante, se comprobd que el
analogo ciclico de melitina mostré6 una actividadibtetteriana incrementada, con
menor tendencia hemolitica, mientras que el deoveidlico de magainina present6

funciones biologicas opuestas.

Asi, Tam” ensayé la influencia de la conformacién en la ciisfielad
membranolitica de péptidos antimicrobianos. Pdoarehlizdé ensayos con analogos de
conformacion restringida de Protegrin 1, un péptidnonico de 18 aminoacidos contra
multiples cepas bacterianas Gram positivo, Granatngg hongos o incluso HIV-1,
con una amplia variedad y diferenciada variedadedelltados. En este estudio se
observé que el analogo de Protegrin 1 ciclico y co@iéormacionalmente restringido de
todos (ccPG-3) muestra diez veces menos capaciladlttica y hasta 30 veces mas
capacidad selectiva como membranolitico contra gestds microbianos en
comparacion con otros analogos que mostraban geitotdéxicos y antimicrobianos

equivalentes a la Protegrin 1.

En un estudio de Zhaffyse ensayaron péptidos catiénicos antibiéticos de
diversas estructuras y origen frente a diferentesnionanas modelo con diferente
composicion en fosfolipidos. Todos eran de natmealeationica, pero diversos en
conformacion (hélicesn, hojas 3, extendidos, ciclicos...). Independientemente a la
conformacion, todos los péptidos interaccionaron & membrana compuesta de
fosfatidilglicerol (anionica) y la penetraron. Egt@netracion se midio por la salida de
calceina previamente introducida dentro de las ma&nals. En cambio, solo los
péptidos catidnicos que tenian estructuras de ehalico estaban extendidos
interaccionaron con membranas compuestas de flikfadiina (zwitteridnica), y con

un menor nivel de penetracion.

Este mismo equipo de investigacion observé la ikl de algun péptido con
conformacion de hojB de inducir una translocacién de fosfolipidos eocdlula diana a
concentraciones menores de las necesarias pasngabilizacién. Las conclusiones
obtenidas por este grupo de investigacion, hacezercque muchos péptidos

antimicrobianos no solo interactian con biomemlwa@ composicion y asimetria

% Tam; J.P.; Wu, C.; Yang, J.Eur J Biochen200Q 267, 3289-3300.
% Zhang, L.; Rozek, A.; Hancock, R.E.Biol. Chem2001,276, 35714-35722.
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especifica, sino que ademas, pueden promover ladedation de las propiedades de

membrana en sus dianas celulares.

1.7.3. Afinidadin vivo por microorganismos

En 2001, Welling y colaboradorésensayaron la hipétesis de que los péptidos
cationicos antimicrobianos pueden discriminar eoélelas microbianas y eucarioias
vivo. En este estudio se compar6 como se acumulabas psptidos en tejidos
infectados preferentemente a tejidos inflamadosa Rdlo se utilizaron derivados
sintéticos de lactoferrina y ubiquicidina humanasaadas co’™Tc y se inyectaron de
forma intravenosa en animales infectados experahaente conStaphylococcus
aureus Klebsiella pneumoniaey Candida albicans Como control se indujo
inflamaciéon de forma estéril usando para ello ndoganismos inactivados por calor o
lipopolisacérido purificado en el musculo del musBomo agentes comparativos se
determinaron los niveles de defensinas, IgG y @igxacino. Los péptidos unidos a
9mre vy las defensinas se acumularon en una proposiigificativamente més alta en
los tejidos infectados en ratones y conejos qudenejidos que tenian inflamacion,
pero no infeccion. En general estudios como éstean que los péptidos localizan
rapidamente y se acumulan en los sitios de infagc@@guramente por su afinidad

preferencial a asociarse a superficies bacteriami@s que con tejidos no infectados.

1.7.4. Localizacién peptidica antimicrobiana

Existen maneras de que un péptido antimicrobiamonsenos dafino para el
huésped simplemente a través de una localizacitratégica o una expresion que
minimice su interaccién con tejidos potencialmentédnerables del huésped. Por
ejemplo, muchos péptidos antimicrobianos de origacariota conocidos en
vertebrados son secretados en superficies epgelialativamente inertes, tales como la
mucosa traqueal, lingual o intestinal de mamifelmsgn la piel de mamiferos o
anfibios®® Estos presentan actividad contra gran cantidaghaiégenos, una rapida
induccion tras contacto y ausencia de memoria irmhdgica, en contraste con los

% Welling, M.M.; Lupetti, A.; Balter, H.S.; LanzzerB.; Sout, B.; Rey, A.M.; Savio, E.O.; Paulusma-
Annema, A.; Pauwels, E.K.; Nibbering, P.H.Nucl. Med2001, 42, 788-794.

% Metz-Boutigue, M.H.;Shooshtarizadeh, P.; Prev@stHaikel Y.; Chich J.F.Curr Pharm Des2009

16, 1024-1039.
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péptidos antimicrobianos de origen exdégeno. Su dimbez de accion y su eficacia
frente a una infeccién explica porque han sido rteantenidos a través del proceso
evolutivo, pudiéndolos encontrar en organismos e desde una simple ameba a
organismos complejos como el de los primates @rehsmano. La secrecion de estos
péptidos es una de las principales medidas fisicd§gpara prevenir la colonizacion
microbiana de los diferentes tejidos del organismo.

Otra localizacion a destacar consiste la presate@eptidos antimicrobianos en
el interior de granulos de leucocitos fagocitarigs. el proceso de la fagocitosis se
internalizan los patdégenos, exponiéndolos al dumsaentorno del fagolisosoma. Entre
todas las substancias aqui presentes se encudatratefensinas, extremadamente
potentes, pero también muy poco selectivas frentei@oorganismos. Asi, las
defensinas quedan recluidas en los granulos ddalgscitos, minimizando asi su
potencial accion téxica sobre el huésped, perovadaconcentrando su actividad contra

patogenos.

1.7.5. Otras funciones de los péptidos que contrigan a aumentar la defensa del
huésped.

Los péptidos pueden realizan ciertas actividadespdgo para luchar contra los
microorganismos de forma especifica. Asi, puedégrferir en receptores eucariotas
para patégenos bacterianos, pueden ejercer sunamgifutando leucocitos hacia los
centros de infeccion o potenciando la actividadbacteriana de otros antibidticos, sean

peptidicos 0 no (por ejemplo desestructurando &)LP

1.8. MECANISMOS DE ACCION DE PEPTIDOS ANTIMICROBIAN OS

Para estudiar el mecanismo de accion de un pépagiloque tener en cuenta
varios factores. En primer lugar hay que valorar determinantes estructurales que
facilitan uno u otro mecanismo. La interaccion imliccon la membrana es algo
determinante que suele favorecer uno u otro modatague. El ataque en si a la
membrana es muy variado y puede ser de forma m@&nos especifica. Finalmente es
importante considerar también los mecanismos dertenwelular producidos tras el

ataque a la membrana.

27



Capitulo 1

1.8.1. Caracteristicas estructurales determinantgsara la actividad antimicrobiana

Existen ciertos determinantes para la actividagacitobiana de un péptido. Un
requisito esencial para cualquier péptido terapéudis la toxicidad selectiva por una
diana microbiana con respecto al huésped. Una viggdd al microbio, existen unos
criterios que permiten al péptido identificar detgrantes moleculares del patégeno,
accesibles y ampliamente conservados. Los péptidoEmicrobianos tienen
caracteristicas amfipaticas que imitan a los fgsifibbs, cosa que les permite interactuar
y aprovechar la vulnerabilidad inherente en estinast esenciales microbianas, como
las membranas celulares. Asi se pueden determgrdasccaracteristicas estructurales

relevantes de cara a la actividad antimicrobiana.

Charge
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Figura 7. Interrelacion entre los determinantes estructuetel®s péptidos antimicrobianos.
Carga positiva

La mayoria de los péptidos antimicrobianos careetdos hasta el dia de hoy
muestran una carga neta positiva, con un rangagostumbra a ir de 2 a 9 cargas y
pueden contener dominios cationicos muy definidek.caracter catidnico es de
importancia indudable en la atraccién electrosaairicial de los péptidos hacia las

membranas fosfolipidicas negativas de los microbios
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La superficie de las membranas bacterianas esaltanmegativa debido a los
fosfolipidos que la forman (fosfatidilglicerol, déolipina, fosfatidilserina), ricos en
grupos acidos. Ademas el lipopolisacéarido (en Gregativo) y los acidos teicéicos/
teicuronicos (en Gram positivo) de las bacteridsrgan carga negativa adicional al
conjunto de la membrana. Asi como se explicO pmeige (apartado 1.7.1), el
potencial transmembranay) es normalmente un 50 % mayor en procariotas con
respecto a células de mamiferos. Un potencial iggmmtico de este tipo puede actuar
de una manera similar a una electroforesis paraerdrar los péptidos cargados

positivamente sobre superficies microbianas.

Muchos estudios han demostrado esta idea de lel@tign entre catiocinidad y
actividad antimicrobiarfa En cualquier caso hay que tener en cuenta qse trata de
una regla absoluta. Como ejemplo de esto se puditaruel estudio de Dathi& con
analogos de la magainina 2. En este se muestrargirecremento de carga de 3 a 5
lleva a un incremento en la actividad antibacteridsio obstante, existe un limite por
encima del cual al aumentar la carga positiva moeguia la actividad. En este caso una
carga neta de 6 a 7 residuos cargados lleva a l#&gngluna perdida de actividad
antimicrobiana. Este descenso en actividad antobiana puede ser debida a las
interacciones excesivamente fuertes establecidae @éptido y fosfolipidos, que

pueden llegar a evitar la translocacion del péptiada el interior de la membrana.

En cualquier caso es adecuado limitar el nUmercadgas al minimo requerido
para su actividad, ya que una presencia humeroseadg@s suele comportar una

toxicidad demasiado alta.
Conformacion
Los péptidos antibidticos tienen una procedencig diversa, lo que les hace

diferir sustancialmente en secuencia y origen. Nstamte hay cierta similitud en la

tipologia tridimensional. Asi, se podria establaeoe clasificacion:

37 a) Besalle, R.; Haas, H.; Gloria, A.; Shalit, Fridkin, M.; Antimicrob Agents Chemoth&©92, 36,
313-317. b) Dathe, M.; Wieprecht. T.; Nikolenko,; HHandel, L.; Maloy, W.L.; MacDonald, D.L.;
Beyermann, M.; Bienert, MFEBS Lett1997,403 208-212. c) Matsuzaki, K.; Nakamura, A.; Murade,
Sugishita, K.; Fujii, N.; Miyajima, KBiochemistry1 997, 36, 2104-2111.

% Dathe, M.; Nikolenko, H.; Meyer, J.; Beyermann; Bienert, M.;FEBS Lett2001, 501, 146-150.
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30

1. Helicesa. Son muy abundantes en los fluidos extraceluldesimsectos y ranas
y usualmente existen como conformeros inestruchgrad extendidos en
solucion. Muchos de ellos sOlo adoptan esta estachelicoidal una vez

interaccionan con las membranas fosfolipidicas.
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Figura 8 Esquema de hélice alfa (izquierda) y de hoja lmgteetha).

2. Hojas B. Estas representan un grupo de moléculas muy sdivarnivel de
estructura primaria. A pesar de sus diferenciagpsegpéptidos tienen
caracteristicas comunes, como Ssu composicion aticpaon superficies

hidrofilicas e hidrofébicas diferenciadas.

3. Péptidos ricos en prolina-arginina y ricos en triptéfano. Se trata de

estructuras muy poco conocidas y estudiadas payocomunes en general. En
cualquier caso pueden formar estructuras relatimggrsmilares a hélicas o 3,
pero con ciertas diferencias que les impiden sesideradas dentro de esos

grupos>!
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Amfipaticidad y momento hidrofébico

La amfipaticidad refleja la abundancia relativaypblarizacion de los dominios
hidrofobicos e hidrofilicos dentro de un péptidproteina. Se trata de una caracteristica

dificil de definir a nivel de férmula.

Casi todos los péptidos antimicrobianos formanuesiras amfipaticas al
interaccionar con membranas diana. Multitud de @on&ciones protéicas pueden
presentar amfipaticidad, siendo la hélicena de las mas sencillas, elegante y estudiada

en muchos casos como modelo.

El momento hidrofébico (M) es un ejemplo de medida de esta amfipaticidad.
Representa una aproximacioén cuantitativa que smileatomo suma vectorial de las
hidrofobicidades propias de cada aminoacido, nomadds asumiendo una hélice
ideal>®

Un aumento de la amfipaticidad y/o la helicidad eota la actividad
antimicrobiana, pero aun suele aumentar mas hai@dati hemolitica contra membranas
neutras o de tipo zwitterionico (propias de maro#ge por ejemplo). Pathak y
colaboradoreéd sugirieron que la amfipaticidad era mas importamfee la
hidrofobicidad o el porcentaje de la molécula gresenta helicen la hora de modular
la actividad antimicrobiana. Pese a ello, estutkasizados por Wieprecht demostraron
que, al aumentar el momento hidrofébico de una magano se observé aumento en
la liberacion de calceina en vesiculas formadas fasfatidilglicerol. En cambio el
aumento del M produjo una elevada liberacién de calceina en manasr compuestas
por fosfatidilcolina/fosfatidilglicerol (3:1), qu@resentaban una carga neta no tan
negativa. Ademas, se observo que pequefios incresnentel M resultaron en una
necesidad de hasta 8 veces menos cantidad de @épdderido para la hemdalisis de
eritrocitos humanos. Asi unMncrementado solo suele presentar efectos modestos
la interaccion del péptido con membranas con caeggtiva, pudiendo presentar una
mayor toxicidad en las células del huésped.

% Eisenberg, DAnnu. Rev. Biochem984 53, 595-623.
40 pathak, N.; Salas-Aubert, R.; Ruche, G.; Jannal.MicCarthy, D.; Harrison, R@roteins 1995 22,
182-186.
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La amfipaticidad en las hoja@ se da cuando varias laminas, con una cantidad
relativamente baja de dominios helicales, se organpara formar superficies polares y
apolares claramente diferenciadas. Estas lanfire@n frecuentemente antiparalelas y

estan estabilizadas de varias maneras:

« Por puentes disulfufb

» Por ciclacion del esqueleto (protegrinas, gramigiad diversas defensinas)

La rigidez conformacional observada en ocasionegéptidos antimicrobianos
que forman hojg puede llegar a promover algun tipo de polimerizaclimitando la

exposicion de las caras hidrofébicas al medio fiiro.

Existen ejemplos de la insercién de la cara hidic del péptido en bicapas
lipidicas, y la asociacion de sus cadenas latecalemdas positivamente con los grupos
polares lipidicos, lo que lleva a una separacigintensional del caracter hidrofébico y
la carga. Una vez asociado con la membrana, laatera amfipatica de estos péptidos
gue presentan hofaparece que puede facilitar la formacion de cartedesmembrana.
Existen muchos modelos propuestos para explicaeeanismo exacto por el cual estos

péptidos pueden formar estos canales (ver cadit@ld).

Se ha de tener en cuenta que, al igual que erseld=malas hélices, un aumento
del My puede llevar a una disrupcion de membranas nesitréiei, estudios de
Kondejewskt? muestran que usando derivados sintéticos de GindcS con
reducciones significativas en hidrofobicidad auraenthasta 10.000 veces la

selectividad hacia microorganismos.

Hidrofobicidad

Se define hidrofobicidad como el porcentaje dedress hidrofébicos de un
péptido. La hidrofobicidad es una caracteristicaneisl para la interaccion con la

“! Sitaram, N.; Nagaraj. Biochim. Biophys. actd 999 1462 29-54.
2 Kondejewski, L.H.; Jelokhani-Niaraki, M.; Farm&,W.; Lix, B.; Kay,C.M.; Sykes, B.D.; Hancock,
R.E.; Hodges R.S.; J. Biol.Cherht999 274, 13181-13192.
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membrana microbiana, y representa el grado decyiartde un péptido en la bicapa
lipidica. Este porcentaje de residuos hidrofébicas péptidos antimicrobianos

acostumbra a representar el 50 %.

Hay que tener en cuenta, no obstante, que un ieateren los niveles de
hidrofobicidad puede llevar a un aumento de toridigara las células del huésped y a

una pérdida de especificidad contra patdégenos biamos.

Wieprect® desarrollé un estudio interesante que pretendébleser la relacion
entre la hidrofobicidad de los péptidos y su pebileacion de membrana. En sus
investigaciones con analogos de magainina se manbav constantes los otros
parametros estructurales (es decir carga, momeadtofdbico o helicidad), pero se
vario el porcentaje de residuos hidrofébicos. Emer lugar se observé que la
hidrofobicidad no tenia efecto en la union a memdisay en su permeabilizacion
cuando las vesiculas estaban formadas de fosfgitidilol (carga neta negativa). En
cambio, en una vesicula con proporcion de fosfatilina (carga neta neutra)/
fosfatidilglicerol 3:1 se observaba que el pépitmwi@s hidrofobico presentaba 60 veces
mas actividad permeabilizadora que el menos hibdiroéd En vesiculas compuestas por
completo de fosfatidilcolina, el efecto era aun rolaso (hasta 300 veces mas activo a
nivel de permeabilidad). Esta diferencia muestrstehgué punto tiene influencia la
hidrofobicidad en la union y permeabilizacion demmbeanas celulares. En cualquier
caso se observan diferencias significativas a ndesl permeabilizacion con poca
variacion de hidrofobicidad, lo que deberia pemmtodular mejor el comportamiento
del péptido, evitando aumentar demasiado la hibioidad, ya que esto podria

comportar un aumento de toxicidad.

Angulo polar

El angulo polar consiste en una medida de la poiforelativa de caras polares
y no polares en la conformacion peptidica de hélicAsi en un péptido en el que
encontrasemos una cara compuesta exclusivamentegduos hidrofébicos y la otra

solo compuesta por residuos con carga, el angular peria de 180°. Una menor

43 Wieprecht, T.; Dathe, M.; Beyermann, M.; KrauEe, Maloy, W.L.; MacDonald, D.L.; Bienert, M.
Biochemistry1997,36, 6124-6132.
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segregacion entre estos dominios o un incrementdadproporcion de residuos

hidrofbicos en la hélice reducirian proporcionaiteeaste angulo polar.

La validez de esta medida la ensayaron Uematsutyugkakt®. En su estudio se
observé que dos tipos de péptidos modelo con amgptdares de 100° y 180°
mostraban selectividad hacia membranas con catgaiegativa llegando a crear poros
toroidales o similares. Los resultados finales naosh que los péptidos con menor
angulo polar provocaron una mayor permeabilizadénmembrana, translocacion y
ratio de formacién de poros. Como dato desfavorsdblebservé que el ratio de colapso
del poro también se incremento significativameB#&tos resultados parecen sugerir que
los péptidos con menor angulo polar crean porabifante pero de forma bastante mas

inestable que aquellos péptidos con un angulo padeor.

1.8.2. Interaccion inicial del péptido con las memtanas diana

Esta interaccion es muy importante y se puede@dod formas:

Interacciones electrostaticas

Los péptidos antimicrobianos catidnicos y las basafosfolipidicas cargadas
negativamente de las bacterias presentan una iatrtaotutua y potente. Existen
multiples estudios que demuestran este h&tHoEste punto de vista también esta
respaldado por la conservacion de carga positiva s observa entre los muchos
péptidos antimibrobianos aislados de diferentearosgnos. Las fuerzas electrostaticas
se ponen de manifiesto a distancias molecularasvainente altas. En concreto lisina y

arginina presentan una atraccién significativamatite

HancocK! sugirié un mecanismo de interaccién con membraiaasabo “self
promotion uptake”. Segun este la accidn inicialmigdtido provoca un desplazamiento
competitivo de los cationes divalentes asociaddgpapolisacarido que estabilizan la

membrana externa de los Gram negativo. Sobre ditnas, la afinidad peptidica es

“ Uematsu, N.; Matsuzaki, KBiophys. J.200Q 79, 2075-2083.

4> a)Vaz Gomes, A.; de Waal, A.; Berden, J.A.; WésikrH.V. Biochemistryl993 32, 5365-5372.; b)
Besalle R.; Haas, H.; Gloria, A.;Shalit, I.; FridkiM.; Antimicrob.Agents Chemotefl992 36, 313-317.
c)Matsuzaki K.; Nakamura, A.; Murase, O.; Yoneyar8g, Zasslof, M.; Miyajima K.Biochemistry
1997 36, 2104-2111.
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tres veces mayor que la de esos cationes divalekgésdiferentes estudios en los que
se utilizaban cepas de especies bacterianas coredneida carga neta negativa en el

lipopolisacarido presentaban resistencia a péptdabiéticos catiénico®®

En el caso de Gram positivo no encontramos lipspoéirido ni membrana
externa, pero en su pared celular se encuentrdasiigicoicos y teicurénicos con carga
negativa. La significancia de esta carga negativéaegared celular como diana para
péptidos catiénicos antimicrobianos ha sido deradstpor Pesch¥lusando una cepa
mutante deS. aureusen la cual se aumentd la carga neta negativa ntedia
modificacion de los &cidos teicdicos, con lo queokservo un incremento de la

actividad bactericida de los péptidos antimicrobgoationicos.
Interacciones con membranas mediadas por receptor

Diferentes estudios con enantiomeros D de péptidodelo han demostrado
similar actividad antimicrobiana que sus respestignantiomeros L. Esto hace que el
dogma basico que se suele utilizar es que la otiEma tipica con la membrana

procariota no esta mediada por ningun receptor.

En cualquier caso, ciertos estudios sugieren quedg haber importantes
excepciones para esta generalizacion. Un ejempésteetipo de interaccién inicial es el
caso de la nisina, un péptido pequefio y ciclice ga ha usado en la industria
alimentaria durante décadas. La nisina present&idadt antimicrobiana a nivel
nanomolar y se une especificamente al lipido hacterll, un componente de
membrana implicado en la sintesis del peptidogticdBn presencia de nisina las
vesiculas modelo que incluian lipido Il presentalnaa liberacién de fluoresceina de su

interior 1000 veces superior a las vesiculas etgntes sin lipido 1f®

“°a)Helander 1.M.; Kilpelainen, 1.; Vaara, MMol. Microbiol.; 1994 11, 481-487. b) Helander, I.M.;
Nummila, K.; Kilpelainen, I.; Vaara, M.; Prog. CliBiol. Res.1995 392 15-23.

“"peschel, A.; Otto, M.; Jack, R.W.; Kalbacher, Judg Gonz, F.J.Biol.Chem.;1999 274, 8405-8410.
“8 Breukink, E.; Kruijff, B.Biochim. Biophys. Act4999 1462, 223-234.
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1.8.3. Sucesos tras unién a membrana

Se trata de eventos que suceden tras la interacuaial, ya sea ésta especifica
a través de receptores o por atraccion electrogtdBon muy importantes ya que
influencian de forma muy significativa los diferestmecanismos de accion de los

péptidos y/o su toxicidad selectiva.
Concentracion limite

Tras la interaccion inicial de los péptidos conmrlambrana, éstos empiezan a
acumularse hasta llegar a una 22 fase. Esto ocuaredo se alcanza una concentracion
de péptido en la superficie llamada concentraciontd. En esta fase, los péptidos
empiezan a entrar y atravesar la bicapa lipidieads para ello una elevada variedad
de mecanismos, llegando incluso a extender suidativantimicrobiana a dianas
interiores de la membrana celular. Varios pararsetienen influencia en este limite:
concentracion de péptido, capacidad de agregacamposicion fosfolipidica de la

membrana, fluidez\y (potencial transmembrana), ef€...
Transicion conformacional en membrana

Muchos antibidticos peptidicos se encuentran desadbs en ambientes
acuosos, exhibiendo una forma extendida o una ooaftién de tipo random-cof.

Tras su uniéon a la membrana diana ocurre un cadghaonformacion.

Muchos péptidos desestructurados a nivel terciasomen rapidamente una
conformacion en hélice una vez interaccionan con las bicapas fosfolipglenidnicas
0 con disolventes que mimetizan las condicionesndenbrana. Es muy interesante
constatar que muchos péptidos necesitan una btzmgada negativamente para que
tenga lugar esta transicion. Asi esto se ha deatusten el caso de magaininas por

técnicas como DG, o RMNP? Otro aspecto muy importante a tener en cuentpjes

“vang, L.; Weiss T.M.; Lehrer R.l.; Huang H.\Biophys. J200Q 79, 2002-2009.

0 Bello, J.; Bello, H.R.; Granados, Biochemistry1982,21, 461-465.

*1 Matsuzaki, K.; Harada, M.; Funakoshi, S.; Fujii; Miyajima, K. Biochim. Biophys. Act4991, 1063,
162-170. b) Matsuzaki, K.; Harada, M.; Handa, Tup&koshi, S.; Fujii, N.; Yajima, H.; Miyahima, K.
Biochim Biophys. Actd989,981,130-134.
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esta transicion conformacional en membrana puedevepir una actividad
membranolitica no discriminativa hasta el momemaee el péptido alcanza su diana
apropiada. De esta manera se puede minimizar icide® para el huésped (evitando el

atague a membranas celulares eucariotas).

En comparacion con las hélices los péptidos con conformacion en h@lja
estan mucho mas ordenados, tanto en disolucibnsacaomo en ambientes de
superficie de membrana, debido a la constricciépuesta por puentes disulfuro o
ciclacion de su estructura. En cualquier casoosthfe que las estructuras cuaternarias
peptidicas propuestas para varios péptidos confhejadisolucion acuosa se disocien
al interaccionar con la superficie de las célulasal Asi, la potencial monomerizacion
de estos péptidos podria facilitar los diferentescanismos antimicrobianos o la
toxicidad selectiva.

Autoasociacion y multimerizacion

Multiples evidencias sugieren que los péptidos naintobianos pueden
autoasociarse o multimerizar después de su iniérastcial con las membranas diana.
Se forman estructuras complejas asociadas a meuaide accion especificos. El
potencial de cualquier péptido para formar estrasticuaternarias esta directamente
relacionado a su composicion y conformacion erosmd monomérica. Un péptido con
unos dominios hidrofébico e hidrofilico bien deflos puede orientarlos eficientemente
hacia los constituyentes de membrana adecuadosia loa dominios adecuados de
otros péptidos. Ademas, esta orientacion puedétéac estos péptidos una adecuada
particion en el seno de la membrana hidrofébicée Epo de asociacion puede crear
poros transmembrana o canales. En ellos, por ejengd péptidos podrian asumir
configuraciones en las cuales las caras hidrofébsgaalineasen hacia la membrana
mientras que el canal hidrofilico queda formadoo spbr las regiones apolares y

cargadas de los péptidos.

*2 Hirsh, D.J.; Hammer, J.; Maloy, W.L.; Blazyk, Schaefer, Biochemistry1996,35, 12733-12741.
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1.8.4. Mecanismos de accidn

Existe una elevadisima cantidad de mecanismos d&naestudiados o
propuestos para los péptidos antimicrobianos d divéa permeabilizacion o el ataque
a la membrana diana. Los modelos que se explicaonéinuaciéon son los mas
conocidos en base a su estudio utilizando péptakscritos frente a membranas
artificiales. Cabe destacar que no existe un caosamiversal en cuanto a una
clasificacion, ni los mecanismos propuestos es@resariamente demostrados por

completo.

Mecanismos de ataque directos sobre la membranaobiana

A.- El mecanismo en “carpet®***(Figura 9)

Este modelo de mecanismo de accion en alfombriiaesemte inespecifico. Los
péptidos, atraidos electrostaticamente, se dispdedéorma paralela sobre la membrana
microbiana de modo que su superficie hidrofilice &s contacto con las cabezas de los
fosfolipidos y los residuos hidrofobicos estén mtae€los al nucleo hidrofébico de la
membrana. Una vez alcanzada una concentraciorelilmst péptidos interrumpen la
continuidad de la membrana insertandose en la naraben paralelo a la bicapa
lipidica mediante sus regiones hidrofébicas. Lagiorees polares de los péptidos
guedan expuestas al exterior, de modo que actudareha similar a un detergente,
desintegrando finalmente la membrana en forma delas en los casos en los que se
alcanzan concentraciones muy elevadas de péptiekis. modelo que presenta un
colapso mas catastréfico constituye una etapa w@wada del mecanismo en “carpet”
y es llamada mecanismo o modelo de tipo “detergente

B.- EI mecanismo ‘Barrel-stavé (Figura 9)
El nombre barrel-stave” describe la topologia del canal transmembranasque

forma al organizarse los péptidos antimicrobianmisres la membrana siguiendo este

mecanismo de accion. Los péptidos, en numero \ariab posicionan en un anillo con

%3 Gazit, E.;J. Mol. Biol; 1996 258 860-870.
* Bechinger, B.; Lohner, KBjochim. Biophys. Act®2006 1758 1529-1539.
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forma de barril, alrededor de un poro acuoso, aimal un canal iénico protéico. La
palabra “stave” se refiere a las fibras, similaaemdios, que pueden estar compuestas
por péptidos aislados o complejos de éstos y quenseentran en el interior de este
“barril”. Siguiendo este mecanismo, las caras liabizcas de los péptidos quedan hacia
fuera, orientadas hacia las cadenas acilo de labmae@ y las superficies/residuos
polares quedan hacia el interior formando el padvofilico.>®> Este mecanismo sigue

los siguientes pasos:

1. Union del péptido a la membrana, normalmente €orsta monomeérica.

2. Transicion conformacional en membrana: se apartae¢pon polar de los
fosfolipidos de membrana, induciéndose asi un miierRio de la membrana

celular.

3. Insercion del dominio hidrofobico del péptido enimkrior de la membrana.
Este proceso queda facilitado por la atraccionedos aminoacidos cargados y

la region polar de los fosfolipidos.

4. Cuando los péptidos alcanzan la concentracion dim#e produce una
autoagregacion de mondémeros y una insercion mdang@ en el seno de la
membrana hidrofébica. Esta agregacion permite reviaexposicion de los
residuos polares a la membrana interior hidrofghjaaque los péptidos adoptan
una “configuracion transmembrana” en la que lasorexs hidrofébicas de

péptidos y membrana quedan encaradas.

5. Una vez finalizada esta asociacion el poro quedaddo, pudiéndose llegar a
la muerte celular por disfuncion de membrana o ipbibicibn de alguna

funcién intracelular.

%5 Breukink, E.; de Kruijff, B.Biochim Biophys Act4999,1462,223-224.
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C.- El mecanismo de poro toroidal o Toroid Porée (Figura 9)

Segun este mecanismo de accion, los péptidos setansen la membrana
provocando una disminucion en la curvatura de éswpéptidos que se encuentran en
la membrana son empujados junto a los lipidos deeraaque se forma un poro en
forma de “agujero de gusano” La curvatura de la brama a través del poro provoca
gue las regiones polares de ambas capas de la ar@arll@gan a unirse. Asi las paredes
del poro quedan formadas por las cabezas polaréssdépidos de membrana y los

péptidos insertados en ella.

Péptido antibidtico

Cara hidrofilica

Cara hidrofobica

Mecanismo "Poro toroidal™ Mecanismo de "barrel-stave”

Mecanismo en "carpet”
Figura 9. Mecanismos de accion clasicos propuestos paradpdmintimicrobianos.
D.- El mecanismo de Ganz

En el afio 2001 Ganz propuso un mecanismo de aqeada pequefios
ciclopéptidos de naturaleza catidnica probablemergpirado en el modelo “barrel-
stave”® Estos péptidos, de marcado caracter amfipatiaujri@en capacidad para

ensamblarse entre ellos formando tubulos. Estosldsibse organizarian sobre la

* a) Ganz, TNature2001, 412, 392-393. b) Huang, H.\Biochemistry 200Q 39, 8347-8352. c) Shai,
Y. Biochim Biophys Acta, 1999 1462 55-70. d) Matsuzaki, KBiochim Biophys Acta 1998 1376 (3)
391-400.
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membrana microbiana y se insertarian en su infefiemando un poro. La

permeabilizacion de la membrana celular a difeeemmempuestos a través de éste
podria provocar la muerte celular. Se trata de apamismo que presenta similitudes a
los descritos de tipo poro toroidal lpdrrel-stavé pero mas especifico para este tipo de

péptidos.

Figura 10. Esquema de la formacién de un poro mediante cipligiEs segun la hipétesis de Ganz

E. Nuevos mecanismos de accion propuestos:

En los Ultimos afios diferentes opiniones, comodawimley’, refieren que
habiendo mas de 1000 antimicrobianos peptidicosaidas, no existe casi evidencia
experimental de que formen poros en las membrandsa enayoria de casos. Para
ciertos péptidos se proponen otro tipo de mecarssaiternativos en los que se unirian
a la membrana desorganizando y deshaciendo laipag#m lipidica de una manera no

especifica.

Entre estos novedosos mecanismos son de destacaolielos démolecular

®8 en el cual las interacciones entre el péptido sy flsfolipidos pueden ser

shape
descritas por diagramas de fases para descrifgintkencia del péptido antimicrobiano a

permeabilizar la membrana por alteracién del emgiagio lipidico o el modelo de

>"Wimley W.C.;ACS Chem. Bigl201Q 5, 905-917.
*®3)Bechinger, B..Curr Opin Colloid Interface Sgi2009 14, 349-355. b)Bechinger, B.; Lohner, K.
Biochim Biophys Act®006 1758 1529-1539.
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“lipid clustering” *°

en el cual los antimicrobianos peptidicos induagnupacion o
separacion de fase de los lipidos con pérdida miedn de membrana. En los modelos
de “sinking raft” ® los péptidos amfipaticos pueden causar una pétitihalance de
membrana por unién y deformacién (hundimiento) atelalsas lipidicas (zonas ricas
en colesterol y acidos grasos saturados menosflujde otras zonas de la membrana
glicerofosfolipidica de la bicapa lipidica), forndose poros transitorios letales para

microorganismaos.

En general, la mayoria de mecanismos propuestos sdeaveés de poros, 0
desestructuracion de membrana mas o menos sejextiém poco demostrados a nivel
experimental. Multitud de autores defienden ladedide uno u otro modelo en funcién
de su criterio 0 de su experiencia con un tipo mncde antimicrobianos peptidico.
Uno de los principales retos futuros consistiriaagaptar un consenso en cuanto a que
modelos de ataque a membrana son los que represmejar a la mayoria de los

péptidos antimicrobianos.

Mecanismos de ataque indirecto sobre la membrananohiana

A.- Desestructuracion del lipopolisacarido (LPS)

Se produce mediante la union entre las cargas inagatel LPS y las cargas
positivas del antibiético peptidico catiénico debid la atraccidon electrostatica. Este
proceso desplaza la unién original del LPS con étorde calcio y magnesio y
desestructura la cubierta de la membrana extemaug el LPS forma parte de ella
(mecanismo de “self promotion uptakd” Esta actuacién puede no llevar a la
permeabilizacion completa de la membrana celulatebiana, pero puede facilitar el
atague sobre esta de algun otro antimicrobianmiaeaf sinérgica. Un ejemplo de esto
consiste en el estudio de analogos de polimixiraagun uniéndose al LPS, han perdido

su actividad bactericida. Aun asi, consiguen pehifizar suficientemente la membrana

*a)Epand, R.M., Epand, R.F.; Biochim Biophys Acta)02 1788, 289-294.b) Epand, R.F.;
Biochemistry,201Q 49, 4076-4084.

%2)Pokorny, A.; Almeida, P.F.; Biochemisti3Q04 43, 8846-8857.b) Pokorny,ABiophys. J, 2008 95,
4748-4755.c)Almeida P.F.; Pokorny, Biochemistry2009 48, 8083-8093.
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para que otros antibidticos hidrofébicos que nomeaite no podrian penetrar la
bacteria puedan ejercer su actividad bacteritida.

B.- Opsonizacion

Es importante recordar que los existen multitudodptidos mediadores en la
respuesta inmune. Existen ciertos péptidos y praseplasmaticas (opsoninas) que
facilitan la fagocitosis de microbios actuando comediadoras entre los antigenos de

membrana de estos y los receptores de opsonineslestfagécitos.

La polimixina B constituye un ejemplo entre la famide los péptidos
cationicos que actiia seglin el mecanismo de opsidiZa Asi en un estudio llevado a
cabo por el grupo de investigacién de Tsublese utilizaron derivados ciclicos de
polimixina B y E unidos a colas lineales aminoazdiformiladas que presentaban un
doble mecanismo de accion. Por un lado, la padiéca&ise unia al LPS volviendo
permeable la membrana interna de bacterias de Gigon negativo a antibioticos
hidrofobicos. Por el otro, la cola lineal aminoacad(fMLF, potente quimiotactico para
células fagociticas) le proporcionaba al péptidoefecto quimiotactico y actividad
como opsonina. En este estudio se administraras bales d&lebsiella pneumoniae
resistente a eritromicina a 18 ratones, sobreuvildenn total de 14 de ellos tras
administracion peritoneal de eritromicina y el agaél de polimixina B (la
administracion de eritromicina o el analogo demidina B solos no producia efecto).
Se determind también la capacidad quimiotacticaadalogo de polimixina B, siendo
esta unas tres veces mayor que la del mismo anélodga cola lineal. En su ensayo
como opsoninas el analogo de polimixina B mostr@mam incremento en la union de
células dd’seudomonas aeruginosan macréfagos peritoneales de ratdn con respecto

el alcanzado por este mismo analogo sin la cadieea Quimiotactica.

®. Tsubery, H.; Yaakov, H.; Cohen, S.; Giterman, MWatityahou, A.; Fridkin, M.; Ofek, LI.;
Antimicrob.Agents Chemother.; 2005, 49, 3122-3128.

62 Tsubery, H.; Yaakov, H.; Cohen, S.; Giterman, Nigtityahou, A.; Fridkin, M.; Ofek, |Antimicr.
Agents & Chemote200Q 49(8), 3122-3128.
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Mecanismos de ataque para péptidos que atraviesarmlembrana celular
(“CPPSs").

El interés de este tipo de péptidos consiste espsente en su habilidad para
transportar a través de la membrana plasmaticampéia cantidad de sustancias, como
pequefios farmacos, iones metalicos, otros péptidmsdos nucléicoSAsi, se podrian
introducir moléculas que no son capaces de atralesaembrana plasmatica como las
“pepducinas”, inhibidores peptidicos que interfieta transduccién de sefal y usadas
previamente con éxito en células tumordlese podrian realizar acumulos de
medicamentos en compartimentos celulares diversostms maneras inaccesibies,
introduccién de moléculas que actien contra el RN& patdogeno (Ebola,
Salmonella...5%...En general estos péptidos presentan muchos aspattoomdn con
los péptidos antimicrobianos como su caracter caidy su amfipaticidad. Aunque
pueden utilizar modelos de entrada a la célulalaies a los propuestos para péptidos
antimicrobianos, siguen otros muchos mecanismogigspmas diversos y complejos

que los de los péptidos antimicrobianos (macropiasis, endocitosis.. 5’

1.8.5. Causas de muerte celular

Los mecanismos precisos que llevan a la muertelacelton el uso de
antimicrobianos peptidicos han sido fuente de éstey objeto de estudio. En un
principio se pensaba que estos péptidos solo pataoc la inviabilidad celular
mediante una acumulacion de dafios sobre la membrianabiana, ya fuera a través de
desestructuracion, poros, pérdida de iones, dagpadaon, inhibicion de la sintesis de
biopolimeros... Todos estos fendmenos represehtas@tado de la accion llevada a
cabo por los péptidos antibibticos sobre la mendrBero multiples evidencias indican
la existencia de otro tipo de mecanismos, ya sédadas o complementarios a los

clasicos, sobre todo cuando la permeabilizaciotad®embrana es insuficiente para

% Torchilin, V.P.Biopolymers2008 90, 604-610.

® Watkins, C.L.; Brennan, P.; Fegan, C.;TakayamaN#kase, |.;Futaki, S.;Jones, A.T; Control
Releasg2009 140, 237-244.

%5 Rao, K.S.; Ghorpade, A.; Labhasetwar, Bxpert Opin. Drug Deliv2009 6, 771-784.

 Mitev, G.M.; Mellbye, B. L.; Iversen, P.L.; GelleB.L.; Antimicrob. Agents Chemothe2009, 53,
3700-3704.

" Alves, 1.D.; Jiao, C.Y. Aubry, S.; Aussedat, B.urBna, F.; Chassaing, G.; Sagan, Biochim.
Biophys. Acta.2010179§12), 2231-2239.
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causar la muerte celular. En resumen, existen rnsuas de accion que llevan a la

muerte celular con una disrupcién de membrana nainim

Disfunciéon de membrana

La membrana citoplasmatica es responsable de regulehas funciones vitales
a nivel celular. Estas funciones incluyen, entraxtuna permeabilidad selectiva y el
mantenimiento de gradientes, obtencién de energia transporte electrénico y
oxidaciones fosforilativas, sintesis de biopolinseranotilidad, etc... Cualquier
disfuncion sobre la membrana citoplasmatica puetieferir con una o mas de estas

funciones y llevar a la muerte celular de formacti o indirecta.

Inhibicién de la sintesis del biopolimero extracédn

La inhibicién del peptidoglicano o de otras sirgesiacromoleculares puede
suponer también un mecanismo importante de luckimiarobiana. Los precursores
del peptidoglicano son activados y transportadostravés de la membrana
citoplasmatica y su ensamblaje se produce certamembrana también. Los péptidos
cationicos pueden perturbar la membrana o la idadgr de la sintesis del
peptidoglicano, ya sea en su etapa de sintesg@®irsor, a nivel de su translocacion o
en la fase de ensamblaje. Debido a su elevado redateen peptidoglicano, este

mecanismo de accion es especialmente efectivoacbatterias Gram positivo.

Diana intracelular

La permeabilizacion, ya sea por formacién de porpsr desestructuracion del
LPS, puede no ser fatal pero causar la internafimatel péptido. En este caso, si existe
una diana intracelular adecuada, se puede prodinambilidad o muerte celular.
Existen multitud de posibilidades por las cualepsede llegar a producir la muerte

celular siguiendo este mecanismo.
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1.9. OBJETIVOS

En la revistadNature Ganz y colaboradores publicaron un modelo de aquaba
una nueva generacién de antibi6ticd€Estos son pentapéptidos ciclicos de tamafio
pequefio con una determinada proporcién de resjhlases y apolares, y normalmente
estan cargados positivamente. Esto les confieracadgd para formar poros en las
membranas bacterianas. La permeacion de compupstdsene lugar lleva a la muerte
celular. Debido a la naturaleza de los péptidosn@iio de accién es selectivo contra

membranas procariotas.

Basandonos en este mecanismo de accion, continuamiaspresente tesis los
estudios realizados sobtestylostatinas La Stylostatin 1 es el péptiaiclo(Asn-Ser-
Leu-lle-Ala-Pro) (Figura 11).

Figura 11. Stylostatin 1

Basandonos en su estructura, que comprende dos&oitas polares y cinco
apolares, y en el modelo de Ganz, iniciamos unrskgestudio con la intencion de
obtener compuestos antibiéticos de “nueva genaraciéste mecanismo de accion
propuesto por Ganz no ha mostrado hasta el preseitf@os mecanismos de resistencia
por parte de los microorganismos y se espera (fas essistencias no aparezcan tan
facilmente como con los antibiéticos clasicos. Enagal se pretenden recopilar datos
que permitan formular una hipétesis que relaci@nestructura y la actividad de este

tipo de compuestos.
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En la presente tesis doctoral se pretende sintetizaa biblioteca de
ciclopéptidos que combine las diferentes caratiesis que se explican en apartados
anteriores del presente capitulo. Para ello setsatan tanto compuestos basados
exclusivamente en aminoacidos naturales como ofuesincluyan nuestros analogos

pseudodipeptidicos de sintesis (la sintesis peptisie detalla en el capitulo 3). Los
objetivos son varios:

e Obtencién de 3-aminolactamas sintéticas, que seduntiran en nuestros

péptidos como sustitutos rigidos de dipéptidosyaamto como analogos de

aminoacidos.
O'Bu
)\(COzH >\'/C02H CbzHN COZH HOOC,
O, N N/,\O
FmocHNp\OBn FmocHNp\ FmocHNp\ FmocH NU
OH

2. Fmoc-{Ser(OBn)-Thr( 'Bu)} 3. Fmoc-{Ser(OBn)-Leu} 4. Fmoc-{Ser(OBn)-Lys(Cbz)} 5. Fmoc- {Oxa}

Figura 12. Lactamas de tipo VI y VIl a utilizar en nuestra biblioteca.

» Disefio tedrico de la quimioteca, realizada paraiel#e a la sintesis de nuestras
lactamas. (ver capitulo 3.1). Para esta sintesiersdrdn en cuenta criterios
bibliograficos como el tamafio, la relacién de cargasitivas y la carga neta, la

conformacion o la hidrofobicidad y amfipaticidad dielopéptido.

