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1.1 UNA NOVA FAMILIA DE PEPTIDS D’ORIGEN BACTERIA

Ainicis dels anys noranta, es va descobrir una familia de lipononadepsipéptids ciclics produits per la
bacteria patdgena Pseudomona Syringae pv. Syringae aillada en diverses espécies d'arbres citrics.?
L'elevada citotoxicitat que presenten aquests nous péptids ha suscitat un elevat interés pel seu estudi:
biosintesi, mecanisme d’accid, determinacio estructural, caracteritzacié de nous membres de la familia.2
Els lipononadepsipéptids ciclics naturals es caracteritzen per ser un macrocicle lactamic format per una
sequéncia d’aminoacids i tenir una cadena alifatica llarga (Figura 1.1).

OH 1
Me(CHz)néHCHzCO— L-Ser—aa,—aa; —aa,—aas—aag

L-threo-CIThr —L-threo-HOAsp— (Z)-Dh
9 8 7

(aaz)—> (aag) n

Sirengomicina D-Ser-D-Dab-L-Dab-L-Arg-L-Phe 10
Sirengostatin D-Dab-L-Dab-D-Hse-L-Orn-L-aThr 8
Sirengotoxina D-Dab-Gly-D-Hse-L-Orn-L-aThr 10
Pseudomicin D-Dab-L-Asp-L-Lys-L-Dab-L-aThr 2

Figura 1.1 Lipononadepsipéptids ciclics aillats de la Pseudomona Sy. Sy.

2 |sogai, A.; Fukuchi, N.; Yamashita, S.; Suyama, K.; Suzuki, A., Structures of syringostatins A and B, novel phytotoxins
produced by Pseudomonas Syringae pv. Syringae isolated from lilac blights, Tetrahedron Lett., 1990, 31, 695-698.

23 Bender, C.L.; Alarcon-Chaidez, F.; Gros, D.C., Pseudomonas syringae phytotoxins: mode of action, regulation, and
biosynthesis by peptide and polyketide synthetases, Microbiol. Mol. Biol. Rev., 1999, 63, 266-292.



L'acid 3-hidroxitetradecanoic (MST) es troba enllagat a la cadena peptidica a través d’'una serina
amb un enllag amida. Aquesta, a la vegada, tanca el cicle peptidic formant un enllag éster amb una
(Cl)treonina. Cal destacar la triada d'aminoacids poc usuals de I'extrem C-terminal: CIThr, OHAsp i Dhb i
la preséncia de residus de configuraci6 D (Hse i Dab). Grgurina i col. van estudiar I'origen dels
aminoacids no proteinogénics en la producci6 del péptid sirengomicina. Van emprar aminoacids marcats
amb "“C per determinar que la treonina era la precursora dels aminoacids «,B-didehidroaminobultitric i 4-
cloro-treonina, i I'aspartic es transformava en en I'aminoacid diaminobutiric i 3-hidroxiaspartic. La cadena
alifatica de I'acid 3-hidroximiristic sembla que podria derivar del metabolisme de reservori de carb6 i
energia.?

111  ACTIVITAT CITOTOXICA. ACCIO SOBRE LA MEMBRANA PLASMATICA

Els lipononadepsipeéptids ciclics son citotdxics perquée tenen la capacitat de formar, conjuntament
amb sis mondmers més, un canal d’ions a la membrana plasmatica, permetent la sortida d'ions K, i
I'entrada d'ions H* i Ca2*.2> Com a conseqiiéncia del moviment incontrolat d'ions, es basifica el medi
extracel fular, s'acidifica el citoplasma i es desencadena una cascada de reaccions citoplasmatiques que
porten a la inevitable mort cellular. Recentment també s’ha demostrat la seva elevada activitat
hemolitica® i una interessant activitat antifungica en molts fongs patdgens dels citrics, com el Penicillium
digitatum i en un ampli espectre de fongs filamentosos, com el Geotrichum candidum, la Rhodotorula
pilimanae, i espécies de Fusarium importants en la propagacié de malalties infeccioses.? Aquests

darrers han adquirit resisténcia a I'antibiotic convencional Amfotericina B.

24 Grurina, 1. D.; Gross, D. C.; lacobellis, N. S.; Lavermicocca, P.; Takemoto, J. Y., Phytotoxin production by Pseudomonas
syringae syringae: syringopeptin production by syr mutants defective in biosynthesis or secretion of syringomycin, FEMS
Microbiol. Lett., 1996, 138, 35-39.

%5 Hutchison, M.L.; Téster, M.A.; Gros, D.C., Role of biosurfactant and ion channel-forming activities of syringomycin in
transmembrane ion flux: a model for the mechanism of action in the plant-pathogen interaction, Mol. Plant. Microbe. Interact.,
1995, 610-620.

% Agner, G.;Kaulin, Y.A.; Gurnev, P.A.; Szabo, Z.; Schagina, L.V.; Takemoto, J.Y.; Blasko, K., Membrane-permeabilizing
activities of cyclic lipodepsipeptides, syringopeptin 22A and syringomycin E from Pseudomonas syringae pv. syringae in human
red blood cells and in bilayer lipid membranes, Bioelectrochemistry, 2000, 52, 161-167.

21 De Lucca, AJ.; Jacks, T.J.; Takemoto, J.; Vinyard, J.; Peter, J.; Navarro, E.; Walsh, T.J., Fungal lethality, binding, and
cytotoxicity of syringomycin-E, Antimicrob. Agents Chemother. 1999, 43, 371-373.



Aquesta nova familia de péptids, vastament estudiada a nivell biologic, no disposa de cap intent de
sintesi descrit a la bibliografia.

11.2  EL LIPONONADEPSIPEPTID CiCLIC [MST, D-SER*, THRS, ASP®] SIRENGOTOXINA

En el present capitol es planteja la sintesi d’'un lipononadepsipeptid ciclic amb una potencial activitat
antibacteriana. El péptid objectiu és un analeg de la sirengotoxina, péptid de la familia dels
lipononadepsipéptids ciclics d'origen bacteria (Pseudomona Syringae pv. Syringae) que ha demostrat
tenir una important activitat contra el parasit Leishmania i com a agent antibacteria.

El péptid objectiu conserva tots els elements estructurals del peptid natural (cadena alifatica, enllag
depsipeptidic, péptid ciclic) i I'estereoquimica de la cadena peptidica. Conté els elements que s6n
assequibles comercialment i un residu no proteinogénic, el a,3-didehidroaminobutitric [(Z)-Dhb]. La resta
d’elements estructurals del péptid natural (CIThr, OHAsp i ac. B-hidroxitetradecanoic) tenen sintesis
descrites a la bibliografia.2829.30 E| disseny de I'estrateégia té en compte la possible sintesi del péptid

natural.

L'obtencié d'aquest analeg de la sirengotoxina suposaria una primera aproximacié a la sintesi de la
sirengotoxina i a la familia dels lipononadepsipéptids produits per la Pseudomona. Degut al seu origen,
el peptid objectiu es denominara al llarg del treball [MST, D-Ser4, Thré, Asp] sirengotoxina (Figura 1.2).
On MST és I'acid miristic o acid tetradecanoic, i els diferents aminoacids que s'han substituit respecte el
pétiptid natural es colloquen indicant la posicié que ocupen a la cadena dins dels claudators. El nom
sistematic, segons la nomenclatura de Spengler i col.3! és [MST-Ser(&)-D-Dab-Gly-D-Ser-Orn-Thr-(Z)-
Dhb-Asp-Thr&] (veure annex 2).

28 Fukuchi, N.; Isogai, A.; Nakayama, S.; Yamashita, S.; Suyama, K.; Takemoto, J.Y.; Suzuku, A., Structure and stereochemistry
of three phytotoxins, syringomycin, syringotoxin and syringostatin, produced by Pseudomonas syringae pv. Syringae, J. Chem.
Perkin Trans. I, 1992, 1149-1157.

2 Biogen Cientifica S.L (www.biogenc.com).

3% Huang, G.; Hollingsworth, R.I., An efficient synthesis of (R)-3-hydroxytetradecanoic acid, Tetrahedron Asym., 1998, 9, 4113-
4115,

31 Spengler, J.; Jimenez, J.C.; Burger, K.; Giralt, E.; Albericio, F., Abbreviated nomenclature for cyclic and branched homo- and
hetero-detic peptides, J. Pep. Res., 2005, 65, 550-555.
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Figura 1.2 Estructura de [MST, D-Ser4, Thré, Asp®] sirengotoxina i comparacié amb la seqiiéncia del péptid natural

El nostre grup d’investigacio té experiéncia en la sintesi de peptids naturals d’elevada complexitat
mitjangant la quimica en fase solida: la trunkamida3? i la kahalalide F*2 en s6n un exemple. Aquest darrer
és també un lipodepsipéptid ciclic i, per tant, molta de la investigacié realitzada en la seva obtencié
podra aplicar-se al [MST, D-Ser*, Thr8, Asp] sirengotoxina, consolidant alhora la metodologia de sintesi

de lipodepsipéptids ciclics en fase solida.

32 Caba, J.M.; Rodriguez, |.; Manzanares, |.; Giralt, E.; Albericio, F., Solid-phase total synthesis of Trunkamide A, J. Org. Chem.,

2001, 66, 7568-7574.
33 | épez-Macia, A.; Jiménez, J.C.; Royo, M.; Giralt, E.; Albericio, F., Synthesis and structure determination of Kahalalide F, J.

Am. Chem. Soc., 2001, 123, 11398-11401.




1.2 ELS o,p-DIDEHIDROAMINOACIDS

Per a 'obtenci6 del péptid cal resoldre préviament la sintesi del residu no proteinogénic contingut en
la seqléncia, el ¢, didehidroaminobutiric (Dhb) amb isomeria Z.3* El Dhb és un tipus de o,/

didehidroaminoacid caracteritzat per la preséncia d’'un doble enllag entre el C,, i el Cg (Figura 1.3).