» Sintesis en fase solida de nuestra quimiotécadepiicapitulo 3.3), incluyendo
en ella tanto péptidos basados en aminoacidos atleéucomo aquéllos que
incluyen nuestras lactamas, ya sean del grupo 3Rpdptidos compuestos por
siete aminoacidos de los cuales 3 son polares os @trapolares, con o sin
aminoacidos basicos que proporcionen una cargapoesitiva a la molécula a
pH fisioldgico), 2P+5A (dos polares por 5 apolaremjemas de las series
compuestas por siete aminoacidos incluyendo dosdisen su estructura y de
una serie de péptidos que incluyen ocho aminoacetossu estructura y
contienen dos lisinas (dos cargas positivas).
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Capitulo 1

Realizacion de estudios experimentales de dicrotsmalar (DC). Aun cuando
no podamos utilizar usar los patrones clasicosodéocmacion ( hélicex, hoja
B, etc...), con esta técnica se pretende obtengratndn conformacional. Se
efectuaran variaciones de ciertos pardmetros cempdratura 0 concentracion
para intentar demostrar algun tipo de agregaciotecular si se registrasen

variaciones en la conformaciéon de referencia.

Se llevaran a cabo ensayos sobre liposomas corbjelivo de ensayar si
nuestros péptidos presentan actividad sobre la maralzelular procariota. Para
ello se utilizaran extractos polares de membraeds.abli y fluoresceina como

marcador fluorescente.

Realizacion de calculos de modelizacion molecutar abjeto de establecer el
grado de flexibilidad de estas moléculas y obtestenaximo de informacion
estructural que nos permitan conocer mas datogacky la estructura de los

péptidos y encontrar evidencias de agregacion mialec

Realizacion de ensayos bioldgicos con nuestrosidmsptcon objeto de
determinar si son activos como antimicrobianosaRdio se utilizardn cepas
microbianas de referencia lo mas variadas posilas.técnicas de rutina mas
utilizadas son la medida de la sensibilidad deteadte por dilucion seriada en
tubos o placas y el antibiograma. Este ensaydvo lo realizaran colaboradores
externos en el Hospital Clinico de Barcelona. Ugusdo ensayo bioldgico de
nuestros péptidos, en este caso frente a diferdejeos tumorales, sera
realizado por la empresa Pharmamar con objeto derndi@ar si nuestros
nuevos péptidos aln conservan algun tipo de aativaohti cancerigena (como la
stylostatin | modelo) pese a las variaciones qukegaran a cabo.

A nivel estadistico pretendemos recopilar datosa pgoder formular una

hipotesis que correlacione la estructura con labposactividad antibidtica que se

observe.
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Sintesis en disolucién de lactamas dipeptidicas

2.1. PRECENTES SINTETICOS DE NUESTRO GRUPO

Desde hace unos afos, nuestro grupo de investigaeitia especializado en la
utilizacién de 3-aminopiperidonas diversamente ifumalizadas para preparar analogos
de dipéptidos de conformacion restringida. Asi,sadgramos que la piperidona une el
carbono alfa de un aminoacido con el atomo degetié del residuo siguiente. De esta
manera los angulos de enlaogy i x; (ver Figura 13) quedan restringidos dentro del
anillo, y los angulogy i (»también tienen la movilidad reducida, ya que depertk la

conformacion en silla que adopte cada anillo dergipna.

H .
| () W O ®w R H O Ris1
g e
Pl Nitx =z Nis1
X1 Ri Ill (@] Ri \/ @)
Angulos de torsion Analogos restringidos
Q H
%71 H N ‘;;r

R H

Figura 13. Restriccion conformacional del péptido mediantanifio de tipo lactamico.

Ademas en el afio 1982, Freidinfedemostré que la introduccién de un anillo
de lactama en una cadena peptidica inducia unarcoation de girg3. En trabajos
anteriores de nuestro grupbtambién se ha observado que la lactama puedeiinduc

giros de tipoy.

% Freidinger, R.M.; Perlow, D. S.; Veber, DFOrg. Chem1982 47, 104-109.
% Fernandez, M. M.; Diez, A.; Rubiralta, M.; Montene, E.; Casamitjana, N..Org.Chem 2002 67,
7587-7599.
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£
: ‘\\R3 \RZ
ol BRCer
Ox_N
/NJJ\ j/,,/ R e j//,/ Rt
i H a
a
Rl
Mimético de giro Mimético de giroy

Figura 14.Papel de las lactamas como inductoras de @isog

Actualmente disponemos en nuestro equipo de unecaoh de diversas
lactamas (ver Figura 15) que hemos empleado coroafftdds”, o esqueletos de
soporte de grupos funcionales, como inductoressttecuras secundarias de tipo giro

B oy, o bien como sustitutos de dipéptidos en estrastoras complejas.

(:OR3 Rz\rCOR3 RZYCOR3 RZYCORs RZYCOR3

OINJ OINJ X X L
—N —N j:\J Ri—N" RN R
H H Ri Ho R, '

N 4

I{Ala-aa,} I jaid IV {aa;-Gly} v

<995258> <96T10173> <03]J0C9541> <03]J0C9541> {Met-aa,} R4 = H, SMe <96T10173>
<00T:A991> {Ala-aa,} R4= 0 <01T157>
<040BC1633>
R
Raw_-COR; ZYCORs R;0C,, COR3 COR3
Os N O-N N O
) A X e U\>
RN OR, YN "
OH Ry
VI {Ser-aa,} VII {B-aa} VIII {Ala-Pro} IX {Pro-aay} X {His-aay}
<99TL4865> <02T:A995> <00J0C6992> <02J0C7587> <02T:A000>
<01TL871> <03MRC123>

<03IMC5825>

Figura 15. Quimioteca de lactamas de las que dispone el grnpa actualidad.

Por ejemplo, la lactama de tipo | se ha empleada simtesis de una quimioteca
de inhibidores de triptasa de estructura diméfitaactama de tipdl se empled para
obtener derivados de conformacion restringida déomea, los cuales se ensayaron

0 Garcia, M.; Del Rio, X.; Silvestre, S.; Rubiraltsl.; Segarra, V.; Lovoza, E.; Diez, Arg.&
Biol.Chem 2004 2, 1633-1642.
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Sintesis en disolucién de lactamas dipeptidicas

como inhibidores del transporte hepatico del gioma(GSH)*". La lactama de tipdl

se ha empleado principalmente para la funcionafimade la posicion 4 del anillo
mediante adiciones conjugaday, por tanto, la obtencién de lactamas de tigo
(derivadas de Trp). La funcionalizacion de la posics se llevé a cabo aplicando la
reactividad de compuestos organicos con zinc, ykdavo la 3-amino-5-hidroxi-2-
piperidona, conocida por presentar actividad conmdbidor del enzima convertidor de
angiotensind® Una de las lactamas que ha tenido una aplicacis amplia hasta el
presente es el compuesto polihidroxilado de wip6""® el cual, entre otros, se utiliz6

para la obtencién dg-aminoéacidos de conformacién restringida de tiglis®.

Finalmente, también hemos desarrollado la sintesilgjunas aplicaciones de

71X % y X8, Es importante

derivados biciclicos como los compuestos de ¥
destacar que las oxazolopiperidonas son inducttagros de tip@-1I', mientras que

las espirolactamas demostraron ser inductoresrde de tipoy.

Posteriormente, nos propusimos como nuevo reto plecagion de estas
estructuras lactamicas en la sintesis de quimistgeseudopeptidicas con una
determinada actividad biolégica. Con esta finalidemtificamos péptidos naturales de
actividad biolégica conocida sustituyendo algunménaacidos por analogos sintéticos

de conformacion restringida.

Este nuevo reto implica una etapa previa de busgumdliografica de los
péptidos nativos que nos interesan, un disefio slecdorespondientes derivados, la
sintesis de las lactamas con la funcionalizaci@eseria, la sintesis de las quimiotecas,

y los ensayos bioldgicos de nuestros compuestos.

™ a) Estiarte M. A.; De Souza, M. V. N.; Del Rio,;0dd, R.H.; Rubiralta, M.; Diez, Aletrahedron
1999 55, 10173-10186. b) Colell, A.; Garcia-Ruiz, C.; Rigiiez, R.; Estiarte, M.A.; Diez, A;;
Kaplowitz, N.; Rubiralta, M.; Fernandez-Checa, HépatologyPart 2 Suppl.S1996 24,51.

2 Ecija, M.; Diez, A.; Rubiralta, M.; Casamitjana,;NKogan, M. J.; Giralt, EJ.Org.Chem 2003, 68,
9541-9553.

"®Estiarte, M.A.; Diez, A.; Rubiralta, M.; Jacks@F.W.Tetrahedron2001, 57, 157-161.

" Pir6, J.; Rubiralta, M.; Giralt, E.; Diez, Aetrahedron Lett1999 40, 4865-4868.

®Pir6, J.; Rubiralta, M.; Giralt, E.; Diez, Aetrahedron Lett2001, 42, 871-873.

" Pir6, J.; Forns, P.; Blanchet, J.; Bonin, M.; Miag L.; Diez, A.Tetrahedron: Asymn2002 13, 995-
1004

" Estiarte, M.A.; Rubiralta, M.; Giralt, E.; Diez,.;EThormann, M.; Giralt, EJ.Org.Chem200Q 65,
6992-6999.

8 Escolano, C.; Kogan, M.J.; Rubiralta, M.; Girdlt; Diez, A.Magnetic ressonance in Chemist?003
41, 219-222.
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En estudios previdsse ensayé la introduccién de una de nuestras 3-
aminolactamas de tipo VI como sustituta del diplptSer-Leu con la finalidad de
introducir restriccion conformacional en analogas $tylostatin 1. De este estudio

pudimos obtener una serie de conclusiones inteiesan

Las lactamas se pueden utilizar en sintesis peptéditandar.

e La introduccion del anillo de lactama induce unogian los péptidos
lineales, permitiendo obtener una ciclacion ha&iavdces mas rapida

que en su ausencia.

* Una vez ciclado, eP-péptido carece de uno de los enlaces de hidrégeno
gue fija la conformacién del péptido nativo. Eséetio se refleja en una
mayor flexibilidad que el péptido nativo (que sépvesenta una

conformaciorcis en lle-Pro).

* Las dos familias de conformaciones observadas smorelen a una

conformacion cis o trans del enlasédle-Pro.

* Se observa cierta actividad anticancerosa a caaoges pM, menor

en el caso de los derivados con la 3-aminolactama.

Conociendo estas caracteristicas, decidimos intiodiarias de nuestras 3-
aminolactamas como analogos dipeptidicos de comimon restringida en nuestra
biblioteca de potenciales antibidticos, tal y cohabiamos ensayado previamente en
nuestro grupo al introducir anélogos ciclicos del®® en sustitucion de los naturales

que presenta la estructura nativa de la Stylostatin
Para la sintesis de nuestréfsstylostatinas con analogos dipeptidicos, cuyo

disefio se detallara en el capitulo 3, se decidietitinar las lactamas de tipd y VIII

siguientes:
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Sintesis en disolucién de lactamas dipeptidicas

O'Bu

/k(COZH >\’/COZH CbzHN \/\/\(COZH HOOC,
N\

Os_N N 0Os_N_ 0
FmocHN" OBn FmocHNp\ FmocHNI)\OBn FmocHNU

OH OH

2. Fmoc-{Ser(OBn)-Thr( '‘Bu)} 3. Fmoc-{Ser(OBn)-Leu} 4. Fmoc-{Ser(OBn)-Lys(Cbz)} 5. Fmoc- {Oxa}
Figura 16

2.2. SINTESIS DE LA 3-AMINOLACTAMA 2

Tal como se ha comentado en el capitulo anterigpyimer objetivo de este
trabajo fue la sintesis de la S8S5R)-5-benciloxiN-[(1S2R)-2-(tert-butoxi)-1-
(carboxi)-propilamino]-3-(9-fluorenilmetoxicarboaihino)-4-hidroxipiperidin-2-ona,

abreviada a partir de ahora como Fmoc-{Ser(OBn)‘Bh)} (compuest®).

La sintesis se abordd partiendo del éster bendiiécta L-treonina de manera
analoga a la descrita en el trabajo previo reatizatdnuestro grupo para la sintesis de la
lactama Fmoc-{Ser(OBn)-Leudj*. En el Esquema 1 se muestra el andlisis
retrosintético. A partir de la D-ribonolactona sarnfaria el anillo de lactama y
posteriormente se llevarian a cabo las transfoonasi funcionales para la obtencion

del compuesto objetivo.

O'Bu O'Bu O'Bu

/H,COZH /H/COZBn /'\/cozan o'BL
CO,Bn
FmocHN"" OBn o OH
OH

AVO

2 6

NH,

\‘
o“'

Esquema 1. Disefio retrosintético de la sintesis dedmpuesto Fmoc-{Ser(OBn)-Thr(tBu)}(2)

Para llevar a cabo la sintesis del acetal de ldb@nho-1,4-lacton® se partié de
la D-ribosa, que se oxida a la D-ribonolactdhandicada en el Esquema 2 por

tratamiento con Bry BaCQ en agua. Posteriormente se protegen los gruposxiia
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de las posiciones 2 y 3 en forma de acetal, psartignto con acido clorhidrico en

acetona.
Q Br,, BaCO, HCI aq o
HO! OH —»
\__/ - acetona -
HO ©OH HO 0o 0 b
D-Ribosa 8 9

Esquema 2

Este compuesto estd comercializado en la actualigewh su elevado coste
econdmico nos decidié a sintetizarlo en nuestrorktbrio a partir de la D-Ribosa,

mucho més asequible.

Una vez obtenida la D-ribonolactof&e realiz6 la sintesis de la sulfonani@a
por reaccion del éster bencilico de la L-treonina @NsCl y EgN con un 97 % de
rendimiento. EI compuesthl se sintetizé al hacer reaccionHd con TBTA en un
medio acido catalitico (4cido trifluorometansuli@mi CESO;H). La reaccion duraba 5
dias y se alcanzaba un 60 % de rendimiento. Tangsigosible usar BFELO, con el
gue se obtienen resultados similares en cuestioremtimiento, pero se alargaba el

tiempo de reaccién hasta 8 dias (Esquema 3).

OH O'Bu

OH CO,Bn CO,Bn

CO,Bn 1. EtzN, CH,Cl, . '}IH 1.TBTA,CHZCI2/HexarE ,I\]H

gHs 2. 0-NsCl 0=5=0 2.CF3SO3H 0=S=0
S 0 NO> (60%) NO,
OOC-COOH (97%)
10 11
Esquema 3
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Una vez se obtuvo la-treonina convenientemente protegida se procedidha
alquilacién con el acetal de xribonolactona mediante una reaccion de Mitsunobu,
consiguiéndose de esta manera el compukEaton un 85 % de rendimiento tras su

precipitacion con éter dietilico fria y posteridircion al vacio (Esquema 4).

I \S
0=S=0 - oY O o
CH,Cl, 4
NO, NO, 122

85% O_0
(85%) et

11 12

Esquema 4

La sulfonamidal2 se caracteriz6 por sus datos 'ty *°C, de los que cabe
destacar la desaparicion de la sefial correspoedengrupo NH y la presencia de
sefales entr&d 4,84 y 5,24 ppm correspondientes a los protondsaddlo de
ribonolactona (H2, H3 y H4). En el espectro’d@-RMN, las sefiales de los carbonos
del anillo resuenan&74,6 (C2) 75,4 (C3) y 78,0 (C4).

o) @
2 N COEt PhsP.  CO,Et PhsP.  COEt R, OH
Ph3p /N:N [—. 3 tN_N 2 e SNTING 24’
EtO,C Eto,C  © EtO,C H
H NO
R /N\ //O 2
1 //S
o)
@
H
R
H-O~pph, CO,Et (‘® ©  CO,Et © 5 No
“h3 U2 - U2 \ 2
@ NN RO N-N — = RN
EtO,C H 2\_/ EtO,C H g
© o NO,

Esquema 5Mecanismo de la reaccion de Mitsunobu
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Posteriormente, se realizd una desulfonacién bajmliciones de Fukuyarfia

gue permite conseguir la amina secund@re@n un rendimiento del 81 %. (Esquema
6).

Y

5 S PhSH, KCO, HN 5
@ o 0 DMF o
NO,

0><b (81 %) O><

o

Esquema 6

Esta reaccion consiste en una sustitucion nucgeafibmatica (SNAr), en la que
el tiofenol ataca a un fenilo pobre en electronelsidb al efecto electroatrayente del
grupo nitro en orto, que ademas deslocaliza laacaegativa del intermedio. La fuerza
motora de la reaccion consiste en el hecho de loggreigo saliente genera SO2 gas. De
esta manera se libera la amina secundaria en comelcsuaves (

Esquema).

Rl ’Rz Rl\ R2 Rl\ R2 Rl\N,RZ R:LN’R2
—c— | ! _
0=3=° Phs so2 PhS 502 PhS,_ SO, Phs_S02 0O

. NO,—> NO, <> NO, > NO, —=—> N
PhS o

Rl\ /RS
e
2
NO Ri~

Esquema 7. Mecanismo de desproteccion de Fukuyama

I—Z\

" Fukuyama, T.; Jow, C.K.; Cheung, Metrahedron Lett1995 36 (36), 6373-6374.
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Se sintetiz6 el nucleo de la lactama a partir denténa secundaria. Para ello se
escogidé un método que consistia en el tratamieoo2ehidroxipiridina en tolueno a
90 °C, el cual se habia utilizado con éxito pa@pcir la abertura de lactonas con
aminoalcohole&®®' Este método presenta la ventaja de que el diselvea tiene
caracter nucledfilo y por tanto no representa udimagresivo para el éster benzilico, a
diferencia del método utilizado anteriormente eestto grupo para llevar a cabo el
proceso de lactamizacion de aminas secundariasNAc®eOH a reflujo). Se obtuvo
el producto6 con un 80 % de rendimiento. La lactatae caracterizé por sus datos
espectroscopicos del-RMN. Estos muestran un gran desapantallamiertprd&n en
a de la treoninaXd = 2,22 ppm). En el caso de la amina secundaria encontramos
end = 3,12 y en la lactam@ad = 5,34.

O'Bu o8
CO,Bn u
CO,Bn
HN .
k)/\éo 2-hidroxipiridina Oy~ N 6
> 5
(o]
— Tolueno, 90 °C O@OH
5 =
>0 %)  —©
7 6

Esquema 8

En este punto se estudid la proteccién ortogondhdmosicion C-5, necesaria
tanto para evitar la interferencia de este grupwi@inal en la formacion del grupo
sulfito posterior (compuestos 8a y 8b) como parigaeva deshidratacion del grupo
hidroxilo durante la sintesis en fase solida pastecomo se observé en un trabajo
previo con la lactama Ser-Leu, en el que se fornabdoble enlace entre las posiciones
4y 5 de la lactamBhEn primer lugar se intent6 proteger el hidroxitm @l grupatert-
butilo. Este tipo de proteccion permitiria despgeteel grupo carboxilo hidrogenando

con paladio, manteniendo inalterados los otros agymotectores. Se intentdé usando

8 strekowski, L.;Visnick, M.; Battiste, M.AJ. Org. Chem1986 51, 4836-4839.
81 Hanessian, Sl. Org. Chem1969 34, 1035.
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TBTA en un medio &cido catalitico (acido trifluoretansulfénico, C§50O;H) como
anteriormente. Este método no funciong, llevanda descomposicion del compuesto
6.

Se pens6 entonces en utilizar un grupo bencilo gomoiector. Aunque también
el 4cido carboxilico esta protegido con este grigaliferente estabilidad del éster y
éter bencilico deberia permitirnos una desprotacsabectiva del grupo acido. En caso
de que esto no fuese posible y tras la hidrogena®dlesprotegiesen ambos grupos, se
estudiaria la proteccién de C-5 con otros gruposeptores previa a la incorporacion a

la sintesis en fase sélida de nuestro derivadadpsipeptidico.

Asi pues, se protegi6 el hidroxilo sobre C5 comymupo bencilo (NaH, BnBr en
DMF) obteniendo asi el compuedtd con un rendimiento del 68 % (Esquema 9). Cabe
destacar la importancia de la adicion previa dettedfilo (BnBr) a la base (NaH), ya
que si este orden se invierte, el producto sufseaaposicion. La formacion de se
puso de manifiesto por las sefiales espectroscOopaasteristicas del bencilo: una
doble sefial de metileno correspondiente a un sisfeBhen'H (3 = 4,55 y 4,67) y un
aumento de integracion correspondiente a un famléa zona aromatica & 7,3-74),
ademas de la aparicién de una sefial*€ncorrespondiente al metilend € 71,9) y

varias a los carbonos del fenilo.

Ox N 6 1.8nBr, DMF  OxN
5 Y
OE\OH 2NaH,DMF 5 OBn

)( 0o (68%) A(O

Esquema 9

Posteriormente se hidrolizé el acetal del compug&3toon tal de obtener el diol
correspondient&4. Para ello se traté la lactama de partida con R#?iBeOH a reflujo

durante 24 horas. Se obtuvo el compu&ston un 58 % de rendimiento.
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Para poder introducir un grupo amino en la posi@@&@e partio del diol4 que,
por tratamiento con SOLY EtN en THF, permitié obtener los sulfitd®ay 15b de
forma cuantitativa. Estos compuestos son diastezsasrentre ellos ya que se introduce
un nuevo estereocentro (Esquema 10).

OtBu O'Bu O'Bu
)\,GOZBn A’COZBH /’\/COZBH
OxN PPTS, MeOH  Ox-N EtN, SoCl, O N

—» —>
' THF, 0°C
S OBn reflujo, 24 h. HG OBN O\ OBN
JVO (58 %) HO (quant.) S57°
O
13 14 15 (ay b)
Esquema 10

Debido a la dificultad que entrafia la separaciofsey 15b, y al hecho de que
ambos isémeros rindan el mismo producto en la il@aciguiente, se purificd el crudo
por cromatografia pero no se separaron los dogedisneros. Asi, esta mezcla
diastereomérica se traté6 con Nadéh DMPF? obteniéndose la azids6 como Unico
producto y con un rendimiento del 81 %. Esta tamsécion queda patente con la

aparicion de una sefial a 2100 bem el espectro de IR (Esquema 11).

O'Bu O'Bu
COan COZBn
(@) N NaNs @) N
0 OBn DMF Ny OBn
//S’O (81 %) HO
0]
15 (ay b) 16
Esquema 11

8 Guiller,A.; Gagnieu, C.H.; Pacheco, Fetrahedron Lett.1985 26, 6343-6344.
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La posterior hidrogendlisis mediada con catalizatiLindlar llevo a la amina
objetivo 17 con un rendimiento cuantitativo (Esquema 12). &hlio del grupo azida

por el grupo amino provoca un apantallamiento daigm en H3 A5 = 0,57 ppm).

O'Bu O'Bu
)H/COZBH )\(COZBn
(@] N H, , Lindlar (@] N

_—
K EtOH K
N3 OBn H,N' OBn
HO (cuant) HO
16 17
Esquema 12

Para poder emplear el pseudodipép®den la posterior sintesis en fase sdlida
segln la metodologia FmoBu se procedié a la proteccién del grupo anfihél
tratamiento de la aminb/ con FmocOSu y NaHC{&n acetona/ agua permitio obtener
el compuestal8 con un 90 % de rendimiento (Esquema 13). La oliiande este
compuesto se comprueba facilmente observando Bsaisefnales que aparecen en la
zona aromética, asi como el nuevo grupo metilerosgwbservaa= 4,43 ppm.

O'Bu O'Bu

COan COZBn
FmocOSu / NaHCO4
(@) N » O N
H,0 / Acetona
HN OBn 90 % FmocHN'"" 0Bn
HO HO
17 18
Esquema 13

Posteriormente se ensayo la eliminacion selectelagtupo protector bencilo

sobre el acido carboxilico mediante hidrogenolksia Pd-C. Asi se consiguié obtener

8 Lloyd-Williams, P.; Albericio, F.; Giralt, EChemical Approaches to the Synthesis of Peptidds an
Proteins CRC Press: New York, Boca Raton (Floride997, 8-40.
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el compuest@ deseado. Al forzar las condiciones (incrementtietapo o catalizador)

s6lo se conseguia la degradacién de la moléculzosiseguir obtener el product®.

O'Bu

)\(COZH
Os__N
FmocH NI‘)\OBn
o'Bu (cuant)
2

OH
COan
O'Bu

(0] N
. CO,H
FmocHN® OBn
HO (@] N
18 FmocHNp\OH
19

OH

Esquema 14

El compuest@ se identificé por sus datos espectroscépicos. Asspectro de
MALDI-TOF indica la presencia de un solo bencilee corrobora por la presencia de
las sefiales aromaticas correspondientes en lostespee'H-RMN y *C-RMN. La
posicion del bencilo sobre la molécula se deterrpmla presencia de la funcion acida
en el espectro de IR (3390 dry a través del espectro bidimensional HMBC, ye s@
aprecia el acoplamiento a distancia entre C-5 ptotones del sistema bencilico.

O'Bu

X_X\.0,CO,H
B

1

Os2 N
3\
FmocHN® 4] 5 OBn

OH

2

Figura 17.Espectro HMBCH, **C) del compuesta.
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QCHZPh

P W
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— 70.0

— 750
— 0.0
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ppm

Asi pues, se obtuvo el pseudodipéptido lactardiea 11 etapas y un 9,2 % de

rendimiento global.

2.3. SINTESIS DE LOS COMPUESTOS Fmoc-{Ser(OBn)-Leu}(3) y Fmoc-
{Ser(OBn)-Lys(Chz)} (4)

El estudio sintético del compuesto Fmoc-{Ser(OBa}L (3) fue previamente
realizado en nuestro grupo de investigacion cqatolde utilizarlo como inductor de
giro B. Este fue introducido con éxito como analogo dekptido natural serina-
leucind en un péptido ciclico llamado Stylostatin 1, questraba propiedades

antileucémica¥.

Para la preparacion del compuesto Fmoc-{Ser(OBu}-ls estudiaron dos

diferente vias sintéticas en nuestro grupo:

8 pettit, G.; Srirangam, J.; Herald, D.; Erikson; Roubek, D.; Schmidt, J.; Tacket, L.; Bakus, G.
J.Org.Chem1992 57, 7217-7220.
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* Ruta 1: Reaccion de Mitsunobu entre una leucindatas aumentando asi la
acidez del proton NH, y una ribonolactona, y pasteeaccion de apertura de la

ribonolacton&6ay ciclacion formando el anillo de lactamaz2ia.

* Ruta 2: Reaccion entre una ribonolactona protegistaun triflato y la leucina

formando el compues®6a, actuando el triflato como buen grupo sali€fite.

Ruta 1

O

MCOEBU HO
o)

0=5=0 + o
>/\'/COZH coztBu CO,'Bu ©/
Ox_N
p—
FmocHN'"" OBn o
OH _\TO
\bv/ NCO;BU

Ruta 2

o

Esquema 15. Analisis retrosintético para la obtenén del compuesto Fmoc-{Ser(OBn)-Leu}

En el presente trabajo se siguid la ruta 1 desmtebido a que las condiciones

de reaccion son mas facilmente reproducibles.

Asi, se repitio la sintesis de Fmoc-{Ser(OBn)-Lgu)aralelamente se aplico la
metodologia a la sintesis del compuesto Fmoc-{Smjhys(Chz)}, preparado por
primera vez con el objetivo de poder introduciraiminoacido con una funcion bésica
en la cadena lateral de nuestras aminolactamasrdermacion restringida. La sintesis
fue muy similar a la del compuesto Fmoc-{Ser(OBB}t}L anterior en cuanto a las

reacciones que se llevaron a cabo y por ello skcarpconjuntamente.

Para estas sintesis se partio de los aminoacidoméey lisina respectivamente,
ésta Ultima convenientemente protegida en su cadseaal con el grupo Cbz

(carboxibencilo), protector ortogonal con el ésget-butilico presente sobre la funcion
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acida del compuesto. El disefio sintético es muylairal previamente comentado para
Fmoc-{Ser(OBn)-ThiBu)}(2):

R _~COOCH R

Y

R
OxN —— O N f— — Y
. NH,
FmocHN® o 19) OH
OH

3 R=iBu 20a 2la
4 R = (CH,),NHCbz 20b 21b

Esquema 16. Retrosintesis de Fmoc-{Ser(OBn)-Leu})(§ Fmoc-{Ser(OBn)-Lys(Cbz)} (4)

La sintesis de las lactamay 4 se inicié con la introduccién del grupeNsClI
sobre el grupo amino libre de los ésteres bensild® leucina y lisina. Este grupo,
como ya se comento (apartado 2.2), permite la geibe de la amina y su necesaria
transformacién en sulfonamida, funcién compatibtan da reaccion de Mitsunobu
posterior. EstdN-alquilacion mediante reacciéon de Mitsunobu seallavcabo con el
acetal de la D-ribonolactona, descrito previamemtel capitulo 2.2. El rendimiento en
el caso del compuesto basado en lis2gb) fue del 72 %, alcanzandose en el caso de la
serie con leucina2@a) un rendimiento casi cuantitativo (Esquema 17)n€@n el caso
de la sintesis d&, la presencia de las sefiales’tey *°C de las posiciones 2,3 y 4
correspondientes al anillo de ribonolactona fudosndatos de la caracterizacion de los

HO
Yoo

compuesto23ay 23b mas destacables.

RYCOZtBu o\><a RYeoztBu
0
R._CO,Bu 1.-EtgN, CHyCly NH 1. PPh3,CH,Cl, g \\S/N
?\TH 2.- oNsCl 0=8=0 2.DEAD ©i 0 E/V/O
2
286 % NO2 a 98 % NO, \—/
b 89 % b 72 % 0><b
22 a 23 a
22 b 23b
aR=iBu

bR= (CH2)4NHCbZ

Esquema 17
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Una vez introducida la ribonolactona, que proporaidos estereocentros
deseados en nuestra molécula, se procedid a leotlxspon del grupo nosilo mediante
desulfonacién bajo condiciones de Fukuyd&man estos casos con rendimientos
similares al obtenido en la sintesiszld.a ciclacion de estos compuestos se realizd con
acetato de sodiden lugar de la 2-hidroxipiridina usada anterianteepara2. Esto es
debido a que el grupo protector sobre la funciddaaes en este caso menos sensible a
un ataque nucleofilico del disolvente MeOH. Se wvieton resultados similares y
satisfactorios, tanto paraZ0a como para20b (83 y 85 %, respectivamente). Estas
lactamas se caracterizaron por sus datos espefqiioss. Se observd un gran

desapantallamiento del protén en posiciden ambos casodd = 2,13 yAd = 2,14

respectivamente).
R._CO,Bu R._CO,Bu R._CO,'Bu
ot g
\
R PhSH, K,CO3 AcONa ON
" @) N 0 _ =
0 o DMF o MeOH, reflujo
NO, | ~_ : o OH
N a7l % S a 83 % J(O
O)<O b 87 % O)<O b 85 %
23a 2la 20 a
23b 21b 20 b
aR=iBu

b R = (CH,),NHCbz

Esquema 18

En ambos casos se protegio el grupo hidroxilo esicgim C5 con bromuro de

bencilo (Esquema 19)

8 Fukuyama, T.; Jow, C.K.; Cheung, Metrahedron Lett1995 36 (36), 6373-6374.
86
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o N 1.BnBr, DMF O N
o OH 2.NaH, DMF o OBn
JVO J(O
a8l%
b 70 %
20 a 24 a
20 b 24 b
aR=iBu

Las lactama24a y 24b se
protones ¢H = 7,25-7,42 ppm) y

bR= (CH2)4NHCbZ

Esquema 19

identificaron por las sefiales correspondieates
carbonos = 128.3-128.7 y 137.6-137,7 ppm)

aromaticos en los espectros #&RMN y 2C-RMN, y por sefial & = 4.69-4.70 (s)
ppm en el espectro del-RMN correspondiente al metileno bencilico. Lasdienientos

fueron algo mejores que en el caso de la seria Betama.

Posteriormente se desprotegieron los hidroxilo€8le¢g C4 con PPTS con unos

rendimientos aceptableg&5a = 62%;

25b = 71%). La formacion del sulfito se llevo a

cabo en las mismas condiciones descritas Hata forma cuantitativa.

RYCOZIBU

PPTS
—>
MeOH reflujo

a62 %
b71%

R. CO,Bu
Y 2

N

R. CO,Bu
Y 2

O

O N 1. EtN, THF
S A NG
p\ 2.50Cl,
HO OBn  cuant Q oBn
HO b cuant. /S/O
/
25a 26 a
25b 26 b
aR=iBu

b R = (CH,)4,NHCbz

Esquema 20

La introduccion del grupo

azida sobre la posiciose3realizé en estos casos

también de forma satisfactoria, con unos rendimgstmilares en las tres sintesis, con

s6lo un ligero descenso en el

68
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detectados por la aparicién de la banda caradteridé las azidas en el espectro de IR
(2111 cn?).

RYCOZtBu RYcoztBu
O N NaNg (@) N
DMF

O\ OBn N3 OBn
5O a 85% HO
o b 73%

26 a 27 a

26 b 27b

aR=iBu

b R = (CH,),;NHCbz

Esquema 21

Cabe destacar la obtencidbn no cuantitativa del cestp 28b tras la
hidrogendlisis selectiva con Lindlar en el casdalserieb, seguramente debido a una
reaccion de desproteccion parcial del grupo Chiadeadena lateral de la lisina. En
cualquier caso, el producto no se purifica y sedice directamente el grupo protector
Fmoc. Esto produce un claro descenso del rendimigmtobtencién del compuesto de
la serie con lisina con respecto al de la serielennina. Los compuest@9ay 29b
fueron identificados mediante las sefiales en laa zzmomatica correspondientes al
grupo protector Fmoc obtenidas en los espectrdsid@MN y **C-RMN, asi como al
nuevo grupo metileno observadé=a4,31 (seria) y 6= 4,40 (serid).

R._CO,'Bu R

Y YCOZtBu RYCOZtBU
o}

N H, , Lindlar o) N FmocOSu / NaHCO3 o N
UOB EtOH U H,0O / Acetona
N n N OBn N
N3 H,N a 98% FmocHN OBn

HO a cuantitativo HO

\

b No purificado b 48 % (global HO
de 2 reacciones)
27a 28a 29a
27b 28b 59
aR=iBu

b R = (CH,),NHCbz

Esquema 22
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Finalmente se procedi6 a desproteger el acido xdidmde29ay 29b con TFA
para que los compuest@sy 4 estuviesen ya preparados para su introduccion como
“scaffolds” en las posteriores sintesis en faseladEsquema 23). Estos compues0s
y 4 se identificaron tanto por su masa como por stesdsspectroscopicos dd y 13
en los que se observo la desaparicion de las sef@aieespondientes al grupo protector
tert-butilo sobre la funcion acida.

co2

FmocHND\
3

TFA/CH,CI,
(80 %)

R

YCOZtBu

O N
FmocHNi)\OBn

HO
CbzHN COZH
29a TFA/CH,CI,
29b (87%)
FmocHN"
aR=IiBu
b R = (CH,)4NHCbz
4

Esquema 23

2.4. SINTESIS DE LA OXAZOLOPIPERIDONA 5

Previamente a la preparacion de las 3-aminolactamascionadas en los
capitulos 2.1 y 2.2, en nuestro grupo se habiazaell la sintesis de una 3-
aminolactama de tipo oxazolopiperidinitoEsta molécula fue sintetizada como un
dipéptido conformacionalmente restringido mediauténcorporacion en una estructura
biciclica. Una de las estructuras biciclicas méisdesdas dentro de este campo es la de
la indolicidin-2-ona y sus derivados. El interétuaten este tipo de compuestos (tanto
con el esqueleto carbonatado como con la presdacdgun heteroatomo como S o O)
gueda reflejado en la cantidad de sintesis desaitaa literatura en los ultimos afios
(Figura 18).
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H

H Ph :
H N
HoN N N CO,CH
N 2LH3
o CO-H BocHN ©
- CO,R Hrub
2. 0 2 y
Indolicidin-2-ona Org. lett.. 2002, 4029
Lubell
J. Org. Chem., 1998, 7463
OTBDMS
H OB
HO. IS
N N
BocHN . BocHNtQ/\g
o CojBu /\©\€NH O COCHy
Scolastico NH, Geyer

Tetrahedron, 2003, 6241 Eur. J. Org. Chem., 2003, 878

Hanessian
Biorg. Med. Chem. Lett., 2002, 2907

Figura 18. Ejemplos de estructuras de indolizidinoas y derivados sintetizados en los Ultimos afios

Asi las indolicidin- 2-onas y sus derivados sugtds con esqueleto carbonado
se han incorporado en diferentes péptidos biolaggcae activos de los que se ha
estudiado su aplicacion como inhibidores de caspasaomo anélogos de la
gramicidina S (péptido antibacteriaffb)y de la Leu-encefalin®, como agonistas
parciales del receptor de tiroliberina (un tripéptidel hipotalamo que controla la
liberacion de la hormona estimulante de la tirdid®somo inhibidores de trombitfay

como agonistas de colecistoquinina y receptoresceps > entre otros.

En relacidon a las estructuras biciclicas derivadaslas indolicidonas que
incorporan un heteroatomo (S, O) en su esqueletgnsuentran varias sintesis y

aplicaciones descritas en la literatura. Los t@bapioneros de Nagdai sobre la

87 Karanewsky, D.S.; Bai, X.; Linton, S.D.; KrebsF.J.Wu, J.;Phran, B.; Tomaselli, KI; Bioorg. Med
Chem. Lett 1998 8, 2757-2762.

8 Roy, S.; Lombart, H.G.; Lubell, W.D.; Hancock, R)E; Farmer, S.W.J. Peptide Res2002 60, 198-
214.

8 Xiong, C.; Zhang, J.; Davis, P.;Wang, W.; Ying,Borreca, F.; Hruby, V. JGhem Comm2003 13,
1598-1599.

% Chu, W.; Perlman, J.H.; Gershengorn, M.C.; MoeleD.; Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 3093-
3096. b) O'Down, B.F.;Lee, D.; Huang, W.; Nguyen; Theng, R.; Liu, Y.; Wang, B.; Gershengorn,
M.C.; George, S.RMol. Endocrinol, 200Q 183-193.

L Hanessian, S.; Therrien, E.; Granberg, K.: Nils$gBioorg. Med. Chem. Lef200Q 10, 243-247.

%2 Ndungu, J.M.; Cain, J.P.; Davis, P.; Ma, S-W.; ¥amah, T.W.; Lai, J.; Porreca, F.; Hruby, V.J.;
Tetrahedron Lett 2006 47, 2233-2236.

% a) Nagai, U.; Sato, K.; Tetrahedron Lett., 1986, @7-650. b) Nagai, U.; Sato, K.; Nakamura, R.;
Kato, R.;Tetrahedron1993 49, 3577-3592. (revisar)
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preparacion del biciclo 3- ftalimido-2-oxo-7,1-tédmiciclo[4.3.0]Jnonan-9-carboxilato de
metilo, el llamado BTD §- turn dipeptide), actualmente disponible comencaite, y

su posterior aplicacion en el desarrollo de intolbed de metaloproteasas, impulsaron el
desarrollo de analogos tiaindolicidinicos para glicacion en el campo de los
peptidomiméticos. Recientemente, los grupos de yfuybGeyer®, han descrito nuevas
sintesis de 6,5-tiazolidinlactamas funcionalizadaigntras que el grupo de Gonzalez-
Mufiiz*® ha descrito la incorporacién de inductores de lp@ta como el BTD y el IBTM
en peéptidos conformacionalmente restringidos ddasade los ligandos de la

colecistoquininina.

En cambio, el numero de articulos publicados refeee a los analogos
oxigenados es muy inferior en relacion a sus hogu8ale azufre. Se han publicado
sintesis de estas 3-aminolactamas biciclicas catamo de oxigeno incorporado en el
anillo de 6 miembros del biciclo, concretamentdagnosiciona en la cabeza de puente,

en los trabajos realizados por MoefléGchofield®® Baldwin?® y Zhang*®°

Con respecto a estructuras pseudodipeptidicasadiasvde oxaindolizidinonas
con atomo de oxigeno en el anillo de 5 miembrds, existe una sintesis descrita en la

actualidad en la literatura, la descrita por nwegtupd’ (

Esquema4).

Este compuesto se obtuvo previamente al trabajeremental realizado en esta

tesis por miembros de nuestro equipo de investigaaplicando el método puesto a

% a) Ndungu, J.M; Gu, X.; Gross, D.E.; Ying, J.;HyuW.J.; Tetrahedron Lett, 2004 45, 3245-3247. b)
Gu, X.; Tang, X.; Cowell, S.; Ying, J.; Hruby, \V..Jetrahedron Lett 2002 43, 6669-6672.

% Tremmel, P.; Brand, J.; Knapp, V.; Geyer, Bur. J. Org. Chem2003 878-884.

% Martin- martinez, M.;de la Figuera, N.; Latorre,; Barcia-Lépez, M. T.; Cenarruzabeitia, E.; Ded,Ri
J. ; Gonzalez-Muiiz, R}. Med. Chem 2005 48, 7667-7674

" a) Sun, H.; Moeller, K.D.; Org. Lett2002 4, 1547-1555. b) Cornille, F.; Fobian, Y.M.; Slomsia,
U.; Beusen, D.D.; Marshall, G.R.; Moeller, K.Oletrahedron Lett 1994 35, 6989-6992. c¢) Cornille,
F.; Slomczynska, U.; Smythe, M.L.; Beusen, D.D.;dlller, K.D.; Marshall, G.R.J. Am. Chem. Sqc
1995 117, 909-917. d) Slomcynska, U.; Chalmers, D.K.; CéniF.; Smythe, M.L.; Beusen, D.D.;
Moeller, K.D.; Marshall, G.R.J. Org. Chem 1996 61, 1198-1204.

% Claridge, T.D.W.; Hulme, C.; Kelly, R. J.; Lee,;\Nash, I.A.; Schofield, C. JBioorg. Med. Chem
Lett, 1996 935-936.

% Baldwin, J.E.; Hulme, C.; Schofield, C.J.; Edwarés].;J. Chem. Soc., Chem Commut993 30,
4019-4020.

19 7hang, X.; Jiang, W.; Schmitt, A.CTetrahedron Lett 2001, 42, 4943-4935.
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punto previamente en nuestro grdpo.Su caracterizacion y los diferentes
procedimientos de obtencion se encuentran detallado el articulo previamente

mencionado. En la presente tesis, esta oxazologguer 5 es utilizada como analogo
rigido de dipéptido, con objeto de inducir un gdren alguno de nuestro péptidos de la

serie de 8 aminoacidos (con dos cargas positivas).

La formacion de este biciclo se llevd a cabo en umica etapa por
condensacion del éster metilico de la serina yldedhédo 31, sintetizado a partir del

acido glutdmico convenientemente protegido (

Esquema4)
HsCO,C,
Hooc,,m H3CO,C,, HZN/ “OH
(0]
0 o + M M=o HO 0

O N O N
U= = =t S o
Z ‘.
S - CbzHN / CO,H
FmocHN CbzHN' Nr o COH z 2
Cbz™ ‘. i -
CHO Acido (S)-Glutamico

30 31 32

(&)]

Esquema 24.Retrosintesis de la oxazolopiperidona 5

Para la sintesis de la oxazolidinona 32 se hizecieaar el acido (S)-glutamico
con paraformaldehido a reflujo durante 2 horasresgmcia de acido p-toluensulfénico
catalitico y benceno como disolvente. Se utilizé sistema Dean-Stark para ir
eliminando el agua formada del medio de reacci@spldzando de esta manera el
equilibrio hacia la formacién del producto deseadla. transformacion posterior
pretende conseguir la formacion del tioéster aésalel cual llegar a obtener el aldehido
mediante la aproximacion de Fukuyama. Para la oliterde este tioester, y tras varias
optimizaciones del método, se hizo reaccionar @ocadB82 con etanotiol, DPPA y
cantidades cataliticas de DMAP. El compue8® se obtuvo con muy buenos
rendimientos (96 %). (Esquema 25)
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(CH,0),, benceno, (o)

O
HOTO APTS cat. Nr o DPPA, DMAP l\[l/ o
Y . —_— B
., i Cbz” " Chz™ "
"/\COZH reflujo, cuant. CO,H EtSH COSEt

CbzHN
32 33

Esquema 25. Sintesis del tioéster 33

Posteriormente, se redujo el tioés&3 con E$SiH y Pd/C (reduccion de
Fukuyama)®, proceso que tuvo lugar sin problemas, obteniéndbsaldehido deseado

con un 76 % de rendimiento (Esquema 26).

N.., Et;SiH, Pd/C, acetona anh. _N.,

76 %
33 31

Esquema 26. Reduccién de Fukuyama

Una vez obtenido el aldehi@d, este se hizo reaccionar con el éster metilico de
la serina para proporcionar el biciclo [4.3.0] deke Este tipo de reaccion, descrita en
la literatura previament®? se caracteriza por tiempos de reaccion largoadiméentos
moderados. Esta reaccién se optimizé en traba@sqgs de nuestro grupoy se habia
observado que el uso de piridina anhidra como ksbé a temperatura ambiente
conducia a la formacion de la oxazolopiperidd@ como unico diasteredmero,
mientras que el uso de temperaturas superioregefziaola obtencion de mezclas

diastereomérica¥.(Esquema 27)

H;CO,C, H3CO,C,
,/O /_\ /—/\O
N o) HoN OH Ox N
Cbz™ " pirindina anh., t.a - U
CHO "% ChzHNY
45 %
31 30

Esquema 27. Obtencion del biciclo 30

11 Fykuyama, T.; Lin, S.; Li, LJ. Am. Chem. Sqd99Q 112, 7050-7051.
1023) Subasinghe, N.L.; Bontemps, R.J.; Mcintee, Bhk4, R.K.; Johnson, R.LY, Med. Chem 1993
36, 2356-2361. b) Baldwin, J.E.; Lee, Egtrahedron1986 42, 6551-6554.
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Sintesis en disolucién de lactamas dipeptidicas

Una vez obtenido el compues?O se realizaron una serie de transformaciones
para preparar el biciclo para la sintesis peptidistas se iniciaron con la reduccion del
grupo protector Cbz mediante hidrogenacion cataliton Pd/C 10 %. A continuacion
se protegid el grupo amino libre con Fmoc, cord&aposibilitar el uso de la estrategia

de proteccion FmotBu para la sintesis peptidica posterior (Esquena 28

H,CO,C, H,CO,C, H,CO,C,
N\ N\ _ \
Os_N_ O H,, Pd/IC, MeOH O~_N_,O0  Fmoc-OSu, dioxano:H,0 O~_N_ 0
—_— -
U 92 % U pH=8 U
CbzHN H,N FmocHN
88 %
30 35 36

Esquema 28. Reacciones llevadas a cabo para sustitl grupo protector Cbz por el grupo Fmoc

Finalmente, se llevo a cabo la hidrolisis del éstetilico en medio acido por

tratamiento con HCI 1,5 M (Esquema 29).

HBCOZC/,’ HOOC/,
\ ’
0w N._,LO HCL1,5M _ o0n N O
O Sarradih O
FmocHN FmocHN"
36 5

Esquema 29. Hidrdlisis del éster metilico para lalitencion de la oxazolopiperidona 5

De esta manera se obtuvo el compuesto deseadoxaleolopiperidonab,

convenientemente funcionalizada para su postemmorporacion a la sintesis en fase

solida.
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Capitulo 2

2.5. RECAPITULACION

Tal y como habiamos propuesto se han sintetizadsidmientes lactamas dipeptidicas,
ya adecuadamente protegidas, para su posteri@rukosintesis de nuestra quimioteca

peptidica:

O'Bu

/'\/COzH >\(002H CbzHN MCOZH HOOC,
Os N B

(0] N Ox~_N o N. O
FmocHNp\OBn FmocHNp\OBn FmocHN"" OBn FmocHN"
OH

OH OH

2. Fmoc-{Ser(OBn)-Thr( 'Bu)} 3. Fmoc-{Ser(OBn)-Leu} 4. Fmoc-{Ser(OBn)-Lys(Cbz)} 5. Fmoc- {Oxa}

Figura 19. Lactamas dipeptidicas sintetizadas parau introduccién en ciclopéptidos
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Disefo y sintesis de la quimioteca peptidica







Disefio y sintesis de la quimioteca peptidica

Una vez obtenidas nuestras lactamas Fmoc-{Ser(OBr(Bu)} (2), Fmoc-
{Ser(OBn)-Leu} @) y Fmoc-{Ser(OBn)-Lys(Cbz)}4) y Fmoc-{Oxa} 6), se inicio la
sintesis de nuestra quimiotecalgstylostatinas con potencial actividad antimicrobia

Para ello, previamente se habia realizado el dis&ficco de esta quimioteca.

3.1. DISENO DE LA QUIMIOTECA DE -STYLOSTATINAS

Mientras en nuestro grupo de investigacion se lamaa cabo estudios sob¥e
stylostatinas como potenciales antitumoralésanz publicé en la revistsature un
modelo de accién de una nueva generacion de aitiisé®® Estos son pentapéptidos
ciclicos amfipaticos de tamafno pequefio (de 6 a i@atidos) con una determinada
proporcion de residuos polares y apolares que doremie estdn cargados
positivamente. Esto les confiere capacidad parandorporos en las membranas
bacterianas segin un modelo de tipo “barrel-std¥%e’hecho que produce una
permeacion de compuestos que lleva a la muertéacellebido a la naturaleza de los
péptidos (con carga positiva), el modo de acciéns@sctivo contra membranas
procariotas>*

Tal como hemos comentado en la introduccién, imos nuestros estudios
utilizando la Stylostain 1 cjclo(Phe-Asn-Ser-Leu-lle-Ala-Pro)] como modelo para
obtener péptidos antibidticos de nueva generaciéidd a que en su estructura

comprende dos aminoacidos polares y cinco apolares.
3.1.1. Disefio de la biblioteca siguiendo criteridsibliograficos
Como ya se ha comentado en la introduccion, exisiertas caracteristicas

observadas muy a menudo en los diferentes pépédbkiéticos descrito¥” Estas

caracteristicas, entre otras, son:

103 Apartado 1.8.4

194 Apartado 1.8.1

1953) Vaara, MMicrobiol. Rev 1992 56 (3) 395-411. b) Oren, Z.; Shai, Biopolymersl998 47, 451-
463. ¢) Tsubery, H.; Yaakov, H.; Cohen, S.; GitanmR; Matityahou, A.; Fridkin, M.; Ofek, Antimicr.
Agents & ChemoteR00Q 49(8), 3122-3128. d) Jelokhani-Niaraki, M.; Prenner, ;Edndejewski L.H.;
Kay C.M.; McElhaney, R.N.; Hodges, R.$. Pept. Res200], 58, 293-306. €) Tsubery, H.; Ofek, 1.;
Cohen, S.; Eisenstein, M.; Fridkin, Mlol. Pharmacol2002 62 (5),1036-1042. f) Tam, J.P.; Lu, Y-A.;
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— Tamafo y estructura del péptido

— Amfipaticidad

— Hidrofobicidad

— Numero de cargas positivas (nUmero total de amino#@mos basicos)

Conformacién del péptido

Asi pues, se disefid una biblioteca peptidica qeseptase algunas de las
caracteristicas observadas en péptidos antibiotewaontrados en la bibliografia,

introduciendo cambios en la Stylostatin 1 nativa.

Tamafio y estructura del péptido

El hecho de que se trate de un péptido ciclico tagd@fo pequefio, representa
un punto clave en la busqueda de actividad. Elctar&iclico aporta cierta rigidez,
necesaria para cumplir el modelo de G&hy aumenta las posibilidades de agregacion.
Ademas, el hecho de que sea un péptido ciclicorébege de la descomposicion

enzimatica en el tracto intestinal.

Amfipaticidad

Una relacion adecuada de residuos aminoacidictexegoy apolares seria

necesaria para que se diese un mecanismo de aigidar al descrito por GanZ

Yang J-L.J. Biol. Chem 2002 277(52) 50450 -50456. g) Risso, A.; Braidot, E.; Sordakb(C.;
Vianello, A.; Macri, F.; Skerlavaj, B.; Zanetti, MGennaro, R.; Bernardi, P.d#c. & Cell Biol 2002 22
(6), 1926-1935. h) Lee, D.L.; Hodges, R.Bippolymers 2003 71, 28-48. i) Yeaman, M.; Yount, N.
Pharmacol. Rev2003 55, 27-55. j) Kawai, M.; Tanaka, R.; Yamamura, H.;s¥da,K.; Narita, S.;
Umemoto, H.; AndpS.; Katsy T. Chem. Commu2003 1264-1265. k) Kiho, T.; Iwata, Y.; Kogen, H.;
Miyamoto, S.Drug Design & Discover003 18, 109-116. I) Appelt, C.; Eisenmenger, F.; Kuhne, R
Schmieder, P.; Séderhall, J.Biophys. J2005 89, 2296 —2306. m) Ofek, &t al Antimicrob. Agents &
Chemother2005 3122.
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Disefio y sintesis de la quimioteca peptidica

Para ello se decidi6 modificar la proporciéon de ravacidos polares y apolares,
variando la relacion de polaridad de los dominiasdiobico e hidrofilico, dando lugar
a dos series diferenciadas dentro de la bibliotéma’3P+4A” (que consta de 3

aminoacidos polares por 4 apolares) y la “2P+5A3d¢ares por 5 apolares).

Hidrofobicidad

En muchos de estos péptidos, la regiéon apolar geomgue la polar. Esto
permite un hipotético mayor nivel de particion deestros péptidos a nivel de
membrana celular, y mayores posibilidades de obtewct@vidad. No obstante, la
hidrofobicidad elevada puede suponer un aumentoxdeidad, por lo que se estudiara
también este parametro entre los péptidos querniesalgun grado de actividad (si es

que se encuentran).

NuUmero de cargas positivas (nimero total de amindéas basicos)

Se decidid introducir carga positiva, ya que pugdgar un papel clave en el
reconocimiento del lipopolisacarido bacteriano (baas Gram negativas) y para la
atraccion electrostatica inicial hacia la membramdular procariota. Para ello se

sustituye la asparragina original por lisina o @irg.

También se disefidé una serie de péptidos que passentdos cargas en su
estructura, en la regién polar del mismo, inclugetahto leucina como treonina en su

estructura.

Introduccion de lactamas dipeptidicas como indu@srde giro

Otro punto de diversidad consistiria en la intraitic de las cuatro
aminolactamas pseudodipeptidicas elegidas de auesEccion y sintetizadas en esta
tesis: Fmoc-{Ser(OBn)-Th&u)} (2), Fmoc-{Ser(OBn)-Leu} 8) y Fmoc-{Ser(OBn)-
Lys(Cbz)} @) y Fmoc-{Oxa} 6), Estas sustituirian la serina y la leucina dedtiplé

nativo, actuando como analogos aminoacidicos régituctores de girp.
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La sintesis de la lactama Fmoc-{Ser(OBn)-Leu} freviamente descrita en
nuestro grupd* Cabe destacar que en un trabajo previo que sedealinuestro grupo
se observo que, al introducir la lactama {Ser-Leun}la stylostatin 1, la flexibilidad
global de la molécula ciclica aumenta al perdepuente de hidrogeno intramolecular

(ver capitulo 4), lo cual puede ser positivo panaentar la actividad biol6gic&®°

La lactama Fmoc-{Ser(OBn)-THBu)}, descrita en la presente tesis, pretende

ademas variar la relacion de polaridad (con un aaaitio polar mas).

En el caso de la lactama Fmoc-{Ser(OBn)-Lys(Cbajjemas de aumentar la
polaridad de la stylostatin 1 original se buscaohiicir un aminoacido basico (con

carga positiva en condiciones fisiologicas) erelgidn del gird3.

En el caso de la introduccion de la oxazolopiper@Bmoc-{Oxa} se pretende
introducir un mimético de gir@ sin cadenas laterales funcionalizadas, aumentahdo

caracter apolar de la molécula.

Aumento del tamafio del péptido a ocho aminoacidos

Otra posible variacion de la molécula consistinaaamentar a 8 el nimero de
aminodacidos constituyentes del péptido, asi comnotiaduccion de 2 cargas positivas
proporcionadas por dos lisinas situadas en purpogstos de la molécula. Ademas
también constarian de dos zonas apolares en regiamdién opuestas, donde podrian

ir situadas nuestras lactamas induciendo el gila d®lécula.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, se digeadquimioteca de
compuestos basada en la secuencia de la stylodtatiodelo con objeto de poder
estudiar la interrelacion de todas estas variablructurales. En Id&igura 20 se

representa el disefio de la quimioteca.

1% Kerns E.H.; Di, L. “Drug-like Properties: Concep&tructure, Design and methods. From ADME to
toxicity optimization”. Elsevier, San Diegap08 37-39
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Disefio y sintesis de la quimioteca peptidica

Phe
Pro
lle
Stylostatina 1
A
B ciclo( Ala-lle-Pro-Phe) C
ciclo( Ala-lle-Pro-Phe) Series 1-3
ciclo( Ala-lle-Pro-Phe) Series 4-6
= Asn, Lys, Arg,Asp
=Leu, Thr, Lys
ciclo( -Pro-Phe) ciclo( -lle-Pro-Phe)
ciclo( -Pro-Phe) Series 7y 8 ciclo( -Lys-lle-Pro-Phe) Serie 9
=Lys, Ser = Ala, Lys 1.- = {Oxa}, {Ser(OBn)-Leu}; V = Ala (2 péptidos)
= Leu, Thr, Lys =lle, Lys 2.-Y = Ser; = {Oxa} (1péptido)
3.- Y =Ser; Z = Leu; V = Ala (1 péptido)

Figura 20. Evolucion de la Stylostatin | a sus derivados ricalios (series 1 a 9)

Las tres primeras seridRita A) constan de péptidos formados por aminoacidos
naturales. La serie 1 (a la que también nos referimor “2P+5A”) consta de 2
aminodacidos polares por cinco apolares. Las se@rigs3 (“3P+4A”) constan, por su
parte, de tres aminoddos polares y cuatro apol&esla tabla recopilatoria los
aminoacidos sustituidos respecto a la stylostatmoalelo se marcan en negrita y se
detallan ademas el niumero de aminoacidos basichsp(@lares no basicos (P) y

apolares (A):
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Series “2P+5A” (serie 1) y “3P+4A” (series 2 y 3) formadas por aminoacidos naturales

Serie | Numero | Abreviacion Nombre Caracteristicas
C P A
1 P1 cNSLAIPF ciclo(Asn-Ser-Leu-Ala-lle-Pro-Phe) 0 2
P2 cKSLAIPF ciclo(Lys-Ser-Leu-Ala-lle-Pro-Phe) 1 5
P3 cRSLAIPF ciclo(Arg-Ser-Leu-Ala-lle-Pro-Phe) 1 1 5
P4 cDSLAIPF ciclo(Asp-Ser-Leu-Ala-lle-Pro-Phe) 1 1 5
2 P5 cNSTAIPF ciclo(Asn-Ser-Thr-Ala-lle-Pro-Phe) 0 3 4
P6 cKSTAIPF ciclo(Lys-Ser-Thr-Ala-lle-Pro-Phe) 1 2 4
P7 cRSTAIPF ciclo(Arg-Ser-Thr-Ala-lle-Pro-Phe) 2 4
P8 cDSTAIPF ciclo(Asp-Ser-Thr-Ala-lle-Pro-Phe) 1 2 4
3 P9 cNSKAIPF ciclo(Asn-Ser-Lys-Ala-lle-Pro-Phe) 1 2 4
P10 cKSKAIPF ciclo(Lys-Ser-Lys-Ala-lle-Pro-Phe) 2 4
P11 cRSKAIPF ciclo(Arg-Ser-Lys-Ala-lle-Pro-Phe) 2 1 4
P12 cDSKAIPF ciclo(Asp-Ser-Lys-Ala-lle-Pro-Phe) 2 1 4

Figura 21.Series 1,2y 3

Las tres series siguientdluta A) incluyen en su estructura nuestras lactamas
de sintesis, con o sin el bencilo en C-5 de lataat siendo por lo demas similares en
estructura a sus analogos con aminoacidos natufseka serie 4 es de tipo “2P+5A” e
incluye la lactama {Ser-Leu}. Las series 5 y 6 sttipo “3P+4A” e incluyen las

lactamas {Ser-Thr} y {Ser-Lys}:

Serie “2P+5A” (Serie 4) y serie “3P+4A” (serie 5) con las 3-aminolactamas correspondientes

Serie | Numero | Abreviacion Nombre Caracteristicas
C P A
4 P13 cN{SLOBN}AIPF | c[Asn-{Ser(OBn)-Leu}-Ala-lle-Pro-Phe] 5
P14 cN{SL}AIPF c[Asn-{Ser-Leu}-Ala-lle-Pro-Phe] 0 2 5
P15 cK{SLOBN}AIPF c[Lys-{Ser(OBn)-Leu}-Ala-lle-Pro-Phe] |1 1 5
P16 cK{SL}AIPF c[Lys-{Ser-Leu}-Ala-lle-Pro-Phe] 1 1 5
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5 P17 cN{STOBN}AIPF | c[Asn-{Ser(OBn)-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe] | 0 3 4
P18 cN{ST}AIPF c[Asn-{Ser-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe] 0 3 4
P19 cK{STOBN}AIPF | c[Lys-{Ser(OBn)-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe] |1 2 4
P20 cK{ST}AIPF c[Lys-{Ser-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe] 1 2 4
P21 cR{STOBN}AIPF | c[Arg-{Ser(OBn)-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe] |1 2 4
P22 cR{ST}AIPF c[Arg-{Ser-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe] 1 2 4
P23 cD{STOBN}AIPF | c[Asp-{Ser(OBn)-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe] | 1 2 4
P24 cD{ST}AIPF c[Asp-{Ser-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe] 1 2 4
6 P25 cK{SKOBN}AIPF | c[Lys-{Ser(OBn)-Lys}-Ala-lle-Pro-Phe] |2 1 4
P26 cK{SK}JAIPF c[Lys-{Ser-Lys}-Ala-lle-Pro-Phe] 2 1 4

En laFigura 23 se muestra un esquema que pretende resumir lasigaes

Figura 22. Series 4,5y 6

que se llevaran a cabo en las series 1 a 6:

Figura 23. Esquema resumen del disefio de las series 1 aséapadBP+4A (Z = Lys o Thr) o 2P+5A (Z

*@L

ot

X=Asn, Lys, Arg, Asp
Y= Ser o lactama
Z=Leu, Thr, Lys

= Leu) y contengan o no una lactama sintética, de laobdua dey-stylostatinas.

A continuacion se disefaron dos series de péptjdesontaban con dos lisinas

(con una potencial doble carga positiva a pH figjao). Estarian incluidos en la ruta

B.
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S N Abreviacion Nombre Caracteristicas
C P A
7 | P27 | cKKLAIPF ciclo(Lys-Lys-Leu-Ala-lle-Pro-Phe) 2 0 5
P28 | cKSLKIPF ciclo(Lys-Ser-Leu-Lys-lle-Pro-Phe) 2 1 4
P29 | cKSLAKPF ciclo(Lys-Ser-Leu-Ala-Lys-Pro-Phe) 2 1 4
8 | P30 | cKKTAIPF ciclo(Lys-Lys-Thr-Ala-lle-Pro-Phe) 2 1 4
P31 | cKSTKIPF ciclo(Lys-Ser-Thr-Lys-lle-Pro-Phe) 2 2 3
P32 | cKSTAKPF ciclo(Lys-Ser-Thr-Ala-Lys-Pro-Phe) 2 2 3

Figura 24. Series 7y 8

Un resumen de este planteamiento sintético se psgpleematizar con la Figura
25. Este esquema puede variar incluyendo en suctst leucina o treonina. Ademas
cada uno de los péptidos de esta serie incluyeseganda lisina como sustituta de uno
de los amino&cidos. No se modifica el dueto Proffes es el que da un giro a la
cadena lineal y permite una buena ciclacion de goscursores lineales de los

ciclopéptidos.

H,N

R,= Ser o Lys
R,=Leu o Thr
Rs=Ala o Lys
Rs=lle o Lys

Figura 25. Serie con dos cargas (lisina). La lisinsustituye en cada caso a uno de los aminoéacidos

resaltados.
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En la novena serie (rutd, Figura 26) se incluyen las lactamas {Ser(OBn)}Leu

(en la que se mantiene el grupo bencilo para aamknapolaridad) y {Oxa} (dipéptido

sin cadenas laterales funcionalizadas) con la éidande que los péptidos tengan dos

zonas apolares separadas por aminoacidos basisow)(l Para ello, tambien se

aumenta el tamafo del péptido a 8 aminoacidos aamclusion de una segunda lisina

en su estructura (manteniendo la primera en la enjsosicion que otros péptidos de la

biblioteca, como P2 y P6). Esta separacién de égi®mes apolares por dos regiones

polares con aminoacidos basicos es comun en algantikioticos péptidicos ya

conocidos, como la Gramicidifa??

Serie | Num. | Abreviacion Nombre Caracteristicas
C P A
9 P33 | cK{SLOBN}AKIPF | ciclo[Lys-{Ser(OBn)-Leu}-Ala-Lys- | 2 1 5
Ile-Pro-Phe]
P34 | cKSLAKIPF ciclo[Lys-Ser-Leu-Ala-Lys-lle-Pro- | 2 1 5
Phe]
P35 | cK{Oxa}AKIPF ciclo[Lys-{Oxa}-Ala-Lys-lle-Pro- 2 0 6
Phe]
P36 | cKS{Oxa}KIPF ciclo[Lys-Ser-{Oxa}-Lys-lle-Pro- 2 0 6
Phe]

Figura 26. Serie9

Asi, nuestro objetivo consiste en la sintesis de hiblioteca que consta de 9

series para un total de 36 péptidos. Dichas sitsillevarian a cabo mediante la

preparacion de los precursores lineales en fasdasflediante quimica FmdBl y

resina 2-clorotritild®” y ciclacién en disolucién (ver apartado 3.2).

197ver capitulo 3.2.1.
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Disefio de la quimioteca de -stylostatinas

st | N? Abreviacién® Nombre Carac.*
C P A
1 P1 | cNSLAIPF ciclo(Asn-Ser-Leu-Ala-lle-Pro-Phe) 0 2 5
P2 | cKSLAIPF ciclo(Lys-Ser-Leu-Ala-lle-Pro-Phe) 1 5
P3 | cRSLAIPF ciclo(Arg-Ser-Leu-Ala-lle-Pro-Phe) 1 1 5
P4 | cDSLAIPF ciclo(Asp-Ser-Leu-Ala-lle-Pro-Phe) 1 1 5
2 P5 | cNSTAIPF ciclo(Asn-Ser-Thr-Ala-lle-Pro-Phe) 3 4
P6 | cKSTAIPF ciclo(Lys-Ser-Thr-Ala-lle-Pro-Phe) 2 4
P7 | cRSTAIPF ciclo(Arg-Ser-Thr-Ala-lle-Pro-Phe) 1 2 4
P8 | cDSTAIPF ciclo(Asp-Ser-Thr-Ala-lle-Pro-Phe) 1 2 4
3 P9 | cNSKAIPF ciclo(Asn-Ser-Lys-Ala-lle-Pro-Phe) 1 2 4
P10 | cKSKAIPF ciclo(Lys-Ser-Lys-Ala-lle-Pro-Phe) 2 1 4
P11 | cRSKAIPF ciclo(Arg-Ser-Lys-Ala-lle-Pro-Phe) 2 1 4
P12 | cDSKAIPF ciclo(Asp-Ser-Lys-Ala-lle-Pro-Phe) 2 1 4
4 P13 | cN{SLOBN}AIPF | c[Asn-{Ser-Leu(OBn)}-Ala-lle-Pro-Phe] | 0 2 5
P14 | cN{SL}AIPF c[Asn-{Ser-Leu}-Ala-lle-Pro-Phe] 0 2 5
P15 | cK{SLOBN}AIPF | c[Lys-{Ser-Leu(OBn)}-Ala-lle-Pro-Phe] 1 1 5
P16 | cK{SL}AIPF c[Lys-{Ser-Leu}-Ala-lle-Pro-Phe] 1 1 5
5 P17 | cN{STOBN}AIPF | c[Asn-{Ser-Thr(OBn)}-Ala-lle-Pro-Phe] 0 3 4
P18 | cN{ST}AIPF c[Asn-{Ser-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe] 0 3 4
P19 | cK{STOBN}AIPF | c[Lys-{Ser-Thr(OBn)}-Ala-lle-Pro-Phe] 1 2 4
P20 | cK{ST}AIPF c[Lys-{Ser-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe] 1 2 4
P21 | cR{STOBN}AIPF | c[Arg-{Ser-Thr(OBn)}-Ala-lle-Pro-Phe] 1 2 4
P22 | cR{ST}AIPF c[Arg-{Ser-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe] 1 2 4
P23 | cD{STOBN}AIPF | c[Asp-{Ser-Thr(OBn)}-Ala-lle-Pro-Phe] 1 2 4
P24 | cD{ST}AIPF c[Asp-{Ser-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe] 1 2 4
6 P25 | cK{SKOBN}AIPF | c[Lys-{Ser-Lys(OBn)}-Ala-lle-Pro-Phe] 2 1 4
P26 | cK{SK}AIPF c[Lys-{Ser-Lys}-Ala-lle-Pro-Phe] 2 1 4
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7 P27 | cKKLAIPF ciclo(Lys-Lys-Leu-Ala-lle-Pro-Phe) 2 0 5
P28 | cKSLKIPF ciclo(Lys-Ser-Leu-Lys-lle-Pro-Phe) 2 4
P29 | cKSLAKPF ciclo(Lys-Ser-Leu-Ala-Lys-Pro-Phe) 2 1 4
8 P30 | cKKTAIPF ciclo(Lys-Lys-Thr-Ala-lle-Pro-Phe) 2 1 4
P31 | cKSTKIPF ciclo(Lys-Ser-Thr-Lys-lle-Pro-Phe) 2 2 3
P32 | cKSTAKPF ciclo(Lys-Ser-Thr-Ala-Lys-Pro-Phe) 2 2 3
9 P33 | cK{SLOBN}AKIP | ciclo[Lys{Ser-Leu(OBn)}-Ala-Lys-lle- 2 1 5
F Pro-Phe]
P34 | cKSLAKIPF ciclo[Lys-Ser-Leu-Ala-Lys-lle-Pro-Phe] 2 1 5
P35 | cK{Oxa}AKIPF | ciclo[Lys-{Oxa}-Ala-Lys-lle-Pro-Phe] 2 0 6
P36 | cKS{Oxa}KIPF ciclo[Lys-Ser-{Oxa}-Lys-lle-Pro-Phe] 2 0 6

1. Niumero de serie a la que pertenece cada ciclopéptido

2. Numero de ciclopéptido

3. La abreviacidon de los aminodcidos de los péptidos de la quimioteca esta de
acuerdo con la nomenclatura de una letra.

4. Diferenciacion de los péptidos basada en el nimero de residuos potencialmente
cargados (C), el numero de residuos polares (descontando los que puedan estar

cargados), (P) y niumero de residuos apolares (A).

Figura 27. Tabla resumen de la biblioteca peptidica planificad

3.2. PRECEDENTES DE SINTESIS

En 1999, Smythe y colaboradores describieron k@siide la Stylostatin 1 por
ciclacion en disolucion entre los residuos Phe-Aga a) y entre lle-Pro (via b).
Demostraron que la segunda via permitia obtersylastatin 1 con mejor rendimiento

y como Unico productt’®

En un trabajo previo de nuestro grige decidié ensayar la incorporacién de

nuestras 3-aminolactamas como analogos rigidospégtdlos en la stylostatin 1. Para

1% Smythe, M.L. JOrg. Chem1999 64, 3095-3101.

89



Capitulo 3

ello se utilizé la resina Wang como soporte polio@y la lle fue el primer aminoacido
que se unid a la resina. Con esta sintesis seguodsintetizar tanto la stylostatin 1
como su analogo lactdmico, pero se obtuvo mayiaiteante el producto epimerizado
en Gu de la lle. Esto se debe seguramente a que par&siai primer aminoacido a la
resina es necesaria una activacion previa de féstey que favorece la epimerizacion

del protén en el carboro

Esta sintesis permitié obtener una serie de coodes que resultaron muy

Utiles posteriormente (ya comentadas en el cap2tdlp
» Las lactamas se pueden utilizar en sintesis peatéfi condiciones estandar.

* La introduccion del anillo de lactama dobla lostmiys lineales, lo que facilita
la ciclacion al estar mas cerca en el espaciouosog reactivos (hasta 15 veces
mayor rapidez de ciclacion).

* Una vez ciclado, ap-péptido carece de uno de los enlaces de hidrégeadja
la conformacion del ciclopéptido nativo, con lo gse observa una mayor
flexibilidad y la aparicion de formasans del enlacew Ille —Pro, cuando en la

stylostatina nativa dicho enlace séloces
Optimizacion del método

En la presente tesis hemos optimizado esta sirgediase solida cambiando la
resina, asi como el primer aminoacido que se Bdaescogio la resina cloruro de 2-
clorotritilo (también llamada “resina de Barlos”)sg introdujo la prolina como primer
aminoacido. La resina cloruro de 2-clorotritilo@acteriza por utilizar un método de
uniodn del primer aminoacido que no requiere deagati&acion previa de éste, evitando
asi una posible epimerizacibfi.Ademas, y debido al elevado impedimento estérito d
grupoo-clorotritilo, se puede prevenir la formacion deedopiperazinas, muy habitual
en dipéptidos que contienen prolina (situacion geedaria en nuestro caso tras la

introduccion del segundo residuo aminoaciditt)'****?Esta resina, ademas, permite

19 Barlos, K. et allnt. J. Peptide Protein Re$991, 38, 555.
10Barlos, K. et alTetrahedron Lett1989 30, 3947.
11 Barlos, K. et alAnn. Chem1993 215.
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mantener protegidas las cadenas laterales ya quet@escisiones suaves del péptido
lineal de la resina con el uso de AcOH en lugalBA. EI método que se utilizaba

durante la optimizacion inicial del método (TFA/DCM 1%) presentaba problemas
que ya desprotegia parcialmente las cadenas kdedal los aminoacidos, propiciando

ciclaciones andmalas.

o

o)
F HN

FmocHN\)J\O, o O e P moc \5)CJI\O O O

- Cl R

R (] q

Resina de Barlos o
cloruro de 2-clorotritilo

Esquema 30. Union del primer amino&cido a la resinde Barlos.

3.3. SINTESIS DE LASY-STYLOSTATINAS

La sintesis de nuestros péptidos, ya validadabeelé sintetizando en primer lugar
los derivados de stylostatina 1 constituidos poma#atidos naturales (seridsa 3),
para posteriormente realizar los primeros ensagasttbduccion de nuestras lactamas:
Fmoc-{Ser(OBn)-Leu} B) correspondiente a la serie 4 (2P+5A); Fmoc-{SBr{P
Thr(tBu)} (2), y Fmoc-{Ser(OBn)-Lys(Cbz)}4) correspondientes a las series 5y 6
respectivamente (3P+4A). A continuacion se sirdetiz los ciclopéptidos de las series
7y 8y finalmente los de la serfe que constaban de ocho aminoacidos. Los diferentes
grupos funcionales y cadenas laterales de los atithas que se utilizaron estaban
protegidos de forma ortogonal a Fmoc, ya fuera 'Ban Pbf, Trt o Boc (labiles en
medio &cido), o bien con Bn o Cbz (se desprotegatiante hidrogendlisis).

Para los ciclopéptidos de las seriksa 6 se utilizé el procedimiento sintético
esquematizado en la Figura 28. En las séfie@s9 se utilizé el mismo método pero
variando todos los aminoacidos excepto prolinanfld&anina, que en todos nuestros

péptidos se mantienen inalterados para propiciaicorrecta y rapida ciclacion.

112 R, Steinauer, et al. in "Innovation & PerspectiviasSolid Phase Synthesis, 3rd International
Symposium", R. Epton (Eds), Mayflower Worldwide LtBirmingham, 1993 pp. 689.
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HN-Proﬁ-O Resina: Cloruro de 2-clorotritilo

H,N-Ala*-lle>-Prob-
st Q ()a
l l Cl
H2N-aa2-aa3-AIa4-IIe5-Pr06-O
Condiciones de acoplamiento:

l l Fmoc-aa-OH/HoBt/DIPCDI (3:3:3)

(0]
Fmoc{lactama}-OH/PyBOP/HOBt/DIEA
HzN-Phe7-X-aa2-aa3-Ala4-IIGS-PrOG-O (1,5:1,5:1,5:3) en DMF/DCM

Condiciones de desproteccion:

AcOH/TFE/DCM (2:2:6), 2h
Piperidina al 20% en DMF

H,N-Phe’-X-aa’-aa’-Ala*-lle>-Pro®-OH

(Las cadenas laterales mantienen sus grupos protectores)

l PyBOP/DIEA (1,5:3) en DMF/DCM (97/ 3)

| X=Lys, Arg, Asn,Asp|

ciclo(aa'-aa’-aa-Ala*-lle5-Pro®-Phe’)

Figura 28. Esquema sintético basico de los péptidos de nugsinsioteca. Seriet a6. Notese que en el

caso de las lactamas sintéticas estas equivatépégitido a&ad’.

3.3.1. Secuencia sintética

En primer lugar es necesario calcular la cantidadedina necesaria, utilizando
para ello su funcionalizacion tedrica. Esta viemdidada por la casa comercial o bien
debe valorarse tras la introduccion del primer addido. La funcionalizacion de la
resina se acostumbra a indicar en forma de mmeaepuhtos reactivos”/ g de resina.
Por ejemplo, para un péptido de peso molecularO@en®g/mmol con un rendimiento
global del proceso esperado de un 20 % del queeseadobtener unos 22 mg y
utilizando una resina de funcionalizacién 0,7 mgade tendrian que utilizar unos 200
mg de resina para la sintesis en fase solida (epastamente).

La secuencia sintética seria la siguiente:
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1.- Solvatacioén/ lavado de la resina.

En este primer paso se solvata la resina con Déxel pumentar el volumen de
la resina al maximo, lo que facilita el contactola® puntos reactivos con disolvente y
reactivos. Para ello se utiliza DCM desacidificpdo filtracion a través de una columna
de alimina, ya que la resina 2-clorotritilo es rsagsible al medio acido. Finalmente se

realizan los lavados.

Paso Funcion Reactivos/ Disolventes Tiempo
1 Solvatacion DCM 20min
2 Lavado DMF 5x 30s

Tabla 1. Preparacion de la resina

2.- Acoplamiento del primer aminoacido sobre la résa.

2.1- Método original utilizado para anclar Pro s@bta resina cloruro de 2-
clorotritilo, con cuantificacionUna vez la resina esta hinchada con DCM vy lavada c
DMF, se acopla directamente el primer aminoacide gn nuestro caso es prolina,
segun el método detallado en la Tabla 2, dejandzsesionar durante 1 hora. Tras esto
se realiza una esterificacién con MeOH para “cdpafd resina, es decir, para impedir
gue pueda haber acoplamiento en los puntos reactjue hayan quedado libres de
prolina. En este punto se llevara a cabo la cueatibon real de la funcionalizacion de

la resina.
Paso Funcion Reactivos/ Disolventes Tiempd
1 Lavado SC o
2 Lavado SME M
3 Acoplamiento Fmoc-Pro-OH/ DIEA/ 2-CI-Trt 1h
3:9:1 en DMF/DCM
4 Lavado ONVIE —
5 Lavado SCMT o

113 | a palabra “capado” se refiere al enmascaramigettos posibles residuos funcionales sobre los que
no se ha unido el primer aminoacido
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1 x 10min
6 Capado DCM/ MeOH/ DIEA 17:2:1 _

2 X 1min
7 Lavado DMF 5x 30s
8 Lavado DCM 5x 30s

Tabla 2. Pasos seguidos para el acoplamiento de Pro y “oépad

La elevada labilidad de la resina 2-clorotritilo eondiciones acidas hace
especialmente importante ajustar la cantidad danaea utilizar en esta sintesis,
utilizando para ello algan método para determiaafuhcionalizacion real. EI método
gue se decidié utilizar fue una valoracion semititetiva basada en una estimacion del
nivel de acoplamiento del primer aminoacido, basaaden la reactividad del grupo

protector Fmot™*
Se siguen los siguientes pasos:
1. Se toman 3 cubetas de UV de "matched silica” dd@mm.

2. Se pesa resina seca con el primer Fmoc-aa acofdouna cantidad

aproximada de ftmol con respecto al Fmoc) en 3 matraces aforad8snale

3. Se enrasan los 3 matraces aforados con piperid@@ % V/V en DMF recién

preparada.

4. Se agita durante unos 3 minutos. Se ha de pergeitiimentar la resina en el

fondo de los matraces.

5. Se tranfiere la cantidad suficiente de cada matfazado para llenar 3 cubetas

de UV. Se realiza la medicién frente a un blancgigeridina al 20 % en DMF-.

6. Se lee la absorbancia a 290 nm y se obtiene ummaegin del nivel de

acoplamiento del primer aminoacido mediante la @bassiguiente:

e Carga de Fmoc: mmoles/ g = (Asstra-AbSeferencid/(1,65 X mg de resina).

114 catalogo NovaBiochem 2002/2003

94



Disefio y sintesis de la quimioteca peptidica

El valor que se obtiene nos indica la funcionali@aageal de la resina tras el
primer acoplamiento. Se recalculan las cantidadegatia aminoacido y reactivo a

partir de este valor.

2.2.- Método definitivo con cuantificacion de omgeDebido a la elevada
variabilidad en su funcionalizacién que presentabasina en cada uso y con objeto de
agilizar el proceso de sintesis de los péptidesales se decidié optar por una resina
comercial Pro-CITrt en la sintesis de nuestra cuiica. Esta resina presenta la prolina
ya anclada y sin grupo protector, con lo que adedeagvitar tener que realizar el
primer acoplamiento no es necesario realizar urdidaale la funcionalizacion, ya que

viene dada por el fabricante.

3.- Elongacion del péptido a partir de Pro-CITrt wtsando una estrategia

Fmoc/'Bu.

Los siguientes pasos consisten en hacer crecépgtip sobre nuestra resina. Se
trata de un proceso reiterativo que se realizacada aminoacido que se quiere afiadir a

la cadena en crecimiento, segun la tabla siguiente:

Paso Funcion Reactivos/ Disolventes Tiempo
1 Lavado DMF 5x 30s
y o 2 X 1min
2 Desproteccion Piperidina al 20 % en DMF** _
2 x 10min
3 Lavado DMF 5x 30s
4 Lavado DCM 5 x 30s

Test:
1) Ensayo negativo : volver al paso 1

5 2) Ensayo positivo: ir al paso 6
6 Lavado DMF 5x 30s
. Fmoc-aa-OH/ HOBt/ DIPCDI
7 Acoplamiento 1h
3:3:3 en DMF/DCM*
8 Lavado DMF 5x 30s
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9 Lavado DCM 5x 30s

Test:

10 1) Ensayo positivo : volver al paso 6

2) Ensayo negativo: Nuevo ciclo de acoplamiento

* Nota: si es necesario un reacoplamiento éstea&a utilizando la mitad de equivalentes durama
hora o los mismos equivalentes que la primera veaznde 30min.

**|os pasos 1 a 3 se obvian en Pro-CITrt porqueeyhalla desprotegida.

Tabla 3.Elongacion del péptido

En este proceso es muy importante la realizackrests colorimétricos, al final
de cada acoplamiento y desproteccion, que nosnsdgecontrol para determinar si la
reaccion ha tenido lugar a nivel cualitativo.Pdl@ e utilizan el test de ninhidrina (que
permite detectar de forma cualitativa la preseudeagrupos amino primarios en una
resina) y el test de cloranilo (el cual permitelédeccion de aminas secundarias libres,

en nuestro caso prolina, en una resina).
4. Incorporacion de las 3-aminolactamas.

En las sintesis de los péptidos que incluyen naesiminolactamas sintéticas se
utilizan unas condiciones de acoplamiento mas @asgse usa PyBOP en lugar de
DIPCDI y DIEA como baséj® en el momento de incorporacién de la lactama,uga q
por la escasa cantidad disponible se intenta maamel rendimiento del acoplamiento,
qgue podria quedar comprometido al disminuir el mante equivalentes utilizados. El
resto de acoplamientos de la sintesis se lleva@ oomo se indica anteriormente en el

punto 3.

115yer anexo 3.5 para una explicacion detallada siédsts de ninhidrina y cloranilo
118yer en anexo 3.5 los mecanismos de acoplamiemdi&Bt/DIPCDI y con HOBt/PyBOP/DIEA.
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Paso Funcion Reactivos/ Disolventes Tiempo
1 Lavado DMF 5x 30s
2 Desproteccion  Piperidina al 20 % en DMF 2 x 1min
2 x 10min
Lavado DMF 5x 30s
4 Lavado DCM 5 x 30s
5 Test:

1) Ensayo negativo : volver al paso 1

2) Ensayo positivo: ir al paso 6

6 Lavado DMF 5 x 30s
7 Acoplamientg Fmoc-{lactama}-OH/ HOBt/ 1h
PyBOP/ DIEA 1,5:1,5:1,5:3 en
DMF/DCM
8 Lavado DMF 5 x 30s
9 Lavado DCM 5 x 30s
10 Test:

3) Ensayo positivo : Capado

4) Ensayo negativo: Nuevo ciclo de acoplamiento

11 Capado AO/ DIEA 2:1 2 x 10min
12 Lavado DMF 5 x 30s
13 Lavado DCM 5x 30s

Tabla 4. Incorporacion de las 3-aminolactamas.

5.- Escisidn del enlace péptido-resina 2-clorotrit.

Para obtener el péptido lineal, se comienza desgisido el Gltimo aminoacido
de la cadena (primero del péptido). Una vez reddizssto se trata la resina con AcCOH/
TFE/ DCM (2:2:6) durante dos horas. Esta disolugémmite escindir el péptido de la
resina en condiciones suaves, manteniendo progetadacadenas laterales, hecho que
facilita la posterior ciclacion. Tras este pasdils& el exceso de reactivos y se lava la
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resina tres veces mas con la mezcla de la escikas.filtrados se recogen y se
evaporan. El crudo resultante se diluye con 15-20dm hexano y a continuacién se
realiza una evaporacion al vacio para eliminar @M de forma azeétropica con el
hexano. Si tras esta operacion se observa que adiesp quedar AcOH (por no
obtenerse el sdélido blanco habitual o por el obmacteristico) se volveria a adicionar
hexano y se repetiria el proceso. Es importantguase la eliminacion completa del
AcOH pues podria comprometer la ciclacién del piepél “capar” el péptido lineal.

6.- Ciclacion del péptido protegido sobre sus cadan laterales

El péptido lineal se utiliza directamente sin poaf llevando a cabo la ciclacion
una vez se ha eliminado todo el AcOH. La ciclagénlleva a cabo con DMF/ DCM
97/3, 1,5 equivalentes de PyBOP y 3 equivalenteBI&&. La dilucion ha de ser de
aproximadamente 10 M para asegurar que la ciclacion se produzca dmafo
intramolecular y no se produzca polimerizacion.ifportante mantener los grupos
protectores de las cadenas laterales de los dstarhinoacidos para evitar posibles

ciclaciones indeseadas.

7.- Desproteccion de las cadenas laterales.

Una vez ciclado el péptido se eliminan los grupageotores. Esto se realiza
usando 1 mL de TFA/ ¥D 95/5 (o cantidad suficiente para asegurar que ébgéptido

guede disuelto) durante 10-15 min. A continuac®egpora el disolvente.

8.- Purificacion del péptido por HPLC semipreparatvo.

Se utilizan unas condiciones adecuadas previameagidadas por HPLC
analitico (columna de fase inversa Symmetiy, €,6 x 150 mm). Para la purificacion
se utiliza una columna de fase inversa Symmetgy 19 x 100 mm. Las fases moviles
utilizadas fueron gradientes de acetonitrilo enaadina explicacion mas detallada esta

descrita en el apartado 6.2.
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9.- Desproteccion de los grupos bencilo en C-5 deslpéptidos que incluyen

lactama.

Para ello se hidrogena a presion bajo atmosferatdiyeno y en presencia de
Pd-C. Esta reacciéon se monitoriza por HPLC analitidna vez ha desaparecido el
producto de partida se realiza un espectro de MALOF para confirmar que se ha

obtenido el producto deseado.

TFE/ AcOH/ DCM (2/2/6)

H2N-Phe-X-Ser(‘Bu)-Z-AIa-IIe-ProO H,N-Phe-X-Ser(‘Bu)-Z-Ala-Ile-Pro-OH

PyBOP/ DIEA )
H,N-Phe-X-Ser(Bu)-zZ-Ala-Ile-Pro-OH »  ciclo(Phe-X-Ser(‘Bu)-Z-Ala-Ile-Pro)
DMF/ DCM

ciclo(Phe-X-Ser(‘Bu)-Z-Ala-Ile-Pro) TFA/ H,0 ciclo(Phe-X-Ser-Z-Ala-Ile-Pro)

X = Asn, Lys, Arg,Asp
Z =Leu, Thr, Lys

Figura 29. Escision, ciclacion y desproteccion de los péptiGasies 1 a 3.