R1 R2
R1. _R2
(Z)-Dhb  CH, H
OH
H,N (2)-Dha H H
0 (Z)-Dhp Ar

Figura 1.3 Estructura dels a,3-didehidroaminoacids

Els ¢, fdidehidroaminoacids estan presents en péptids naturals de pes molecular relativament baix,
els didehidropéptids, aillats de diferents fonts naturals (bacteris, fongs, organismes marins) que tenen
generalment estructura ciclica i presenten una elevada diversitat d’activitats bioldgiques: antibacterial, %
antitumoral.® En aquests compostos naturals, predomina també la isomeria Z quan aquesta s'aplica
(Figura 1.4).

Els «,didehidroaminoacids tenen un paper important en 'estructura peptidica; son forts inductors
del plegament i introdueixen rigidesa a la cadena, i també augmenten la hidrofobicitat, la reactivitat
electrofilica i la resisténcia enfront la degradacié enzimatica,3” caracteristiques importants en la
farmacocinetica del péptid.

3 Hamann, M. T.; Scheuder, P.J., Kahalalide F: a bioactive depsipeptide from the sacoglossan mollusk Elysia rufescens and the
green alga Bryopsis sp., J. Am. Chem. Soc., 1993. 115, 5825-5826.

3 a) Morris, S.L.; Walsh, C.; Hansen, J.N.; Identification and characterization of some bacterial membrane sulfhydryl groups
which are targets of bacteriostatic and antibiotic action, J. Biol. Chem., 1984, 259, 13590-13594; b) Mackintosh, R.B.;
Dalby,K.N.; Campbell,D.G.; Cohen,P.T.W.; Mackintosh, C., The cyanobacterial toxin microcystin binds covalently to cysteine-
273 on protein phosphatase 1, FEBBS Letters, 1995, 371, 236-240.

% Jain, R,; Chauhan,V.S., Conformational characteristics of peptides containing alpha, beta-dehydroamino acid residues,
Biopolymers (Peptide Science), 1996, 40, 105-119.

37 English,M.L.; Stammer,C.H., The enzyme stability of dehydropeptides, Biochem. Biophys. Res. Commun.,1978, 83, 1464-
1467.
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Figura 1.4 Didehidropeptids naturals

S’han realitzat estudis de la reactivitat d'aquests derivats aminoacidics en formar enllagos amida.
L’acoblament sobre un didehidroaminoacid com a component amino és inviable; existeix un equilibri
tautomeéric entre la forma amino-imino que resta densitat electronica al N (Figura 1.5).38 En canvi, el seu
acoblament com a component acid pot fer-se en les condicions habituals, tot i que el grup carboxil esta
conjugat amb el doble enllag i presenta menor reactivitat que un aminoacid estandard.

H,C_H H,C._soH
OH OH

H,N HN

o) o)

Figura 1.5 Tautomeria amino-imino

38 Shin, C.; Yonezawa, Y.; Yamada, T., Dehydrooligopeptides. V. Synthesis of N-carboxy a-dehydroamino acid anhydrides and

their transformation to o-dehydroamino acid and dehydrooligopeptide derivatives, Chem. Pham. Bull., 1984, 32, 2825.



El creixent descobriment d’estructures bioldgicament actives que contenen aquest residu ha
potenciat la recerca de metodes d’obtencié d’aquests didehidropeptids i, des de l'inici dels anys vuitanta
s’han sintetizat quimicament molts didehidropéptids naturals.®

1.21  ANTECEDENTS SINTETICS DELS o.,3-DIDEHIDROAMINOACIDS

Per a l'obtencid dels «,f-didehidroaminoacids existeixen dues vies sintétiques principals: via
reaccions d'eliminacid, especialment importans les p-eliminacions, i via formacié d’enllagos C-C.40 La
majoria de les vies sintetiques dels «, S-didehidroaminoacids descrites a la bibliografia es realitzen en
soluci6. Només es coneixen tres metodologies d'obtencié d’aquests dirigides a la sintesi de
didehidropéptids en fase solida.414243

El nostre laboratori ha realitzat alguns estudis en la sintesi de «,/f-didehidroaminoacids i
didehidropéptids en fase solida. Sempre s’han obtingut els derivats mitjangant reaccions de
deshidratacid, partint dels corresponents B-hidroxiderivats: de la treonina per a I'obtenci6 del Dhb, i de la
serina i la B-hidroxifenilalanina per obtenir la a,,3—didehidroalanina (Dha) i la o, —didehidrofenilalanina
(Dhp), respectivament. S’han provat les reaccions de p-eliminacié descrites a la bibliografia de métodes

d'obtencio de l'isomer Z. 44

% a) Fukase, K.; Kitazawa, M.; Sano, A.; Shimbo, K.; Horimoto, S.; Fuijita, H.; Kubo, A.; Wakamiya, T.;Shiba, T., Synthetic study
on peptide antibiotic nisin. V. Total synthesis of nisin, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1992, 65, 2227-2240.; b) Li, K.; Wu, J.; Xing, W.; J.;
Simon, J. A, Total synthesis of the antitumor depsipeptide FR-901,228, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 7237-7238.; c) Bagley,
M. C.; Bashford, K. E.; Hesketh, C. L.; Moody, C. J., Total synthesis of the thiopeptide Promothiocin A, J. Am. Chem. Soc.,
2000, 122, 3301-3313.

40 Bonauer, C.; Walenzyk, T.; Konig, B., a.,3-dehydroamino acids, Synthesis, 2006, 1, 1-20.

41 Okeley, N. M.; Zhu, Y.; Van der Donk,W. A., Facile chemoselective synthesis of dehydroalanine-containing peptides,
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Es van elaborar dues estratégies diferents per a l'obtencié de didehidropéptids per tal de resoldre
lineficient caracter nucledfil del grup enamino (Figura 1.6).4345 La primera, a partir de la sintesi d'un
dipéptid, amb el corresponent B-hidroxiderivat, deshidratant en solucié i incorporant posteriorment a una
peptidil-resina. Aixi es va obtenir el didehidropéptid Boc-AA-(Z)-Dhb-OH, compatible amb la metodologia
en fase solida Boc/Bzl, i el didehidropéptid Alloc-AA-(Z)-Dhb-OH, compatible amb la metodologia en fase
solida Fmoc/Bu. La segona estratégia esta basada en la deshidratacié in situ del corresponent -
hidroxiderivat contingut en una peptidil-resina. Aquest darrer meétode permet la sintesi total del
didehidropéptid en fase sdlida. En tots dos casos, el sistema de deshidratacié que ha donat millors

resultats ha estat la carbodiimida soluble (EDC -HCI) activada amb el CuCl.46:47

12 estratégia: en solucié

Y-AA-Thr-OZ ——>  Y-AA-(Z)-Dhb-OZ ——>  Y-AA~(Z)-Dhb-OH _l “Q

Y, Z: grups protectors ortogonals entre si

Y-AA-Z) Db~ _~ A

22 estratégia: en fase-solida

AT~ T T @D~

Figura 1.6 Dues estratégies per la sintesi de didehidropéptids en fase solida

45 José Carlos Jiménez, Master en quimica organica, Universitat de Barcelona, 1999.

4 Alexandre,C.; Rouessac,D., Preparation of o ,B-unsaturated and cyclopropyl ketones by the action of some alkyl
carbodiimides on B- and y-ketols, Bull. Soc. Chim. Fr., 1971, 1837-1840.

47 Schimdt, E.; Moosmuller, F., Aliphatic carbodiimides. IX., Annalen, 1955, 597, 235-240.



122  EL DIDEHIDROPEPTID: FMOC-THR("BU)-(Z)-DHB-OH

En la sintesi del [MST, D-Ser*, Thré, Asp] sirengotoxina es planteja I'obtencid prévia en solucié del
didehidropeptid Fmoc-Thr('Bu)-(Z)-Dhb-OH (Figura 1.7).

) Y

Figura 1.7 Fmoc-Thr(‘Bu)-(Z)-Dhb-OH.

Es convenient utilitzar I'estratégia de la sintesi del didehidropéptid en solucié perqué el péptid natural
conté varis residus susceptibles també de donar p-eliminacions (CIThr, OHAsp, Thr, Ser) en cas de fer-
se la reaccio in situ en la cadena peptidica. Aquest métode permet purificar i caracteritzar el producte
abans de la seva incorporacié a la peptidil-resina, alhora que és més economic quan es tracta de

sintesis de didehidropéptids a gran escala.

Fins ara no s’ha descrit la sintesi d'un didehidropéptid protegint el N-terminal en forma Fmoc. La
seva obtencié suposa un aveng en la sintesi de didehidropéptids en fase solida Fmoc/'Bu perque empra
un grup protector temporal adient a la seva incorporacio a la peptidil-resina, no suposant cap limitacié en
I'esquema de proteccié del péptid.

1.3 OBTENCIO DEL DIDEHIDROPEPTID FMOC-THR("BU)-(2)-DHB-OH

La via d'incorporacié del residu no proteinogenic (Z)-Dhb en la sintesi del [MST, D-Ser*, Thr8, Asp]
sirengotoxina, sera mitjangant la sintesi en solucié del didehidropéptid Fmoc-Thr(tBu)-(Z)-Dhb-OH i
posterior incorporacié a la cadena peptidica segons la quimica en fase solida Fmoc/Bu.

Es tria el grup Fmoc com a grup protector de I'extrem N-terminal perqué el seu Us segueix el
procediment estandard de la quimica en fase solida Fmoc/!Bu. Tot i aixi, la inestabilitat del grup Fmoc en
medi basic redueix considerablement el nombre de sistemes de deshidratacié descrits a la bibliografia
compatibles amb el nostre producte.