TFE/ ACOH/ DCM (2/2/6) } \_phe-X~{Ser(OBn)-Z}-Ala-Tle-Pro-OH

H2N-Phe-X-{Ser(OBn)-Z}-AIa-IIe-ProO

PyBOP/ DIEA

\J

H,N-Phe-X-{Ser(OBn)-Z}-Ala-Ile-Pro-OH ciclo(Phe-X-{Ser(OBn)-Z}-Ala-Ile-Pro)

DMF/ DCM

TFA/ H,0

\J

ciclo(Phe-X-{Ser(OBn)-Z}-Ala-Ile-Pro)
(Desproteccion de cadenas laterales de XeY)

ciclo(Phe-X-{Ser(OBn)-Z}-Ala-Ile-Pro)

X = Asn, Lys, Arg,Asp
Z=Leu, Thr, Lys

Figura 30. Escision, ciclacién y desproteccion de Jastylostatinas lactamicas. Series 4, 5y 6.
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TFE/ AcOH/ DCM (2/2/6)

H 2N-Phe-Lys(Boc)-Y-Z-V-W-ProO H,N-Phe-Lys(Boc)-Y-Z-V-W-Pro-OH

PyBOP/ DIEA
H,N-Phe-Lys(Boc)-Y-Z-V-W-Pro-OH

Y

ciclo(Phe-Lys(Boc)-Y-Z-V-W-Pro)

DMF/ DCM
) TFA/ H,0
ciclo(Phe-Lys(Boc)-Y-Z-V-W-Pro) »  ciclo(Phe-Lys-Y-Z-V-W-Pro)
Y = Lys, Ser V = Ala, Lys

Z=Lleu, Thr,Lys W=lle, Lys

Figura 31.Escision, ciclacién y desproteccion de Uastylostatinas. Series 7 y 8.

TFE/ AcOH/
DCM (2/2/6)
HZN-Phe-Lys(Boc)-Y-Z-V-Lys(Boc)-IIe-ProO —— > H,N-Phe-Lys(Boc)-Y-Z-V-Lys(Boc)-Ile-Pro-OH

PyBOP/ DIEA
H,N-Phe-Lys(Boc)-Y-Z-V-Lys(Boc)-Ile-Pro-OH  ———— > cidlo[Phe-Lys(Boc)-Y-Z-V-Lys(Boc)-Ile-Pro]
DMF/ DCM

i TFA/ H,0
ciclo{Phe-Lys(Boc)-Y-Z-V-Lys(Boc)-Tle-Pro] 1T H20 L one | vev-2-v-Lys-Tle-Pro]

1.- {Y-Z} = {Oxa}, {Ser(OBn)-Leu}; V = Ala (2 péptidos)
2.- Y = Ser; {Z-V} = {Oxa} (1péptido)
3.-Y =Ser; Z = Leu; V = Ala (1 péptido)

Figura 32. Escision, ciclacién y desproteccion de Uastylostatinas. Serie 9.

10.- Caracterizacion de los péptidos por HPLC, AAA) MALDI_TOF.

Los compuestos obtenidos se caracterizan por enpdis de retencion en dos

gradientes diferentes de HPLC analitico, espectmemele masas MALDI-TOF y

analisis de aminoacidos. Cabe destacar que deltidbigroscopiale los péptidos no se

puede llevar a cabo facilmente su caracterizacodriRMN.
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Mediante el proceso descrito se sintetizO0 granepadet nuestra quimioteca. A
continuacion se detallan los péptidos que se ofatowj con purezas mayores al 90 % y
un rendimiento muy variable (teniendo en cuenteidkacion, desproteccion y, en los

casos que corresponda, la eliminacion del grupoileesobre las lactamas).

3.3.2. Péptidos sintetizados.

Series 1,2y 3.

Los péptidos correspondientes a las tres primeragess formados
exclusivamente por aminoacidos naturales, no pt@sen problemas sintéticos
relevantes en ninguna de las etapas de la sinpesis,a que la ciclacion en disolucion
disminuyo bastante el rendimiento del péptido dicleespecto al lineal (de este ultimo
no hay datos exactos por no purificarse una vendido de la resina). La purificacion,
en cambio, si fue realmente costosa en muchos,cesloetodo los que incorporaban
uno o mas aminoacidos basicos en su estructuran&cesario repurificar en varias
ocasiones, y en condiciones de elucion variablegrghs fracciones obtenidas por
HPLC semipreparativo debido a que no llegaban @&eptar un nivel de pureza
suficiente. Esto hace que las condiciones de padidn sean imposibles de describir
con exactitud, pues las condiciones de eluciénakan al repurificar las diversas

fracciones de cada crudo.
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Serie 1
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HHH
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P1. cNSLAIPF
Rendimiento: 13%

HoN,

NH

5 mﬁ

P2. cKSLAIPF
Rendimiento: 14%

%Q f,H

Hﬁ

P3. cRSLAIPF
Rendimiento: 20%

COOH
ﬁ\%/H OH
o NH ;I,/

ONH

Hﬁ

P4. cDSLAIPF
Rendimiento: 11%

Serie 2

ONH

HHH

Ul
e f

P5. cNSTAIPF
Rendimiento: 15%

%
| Brar

P6. cKSTAIPF
Rendimiento: 5%

o H H

5 HHH

P7. cRSTAIPF
Rendimiento: 12%

5{& k;N

P8.cDSTAIPF
Rendimiento: 12%

Serie 3

NHZ
OH

5%H )17"/”“

P9. cNSKAIPF

Rendimiento: 15%

H,N

o (H

| Bk,

P10. cKSKAIPF

Rendimiento: 23%

NH2

Ul
05 NH

gt |

P11. cRSKAIPF

Rendimiento: 7%

P12.cDSKAIPF

Rendimiento: 12%

Figura 33. Resumen de los ciclopéptidos sintetizados de lasssk, 2, 3 y sus rendimientos.
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Series 4,5y 6.

La desbencilacion de los péptidos ciclicos queuyah nuestras lactamas se
lleva a cabo tras la sintesis y posterior purifitacde los mismos mediante HPLC
semipreparativo. Esta hidrogendlisis no fue podibilarla a cabo a presién atmosférica
(no se apreciaba ningun tipo de reactividad) yuse jue recurrir a la hidrogenacion a
presién. En la Figura 34 se muestran las condisiope las que se realizé la
desbencilacion de las lactamas. No se consiguiebb@ner los péptidoR18 y P24
degradandose el producto de parti®dqy P23 respectivamente) en el medio de
reaccion. El péptidoP25 no se consiguié purificar completamente y se tiliz
directamente como producto de partida para la oliterdelP26. No obstanteP25 se

degrado en el medio de reacciéon y no se pudo abéticgadoP26.

Y

PP | PR| Rl R2 t. Presion Conc. Pd Disolvente | %

P15| P16 | Lys | Leu| 7 dias| 4 bares| 1,25mg/m4 30mg MeOH 100

P19| P20 | Lys | Thr| 6 dias 3.5 bares 0.93mg/mL 20 mg MeOH 100

P17 | P18 | Asn | Thr | 2 dias| 4 bares| 0.20 mg/mL 30mg MeOH -

P23 | P24 | Asp | Thr | 4 dias| 4 bares| 0.33mg/mL 30mg MeOH -

C
g
g
P21 | P22 | Arg | Thr | 2dias| 4 bares| 1,075mg/mL 20mg MeOH 100
g
g
g

P25| P26 | Lys | Lys | 7 dias| 4 bares| 1,03 mg/mL 30r’r1 MeOH -

P25| P26 | Lys | Lys | 7 dias| 4 bares| 0.36 mg/my 15 n‘g THF -

Figura 34. Desproteccion del alcohol secundario en C-5 dadtaia en hidrogenador a presion con

catalizador de paladio en las series 4 a 6.
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Serie 4

%ﬂv
Lyt

P13.
cN{SLOBN}AIPF

Ya descritd

cN{SL}JAIPF

Ya descritd

HoN

Ni

5{%“

P15.
cK{SLOBN}AIPF

Rendimiento: 18 %

P16.
cK{SL}AIPF
Rendimiento:

Cuantitativo

Serie 5

E/[ %H HHNAOH

SR

OH

OH

fw

P17. P18. P19.
cN{STOBN}AIPF cN{ST}AIPF cK{STOBN}AIPF P20. cK{ST}AIPF
Rendimiento: 10 % Degradado Rendimiento: 21% Cuantitativo
HNQ\/NHZ
NH
HNXNHZ COOH
o OoH o} OH

Q&
bt HHH

P21.
cR{STOBN}AIPF

Rendimiento: 17 %

P22.
cR{ST}JAIPF

Cuantitativo

P23.
cD{STOBN}AIPF

Rendimiento: 12 %

H

\O H

P24,
cD{ST}AIPF

Degradado
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Serie 6

@ué 0 w

P25. cK{SKOBN}AIPF P26. cK{SKIAIPF

No cuantificado ya que no se Degradado

purifica completamente

Figura 35. Resumen de los ciclopéptidos sintetizados de lasssé a 6 y sus rendimientos

Series 7y 8.

Nuestras series de ciclopéptidos con dos aminoatidsicos fueron sintetizadas
y cicladas exitosamente, excepto por el hecho aesguaprecio algun subproducto
adicional por desprotecciones prematuras de lopogriprotectores Boc sobre las
lisinas. La purificacién, en la mayoria de los gasesulté aun mas dificultosa que la de
los péptidos de las series 1 a 3 pese a que seiabi en general, buenos
rendimientos.
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Serie 7

%

Hﬁ

P27. cKKLAIPF

Rendimiento: 42%

H,N

EE%U;

P28. cKSLKIPF

H

fm

Rendimiento: 21%

% é\( OH
NH
0 o NH

Spare

HoN

P29. cKSLAKPF

Rendimiento: 13%

Serie 8
O NH o NH O NH O;g :‘)E/(NH ” OO;EH;/
HHJ\/ Jg //ﬁuj\/“ oo
P31.KSTKIPF

P30. cKKTAIPF

Rendimiento: 19%

Rendimiento: 29%

P32. cKSTAKPF

Rendimiento: 13 %

Figura 36. Resumen de los ciclopéptidos sintetizados de lassséy 8 y sus rendimientos.

Serie 9

En la dltima serie, en la que se sintetizaban péptidos de 8 aminoacidos, cabe

destacar la relativa facilidad en la que se puwitia los péptidosP35 y P36,
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concretamente, los que incluian el sinton {Oxa}.gemeral se obtuvieron muy buenos

rendimientos.

Serie 9

o HO o o 0
B AMR T o B MR B\ R BN R
5 N NN / ~OH =N d N OH
H | H ]
5 H H I} LA
o O “NH

H NH\\ 2 NH " H {\1:/ g %o H Oﬁ
P33. P34. P35. P36.

cK{SLOBN}AKIPF KSLAKIPF cK{Oxa}AKIPF cKS{Oxa}KIPF

Rendimiento: 26 % | Rendimiento: 28 % Rendimiento: 36 % | Rendimiento: 27 %

Figura 37. Resumen de los ciclopéptidos sintetizados de la 9er sus rendimientos.

En la seccion experimental se detallan todos péptaglie se obtuvieron, sus
rendimientos y sus purezas, asi como su caraatgnz@or andlisis de aminoécidos,
HPLC y MALDI-TOF.

3.4. RECAPITULACION

Aunque la purificacion de todos nuestros ciclopgsiy la eliminacion del
grupo bencilo en C-5 en los péptidos que incluiaestras lactamas presentaron
dificultades importantes, se consiguid sintetizamlayor parte de los péptidos que nos
habiamos propuesto al disefiar nuestra biblioteoa. rendimientos fueron modestos
(entre un 10 % y un 30 % en la mayoria de los ¢adelsido sobretodo al hecho de
afadir fases sintéticas adicionales a la sinté&gtdica habitual como la ciclacion, o la

hidrogenacion catalitica a presion. Esta Ultimgatadlo resultd exitosa en tres de
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nuestros péptidos, provocando la degradacion dmlugto de partida en el resto de

casos.

De los 36 péptidos propuestos se consiguierontgiatecon €xito, con purezas
aceptables (mas del 90 %) y rendimientos modergofa mayoria de casos entre un
10% y un 30 %), un total de 30 ciclopéptidos. LéptlosP13y P14 ya se habian
descrito previamente en nuestro grupo y no se ewui a sintetizar. Con los 30
péptidos obtenidos, y después de su correspondearcterizacion, se realizaron
estudios de dicroismo circular (DC) y ensayos diévidad biologica, tanto sobre
modelos de membrana procariota (liposomas) come @aaluar su potencial actividad

como antibidticos y antitumorales.

3.5. ANEXO. INTRODUCCION A LA SINTESIS EN FASE SOLIDA

Uno de los mayores problemas que plantea la ssndesdisolucién de péptidos
complejos es la necesidad de aislar y purificgréptido en formacién después de cada
una de las etapas, antes de incorporar un nuemtuoege aminoacido a la cadena. La
mezcla de reaccion contendra reactivos de condénsaestos de grupos protectores y
otros productos secundarios. Las etapas de puiiitasuponen la perdida de cierta
cantidad de producto, causando una disminuciérratelimiento total del proceso, y
esto puede resultar desastroso en el esquemacsingét un péptido con mas de 20

aminoacidog?’

En 1963 R.B.Merrifield descubrié una técnica dengmnaportancia como método
de sintesis de muchos péptidos: se trata de laadlanmisintesis en fase soélida” o
“sintesis sobre soporte sélidb’® Esta idea tan revolucionaria, que se extendidas ot
campos de la quimica, le llevé a ganar el premimehen el afio 1984. Las reacciones
que se utilizan en esta técnica son las mismasquea sintesis en disolucion, pero

una de las especies reaccionantes se encuentaga@chin polimero sélido.

17 Weininger, S.J.; Stermitz, F.RQuimica OrgéanicaEd. Reverté, S.A. Espafi988
118 Merrifield, R.B.;J. Am. Chem. Sqd 963 85, 2149-2154.
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La principal ventaja de esta sintesis sobre pobmécon todas las cadenas
unidas a él) es que éste se separa facilmenteedw de reactivos, debido a su
insolubilidad en los disolventes usados. Los reastien exceso, subproductos de
reaccion y los propios disolventes son facilmerdpasados del polimero mediante
simple filtracién. Todo esto permite una automati@a del proceso, incluso afiadiendo
hasta 5 aminoacidos en un dia a una cadena peptidksde hace afios se encuentran
disponibles unos sintetizadores comerciales auteatkis que facilitan mucho la

produccion de cadenas peptidicas.

Actualmente, la utilizacién de esta técnica deesisten fase sélida no se limita
solamente a los péptidos. Aunque fue disefiadafparar cadenas peptidicas, hoy en
dia se utiliza también para sintetizar cadenasotisggéaridos y polinucleétidos. En este
altimo caso, este método de sintesis ha llegadt#sr totalmente el método clasico
en disolucion. Ademas, la sintesis en fase solelgetuna alta utilizacion en sintesis
organica de moléculas de bajo peso molecular, itoystdo la técnica de eleccion en

sintesis paralela y combinatoria.

La sintesis en fase solida, sobretodo cuando sepaisarealizar sintesis en
119

paralelo™® presenta muchas ventajdS:
* Facilidad de purificacion por filtracion. Esto peten evitar métodos de

purificacion como las columnas cromatograficas.

» Permite trabajar con grandes excesos de reachiechp que mejora en muchos
casos los rendimientos de las reacciones a lawesg disminuyen los tiempos

de reaccion (sintesis mas rapidas y eficaces).

 Permite una gran automatizacion del proceso corusel, cada vez mas
extendido, de aparatos especificos para este tgoquimica. Una vez
optimizado el proceso, esta automatizacion perre@dizar numerosas sintesis

en paralelo.

119 Obrecht, D.; Villalgordo, J.MSolid-Supported Combinatorial and Parallel Synteesf Small-
Molecular-Weight Compound LibrarieBergamon: Oxford,998
120Brown, A.R.; Hermkens, P.H.H.; Ottenheijm, H.CRees, D.CSynlett 1998 817-827.
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Existen soportes solidos con gran variedad de dmadizaciones. Se considera
gue actualmente se puede llevar a cabo cualqaiesformacion mediante este

tipo de sintesis.

Por el contrario, existen también varios inconvetas:

La optimizacion previa de las reacciones es refguisdispensable para su uso
en fase soélida, ya que existe un gran numero daeiogees secundarias durante

los pasos de activacion, acoplamiento y desprdaiacci

Existen limitaciones analiticas para el seguimiel@ta secuencia sintética.

La solvatacion de la resina polimérica y la difaside los reactivos son dos
parametros importantes para el éxito de la sintespidica en fase sdlida,

hecho que limita los disolventes adecuados paB®RS.

Si las reacciones de acoplamiento no tienen lugafodma cuantitativa, el
péptido resultante puede estar impurificado coosgbéptidos de menor nimero

de residuos.

Son necesarias dos reacciones adicionales respégtgintesis en disolucién: la

union a la resina y la escision de esta al findhdgntesis.

En general como maximo se obtienen 100 mg de ptoduwal, pudiéndose

llegar hasta los 500 mg en algun caso.

Los procesos acostumbran a ser caros debido alduades precios de las

resinas y a los excesos de reactivos que se uatiliza

Como ya se ha explicado la sintesis peptidica & dalida (SPPS) esta basada

en la adicién secuencial de aminoacidos con laraat#eral protegida o desprotegida a

un soporte polimérico.(Ver Figura 28, capitulo 3.3)
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Tal como se observa en la Figura 28, se realizariemer lugar el anclaje del
primer amino&cido al soporte polimérico. Posteriotaese realiza la desproteccion del
grupoo-amino seguida de la adicién de un segundo amido&tiprotegido mediante
un agente acoplante o a través de un aminoacidacprado. Este proceso de
desproteccion/acoplamiento se realiza tantas vem®® sean necesarias hasta obtener
el péptido deseado. El péptido resultante se etreuanido a la resina por su extremo
C- terminal a través de un “linker”. Dependiendolaeaturaleza de este “linker” el
péptido resultante sera un carboxiacido o una g&buoda. Aunque la desproteccion de
la cadena lateral suele ser simultanea a la esa@bpéptido de la resina en algunos
casos, como en la sintesis de péptidos ciclicosgdegpser conveniente mantener las
cadenas laterales de estos péptidos protegidast@retapa. Existen diferentes resinas
en el mercado que permiten evitar esta desprotecd® las cadenas laterales.

Finalmente por filtracion se separan el péptidaeli® del polimero insoluble.
Estrategias en la SPPS

Existen dos estrategias principales en la SPP&nemdn del grupo protector sobre el

grupoN“-amino (Figura 38)

* Boc/Bzl: en esta estrategia los aminoacidos tierlegrupoa-amino protegido
como Boc y los grupos funcionales de las cadenasalas generalmente se
encuentran protegidos como Bzl. La desproteccidngdgpo Boc tiene lugar
con TFA y la escision final de la peptidil resiralieva a cabo con un acido
fuerte como es HF o TFMSA.

« Fmoc/Bu: en este caso los amino&cidos tienen el gas@mino protegido como
Fmoc. Actualmente, esta estrategia es la masaddidlentro del campo de la
qguimica peptidica en fase sélida. La desprotecg@rgrupo protector Fmoc en
condiciones basicas suaves posibilita el uso dpogryrotectores labiles en
medio acido para las cadenas laterales, como @sseldel grupdert-butil. Es

por eso que esta estrategia recibe con frecuehe@re de FmolBu.
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Estrategia Fmoc/'Bu Estrategia Boc/BzI

Piperidina

Figura 38. Estrategias de proteccion/ desproteccién en fdekaso

La reaccion de desproteccion del Fmoc tiene lugeavaés de un mecanismo de
eliminacién E1cB, que se inicia mediante la exii@atce un protdn para dar lugar a un
anién estabilizado de dibenzociclopentadienilo (EEsga 31). El dibenzofulveno
formado reacciona con la piperidina para formaraduocto estable como producto

secundario de la reaccion de desproteccion.

RNH-CO,H —— > RNH;+CO;,

i ?%o /\ QHJ + H @
908 Loy 9%

Aducto dibenzofulveno-piperidina

Esquema 31.Mecanismo de desproteccion del grupo Fmoc.

En la estrategia FmdBU, el desanclaje final de la resina tiene lugar
normalmente por acidolisis mediante un tratamieoto TFA, que en la mayoria de los
casos sirve para desproteger simultaneamente lgmogrprotectores de las cadenas

laterales.
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Mecanismos de epimerizacion

El riesgo de epimerizacion es una de las principativersidades que aparecen
cuando se trabaja con grupos funcionales directmandos a centros estereogénicos,
ya que se produce una pérdidad parcial o totaladestereoquimica. La actividad
bioldgica de los péptidos y las proteinas depemdgran medida de la configuracion de
los centros quirales de los aminoacidos, por ltotas necesario minimizar este riesgo

de epimerizacion durante la sintesis peptidica.

Una vez la funcién acida se activa se observannimsanismos diferentes de

epimerizacion: la enolizacién directa y la formacide la correspondiente 5(4H)-

oxazolona
R2 RZ
~ Ri~ X Act
R; N)\[(Act 1 H)\(
H o OH
Figura 39. Enolizacion
H O Rg
o) H
R
2~— Rl\n/N\;)J\N/kﬂ/Y
Ny O Rs o & N 0O
Y
R1 H,N L
| °
0 0
H H H o R2 o
Rz—-‘)J\Act RZ—EHJ\ACt Ro— He ¢
HN o H’@ﬁ/o HAct Y Y
Ry Ry 1 Ry
R, OH H O R
—( R, N\‘)LN)\H/Y
Ny O hil N
h Rs O R, 0
Ry HzN/'\ﬂ/Y bL
o}

Esquema 32 Principales mecanismos de epimerizacion en lasinpeptidica en fase solida

El objetivo principal para una reaccion de acopénto consiste en la
combinacion de un buen rendimiento y la ausencigpdeerizacion. Este objetivo es en
ocasiones dificil de conseguir, ya que los métodog proporcionan mejores
rendimientos requieren la conversion de la fun@oma en un buen grupo activante.

Estos grupos tienen a aumentar la acidez del pestanlo cual favorece la enolizacion
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y la formacion de la 5(4H)- oxazolona corresponigiedemas, la presencia de una
base (como la DIEA) en algunas condiciones de aatphto también contribuye a la
epimerizacion, ya que favorece la extraccion detdor en..

Es por tanto imprescindible encontrar un buen éial entre un buen grupo
saliente y una base adecuada para favorecer unrénéimiento de acoplamiento y un
nivel de epimerizacién aceptable, que sea lo mjaspussible.

Formacion del enlace peptidico

Tal como ya se ya mencionado, la formacion delcenéamida representa una de
las reacciones esenciales en la sintesis peptkiicaste trabajo se utilizan dos tipos de

agentes acoplantes: las carbodimidas y las salesfbaio.

Carbodiimidas

El mecanismo de activacibn mediante carbodiimidascemplejo y fuertemente

dependiente del disolvente y alin no esta complet@Enatarificado (Esquema 33).

=0 H Ry Ry
H-N  * o /=0 =0
\R3 H H=N (0
fotid Rz Rs
Péptido Péptido
T Ry—NH, Rs—NH,
R, Ry Ry
® 1) @ 1) Ry
Rl I H O): H O):® ):o
S )=N @ )=N" R 2
% N H-N  Re H H-N R N0 )=0
Rz R, R, 9 Ry

R"R'NOH (adicién de un derivado de hidroxilamina)

o

M nrre

Ry ~O H

Ry
=0
-
R3

+

R'"R'NO

Esquema 33Mecanismo de formacidn del enlace peptidico mediahtiso de carboxidiimidas.
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El primer paso consiste en la adicién del aciddadlico para formar la O-
acilurea. Este intermedio es muy reactivo y puedeaionar con el componente amino
para obtenerse la corresponiente amida. Altermatwde estaD-acilurea puede sufrir
una transposicion para rendir la N-acilurea, lal e es reactiva, o bién atacar al
intermedio otro acido carboxilico para obtenersardlidrido simétrico, el cual es un

excelente agente acilante.

Se ha de tener en cuenta que si el acido carbmxékcunaN-carboxiamida
(acetil, benzoilo 0 una cadena peptidica) o unaradbo dex-aminoacido (Boc,Fmoc),
la O-acilurea puede sufrir una ciclacién intermolecufmra resultar una 5(4H)-
oxazolona, como se ha explicado anteriormente.sEstdl)oxazolonas también son
agentes acilantes, pero no tan potentes conideilurea ni el anhidrido simétrico y

ademds la tautomerizacion hacia la forma enolioaqma racemizacion.

Alternativamente, la O-acilurea puede ser atrapamtamedio de nucledfilo
presente en el medio, normalmente un derivado dioxilamina, para dar el
correspondiente éster activo, que normalmente aespecie menos reactiva pero mas
estable. Es por esto que se aflade normalmente BIGBIAtL. La principal ventaja de
estos aditivos consiste en aumentar la concentrad#dla especie activa, reducir la
racemizacion e inhibir la deshidratacion de lapasiamidas de las cadenas laterales de

Asn y GIn Para formar los correspondientes nitrilos

Agentes acoplantes tipo sales de fosfonio (PyBORiilares)

Existen una serie de acoplantes que permiten largeionin situ de ésteres
activos. Estos han adquirido una gran importantik €uimica péptidica actual. Castro
y colaboradoréé® desarrollaron en 1975 el BOP (Benzotriazol- 1liHlox
tris(dimetilamino)fosfonio hexafluorofosfato), ueactivo de fosfonio muy eficiente en
sintesis peptidica en fase sdlida, pero que pr@&enina importante desventaja: la
elevada toxicidad del HMPA formado durante la ré&atcEste reactivo fue sustituido
por un derivado llamado PyB®®, en el cual los grupos amino son sustituidos por

121 castro, B.; Dormoy, J.R.; Evin, G.;Selve, Tetrahedron Lett.1975 16, 1219-1222.
122 Coste, J.; Le-Nguyen, D.;Castro, Betrahedron Lett 199Q 31, 205-208.
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pirrolidinas, con lo que los subproductos de reaceio presentan toxicidad. En el

Esquema 34 se muestra el mecanismo de reacci®taedagente acoplante.

P(PY)s

.
h ©
Rl\[I/N\)J\ o
H\j’\ O R
R N -
Y o 2 N\ Re—NH,
(0] R Anhidrido simétrico
PFs
(] 6
H N=N (@] O
Ry N - N N "
R + R N
Y o° N N\O/P*<N®> Ry \)J\O—P(Py)s N \;)J\N’RZ
o R ‘\/ 3 R O F-zz H
HOBt\
O RZ_NHZ
H
re N
Y ost
O R
.
1]
P(Py)s

Ester de hidroxibenzotriazol

Esquema 34Mecanismo de accién con el agente de acoplamig/BOP.

La adicion de una base (normalmente DIEA) es neieepara la formacion del
carboxilato del aminoéacido, el cual lleva a caboataque nucleofilico a la sal de
acilfosfonio, especie altamente reactiva. En leeadia de nucledfilo, la especie activa
es la sal de aciloxifosfonio que reacciona inmedmente con los iones carboxilato
presentes en el medio para dar el anhidrido sicoétEin cambio, en presencia de un

nucleofilo (como el HOBL), la especie activa eéstkr de hidroxibenzotriazol.
Mecanismo de desproteccion de las cadenas laterales
Existen multitud de procedimientos de desprotecdeéscritos para péptidos. El

mecanismo de desproteccion de las cadenas latel@lkes péptidos descritos en este

trabajo normalmente consistia en el tratamientacdeipuesto protegido con un &cido
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fuerte organico (TFA). Como ejemplos, en el Esqué@®ae detalla el mecanismo de

desproteccioén del grupo Boc y en el Esquema 38lgjrdpo protectoBu:

H H
o @ (O® O
RN W -\ - R
'}‘J\O R\I}IJ\O '.\'ko + ®K
H

H H H

CO,

R ,-H =C= ®
N+ 0=C=0 \[(+H

Esquema 35Mecanismo de desproteccion del grupo protector Boc

0] H@ @ 0O—-H 5
Rl)\RZ Rl)\Rz B} Rl)\Rer \\(

Esquema 36 Mecanismo de desproteccion del grupo protegidibutilo

Ensayo de ninhidrina (Test de KaiserY®

Este ensayo permite detectar de forma cualitaivarésencia de grupos amino
primarios en una resina, sirviendo como control rdaccion durante una sintesis

peptidica. La reaccion que tiene lugar se muestomanuacion:

0 O HO
R
OH o
OH R 110 °C
o) e} O

123 Kaiser, E.; Colescott, R.L.; Bossiger, C.D.; CoBK.Anal. Biochem 1.97Q 34, 595-598.
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Figura 40. Esquema de la reaccién que se produce durantst eletdaiser o de la ninhidrina.

Para realizar este ensayo se utilizan dos readif@®ntes:

Reactivo ASe prepara una disolucion en caliente (40 °C apdex40 g de fenol
en 10 mL de etanol absoluto. Paralelamente, seaframa disolucién de 65 mg de
KCN en 100 mL de kD y 2 mL de esta disolucién se disuelven en 100debiridina
acabada de destilar. Ambas disoluciones se agansgparado con 4 g de resina
Amberlite MB-3 durante 45 minutos. A continuaciée 8ltran y se mezclan los

filtrados.

Reactivo B Se prepara una disolucion de 2,5 g de ninhidgm&0 mL de etanol

absoluto.

Finalizado cada ciclo de acoplamiento, se tomaps&tgefia cantidad de resina
(0,5 mg aproximadamente) lavada y secada, y sedinte en un tubo de hemolisis al
gue se le afaden 3 gotas del reactivo A y 2 glglheactivo B. Como blanco se utiliza
un segundo tubo con igual cantidad de los dosiveactA continuacion se colocan los
tubos en la placa calefactora a 110 °C duranterBitos, pasados los cuales se deja
enfriar y se observa la coloracién. Una tonalidamleta-azulada indica que existen
grupos amino libres (ensayo positivo), lo cual edidativo de un acoplamiento
incompleto. Si no existe cambio de color respedtdlanco el test se considera

negativo, siendo el rendimiento del acoplamienfgesor al 99,5 %.

Ensayo de cloranilo.

Este ensayo cualitativo permite la deteccion denamsecundarias libres (en
nuestro caso prolina) en una resina. Esto sirved&ol de acoplamiento, indicando si
este se ha completado o no. Para ello se toma demgsina (aprox.) y se le adiciona
acetona y la solucion de cloranilo en proporciéh @5 y 5 respectivamente). La
muestra se observa tras 5 minutos. Una coloracahvardosa de la resina indica un
ensayo positivo, es decir, la existencia de amgea&sindarias libres y una coloracién
amarilla indica la ausencia de aminas secunddgaal que en el ensayo de ninhidrina,

resulta util la realizacion de un ensayo en blgaralelo.
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Una vez obtenidos los péptidos se llevaron a caktad®s estructurales
combinando experimentos de dicroismo circular yuwdébk tedricos de modelizacion
molecular. En el caso del dicroismo circular setgmée que al variar diferentes
parametros fisicos como la concentracion o la teatpe se observen cambios en la
elipticidad que puedan indicar algiin cambio confmional en la estructura del péptido
(como la formacién de agregados). El objetivo de dgperimentos de modelizacion
molecular consiste en determinar el nivel de fléixidd de los péptidos y buscar alguna

posible conformacién tedrica compatible con la teps de la agregacion.

Por otro lado se ha puesto a punto un método pesndinar si estos péptidos
pueden actuar sobre biomembranas, utilizando gherdigosomas. Por dltimo se ha

evaluado la posible actividad como antibioticosttamorales de nuestros péptidos.

4.1. OBSERVACIONES PRELIMINARES

Durante la sintesis de péptidos y, teniendo entadarhipotesis formulada por
Gantz>® se realizaron varias observaciones experimentles parecian indicar la
posible presencia de algun tipo de agregado maeeu alguno de los péptidos. En
primer lugar durante la purificacion del péptiEa. cKSLAIPF (serie 1) se observo la
aparicion de sefiales en MALDI que correspondiamlar@s multiplo de la masa de
nuestro péptido, como si mostrara algun tipo deegapion molecular. La falta de
pérdida de una molécula de agua por cada monérdariorzal en la sefial indicaba que

no se trataba de una polimerizacion.
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Figura 41. Posibles agregados del péptido 2. Se observanhastiduos de nuestro péptido agregados.

Posteriormente este fendmeno se observo en loosipeéptidos sintetizados en
varias ocasiones, aunque solo se consiguieron gacquosibles agregados de dos
unidades:
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Figura 42. Péptidos en los que se observan posibles agregados

La técnica del MALDI-TOF, a diferencia de otrasriéas de masas es muy
poco agresiva con las muestras. Se trata de unecdégo fragmentativa, por lo que
permite ver, en algunos casos aislados, indicioagitegacion supramolecular. En la
Figura 42 se muestras los péptidos en los que serab una posible formacion de
dimeros, pues se observa la masa del péptido {MyHa del posible agregado
(2M+H")
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Un segundo indicio que nos llevé a pensar en libf@®rmacion de agregados
fueron los cromatogramas de HPLC de algunos detnogepéptidos. En ellos se
observan picos dobles correspondientes a péptalpsiyficados. Realizando el analisis
de cada uno de los picos mediante HPLC-MS se obggre tienen la misma masa.
Estos dos sefiales, al calentar el cromatografo®& 40oalescen formando un solo pico
lo que parece indicar que ambos picos correspoald@smo péptido y no a estructuras
epiméricas. Esto parece indicar que el péptido ieramtun equilibrio de algun tipo a
baja temperatura, pudiéndose hipotetizar con libfidad de que fuese algun tipo de
dimero.

Cromatogiama de P6 cKSTAIPF
{gradiente 0-100 en 15min, 220nm)

HPLC de cKSTAIPF.
Ciclo(Lys-Ser-Thr-lle-Ala-Pro-Phe)

RT.
5

-Desdoblamiento de senal a 25 °C.
-Coalescencia a 45°C

1 M ,_"I J

] B ix] =

e i

4.2. ESTUDIOS ESTRUCTURALES

4.2.1. Estudios de dicroismo circular

El dicroismo circular es una técnica espectrosedpjge permite estimar el
contenido de las diferentes estructuras secundadasénicas (hélicex, lamina 3,
“random coil”, etc.) que presentan en solucion jkggty proteinas, debido a presentar

espectros de DC muy caracteristicos en la zond\dé¢jano (178-250 nm)**

El fenémeno del dicroismo circular se observaelas longitudes de onda a
las que absorbe la molécula estudiada y se deisediférencias de comportamiento que
presentan los componentes de la luz linealment&ipatia en un medio anisétropo. El
enlace peptidico, cuyos parametros determinanttactsra secundaria que adopta el
esqueleto peptidico, presenta un maximo de absoac10 nm, por lo que es alrededor

124 Kakanishi, K.; Berova, N.; Woody, ircular Dichroism principles and applications, Ed. VCH
Publishers, Inc., New York,994
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de esta zona del espectro donde se produce eb efeaticroismo circular. En general,
la estimacién se realiza a partir de la deconvéhluailel espectro de la proteina
problema como suma de varios espectros canonisasdase en este proceso diferentes
programa¥”™. Estos programas, a partir de los espectros ded®Qas estructuras
canodnicas o bien de una serie de proteinas, perméteular la contribucion especifica
de las estructuras basicas en la proteina incogliespectro observado es la suma de
las diferentes estructuras basicas multiplicadasupa constante). Asi la mayoria de
programas trabajan utilizando una serie de pradedeaestructura conocida para estimar
el contenido de estructura secundaria en otra ipeoteroblema. Este es el caso de
programas como el CDs¥t CCA', o SELCON?®. El programa LINCOMB, en
cambio, utiliza estructuras predeterminadas sieslax las mostradas en la Figura 43

para realizar sus célculos.

Espectros canonicos de CD

40000 -
30000 -
20000 A
10000 -

0

2 250
-10000 A

[@]mw (deg-cm?/dmol)

-20000 4 Heélice alfa

Lamina beta

-30000 - Giro beta

40000 4 Random coil

Longitud de onda (nm)

Figura 43. Espectros canénicos de dicroismo circular de cuainformaciénes basicas.

125 Greenfield, N.JAnal. Biochen1996 235, 1-10

126 30hnson, W.CProteins: Struct. Funct. Genet999 35, 307-312.

127 perczel, A.;Park, K.; Fasman, G.Bnal. Biochem1992 203 83-93.

128 5reerama, N.; Woody, R. Wnal. Biochem1993 209, 32-44.

129vyang, J.T.; Wu, C.C.; Martinez, H.M.; Methods Emm}. 1986 130, 208-269.
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Estos sistemas de célculo implican que, para obt&seltados satisfactorios,
necesitamos que la estructura de nuestra protstaarepresentada adecuadamente en
las estructuras de referencia que utiliza el prograle deconvolucién. Si la proteina
problema presenta alguin motivo estructural no cdemado en el programa, la

contribucion de éste al espectro de dicroismo rintegretara correctamente.

Los programas de deconvolucion de DC estan pensgelosralmente para
proteinas plegadas relativamente grandes, no témisentido para una estructura al
azar (“random coil”) que es muy tipica en péptigeguefios. Pese a eso, el programa
mas adecuado para péptidos pequefios es el CCA dotunstraint Analysis),
desarrollado, como hemos explicado anteriormemtePprczel y colaboradorés.Pese
a todo, este programa presenta ciertas necesidadesbrir para poder usarse
correctamente, como el hecho especifico de quaesssario introducir externamente

el nimero de conformeros puros presentes en lalmezc

Es importante recalcar que el estudio de péptidasaminoacidos no naturales
puede introducir posibles alteraciones importaete®l espectro de dicroismo, por lo
gue pueden complicar en gran medida su interpgataci

En los ultimos afos, la técnica del dicroismoutacse ha utilizado en multitud
de estudios relacionados con diversos aspectoscamportamiento quimico de
protefnas y acidos nucleict¥.Algunos de las aplicaciones mas relevantes fueron:

-Las interacciones proteina-ligando.
-Termodinamica del plegamiento de proteinas.
-Intermedios de plegamiento protéico.
-Cinética del plegamiento protéico.

-Transiciones conformacionales y agregacion pratéic

Pensamos que este ultimo tipo de aplicacion déclkida del DC nos podia ser
atil en el estudio del comportamiento de nuestidspéptidos. Como se ha comentado

anteriormente, utilizando la técnica de dicroismi@wutar se han establecido unos

130 Greenfield, N.J.trends in analytical chemistryol.18, 4,1999
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patrones conformacionales de estructuras comoeteélachojaf, las cuales no pueden
presentar nuestros péptidos, debido a su pequeftaiita Pese a ello esta técnica nos
puede permitir obtener un patron conformacionatalda ciclopéptido que permita, al
variar distintos parametros, observar cambios estiaictura conformacional e incluso

agregados y posible formacién de precipitados.

Para poner a punto este método se seleccionaspéidos: el ciclopéptido
P6. cKSTAIPF y el ciclopéptido lactamid®19. cK{STOBN}AIPF. En primer lugar se
observo la elipticidad de la sefal de estos contpsiestemperatura de 20 °C y a una
concentracion de referencia de 2QM. Los péptidos mostraron un patron
conformacional diferente uno del otro. Asi, el jd@pP6 mostraba un minimo a 200 nm
y otro a 220 nm, mientras que el ciclopéptido laitéd P19 muestra una sefial mas

ancha y poco definida.

P6. cKSTAIPFy P19. cK{STOBN}AIPF
(Temperatura 20°C, 200 pM)

04

cKSTATIPF

DC (mgrad.)

K{STOBn}AIPF

-2,5

Longitud de onda (nm)

Figura 44.Patrones conformacionales B8y P19a temperatura y concentracion constante.

Una vez obtenidos estos patrones de referenciea&d una variaciéon de
ciertos parametros con objeto de determinar hastapgnto afectaban a la estructura

molecular de nuestros compuestos.

Variaciéon de la temperatura
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En primer lugar se decidio realizar experimentas eariacion de temperatura.
Se pudo observar que, a igual concentracion, lacian de temperatura no hacia variar
el patron conformacional de nuestros compuest@ mgo de valores explorado (de 4
°C a 45 °C), ni en el péptides. cKSTAIPF ni en el ciclopéptido lactamico bencdad
P19 cK{STOBN}AIPF (Figura 45 y Figura 46).

Péptido P6. cKSTAIPF a temperatura variable (200ulV)

05

DC (mgrad.)

Longitud de onda (nm)

Figura 45. Variacion de la elipticidad del péptidR6 al variar la temperatura.

Péptido P19. cK{STOBN}AIPF a temperatura
variable (60 pM)

T
260 270 20

DC (mgrad.)

Longitud de onda (nm)

Figura 46. Variacion de la elipticidad del péptidRi9al variar la temperatura.

Variaciéon de la concentracion
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El siguiente pardmetro que se ensayl fue la coramédim. Al aumentar la
concentracion a temperatura constante en el pélatitimicoP19. cK{S(OBn)T}AIPF
no se observo ningun cambio estructural. En canabiealizar lo propio con el péptido
P6. cKSTAIPF se observd que al aumentar la concabtrage péptido la sefal se
aplanaba. Este hecho podria reflejar algun tipasteiacion intermolecular con una
posible precipitacién del ciclopéptido (y desagéricde la sefial) o un cambio

conformacional inducido por la interaccion entredéualas.

Péptido P19. cK{STOBN}AIPF a concentracion variable

a0

50 1/

-100 1

DC (grds/M)

-180 1

-200

-250
Longitud de onda (nm)

Figura 47. Variacién de la elipticidad de19al variar la concentracion.

Péptido P6. cKSTAIPF a concentracion variable

2000

1500 4

1000 4

—_
=
=
= 500 3uM
Ei
— = 7.5uM
o o Br
o 140 240 15uM 2380

-500

30uM

60uM

-1000 4

-1500
Longitud de onda (nm)

Figura 48. Variacion de la elipticidad del péptidR6 al variar la concentracion.
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Esta posible agregacion intermolecular represemtdatio interesante a estudiar
en el resto de péptidos de nuestra quimioteca,ugapyede permitir formular una
hipotesis que relacione las caracteristicas estales de los péptidos con la formacion

de complejos supramoleculares.

Asi pues se realizaron espectros de DC de todasdipéptidos que habiamos
sintetizado previamente en nuestra biblioteca {@@os los espectros en la seccion de
espectros de DC). En algunos de los ensayos reafizse observo un comportamiento
de nuestros péptidos similar al observad®6ncon un aplanamiento de la sefal tras el
aumento de la concentracion. Los casos en los gubservo este fendbmeno fueron,
ademas d€6; P7. cRSTAIPF,P21 cR{STOBN}AIPF yP27. cKKLAIPF (Figura 49).

Péptido cKSTAIPF a concentracién variable
2007
P6. cKSTAIPF
1490
(Serie2)
~ 1007 -
= 3uM
< 5014 7.5u81
HoN S
U \'é] 150l
7
= 30ulI
(0] H -
H B H OH alull
N &
v o ;ﬁ
o 07 NH
Hii l -
J\FN 5 Longitud de onda (nmj)
///// N
H H
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P7. cRSTAIPF
(Serie 2)

NH

L -

ONH

9 HN OH
J\/ o
H

Péptido cRSTAIPF a concentracion variable

1000
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E 500
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P21.cR{STOBN}AIPF
(Serie 5)

Péptido c(R{STOBN)AIPF) a concentracion variable

Longitud de onda (nm)
P27.cKKLAIPE Péptido cKKLAIPF a concentracién variable
' €00
(Serie 7) 400 -
200 \
s
é.
I\/\/ Q
n -
1000
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Figura 49. Disminucion de la sefial de elipticidad al aumelgtaoncentracion.
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Aunque en estos cuatro péptidos se observo unandisidn generalizada de la
intensidad de la elipticidad, en la mayoria dedggectros de DC realizados se observo
solamente una atenuacion selectiva de una de faabal aumentar la concentracion
(la situada & = 200), mientras que la banda situada=2220 se mantiene inalterada.
Este tipo de patrén, en mayor o menor medida, pieren todos los péptidos que
mostraban dimerizacion por MALDI y no mostraban dmaminucion generalizada de

la sefial como eR6.

Péptido cNSLAIPF a concentracion variable
P1.cNSLAIPF pt

(Serie 1)

g—ZOO B
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P9O. cNSKAIPF
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—_—T U
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P11cRSKAIPF Péptido cRSKAIPF a concentraciaon variable
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Figura 50. Ejemplos de péptidos con disminucién selectivaadsehal.

Este fenomeno también podria sugerir algun tipacat@bio conformacional

fuese o0 no agregacion sin llegar a precipitacion.

Todos los espectros de dicroismo circular reatigaguedan resumidos en la

seccion “Espectros”

4.2.2. Modelizacion molecular

Estos experimentos tedricos de determinacion dstaldienen como objetivo

medir el grado de flexibilidad que presentan nesstompuestos. La stylostatin 1
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original (P1. cNSLAIPF) es muy rigida ya que presenta variosnfgs de hidrégeno
intramoleculares que fijan la estructura, sieaidel enlaces entre isoleucina y prolina.
La substitucion de la asparragina para introduninaacidos cargados a pH fisioldgico,
ya sea negativamente (acido aspartico) o positimanm@rginina o lisina) provoca la
pérdida de uno de estos puentes de hidrégeno locqakeva un aumento de la
flexibilidad. Asi, por ejemplo, el péptidB2 (cKSLAIPF) muestra dos familias de

conformaciones, siendo el enlace entre prolinaleusinacis en unas yransen otras.

Figura 51. Conformacion de minima energia del pép®&xorrespondiente a enlacks entre lle y Pro.