La reaccid de deshidratacié es dura a terme sobre un residu de Thr. La Thr és un precursor -
hidroxiderivat, assequible comercialment i els senyals de 'H-RMN del metil i del Cg sén facilment

assignables, i ajudaran al seguiment de la reaccié de deshidratacio i a 'assignacié de 'isomer obtingut.

El plantejament general que se segueix en la sintesi en soluci6é del didehidropeptid és el seglent:
sintesi del dipéptid corresponent amb el grup hidroxil de la treonina C-terminal lliure [Fmoc-Thr(1Bu)-Thr-
OX, X: H o grup protector], posterior reaccié de B-eliminacio, obtenint el residu deshidratat (Z)-Dhb
acoblat a través del grup amino al seglient aminoacid Thr('Bu) i, finalment, desproteccié de I'extrem C-
terminal si X és grup protector. D'aquesta manera es resol la impossibilitat del a.,3-didehidroaminoacid

de formar enllagos amida com a component amino.

La reaccié de deshidratacio és l'etapa clau en l'obtencié del didehidropéptid. Es provaran dos
métodes amb mecanismes de reacci6 diferents: el métode del carbonat de N,N*-disuccinimidil (DSC),
que transcorre a través d'intermedis aillables, i el métode de la carbodiimida soluble (EDC ‘HCI) activada
amb CuCl,* en el que I'activacié i la deshidratacié es donen simultaniament i és necessari que el grup
carboxil del dipeptid estigui protegit. Aquest darrer sistema ha estat el que ha donat millors resultats en
els treballs fets anteriorment en el grup d'investigacio. El métode del DSC presenta I'avantatge de
permetre un esquema de sintesi del dipéptid i d’acoblament a la peptidil-resina més senzill; es parteix
del dipéeptid amb el grup hidroxil lliure i s'obté el didehidropéptid amb I'extrem C-terminal activat amb
I'éster de succinimidil (OSu), i els reactius que s’empren sén menys toxics i més assequibles
economicament. Aquest meétode va ser utilitzat en 'obtencié del didehidroaminoacid Fmoc-(Z)-Dhb-
OSu,* que no va tenir utilitat sintética perqué no va poder ser acilat. En els didehidropéptids
anteriorment sintetitzats, es realitzava la deshidratacié del dipéptid corresponent amb I'extrem C-terminal
protegit amb el grup OBu o el grup OMe. En el nostre cas, aquests grups protectors son incompatibles
amb els grups protectors del didehidropéptid objectiu: OBu/Bu i OMe/Fmoc (tot i que I'éster metilic es
pot eliminar amb LiOH en preséncia del grup Fmoc emprant Unicament 1 eq de base). EI métode del
DSC, al no necessitar cap grup protector a I'extrem C-terminal, és compatible amb el nostre dipeptid
Fmoc-Thr(Bu)-Thr-OH. Per al métode de la deshidrataci6 amb EDC-HCI i CuCl caldra trobar un grup
protector ortogonal als grups protectors Fmoc i Bu, i veure com influeix en la reacci6 de deshidratacié.

48 Angel Lopez i Macia, “Sintesi total i determinacié estructural de la kahalalide F”, Tesi doctoral en Quimica Organica,
Universitat de Barcelona, 1997.



131  SINTESI DEL DIDEHIDROPEPTID FMOC-THR("BU)-(Z)-DHB-OSU

Primer es prova la sintesi del didehidropéptid emprant el DSC com a agent deshidratant. Se
sintetitza el dipéptid amb el grup carboxil lliure [Fmoc-Thr(tBu)-Thr-OH] en dues etapes; en una primera
etapa s'activa el grup carboxil de la Fmoc-Thr(tBu)-OH com a éster de succinimidil [Fmoc-Thr(tBu)-OSu]
i, en una segona, s'acobla la treonina totalment desprotegida (H-Thr-OH). Finalment, es deshidrata la
treonina lliure del dipéptid amb el DSC, obtenint el didehidropéptid activat com a éster de succinimidil
[Fmoc-Thr(tBu)-(Z)-Dhb-OSu] (Figura 1.8).

HOSu/ DIPCDI

Fmoc-Thr('Bu)-OH Fmoc-Thr('Bu)-OSu

Etapa Il
H-Thr-OH/DIEA

9o RIS S ‘{ :

DSC/DIEA o /\OH

Fmoc-Thr(:Bu)-(Z)-Dhb-OSu Fmoc-Thr('Bu)-Thr-OH

Figura 1.8 Esquema de sintesi de Fmoc-Thr(Bu)-(Z)-Dhb-OH

L'éster de succinimidil de la Fmoc-Thr-(Bu)-OH s'obté en fer reaccionar I'aminoacid amb el grup
carboxil lliure i I'hidroxil del succinimidil en presencia de DIPCDI. La reacci6 es duu a terme en DCM, a
temperatura ambient, durant 16 h i amb una relacié de reactius de Fmoc-Thr(tBu)-OH/DIPCDI/HOSu
(1:1.8:1.3). Amb aquestes condicions s'aconsegueix una conversié completa al producte esperat amb un
rendiment global del 90 %. En proves realitzades amb una relacié de reactius (1:1:1) s'obté un
subproducte (20 %) que no evoluciona en addicionar-hi més reactiu de partida (HOSu) ni en addicionar-
hi, posteriorment, un excés de HCI-H-Thr-OH. Per RMN i per MALDI-TOF es caracteritza com una
espécie inactiva de la carbodiimida, una N-acilurea. L’éster actiu entre 'aminoacid i la carbodiimida
format per activar el grup carboxil pot evolucionar cap a la forma isomérica inactiva (Figura 1.9).
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Figura 1.9 Mecanisme proposat per a la formacié de la forma inactiva N-acilurea

Les primeres proves realitzades amb la carbodiimida soluble (EDCHCI) i amb una relacié de
reactius de 1:1:1 donen una proporcié de la forma inactiva encara més elevada (30 %). El problema que
presenta aquest métode és que la urea de la DIPCDI és més dificil d’eliminar que la urea de la EDC.
L'estructura de la molécula Fmoc-Thr(1Bu)-OSu es confirma amb les técniques de 'H-RMN, 8C-RMN i
MALDI-TOF.

La sintesi del dipéptid Fmoc-Thr(Bu)-Thr-OH es realitza amb I'acoblament de I'anterior aminoacid
activat [Fmoc-Thr(Bu)-OSu] i la treonina totalment desprotegida (HCI-H-Thr-OH) en presencia de DIEA.
La reaccié es duu a terme amb una relacié de reactius de Fmoc-Thr(Bu)-OSu/HCI H-Thr-OH/DIEA
(1:1.5:3), en 1,4-dioxa, a 25 °C, 15 h. El rendiment final és del 85 %. La caracteritzacio es fa per 'H-
RMN, 8C-RMN i MALDI-TOF, confirmant I'estructura del producte obtingut.

L'obtencio del didehidropéptid final [Fmoc-Thr(Bu)-(Z)-Dhb-OSu] es duu a terme amb Ila
deshidratacié del dipéptid Fmoc-Thr(Bu)-Thr-OH mitjangant I'agent deshidratant DSC. La reaccio
transcorre a través de varis intermedis, seguint un mecanisme complex i basat en lefecte del

pirocarbonat que acidifica el H* (Figura 1.10):
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Figura 1.10 Mecanisme proposat de la reaccié de deshidratacié amb DSC



Per HPLC s'observa com la reaccié evoluciona passant per varis intermedis de reaccio, fins que al
quart dia la reaccié ja no evoluciona i es detecta la preséncia d’'un producte majoritari (85 %). El
producte, pero, s’hidrolitza I'éster actiu en I'etapa de purificacio per cromatografia en columna de gel de
silice, disminuint drasticament el rendiment global de la sintesi a un 10 %.

Degut als resultats obtinguts, es decideix canviar de métode de deshidratacié i intentar la sintesi del
didehidropeptid Fmoc-Thr(Bu)-(Z)-Dhb-OH mitjangant la reaccid de deshidratacié amb el sistema
EDC HCI/CuCl.

1.3.2  SINTESI DEL DIDEHIDROPEPTID FMOC-THR("BU)-(Z)-DHB-OH

El métode de deshidratacié amb EDC HCI/CuCl és el que s’ha consolidat en el grup com a métode
de deshidratacio, tant en solucié de dipéptids Boc-AA-Thr-OX, Alloc-AA-Thr-OX (essent X grups
protectors: OMe, Bu), com en fase solida de treonines, serines i B-hidroxifenilalanines, contingudes en
peptidil-resines. Aquest metode és compatible a priori amb el grup protector Fmoc del nostre dipéptid.

Aquest métode requereix d'un grup protector per I'extrem C-terminal del dipéptid Fmoc-Thr(Bu)-Thr-
OX. Aquest grup protector (X) ha de ser estable en les condicions de reaccid i la seva eliminacié en la
darrera etapa de sintesi ha de ser compatible amb I'estabilitat dels grups protectors Fmoc i Bu. El grup
alfil, que s’elimina amb Pd es presenta com un bon candidat per a la proteccié de I'extrem C-terminal

(Figura 1.11).
T
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Figura 1.11 Fmoc-Thr('Bu)-Thr -Oal il

Cal també modificar 'esquema de sintesi per obtenir el nou dipeptid protegit. La treonina lliure
s'incorpora a la Fmoc-Thr(tBu)-OH en la forma protegida H-Thr-Oal lil. Aquesta s'obté en dues etapes a
partir de la Boc-Thr-OH. Es prefereix treballar en solucié amb Boc-AA-OH perqué la reaccié d’eliminacid
del grup Boc és més neta (formacio d’alcohol tert-butilic i CO;), alhora que son compostos més estables
i amb major solubilitat. En la primera etapa es protegeix el grup carboxil amb la formacio de I'éster al ilic
i en la segona etapa s'elimina el grup Boc en medi acid (HCI-1,4-dioxa (4 M)). Una vegada sintetitzat el



dipéptid Fmoc-Thr(‘Bu)-Thr-Oal il, es duu a terme la deshidratacié amb EDC HCI i el CuCl. Finalment,
cal una darrera etapa d’eliminacié del grup al'lil, que es realitza mitjangant una transferéncia del catio
alHilic catalitzada pel complex de Pd [Pd(PPhs)4] i un capturador de cations al filics, com el PhSiHs.