Figura 52. Conformacion de minima energia del péptibcorrespondiente a enlat@ns entre lle y
Pro.

En el caso del péptidd®5 (CNSTAIPF) se observa que al conservar la
asparragina de la stylostatina original, aunqusustituya la leucina por treonina, se

mantiene la conformacidris entre lle y Pro (una sola familia de conformacignes
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7

Figura 53. Conformacion de minima energia del pépfiocorrespondiente a enlacks entre lle y Pro.

En cambio, al sustituir ademas la asparragina Imina (péptido P6.
cKSTAIPF) el enlace entre lle y Pro pasa a serigle trans (una solo familia de
conformaciones). Este comportamiento refuerza éa ide que la molécula gana en
flexibilidad respecto a la stylostatina | al perdsdrpuente de hidrogeno que esta
presenta entre el grupo carbonilo de la cadenealate la asparragina y el grupo amino

de la leucina (o treonina).

Figura 54. Conformacion de minima energia del péptibcorrespondiente a enlat@ns entre lle y

Pro.

En el caso de los péptidos con lactama se ha padichprobar que son muy
flexibles y pueden presentan mas de una familieodéormaciones de tipo lle-Pois 0
trans Asi tanto el péptidd?20 cK{ST}AIPF como el péptidoP18 cN{ST}AIPF

presentan una familia de conformacionissy dostrans
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Figura 55 Conformacion de minima energia del pépf@®d correspondiente a enlacis entre

lle y Pro.

Figura 56. Conformacion de minima energia del péptRR0. cK{ST}AIPF correspondiente a enlace

transentre lle y Pro.

Las moléculas que presentan los aminoacidos Lys %) y Arg (pl = 11,2) en
su estructura suelen estar cargadas positivamerdengliciones de pH fisiologicas (pH
= 7,4). Se puede incluir la carga positiva enteeVariables a tener en cuenta a la hora
de realizar los modelos moleculares de estas &stagc En este caso, los calculos
muestran que el péptid®20. cK{ST}AIPF con carga positiva adopta una famitia
conformaciones en la que el enlacentre Ille y Pro egans Por tanto, se observa que
al tener en cuenta la carga que la cadena latare £n condiciones fisiologicas, la

molécula se rigidifica, aunque sin llegar al nigelrigidez de la stylostatin 1.
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Figura 57. Conformaciéon de minima energia del pépf@® teniendo en cuenta la carga positiva en los

calculos. El enlace entre lle y pro es de tipms

4.3. ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

4.3.1. Ensayo sobre modelos de membrana: liposomas

Con los ensayos sobre liposomas se pretende ensagapacidad de nuestros
péptidos para dafiar membranas fosfolipidicas priaar simulando las condiciones
ideales para que esto pueda suceder. La técniséstmen la medicion de la liberacion
de un compuesto fluorescente del interior de unalongna procariota por la formacion
de poros superficiales debido a la accion de megiptidos. En primer lugar se lleva a
cabo el encapsulamiento de una molécula fluoresctntalceina, en el interior de los
liposomas. La adicion de un péptido que formasegpen esta membrana provocaria la
liberacion de este compuesto y el aumento de lal slefifluorescencia. Este incremento
de sefal podria ser medido con un fluorimetro igdicaria la efectividad del péptido

contra membranas de este tipo.

Para realizar este experimento, se utilizaron camdelo liposomas formados
de extracto lipidico total dE.coli. Se escogié comtampon el preparado HEPES 2,5
mM (que proporciona un pH de 7,4, similar al fiégito). EIl método de preparacion de
los liposomas queda explicado en el capitulo &8,camo los datos experimentales

correspondientes.
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El experimento se llevé a cabo con un espectrdfiuetro Shimadzu modelo
RF-1501. En primer lugar se comprobaron los méaxirdesemision y absorcion
realizando los espectros correspondientes (en totma longitud de onda de excitacion
(Aexd de 485 nm y a una longitud de onda de emisika)(de 515 nm) y en estas
condiciones se realizO una cinética del blanco peusion de liposomas) para
comprobar el estado de los liposomas y poder ajuatalilucion si la sefal fuese
demasiado intensa (las condiciones ideales parstrouexperimento contemplan una

sefal de fluorescencia de un 20 a un 30 % de &aede la sefal del aparato).

Una vez establecidas las condiciones inicialeseakza la medicion afiadiendo
cantidades crecientes de péptido en periodos doscoe tiempo. Para finalizar el
experimento se afiade Trifdrron la finalidad de lisar los liposomas y compaghr
aumento de fluorescencia consecutivo con los prdds@nteriormente por la adicion
de nuestros péptidos (si es que se produce algardé permeacion por la accién de
éstos).

Se ensayo la Stylostatin R, cNSLAIPF, seriel) como modelo neutro de tipo
2P+5A y el péptido que hasta el momento habia pcopmado las mejores
posibilidades de actividad, es de&6. cKSTAIPF (serie2), de tipo 3P+4A, y que
contiene un aminodcido basico (lisina) en su estracque le permite estar cargado

positivamente en condiciones fisiologicas (pH 7,4).

Los péptidos se adicionaron en concentracioneseotes a tiempo concreto
(ver capitulo 6.3). En ninguno de los dos ensagasbservo una liberacidon de calceina
que permitiera pensar que estos peéptidos atacanelabrana en concentraciones
minimas inhibitorias por debajo de 150 mg/L (vepitido 6.3). Por encima de estas

concentraciones se considera que el péptido nble€siino posible antibiotico.
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Figura 58. Ensayo de la accién sobre membrana procariotaégidoP1 (cNSLAIPF). No se observa la
formacion de poros
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Figura 59.Ensayo de la accién sobre membrana procariotaéeidoP6 (CKSTAIPF). No se observa la
formacion de poros

4.3.2. Evaluacion de la actividad antibiotica

Ensayos como potenciales antibidticos.

En una de las ultimas etapas de nuestra invesiigdei mayor parte de nuestros

péptidos se enviaron al Hospital Clinico de Bamaldonde el equipo del doctor J.Vila
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realizd la evaluacion de su actividad antimicrobifnente a diversas cepas bacterianas.

Los ensayos de actividad se realizaron medianteédo de microdilucién en caldd.
En un primer ensayo se evaluaron varios de logdusplos correspondientes a
la serie 2) frente a diferentes cepas bacteriamasn(ositivas y Gram negativas

(Figura 60). Como patron se utilizo la colistinal{fixina E).

Microorganismos utilizados :

Escherichia coli EMP 5
Escherichia coli Nor E5
A. baumannii 77

A. baumannii 77 (64)

Pseudomonas aeruginosa wt
Pseudomonas aeruginosa mexA.OprD
Staphylococcus aureus 1199

Staphylococcus aureus 1199

Metodologia empleada :Microdilucion en caldo. Rango de concentracion@é 6- 64

mg/L.
CMI (mg/L)
_ E. coli E.coli . A. baumannii77
Péptidos A. baumannii77

EMP5 NorE5 (64)
P5.cNSTAIPF >64 >64 >64 >64
P6.cKSTAIPF >64 >64 >64 >64
P7.cRSTAIPF >64 >64 >64 >64
P8.cDSTAIPF >64 >64 >64 >64

Figura 60. Tabla de CMIs (ug/mL) de diferentes péptidos frenbacterias Gram negativas

131 Garcia, J.A.; Canton, R.; Garcia, J.E.; Gémez, .MMartinez, L.; Rodriguez, C.; Vila, J.;
Procedimientos en Microbiologia Clinica, Recomeratees de la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica. “Métodos Bamsc para el estudio de la sensibilidad a los
antimicrobianos™200Q
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CMI (mg/L)
o . P.aeruginosa | S. aureus| S. aureus
Péptidos P.aeruginosawt
mexA.OprD 1199 1199B
P5.cNSTAIPF >64 >64 >64 >64
P6.cKSTAIPF >64 >64 >64 >64
P7.cRSTAIPF >64 >64 >64 >64
P8.cDSTAIPF >64 >64 >64 >64

Figura 61. Tabla de CMIs (ug/mL) de diferentes péptidos embacterias Gram positivas

No se observo actividad antimicrobiana por debaj®&4jug/mL en ninguno de

los casos.

Los siguientes experimentos que se realizaron s&yaron utilizando para ello
una menor variedad de cepas bacterianas paraaagdizproceso. Se utilizé como
patron antibiético la colistina (polimixina E). Elnsayo se realizé en dos tandas,
conforme se fueron obteniendo péptidos purificados la pureza necesaria y en

cantidad suficiente:

Microorganismos utilizados :
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus  ATCC 29213

Metodologia empleada :Microdilucion en caldo. Rango de concentracion€$ 6- 64
mg/L (tanda 1) ; 0.06-256 mg/L (tanda 2).
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CMI (mg/L)
Péptidos P.aeruginosa E.coli S. aureus
P10 cKSKAIPF >64 >64 >64
P1€ cK{SL}AIPF >64 >64 >64
P2C cK{ST}AIPF >64 >64 >64
P22 cR{ST}AIPF >64 >64 >64
P27 cKKLAIPF >64 >64 >64
P28 cKSLKIPF >64 >64 >64
P31 cKSTKIPF >64 >64 >64
P32 cKSTAKPF >64 >64 >64
P3Z cK{SLOBN}AKIPF >64 >64 >64
P34 cKSLAKIPF >64 >64 >64
P35 cK{Oxa}AKIPF >64 >64 >64
P36 cKS{Oxa}KIPF >64 >64 >64
Colistina (Polimixina E) 0.25 0.25
CMI (mg/L)
Péptidos P.aeruginosa E.coli S. aureus

P1 cNSLAIPF 256 256 128
P4 cDSLAIPF 256 256 128
P6 cKSTAIPF >256 >256 >256
P9 cNSKAIPF >256 >256 >256
P11 cRSKAIPF >256 >256 >256
P1z cDSKAIPF >256 >256 >256
P2¢ cKSLAKPF >256 >256 >256
P3C cKKTAIPF >256 >256 >256
P3z cKSTAKPF >256 >256 >256
Colistina (Polimixina E) <0,5 <0,5
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Lamentablemente, y tal como era de esperar a ta des los resultados de
modelizacién molecular y los ensayos sobre liposprtts péptidos evaluados como
antibioticos en bacterias no resultaron activosfrenite a Gram negativo (el tipo de
bacterias mas susceptibles de ser atacadas, ségdrecanismo de accién que

proponemosf? ni frente a Gram positivo.

Ensayos como antitumorales

Ademas de los ensayos como antibiéticos y atendiahtiecho que el péptido
patron de nuestra biblioteca se trata de una mlalémn actividad biolégica como
antitumoral (stylostatin 1 se realizaron una tanda de pruebas para evaluar g
nuestros ciclopéptidos como potenciales antituresrdtsta evaluacion se llevo a cabo
gracias a la colaboracién de la compafia biofarotam@® Pharmamar, empresa
especializada en el descubrimiento, desarrollodymrcion y comercializacién de
farmacos de origen marino. Asi se ensayaron n@esiotopéptidos frente a lineas
tumorales de mama, colon y pulmén. No se enconttividad antitumoral en las
concentraciones utilizadas en la determinacion. drssayos realizados se muestran en
la Tabla5:

C.T.NSCL
. C.T.Mama C.T.Colon )
Péptidos (Pulmon)
MDA-MB-231 HT 29
A549
GI50| >1,35.1CF >1,35.-10° >1,35.-10°
P1 cNSLAIPF
_ TGl >1,35-1C0 >1,35-1C0 >1,35-1C0
(serie 1)
LC50| >1,35-1C >1,35-10 >1,35-10
GI50| >1,32.1CF >1,32.10° >1,32.10°
P2. cKSLAIPF
_ TGI >1,32.1C0 >1,32.1C0 >1,32.1C
(serie 1)
LC50| >1,32-1C >1,32-10 >1,32-10
GI50| >1,27-1CF >1,27-10° >1,27-10°
P3. cRSLAIPF
, TGI >1,27-1C >1,27-1C >1,27-1CF
(serie 1)
LC50| >1,27-1C >1,27-10¢ >1,27-10
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GI50| >1,34-10 >1,34-10° >1,34-10°
P4. cDSLAIPF
, TGI >1,34-10 >1,34-10 >1,34-10
(serie 1)
LC50| >1,34-1CF >1,34-1F >1,34-1F
GI50| >1,37-1CF >1,37-10° >1,37-10°
P5. cNSTAIPF
_ TGI >1,37-1C >1,37-1C >1,37-1C
(serie 2)
LC50| >1,37-1CF >1,37-1F >1,37-1F
GI50| >1,34-10 >1,34-10 >1,34-10
P6. cKSTAIPF
_ TGI >1,34-10° >1,34-10° >1,34-10°
(serie 2)
LC 50| >1,34-1CF >1,34-1F >1,34-1F°
GI50| >1,29-10 >1,29-10° >1,29-10
P7. cRSTAIPF
_ TGI >1,29.1C >1,29.1C >1,29.1C
(serie 2)
LC 50| >1,29-1CF >1,29-1F° >1,29-1F°
GI50| >1,37-10 >1,37-10 >1,37-10
P8. cDSTAIPF
, TGI >1,37-1C >1,37-1C >1,37-1C
(serie 2)
LC50| >1,37-1CF >1,37-1F >1,37-10
GI50| >1,32.10 >1,32-10° >1,32-10°
P9. cNSKAIPF
, TGI >1,32.1C0 >1,32.1C0 >1,32.1C0
(serie 3)
LC50| >1,32-1CF >1,32-1F >1,32-1F
GI50| >1,30-10 >1,30-10° >1,30-10°
P10 cKSKAIPF
_ TGI >1,30-1C >1,30-1C >1,30-1C
(serie 3)
LC50| >1,30-1CF >1,30-1CF >1,30-1CF
GI50| >1,25-10 >1,25-10° >1,25-10
P11 cRSKAIPF
_ TGI >1,25-10° >1,25-10° >1,25-10°
(serie 3)
LC50| >1,25-1CF >1,25-1F >1,25-1F
GI50| >1,32.10 >1,32-10 >1,32-10
P12 cDSKAIPF
_ TGI >1,32.1C0 >1,32.1C0 >1,32.1C0
(serie 3)
LC50| >1,32-1CF >1,32-10° >1,32-10°
GI50| >1,25-10 >1,25-10° >1,25-10°
P16 cK{SL}AIPF
, TGI >1,25.1C0 >1,25.1C0 >1,25.1C0
(serie 4)
LC50| >1,25-10 >1,25-10 >1,25-1F
GI50| >1,23-10 >1,23-10° >1,23-10°
P22 cR{ST}AIPF
, TGI >1,23-1C0 >1,23-1C0 >1,23-1C0
(serie 5)
LC50| >1,23-1CF >1,23-10 >1,23-10
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GI50| >1,25-10 >1,25-10 >1,25-10
P27 cKKLAIPF
, TGI >1,25-10 >1,25-10 >1,25-10
(serie 7)
LC50| >1,25-1CF >1,25-10 >1,25-10
GI50]| >1,23-1C >1,23-1C >1,23-1C
P28 cKSLKIPF
_ TGI >1,23-10° >1,23-10° >1,23-10°
(serie 7)
LC50| >1,23-1CF >1,23-10 >1,23-10
GI50| >1,30-10 >1,30-1C0 >1,30-1C0
P29 cKSLAKPF
_ TGI >1,30-1C >1,30-1C >1,30-1C
(serie 7)
LC50| >1,30-1C >1,30-1C >1,30-1C
GI50| >1,27-10 >1,27-10 >1,27-10
P30. cKKTAIPF
_ TGI >1,27-1C >1,27-1C >1,27-1C
(serie 8)
LC50| >1,27-1C >1,27-1C >1,27-10
GI50| >1,25-10 >1,25-10 >1,25-10
P31 cKSTKIPF
, TGI >1,25.1C0 >1,25.10 >1,25.10
(serie 8)
LC50| >1,25-1CF >1,25-10 >1,25-10
GI50| >1,32-10 >1,32-10 >1,32-10
P32 cKSTAKPF
, TGI >1,32.1C0 >1,32.1C0 >1,32.1C0
(serie 8)
LC50| >1,32-1CF >1,32.10 >1,32.10
GI50| >9,83-10 >9,83-10 >9,83-10
P33 cK{SLOBN}AKIPF
_ TGI >9,83-1¢ >9,83- 10 >9,83.1¢
(serie 9)
LC50| >9,83-1¢F >9,83.10 >9,83.10
GI50| >1,13-10 >1,13-10 >1,13-1C
P34, cKSLAKIPF
_ TGI >1,13-10° >1,13-10° >1,13-10°
(serie 9)
LC50| >1,13-1C >1,13-1C >1,13-1C
GI50| >1,15-10 >1,15-10 >1,15-10
P35 cK{Oxa}AKIPF
(serie 9) TGI >1,15-1C >1,15-1C >1,15-1C
serie
LC50| >1,15-1C >1,15-1C >1,15-1C
GI50| >1,13-10 >1,13-1C >1,13-1C
P36 cKS{Oxa}KIPF
, TGI >1,13-1C >1,13-1C >1,13-1C
(serie 9)
LC50| >1,13-1C >1,13-1C >1,13-1C

Tabla 5. Evaluacion de nuestros ciclopéptidos frente a magste células tumorales. Se muestran
resultados de inhibicion de crecimiento (Gl 50pjlicion del crecimiento tumoral (TGI) y concenidat
letal (LC 50).
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4.4. ANEXO
4.4.1. MALDI-TOF

El término desorcidn/ionizacion laser asistida pwtriz (matrix-assited laser
desorption, MALDI) fue acuilado por Franz Hillenkgmpichael Karas vy
colaboradores en 198%Su estudio se basé en el hecho de que la alanitia ger
ionizada con mas facilidad si se mezclaba con @h@woido triptofano y se irradiaba
con un pulso de laser a 266 nm. De esta manetiéptéfano podia absorber la energia
del laser y ayudar a ionizar la alanina, que panisma no es capaz de absorber esta
energia. En 1987 Koichi Tanaka de Shimadzu Corpu¥ colaboradores usaron un
nuevo meétodo al que bautizaron con el nombre “Mgtatk matriz mediante
combinacion de liquido y metal ultra fino” (“ultrBne metal plus liquid matrix
method”). Este método utilizaba particulas de dobale 30 nm en glicerol y un laser

de nitrégeno a 337 nm para la ionizacion de las@sg->

Usando esta combinacion, Tanaka fue capaz de rdni@maoléculas tan grandes
incluso como la carboxipeptidasa-A. Este trabajoitderesante con el que demostrd
que con la adecuada combinacion de una determioadéud de onda y matriz es
posible ionizar una proteina le valié el premio Bbbe QuimicE* A partir de ese
momento nuevas matrizes fueron utilizadas, condzieb nicotinico para la ionizacion
de la albumin&> vy ciertos derivados del &cido cindmico como et@derlico,
cafeinico o sinapicc® A partir de principios de los afios 90 el descateloprecio de
los laseres de nitrogeno que pudiesen operar anB8Y los primeros instrumentos

comerciales permitio la extension en el uso detéstaca.

132 Karas, M.; Bachmann, D.; Hillenkamp, &nal. Chem1985 57. 2935-2939.

133 Tanaka, K.; Waki, H.; Ido, Y.; Akita, S.; Yoshid¥,; Yoshida, T.Rapid Commun. Mass Spectrom
1988 2 (20).151-153.

134 http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/lates/2002/chemadv02.pdf

135 Karas, M.; Hillenkamp, FAnal. Chem1988 60 (20). 2299-301.

1% Beavis, R.C.; Chait, B.TRapid Commun. Mass Spectraf89 3 (12).436—439.
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Descripcion esquematica del métodt’”

Desde la introduccion de este método a principm$addécada de los afios 90
este método de ionizacion ha sido muy utilizadoeygdan ayuda para el colectivo
cientifico en estudios de biopolimeros, proteiaasicares y otras moléculas grandes y
pesadas. Estas tienen a ser fragiles y suelen ér@gmcuando ionizan por métodos
convencionales de ionizacion. Se trata de un méataapsimilar en caracteristicas a la

ionizacion por electrospray por sus caracteristieasuavidad e iones producidos.

En primer lugar es necesaria la disolucion de l&stra. Entonces se lleva a
cabo la mezcla de esta con la matriz (qQue es arabfuncion del experimento y de la
naturaleza de la muestra). Las dos caracteristless de este compuesto son su poco
peso (en comparacién con las moléculas pesadasrdadstra) y su facil absorcion de
luz ultravioleta (en algun caso IR). A continuacg@nevapora el liquido en el que estaba
contenido nuestro analito para obtener la mezdidasdun entramado de cristal en el
cual se han incorporado pequefias particulas deraupsoteina (una cantidad de
aproximadamente 100 ppm). Esta matriz tiene laifunde proteger la muestra y
facilitar su vaporizacién e ionizacion. A continigacel l4ser impacta sobre la matriz,
vaporizando tanto la matriz como la muestra. Elemi@tde la matriz absorbe la energia
de los fotones del laser y se ioniza en el prodéste material pasa esta energia UV a

las moléculas protéicas vaporizadas, algunas drikdes se ionizan.

137 http://www.magnet.fsu.edu/education/tutorials/téiotsization_maldi.html
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b
Analyte/Matrix

@ Mixture @

En general, y aunque aun se estan estudiando losniemos exactos mediante
los cuales se da este suceso, las colisiones lastmaoléculas de matriz y las de la

muestra resultan en un tipo de ionizacion quiméravuelo”.

Como ya se ha comentado, la matriz hace tambi&mtaon de amortiguador
entre la fragil proteina y el potente laser. Sihubiese matriz como intermediaria las

moléculas se podrian romper, dejando inservibieuastra.

Una vez las moléculas son ionizadas, estas sonucilad de la camara de
evaporacion al espectrografo de masas por el gddjaljcado sobre la cAmara. Aunque
muchos iones de la matriz también llegan al SMpsesbn mas ligeros que los de la
muestra con lo que se evita el riesgo de confurglidiendo facil la separacién de estas
sefales en los resultados.
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5.1. RESULTADOS

Sintesis de las 3-aminolactamas

O'Bu
)\(COZH >\'/C02H CszN\/\/\l/COZH HOOC,
FmocHNp\OBn FmocHNp\OBn FmocHN\?L‘)\OBn FmocH NU
OH OH OH

2. Fmoc-{Ser(OBn)-Thr( 'Bu)} 3. Fmoc-{Ser(OBn)-Leu} 4. Fmoc-{Ser(OBn)-Lys(Cbz)} 5. Fmoc- {Oxa}

En la presente tesis doctoral se sintetizaron-@asidolactamag, 3 y 4 de tipo
VI con la funcionalizacion necesaria para su posteénwoduccion en fase sélida.
También se sintetizo previamente en nuestro grapxdzolopiperidon& de tipoVIll

también funcionalizada adecuadamente.

Sintesis en fase soélida de los péptidos con amirnaturales

Para la sintesis peptidica se utilizé como resmalerivado del cloruro de 2-
clorotritilo comercial con prolina incorporada, flmcionalizacion conocida. Se utilizd
una metodologia de tipo FmoBu. Todos los péptidos con aminoéacidos naturales
planificados (19) se obtuvieron con purezas supsial 90 % y la mayor parte de ellos

con rendimientos entre el 10 y el 30 %.

Sintesis en fase sélida de los péptidos con nusstsoaffolds” lactamicos

La inclusidn de la lactamas 3 y 4 durante la sintesis en fase soélida fue éxitosa
ya que estas se incorporaban de forma plenamenisfastria al péptido en
crecimiento sobre la resina. La obtencién de lo®péptidos lactamicos desbencilados
no fue posible en varios casos por degradacion eredio de reaccionP(L8P24P26,
hidrogendlisis a presion). Tampoco se pudo obteheiclopéptidoP25 con suficiente
pureza para su caracterizacion. No obstante, dasisencilaciones si fueron exitosas y
se consiguieron obtener los péptidest P20 y P22 tras hidrogenacion catalitica a
presion con rendimientos cuantitativos. En totat@esiguieron sintetizar y caracterizar

un total de 11 péptidos que incluyen en su estractna de nuestras lactamas.
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En los experimentos de dicroismo circular se putieervar una posible
agregacion o precipitacion de varios de los cigitidés en solucion, pues disminuye la

sefal de elipticidad al aumentar la concentrac&mpéptido en disolucion (Figura 62).

Péptido cKSTAIPF a concentracion variable
2000

1500 -

1000 -

3uM

500 A

7.Subl

15uM

DC (zrdsM)

250 23

30uld

olulil

-10C0 A

-1C0
Longitud de onda (nmn)

Figura 62. Posible agregacién observada por DC.

Los estudios de modelizacion molecular mostraroe guestros derivados
peptidicos, ya sean con aminoacidos naturalestantémos sintéticos, pierden rigidez
respecto a la stylostatin 1 original por pérdida de puente de hidrégeno

intramolecular, presentando diferentes gradosedabilidad.

Ensayos de actividad biolégica

También se puso a punto la preparacion de liposoasascomo su utilizacion
como modelos de membrana celular procariota Loayesscon los péptidd36 y P1

no permitieron demostrar ningun tipo de ataqueestzdbomembrana.

Los ensayos biolégicos como antibidticaes vivo indican la ausencia de
actividad antimicrobiana de nuestros péptidos &rentas especies y cepas evaluadas.
En el caso de la evaluacibn como potenciales ambitales tampoco se consiguid
obtener actividad frente a ninguno de los cultidesélulas tumorales ensayados.
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5.2. CONCLUSIONES

De nuestro estudio hemos extraido varias conclasidan primer lugar, hemos
optimizado la sintesis en fase sdlida de nuestamigons (tanto los formados por
aminoacidos naturales como los que contienen aldanauestras 3-aminolactamas de
sintesis en su estructura). Fue posible, ademasenex protegidas las cadenas laterales
funcionalizadas utilizando para ello una resinar(gio de 2-clorotritilo) de la cual es
posible la escision de nuestro péptido en condésaicidas suaves. Esto facilitdé una
posterior ciclacion en la que se evitaron en gradida los subproductos de ciclacion
por cadena lateral. La optimizacion del métodoltésmprescindible para obtener los
péptidos deseados en las purezas y cantidadeestdi:

Encontramos dificultades en la desbencilacion de déptidos que incluyen
nuestras 3-aminolactamas y varios de ellos se dagna en el medio de reaccion. De
los que si se consiguieron obtener se obtuvo whiméento cuantitativo, lo que parece
indicar un diferente nivel de estabilidad frentéaahidrogendlisis en funcion de los

aminoacidos que formen el péptido.

Pese a que se encontraron dificultades en la gacifin de los péptidos, se
obtuvieron la mayoria de ellos con rendimientos enados (del 10 al 30 %) y purezas
generalmente mayores al 90 %, lo que permiti0 guisda cantidad suficiente de

nuestros compuestos para los diferentes ensayldgjicims que se llevaron a cabo.

Lamentablemente, tanto en los ensayos realizados saodelos de membrana
procariota (liposomas) como los ensayo¥ivo como antibioticos o antitumorales se

encontraron resultados negativos.

En los estudios de dicroismo circular se observa posible agregacion de
varios de los ciclopéptidos en solucion. A parer estos datos se realizaran futuros
estudios de modelizacibn molecular para estudiarsibfgs asociaciones

supramoleculares de nuestros péptidos.
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Seccidon experimental

6.1. EXPERIMENTAL DEL CAPITULO 2.

Los datos de resonancia magnética nuclear de pdetd®0 MHz se registraron
en un espectrometro Varian Mercury-400. Los espgctte resonancia magnética
nuclear de carbono-13 se registraron en un espeetroé Varian, modelo Mercury-400
(100 MHz), con sonda de banda ancha AFBF/X de 5mm. Los experimentos de
RMN bidimensional se realizaron en un espectrom&tasian Mercury-400. Los
desplazamientos quimicos se dan en valores desgantamillon (ppm) en escaday las
constantes de acoplamientd) En Hz. Normalmente se ha utilizado CBGCbmo
disolvente, utilizando tetrametilsilano como refema interna en el caso de los
espectros de proton, y el propio CRCI7,0 ppm) en los espectros H€. En algin
caso se utiliz6 MeOH en espectros 'tie en este caso también con tetrametilsilano
como referencia interna. Las abreviaciones utiizagh la asignacion de sefiales son: s,
singulete; d, doblete; t, triplete; g, cuadruplete; multiplete; dd, doble doblete; ddd,
doble doblete de dobletes; dt, doble triplete; ttghle doblete; gd, cuadruplete de

dobletes; qgt, cuadruplete de tripletes; sa, sefiplia.

Los espectros de infrarrojo se han registrado erspectrofotometro, Thermo

Nicolet FT-RNexusy solo se indican las absorciones mas signifiaatien cri.

Los espectros de masas se han efectuado utilizimelnétodos diferentes. En
primer lugar mediante un espectrometro MALDI-TOFd®lo Proteomics Analyzer
4700 de Applied Biosystemkn el caso de los datos de MALDI-TOF se indicajiseg
se observe, la (M+H) la (M+Na) o la (M+K)". En todos los casos se utiliz6 como
matriz ACH (acidoo-ciano-4-hidroxicindmico). Para la preparacion & uestras se
mezcla 1 pcl del compuesto a ensayar (1 mg/mL) yL1de matriz (10 mg/mL,
disolvente MeCN:KHO (1:1), 0,1 % de TFA), aplicando la mezcla solarelaca de

MALDI y dejandolo secar a temperatura ambientesadeesu medicion.

También se han realizado espectros de masas mditizan equipo que contaba
de un HPLC Jasco (con un médulo de inyeccion auiomAS-2050 Plus y una bomba
cuaternaria PU-2098 Plus) acoplado a un espectrérdetmasas APY' ~Mariner TOF

de Applied Biosystems. Consta de un analizador YOBR fuente de ionizacion es
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mediante ESI (Electrospray). La determinacion saiz& por analisis por LC-MS
(HPLC/ESI(+)-MS.

Los valores de rotacion oOptica se registraron epalarimetro Perkin EImer 241
Polarimeter, con lampara de sodio (D). Se dan hkisres de ¢]p en grados y la

concentracion en g/100 mL.

Los andlisis elementales se han realizado en ulizatiar EA 1108 CHNS-O
Carlo Erba Instruments, en los Servicios CienttBcticos de la Universidad de

Barcelona.

Las purificaciones por cromatografia en columnhasellevado a cabo a presion
("flash") sobre SiQ SDS (Silica 60, 35-7QAm). Las cromatografias en capa fina se han
realizado sobre cromatofolios Merck de S&D Fs4 (1.05554.0001). Las manchas se
han visualizado con luz ultravioleta (254 nm) yhsa revelado con KMn{al 1% o

revelador de ninhidrina.

Las disoluciones organicas se secaron cais8gaanhidro, antes de su filtracion

y posterior evaporaciéon del disolvente al vacio.

En caso necesario, la purificacion de los reactwdsolventes utilizados en las

reacciones se llevaron a cabo segln los métodostdesen la literatur&®®

138 Armarego, W.F.L.; Perrin, D.D.; Purification odHoratory chemicals, Butterworth Heinema2®Qo0.

158



Seccidon experimental

6.1.2. Sintesis y caracterizacion de los compuestba 29b.

La sintesis y caracterizacion de los compuestogapa€os en este trabajo se
encuentra a continuacion siguiendo un orden estniehte numérico con la finalidad de

facilitar su localizacion.

(3S,4S,5R)-5-Benciloxi-N-[(1S,2R)-2-(tert-butoxi)-1-(carboxi)-propilamino]-3-(9-

fluorenilmetoxicarbonilamino)-4-hidroxipiperidin-2- ona. (2)

A una disolucién de la lactama8 (600 mg, 0,85 mmol) en
t
qBu CoH MeOH (25 mL) se adiciona Pd/C al 10 % (100 mg)afita
2
durante 3 h en presencia de un globo de hidrégEso.

Os_N
p\ importante controlar bien la reaccion para evitar |
FmocHN' OBn | degradacion del producto. Una vez ha desaparedido e

OH

producto de partida, se filtra sobre Célitese evapora el

disolvente. Se obtiene el compuegtde forma cuantitativa en forma de solido blanco.
[a]p=+1,8 (c= 1,0; CHG).
IR (NaCl): 3390 (OH), 1716 (CO), 1652 (CO).

'H-RMN (CDCl 3 400 MHz): & 1,18 (s, 9H, C(63)3), 1,25 (d,J = 6,4 Hz, 3H,
CHCHjy), 3,86 (d,J = 13,2, 1H, H-6), 4,00 (m , 2H, H-4 y H-5), 4,1d0(J =14y 3,6
Hz, 1H, H-6"), 4,23 (tJ = 7,2 Hz, 1H, CH-Fmoc},40 (m, 3H, GICH3y CH,-Fmoc),
4,53 (t,J = 8 Hz, 1H, H-3)4,71 (dd,J = 12 Hz, 1H, OE,Ph), 4,80 (d,J = 12 Hz, 1H,
OCH,Ph), 5,25 (d,J = 3,6 Hz, 1H, N®), 7,25-7,37 (m, 9H, PHl-2 y H-3 Fmoc),
7,60 (d, 7,6 Hz, 2H, H1-Fmoc), 7,74 (d, J = 7,6 Bi4, H4- Fmoc).

3C-RMN (CDCl3 400 MHz): & 20,1 (CHCH3), 28,9 (CCHs)3), 47,2 (C6, CH-Fmoc),
56,5 (C3), 61,5 (NH&), 67,9 (CH-Fmoc), 68,6 (EICH3), 72 (C4), 72,5 (CH,Ph),
73,9 (C5), 75,3@(CHs)3), 120,1 (C4-Fmoc), 125,4 (C1-Fmoc), 127,3-12%B-C2,
Ph-C3, Ph-C4, C2 y C3-Fmoc), 137,9 (Ph-C1), 14C5-Fmoc), 143,9 (C6-Fmoc),
158,4 (CO carbamato), 169,6 (CO), 172,69 (CO).

CCF: Rf = 0,61 (CHCIly MeOH 10 %).

159



Capitulo 6

MALDI - TOF (matriz ACH): (M + Na)= 639,21; (M + KJ = 655,18.
Andlisis elemental calculada paras@4N.Og: C, 68,17; H, 6,54; N, 4,54; O, 20,75.

Encontrada: C, 67,07; H, 6,55; N, 4,59: O, 21,79.

(3S,4S,5R)-5-Benciloxi-3-(9-fluorenilmetoxicarbonilamino)-4-hidroxi- N-[(1S)-3-

metil-1-carboxibutil]-piperidin-2-ona. (3)

Se disuelve la Fmoc-aminolactama protedt@a (460 mg,
HCOOH 0,73 mmol) en TFA/CBECl, 1/1 (10 mL) y se agita la

O N disolucion hasta la completa desproteccion del cacid
EmocHN" ogn | carboxilico (24 horas). Se evapora y el residutiigea con

OH Et,O frio y finalmente se filtra para obtener el coegto3

(80%) en forma de sélido gris.

'H-RMN (CDClI 5,400 MHz): § 0,85 (d,J = 6,60 Hz, 6H, CH(El5),), 1,50-1,82 (m, 3H,
CH(CHs)2, CHy), 2,60 (sa, 3H, 8, NH,), 3,33 (dd, J = 13,1 y 3,3 Hz, 1H, H-6), 3,40
(dd, J = 13,1y 3,3 Hz, 1H, H-6), 3,86 (d, J = 8,H, OH-3), 3,72 (dd, J = 9,70 y 0,8
Hz, 1H, H-3), 3,82 (ddj = 9,90 y 1,80 Hz, 1H, H-4), 4,08 (m, 1H, H-5), 4(69J = 12
Hz, 1H, GH,Ph), 4,78 (d,J = 12 Hz, 1H, ©,Ph’), 5,19 (ddJ = 9,70 y 6,40 Hz, 1H,
NCH), 7,31-7,35 (m, 5H, OC#PH).

13C-RMN (CDCl3 400 MHz): § 20,2 (CHCHs)2), 22,5 (CHCHa)2), 24,0 (CH(CHs).),
36,6 CHy), 43,5 (C6), 46,5 (CH-Fmoc), 55,7 (C3), 67,1 (Finoc), 69,9 (C5), 72,1
(CH.Ph), 74,5 (C4), 119,7 (C4-Fmoc), 125,2 (C1-Fmoep,2-128,1 (Ph-C2, Ph-C3,
Ph-C4, C2 y C3-Fmoc), 138,4 (Ph-C1), 141,3 (C5-FHmbt4,2 (C6-Fmoc), 158,2 (CO
carbamato), 170,0 (CO).

ESI-MS m/z 573 [M+HT".

CCF: Rf = 0- 0,05 (Hexano/AcOEt 1:1).
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(3S,4S,5R)-5-Benciloxi-N-[(1S)-6-(benciloxicarbonilamino)-1-carboxihexil]-3-(9-

fluorenilmetoxicarbonilamino)-4-hidroxipiperidin-2- ona. (4)
CszNM/COOH Se disuelve la Fmoc-aminolactama prote@éh (260
mg, 0,36 mmol) en TFA/CKCIl, 1/1 (12 mL) y se

Os_N
T‘J\ agita la disolucién hasta la completa desprotecd&in
FmocHN I OBn | 4cido carboxilico (1 hora). Se realiza finalmente u

lavado con éter frio (que se elimina por decantgcio

Se obtiene el compuesAq209 mg , 87 %) en forma de aceite amarillo brtka

[a]p = -40,7 (c= 1,0; CHG).
IR (NaCl): 3416 (OH), 1701 (CO), 1645 (CO).

'H-RMN (CDCl 3, 400 MHz): & 1,22-1,46 (m, 4H, Ch} y CHys), 1,74-1,85 (m, 1H,

CHy), 1,87-1,96 (m, 1H, Cl), 2,97 (m, 2H, NHE,), 3,44 (sa, 2H, H-6), 4,03 (m,
1H, H-5), 4,08 (dd, J =2y 10 Hz, 1H, H-4), 4,22)(= 6,9 Hz, 1H, CH-Fmoc), 4,31 (d,
J = 7,0 Hz, 2H, CkFmoc), 4,35 (dJ = 10 Hz, 1H, H-3), 4,70 (d] = 11,8 Hz, 1H,

OCH,Ph), 4,73 (dJ = 11,9 Hz, 1H, OE,Ph’), 4,94 (m, 1H, N@&), 4,97 (d, J = 12,9
Hz, 1H, NHCOOGi,Ph), 5,02 (d, J = 12,6 Hz, 1H, NHCO@g&h), 7,24-7,32 (m,

10H, Ph), 7,35-7,39 (m, 4 H, H-2 y H-3 Fmoc), 7(67J = 7,5 Hz, 2H, H1-Fmoc), 7,77
(d,J=7,5Hz, 2H, H4-Fmoc).

¥C-RMN (CDCl3 400 MHz): § 22,8 (CH,), 27,4 CH2), 29,1 CHazs), 40,3 (NHGH,),
44.6 (C6), 47,1 (CH-Fmoch5,7 (C3),56,7 (NCH), 66,1 (NHCOGCH,Ph),67,1 (CH-
Fmoc), 69,8 (C4)72,1 (OQCH.Ph), 74,5 (C5),119,7 (C4-Fmoc), 125,2 (C1-Fmoc),
127,0-128,2 (CH-Ph, C2-Fmoc y C3-Fmoc), 138,4 (GiPk),141,3 (C5-Fmoc), 144,2
(C6-Fmoc), 157,6 (CO), 158,1 (CO), 170,0 (CO), I1Z0) .

CCF: Rf =0,00-0,08 (AcOEt/Hexano 1/1).
MALDI - TOF (matriz ACH): (M + HJ = 722,28; (M + Na)= 744,25.

Andlisis elementalcalculado para £H43N30qe- 3H,O: C, 63.47; H, 6.37; N, 5.42; O,
24.75. Encontrada: C, 63,42; H, 6,04; N, 5,33; 22.
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(3R,4R,5R)-N-[(1S,2R)-1-Benciloxicarbonil-2-(tert-butoxi)propilamino]-5-hidroxi-
3,4-isopropilidendioxipiperidin-2-ona. (6)

A una disolucion de la amina (3,49 g, 7,93 mmoles) en tolueno

t
P co,Bn| anhidro (125 mL), se adiciona 2-hidroxipiridina (8%ng, 8,72
O< _N mmoles). Se agita a 95 °C durante 48 horas. Seoevas
disolvente y se cromatografia (AcOEt/hexano 4/@).08tiene la
j(o on lactama6 (2,80 g, 80 %) en forma de aceite.

'H-RMN (CDCl3 400 MHz): 8 1,10 (s, 9H, C(El5)3), 1,18 (d,J = 6,4 Hz, 3H,
CHCHs), 1,41 (s, 3H, @C(CHs)), 1,56 (s, 3H, @(CHs)?), 2,39 (d, 1H, OH), 3,65
(dd,J = 12,8y 9,2 Hz , 1H, H-6), 3,78 (dd#i= 13,2, 3,6 y 1,2 Hz, 1H, H-5), 4,06 (m,
1H, H-6"), 4,46 (qdJ = 6,4 y 3,2 Hz, 1H, BCHy), 4,54 (d,J= 7,4, 3,6 y 0,8 Hz , 1H,
H-4), 4,60 (dJ = 7,6 Hz, 1H, H-3), 4,98 (dl = 12 Hz , 1H, CGCH,Ph), 5,26 (d) =
12,4 Hz , 1H, CGCH,Ph’), 5,34 (d,J = 2,8 Hz, 1H, N@&), 7,3-7,4 (m, 5H,
COCH,Ph).

3C-RMN (CDCls3 400 MHz): § 20,4 (CHCH3), 24,4(QC(CHs),), 26,2 (QC(CHs).),
28,9 (CCHs)s, 46,7 (C6), 60,94 (NH), 66,4 (C5), 67,4 (C&CH.Ph), 69,2 CHCH),
74,4 C(CHs)s, 74,7 (C4), 75,2 (C3), 110,9 {0(CHs),), 128,8-128,9 (Ph-C2, Ph-C3,
Ph-C4), 135,3 (Ph-C1)167,8 (CO), 169,7 (CO).

CCF: Rf = 0,33 (Hexano/AcOEt 1:1).

MALDI - TOF (matriz ACH): (M + Na) = 458,18.
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5-[(1S,2R)-1-Benciloxicarbonil-2-(ert-butoxi)propilamino]-5-desoxi-2, 3-
isopropilidendioxi-y-D-ribonolactona. (7)

A una disolucién de la sulfonamid2 (7,11 g, 11,47 mmol) en
CO,Bn DMF (100 mL) se adiciona £0s (4,75 g, 34,41 mmol) y a
HN continuacion feniltiol (1,29 mL, 12,62 mmol). Setaglurante

k)/v/o 40 minutos a temperatura ambiente. Se extrae ce®/ Et

O'Bu

NaHCO; 5 %. Se seca, se evapora y se cromatografia

(CHJCI,). Se obtiene el compuesio(4,04 g, 81 %) en forma
de aceite.

'H-RMN (CDCl 3 400 MHz): & 1,07 (s, 9H, C(€3), 1,20 (d,J=6,4 Hz, 3H, CHEl3),
1,38 (s, 3H, GC(CHa)2), 1,47 (s, 3H, @(CHs),), 1,60 (sa, 1H, N), 2,45 (dd,J = 13,8
y 2,4 Hz, 1H, H-5), 3,12 (d = 2,8 Hz, 1H, NE&l), 3,33 (dd,J = 13,8 y 3,8 Hz, 1H, H-
5, 4,00 (qd,) = 6,2 y 3 Hz, 1H, BICH,), 4,58 (sa, 1H, H-4), 4,63 (d,= 5,8 Hz, 1H,
H-3), 4,89 (dJ = 6 Hz, 1H, H-2), 5,05 (dlae = 12,2 Hz, 1H, C@CH,Ph), 5,18 (dJas
= 12,2 Hz, 1H, CGCH,Ph"), 7,34-7,38 (m, 5H, GGH,PHh).

3C-RMN (CDCl3 400 MHz): & 21,3 (CHCH3), 25,8 (QC(CHa)z, 27,0 (QC(CHs),
28,6 (CCHs)s), 49,3 (C5), 67 (CE@CH,Ph), 68,3 CHCHs), 68,8 (NCH), 74,1
(C(CHs)3), 75,8 (C2), 79,4 (C3), 83,4 (C4), 113,4,G0CHs),), 128,4-129,2 (Ph-C2,
Ph-C3, Ph-C4), 135,6 (Ph-C1), 173,0 (CO), 174,5)(CO

CCF: Rf = 0,13 (CHCI,); 0,81 (CHCl,/ MeOH 5 %).