L’esquema de sintesi que se segueix és el segiient (Esquema 1.1):

Boc-Thr-OH — Boc-Thr-Oalli ~————  HCIH-Thr-Oallil
Br-CHy-CH=CH, HCI-1,4-dioxa(4M)
Fmoc-Thr('Bu)-OH
EDC-HCI/DIEA
Fmoc-Thr(‘Bu)-(2)-Dhb-Oal-lil <~ Fmoc-Thr('Bu)-Thr-Oal-lil

EDC-HCI/CuClI

PhSiH; / Pd(PPhs),

Fmoc-Thr(‘Bu)-(Z)-Dhb-OH

Esquema 1.1 Esquema de sintesi del Fmoc-Thr({Bu)-(Z)-Dhb-OH mitjangant la deshidratacié amb EDC ‘HClI

La Boc-Thr-Oal lil s’obté a partir de la Boc-Thr-OH i el bromur d'al il (1:13). La reacci6 es duu a
terme a reflux (75 °C) i s'aconsegueix un rendiment del 93 %.

L'etapa d’eliminaci6 del grup Boc es fa en medi acid (HCI1,4-dioxa (4M)) i és quantitativa (98 %). Els
productes obtinguts es caracteritzen per 'H-RMN, 3C-RMN, IR i MALDI-TOF.

L’acoblament entre les dues treonines Fmoc-Thr(1Bu)-OH i HCI‘H-Thr-Oal lil no és facil perqué es
ddna entre dos residus B-ramificats que ofereixen impediment estéric. Es proven diferents condicions de

reacci6 i diferents agents d’acoblament. A continuacié es resumeix en una taula les proves realitzades
(Taula 1.1):

Les proves A-C es realitzen amb una relacié Fmoc-Thr('Bu)-OH/HCI ‘H-Thr-OalHil (1:1.3). Les proves D-F
es realitzen amb una relacié Fmoc-Thr(Bu)-OH/HCI-H-Thr-Oal il (1:1).



Reactius* Dissolvent Temp.-Temps % acoblament

Al EDC HCI (1.3 eq) / DIEA (2.6 eq) DCM (15 mL) 25°C-18h 48 %
B EDC HCI (1.3 eq) / DIEA (2.6 eq) DCM (15 mL) reflux — 18 h 55 %
c? EDC HCI (1.3 eq) / DIEA (2.6 eq) DCM (10 mL) reflux - 18 h 65 %
D! DIPCDI (1 eq) / DIEA (1 eq) DCM (10 mL) 25°C-24h 37 %
E2 DIPCDI (1 eq) / DIEA (1 eq) DCM (10 mL) 25°C-24h 55 %
F2  DIPCDI(1 eq) / HOB(1eq) / DIEA (1 eq) DCM (10 mL) 25°C-24h 72 %

* S'empra 1 eq de Fmoc-Thr(‘Bu)-OH

1 Ordre d'addicio dels reactius: primer el HCIH-Thr-Oal il amb la DIEA, segon la Fmoc-Thr(tBu)-OH i finalment
la carbodiimida

2 S’ha invertit I'ordre d’addicid dels reactius: primer s’addiciona la Fmoc-Thr(!Bu)-OH i la carbodiimida, i
posteriorment el HCI ‘H-Thr-Oal lil amb la DIEA.

Taula 1.1 Condicions de reaccio per la formacié del dipéptid

En general, en totes les proves realitzades s'obtenen crus de reaccié molt bruts. S'observa una
lleugera millora en els acoblaments realitzats amb la carbodiimida DIPCDI.

Veient que no s’'obtenen bons resultats en I'acoblament mitjangant una carbodiimida, es decideix
canviar d’estratégia: preparacié de la espécie activa del grup carboxilat amb I'éster de succinimidil, tal i
com s’ha fet en 'acoblament de la treonina lliure en I'anterior apartat, i posterior reaccié amb el HCI H-
Thr-Oalil (1.3 eq) i amb DIEA (2.6 eq).

Tot i que el nou esquema de sintesi conté una etapa addicional, els resultats obtinguts en
I'acoblament sén prou bons (94 %). L'activacié prévia del grup carboxilat permet que a la reaccio
d’acoblament només hi participin dues espécies: el grup amino com a nucledfil i el grup carboxilat com a
electrofil. Es una reaccié més dirigida.

La deshidratacié del dipeptid Fmoc-Thr(iBu)-Thr-Oal il amb el sistema EDC-HCI transcorre sense
cap intermedi aillable; I'activacié del grup hidroxil amb la carbodiimida complexada amb el CuCl i la
deshidratacié es donen simultaniament. El mecanisme de reaccié proposat es troba detallat a la seguient
figura (Figura 1.12): 46
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Figura 1.12 Esquema d'activacio de la carbodiimida en la reaccio de deshidratacié segons
Alexandre i Rovessac

Per obtenir rendiments optims, la proporcié molar de carbodiimida respecte el CuCl ha de ser de 1.7,
i amb 2 eq de carbodiimida respecte el dipéptid ja és suficient per completar-se la reaccié. La reaccié es
duu a terme amb una mescla de dissolvents DCM-DMF (98:2), a 25 °C i sota atmosfera d'arg6.*?
La reacci6 es completa en 20 h. Per HPLC i MALDI-TOF es detecta un producte secundari de massa
molecular 635 (18 %) (Figura 1.13.i).

a)

Figura 1.13 Analisi per HPLC del cru de la reacci6 de deshidratacié de Fmoc-
" - Thr(BBu)-Thr-OH, i) producte de massa molecular 635, ii) Fmoc-Thr(Bu)-Dhb-
| o _MUL_”]_ Oal fil, iii) producte amb la mateixa massa molecular que el producte majoritari.

; s Condicions HPLC: gradient de 7:3 a 0:10 en 30 min (H20 amb 0.045 % de
t (min)
TFA:MeCN amb 0.036 % de TFA)




El tractament posterior d’'aquest cru és molt tedids. S'elimina el coure fent rentats amb solucid
aquosa saturada de EDTA, pero es redueix el rendiment, possiblement degut a la formacié de
complexes de coure amb el producte. En un altre intent de reacci6 de deshidratacid, es decideix purificar
directament el cru per cromatografia en columna de gel de silice. El coure es queda retingut a la fase
estacionaria i s'obté un rendiment més elevat del dipéptid deshidratat: 70 %. No es pot aillar el
subproducte de massa 635. Tot aixd ve dificultat per la preséncia del grup Fmoc, que és voluminos i
confereix molta insolubilitat al producte. El producte desitjat es caracteritza per 'H-RMN, 3C-RMN i
MALDI-TOF. La massa del subproducte es correspon amb I'espécie ciclica del dipéptid Fmoc-Thr(Bu)-
Thr-OH i la carbodiimida soluble. Possiblement, la preséncia de coure en el medi podria permetre el

X

desplagament del grup al il per la carbodiimida (Figura 1.14).
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Figura 1.14 Desplagament del grup al{il per la carbodiimida

Ja només resta la darrera etapa, la reaccid d’eliminacié del grup alfil. Aquesta es fa utilitzant el
complex Pd [Pd(PPhs)4] com a catalitzador i un capturador de cations al lilics, el fenilsila (PhSiHs).

La purificacio del cru de reaccié mitjangant extraccions en medi acid i basic no funciona, degut altre
cop a la preséncia del grup Fmoc que dificulta la solubilitzacié del producte final desprotegit en solucié
aquosa basica. Alternativament, es purifica per cromatografia en columna de gel de silice. Les analisis
mitjangant EM (MALDI-TOF i IQ) de les diferents fraccions indiquen que el producte esperat es troba en
tres fraccions consecutives. Totes tres fraccions donen Unicament la massa del producte esperat.
La primera fraccié és la més important en quantitat, un 60 % en pes de les tres fraccions, es troba
impurificada amb un 13 % d’un compost que s'identifica per 'TH-RMN com a dibenzofulve, fet que també
explicaria que no es detectés la seva massa per MALDI-TOF. La segona fraccié s'identifica com a
producte pur (Figura 1.15.b); per HPLC s'obté un unic pic i per "H-RMN un sol joc de senyals.
En la darrera fracci6 es detecta per HPLC un pic secundari (25 %) (Figura 1.15.b). L’analisi per 'H-RMN
lidentifica com a l'isdomer del producte esperat, ja que es detecten dos jocs de senyals del residu
deshidratat.
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Figura 1.15 Analisi per HPLC de a) cru obtingut en la reaccié d’eliminacio del grup alfil, i) dibenzofulvé, i) Fmoc-Thr(tBu)-
(2)-Dhb-OH, iii) Fmoc-Thr(tBu)-(E)-Dhb-OH; b) isomer Z ; ¢) mescla d'isdmers Z/E. Condicions HPLC: gradient de 7:3 a
0:10 en 30 min. en les analisis a) i b), i de 65:35 a 0:100 en 30 min en I'analisi c). (H20 amb 0.045 % de TFA : MeCN amb
0.036 % de TFA)

Ara resta per verificar que el producte majoritari obtingut es correspongui amb I'isomer Z desitjat.

0 0
H H
RN N
R: Fmoc-Thr(tBu)- | OH R | OH
H3C H H CH 3
Fmoc-Thr(tBu)-(Z)-Dhb-OH Fmoc-Thr(tBu)-(E)-Dhb-OH

Figura 1.16 L'isomer Zi E del didehidropéptid Fmoc-Thr(‘Bu)-Dhb-OH

Per tal de definir I'isomer obtingut, s'analitza la fraccié mescla d'isdbmers Z/E per 'H-RMN. En un
espectre de "H-RMN (300 MHz) s'identifiquen els senyals del residu Dhb: el proté amida (singulet a
8.6 ppm), el prot6 olefinic (quadruplet a 6.8 ppm) i el grup metil (doblet a 1.8 ppm) (figura 1, annex 3).
Posteriorment es realitza un experiment NOE que permet conéixer quins nuclis estan propers a I'espai.
En el nostre cas, es determina quin nucli, entre els protons del grup metil i el protd olefinic del residu
Dhb, esta més proper al proté amida del mateix residu, per determinar la isomeria Z/E del producte



obtingut. L'experiment NOE realitzat es basa en irradiar un dels protons del residu Dhb i observar com
es modifiquen els altres senyals del residu. Els protons que estan propers en l'espai del protd irradiat
experimenten, generalment, un augment d'intensitat del senyal. Per tal d’'analitzar els resultats, es
realitza un espectre diferéncia de I'espectre irradiat menys I'espectre original En I'espectre diferéncia, el
senyal del proté irradiat té intensitat negativa, els protons propers a l'espai tenen intensitat positiva i la
resta no déna senyal.

En I'espectre (Figura 1.17.a) s'irradia el protd amida; el senyal del grup metil té intensitat positiva i no
hi ha senyal del prot6 olefinic. En I'espectre (Figura 1.17.b) s'irradien els protons del grup metil; tant el
senyal del protd amida com el del protd olefinic tenen intensitat positiva. I, finalment, en I'espectre
(Figura 1.17.c), s'irradia el proté olefinic i s'observa només un augment d’intensitat del senyal dels
protons del grup metil. Aixi, es pot confirmar que el grup metil es troba proper a I'espai del proté amida i,
per tant, es pot determinar que el producte majoritari obtingut és l'isomer Z (Fmoc-Thr(Bu)-(Z)-Dhb-OH)
(3 % d'isdmer E).

a) senyal grup metil

irradiat proto amida

b) isenyal protd amida senyal proté olefinic

f i - yy—

& 5 a a 2 1 pom

irradiat senyal grup metil

senyal grup metil

| irradiat proto olefinic

Figura 1.17 Espectres de RMN irradiant diferents protons del dipeptid Fmoc-Thr(!Bu)-(Z)-Dhb-OH.
a) irradiacio del proté amida, b) irracié dels protons del grup metil, ¢) irradiacié del proté olefinic



A continuacid, s'analitza per RMN la tercera fraccié obtinguda en la purificacié del producte final per
tal de determinar que el producte secundari és l'isdmer E. Es realitza a la mostra un espectre de 'H-
RMN de 300 MHz i s'observa el doblet a 1.8 ppm del producte isdmer Z* i un altre doblet més
desapantallat a 2.2 ppm (Figura 1.18). Amb l'ajuda d'un espectre COSY, es localitza el quadruplet de
lisomer E sota els senyals del grup Fmoc (7.3 ppm) (Figura 1.18).

F2
{ppm}

6.7

F1 {ppm

Figura 1.18 Ampliaci6 de I'espectre COSY realitzat a la fraccid mescla d'isomers Z/IE
de la zona d’acoblament entre els protons olefinics i els arups metils dels dos isomers.

Si es compara aquest resultat amb els obtinguts en la sintesi del didehidropéptid Alloc-Phe-(Z)-Dhb-
OBu,*® en la qual nomes es va obtenir I'isomer Z, la preséncia de l'isdbmer E podria ser deguda a
l'impediment estéric del grup ‘Bu que dificulta la formacié de l'isomer Z o bé a la preséncia del grup al i,
encara que el producte clarament majoritari continua sent el producte termodinamicament estable.

¥

(0] /=\OH O /\OH

Fmoc-Thr(‘Bu)-Thr-Oal-lil Alloc-Phe-Thr-O'Bu

Figura 1.19 Estructura dels reactius de la deshidratacio

49 Srinivasan, A.; Stephenson, R.W.; Olsen, R.K., Conversion of threonine derivatives to dehydroamino acids by elimination of
beta-chloro and O-tosyl derivatives, J. Org. Chem., 1977, 42, 2256-2259.



Finalment s’ha obtingut el didehidropéptid Fmoc-Thr(‘Bu)-(Z)-Dhb-OH amb uns rendiments globals
acceptables.

1.3.3  NOVES PROPOSTES D’OBTENCIO DEL DIDEHIDROPEPTID

Assolit un metode d’obtencié del Fmoc-didehidropéptid amb bons rendiments, es planteja la
sintesi de dos dipéptids més amb grups protectors de I'extrem C-terminal diferents: un éster metilic i un
éster de fenacil (Figura 1.20).

-y b
oJLHIg“j;o_ OJJ\HI@/RE(:O/\Q)/O

Fmoc-Thr('Bu)-Thr-OMe Fmoc-Thr('Bu)-Thr-OCH,Ph

Figura 1.20 Estructura dels dos nous dipéptids

La sintesi d'aquests nous productes t¢ com a finalitat el poder estudiar millor la reaccié de
deshidrataci® amb EDC HCI/CuCl, determinant com influeix I'extrem C-terminal en la reaccié de
deshidratacié. Es compara un grup alilic, un grup metilic i un grup fenacil. Amb aquest darrer grup
protector es planteja trobar un altre grup protector valid que no impliqui I's de Pd en la seva eliminacié,
aconseguint aixi un métode sintétic del dipéptid Fmoc-Thr(Bu)-(Z)-Dhb-OH més compatible amb la
sintesi a gran escala i amb finalitats terapéutiques. L'eliminacio del grup OMe no és del tot compatible
amb ['estabilitat del grup Fmoc, sobretot a gran escala. Aquest dipéptid és valid només per I'estudi de la
reaccio de deshidratacio.

La sintesi dels dos dipéptids segueix el mateix esquema sintétic que el realitzat per I'éster al filic
(Esquema 1.2):



58 Resultats i Discussio

Boc-Thr-OH
Etapa Al
BrCH,COPh
Boc-Thr-OCH,COPh Fmoc-Thr('Bu)-OH
Etapa A ll
HCI-1,4-dioxa(4M) HOSu/DIEA
HCI-H-Thr-OCH,COPh Fmoc-Thr('Bu)-OSu HCI-H-Thr-OMe
Etapa A lll J Etapa B J
DIEA DIEA
Fmoc-Thr('Bu)-Thr-OCH,COPh Fmoc-Thr(*Bu)-Thr-OMe

Esquema 1.2 Esquema de sintesi dels dipéptids Fmoc-Thr(iBu)-Thr-OCH2COPh i Fmoc-Thr({Bu)-Thr-OMe

En la segiient taula es resumeix I'evolucio6 de les sintesis (Taula 1.2):

-OCH.COPh
Etapa A | Boc-Thr-OH(1.3 eq)/ AcOEt, reflux (77 °C), 16 h 100 85
B-Bromoacetofenona (1 eq)/DIEA (1eq)
Etapa All HCI-1,4-Dioxa (4 M) 25°C,15h 100 98
Etapa Alll Fmoc-Thr(Bu)-OSu (1 eq) / 1,4-Dioxa, 25 °C, 24 h 100 96
H-Thr-OCH2COPh (1.3 eq) /DIEA (2.6 eq)
-OMe
Etapa B (i) Fmoc-Thr(Bu)-OSu (1 eq) / 1,4-Dioxa, 25 °C, 20 h 68 55
HCI H-Thr-OMe (1.3 eq)/DIEA (2.6 eq)
Etapa B (ii) Fmoc-Thr(Bu)-Osu (1 eq) / 1,4-Dioxa, 25 °C, 20 h 97 90
HCIH-Thr-OMe (2.6 eq)/DIEA (5.2 eq)

Taula 1.2 Condicions de reacci6 per a la sintesi dels dipéptids Fmoc-Thr(Bu)-Thr-OX (X = CH2COPh, Me)

El dipéptid Fmoc-Thr(iBu)-Thr-OCH,COPh s’obté amb bon rendiment. La reaccié d’acoblament amb
I'éster metilic necessita de més reactiu (HCI-H-Thr-OMe/DIEA) per completar-se. EI métode
d’acoblament amb el grup carboxil activat com a éster de succimidinil també dona bons resultats en les

sintesis d’aquests dipéptids.



1.3.3.1  Reaccio de deshidratacio:

Es realitza la reaccié de deshidratacio dels dos dipéptids amb EDCHCI i CuCl fent servir les
mateixes condicions de reaccié en els dos casos per poder fer un estudi comparatiu i es completa també
amb els resultats obtinguts en la deshidratacio de I'éster al'ilic. Mitjangant analisis per HPLC-EM
s'observa com en la deshidratacié amb el dipéptid protegit amb el grup fenacil hi ha preséncia del mateix
producte secundari obtingut en la deshidratacié del dipéptid Fmoc-Thr(tBu)-Thr-Oal il de massa 635 en
un 35 % mentres que aquest producte es detecta només en un 4 % en la deshidratacié del dipeptid
protegit amb I'éster metilic. Aquests resultats confirmen la hipdtesi de formacié d'un subproducte,
resultat del desplagament del grup protector (OCH,COPh, Oal lil, OMe) per la carbodiimida EDC HCI en
preséncia de coure. La formaci6 d’aquest subproducte és tant més important com més bon grup sortint
sigui el grup protector de I'extrem C-terminal: fenacil > al il > metil.