MALDI - TOF (matriz ACH): (M + Naj = 458,20; (M + KJ = 474,18.
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2,3-isopropilendioxi-D-ribono-1,4-lactona (9)

A una disolucién de D- Ribosa (10 g, 67 mmoleskhgoa (250
\E)fo mL) se le aflade carbonato de bario (19,7 g, 100 legnoLa

disolucion se lleva a 0 °C y se le afiade el bro&é L, 74

mmoles) en tres intervalos de 20 minutos. Se agiia disolucion

durante 1 hora a 0 °C y 24 h a temperatura ambi8etelimina

el bromo excedente mediante corriente de airetgioty se evapora el agua. El crudo
resultante se extrae con acetona a reflujo hastesguleje de observar producto en el
crudo por CCF. Se concentran las fracciones queofiemtraido con acetona (hasta
unos 250 mL) y se afiaden 5 mL de HCI concentradoadgita durante 24 horas a
temperatura ambiente y se neutraliza ce@®; hasta pH 7-9. Se filtra, se evapora y se
cromatografia con Hexano/ AcOEt (1:1). El rendineglobal de este proceso es del
40 %.

'H-RMN: 1,39 (s, 3H, GC(CHa)2), 1,48 (s, 3H, @(CH3)>), 3,82 (dd,J = 12,4y 1,6
Hz, 1H, H-5), 3,99 (ddj = 12,4 y 1,6 Hz, 1H, H-5'), 4,64 (§,= 2Hz, 1H, H-2), 4,79
(d,J=5,6 Hz, 1H, H-3), 4,84 (d,= 5,6 Hz, 1H, H-4).

CCF: Rf = 0,21 (CHCIy/ MeOH 10 %).

Ester bencilico de laN-(o-nitrobencensulfonil)-L-treonina. (10)

A una disolucion de la sal oxalica del ester b&wide la L-

OH
/'\,Coan Treonina (5 g, 24,04 mmol) en @El, (100 mL), se adiciona g
NH (10 mL,72,12 mmol). Se enfria mediante un bafio édohy a
0=S=0

NO continuacion se adicionaNsCI (6,12 g, 27,64 mmol) lentamente.
2

Se agita a temperatura ambiente durante 8 horasxt&e con HCI

0,1N y disolucion acuosa saturada de NaCl. Se secéltra y se

evapora para obten&0 (6,39, 97 %)kn forma de aceite.

'H-RMN (CDCl 3 400 MHz): § 1,34 (d,J = Hz, 3H,CHGH3), 1,94 (sa, 1H, OH), (dd),
=2,8y9,2 Hz, 1H, N8), 4,36 (qdJ = 2,8y 6,4 Hz, 1H, BCHs), 4,91 (d,J = Hz, 1H,
CO,CH,Ph), 4,96 (dJ = Hz, 1H, CQCH.Ph’), 6,39 (d, 1H, NH), 7,13-7,16 (m, 2H,
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Bn-H2, Bn-H6, CQCH,Ph), 7,26-7,33 (m, 3H, Bn-H3, Bn-H4, Bn-H5 @CH,Ph),
7,58-7,62 (m, 2H, Ns-H4, Ns-H5), 7,76 (dds Hz, 1H, Ns-H6), 7,98 (dd, = Hz, 1H,
Ns-H3).

3C-RMN (CDCIs, 400 MHz): § 20,2 (CHCH3), 62,2 (NCH), 67,8 (CQCH,Ph), 68,6
(CHCHjs), 125,8 (Ns-C3), 128,5-128,8 (Ph-C2, Ph-C3,Ph-@3),37 (Ns-C6), 132,97
y 133,7 (Ns-C4, Ns-C5), 134,4 (Ns-C1)-134,87 (PH;@47,69 (Ns-C2), 169,89 (CO).

CCF: Rf = 0,16 (CHCIy/ MeOH 1 %).

MALDI - TOF (matriz ACH): (M + Naj = 417,06.

Ester bencilico de laN-(o-nitrobencensulfonil)-O-tert-butil-L-treonina. (11)

OBy A una disolucion de la sulfonamida (11,28 g, 28,63 mmol) en
)\/Coan CH,Cl,/ hexano 1/1 (200 mL) , se adiciona TBTA (12,48%1,26
NH mmol) y a continuacion GBOs;H (un par de gotas). Se agita a
0=5=0 temperatura ambiente y cada 24 horas se adicionequivalente
©/NOZ mas de TBTA hasta que no quede producto de pasitdotal 5
dias (7 equivalentes). Se neutraliza el medio 4cmlo NaHCQ

sélido. Se filtra (lavando varias veces el sélido €HCl,/ hexano 1/1 hasta que solo
se vea un solido blanco cristalino, correspondieaitaesiduo del TBTA que ha
reaccionado y al exceso de NaH{LQLos filtrados se evaporan y el crudo resultaeate
cromatografia (CkCl,/ MeOH 1 %). Se obtienkl (7,73 g, 60 %) en forma de aceite.

'H-RMN (CDCl 5, 400 MHz): § 1,07 (s, 9H, C(Ch)s), 1,29 (d,J = 6 Hz, 3H, CHEl3),
4,11 (sa) = 7,8 Hz, 1H, N@®l), 4,22 (qdJ = 6,3 y 2,1 Hz), 4,71 (das = 12,4 Hz, 1H,
CO,CH,Ph), 4,99 (dJas = 12 Hz, 1H, C@CH,Ph"), 6,36 (sa, 1H, NH), 7,1-7,4 (m,
5H,CO.CH,Ph), 7,53-7,60 (m, 2H, Ns-H4, NsH5), 7,72 (d&; 7,6 y 1,60 Hz, 1H, Ns-
H6), 7,93 (dd,J = 7,2 y 2 Hz, 1H, Ns-H3).

3C-RMN (CDCl; 400 MHz): & 21,1(CHCH3), 28,5 (CCHas)s), 63,1 (NCH), 67,5

(CO,CH2Ph), 68,1 CHCHa), 74,5 C(CHa)s), 125,6 (Ns-C3), 128,5-128,7 (Ph-C2, Ph-
C3,Ph-C4), 130,1
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(Ns-C6), 132,7-133,3 (Ns-C4, Ns-C5), 134,9-135 (Ns-Ph-C1), 147,7 (Ns-C2) 170
(CO).

CCF: Rf = 0,8 (CHCIy/ MeOH 1 %).

MALDI - TOF (matriz ACH): (M + Naj = 473,12.

5-[(1S,2R)-1-Benciloxicarbonil-2-(ert-butoxi)propil-( o-nitrobenzensulfonil)

amino]-5-desoxi-2,3-isopropilidendioxiy-D-ribonolactona. (12)

t A una disolucién de la sulfonamidbl (11,8 g, 26,22
O'Bu
CO,Bn mmoles), en CkCl, anhidro (150 mL), se adiciona

O N trifenilfosfina (10,3 g, 39,33 mmoles) y la 2B-
@S\b k)/v/o isopropilideny-D-ribonolactona 69 (7,40 g, 39,33
NO —/ mmoles). Se enfria la disolucién resultante mediam

5 =
}i bafio de hielo, adicionando a continuacion DEAD (618

39,33 mmoles) gota a gota. Se agita a temperatobéeate

durante 24 horas. A continuacion se evapora elwdiste y se resuspende con éter frio.
El solido precipitado que se obtiene (que cont@rmroducto deseado) se lava con éter
dietilico, filtrando al vacio hasta que no se vimapurezas en el sélido por capa fina. Se

obtienel2 (14,50 g, 85%) en forma de solido polvoriento btan

'H-RMN (CDClI 5 400 MHz): & 1,09 (s, 9H, C(€l5), 1,18 (d,J = 6,4 Hz, 3H, CHEl3),
1,39 (s, 3H, GC(CHa)y), 1,49 (s, 3H, @C(CH3),), 3,86 (ddJ = 15,8 y 7,2 Hz, 1H, H-
5), 3,93 (dd,J = 16 y 7,2 Hz, 1H, H-5"), 4,47 (qd,= 6,4 y 2,8 Hz, 1H, BCH), 4,56
(d,J = 2,8 Hz, 1H, NEl), 4,84 (d,J = 5,6 Hz, 1H, H-2), 4,91 (sa, 1H, H-3), 4,94 Jgk

= 12 Hz, 1H, CGCH,Ph), 5,17 (dJas = 12 Hz, 1H, CGCH,Ph), 5,24 (t] = 7,2 Hz,
1H, H-4), 7,3-7,4 (m, 5H,C&H,Ph), 7,5 (dJ = 7,2 Hz, 1H, Ns-H-6), 7,6-7,7 (m, 2H,
Ns-4, Ns-5), 7,97 (d] = 6,4 Hz, 1H, Ns-H3).

3C-RMN (CDCl3 400 MHz): & 20,5 (CHCH3), 25,9 (QC(CHa)z, 27,0 (QC(CHs)),

28,7 (CCHa)s), 49,5 (C5), 65,9 (BH), 67,9 (CQCH.Ph), 69,0 (BICHs), 74,6 (C2),
75,4 (C3), 78,0 (C4), 80,45(CHa)s), 113,9 (QC(CHs)2), 124,3 (Ns-C3), 128,8-129,1
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(Ph-C2, Ph-C3, Ph-C4), 131,6- 134,3 (Ns-C1, Ns4g&C5, Ns-C6), 134,9 (Ph-C1),
148,2 (Ns-C2), 169,5 (CO), 174,2 (CO).

CCF: Rf = 0,69 (CHCI,/ MeOH 1 %).

MALDI - TOF (matriz ACH): (M + Naj = 643,17.

(3R,4R,5R)-5-Benciloxi-N-[(1S,2R)-1-benciloxicarbonil-2-{ert-butoxi)propilamino]-
3,4-isopropilidendioxipiperidin-2-ona. (13)

OtBu A una disolucién de la 3-aminolacta®é3,08 g, 7,08 mmoles) en
CO,Bn
? DMF (30 mL) se adiciona bromuro de benzilo (1,85, mBb,58

Os_N . . ~
mmoles). A continuacién se afiade NaH (187 mg , mr®les)
o OBn | en pequeias porciones, manteniendo la temperateralad
\ © disoluciébn con un bafio de agua. Se afiaden 0,3 aqnies

adicionales de NaH (51 mg, 2,12 mmoles) y otrosde,&romuro
de benzilo (0,5 mL, 4,25 mmoles) tras 3 horas ahmobar que queda producto de
partida sin reaccionar. Se deja agitar a temperadmbiente una vez estabilizada la
temperatura durante 24 horas. Se extrae cg/iH{O. Se seca, se filtra y se evapora el
disolvente. El crudo se cromatografia (AcOEt/hexaht) para obtenet3 (2,53 g, 68

%) en forma de aceite.

[a]o = +20,4 (c= 1,0; CHG).

IR (NaCl): 1741 (CO), 1664 (CO).

'H-RMN (CDCl3 400 MHz): 8 1,11 (s, 9H, C(El3)3), 1,18 (d,J = 6,4 Hz, 3H,
CHCHs), 1,39 (s, 3H, @(CHa)), 1,54 (s, 3H, @C(CHs)2), 3,70 (dd,J = 12,4 y 10 Hz
, 1H, H-6), 3,85 (d}, J = 10 hz y 3,3 hz, 1H, H-5), 3,97 (ddb= 12,6, 4,15y 1,5 Hz ,
1H, H-6"), 4,46 (qdJ = 9,6 y 3,2 Hz, 1H, BCH3), 4,5 (d,J = 6,8 , 1H, H-3), 4,57 (ddd,
J=6,8,4y1,6Hz, 1H, H-4), 4,55 (@= 12 Hz ,1H, OCKPh), 4,67 (d,J = 12 hz, 1H,
OCH,Ph), 4,96 (dJ = 12 Hz , 1H, C@CH,Ph), 5,25 (dJ = 12 Hz , 1H, CGCH,Ph),
5,34 (d,J = 3,2 hz, 1H, N&), 7,3-7,4 (m, 5H, C&CH,PH), 7,3-7,4 (m, 5H, OCHPH).
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3C-RMN (CDCl; 400 MHz): § 20,5 (CHCH3), 24,7(QC(CHs),), 26,7 (QC(CHs)?),
29 (C(CHs)s, 43,4 (C6), 60,9 (8H), 67,3 (CQCH.Ph), 69,0 CHCHs), 71,9
(OCH,Ph), 73,3 (C5), 74,4 (C4), 75,5 (C3), 111,2Q(CH3),), 128,1-128,9 (Ph-C2,
Ph-C3, Ph-C4), 135,3 (Ph-C1), 138 (Ph-C1), 168@)(69,7 (CO).

CCF: Rf = 0,55 (Hexano/AcOEt 1:1).
MALDI - TOF (matriz ACH): (M + Na) = 548,22; (M + KJ = 564,20.

(3R,4R,5R)-5-Benciloxi-N-[(1S,2R)-1-Benciloxicarbonil-2-{tert-butoxi)
propilamino]-3,4-dioxipiperidin-2-ona. (14)

A una disolucion de la lactamiB (3050 mg, 5,81 mmoles) en
co,en | MeOH (200 mL), se adiciona PPTS (1531 mg, 6,1 ms)ole
refluye a 65 °C durante 24 horas. Se evapora elvdiste y se

Os_N
I)\ cromatografia (ACOEt/ hexano 2/8). Se obtiédg(1792 mg, 58
OBn

HO HO %) en forma de aceite.

O'Bu

[a]o= +46,7 (c= 1,0; CHG).
IR (NaCl): 3447 (OH), 1742 (CO), 1646 (CO).

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): & 1,11 (s, 9H, C(€3)), 1,21 (d,J = 6,4 Hz, 3H,
CHCHa3), 2,72 (s, 1H, OH-4), 3,63 (s, 1H, OH-3) 3,84 (Ut 7,2, 6,8 y 2,4 Hz, 1H, H-
5), 3,94 (d,J = 7,2 Hz, 2H, H-6)3,99 (dd,J = 2,8 y 1,6 Hz, 1H, H-3), 4,43 (m, 1H, H-
4), 4,46 (qd,) = 6,4 y 4 Hz, 1H, BCHs), 4,59 (dJag = 12 Hz , 1H, OChLPh), 4,66 (d,
Jae = 12 Hz , 1H, OCKPh), 4,95 (dJ = 12,4 Hz , 1H, CECH,Ph),5,23 (d,J = 4 Hz,
1H, NCH), 5,29 (d,J = 12 Hz, 1H, CGCH.Ph), 7,3-7,4 (m, 5H, CECH,Ph), 7,3-7,4
(m, 5H, OCHPH).

3C-RMN (CDCl3 400 MHz): § 20,3 (CHCH3), 28,9 (CCHa)s, 46,7 (C6), 61,7 (8H),
67,2 (CQCH,Ph), 68 (C-4), 68,7GHCHs), 69,7 (C-3), 71,5 (OH,Ph), 71,9 (C5),

168



Seccidon experimental

74,4 C(CHs)3), 127,8-129,4 (Ph-C2, Ph-C3, Ph-C4), 135,3 (Ph-Q3y,6 (Ph-C1),
169,5 (CO), 171,7 (CO).

CCF: Rf =0,19 (Hexano/AcOEt 1:1).

MALDI - TOF (matriz ACH): (M + Naj = 508,19; (M + K} = 524,16.

Andlisis elementalcalculado para £H3sNO7: C, 66,79; H, 7,27; N, 2,88; O, 23,06.
Encontrada: C, 66,43;H, 6,80; N, 2,66, O, 26,11.

(3R,4R,5R)-5-Benziloxi-N-[(1S,2R)-1-Benziloxicarbonil-2-{ert-butoxi)

propilamino]-3,4-sulfinildioxipiperidin-2-ona. (15)

A una disolucién de la lactaniat (390 mg, 0,80 mmol) en THF
CO,Bn anhidro (5 mL), se adiciona &t (476pul, 3,42 mmol) y se lleva a

0°C. Se adiciona SO£(205ul, 2,8 mmol) gota a gota. Se agita

Os_N
p\ durante una hora. Se evapora el disolvente y elocse disuelve
OBn
L0 en CHCI, y se extrae con agua. Se seca, se filtra y sosvgara

0 obtener de forma cuantitativa la mezcla diastereima#5, que no

se separa por cromatografia en columna.

CCF: Rf=0,71y 0,83 (Hexano/AcOEt 1:1); Rf = 0,20,23 (Hexano/AcOEt 7:3).

(3S,4S,5R)-3-Azido-5-BenciloxiN-[(1S,2R)-1-benciloxicarbonil-2- tert-butoxi)
propilamino]-4-hidroxipiperidin-2-ona. (16)

. A una disolucién de la mezcla diastereomérica tfaa115 (2,06
coen | 9 3,9 mmoles) en DMF (10 mL), se adiciona N{R69 mg,

0w N 11,67 mmoles). Se agita a temperatura ambient@uradias. Se

p\ extrae con ED/ H,O. Se seca, se filtra y se evapora. Se

N3’ OB 1 purifica por cromatografia en cohar(Hexano/AcOEt

HO
7:3). Se obtiene la azid#® (1,75 g, 81 %) en forma de aceite.
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[a]p=-21,2 (c= 1,0; CHG).
IR (NaCl): 3500 (OH), 2112 (8, 1744 (CO), 1656 (CO).

'H-RMN (CDCl3 400 MHz): 8 1,12 (s, 9H, C(El3)3), 1,20 (d,J = 6,4 Hz, 3H,
CHCHs), 3,8 (ddd,J = 8,8, 6,4 y 2,8 Hz, 1H, H-5), 3,85 (dbi= 14,4 y 2,4 Hz, 1H, H-
6), 3,95 (dd,J) = 6,4 y 2,8 Hz, 1H, H-4), 4,31 (d= 9,2 Hz, 1H, H-3), 4,35 (dd,= 14,4

y 4 Hz, 1H, H-6"), 4,49 (qdJ = 6,4 y 3,6 Hz, 1H, BCHy), 4,56 (d,Jas = 11,6, 1H,
OCH,Ph), 4,81 (dJas = 12 Hz, 1H, O@,Ph’), 4,99 (dJas = 12 Hz, 1H, CGCH,Ph),

5,25 (d,Jas = 11,2, 1H, CGCH,Ph’), 5,31 (d,J = 3,2 Hz, 1H, NE&l), 7,3-7,4 (m, 5H,
CO,CH,Ph), 7,3-7,4 (M, 5H, OCHPh).

3C-RMN (CDCls, 400 MHz): § 20,3 (CHCH3), 28,9 (CCHa)s), 46,1 (C6), 61,3
(NCH), 63,9 (C-3), 67,4 (C&H,Ph), 69,4 CHCH), 70,9 (C-5), 71,8 (OH,Ph), 73,6
(C-4) 74,7 C(CHa)3), 127,9-128,9 (Ph-C2, Ph-C3, Ph-C4), 135,2 (Ph-C3Y,5 (Ph-
C1), 168,6 (CO), 169,4 (CO).

CCF: Rf=0,34 (Hexano/AcOEt 7:3).
MALDI - TOF (matriz ACH): (M + Na) = 533,2185.

Andlisis elementalcalculado para £H34N4Oe: C, 63,51; H, 6,71; N, 10,97; O, 18,80.
Encontrada: C, 66,13; H, 7,18; N, 9,11; O, 17,58.

(35,4S,5R)-3-Amino-5-Benciloxi-N-[(1S,2R)-1-Benciloxicarbonil-2-(tert-
butoxi)propilamino]-4-hidroxipiperidin-2-ona. (17)

o'Bu A una disolucién de la azidk6 (543 mg, 1,06 mmol) en EtOH

co,Bn | (20 mL), se adiciona catalizador de Lindlar (181).n8¢ agita a

temperatura ambiente en atmdésfera de hidrogenbdphiurante

Os_N

p\OB 12 horas. Se filtra sobre Celitg se evapora el disolvente. Se
H,N n . . L :

2 HO obtiene la amind7 cuantitativamente en forma de aceite.

[a]o=+ 7,8 (c= 1,0; CHG).
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'H-RMN (CDCl 3, 400 MHz): & 1,12 (s, 9H, C(€3)), 1,16 (d,J = 6,4 Hz, 3H,
CHCHa), 3,74-3,82 (sa, 2H, H-5 y H-33,86 (dd,J = 14,2 y 3,2 Hz , 1H, H-6), 4 (dd,
= 6,8y 3,2, 1H, H-4), 4,25 (dd,= 14 y 4 Hz, 1H, H-6), 4,47 (qd,= 18 y 4,4 Hz, 1H,
CHCHg), 4,63 (d,J = 12 Hz, 1H, O€l,Ph),4,81 (d,J = 12 Hz, 1H, OG,Ph’), 4,97 (d,
J = 12 Hz, 1H, CGCH,Ph), 5,27 (d,J = 12 Hz, 1H, CGCH,Ph’), 5,31 (d,J = 3,6 Hz,
1H, NCH), 7,3-7,4 (m, 5H, CE&CH,Ph), 7,3-7,4 (m, 5H, OCHPH).

3C-RMN (CDCl; 400 MHz): § 20,2 (CHCH3), 28,9 (CCHa)s, 46,9 (C6), 55,3 (C5),
61,3 (NCH), 67,2 (CQCH,Ph), 69,2 CHCHs), 71,9 (GCH.Ph), 72 (C3), 73,9 (C4),
74,5 (C(CH)s), 127-128,8 (Ph-C2, Ph-C3, Ph-C4), 135,4 (Ph-C3§,2 (Ph-C1), 170
(CO), 172,3 (CO).

CCF: Rf =0,00-0,05H3", Hexano/AcOEt 1:1).
MALDI - TOF (matriz ACH): (M + Naj =507,21; (M + KJ = 523,18.

Andlisis elementalcalculado para £H3eN2Og- 3HO: C, 60.21; H, 7.86; N, 5.20; O,
26.73. Encontrada: C, 60,67; H, 6,31; N, 4,85; 12.

(3S,4S,5R)-5-Benciloxi-N-[(1S,2R)-1-benciloxicarbonil-2-(tert-butoxi)

propilamino]- 3-(9-fluorenilmetoxicarbonilamino)-4- hidroxipiperidin-2-ona. (18)

t A una disolucion de la aminkz (515 mg, 1,06 Mmol) en
O'Bu
CO,Bn acetona/ agua 1/1 (40 mL), se adiciona FmocOSu 81

1,06 mmol) y a continuacion NaHG(89 mg, 1,06 mmol).

Os_N
p\ Se agita a temperatura ambiente durante 24 hozeexttae
v OBn

FmocHN . .y
o con CHCI, y disoluciéon acuosa saturada de NaCl. Se

cromatografia (AcOEt/ hexano 4/1) para obteb@r680
mg, 90 %) en forma de sdlido blanco.

IR (NaCl): 3397 (OH), 1740 (CO), 1653 (CO).

'H-RMN (CDCl3 400 MHz): § 1,14 (s, 9H, C(63)3), 1,18 (d,J = 6,4 Hz, 3H,
CHCHs), 4,18 (ddJ = 14 y 2,8 Hz, 1H, H-6), 4 (m, 2H, H-4 y H-5), 8,(dd,J = 14 y
3,6 Hz, 1H, H-6"), 4,24 (1) = 7,2 Hz, 1H, CH-Fmoc), 4,43 (d,= 6,8 Hz, 2H, CH2-
Fmoc), 4,47 (qdJ =, 1H, GHCHa), 4,57 (d,J = 7,6 Hz, 1H, H-3), 4,71 (d = 12 Hz,
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1H, OCH,Ph), 4,78 (dJ = 12 Hz, 1H, OEi,Ph’), 4,99 (dJ = 12 Hz, 1H, CQCH,Ph),
5,24-5,27 (m, 2H, C&CH,Ph’ y NHCH), 5,82 (sa, 1H, NH), 7,3-7,4 (m, 14H, Ph, H-2 y
H-3 Fmoc), 7,60 (d) = 7,2 Hz, 2H, H1-Fmoc), 7,75 (= 7,6 Hz, 2H, H4-Fmoc).

3C-RMN (CDCl; 400 MHz): & 20,3 (CHCH3), 29 (CCHs)3), 47,1 (C6), 47,3 (CH-
Fmoc), 56,4 (C-3), 61,8 (NHD), 67,4 (CQCH.Ph), 67,9 (CHHFmoc), 69,1 CHCHy),
72,4 y 74 (C4, C5), 72,4 @H.Ph), 74,6 C(CHs)s), 120,2 (C4-Fmoc), 125,4 (C1-
Fmoc), 127,3-128,9 (Ph-C2, Ph-C3, Ph-C4, C2 y @®dJ, 135,2 (Ph-C1), 141,5 (C5-
Fmoc), 143,9 (C6-Fmoc), 169,2 (CO), 169,5 (CO).

CCF: Rf = 0,55 (Hexano/AcOEt 1:1); Rf = 0,05 (HexanoDkst 8:2).
MALDI — TOF (matriz ACH): (M + Na)= 729,30; (M + KJ = 745,27.

Andlisis elementalcalculado para £H46N2Os: C, 71,37; H, 6,56; N, 3,96; O, 18,11.
Encontrada: C, 71,11; H, 6,45; N, 3,91; O, 18,53.

(3R,4R,5R)-5-hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-N-[(1S)-3-metil-1-(tert-butoxicarbonil)
butil]-piperidin-2-ona.(20a)

A una disolucion de la lactor&a( 2,8 g, 7,89 mmoles) en MeOH
>\(C02t8u (75 mL), se adiciona acetato de sodio anhidro339,43 mmol)
O N y se refluye durante 12 horas. El crudo resultaetdiltra y se
o OH evapora el disolvente. La purificacion se realizadmante
)VO cromatografia en columna (AcOEt/hexano 1/1). Seenétla

lactama&4 (2,33 g, 83 %) en forma de aceite.

'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): § 0,95 (dd, J = 4,1 y 6,5 Hz, 6H, CHg), Yy
CH(CHa),), 1,41 (s, 3H, GC(CHa)2), 1,45 (s, 9H, C(B3)3), 1,51 (s, 3H, @C(CHa)y),
1,54-1,73 (M, 3H, 8, CH(CHs)y), 2,36 (d, J = 8,1 Hz, 1H, OH), 3,24 (ddds 12; 4,1
y 0,9 Hz, 1H, H6), 3,34 (dd,= 9,1 y 12 Hz, 1H, H-6), 4,12( m, 1H, H-5), 4,65, J =
7,3y 3,7, 1H, 1H, H-4), 4,57 (d, J = 7,3 Hz, 1H3H 5,19 (dd, J = 10,3 y 5,2 Hz, 1H,
NCH).
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BC-RMN (CDCls 400 MHz): & 21,6 (CHCHs)2), 23,5 (CHCHa)), 24,4
(O2C(CHa)2), 25,2 CH(CHg)2), 26,2 (QC(CH3)2), 28,3 (CCHa)s), 38,0 (CH), 44,0
(C6), 54,9 (\CH), 66,2 (C5), 74,6 (C4), 75,3 (C3), 82(CHa)s), 111,0 (QC(CHs),),
166,7 (CO), 170,8 (CO) .

ESI-MS m/z 302, 358 [M+H], 715 [2M+HT".
CCF: Rf = 0,43 (Hexano/AcOEt 1:1).

(BR,4R,5R)-  N-[(19)-5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-butoxicarbonil)pentil]-5-
hidroxi-3,4-isopropilidendioxipiperidin-2-ona. (20b)

ChzHN CO,'Bu A una disolucion de la lactam@lb ( 2,04 g, 5,04
o N mmoles) en MeOH (100 mL) se adiciona acetato de
sodio anhidro (2,06 g, 25,19 mmoles). Se agita a
Q 4 OH reflujo durante 48 horas. Se evapora el disolvebée.
)V obtiene la lactam&0b ( 1,74 g, 85 %) en forma de

aceite.

[a]o= + 14 (c= 1,0; CHG).

IR (NaCl): 3349 (OH), 1726 (CO), 1657 (CO), 1652 (CO)

'H-RMN (CDCl; 400 MHz): § 1,36-1,42 (m, 2H, Cht), 1,38 (s, 3H, GC(CHa)y),
1,44 (s, 9H, C(6ly)3), 1,48 (s, 3H, GC(CHa),), 1,51-1,62 (m, 2H, ChY), 1,68-1,72
(m, 1H, CHy), 1,92-1,95 (m, 1H, Chf), 2,41 (d,J = 6,2 Hz, 1H, OH), 3,18 (m, 2H,
NCH,), 3,25 (ddJ = 12,6 y 3,3 Hz , 1H, H-6), 3,78 (dd,= 12,5 y 8 Hz, 1H, H-6),
4,10 (m, 1H, H-5)4,53 (ddJ = 7,6 y 3,9, 1H, H-4), 4,60 (d,= 7,6 Hz, 1H, H-3), 5,08
(s, 2H, G4,Ph),5,14 (ddJ = 11,2 y 4,5 Hz, 1H, NB), 7,34 (m, 5H, CGCH,PH).

3C-RMN (CDCl; 400 MHz): § 23,0 (CH,), 24,2 (QC(CHs)2), 26,1 (QC(CH3)y),
28,3 (CCHa)3), 28,4 y 29,1 CHp, CHy), 40,9 (NHCHy), 43,9 (C6), 56,0 (8H), 65,4
(C5), 66,8 CH,Ph carbamato),74,5 (C4), 74,7 (C3), 82,4C(CHs)3), 111,0
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(0,C(CHs),), 128,3-128,7 (Ph-C2, Ph-C3, Ph-C4), 136,9 (Ph-G@5p,6 (CO), 167,1
(CO), 170,3 (CO)

CCF: Rf = 0,10 (AcOEt/Hexano 1/1), 0,56 (AcOEt).

ESI-MS m/z 451, 529 [M+Na], 1035 [2H + Nal.

Andlisis elemental calculado para £H3gN.Og-H,O: C, 59.53; H, 7.69; N, 5.34; O,
27.45. Encontrada: C, 59,29; H, 7,54; N, 5,77, 1042

5-Desoxi-2,3-isopropilidendioxi-5-[(5)-3-metil-1-(tert-butoxicarbonil)butilamino]-

v-D-ribonolactona. (21a)

>\(CO Bu isolucid | EUIfOllallliaSa( 4115 g, [ 165 ||||I|O|)
2
en DMF (80 mL) se adiciona,KO; (3,17 g, 22,97 mmol) y a

Efo continuacion feniltiol (0,86 mL, 8,42 mmol). Se tagdurante

45 minutos a temperatura ambiente. Se extrae ced/ Et

HN

6.

N

NaHCO; 5 %. Se seca, se evapora y se cromatografia
(CH.CIly). Se obtiene el compuestia (1,92 g, 71 %)en

forma de aceite.

'H-RMN (CDCI 3 400 MHz): 3 0,90 (d, J = 6,6 Hz, 3H, CHK)2), 0,93 (d, J = 6,6 Hz,
3H, CH(H5)2), 1,36 (m, 2H, @), 1,39 (s, 3H, @C(CHa)2), 1,46 (s, 9H, C(E2)3),
1,47 (s, 3H, GC(CHa)2), 1,68 (m, 1H, E(CHs)), 2,50 (ddJ = 13,6 y 1,9 Hz, 1H, H-
5), 3,06 (ddJ = 8,0 Hz y 6,6 Hz, 1H, NB), 3,25 (dd,J = 13,6 y 3,5 Hz, 1H, H-5",
4,60 (dd, J = 3,2y 2,2 Hz,1H, H-4), 4,64 Jc& 5,8 Hz, 1H, H-3), 4,82 (d} = 5,8 Hz,
1H, H-2).

13C-RMN (CDCl3 400 MHz): § 22,1 (CHCH3)2), 23,0 (CHCHS3).), 25,1 (CH(CHs),),

25,7 (QC(CHs),, 26,9 (QC(CHs).), 28,3 (CCHa)3), 42,8 CH.), 48,6 (C5), 61,9
(NCH), 75,9 (C2), 79,7 (C3), 81,68C(CHs)s), 83,1 (C4), 113,3 (&(CHa),), 174,4
(CO), 174,6 (CO).

ESI-MS m/z 302, 358 [M+H], 715 [2M+HT.
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CCF: Rf = 0,82 (AcOEt/ hexano 1/1).

5-[(1S)- 5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-butoxicarbonil) pentilamino]-5-desoxi-

2,3-isopropilidendioxi-y-D-ribonolactona. (21b)

ChatN OB A una disolucion de la sulfonamid@8b ( 3,13 g,
y4 u
\/\/\( ’ 5,77 mmol) en DMF (60 mL) se adiciona®O;s (

HN
WO 2,39 g, 17,32 mmol) y a continuacion feniltiol
~_ (0,65 mL, 6,35 mmol). Se agita durante 55

6.

Pa%

cromatografia (Hexano/AcOEt 9/1 hasta la salida loge compuestos tiolados;

minutos a temperatura ambiente. Se extrae con

Et,O/ NaHCQ 5 %. Se seca, se evapora y se

Hexano/AcOEt 8/2 a continuacién). Se obtiene el moesto21b ( 2,04 g, 87%) en

forma de aceite.
[@]p=-12,5 (c= 1,0; CHG).
IR (NaCl): 3346 (NH), 1784 (CO), 1722 (CO).

'H-RMN (CDCl3 400 MHz): § 1,29-1,37 (m, 2H, Ch), 1,36 (s, 3H, GC(CHa)y),
1,45 (s, 9H, C(Blg)s), 1,47 (s, 3H, GC(CH3)7), 1,49-1,61 (M, 4H, Bl y CHz), 2,51
(dd,J = 13,4 y 1,4 Hz, 1H, H-5), 3,00 (,= 6,64 Hz, 1H, NE), 3,16-3,22 (m, 3H, H-
5'y NHCH,), 4,58 (dd, J = 3,3 y 2,4 Hz, 1H, H-4), 4,63 & 5,8 Hz, 1H, H-3), 4,82
(d,J=5,8 Hz, 1H, H-2), 5,09 (s, 2H}HEPh), 7,31-7,36 (M, 5H, GIRN).

*C-RMN (CDCl3,400 MHz): § 23,3 (CHy), 25,8 (QC(CH3)2), 27,0 (QC(CHy)z, 28,3
(C(CHa3)3), 29,9 CHaz), 33,3 CHz), 41,0 (NCH,) 48,6 (C5), 63,3 (BH), 66,9
(CH,Ph), 75,9 (C2), 79,5 (C3), 81,8(CHs)s), 83,1 (C4),113,4 (QC(CHs)y), 128,3-
128,7 (Ph-C2, Ph-C3, Ph-C4), 136,8 (Ph-C1), 156@)( 173,8 (CO), 174,6 (CO).

CCF: Rf = 0,69 (AcOEt/hexano 1/1)

ESI-MS m/z 451, 507 [M+H], 539 [M+NH]".
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Capitulo 6

Andlisis elemental calculado para £H3gN.Og-H,O: C, 59.53; H, 7.69; N, 5.34; O,
27.45. Encontrada: C, 59,54 ; H, 7,55; N, 5,702021.

Ester tert-butilico de la N-(o-nitrobencensulfonil)-L-leucina. (22a)

A una disolucion del ésteaert-butilico de la L-leucing22,9 g,

HCO?B“ 102,29 mmol) en CyCl, (200 mL), se adiciona BN (42,7 mL,
INH 306,87 mmol). Se enfria a 0 °C mediante un bafibiele y a

0=S=0
NO, continuacion se adicionao-NsCl (29,52 g, 133 mmol)

lentamente. Se agita a temperatura ambiente dufdnteoras.

Se lava la fase organica con HCl 0,1N y disolucamuosa
saturada de NaCl. Se seca, se filtra y se eva@veaqbtene2a (42,77 g, 86 %En
forma de aceite.

'H-RMN (CDCl 3, 400 MHz): § 0,96 (d,J = 1,9 Hz, 3H, CH(Els),), 0,97 (d,J = 1,8
Hz, 3H, CH(GH3)2) 1,19 (s, 9H, C(E®l3)), 1,53-1,58 (m, 2H, Ch), 1,84-1,91 (m, 1H,
CH(CHg),), 4,08 (ddd,) = 9,7; 9y 5,9 Hz, 1H, NB), 6 (d,J = 9,9 Hz, 1H, M), 7,71-
7,73 (M, 2H, Ns-H4, Ns-H5),91-7,94 (m, 1H, Ns-H6), 8,08-8,10 (m, 1H, Ns-H3).

13C-RMN (CDCl3 400 MHz): § 21,6 (CHCHs),), 23,0 (CHCH3),', 24,6 (CH(CHa),),
27,8 (CCHa)3), 42,5 CH,), 56,4 (NCH), 82,5 C(CHa)s), 125,8 (Ns-C3), 130,7
(Ns-C6), 133,1 y 133,7 (Ns-C4, Ns-C5), 134,6 (N9;@28,0 (Ns-C2) 170,8 (CO).

ESI-MS m/z: 371 [M+HCOO]

CCF: Rf = 0,87 (AcOEt/ hexano 1/1).
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Seccidon experimental

Ester tert-butilico de la N’-benciloxicarbonil-N-(o-nitrobencensulfonil)-L-lisina
(22b)

A una disolucion de Cbz-L-Lisina-@u ( 1 g, 2,69

CbzHN CO,'Bu
M mmol) en CHCI, ( 60 mL), se adiciona B (1,12

NH
0=%=0 mL, 8,04 mmol). Se enfria mediante un bafio de hielo

NO2 | a continuacién se adiciona-NsCl (714 mg, 3,22

mmol) lentamente. Se agita a temperatura ambiente

durante 12 horas. Se extrae con HCI 0,1N y disdtuacuosa saturada de NaCl. Se
seca, se filtra y se evapora para obt@2éx(1,25 g, 89 %gn forma de aceite.
[e]o=-142,9 (c=1,0; CHG).

IR (NaCl): 3408 (OH), 1724 (CO).

'H-RMN (CDCl3 400 MHz): & 1,21 (s, 9H, C(CH3)3), 1,45-1,56 (m, 4H, GHy
CHy), 1,65-1,74 (m, 1H, Cfj), 1,77-1,83 (m, 1H, C}’), 3,18 (dd, 2H, J = 12,6 y 6,4,
NCHy), 4,02 (dtJ =8,6 y 4,9 Hz, 1H, NB), 4,73-4,79 (sa, 1H, Nl carbamato)5,1 (s,
2H, CH,Ph),6,09 (d, J = 9,2 Hz, 1H, W), 7,30-7,37 (m, 5H, Ph), 7,68-7,73 (m, 2H,
Ns-H4, Ns-H5), 7,91-7,93 (m, 1H, Ns-H6), 8,06-8(68 1H, Ns-H3).

13C-RMN (CDCls, 400 MHz): 5 33,1 CHzg), 40,8 (NCH,), 57,5 (NCH), 66,8 CH,Ph),
82,8 (C(CHs)3), 125,8 (Ns-C6), 128,3, 128,7 y 128,8 (Ph), 130/3-C3), 133,1 (Ns-
C1), 133,8 y 134,5 (Ns-C4 y Ns-C5), 136,8 (Ph-Q#18,0 (Ns-C2), 156,6 (CO), 170,2
(CO).

CCF: Rf = 0,83 (CHCl/ MeOH 1 %) , 0,15 (CbCl,).

ESI-MS m/z 466, 522 [M+H][, 539 [M+NH{]".

Andlisis elementalcalculado para £H3:1N3OsS - HO: C, 53.42; H, 6.16; N, 7.79; S,
5.94; O, 26.69. Encontrada: C, 53,72; H, 6,02; H1/S, 5,32; O, 27,43.
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Capitulo 6

5-Desoxi-2,3-isopropilidendioxi-5-[(B)- 3  metil-1-(ert-butoxicarbonil)butil-(o-
nitrobenzensulfonil)-amino]-y-D-ribonolactona. (13a)

A una disolucion de la sulfonamida2a (3 g, 8,06
COZBu mmoles), en CbkCl, anhidro (30 mL), se adiciona
O\\S\\/N o trifenilfosfina (3170 mg, 12,10 mmoles) y la Z8-
@N%Zbo isopropilideny-D-ribonolactona (2275 mg, 12,10 mmoles).
D ¢ Se enfria la disolucion resultante mediante un bdéo
X hielo, adicionando a continuacion DEAD (al 40 % en

tolueno) gota a gota (5,540 mL, 12,10 mmoles). igaaa temperatura ambiente
durante 18 horas. Transcurrido ese tiempo aunsenab producto de partida por lo que
se afladen 4,03 mmoles adicionales de;Rftfonolactona y DEAD (0,75 equivalentes)
a 0°C, dejandose reaccionar a temperatura ambigmtente 24 horas mas. A
continuacion se evapora el disolvente y se colu@h&Cl,). Se obtien& ( 5750 mg,
98%) en forma de aceite amarillo.

'H-RMN (CDCl 3 400 MHz): § 0,86 (d,J = 6,3 Hz, 3H, CH(Els),), 0,92 (d,J = 6,3
Hz, 3H, CH(GHs)y), 1,36 (s, 9H, C(Ely), 1,39 (s, 3H, @C(CHs)y), 1,47 (s, 3H,
0,C(CH3)2), 1,5-1,65 (M, 1H, CH(8s)z, 1,75-1,84 (m, 1H, CH), 3,66 (ddJ = 16,2 y
7,5 Hz, 1H, H-5), 3,72 (dd] = 16,2 y 6,9 Hz, 1H, H-5"), 4,38 @,= 8,1, 1H, NGJ),

4,75 (d,J = 5,4 Hz, 1H, H-3), 4,81, J = 7,0 Hz, 1H, H-4), 4,85 (d,= 5,6 Hz, 1H, H-
2),7,64 (M, 1H, Ns-H4), 7,73 (m, 2H, Ns-H5, Ns-H8)08 (m, 1H, Ns-H3).

3C-RMN (CDCl3 400 MHz): § 22,1 (CHCHs)2), 22,5 (CHCHs),), 24,9 CH(CHa)y),
25,8 (QC(CHs)2), 27,0 (QC(CHa),), 28,0 (CCHa)s), 39,3 CHy), 47,0 (C5), 59,3
(NCH), 74,5 (C2), 77, 9 (C3), 80,3 (C4), 830(CHs)3), 114,1 (QC(CHa),), 124,5
(Ns-C3), 131,9-134,3 (Ns-C4, Ns-C5, Ns-C6), 13N8-C1), 148,4 (Ns-C2), 169,9
(CO), 173,5 (CO).

ESI-MS m/z 587 [M+HCOO]

CCF: Rf = 0,73 (AcOEt/ hexano 1/1), 0,52 (g, MeOH 1 %).
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Seccidon experimental

5-[(19)- 5-(benciloxicarbonilamino)-1+ert-butoxicarbonil]pentil-(o-
nitrobencensulfonil)-amino]-5-Desoxi-2,3-isopropillendioxi-y-D-ribonolactona.
(23b)

A una disolucion de la sulfonami@2b (6050 mg,

t
CbZHN\/\g\\]’COZ > 11,61 mmoles), en CEIl, anhidro (75 mL), se
S\b k)fo adiciona trifenilfosfina (6084 mg, 23,22 mmoles) y
NO, o la 2,3O-isopropilideny-D-ribonolactona (4366
Oxb mg, 23,22 mmoles). Se enfria la disolucion

resultante mediante un bafo de hielo, adicionando a
continuacion DEAD al 40 % en tolueno (10,632 mL,223mmoles) gota a gota. Se
agita a temperatura ambiente durante 16 horas.sAlobserva producto de partida por
lo que se afaden cantidades adicionales de(R® g, 8,70 mmoles), y DEAD (3,79
mL, 8,70 mmoles) a 0°C, dejandose reaccionar agahpa ambiente durante 12 horas
mas. A continuacion se evapora el disolvente yobenma (CHCI,). Se obtien€3b (

5,75 g, 72%) en forma de aceite amarillo.
[e]p=-17 (c=1,0; CHG).
IR (NaCl): 1792 (CO), 1722 (CO).

'H-RMN (CDCl 3 400 MHz): § 1,24-1,34 (m, 2H, CH), 1,36 (s, 9H, C(83)s), 1,38
(s, 3H, QC(CHs),), 1,45 (s, 3H, @C(CHs)y), 1,48-1,54 (m, 2H, ChY), 1,70-1,77 (m,
2H, CHy, .), 1,93-2,02 (m, 1H, CH), 3,10-3,18 (m, 2H, NHE.,), 3,58 (dd,J = 16,1
y 7,5 Hz, 1H, H-5), 3,74 (dd, = 16,2 y 5,8 Hz, 1H, H-5, 4,32 (,= 8,2, 1H, N&),

4,71 (d,J = 5,6 Hz, 1H, H-3)4,79 (t,J = 7,2 Hz, 1H, H-4), 4,85 (d,= 5,6 Hz, 1H, H-
2), 5,09 (s, 2H, ChPh), 7,31-7,37 (m, 5H, Ph), 7,61-7,63 (m, 1H, N9;H469-7,72
(m, 2H, Ns-H5, Ns-H6)8,04-8,06 (m, 1H, Ns-H3).

13C-RMN (CDCl3 400 MHz): § 40,6 (NHCH,), 47,2 (C-5), 61,1 (8H), 66,8 (CHPh),
74,6 (C2), 78,0 (C3), 80,6 (C4), 83,2(CHs)s), 114,1 (QC(CHy),), 124,6 (Ns-C4),
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Capitulo 6

128,2, 128,3 y 128,8 (Ph), 131,8 (Ns-C3), 132,13%,3 (Ns-C5, Ns-C6), 133,0 (Ns-
C1), 136,8 (Ph-C1), 148,3 (Ns-C2), 156,6 (CO), 448,0), 173,5 (CO).

ESI-MS m/z 636, 692 [M+H][, 709 [M+NH{]".

CCF: Rf =0,55 (AcOEt/hexano 1/1), 0,52 (GEl,/ MeOH 1 %).

Andlisis elementalcalculado para ££H41N30.,S - HO: C, 54.15; H, 6.11; N, 5.92; O,
29.30; S, 4.52;. Encontrada: C, 54,05; H, 5,78 N2; O, 30,21; S, 3,84.

(3R,4R,5R)-5-benciloxi-3,4-isopropilidendioxiN-[(1S)-3-metil-1-(tert-
butoxicarbonil)butil]-piperidin-2-ona. (24a)

A una disolucién de la lactan®0a (1,24 g, 3,49 mmoles) en
HCO;B” DMF anhidro (6 mL) se adiciona bromuro de benzil@8 mL,
Ox-N 6,98 mmoles). A continuacion se afiade NaH al 6A.3% (mg ,
o oen| 3,42 mmoles) en pequefias porciones, manteniendo la
)VO temperatura de la disolucién con un bafio de ageaadga a

temperatura ambiente una vez estabilizada la textyyardurante
24 horas. Se extrae con,@8tH,0. Se seca, se filtra y se evapora el disolventerugo
se cromatografia (AcOEt/hexano 2/8) para obté&ex (1,26 g, 81 %) en forma de
aceite.

'H-RMN (CDCl 5 400 MHz): 5 0,92 (d,J = 3,5 Hz, 3H, CH(El3),), 0,94 (d,J = 3,6
Hz, CH(CH3),), 1,40 (s, 3H, GC(CHa)2), 1,41 (s, 9H, C(B3)3), 1,49 (s, 3H,
0,C(CH3),), 1,51-1,58 (m, 1H, B(CHs),), 1,64-1,68 (m, 2H, CH, 3,29 (ddd,J =
11,3; 4,4y 1,3, 1H, H-6), 3,48 (dd= 11,1 y 10,1 Hz, 1H, H-6"), 3,94 (ddd, J = 10,1,
4,4y 2,7 Hz, 1H, H-5}4,50 (d,J = 6,6 Hz, 1H, H-3), 4,62 (ddd, J = 6,6, 2,6 y HA
1H, H-4), 4,70 (s, 2H, B,Ph), 5,20 (m, 1H, NB), 7,25-7,42 (m, 5H, Ph).

3C.RMN (CDCls, 400 MHz): & 21,4 (CH(CH3)2), 23,5 (CH(CH3)2), 24,9

(02C(CH3)2), 25,4 (CH(CH3)2), 26,7 (O2C(CH3)2"),, 24C(CH3)3), 38,0 (CH2),
41,2 (C6), 54,7 (NCH), 71,9 (CH2Ph), 72,5 (C5)97@&4), 75,4 (C3), 82,0 (C(CH3)3),

180



Seccidon experimental

111,3 (02C(CH3)2), 128,3-128,7 (Ph-C2,Ph-C3,Ph-Q8Y,7 (Ph-C1), 167,3 (CO),

170,9 (CO) .

ESI-MS m/z 392, 448 [M+H].

CCF: Rf = 0,83 (Hexano/AcOEt 1:1).

(3R,4R,5R)-5-Benciloxi-

N-[(1S)-5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-

butoxicarbonil)pentil]-3,4-isopropilidendioxipiperi din-2-ona. (24b)

CszNMcOZtBu

Os N

o) OBn

)VO

A una disolucién de la 3-aminolacta@@b (400 mg,

0,79 mmoles) en DMF (4 mL) se adiciona bromuro de
benzilo (0,19 mL, 1,58 mmoles). A continuacion se
afade NaH al 60 % (20 mg, 0,79 mmoles) en
pequefas porciones, manteniendo la temperatuia de |

disolucién con un bafio de agua. Se deja agitar a

temperatura ambiente una vez estabilizada la tenpardurante 24 horas. Se extrae

con EO/H,0O. Se seca, se filtra y se evapora el disolverteruelo se cromatografia
(AcOEt/hexano 2/8 hasta la salida del bromuro decibe en exceso; H/A a partir de

ese momento) para obter#tb (331 mg, 70 %) en forma de aceite.
[e]o=-4,4 (c=1,0; CHG).
IR (NaCl): 1727 (CO), 1653 (CO).

'H-RMN (CDCl 3 400 MHz): § 1,31-1,39 (m, 2H, Ch), 1,37 (s, 3H, GC(CHa)y),

1,41 (s, 9H, C(€l3)3), 1,48 (s, 3H, GC(CH5),), 1,44-1,58 (m, 2H, ChY), 1,63-1,70
(m, 1H, CHy), 1,90-1,99 (m, 1H, Cf), 3,15 (dd,J = 10,9 y 9,8 Hz, 2H, NB,), 3,26
(dd,J = 11,3y 3,4 Hz , 1H, H-6), 3,45 (ddl= 10,9 y 9,8 Hz, 1H, H-6"), 3,92 (ddd =

9,8, 4,1y 2,9 Hz, 1H, H-5), 4,50 (d= 6,7 Hz, 1H, H-3), 4,61 (dd, = 6,7 y 1,6 Hz,
1H, H-4), 4,69 (s, 2H, ByPh), 5,07 (s, 2HCO,CH,Ph), 5,10 (ddJ = 11,5 y 4,5 Hz,
1H, NCH), 7,30-7,38 (m, 10 H, C@H,Ph, CH,Ph).
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C-RMN (CDCl3, 400 MHz): § 23,4 (CH,), 24,7 (QC(CHa)2), 26,7 (QC(CHa)?),

28,2 (CCH3)3), 28,7 CHz), 29,3 CHz), 41-41,1 (C6, ICH), 55,9 (NCH), 66,8
(NHCOOM,Ph), 71,9 (@H.Ph), 72,6 (C5), 73,9 (C-4J5,3 (C3), 82,3 C(CHs)s),

111,3 (QC(CHsy),), (128,3-128,7 (Ph-C2, Ph-C3, Ph-C4), 136,8, 13PB-C1, Ph-
C1’), 156,6 (CO), 167,5 (CO), 170,2 (CO) .

CCF: Rf = 0,39 (Hexano/AcOEt 1:1).
ESI-MS m/z 541, 597 [M+H], 1215 [2M +Nal].

Andlisis elementalcalculado para £H44N,Og - 0,5H0: C, 65.44; H, 7.49; N, 4.62; O,
22.45 . Encontrada: C, 65,54; H, 7,64; N, 4,4822)34.

(3R,4R,5R)-5-benciloxi-3,4-dihidroxi-N-[(1S)-3-metil-1-(tert-butoxicarbonil)
butil]piperidin-2-ona.(25a)

A una disolucion del compuesfga (780 mg, 1,74 mmoles) en
HCO;B“ MeOH (50 mL), se adiciona PPTS (438 mg, 1,74 mnogs
Ox-N refluye a 65 °C durante 24 horas. A continuacioafsden 0,3
I‘J\OBn

HO equivalentes adicionales de PPTS (0,52 mmoles) desz a

OH

reflujo durante 24 horas mas. Al finalizar la reéncse evapora
el disolvente y se cromatografia (AcCOEt/ hexanq.2&@ obtien€5a (440 mg, 62 %)

en forma de aceite.

'H-RMN (CDCl 3 400 MHz): § 0,92 (d,J = 3,86 Hz, 3H, CH(E3),), 0,94 (d,J = 3,7
Hz, CH(CHs),), 1,41 (s, 9H, C(€ls)s), 1,49-1,57 (m, 1H, B(CHs),), 1,62-1,74 (m,
2H, CHb), 2,68 (s, 1H, OH-4), 3,42 (m, 2H, H-6), 3,71 K,@H-3), 3,90 (ddd, J = 8,7,
6,5y 1,8 Hz, 1H, H-5), 3,98 (d,= 2,8 Hz, 1H, H-3), 4,46-4,48 (sa, 1H, H-4), 4(82]

= 12 Hz, 1H, G,Ph), 4,71 (dJ = 12 Hz, 1H, G,Ph), 5,13 (dd, J = 10,5 y 5,4 Hz, 1H,
NCH), 7,34 (m, 5H, Ph).

13C-RMN (CDCl3 400 MHz): § 21,5 (CHCH3)2), 23,6 (CHCHS3).'), 24,9 (CH(CHs),),
28,2 (CCHa)3), 37,2 (CH), 44,0 (C6), 55,2 (8H), 67,2 (C4), 69,6 (C3), 71,7 (C5),
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71,8 (CHPh), 82,1 C(CHs)s), 128,1-128,8 (Ph-C2,Ph-C3,Ph-C4), 137,4 (Ph-C19,6
(CO)

ESI-MS m/z 352, 408 [M+H].

CCF: Rf = 0,55 (Hexano/AcOEt 1:1).

(3R,4R,5R)-5-Benciloxi-N-[(1S)-5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-
butoxicarbonil)pentil]-3,4-dihidroxipiperidin-2-ona . (25b)

A una disolucion de la lactantab ( 617 mg, 1,04
CbzHN CO,'Bu
M mmoles) en MeOH (40 mL), se adiciona PPTS (260

Os N
Ig\ mg, 1,04 mmoles). Se refluye durante 24 horas. Se
HO OBn evapora el disolvente y se cromatografia (AcOEt/

OH
hexano 1/1). Se obtier#bb (410 mg, 71 %) en forma

de aceite.
[a]p=+ 14 (c=1,0; CHG).
IR (NaCl): 3411 (OH), 1725 (CO), 1652 (CO).

'H-RMN (CDCl 3 400 MHz): & 1,25-1,38 (m, 2H, Ch}), 1,41 (s, 9H, C(Bl3)3), 1,42-
1,48 (m, 1H, Cht), 1,52-1,59 (m, 1H, Ck), 1,68-1,78 (m, 1H, Chj), 1,88-1,98 (m,
1H, CHy), 2,94 (d, 1H, OH), 3,15 (td] = 13,0 y 6,5 Hz, 2H, NB,), 3,41 (d,J = 7,7
Hz , 2H, H-6), 3,84 (sa, 1H, OH), 3,89 (dt= 7,8; 7,7 y 2 Hz, 1H, H-5), 3,99 (d=
2,1 Hz, 1H, H-3), 4,45 (sa, 1H, H-4), 4,59 {d= 12,0 Hz, 1H, €,Ph), 4,69 (dJ =
11,9 Hz, 1H, E,Ph"), 4,95 (sa, 1H, NH), 5,05-5,10 (m, 3H, NCCO,CH,Ph), 7,29-
7,38 (M, 10 H, CGCH,Ph, CHPh).

*C-RMN (CDCl3 400 MHz): § 22,9 (Ch), 27,7 CHz), 28,2 (CCHa)s), 29,1 CHzs),
40,9 (NCH,), 43,8 (C6), 56,3 (BH), 66,8 (NHCOOGEI,Ph), 67,5 (C4), 69,7 (C3), 71,6
y 71,7 (C5 yCH,Ph), 82,3 C(CHs)3), 128,1-128,9 (Ph-C2, Ph-C3, Ph-C4, Ph-C2’, Ph-
C3', Ph-C4’), 136,9 (Ph-C1), 137,4 (Ph-C1’), 15638), 170,0 (CO), 171,1 (CO) .
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CCF: Rf = 0,16 (Hexano/AcOEt 1:1).

ESI-MS m/z 501, 557 (M+H).

Andlisis elementalcalculado para £H40N2Og - 2H0: C, 60.80; H, 7.48; N, 4.73; O,
27.00. Encontrada: C, 60,67; H, 7,30; N, 4,63; D42

(3R,4R,5R)-5-benciloxi-N-[(1S)-3-metil-1-(tert-butoxicarbonil)butil]-3,4-

sulfinildioxipiperidin-2-ona. (26a)

A una disolucion de la lactanfba (440 mg, 1,08 mmol) en
HCO;B“ THF anhidro (5 mL), se adicionadht (647 pl, 4,61 mmol) y se

O-N lleva a 0°C. Se adiciona SQCR75ul, 2,8 mmol) gota a gota.
OBn Se agita durante una hora. Se evapora el disolyesiterudo se
\

S disuelve en CLCl, y se extrae con agua. Se seca, se filtra y se

evapora para obtener de forma cuantitativa la mezcl
diastereoméric26a, que no se separan por cromatografia en columnectBmente se

realiza la reaccion siguiente.

CCF: Rf=0,65y 0,75 (Hexano/AcOEt 1:1); Rf = 0,20 24 (Hexano/AcOEt 7:3).

(3R,4R,5R)-5-Benciloxi N-[(15)-5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-
butoxicarbonil)pentil]-3,4-sulfinildioxipiperidin-2 -ona. (26b)

N A una disolucién del compuesto didligdb (293 mg,
CbzHN CO,Bu
\/\O/\N( 0,43 mmol) en THF anhidro (8 mL), se adiciongN\Et
(257 pl, 1,83 mmol) y se lleva a 0°C. Se adiciona
Q K OBn SOCHh (109ul, 1,5 mmol) gota a gota. Se agita durante
5—
g una hora. Se evapora el disolvente y el crudo se

disuelve en CkLCl, y se extrae con agua. Se seca, se filtra y seoevg@ara obtener de
forma cuantitativa la mezcla diastereomeéfiéh, que no se separan por cromatografia
en columna. El producto de reaccién es hecho reeacinmediatamente para obtener

el siguiente producto.
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(3S,4S,5R)-3-Azido-5-benciloxi-4-hidroxi-N-[(1S)-3-metil- 1-(tert-
butoxicarbonil)butil]-piperidin-2-ona. (27a)

A una disolucion del sulfitd?6a (1,67 g, 3,69 mmoles) en

HCO;BU HMPA (40 mL), se adiciona NaN719 mg, 11,06 mmoles). Se
O N agita la disolucion a temperatura ambiente durd8tenoras.A

Ng" continuacion se adiciona & y se lava con disolucion acuosa

OH saturada de NaCl en primer lugar y, a continuadity@®, Se seca,

se filtra y se evapora. Se purifica por cromatdgrah columna (Hexano/AcOEt 8/2).

Se obtiene la azidara(1,35 g, 85 %) en forma de aceite.

'H-RMN (CDClI 3,400 MHz): § 0,90 (d,J = 4,8 Hz, 3H, CH(El3)2), 0,92 (dJ = 5 Hz,
3H, CH(Ha)2), 1,43 (s, 9H, C(El3)3), 1,5-1,6 (M, 1H, B(CHs),), 1,64 (m, 2H, CH),
2,42 (sa, 1H, OH), 3,36 (dd, J = 4,10 y 1,2 Hz, B), 3,86 (d, J = 8 Hz, 1H, OH-3),
4,01 (dd,J = 6,7 y 4,10 Hz, 1H, H-5), 4,29 (d,= 8,2 Hz, 1H, H-3), 4,68 (s, 2H,
CHPh), 5,22 (ddJ = 10,5 y 5,5 Hz, 1H, NB), 7,31-7,40 (m, 5H, OC4fPh).

13C-RMN (CDCl3 400 MHz): § 21,6 (CHCHz3)2), 23,5 (CHCHS3),'), 24,7 (CH(CHs),),
28,2 (CCH3)3), 36,9 (CH), 43,2 (C6), 54,7 ( BH), 63,2 (C3), 70,6 (C4), 72,5
(CHzPh), 72,9 (C5), 82,2Q(CHs)s), 127,9-128,9 (Ph-C2, Ph-C3, Ph-C4), 137,4 (Ph-
C1), 167,2 (CO), 170,5 (CO).

ESI-MS m/z 377, 433 [M+H],477 [M+HCOQ].

CCF: Rf = 0,85 (Hexano/AcOEt 1:1).
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(3S,4S,5R)-3-Azido-5-BenciloxiN-[(1S)-5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-
butoxicarbonil)pentil]-4-hidroxipiperidin-2-ona. (2 7b)

CbzHN co.B A una disolucibn de la mezcla de sulfitos
4 ,'Bu
\/\/Y diastereomeérico6b (310 mg, 0,51 mmoles) en DMF

Os_N
T‘J\ (6 mL), se adiciona NajN(100 mg, 1,54 mmoles). Se
N3" OBn | agita a temperatura ambiente durante 2 dias. $aeext

con EtO/ H,O. Se seca, se filtra y se evapora. Se

obtiene la azida 27b (220 mg, 73 %) en forma de aceite.
[a]p=-88,9 (c=1,0; CHG).
IR (NaCl): 3400 (OH), 2111 (%), 1727 (CO), 1652 (CO).

'H-RMN (CDCl 3 400 MHz): 5 1,24-1,33 (m, 2H, Cht), 1,42 (s, 9H, C(Els)3), 1,46-
1,57 (m, 2H, Ckb), 1,63-1,71 (m, 1H, Clj), 1,86-1,96 (m, 1H, CH), 2,43 (d, J =
4,1, 1H, OH), 3,1 (dd, J = 12,8 y 6,4 Hz, 2H, Mg 3,29-3,38 (m, 2H, H-6), 3,84 (m,
1H, H-4), 3,99 (ddJ = 6,6 y 4 Hz, 1H, H-5), 4,27 (d,= 8,2 Hz, 1H, H-3), 4,60 (das

= 11,9, 1H, OGPh), 4,70 (d,Je = 11,9 Hz, 1H, OE,Ph), 505 (s, 2H,
NHCOOM,Ph’), 5,12 (ddJ = 11,1y 4,9 Hz, 1H, NB), 7,3-7,4 (m, 5H, OCHPh).

¥C-RMN (CDCl3 400 MHz): § 22,7 (CH,), 27,5 CHap), 28,2 (CCHa3)3), 29,2 CH2s),
40,8 (NCH,), 43,4 (C6), 55,9 (8H), 63,2 (C3), 66,8 (B,Ph carbamato), 70,5 (C4),
72,6 (C5),72,6-72,7 (TH,Ph, GCH,Ph’), 82,4 C(CHs)3), 127,9-128,9 (Ph-C2, Ph-C3,
Ph-C4), 136,8, 137,4 (Ph-C1, Ph-C1’), 156,6 (C®Y,% (CO), 169,8 (CO) .

CCF: Rf = 0,47 (AcOEt/Hexano 1/1).

ESI-MS m/z 526, 582 [M+H], 539 [M+NH,]".

Andlisis elementalcalculado para £H39NsO7-4H,0: C, 55.12; H, 7.25; N, 10.71; O,
26.92. Encontrada: C, 55,11; H, 6,61; N, 10,4021088.
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(3S,4S,5R)-3-amino-5-benciloxi-4-hidroxi-N-[(1S)-3-metil-1-(tert-
butoxicarbonil)butil]-piperidin-2-ona.(28a)

mL), se adiciona catalizador de Lindlar (1 g). Sgitaa a
O temperatura ambiente en atmdésfera de hidrégenbdpliurante
v OBn

>\( A una disolucién de la azid&a (1 g, 2,31 mmol) en EtOH (20
COZtBU

48 horas. Se filtra sobre Celitgy se evapora el disolvente. Se

obtiene la amin&28a cuantitativamente en forma de aceite.

'H-RMN (CDCI 3 400 MHz): § 0,88 (d,J = 6,40 Hz, 3H, CH(El3),), 0,90 (d,J = 6,6
Hz, 3H, CH(GHs)?), 1,43 (S, 9H, C(€ls)s), 1,46-1,67 (M, 3H, B(CHs), CH,), 2,60
(sa, 3H, ®1, NH,), 3,33 (dd, J = 13,1 y 3,3 Hz, 1H, H-6), 3,40 (dcs 13,1y 3,3 Hz,
1H, H-6"), 3,86 (d, J = 8 Hz, 1H, OH-3), 3,72 (dds 9,70 y 0,8 Hz, 1H, H-3), 3,82 (dd,
J=9,90 y 1,80 Hz, 1H, H-4), 4,08 (m, 1H, H-5), 49 J = 12 Hz, 1H, B,Ph), 4,78
(d,J = 12 Hz, 1H, ©,Ph), 5,19 (dd,) = 9,70 y 6,40 Hz, 1H, Ni), 7,31-7,35 (m, 5H,
OCH,Ph).

3C-RMN (CDCl3 400 MHz): § 21,5 (CHCHs)2), 23,5 (CHCHs),), 24,6 CH(CHa)y),
28,2 (CCHa)3), 36,9 CH,), 44,2 (C6), 54,5 (BH), 54,9 (C3), 72,4 (C4), 72,&H,Ph),
73,4 (C5), 82,0Q(CHa)s), 127,7-128,7 (Ph-C2, Ph-C3, Ph-C4), 138,1 (Ph-CID,8
(CO).

ESI-MS m/z 351, 407 [M+H].

CCF: Rf =0,00-0,05H3", Hexano/AcOEt 1:1).
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(3S,4S,5R)-3-Amino-5-benciloxi- N-[(1S)-5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-
butoxicarbonil)pentil]-4-hidroxipiperidin-2-ona. (2 8b)

A una disolucion de la azid&/b (450 mg, mmol) en
EtOH (5 mL), se adiciona catalizador de Lindlarq24

Os N
T‘)\ mg). Se agita a temperatura ambiente en atmdésfera de
HaN' OBn 1 hidrégeno (globo) durante 2 horaSe filtra sobre
OH

CbzHN CO,'Bu

Celite” y se evapora el disolvente. Se obtiene la amina

28b (361 mg, aprox 84 %, no purificada ) en forma ckita.

IR (NaCl): 3339 (NH), 1725 (CO), 1653 (CO).

'H-RMN (CDCl 3 400 MHz): § 1,24-1,34 (m, 2H, Cht), 1,42 (s, 9H, C(Bl5)3), 1,45-
1,50 (m, 1H, Chk), 1,60-1,70 (m, 1H, Ckj), 1,84-1,92 (m, 2H, Chj), 3,08 (m, 2H,
CH,N), 3,29 (dd, J = 13,1 y 3,4 Hz, 1H, H-6), 3,40 (d& 13,0 y 3,3 Hz, 1H, H-6"),
3,70 (d, J = 9,9 Hz, 1H, H-3), 3,76 (db= 9,9 y 2,3 Hz, 1H, H-4)4,07 (q,J = 3,1 Hz,
1H, H-5),4,68 (d,Jas = 11,9, 1H, O@,Ph), 4,78 (dJas = 11,9 Hz, 1H, OB,Ph’),

5,06 (s, 2H, NHCOOB,Ph), 5,12 (dd,J = 11,1 y 5,0 Hz, 1H, NB), 7,28-7,36 (m,
10H, OCHPh, NHCOOCHPh).

CCF: Rf = 0,00-0,05 KH3", Hexano/AcOEt 1:1).

ESI-MS m/z 500, 556 [M+H].

(3S,4S,5R)-5-Benciloxi-3-(9-fluorenilmetoxicarbonilamino)-4-Hidroxi- N-[(1S)-3-
metil-1-(tert-butoxicarbonil)butil]piperidin-2-ona. (29a)

A una disolucion de la amir28a (650 mg, 1,60 Mmol) en
HCOZIB“ acetona (10 mL), se adiciona FmocOSu (702 mg, 2,08
Ox N mmol) y a continuaciéon NaHGJ430 mg, 5.12 mmol). Se

EFmocHN agita a temperatura ambiente durante 18 horas.. Se

OH cromatografia (AcCOEt/ hexano 6/4) para obte?@a (990
mg, 98 %) en forma de solido amarillento.
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'H-RMN (CDCI 5,400 MHz): § 0,88 (d,J = 6,40 Hz, 3H, CH(E),), 0,92 (dJ = 6,5
Hz, 3H, CH(®3),), 1,44 (s, 9H, C(El3)s), 1,51-1,66 (m, 3H, B(CHs),, CH,), 3,34
(dd, J = 12,9 y 3,1 Hz, 1H, H-6), 3,40 (dd, J =71 2,4 Hz, 1H, H-6’), 4,00 a 4,08 (m,
2H, H-4,H-5), 4,24 (t) = 7,1 Hz, 1H, CH-Fmoc), 4,40 (d, J = 6,3 Hz, 2H{,&moc),
4,60 (dd, J =9,1y 4,1 Hz, 1H, H-3), 4,71 (d, 3159 Hz, 1H, E,Ph), 4,87 (d, J =11,9
Hz, 1H, tH.Ph’), 5,19 (dd,J = 9,60 y 6,50 Hz, 1H, N&), 5,97 (s, 1H, NH), 7,28-7,43
(m, 9H, Ph, H2 y H3-Fmoc), 7,61 (d,= 7,4 Hz, 2H, H1-Fmoc), 7,76 (d,= 7,5 Hz,
2H, H4-Fmoc).

13C-RMN (CDCl3 400 MHz): § 21,4 (CHCHa)2), 23,5 (CHCHS3),'), 24,6 (CH(CHs),),
28,2 (CCHs)3), 36,9 CH,), 44,5 (C6), 47,3 (CH-Fmoc), 55,1 QM), 55,9 (C3), 68,0
(CHx-Fmoc), 73,2 (C5), 73,3 (GRh), 73,8 (C4), 82,3Q(CHs)3), 120,2 (C4-Fmoc),
125,4 (C1-Fmoc), 127,3-128,7 (Ph-C2, Ph-C3, Ph@y C3-Fmoc), 138,1 (Ph-C1),
141,5 (C5-Fmoc), 143,9 (C6-Fmoc), 159,1 (CO carliajna68,2 (CO), 170,5 (CO).

ESI-MS m/z 573, 629 [M+H].
CCF: Rf = 0,62 (Hexano/AcOEt 1:1)
(3S,4S,5R)-5-Benciloxi-N-[(1S)-5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-

butoxicarbonil)pentil]-3-(9-fluorenilmetoxicarbonil amino)-4-hidroxipiperidin-2-
ona. (29b)

. A una disolucion de la amina8b (361 mg, 0,65
CszNMCOZ Bu
mmol) en acetona (5 mL), se adiciona FmocOSu (285

Os_N
mg, 0,84 mmol) y a continuacion NaHg(.74 mg,
FmocHN"" OBn

. 2,08 mmol). Se agita a temperatura ambiente durante

24 horas. Se extrae con &b y disolucion acuosa
saturada de NaCse cromatografiéAcOEt/ hexano 4/1) para obter2b (300 mg, 59

%) en forma de sélido amarillento.

[a]p = -23,6 (c= 1,0; CHG).
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IR (NaCl): 3340 (OH), 1721 (CO).

'H-RMN (CDCIl 3 400 MHz): & 1,24-1,3 (m, 2H, Ch), 1,43 (s, 9H, C(83)3), 1,39-
1,50 (m, 2H, CH), 1,59-1,67 (m, 1H, Ckj), 1,88-1,92 (m, 1H, CH’), 3,07 (m, 2H,
NHCH,), 3,31 (ddJ = 12,8 y 2,0 Hz, 1H, H-6), 3,42 (d,= 12,4 Hz, 1H, H-6"), 4,02-
4,05 (m, 2H, H-4 y H-5), 4,24 (§,= 7,1 Hz, 1H, CH-Fmoc), 4,40 (ddl= 6,9y 2,1 Hz,
2H, CH-Fmoc), 4,56 (dd) = 8,5 y 4,3 Hz, 1H, H-3), 4,70 (d, = 11,9 Hz, 1H,
OCH,Ph), 4,87 (dJ = 11,9 Hz, 1H, OE,Ph’), 5,01 (ddJ = 11,1y 4,9 Hz, 1H, NB),
5,07 (s, 2H, NHCOOB,Ph), 5,92 (sa, 1H, NH), 7,27-7,43 (m, 14H, Ph, M-B-3
Fmoc), 7,61 (dJ = 7,5 Hz, 2H, H1-Fmoc), 7,76 (d= 7,5 Hz, 2H, H4-Fmoc).

°C-RMN (CDCl3 400 MHz): § 22,9 (Ch), 27,6 CHzp), 28,3 (CCHa)s), 29,4 CHzs),
40,9 (NHMH,), 44,8 (C6), 47,3 (CH-Fmoc), 56,1 (C3), 56,7 Cf¥), 66,8
(NHCOOQH,Ph), 68,0 (CH-Fmoc), 73,0 (C5), 73,3 (@H.Ph), 73,8 (C4), 82,4
(C(CHg)3), 120,2 (C4-Fmoc), 125,4 (C1-Fmoc), 127,4-128,AH€h, C2-Fmoc y C3-
Fmoc), 138,1 (Cipso-Ph), 141,5 (C5-Fmoc), 143,9-F&fbc), 156,5 (CO), 159,0 (CO),
168,3 (CO), 169,9 (CO) .

CCF: Rf = 0,37 (Hexano/AcOEt 1:1).
ESI-MS m/z 722, 778 [M+H].

Andlisis elementalcalculado para £Hs1N309.2H,0: C, 66.40; H, 6.81; N, 5.16; O,
21.62. Encontrada: C, 66,72; H, 6,68; N, 5,19; O42.
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6.2. EXPERIMENTAL DEL CAPITULO 3.

Para la sintesis en fase sélida se utilizé la aesiloruro de 2-clorotritilo
comercialmente funcionalizada con L-Prolina, comaéo de particula de 100 a 200
mesh y una funcionalizacion de 0,69 mmol/ g. deneesSe utilizaron jeringas de
polipropileno equipadas con una placa filtrante pddietiileno poroso. La resina se
mantiene en el interior de la jeringa, en la queaade la cantidad de reactivo y/o
disolvente necesaria, de manera que la resina (oietie cubierta y solvatada. La
agitacion se realiza manualmente mediante varageftim y una vez finalizada la
reaccion o lavado, el disolvente y los excesosedetivo se eliminan por filtracion. La
sintesis manual multiple en paralelo se realizarebloque de polipropileno VacMan®
de 20 posiciones (Figura 63), equipado con llavestagias que conectan con un
deposito central, sobre las cuales se colocanelazgps. En uno de los laterales se
encuentra la entrada del sistema de vacio, quétdald filtracion de los residuos
provenientes de las diferentes etapas de lavado.

Figura 63.VacMan®

El control de nuestros péptidos, asi como la pusggianto del método que se
utilizaria posteriormente en el HPLC de tipo seepgarativo, se realizo utilizando un
HPLC analitico Waters, constituido per una bombaatia modelo 1525, un
autoinyector modelo 717 plus, un detector de laicgde onda dual modelo 2487 y un
programa de controBreezeversion 3.2. Se utilizé una columna de fase irevers
SymmetnCisg, 4,6 x 150 mm, fm (Waters) con un gradiente estandar de 0 a 108 % d

B (acetonitrilo) en A (agua) en 15 minutos y al wemtro en condiciones de elucion
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mas suaves (gradiente mas “plano”). Las fases e®wjue se utilizaron fueron:
A:0,045 % TFA en HO y B: 0,036 % de TFA en acetonitrilo.

Los productos se purificaron en un aparato Wadetta Prep 4000, constituido
por Waters Prep LC Controller, un detector de ltutgide onda dual model 2487, un
colector de fracciones Watdfsaction Collector Ily un programa de contrassLynx
version 3.5, con una columna de fase inv&gametryCig, 19 x 100 mm, um. Los
crudos (50-100 mg) se disolvieron epgH(10 mL) y a continuacion se introdujeron en
el inyector (capacidad de 10 mL). Las fases movjles se utilizaron fueron: A:0,1 %
TFA en HO y B: 0,1 % de TFA en acetonitrilo. Las purificaes se llevaron a cabo
con un gradiente puesto a punto previamente erPelCHle tipo analitico con tiempos
de elucion variables de 30 minutos a una horayeaidn de la complejidad del crudo)
Las fracciones se recogieron en intervalos de 28 asegundos (dependiendo del
compuesto) a la vez que se controlaba la elucibpéafgido midiendo la absorbancia a
220y 254 nm.

Los péptidos se caracterizaron por HPLC, por MAO@F y andlisis de
aminoacidos (AAA). En el caso del HPLC se dan dategiempo de retencion y se
calcula de forma aproximada la pureza. En el casdosl datos de MALDI-TOF se
indica, segun se observe, la (M¥H)a (M+Na) o la (M+K)" (ver preparacion de
muestras en 6.1). Los datos de los analisis decatinhos se expresan en abundancias

relativas.

Los controles de funcionalizacion de nuestras assiriras el primer
acoplamiento aminoacidico se llevaron a cabo atiliio un espectrometro de UV-
visible Shimadzu, model UV-2501 PC. Este método sel llevo a cabo en la puesta a
punto del método y en las sintesis previas a lda geesente tesis doctoral. A partir de
entonces se utilizé una resina comercialmente émacizada con prolina y por tanto no
fue necesario calcular la funcionalizacion (en estso se utiliza la funcionalizacién

suministrada por el proveedor)

La liofilizacion de los péptidos se llevé a cabando un liofilizador Virtis,
modelo Freezamobile 12 EL.
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La desbencilacion de las lactamas se lleva a casola purificacion de las
mismas mediante HPLC semipreparativo. Esta hidges no fue posible llevarla a
cabo a presion atmosférica y se tuvo que recutarhadrogenacion a presion. Para ello
se utiliz6 un reactor autoclave Bichi Glas Ustendelo "Miniclave drive" con

agitacion por acoplamiento magnético con un cudgpacero de 200 ml.
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6.2.1. Caracterizacion de los péptidos

A continuacién se detallan los datos experimental#enidos, necesarios para
la caracterizacion de nuestros compuestos, trasintesis de nuestra biblioteca
ciclopeptidica (proceso sintético detallado enaglitwlo 3.3.1), asi como las reacciones
de desbencilacién de C-5 por hidrogenacion catalign los ciclopéptidos lactamicos
cuando proceda.

P1.ciclo(Asn-Ser-Leu-Ala-lle-Pro-Phe) (Stylostatin 1)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco

% éi( o L-Prolina, 500 mg
;{ Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g

E/( Zo NH Tamario de particula de la resina; 100-200 mesh
J\? Grupos protectores: Asn(Trt), S&u)
i Rendimiento: 13 %

Pureza: 92 %

Cantidad: 33 mg

HPLC: t = 10,43 min, gradiente-& 100% en 15 min, columna €= 220 nm.

HPLC: t = 10,24 min, gradiente 15 70 % en 15 min, columna;£(5um), A = 220
nm.

HPLC: t = 11,61 min, gradiente 25 35 % en 15 min, columna; £(5um), A = 220
nm.

MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 743,33; (M+Na)=765,32; (M+K} = 781,29.

AAA: Asn 1,22; Ser 1.0; Leu 1.16; Pro 1,19; Ala3;,1le 1,21; Phe 1,21.
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P2. Ciclo(Lys-Ser-Leu-Ala-lle-Pro-Phe)

e
5%”7“”“

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco
L-Prolina, 200 mg

Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g

Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh
Grupos protectores: Lys(Boc), SBi)
Rendimiento: 14 %

Pureza: 96 %

Cantidad: 15 mg

HPLC: t = 9,40 min, gradiente 8> 100% en 15 min, columna§(5um), A = 220 nm.
HPLC: t = 8,36 min, gradiente 15 70 % en 15 min, columna&(5um), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 757,52; (M+Na)= 779,50; (M+K) = 795,48.

AAA: Leu 1,03; Ser 0,88; Pro 1,10; Ala 1,03; 1l®8; Phe 1,02; Lys 1,01.

P3. CiclqArg-Ser-Leu-Ala-lle-Pro-Phe)

Ufe
5 HHH 4

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco
L-Prolina, 200 mg

Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g

Tamario de particula de la resina: 100-200 mesh
Grupos protectores: Arg(Pbf), S&u)
Rendimiento: 20 %

Pureza: 99 %

Cantidad: 22 mg

HPLC: t = 9,46 min, gradiente 8> 100% en 15 min, columna§(5um), A = 220 nm.
HPLC: t = 8,69 min, gradiente 15 70% en 15 min, columna &(5um), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 785,38, (M+Na)= 807,36; (M+KJ = 823,33.
AAA: Leu 1,05; Ser 0,86; Pro 1,02; Ala 1,02; 11®Q; Phe 1,02; Arg 1,04.
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P4. Ciclo(Asp-Ser-Leu-Ala-lle-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco

% i( oH L-Prolina, 400 mg
;{ Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g

7o NH Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh

H Grupos protectores: Asp(), Ser{Bu)
L Rendimiento: 11 %

Pureza: 90 %

Cantidad: 22,4 mg

HPLC: t = 8,70, gradiente 8> 100% en 15 min; columna Cig (5um), A = 220 nm.
HPLC: t = 8,50 min, gradiente 15 70 % en 15 min, columna&(5um), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+Na)" = 766,47, (M+K) = 782,42.

AAA: Asp 1,01; Leu 1,03; Ser 0,88; Pro 1,03; Al@1L;, lle 1,02; Phe 1,02.

P5. CicldAsn-Ser-Thr-Ala-lle-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco

% é:( o | L-Prolina, 200 mg
;{ Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g

%o NH Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh

J\/ Grupos protectores: Asn(Trt), S&u), Thr(Bu)
A Rendimiento: 15 %
Pureza: 93 %

Cantidad: 16 mg

HPLC: t = 9,57, gradiente 8> 100% en 15 min, columna €= 220 nm.
HPLC: t = 8,73, gradiente 15> 70% en 15 min, columna €= 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 731,39; (M+Na)= 753,38; (M+K) = 769,35.
AAA: Asn 1,00; Thr 0,8; Ser 0,7; Pro 1,00; Ala 1,0@ 1,00; Phe 1,00.
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Seccidon experimental

P6. Ciclo(Lys-Ser-Thr-Ala-lle-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco
L-Prolina, 600 mg
% Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g

Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh

E/( Grupos protectores: Lys(Boc), SBd), Thr(Bu)
E: J\I')N Rendimiento medio: 5 %
Pureza: 95 %
Cantidad total obtenida: 15 mg
HPLC: t = 8,5-8,7 min, gradiente 8> 100% en 15 min, columna;£(5um), A = 220

nm.
HPLC: t = 8,25 min, gradiente 15 45 % en 15 min, T =45 °C, columng(um), A
=220 nm.

MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 745,5; (M+Naj = 767,5; (M+K) = 783,4.

AAA: Thr 0,90; Ser 0,82; Pro 1,08; Ala 1,02; 11©®; Phe 1,02; Lys 1,01.

P7.Ciclo(Arg-Ser-Thr-Ala-lle-Pro-Phe)

NH Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadancb-
Prolina, 200 mg
Funcionalitzacién: 0,69 mmol/ g

% OH Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh

o;g Grupos protectores: Arg(Pbf), S&u), Thr(Bu)
5 Rendimiento: 12 %
a HJ\/ Pureza: 88 %
Cantidad: 14 mg
HPLC: t = 8,72 min (pico doble), gradiente-® 100% en 15 min, columna;£(5um),
A =220 nm.
HPLC: t = 8,63 min, gradiente 8> 100% en 15 min, T = 45 °C, columnagCoum), A
=220 nm.
HPLC: t = 7,47 min, gradiente 15 70% en 15 min, T = 45 °C, columnas@Sum), A
=220 nm.
HPLC: t = 7,3 min, gradiente 26> 30 en 15 min, columna;&(5um), A = 220nm.
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Capitulo 6

MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 773,50, (M+Na)= 795,41; (M+K) = 811,39.
AAA:; Thr 0,93; Ser 0,81; Pro 1,04; Ala 1,01; 1l©0; Phe 1,02; Arg 1,06.

P8. Ciclo(Asp-Ser-Thr-Ala-lle-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco
% CN OH L-Prolina, 200 mg
;{ Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g

O NH
Tamario de particula de la resina: 100-200 mesh

J7/ Grupos protectores: Asp(), Ser{Bu), Thr(Bu)
& Rendimiento: 11 %

Pureza: 84 %

Cantidad: 12 mg

HPLC: t = 9,78, gradiente 8> 100% en 15 min; columna Cyg (5um), A = 220 nm.
HPLC: t = 11,69 min, gradiente 15 40 % en 15 min, columna; £(5um), A = 220
nm.

MALDI (matriz ACH): (M)"= 732,5, (M+Na) = 754,2, (M+KJ = 770,35.

AAA: Asp 1,02; Thr 0,90; Ser 0,76; Pro 1,06; Al@3; lle 0,91; Phe 1,06.

P9. Ciclo(Asn-Ser-Lys-Ala-lle-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco
Q(H;(OH L-Prolina, 400 mg
5 NH

Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g

Tamario de particula de la resina: 100-200 mesh
i HH Grupos protectores: Asn(Trt), Lys(Boc), SBu)
Rendimiento: 15 %

Pureza: 91 %

Cantidad: 32,6 mg

HPLC: t = 6,96, gradiente-8 100 % en 15 min, columna£&5um), A = 220 nm.
HPLC: t = 5,68, gradiente 5 70 % en 15 min, columna £(5um), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" =758,44; (M+Na)=780,43; (M+K) = 796,41.
AAA: Ser 0,92; Ala 1,00; Pro 1,08; lle 1,06; Asi®2; Phe 1,07; Lys 1,07.
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Seccidon experimental

P10.Ciclo(Lys-Ser-Lys-Ala-lle-Pro-Phe)

-

H,N
H H
%NQ(N;{OH
Y
o oo
H

O

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco
L-Prolina, 200 mg

Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g

Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh
Grupos protectores: Lys(Boc), SBif)

0
H
NH

0" "NH
o o
N Q HN
T
A H

“H Rendimiento: 23 %

NH,
Pureza: 84 %

Cantidad: 25 mg

HPLC: t = 8,54, gradiente-8 100 % en 15 min, columna£5um), A = 220 nm.
HPLC: t = 11,57, gradiente-8 50 % en 15 min, columna&(5um), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 772,41; (M+Na)= 794,40; (M+K) = 812,41.
AAA: Ser 0,89; Pro 1,03; lle 0,98; Ala 1,02, Phe3,Lys 2,04.

P11.Ciclo(Arg-Ser-Lys-Ala-lle-Pro-Phe)

b
% bl

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco
L-Prolina, 400 mg

Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g

Tamario de particula de la resina: 100-200 mesh
Grupos protectores: Arg(Pbf), Lys(Boc), SR
Rendimiento: 7%

Pureza: 93 %

ONH

erouty

Cantidad: 16 mg

HPLC: t = 6,24, gradiente-8 100 % en 15 min, columna£5um), A = 220 nm.
HPLC: t = 4,56, gradiente 15 70 % en 15 min, columna £&(5um), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 800,64; (M+Na)= 822,66; (M+K) = 838,62.
AAA: Ser 0,86, Pro 0,98, Ala 0,95, lle 0,95, Ph@dl Lys 0,96, Arg 1,06.
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Capitulo 6

P12.Ciclo(Asp-Ser-Lys-Ala-lle-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco

% ?}H(H OH L-Prolina, 400 mg
o;( Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g
NH
E/( Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh

: HJ\/ Grupos protectores: ASp(), Lys(Boc), SefBu)
Rendimiento: 13 %

Pureza: 91 %

Cantidad: 28,4 mg

HPLC: t = 6,23, gradiente-8 100 % en 15 min, columna£5um), A = 220 nm.
HPLC: t = 5,91, gradiente 15 70 % en 15 min, columna£&(5um), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 759,47; (M+Na)= 781,48; (M+K) = 797,44.
AAA: Asp 1,00; Ser 0,89; Pro 1,06; Ala 1,00; 1leQ1; Phe 1,04; Lys 1,01.

P13 Ciclo(Asn-{Ser(OBn)-Leu}-Ala-lle-Pro-Phe)

% it!( Ij Ya descrito en el grupo, no se vuelve a sintetizar
5 g‘ J\;/'N

P14. Ciclo(Asn-{Ser-Leu}-Ala-lle-Pro-Phe)

Ui
K

Ya descrito en el grupo, no se vuelve a sintetizar
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Seccidon experimental

P15. Ciclo(Lys-{Ser(OBn)-Leu}-Ala-lle-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco

L-Prolina, 300 mg
Q')L Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g
Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh
E/( é HN Grupos protectores: Lys(Boc)
J\/

Rendimiento: 18 %

Pureza: 89 %

Cantidad: 33,7 mg

HPLC: t = 10,98 min, gradiente-8> 100% en 15 min, columna&(5um), A = 220 nm.
HPLC: t = 11,52 min, gradiente 35 70 % en 15 min, columna;£(5um), A = 220
nm.

MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 889,50; (M+Na)= 911,48; (M+K) =.927, 46.

P16. CicldLys-{Ser(OH)-Leu}-Ala-lle-Pro-Phe)

Para la obtencién del compuestb se disolvieron 25

mg del compuesto 15 en 20 mL de MeOH. Esta
% disolucion se tratd con4h presion de 4 bares durante 7
dias. Se realizaron controles de progreso de kxi@a

5 mediante HPLC analitico. Una vez acabada se se&bar6
é )J\?N Pd-C por filtracién y se evaporé el disolvente atio.