(0] O 9]
R—H\:)I\O_ R—H\:)J\O/\/ R_H\E)I\O/YQ
: - Aon ©

~oH < 0OH
R: Fmoc-Thr('Bu)-
Fmoc-Thr('Bu)-Thr-OMe Fmoc-Thr('Bu)-Thr-Oal-lil Fmoc-Thr('Bu)-Thr-OCHzPh

\ EDC-HCI/ CuCl

H
R—N
Prod. Desh. J)\O_

Fmoc-Thr(tBu)-(Z)-Dhb-OMe Fmoc-Thr(tBu)-(Z)-Dhb-OCH,Ph

Prod. de

massa O
molecular 635 %

% determinat
per HPLC 4% 18 % 35%

Taula 1.3 Producte de massa molecular 635 obtingut en la reaccio de deshidratacié dels tres didehidropéptids d'estudi. R és
Fmoc-Thr(!Bu)-, R"i R” s6n etil, 3-dimetilaminopropil




1.4 SINTESI DEL LIPONONADEPSIPEPTID cicLic
[MST,D-SER?, THR®, ASP8, THR®] SIRENGOTOXINA

Tal i com s’ha comentat, I'objectiu del present capitol és la sintesi d’'un lipononadepsipéptid ciclic
analeg de la sirengotoxina (Figura 1.21).

L-Ser D-Dab Gly D-Ser
NH,
OH
H i H <
NJL N
N/\n/ N/Y
H H H
O / HN
MST O | o I\/\ N H2
L-Orn
;I G
HO
L-Thr L-Asp (Z)-Dhb L-Thr

Figura 1.21 Estructura del [MST,D-Ser*, Thré, Asp8, Thré] sirengotoxina

El fet de ser un péptid ciclic, la presencia de la cadena alifatica, I'enllag depsipeptidic i el residu no
proteinogeénic (Z)-Dhb, fa que sigui un péptid sintéticament complex.

La sintesi es duu a terme sobre suport poliméric seguint la metodologia Fmoc/tBu. Els tractaments
suaus en les eliminacions dels grups protectors temporals Fmoc (20 % de piperidina en DMF, 20 min,
25 °C) permet la sintesi de péptids complexos i amb un alt contingut de residus labils a tractaments
acids forts.

Tal i com s’ha comentat anteriorment, la introduccié del residu (Z)-Dhb es fa mitjangant el
didehidropéptid Fmoc-Thr(Bu)-(Z)-Dhb-OH, sintetitzat préviament en soluci6. Aquest métode permet
dissenyar una estratégia de sintesi més senzilla perqué la seva incorporacié és com la resta
d’aminoacids comercials (Fmoc-AA-OH) i sense que tingui lloc I'etapa de deshidratacié sobre la peptidil-

resina.



El disseny de I'estratégia t& en compte la possible sintesi de la sirengotoxina, de manera que la
sintesi d’aquest analeg de sirengotoxina sigui una primera aproximacio de la sintesi del peptid natural.

1.41 DEFINICIO DE L’ESTRATEGIA DE SINTESI

La forma més convenient de sintetitzar un (depsi)péptid ciclic és sintetitzar la cadena peptidica
protegida sobre suport poliméric, escindir de la resina mantenint els grups protectors de les cadenes
laterals, ciclar en soluci6 i desprotegir. Alternativament, també es pot fer la ciclacio en fase sdlida, i en
aquest cas s'inicia I'elongacié de la cadena peptidica a través de la cadena lateral d’'un aminoacid o pel

grup a—amino, si s'empra una resina de tipus BAL.%0

Es important I'eleccié del punt de ciclacié perqué generalment és l'etapa clau de la sintesi. La
ciclacié d’un péptid depen de molts factors: conformacié del péptid en solucié, concentracio, dissolvents,
temperatura. A més, si el péptid sintetitzat és un péptid natural, es considera que I'etapa de ciclacié es
déna amb relativa facilitat; no passa el mateix amb péptids que sén analegs de productes naturals, que
no tenen assegurada la ciclacié. En qualsevol cas, es tria el punt de ciclacié que sigui més favorable: el
de menor impediment estéric i menor risc de racemitzacié. En el cas dels depsipéptids ciclics, la ciclacio
és convenient que es realitzi amb un enllag amida i no mitjangant I'enllag éster perqué el grup amino és
més nucleofil.

Es dissenyen tres estratégies de sintesi diferents (Figura 1.22 ,Figura 1.23 i Figura 1.24):

50 Jensen, K. J.; Alsina, J.; Songster, M. F.; Vagner, J.; Albericio, F.; Barany, G., Backbone amide linker strategy for solid-phase
synthesis of C-terminal-modified and cyclic peptides, J. Am. Chem. Soc., 1998, 120, 5441-5452.



Estrategia |
1) Incorporacio
Fmoc-Asp(O'Bu)-OH

1) Acoblament 2) Eliminacié Fmoc

Fmoc-Thr(tBu)-(Z)-Dhb-OH
Fmoc-Orn(Boc)-OH H-Asp(OtBu)—o - CI_O
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Figura 1.22 Disseny de I'estratégia | per a la sintesi del [MST, p-Ser4, Thré, Asp8, Thr9] sirengotoxina




Estrategia Il 1) Acoblament 1) Incorporacié

Fmoc-D-Dab(Boc)-OH Fmoc-Gly-OH
2) Eliminacié Fmoc 2) Eliminacié Fmoc
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Fmoc-Thr('Bu)-OH
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Figura 1.23 Disseny de l'estratégia Il per a la sintesi del [MST, D-Ser*,ThrS, Asp8, Thr9] sirengotoxina




Estrategia lll
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Figura 1.24 Disseny de l'estrategia Il per a la sintesi del [MST, b-Ser4, Thr8, Asp8, Thr?] sirengotoxina

L'estratégia Il és perfila com [I'estrategia Optima en la sintesi del [MST, D-Ser*, Thré,Asp8,L-Thr?]
sirengotoxina pels seglients motius:

e El punt de ciclaci6 esta entre una Gly i una Ser; és un enllag amida, no hi ha risc de
racemitzacié de I'extrem C-terminal i és I'enlla¢ que presenta menor impediment estéric.

o La formacié de I'enllag éster i la incorporaci6 de I'acid miristic (MST), dos dels punts claus en
I'elongacio de la cadena peptidica, es realitzen a l'inici. Es poden optimizar aquestes etapes,
minimitzant temps i péptid. L'enllag éster pot ser estable en les condicions d’eliminacié del grup



Fmoc al llarg de la sintesi de la cadena peptidica lineal i pot ser més labil a aminolisis quan es
troba en la forma ciclada.5!

e L’esquema de proteccid és més senzill que per al cas de I'estratégia Ill. Se simplifica I'etapa de
sintesi en solucié dels residus especificament protegits.

Establerta I'estratégia de sintesi a seguir, es detalla a continuacid I'esquema de proteccid, els
aminoacids protegits i reactius necessaris per a la sintesi del péptid.

Tal i com es mostra a I'esquema sintétic, aquesta estratégia implica la necessitat de tenir el
precursor lineal en solucié amb els grups amino i carboxil protegits (Dab, Orn i Asp). Aixi mateix, cal una
resina que permeti I'obtencid de la cadena lineal protegida per a poder efectuar la ciclacié en soluci6 i,
posteriorment, la desproteccid total del péptid.

Es tria la metodologia Fmoc/Bu per fer I'elongacié de la cadena peptidica, amb la qual cosa, els
grups protectors del D-Dab i la Orn son el Boc i de I'Asp el OBu. Una resina compatible amb I'escissio

del péptid i la conservacio d’aquests grups protectors és la resina clorotritil (CTC-PS).52

La resina CTC-PS permet aquesta desproteccio selectiva depenent del tractament acid emprat; un
tractament acid suau (1 % de TFA en DCM, 25 °C, 1 min) permet I'escissié del péptid de la resina,
mentre que amb un tractament acid més fort (95 % de TFA en aigua, 25 °C, 1.5 h) s’eliminen els grups
protectors Boc, Bu.% La resina CTC-PS forma amb el primer aminoacid un enllag éster de 2-clorotritil.
Aquest grup voluminds (2-clorotritil) ajuda a reduir la formacio de dicetopiperazines (DKPs)%5%. Les
DKPs es formen a nivell de dipéptid degut a una reaccid intramolecular catalitzada principalment per
base entre I'extrem N-terminal i I'enllag ester del primer aminoacid de la resina (Figura 1.25).

5 Garcia, C.; Isidro-Llobet, A.; Cruz, L. J.; Acosta, G. A.; Alvarez, M.; Cuevas, C.; Giralt, E.; Albericio, F., Convergent
approaches fort he synthesis of the antitumoral peptide, kahalalide F. Study of orthogonal protecting groups, J. Org. Chem.,
2006, in press.

52 a) Barlos, K; Chatzi, O.; Gatos, D.; Stavrospoulos, G.; 2-Chlorotrityl chloride resin. Studies on anchoring of Fmoc-aminio acids
and peptide cleavage, Int. J. Peptide Protein Res., 1991, 37, 513-520; b) Barlos, K; Chatzi, O.; Gatos, D.; Papaphotiu, G.;
Schafer, W., Synthesis of calcitonin derivatives by fragment condensation in solution and on 2-chlorotrityl resin, Liebigs
Ann.Chem., 1993, 30, 215-220.

53 Barlos, K.; Gatos, D.; Schafer, W., Synthesis of prothymosin o (Pro T ), @ 109 amino acid residue protein, Angew. Chem.
Int. Ed. Engl., 1991, 30, 590-593.

5 Rovero, P.; Vigano, S.; Pegoraro, S.; Quartara, L., Synthesis of the bradykinin B1 antagonist [desArg10]HOE 140 on 2-
chlorotrityl resin, Lett. Pept. Sci., 1996, 2, 319-323.

5 Chiva, C.; Vilaseca, M.; Giralt, E.; Albericio, F., An HPLC-ESMS study on the solid-phase assembly of C-terminal proline
peptides, J. Pept. Sci., 1999, 5, 131-140.



Figura 1.25 Formacié de dicetopiperazines

La formacié de DKPs esta especialment afavorida en les segiients situacions:

- El primer o segon aminoacid pugui adoptar faciiment una conformacié cis en I'enllag resultant
(Gly, Pro, N-alquil).

- Un aminoacid sigui L i 'altre D, ja que poden formar DPKs amb menor impediment estéric.

L'estratégia de sintesi suposa iniciar la sintesi de la cadena peptidica amb una Gly i, per tant, caldra
tenir present el possible risc de formacié de DKPs.

Cal tenir en compte que I'enllag que estableix la resina CTC-PS amb la cadena peptidica és molt labil
a acids; qualsevol traga d’'acid pot desancorar el péptid i fer disminuir notablement el rendiment de la
sintesi. Per aquest motiu, durant la sintesi és convenient deixar guardada la peptidil-resina després
d’eliminar el grup protector Fmoc ja que aquest procés implica un tractament basic que neutralitza la
presencia de traces d’acid.

1411 L’estratégia de sintesi té altres aspectes més especifics que cal analitzar:

o Laprimera Thr de la seqtiéncia peptidica i la Ser, residus que formen I'enllag éster, han de tenir
els grups amino protegits ortogonalment entre si. La posterior desproteccio de la Ser ha de ser
selectiva perqué la cadena alifatica (MST) s’ha d'incorporar Gnicament sobre el grup amino de
la Ser. La seguent desproteccié del grup amino de la Thr permetra I'elongaci6 de la cadena
peptidica. Es tria el grup Alloc com a protector de la Ser i el grup Fmoc com a protector de la
Thr. Els grups protectors Fmoc, Boc, Bu i I'enllag peptidil-resina sén estables en les condicions
d’eliminaci6 del grup Alloc, que s’elimina amb Pd. Aquest esquema comporta la sintesi prévia
en soluci6 de 'aminoacid protegit Alloc-Ser-OH (Figura 1.23).



Figura 1.23 Alloc-Ser-OH

o Per triar 'ordre d’addicié de la primera treonina i I'acid gras es té en compte la possible sintesi
de la sirengotoxina; la formacidé de l'enllag éster abans de la incorporacié de l'acid gras
hidroxilat permet que aquest no estigui protegit.

e Es fa una aproximacio de la incorporacio de la primera treonina en la seva forma desprotegida
perqué en el cas del peptid natural, aquest aminoacid (H-CIThr-OH) s’hauria de sintetizar en
solucié. D'aquesta manera, es reduiria el nombre d’etapes de la sintesi.

e La darrera Ser que s'incorpora, i que és I'encarregada de tancar el cicle, té la cadena lateral
desprotegida. El motiu és minimitzar 'impediment estéric en la reaccié de ciclacio, suposant
que la formacié de I'enlla¢g amida és més favorable que I'enllag éster en les condicions de
ciclacio (DIPCDI, HOBt, DIEA). A més a més, I'aminoacid original en la sirengotoxina és
H-D-Hse-OH i és assequible comercialment amb la cadena lateral i el grup amino desprotegits.
Aixi, que de ser valida I'aproximacio, es reduiria el nombre d’etapes en la sintesi en solucié de
I'aminoacid (Fmoc-D-Hse-OH).

o La preséncia d'un residu d’Asp a la seqiéncia peptidica implica un risc de formaci6
d’'aspartimides. No es prenen mesures especials a priori a la espera dels resultats.

Els acoblaments es fan, de manera general, amb DIPCDI/HOBt, perd hi ha la incorporacié del
didehidropéptid i la formacié de 'enllag éster que necessiten de condicions d’acoblament especials.

La incorporacié de didehidropeptids sobre peptidil-resines ha estat optimitzada en el nostre grup
d'investigacio, trobant les condicions optimes d’acoblament: DIPCDI/HOAt (1:1).56 L’acid carboxilic del
residu deshidratat és menys reactiu que un aminoacid proteinogénic i necessita d’agents més reactius
per acoblar-se a la peptidil-resina. El compost 7-aza-1-hidroxibenzotriazole (HOAL) té un N en la posicio
7 del sistema aromatic (respecte el compost HOBt) que té dos efectes: estabilitzar el grup sortint i

realitzar una catalisi basica mitjangant un intermedi ciclic de set baules (Figura 1.24).57

% Jose Carlos Jiménez, Master Experimental, Universitat de Barcelona, 1999.
57 Carpino, L.A., 1-Hydroxy-7-azabenzotriazole. An efficient peptide coupling additive, J.Am.Chem.Soc., 1993, 115, 4397-4398.
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Figura 1.24 Estructura del HOB i catalisi acid-base del HOAt

En 'acoblament del didehidropeptid no hi ha perill d’epimeritzacié; per aixo, el temps de reacci6 pot
ser més llarg que en els acoblaments estandards. Per a la formacio de I'enllag éster en la sintesi de
depsipéptids s’'empra DIPCDI i DMAP (cat.), tal i com es troba descrit a la literatura.5® La DMAP actua
com a catalitzador i la DIPCDI s'encarrega de formar lanhidrid d'acid necessari perque pugui
complexar-se amb la DMAP i reaccionar, aixi, amb I'alcohol.

Resumint, s'utilitza un esquema que requereix la sintesi prévia en solucié del didehidropéptid
Fmoc-Thr(tBu)-(Z)-Dhb-OH i de I'aminoacid Alloc-Ser-OH. La sintesi del didehidropéptid ha estat resolta
en l'anterior apartat.

1.4.2  SINTESI DE L’ALLOC-SER-OH

L’aminoacid ocupa una posicié clau dins la cadena peptidica: a través del grup amino s’enllaga amb
l'acid gras (MST), pel grup carboxil s'uneix a la cadena peptidica i amb el grup hidroxil permet
I'elongacié de la cadena mitjangant un enllag éster amb el segiient aminoacid [Fmoc-Thr(Bu)-OH]. Com
ja s’ha comentat anteriorment, la Ser requereix d’'un grup protector ortogonal al grup Fmoc que permeti
solucionar aquest punt sintéetic. La introduccié de I'Alloc es fa mitjangant el seu cloroformiat seguint
'esquema general de la incorporaci6 dels grups protectors més habituals (Fmoc, Z, Boc, Trt, Bzl,..).
Aquesta reaccid, pero, té com a possibles productes secundaris la formacié de dipéptids i fins i tot
tripéptids, subproductes que dificultarien la purificacié del péptid (Figura 1.25). Per tal d’evitar-ho, s’ha

% a) Kuisle,0.; Quifiod,E.; Riguera,R., A general methodology for automated solid-phase synthesis of depsides and
depsipeptides. preparation of a Valinomycin analogue, J. Org. Chem., 1999, 64, 8063-8075. b) Latypov,S.K.; Seco,J.M.; Quifioa,
E.; Riguera,R., Are both the (R)- and the (S)-MPA ésters really needed for the assignment of the absolute configuration of
secondary alcohols by NMR. The use of a single derivative, J. Am.Chem.Soc., 1998, 120, 877-882. c) Hassner,A.; Alexanian,V.,
Synthetic methods. 12. Direct room temperature esterification of carboxylic acids, Tefrahedron Lett., 1978, 46, 4475-4478.



descrit una proteccié temporal prévia amb TMS-CI.%° La facilitat d'incorporacié del grup TMS en els
aminoacids i el tractament suau d’hidrolisi que requereix, el fa ser un grup idoni per a realitzar
proteccions temporals. En la reaccié de 'aminoacid amb tres equivalents de TMS-CI (un per cada grup
funcional de la H-Ser-OH) s'obté el producte totalment protegit i, en el mateix medi de reaccio,
s’addiciona unicament 1 equivalent de cloroformiat d’al lil, que sera atacat pel parell d’electrons lliures
del grup amino. La hidrolisi dels altres dos grups protectors de TMS es fa mitjancant I'addici6 d’aigua
durant el tractament posterior del cru de reaccio.
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143 PROVA DE SINTESI DE LA SEQUENCIA {[MST-SER(&)-D-LYS(BOC)-GLY-OH]
[FMOC-THR&]}

Abans d'iniciar la sintesi total de I'analeg es realitza una prova de sintesi del primer fragment, que
inclou 'enllag éster entre la Ser i la Thr desprotegida, I'eliminacié del grup Alloc i la incorporacié de I'acid
miristic. La prova té la finalitat d’estudiar aquesta zona i poder optimitzar el procés en la sintesi total. Se
substitueix I'aminoacid Fmoc-D-Dab(Boc)-OH de la seqléncia de [MST, D-Sert, Thré, Asp8, Thr9]
sirengotoxina per Fmoc-D-Lys(Boc)-OH, més assequible economicament i ja valid per a realitzar aquesta
prova.

Després de la incorporacié del primer aminoacid en defecte (0.7 mmol/g resina) s’aconsegueix una
funcionalitzacid inicial de la resina de 0.42 mmols/g resina. Per a fer la sintesi del péptid se segueix el
protocol general descrit (Part Experimental, 1.5). En els acoblaments dels aminoacids s'utilitzen
Fmoc-AA-OH (5 eq), i DIPCDI (5 eq) i HOBt (5 eq) com a agents d’acoblament.

% Bolin, D.R.; Sytwu, I., Humiec, F.; Meienhofer, J., Preparation of oligomer-free Noi-Fmoc and Na-urethane amino acids, Int. J.
Peptide Protein Res., 1989, 33, 353-359.



Per a la incorporacié de la Fmoc-D-Lys(Boc)-OH cal un reacoblament de 5 eq d’'aminoacid i de cada
un dels reactius; per I'acoblament total de I'Alloc-Ser-OH es fa un primer acoblament de 3 eq, un
reacoblament de 3 eq i un segon reacoblament de 3 eq més, pero aquest darrer es fa de 30 min amb
TBTU (3 eq) i DIEA (6 eq) com a agents d’acoblament més actius.