El producto se resuspendio en(HYy se liofilizo,

obteniéndose un polvo blanco de forma cuantitativa.
Rendimiento: cuantitativo
Pureza: 91 %
Cantidad: 20 mg
HPLC: tr = 9,54 min, gradiente-8 100% en 15 min, columna C18u(8), A = 220 nm.
HPLC: tr = 9,00 min, gradiente 3570 % en 15 min, columna C18uf5), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)+ =799, 36; (M+Na)+ = 8287; (M+K)+ = 837,35.
AAA: Pro 1,05; lle 1,01; Phe 0,95; Lys 0,97; Al®4,
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Capitulo 6

P17.Ciclo(Asn-{Ser(OBn)-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizada
% g:( con L-Prolina, 100 mg.
Ij Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g
5 Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh
é )J7/ Grupos protectores: Asn(Trt), THB()

Rendimiento: 10 %

Pureza: 99 %

Cantidad: 6 mg

HPLC: t = 10,87, gradiente 6> 100% en 15 min, columna €= 220 nm.
HPLC: t = 11,13, gradiente 15 70% en 15 min, columna €= 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 863,36; (M+Na)=885,34; (M+K} = 901,32,

P19.Ciclo(Lys-{Ser(OBn)-Thr}-Ala-1le-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizada
con L-Prolina, 200 mg

% J@ Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g
Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh

5 Grupos protectores: Lys(Boc), TiB()

? )177“ Rendimiento: 21 %

Pureza: 96 %

Cantidad: 26 mg
HPLC: t = 9,79 min, gradiente 8> 100% en 15 min, columna§(5um), A = 220 nm.
HPLC: t = 9,39 min, gradiente 35 70 % en 15 min, columna, &(5um), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 877,54; (M+Na)= 899,54; (M+K) = 915,51.
AAA: Pro 1,19; Ala 1,07; lle 1,14; Phe 0,83; LyS840,
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Seccidon experimental

P20. Ciclo(Lys-{Ser(OH)-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe)

Para la obtencién del compueg&dse disolvieron 18,6
mg del compuestd9 en 20 mL de MeOH (para una

% concentracion aproximada de 1 mg/mL) . Esta
disolucién se tratd con#h presion de 3,5 bares durante

6 dias. Se realizaron controles de progreso de la

5? J\/ reaccion mediante HPLC analitico. Una vez acabada s

separo el Pd-C por filtracion y se evaporo el disole

al vacio. El producto se resuspendié enOH

acetonitrilo y se liofilizé, obteniéndose un poblanco de forma cuantitativa.

Rendimiento: cuantitativo (HPLC).

Pureza: 93 %.

Cantidad: 16,7 mg

HPLC: t = 8,91 min, gradiente 8> 100% en 15 min, columna §&5um),

A =220 nm.

HPLC: tr = 7.57 min, gradiente 3570 % en 15 min, columna C18uf&), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 787,48; (M+Na) = 809,46; (M+KJ = 825,44.

AAA: Pro 1,09; lle 1,01; Phe 0,90; Lys 0,94; Al®4a,

P21.Ciclo(Arg-{Ser(OBn)-Thr}-Ala-1le-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco

L-Prolina, 200 mg
% i( g Funcionalitzacién: 0,69 mmol/ g
Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh

Grupos protectores: Arg(Pbf), THB()
o Rendimiento: 17%
. 0
H H)ﬁ

Pureza: 90 %

Cantidad: 22 mg

HPLC: t = 9,94 min, gradiente 8> 100 % en 15 min, columna£X5um), A = 220 nm.
HPLC: t = 9,58 min, gradiente 15 70 % en 15 min, columna, §&(5um), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 905, 89; (M+Na) = 927,82; (M+K) = 943,79.
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Capitulo 6

AAA: Pro 1,03; lle 0,96; Phe 0,95; Arg 1,09; Al&Q,

P22.Ciclo(Arg-{Ser(OH)-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe)

HNe NH: Para la obtencion del compue8®2 se disolvieron 21,5
NH mg del compuest®21 en 20 mL de MeOH (para una
4 © 2\}[4(“ oH . concentracién aproximada de 1 mg/mL). Esta dis6tuci
;\IH N I) se tratd con ka presion de 4 bares durante 2 dias. Se

o o . L
h o N realizaron controles de progreso de la reacciénanssl
) o
\OH ,ys z
o HN@ HPLC analitico. Una vez acabada se separo el PorC p

HH H filtracion y se evapord el disolvente al vacio. El

producto se resuspendié en,(d acetonitrilo y se
liofilizd, obteniéndose un polvo blanco de formatitativa.

Rendimiento: cuantitativo

Pureza: 84 %

Cantidad: 19 mg

HPLC: t = 9,05 min, gradiente-8 100 % en 15 min, columnagX5um), A = 220 nm.
HPLC: t = 7.57 min, gradiente 35 70 % en 15 min, columna §&(5um), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 815,39; (M+Nad)= 837,37; (M+K) = 853,35.

AAA: Pro 1,09; lle 0,94, Phe 0,91; Arg 0,97; Al®9,

P23.Ciclo(Asp-{Ser(OBn)-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizada
con L-Prolina, 100 mg

Funcionalitzacién: 0,69 mmol/ g

Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh
Grupos protectores: Aspl), Thr(Bu)
Rendimiento: 12 %.

Pureza: 97 %

Cantidad: 7 mg

HPLC: t = 11,33, gradiente 8> 100% en 15 min; columna Cig (5um), A = 220 nm.

HPLC: t = 11,71 min, gradiente 15 70 % en 15 min, columna;£(5um), A = 220

nm.
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Seccidon experimental

MALDI (matriz ACH): (M+H)'= 864,43, (M+Na) =886,41, (M+K} = 902,39.

P27.Ciclo(Lys-Lys-Leu-Ala-lle-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco

L-Prolina, 200 mg
;(\/V Funcionalitzacién: 0,69 mmol/ g
5 °o NH

Tamario de particula de la resina: 100-200 mesh
J\/ Grupos protectores: Lys(Boc)

L Rendimiento: 42 %

Pureza: 98 %

Cantidad: 47 mg

HPLC: t = 8,47, gradiente-8 100 % en 15 min, columna&5um), A = 220 nm.
HPLC: t = 7,02, gradiente 15 70 % en 15 min, columna £(5um), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" =798,49; (M+Na)=820,48; (M+K} = 836,46.
AAA: Ala 1,00; Pro 1,03; lle 0,99; Leu 1,00; Ph&®, Lys 2,00.

P28. Ciclo(Lys-Ser-Leu-Lys-lle-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco

L-Prolina, 400 mg
OH Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g
O NH

Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh

AN 7 Rendimiento: 21 %

% O iy X\( Grupos protectores: Lys(Boc), Sexf)
A

Pureza: 99 % (2 picos)

Cantidad: 47,2 mg

HPLC: t = 8,27 y 8,40 min, gradiente-® 100 % en 15 min, columna;£(5um), A =
220 nm.

HPLC: { = 6,41 y 6,75 min, gradiente 4570 % en 15 min, columna;£(5um), A =
220 nm.

HPLC: t = 6,01 min, gradiente 15 70 % en 15 min, T = 45 °C, columngsC5um), A
=220 nm.

MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 814,50; (M+Na)= 836,49; (M+K) = 852,47.
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Capitulo 6

AAA: Ser 0,82; Pro 1,03; lle 1,01; Leu 1,03, Ph@3l Lys 2,12.

P29.Ciclo(Lys-Ser-Leu-Ala-Lys-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco

L-Prolina, 200 mg
% OH Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g
0 NH

Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh
Grupos protectores: Lys(Boc), SBif)

o Rendimiento: 13 %

Cantidad: 14 mg

HPLC: t = 7,12 min, gradiente 0%> 100% en 15
min, columna Gg (5um), A = 220 nm.

HPLC: tr = 5,99 min, gradiente 15% 70 % en 15 min, columna£5um), A = 220
nm.

MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 772,44; (M+Na)= 794,43; (M+K) = 810,41.

AAA: Ser 0,91; Pro 1,03; Ala 1,03; Leu 1,00; Ph@3} Lys 2,03.

HoN

P30 Ciclo(Lys-Lys-Thr-Ala-lle-Pro-Phe)

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco

L-Prolina, 200 mg
% Funcionalitzacién: 0,69 mmol/ g
;(\/V Tamarfio de particula de la resina: 100-200 mesh
5 Grupos protectores: Lys(Boc), TiB()

q HH Rendimiento: 19 %
Pureza : 98 %

Cantidad: 20,7 mg

HPLC: t = 8,16 min, gradiente-8 100 % en 15 min, columnag5um), A = 220 nm.
HPLC: t = 6,38 min, gradiente 15 70 % en 15 min, columna, &(5um), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" =786,54; (M+Na)= 808,53; (M+K) = 824,51.
AAA:; Ala 1,03; Pro 1,12; lle 0,98; Thr 0,86, Ph®3; Lys 2,07.
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Seccidon experimental

P31.Ciclo(Lys-Ser-Thr-Lys-lle-Pro-Phe).

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco

H,N
L-Prolina, 200 mg

% HH o om Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g

. LR T ;6 Tamaifio de particula de la resina; 100-200 mesh

IE(N ° 5 Xﬁwom Grupos protectores: Lys(Boc), S8if), Thr(Bu)

N 7, © Rendimiento: 29 %
%H Pureza: 89 %

N Cantidad: 32 mg
HPLC: t = 7,55 y 7,69 min., gradiente-©100 % en 15 min., columna§5um), A =
220 nm.
HPLC: t = 5,32 (ancho), gradiente 4670 % en 15 min., columna;£(5um), A = 220
nm.
HPLC: t = 7,92 min. ( un pico fino), gradiente-0100 % en 15 min., T = 45°C,
columna Gg (5um), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" =802,54; (M+Na)= 824,55; (M+KJ = 840,53.
AAA: Thr 0,90; Ser 0,75; Pro 1,16; lle 0,97; Phe&t,Lys 2,16.

P32.Ciclo(Lys-Ser-Thr-Ala-Lys-Pro-Phe)

H,N

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco
L-Prolina, 200 mg

Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g

Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh
Grupos protectores: Lys(Boc), S8if), Thr(Bu)
Rendimiento: 18 %

Pureza: 96 %

Cantidad: 19 mg

HPLC: t = 5,59, gradiente-8 100 % en 15 min, columna C188), A = 220 nm.
HPLC: t = 3,06, gradiente 5 70 % en 15 min, columna C18uf&), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)+ = 760,52; (M+Na)+ = 7885; (M+K)+ = 798,51
AAA: Ser 1,09; Pro 1,01; Ala 1,09; Thr 0,89; Ph@@,Lys 1,95.

H,N
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P33.Ciclo(Lys-{Ser(OBn)-Leu}-Ala-Lys-lle-Pro-Phe)

HO
N

O N
H/,_ H

N_ O

o 4 NH
- N
|:| H ~ ﬂ H
H O

H,N

HoN
Q QHH
<N

N
o
H o
o

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco
L-Prolina, 200 mg.

Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g

Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh
Grupos protectores: Lys(Boc)

Rendimiento: 26 %

Pureza: 94 %

Cantidad: 33,2 mg

HPLC: t = 9,91, gradiente -6 100 % en 15 min,

columna C18 (bm), A = 220 nm.
HPLC: t = 9,84, gradiente 15 70 % en 15 min, columna C18uf6), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)+ = 1017,57; (M+Na)+ = 1(0856; (M+K)+ = 1055,54.

P34.Ciclo(Lys-Ser-Leu-Ala-Lys-lle-Pro-Phe).

H,N
2 HH
<N
N / ~OH
L H
O” °NH

H
o. N
H

H,N

b

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco
L-Prolina, 400 mg.

Funcionalitzacion: 0,69 mmol/ g

Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh
Grupos protectores: Lys(Boc), SBif)

Rendimiento: 28 %

Pureza: 92 %

Cantidad: 68,6 mg.

HPLC: t = 8,00, gradiente -8 100 % en 15 min,

columna Gg (5um), A = 220 nm.

HPLC: t = 6,18, gradiente 15 70 % en 15 min, columna£&(5um), A = 220 nm.
MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 885,61; (M+Na)= 907,59; (M+K) = 923,57.
AAA:; Leu 1,01; Ser 0,82; Pro 1,08; Ala 1,03; II®9; Phe 0,93; Lys 2,04.
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Seccidon experimental

P35. Ciclo(Lys-{Oxa}-Ala-Lys-lle-Pro-Phe)

Usler

ik

H,N

C18 (um), A = 220 nm.
HPLC: tr =

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco
L-Prolina, 400 mg

Funcionalizacion: 0,69 mmol/ g

Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh

Grupos protectores: Lys(Boc)

Rendimiento: 36 %

Pureza: 92 %

Cantidad: 86 mg

HPLC: tr = 7,91, gradiente-8 100 % en 15 min, columna

5,67, gradiente 15 70 % en 15 min, columna C18ufR), A = 220 nm.

MALDI (matriz ACH): (M+H)" = 867,54; (M+Nad) = 889,58; (M+KJ = 905,54.
AAA: Ser 0,81(subproducto de degradacion de {Ox&po 1,10; Ala 1,09; lle 0,98;

Phe 1,02; Lys 2,21.

P36.Ciclo(Lys-Ser-{Oxa}-Lys-lle-Pro-Phe).

Resina: Cloruro de 2-clorotritilo funcionalizadanco
L-Prolina, 400 mg.

Funcionalitzacién: 0,69 mmol/ g

Tamafio de particula de la resina: 100-200 mesh
Grupos protectores: Lys(Boc), SBi)

Rendimiento: 27 %

Pureza: 97 %

Cantidad: 65,9 mg

HPLC: tr = 7,94, gradiente -6 100 % en 15 min,

columna C18 (bm), A = 220 nm.

HPLC: tr =

5,68, gradiente 15 70 % en 15 min, columna C18ufR), A = 220 nm.

MALDI (matriz ACH): (M+H)+ = 883,45; (M+Na)+ = 9084; (M+K)+ = 921,41.
AAA:; Ser 1,55 (relacion aumentada por subprodutttadegradacion de {Oxa}); Pro
1,04; Ala 1,01(subproducto de degradacion de {Oxé&3)0,92; Phe 1,00; Lys 2,04.
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6.3. EXPERIMENTAL DEL CAPITULO 4

Los estudios de dicroismo circular se han realizamo un espectropolarimetro
Jasco J-810, con un rango de trabajo de 163 a@0&quipado con lampara de Xenon
de 150 W y lampara de mercurio-xenén. Se realizéd@ra de los espectros entre 190
y 280 nm, realizando dos acumulaciones a 20 nm(fdiata pitch” 0,5 nm, “band
width” 1 nm, “response” 4 sec., sensibilidad estédhdSe utilizé una funcion de
procesado de datos de tipo Savitzky-Gblagon la intencién de suavizar las bandas de
los espectros de DC y facilitar su interpretacgmtfata de una técnica que preserva las
caracteristicas del espectro de DC, tales comminsnos y maximos relativosEomo
disolvente se utilizé un tampdn fosfato de pH 4@,% mL de una disoluciéon 0,2 M de
NaoHPO, y 9,5 mL de una disolucion 0,2 M de N#tDy, diluidos a 100 mL).

Los estudios de fluorescencia sobre liposomas ge realizado en un
espectrofluorimetro Shimadzu modelo RF-1501.

6.3.1. Preparacion de liposomas

Con los ensayos sobre liposomas se pretende erlsagapacidad de nuestros
péptidos para atravesar membranas fosfolipidicascapptas, simulando las
condiciones ideales para que esto pueda sucedérpues, los liposomas estan
compuestos por una bicapa lipidica constituida ne o mas lipidos diferentes. En

nuestro caso decidimos escoger dos como posibldslow

« PC/PS: consiste en una mezcla 80:20 de fosfatisibkcoy fosfatidil serina,
ambas procedentes de extractos naturales. Estdanpesenta una carga neta

negativa similar a la de la membrana bacteriana.

» Extracto lipidico total de E. Coli. Se decidi6 izi@r esta composicion para la

puesta a punto del método y los ensayos preelissnar

La preparacion de liposomas que nosotros realizzsenene condicionada por

el marcador fluorescente que se usara y que estaa@sulado en el interior de los

139 savitzky, A.; Golay, M.J.E Analytical Chemistry1964, 36, 1627-1639
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liposomas. Se selecciono la Calceina (6 Fluorex8e)trata de un compuesto con 4
grupos acidos (bastante insoluble a pH acido par m&dn). Sus propiedades
espectroscopicas dependen del grado de protonagbrtompuesto (pH) y de su

concentracion.

HO O
(@)
(@] :T? 4Qii} O OH
Y\N

OH o
LI
(@)
HO o) OHK,?
OH
Calceina

Las fases de preparacion de liposomas son laesigsi
A) Preparacion de un film lipidico. Este consta de 3 etapas:

a. Disolucién de los lipidos en CHLly/o MeOH (10-25 mg/mL).
Utilizamos en nuestro caso 2,5 mg de extractoitipitbtal deE.coli en
CHCly unas gotas de MeOH.

b. Evaporacién del disolvente (bajo atmdsfera inerde)temperatura

ambiente.

c. Eliminacion de trazas de disolvente (utilizamosapelto un desecador a

vacio con parafina/KOH durante 48 horas).

Los liposomas se pueden conservar un maximo denarse en esta fase. Es

importante conservarlos en atmésfera de argon 420

B) Hidratacion del film. En esta etapa se escogen las variables del expéoirea
funcién de las necesidades propias. Se ha de escmgdéampon adecuado, que
proporcione el pH ideal para la realizacion de troesxperimento y adecuado al tipo de

aparato que usaremos (ya sean ceélulas, fluorimettro,)
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En nuestro caso se seleccioné un tampén 2,5 mM BEPEN 2,5 mL de
tampén HEPES 2,5 mM se disuelven 125 mg del conpu@sorescente calceina,
previamente tratado con unas gotas de NaOH 3M.b8ene una disolucion de color
rojo intenso de pH 9,5. Este se ajusta a un pH,8ec@ HCI 0,1 M. No se puede

reajustar a pH 7,4 ya que precipita la calceina.

La hidratacion se lleva a cabo a 37-40 °C (es itapte que esta esté siempre
por encima de la¢lde los lipidos) tras la adicion a 2,5 mL del tampdn calceina de

2,5 mg de fosfolipido dE.coli.

C) Homogenizacién del tamafio.

Las estructuras que se forman pueden ser de tavaaidble (bicapas lipidicas,
micelas...) y por tanto es muy necesario llevaaldoaina homogenizacion del tamafio.
Existen varios procesos que se hacen de formaaskpar combinada para conseguir

esta estandarizacion de tamafo:
* Sonicacion. Se lleva a cabo durante 1 hora a 40 °C.

* Ciclos de congelacion (-78 °C)/ descongelacion ¢@). Se realizan a
continuacion de la sonicacion. Se repite este ciclveces. Los ciclos de
congelacion se llevan a cabo en acetona/ nievéc@edy la descongelacion en
bafio de agua a 40 °C

e Extrusion. Este método no lo utilizamos para laparacion de nuestros

liposomas.

Tras este proceso, los liposomas pueden utilizaks@nte unos 7 dias,

conservandolos a 4 °C cuando no se utilizan.

En nuestro caso hemos encapsulado una moléculzgtente y, por tanto, es

necesario eliminar el exceso de la emulsién. Rarae utilizan sobretodo dos técnicas:

» Dialisis

190" Composicién del tampén HEPES 2,5 mM: 2,5 mM desé hemisddica del acido (N-(2-
Hidroxietil)piperazina-N’-(2-etanosulfénico), 145u¥ifNaCl y 1 mM NaN.
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¢ Columna de exclusién molecular

En nuestro experimento preeliminar decidimos watilita columna de exclusion
molecular. Este tipo de columna separa moléculasdideénto tamafo. Las mas
pequefias quedan retenidas en los poros que senfemims polimeros entrecruzados
gue forman su estructura. Seleccionamos para rptgimento el polimero Sephadex
TM LH-20. Este polimero estd formado por granulos fibras de dextrano

hidroxipropilado entrecruzadas.

Al eluir nuestro tampdn con liposomas y la calceznaexceso no encapsulada
por este tipo de columna obtenemos como primemyatodde elusién los liposomas. La
calceina libre, de tamafio mucho menor, queda dEean los poros que forma el
dextrano entrecruzado, tardando mas en eluir @&drae la columna. Asi, con este
sistema conseguimos obtener una suspension deiascon calceina encapsulada en
tampon HEPES.

Existen varias técnicas para poder comprobar afiande los liposomas, como
el light scattering, MTE, etc...pero en nuestraaas las realizamos.

D) Utilizacidn de los liposomas como modelos de mm@mbrana

Una vez preparados los liposomas procedimos arleeeabo el experimento. Se
seleccionaron para ello dos péptidos: uno sin cgrgan solo dos residuos polares
(cCNSLAIPF P1, serie 2P+5A, stylostatin 1) y otro cargado y ¢ms residuos polares
(cKSTAIPFPE6, serie 3P+4A).

1. Péptido cNSLAIPF

Se realizo el experimento a 40°C. Los maximos disiémy excitacion fueron
determinados con anterioridantx excitacion = 485 nmmax €emision = 515 nm). Se
realizd una dilucion de los liposomas 1/ 150, llel@se hasta 600QL con tampodn
HEPES. Paralelamente se disolvieron 1,8 mg de NSL,& mL de tampén HEPES.
Tras equilibrado de la recta de la cinética sei@aalicla disolucion con el péptido sobre
la cubeta con la suspension de liposomas en ihdsnagproximados de dos minutos y

en cantidades crecientes:
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Adicién 1: 120 segundos, se afiadepl5de la disolucion peptidica. (4@y/ mL de
péptido).

Adicion 2: 265 segundos, se afiadenu20de la disolucion peptidica (40g/ mL de
péptido).

Adicién 3: 380 segundos, se afladenubOde la disolucion peptidica (1Q@y/ mL de
péptido).

Adicion final (Tritén al 10 % en pD): 507 segundos, 30..

Péptido NSL
500 4

400 -

200

200 -

Intensidad d
fluorescencia

100 +

0 4

Q O O PO O P O PO O PO
RN N S AT N M i
Tiempo (segundos)

Figura 64.Ensayo de la accién sobre membrana procariotaég¢idmP1. No se observa la formacion

de poros

2. Péptido cKSTAIPF

Se realizo el experimento a 40°C. Los maximos disiémy excitacion fueron
determinados con anterioridadlygx excitacion = 485 nmmax €emision = 515 nm). Se
realizd una dilucidén de los liposomas 1/ 150, llel@se hasta 600QL con tampodn
HEPES. Paralelamente se disolvieron 1,3 mg de N50,& mL de tampén HEPES.
Tras equilibrado de la recta de la cinética sei@aalicla disolucion con el péptido sobre
la cubeta con la suspension de liposomas en ihdsnagproximados de dos minutos y

en cantidades crecientes:

Adicién 1: 170 segundos, se afiadenlL5de la disolucién peptidica. ( 21ug/ mL de
péptido).
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Adicion 2: 310 segundos, se afladeruRQde la disolucion peptidica ( 86,8/ mL de

péptido).

Adicién 3: 440 segundos, se afladenubOde la disolucion peptidica (214i©/ mL de

péptido).

Adicion final (Tritén al 10 % en pD): 710 segundos, 30..

Intensidad de fluorescen

600 -
500 +
400 -
300 -
200 +
100 -

Péptido KST

60 ]
120 ]

180 -

240 -

o O O o o o O o o
o ©O© N oo o ©O© N o
M ;MmO < < o O O ©~ N~
tiempo (segundos)

Figura 65. Ensayo de la accién sobre membrana procariotaégi¢idoP6. No se observa la formacion

de poros.
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Espectros

7.1. ESPECTROS DEL CAPITULO 2

(3S,4S,5R)-5-Benciloxi-N-[(1S,2R)-2-(tert-butoxi)-1-(carboxi)-propilamino]-3-(9-
fluorenilmetoxicarbonilamino)-4-hidroxipiperidin-2- ona. (2)

O'Bu
CO,H

Os__N
FmocHNp\OBn

OH

H-RMN
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Espectros

(3S,4S,5R)-5-Benciloxi-3-(9-fluorenilmetoxicarbonil ~ aming-4-hidroxi- N-[(1S)-3-
metil-1-carboxibutil]-piperidin-2-ona. (3)

>\(COOH
Os<__N
FmocHNp\OBn

OH

T T T TT T T T
120 180 140 120 100 20 =] 40 20 ppm
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(3S,4S,5R)-5-Benciloxi-N-[(1S)-6-(benciloxicarbonilamino)-1-carboxihexil]-3-(9-
fluorenilmetoxicarbonilamino)-4-hidroxipiperidin-2- ona. (4)

CszN\/\/YCOOH

ppm (f1) 1
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(3R,4R,5R)-N-[(1S,2R)-1-Benciloxicarbonil-2-(tert-butoxi)propilamino]-5-hidroxi-
3,4-isopropilidendioxipiperidin-2-ona. (6)

O'Bu
COZBn

O

N
OI)\OH

gvo

B o
11.05  ppm
. | ‘
LA AL J
T T T T T T T LI B LR
3 8 7 & 5 4 3 2 1 ppm
1
H-RMN
H o | H - i
T T T T T T L L L L B LN BB T
1a0 180 140 iz0 100 a0 &0 0 =20 ppm
13
C-RMN
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5-[(1S,2R)-1-Benciloxicarbonil-2-ert-butoxi)propilamino]-5-desoxi-2, 3-
isopropilidendioxi-y-D-ribonolactona. (7)

O'Bu
COZBn

HN

>< ?
W
o

120 180 140 1z0 100 =0 &0 40 20
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2,3-isopropilendioxi-D-ribono-1,4-lactona (9)

] ] 7 & =] &
1
H-RMN
- s et e ik ——
IBID ISID 1(10 12‘0 IDIU SIU SIU 4ID 2ID |I3pm
13
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225



Capitulo 7

Ester bencilico de laN-(o-nitrobencensulfonil)-L-treonina. (10)

OH

/H,cozsn

NH
0=S=0
NO,

El @ 7 & s 4 3 z 1 pRm
1
H-RMN
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Ester bencilico de laN-(o-nitrobencensulfonil)-O-tert-butil-L-treonina. (11)

O'Bu
COan
NH
0=S=0
NO,

1
H-RMN
) il o
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5-[(1S,2R)-1-Benciloxicarbonil-2-ert-butoxi)propil-( o-nitrobencensulfonil)
amino]-5-desoxi-2,3-isopropilidendioxiy-D-ribonolactona. (12)

O'Bu
COZBn
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(3R,4R,5R)- 5-BenciloxiN-[(1S,2R)-1-benciloxicarbonil-2-(tert-butoxi)
propilamino]- 3,4-isopropilidendioxipiperidin-2-ona. (13)

O'Bu
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T T
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(3R,4R,5R)-5-Benciloxi-N-[(1S,2R)-1-benciloxicarbonil-2-tert-butoxi)
propilamino]-3,4-dioxipiperidin-2-ona. (14)

O'Bu
CO,Bn

Os_N

HOI‘)\OBn

OH

L
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(35,4S,5R)-3-Azido-5-benciloxiN-[(1S,2R)-1-Benciloxicarbonil-2-(ert-
butoxi)propilamino]-4-hidroxipiperidin-2-ona. (16)
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(3S,4S,5R)-3-Amino-5-benciloxiN-[(1S,2R)-1-Benciloxicarbonil-2-(tert-butoxi)
propilamino]-4-hidroxipiperidin-2-ona. (17)

O'Bu
CO,Bn
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(3S,4S,5R)-5-Benciloxi-N-[(1S,2R)-1-benciloxicarbonil-2-(tert-butoxi)
propilamino]- 3-(9-fluorenilmetoxicarbonilamino)-4- hidroxipiperidin-2-ona. (18)

O'Bu
CO,Bn

(@) N
FmocHNp\OBn

HO

BC-RMN
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(3R,4R,5R)-5-Hidroxi-3,4-isopropilidendioxi-N-[(1S)-3-metil-1-tert-
butoxicarbonil)butil]-piperidin-2-ona.(20a)
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(3R,4R,5R)- N-[(19)-5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-butoxicarbonil)pentil]-5-

hidroxi-3,4-isopropilidendioxipiperidin-2-ona. (20b)

CszNMcOZtBu
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5-Desoxi-2,3-isopropilidendioxi-5-[(B)-3-metil-1-(tert-butoxicarbonil)butilamino]-
y-D-ribonolactona. (21a)
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5-[(19)- 5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-butoxicarbonil) pentilamino]-5-desoxi-
2,3-isopropilidendioxi-y-D-ribonolactona. (21b)
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Ester tert-butilico de la N-(o-nitrobencensulfonil)-L-leucina (22a)
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Ester tert-butilico de laN’-benciloxicarbonil-N-(o-nitrobencensulfonil)-L-lisina
(22b)

CbzHN CO,tBu

NH
0=S=0
NO,

27872
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5-Desoxi-2,3-isopropilidendioxi-5-[(1S)-3-metil-1tért-butoxicarbonil)butil-( o-
nitrobencensulfonil)-amino]-y-D-ribonolactona. (23a)

ices)
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5-[(19)- 5-(benciloxicarbonilamino)-1+ert-butoxicarbonil]pentil-(o-
nitrobencensulfonil)-amino]-5-Desoxi-2,3-isopropililendioxi-y-D-ribonolactona.
(23b)

BC-RMN
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(3R,4R,5R)-5-Benciloxi-3,4-isopropilidendioxiN-[(1S)-3-metil-1-tert-
butoxicarbonil)butil]-piperidin-2-ona. (24a)
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(3R,4R,5R)-5-Benciloxi- N-[(1S)-5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-
butoxicarbonil)pentil]-3,4-isopropilidendioxipiperi din-2-ona. (24b)

CszN\/\/\(COZtBu
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(3R,4R,5R)-5-Benciloxi-3,4-dihidroxi-N-[(1S)-3-metil- 1-tert-butoxicarbonil) butil]-
piperidin-2-ona. (25a)
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Capitulo 7

(3R,4R,5R)-5-Benciloxi-N-[(1S)-5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-
butoxicarbonil)pentil]-3,4-dihidroxipiperidin-2-ona . (25b)
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Capitulo 7

(35,4S,5R)-3-Azido-5-benciloxi-4-hidroxi-N-[(1S)-3-metil-1-(tert-
butoxicarbonil)butil]-piperidin-2-ona. (27a)
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Capitulo 7

(3S,4S,5R)-3-Azido-5-BenciloxiN-[(1S)-5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-
butoxicarbonil)pentil]-4-hidroxipiperidin-2-ona. (2 7b)
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Capitulo 7

(3S,4S,5R)-3-Amino-5-benciloxi-4-hidroxi-N-[(1S)-3-metil-1-(tert-
butoxicarbonil)butil]-piperidin-2-ona. (28a)
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Espectros

(3S,4S,5R)-3-Amino-5-benciloxi-

butoxicarbonil)pentil]-4-hidroxipiperidin-2-ona. (2 8b)

CszNMcOZtBu

Os_N
HZNI‘)\OBn

OH

N-[(1S)-5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-

i)

/)

10.0
ppm (f1)

%Transmittance

85 ]

80

3= B

70 -

60 ~
55 J
50
45 -
40—__
35
25

20

15+

10

172558 —.

2925.08

3.0

2.0

115444~

3500 3000 2500 2000

Wewvenumbar (em-1) .

IR

1500

1000

500 |

261



Capitulo 7

(35,4S,5R)-5-Benciloxi-3-(9-fluorenilmetoxicarbonilamino)-4-hidroxi- N-[(1S)-3-
metil-1-(tert-butoxicarbonil)butil]-piperidin-2-ona. (29a)
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Espectros

(3S,4S,5R)-5-Benciloxi-N-[(1S)-5-(benciloxicarbonilamino)-1-tert-
butoxicarbonil)pentil]-3-(9-fluorenilmetoxicarbonil amino)-4-hidroxipiperidin-2-

ona. (29b)
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Capitulo 7
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Espectros

7.2.HPLC/MALDI-TOF/AAA DEL CAPITULO 3
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Capitulo 7
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Capitulo 7
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Capitulo 7

m2122(08)_111,0ATA - UV-Vis Detector

5 885333888

i

H
lgil '
———&—"—db—oan 5 — g -“Eiu—gg—é‘%s——

N

213 1416 18 17 18 1 iﬁ!‘lﬂﬁﬂﬂﬁﬂ!’?ﬂalmwﬂﬂ!ﬁﬂﬂ!l 7 38 39 40 41 42 43 44 4
n

L8835,

AAA

270



Espectros
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Capitulo 7

4700 Reflector Spac #1[BP = TA5.5, T5362]
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Capitulo 7

HPLC: 0% a 100% de ACN en 15 min A = 220 nm (96% de pureza)
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Capitulo 7
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HPLC: 0% a 100% de ACN en 15 miir= 220 nm (95 % de pureza)
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Capitulo 7
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Capitulo 7
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Capitulo 7
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Capitulo 7
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HPLC: 0% a 100% de ACN en 15 min A = 220 nm (90 % de pureza)
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P22Ciclo(Arg-{Ser-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe)
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P23 Ciclo(Asp-{Ser(OBn)-Thr}-Ala-lle-Pro-Phe)
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1.00+
0.80]
0.60-]
(o]
2, S
< pa40] o
020 v
] = |
2 Ji
1 h A
0.00 > A — N—
—_——
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400  26.00
Minutes
HPLC: 15% a 70% de ACN en 15 min A = 220 nm (97% de pureza)
0.40
0.30
o
Bl o
B M~
o 0.204 -
< 1 -
'\ |
0.10] | ‘|
4 o o
?H & (l
1 < || o /)
00— ——————— ——— — v
E T T T | T T T | T T T | T T T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T ‘ T T T | T
0 0 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 26.00
Minutes

309




Capitulo 7

4700 Reflector Spec M1[BF = B36.5, 57366]

ETEw

BLIZ'EEE

T80

L=t ]
FUEF G50 |
CraIere ]

EEELL
[ LT

10838

SALT
VELE 05N

SErEFEID

T
5524

LIET

]
=
8

TE0.2

BaTi 2Ln]
Bi LD Lan

Hgpamima) 3,

1%
l?ﬂ.l

Maws (i)

MALDI-TOF

310



Espectros

é\y( ;(\/\/ P27. Ciclo(Lys-Lys-Leu-Ala-lle-Pro-Phe)

1.004 $

] J \
0.00————— A

"'200  40d  so0  'sod 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400  26.00

HPLC: 15 % a 70 % de ACN en 15 miirr 220 nm (98 % de pureza)

0.80 ]
%
1 hs
0.60+
0.40+ ‘
0.20+ ‘ “
g | |
@ | I
Co A R i
0.00+ —r A\ _— e — ——— -
T T

- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.00I 4.00 6.00 B.OOI 10.00| 12.0d 14.00| 16.0d 18.00I 20.0d 22.Dd 24.0[)I 26.0d

311



Capitulo 7

7O 4550

100 p—_
i
Bl
T0
0.
£
‘E &0
*
5 R
E B
12838 1654 18078
MALDI-TOF
; m2142(0B)_05_1.DATA - UV-Vis Datectar B -
b g T 1
® g
80 =
70 |
Eﬂ IL m
50 i =
|
; i __
2 i |
E | 18 |
i
= | .y 3,
o i k HI S | B or :
] - e fi '
10 i -2 L LIV i
20 \
-30) \,il
-40) !
03773 14 15 16 17 18 10 20 21 22 23 24 25 26 27 25 29 30 31 32 33 34 36 36 37 48 30 40 41 42 43 44 45
Min
AAA

312



Espectros

P28. Ciclo(Lys-Ser-Leu-Lys-lle-Pro-Phe).

HPLC: 0% a 100% de ACN en 15 miirs 220 nm ( 99% de pureza)
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HPLC: 15% a 70% de ACN en 15 min A = 220 nm , T = 45 °C ( 99% de pureza)
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HPLC: 0% a 100% de ACN en 15 min A = 220 nm , T = 45 °C ( 89% de pureza)
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HPLC: 0% a 100% de ACN en 15 miin= 220 nm (94% de pureza)
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HoN

HPLC: 0% a 100% de ACN en 15 miin= 220 nm (98% de pureza)
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:?, NH - P36Ciclo(Lys-Ser-{Oxa}-Lys-lle-Pro-Phe)
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7.3. ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR DEL CAPITULO 4

Es este apartado se recoge una relacién de lostespele DC de nuestros

compuestos realizados en la presente tesis dqctrd@nados numericamente y por

series.
Serie 1
Péptido cNSLAIPF a concentracion variable
400
PLcNSLAIPF -
(Seriel)
e 2\ =
18 250 270
HoN %-250 .
o © z
H )
& N H;(OH G400 —7.5uM
& -
o._NH H o H 15uM
O" NH n 30uM
He. o iH -600 - —soum
N Q N X u
a HJ\/H -800
-1000
Longitud de onda (nm)
P2.cKSLAIPF
(Seriel) 050 Peptido cKSLAIPF a concentracion variable
200 A
150
HoN = 100 A
',_g 50
3 —3uM
Wl oA N OH 2 503 —75uM
7N -100 15uM
w0 ) 150 | 30 uM
o 07 "NH o S0
He o H -200 - —60uM
N  w -250 :
,,,,, N o o Longitud de onda (nm)
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Péptido cRSLAIPF a concentracion variable

100
P3.cRSLAIPF 0 | | | —
(Seriel) 10014 210 230 250 270
= 200 -
HN\./NHz '_cg 300 A
NH 2 400 | 7.5UM
8 500 A 15uM
Wil l/“ 700 e
. o 800
'_E/[N O 5 /g‘\H( k Longitud de onda (nm})
HN
/O
A HHH
Peptido cDSLAIPF a concentracion variable
500
400
P4. cDSLAIPF
; 300 A
(Seriel)
200 ~
=100 -
5 e
£ o ‘
o 270
8-100 1
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- 7.5 uM
300 ~ 15uM
400 - 30 uM
) —60uM
-500 -
Longitud de onda (nm)
Serie 2
P5. cNSTAIPF
(Serie2) 200 Péptido cNSTAIPF a concentracion variable
100 - J
N -10043 250 270
N o = -300 -
Qﬁ“ oH < -500 - ——e
NH N o] ;ﬁ g -700 - 7,5 uM
3 O NH 0 900 - 15uM
N7 0 oM -1100 - 30 uM
[/ © —60uM
nJ\/ " 1300 1 v
-1500
Longitud de onda (nm)
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P6. cKSTAIPF
(Serie2)

HoN

2000

Peptido cKSTAIPF a concentracion variable

1500

1000

DC (grds/M)

SulT

7.5uM
15uM
L
Th
S0uM
a0ul

Longitud de onda (nm}
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500 A
NH,
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§<NH 0 -
g 190}
o
HoH OH T -500 -
N Ny 2
f o ;ﬁ e
07 \H a
H o H -1000 - 3uM
N 2 N OH —7.5uM
NJ7/ ¢} 16 uM
HoDH 1500 A 30uM
——50uM
2
2000 Longitud de onda (nm)
P8. cDSTAIPF a0 Peptido cDSTAIPF a concentracion variable
(Serie2) 100 |
200
- e—— |
=0 T
@ 270
=
5—300
E 7.5 uld
o400 |
8 15 uM
_600 - 30uM
— 60Ul
-800 -
-1000 Longitud de onda (nm})
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Serie 3
P9. cNSKAIPE 0 Péptide cNSKAIPF a concentracién variable
(Seried)
U I 1
14 220 230 0
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=
o}
NH, % -400 1
=
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N N/ O -600
H o H a
0" NH -800 |
o H
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H 4\80\—\_\ -1000 -
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0 = —
HoN S.500 -
@
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=
21000 o
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Péptido cRSKAIPF a concentracion variable

P11cRSKAIPF 500
(Seriel3) 300
100
ﬁ-T 004
HN= 2 = 300
NH 5
5-500
o -
H N oH a-700
N ., 900
H o H
" hH -1100
0 QH
2 1N -1330
H H NH, -1500
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1000
P12cDSKAIPF c20
. 500 ~
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o] s C y —
oH B 1 255 27
HoH OH 2
N N/ 2
Ho O ;6 Q500 -
07 NH o
o oiH —7,5uM
% HNM 15Ul
S NJ\/,H o -1000 + 30Ul
HH NH, —B0uM
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Serie 4
Péptido cK{SL}AIPF a concentracién variable
P16.cK{SLJAIPF 300 |
100 A
HZN = 1 — T
= 0 270
2-100 ‘
o
OH =
Ho OH 9
N -300
0. NH 0 Ay —7,5uM
He o CiH . 15um
N O N -500 30uM
., O —
A HHH 60 UM
-700 -
Longitud de onda (nm})
Serie 5
P19 Péptido cK{STOBRN}AIPF a concentracion variable
cK{STOBN}AIPF =
(Serieb) ; . ‘ ‘ , e
198 200 210 220 230 i 270 0
= 0
i‘/ ﬁ E(I i 7,5ubl
o 15ubl
B s
30uM
o 200 G0uM
o
"’H 250
Longitud de onda (nin)
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P20.cK{ST}AIPF
(Serieb)

HoN

OH
H =
an"\OH
o

o NH H 0o
H

N
Ho ~OH
N ° o N’A.
J7/ o
e N
H H

Péptido cK{ST}AIPF a concentraclon varlable

DC (grds/M)

V/ o :

270

—7.5uM
15uM
30um

=—G0uM

Longitud de onda (nm)

P21 cR{STOBN}AIPF
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§\/NHZ
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H O
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0]
O™ N
? HN/&\OH
o
N s,
HJ\/H

HN

Péptido c(R{STOBnN}AIPF) a concentracion variable
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|
8]
Q
(=]
s
o

-400 ~
-600 1
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-1200 A
-1400 A
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-1600
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P22 cR{ST}AIPF
(Serieb)

Péptido cR{ST}AIPF a concentracion variable

S

2 &

5 a
. !

DC (grds!/ M)

270

—7.5uM
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30 uM
=350 uM
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Serie 7

Péptido cKKLAIPF a concentracion variable

P27.cKKLAIPF

(Serie?)
HoN 3
3
b=t
NH, 2
o
/ a
‘H
NH
OIH
o
-1000
Longitud de onda (nm)
P28 cKSLKIPF 200 Péptido cKSLKIPF a concentracion variable
(Serie7) 100 |
1
0 . . ~ .
HoN = 1001 210 230 250 270
% -200 A
T 300 |
2 400 - 7.5uM
8 50 15uM
-600 + —30uM
-700 1 —— 60Ul
-800
-900
Longitud de onda (nm)
H,N
Péptido cKSLAKPF a concentracion variable
100
P29 cKSLAKPF
(Serie7) 0 . s
1 230 250 270
-100 +
HoN
= -200 -
3
H u oH é -300 4
N N/ Q
H 5 “H a -400
O” NH
-500 -
NN X\HT
/"0 _a00 A
P NJ\/ 9 600
H>N -roo Longitud de onda (nm}
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Serie 8
Péptido cKKTAIPF a concentracién variable
100
0 . . ‘ B N —
PBO' CKKTAIPF 195 205 215 225 235%245 255 265 275
(Serie8) -100 A
-200 A
= /
HaN B
‘ B -300 1 /
2
8 -400 | /\ o
fau
S
500 1 15uM
30uM
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-700 ’
Longitud de onda (nm)
P31cKSTKIPF Péptido cKSTKIPF a concentracién variable
. 200
(Serie8)
0 T
270
HaN -200 -
~-400
H =
S N_—o" Z.600
H “'H 5 —7uM
0. NH (¢] 07 "NH U_gog 15uM
H., o, X\H\ o 30uM
HN -1000 - — G0 UM
N / OOH
aH H -1200 -
H.N -1400 .
2 Longitud de onda (nm)
Péptido cKSTAKPF a concentracidn variable
400
P32 cKSTAKPF
(Serie8) 200 |
Ha 017; 2(IJO 210 ’-“éD 2 ICl r 24'3 250
s /'
+-200 A y
| /
=
-400
o
-600 A /\/
-800 A \,
+1009 Longitud de onda (nm)
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Serie 9
P33
Péptido cK{SLOBN}AKIPF a concentracion variable
cK{SLOBN}AKIPF
(Serie9) 400
200
H,N
0 ﬁ._/:‘_—_-‘ﬁ
o 1 270
H —
H A ijBn 200 |
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o. NH o] AN %-400 _
H H —3u
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(o] 15 uM
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Pt o
H O u
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HN 200
o ! g C| : ,__-’\‘/\
B MR ~on % 190 210 2 270
Sy / &
ol ﬁ 5200 1/
H, o NH 8 —7,5uM
'N o OW -400 1 15uM
o NH 30 uM
H -
\<A\ju ;/N\V((“H -600 —60 UM
"o 800
Longitud de onda (nm)
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(Serie9) Péptido cK{Oxa}AKIPF a concentracion variable
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0 ‘ ‘ _
o 100" 210 230 270
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: N N 5 400
Oy M OOI} Q -500 1 — 75
N~ a '
g/ :(\/0 -600 15 LM
N Oo HO N -700 4 30UM
aN '—,NH/H -800 - — T
H o -900

H,N
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P36.cKS{Oxa}KIPF
(Serie9)

HoN

H,N

Péptido cKS{Oxa}KIPF a concentracion variable

600

400 A

200 A

DC (grds/ M)
.
(=]
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