1.4.3.1  Formacio de I'enllag éster

La incorporaci6 de la Fmoc-Thr-OH mitjancant la formacié d'un enllag éster es fa amb dos
tractaments consecutius de Fmoc-Thr-OH/DMAP/DIPCDI (1:0.1:1), 25 °C, 30 min. Després de cada
acoblament es pren una aliquota de la peptidil-resina, s’escindeix amb un 1 % de TFA en DCM i
s'analitza per HPLC i MALDI-TOF. Les analisis per HPLC mostren uns crus molt bruts, sense preséncia
de producte majoritari. Per MALDI-TOF s’obtenen les masses del tripéptid Alloc-Ser-D-Lys(Boc)-Gly-OH,
de la incorporacié de treonina i la massa del tetrapéptid més una sobreincorporacio de Fmoc-treonina.
L’AAA es determina una funcionalitzacié de 0.16 mmol/g resina. En aquest punt es decideix interrompre
la sintesi.

D'aquesta prova se’'n fan les segtients observacions:

e La pérdua de funcionalitzacié pot ser deguda a la formacié de DKPs. Tot i ser una reacci6
desfavorida per la utilitzacié de la resina CTC-PS, el temps que la peptidil-resina esta a nivell
de dipéptid és forca elevat, degut al tractament llarg d’eliminacioé del grup Fmoc del segon
aminoacid i a la necessitat de fer dos reacoblaments del tercer.

e La incorporacié de la treonina a la peptidil-resina en la forma desprotegida implica una
sobreincorporacié d’aquesta.

o Laformacié de I'enllag éster és dificil i el procés que se segueix per a controlar la reaccié no és
rapid ni gaire efectiu.

Aixi, abans d'iniciar la sintesi total del péptid, es plantegen les segiients modificacions de I'estratégia:

o Eliminacié del grup amino terminal (Fmoc) del segon aminoacid [Fmoc-D-Dab(Boc)-OH] amb
DMF-piperidina-DBU-Tolue (70:5:5:20), que requereix d'un tractament més curt (11 min).
En I'acoblament de I'Alloc-Ser-OH, s de TBTU, agent d’acoblament més actiu.

e Incorporaci6 de la treonina en la seva forma protegida [Fmoc-Thr(Bu)-OH] per evitar una
delecié d’aquesta.

o Realitzacié del test d’alcohols en resina com a control de la incorporacio de la treonina.



1.4.4  SINTESI DE [MST, D-Ser, Thré, Asps, Thr®] SIRENGOTOXINA

1.44.1 Sintesi de la cadena lineal protegida sobre suport poliméric

Es parteix de la resina CTC-PS (150 mg, f = 1.5 mmol/g resina). S’aconsegueix una funcionalitzacio
inicial de la resina de 0.59 mmol/g per la introduccié en defecte del primer aminoacid (0.7 mmol/g
resina). L’elongacié de la peptidil-resina és dificil, ja que cada component necessita de reacoblaments.
L’eliminacio del grup Fmoc del segon aminoacid amb DMF-piperidina-DBU-Tolue (70:5:5:20) i la
incorporacié de I'Alloc-Ser-OH amb TBTU i DIEA permet reduir el temps en que la resina es troba a
nivell de dipeptid, evitant la formacié de DKPs. El rendiment de la sintesi és del 55 %, calculat a partir de
la funcionalizacié final teorica i la obtinguda per AAA corregida amb el pes molecular del péptid. L'AAA
indica un excés en el contingut de Gly. El baix rendiment de la sintesi i I'excés de Gly, pot indicar
I'eliminacio del grup Fmoc durant la reaccié d’eliminaci6 del grup Alloc® i conseqiient incorporacio del
MST sobre la treonina en el segiient acoblament, quedant la peptidil-resina bloquejada amb una
disminucié de la funcionalitzaci6 i augment de proporcié de Gly, unic residu fiable en I'AAA del diacid
format no detectat per EM. Aquest probles es podria solucionar introduint la Ser protegida amb el grup
Fmoc, la Thr(Bu) amb el grup Alloc i mantenint la sequéncia d’etapes.

1.4.4.1.1 Escissio del péptid de la resina

La resina CTC-PS permet fer I'escissio del péptid mantenint els grups protectors de les cadenes
laterals. S'obtenen 55.7 mg de peptid i per HPLC s’observa un producte majoritari a 27.8 min (grad 8:2 a
0:10 en 30 min) amb una puresa del 61 % (Figura 1.26. a). Per MALDI-TOF es comprova que el pic
majoritari es correspon al nostre péptid. S'obté un rendiment d'escissio del 80 % (determinat per AAA).

1.4.4.1.2 Ciclaci6 de la cadena protegida

L'etapa de ciclacié és clau en la sintesi d’aquest tipus de péptids i depén de molts factors. Es per
aixd que no hi ha unes condicions estandards per dur a terme aquesta reaccid, i s'opta per I'is a priori
de les mateixes condicions emprades en les reaccions d’acoblament en fase solida (DIPCDI 4 eq, HOBt
4 eq) i afegir-hi DIEA (4 eq) per tal de neutralitzar possibles restes de TFA i impedir aixi la
trifluoroacetilacié del péptid. La diluci6 és un dels factors més importants i estudiats en les reaccions de

60 Farrera-Sinfreu, J.; Royo, M.; Albericio, F., Undesired removal of the Fmoc group by the free e—amino function of a lysine
residue, Tetrahedron Lett., 2002, 43, 7813-7815.



ciclacio. Es fa servir una concentracié de 1 mM que és la determinada com a optima en la bibliografia.®!
La ciclacié es completa en 1 h i 30 min. Per HPLC s’obté un pic majoritari a 23.3 min (grad 65:35 a 0:100
en 30 min) i 44 % de puresa (Figura 1.26.b). Per MALDI-TOF es comprova que el pic majoritari es
correspon amb el producte i per IR es determina que la ciclacié s’ha fet mitjangant un enllag amida.

1.4.4.1.3  Eliminacid dels grups protectors

L’eliminacio de tots els grups protectors del péptid (‘Bu, Boc) es fa amb una soluci6 del 95 % de TFA
en aigua durant 1 h i 30 min. S’elimina el TFA a pressi6 reduida i es liofilitza el péptid. Per HPLC s'obté
un pic majoritari a 12.8 min (grad 7:3 a 0:10 en 30 min) i 43 % de puresa (Figura 1.26.c), que per
MALDI-TOF es correspon amb la massa de [MST, D-Ser¢, Thré, Asp®, Thr9] sirengotoxina. No s'observen
indicis de formaci6 d’'aspartimides.

El péptid presenta poca solubilitat en els dissolvents emprats normalment en les purificacions fetes
amb el sistema HPLC-semipreparatiu de fase reversa. Les diferents proves de solubilitat realitzades es
presenten a la taula segient (Taula 1.3). Els dissolvents estan triats en funcié de la seva compatibilitat
amb el sistema de purificacié. Totes les proves s’han fet amb un tractament previ amb TFA durant 5 min
i evaporacié amb nitrogen, per tal d’eliminar qualsevol forma d’agregacié inicial i, posteriorment, s’ha
intentat solubilitzar la mostra amb 5 mL de la mescla de dissolvents corresponent.

Dissolvents Solubilitat Precipitat
H20 (0.1 % TFA) MeCN (0.1 % TFA) (0:1) — (1:1) No Filamentés
H20 (0.1 %TFA)/MeCN (0.1 % TFA) (0:1) — (1:1)+ 500uL DMF No Filamentos
AcOH Glacial No Filamentds
DMF No Filamentds
soluci6 sat. Guanidina en AcOH 10 % No Filamentds
H20 (0.1 % TFA)/MeCN (0.1 % TFA) (1:0) - (7:3) No Suspensid
H20 (0.1 % TFA)/ MeCN (0.1% TFA) (1:0) — (7:3) + 500 uL AcOH 10 % No Suspensio
H20 (0.1 % TFA) /MeCN (0.1% TFA) (1:0) — (7:3) + 500 uL DMSO No Suspensid
AcOH 10 % No Suspensié
AcOH 10 % /MeOH (1:1) No Suspensid
THF No Filamentds
TFA Si

Taula 1.3 Condicions provades per a la solubilitzacié del péptid final

61 Jlluminati, G.; Mandolini, L., Ring closure reactions of bifunctional chain molecules, Acc. Chem. Res., 1981, 14(4), 95-102.




El fet que el péptid no sigui soluble ni en dissolvents aquosos ni en dissolvents organics, pot
respondre al seu caracter amfipatic: un cicle de nou residus, set dels quals tenen cadenes laterals polars
(D-Dab, Orn, Asp, dues Ser i dues Thr) i una cadena alifatica de catorze atoms de carboni (MST).
El péptid natural també presenta una solubilitat especial: per una banda és capa¢ de solubilitzar-se en
un medi alifatic (membrana lipidica) formant agregats de 6 mondmers (canal de ions), i per altra banda
se solubilitza en solucid adoptant una conformaci6 especial com de pilota de tennis, encarant els
enllagos carbonil i els grups polars de les cadenes laterals cap enfora, quedant estabilitzada per dos
ponts d’hidrogen intramoleculars que a més estan protegits dels dissolvents aquosos per la cadena
alifatica.52 S’ha determinat per a la sirengotoxina una concentracié miscel lar critica de 1.25 mg/mL.83

Degut a la impossibilitat de poder dissoldre la mostra, s'opta per fer la ciclacié d’'una aliquota del
péptid lineal protegit i purificar-lo abans de la desproteccio total, quan el péptid presenta caracter
Unicament alifatic. Posteriorment es realitza la desproteccié total de les cadenes laterals.

1.4.4.1.4  Purificacio del péptid ciclic protegit

El péptid ciclic protegit és soluble en una mescla d’'H,O-MeCN (2:3) i es purifica amb el sistema de
HPLC-semipreparatiu. S’obté el producte amb una puresa del 70 % (Figura 1.29, d).

1.4.4.1.5  Eliminacio dels grups protectors

Es realitza la desproteccio del péptid de la mateixa forma que en el cas anterior (95 % de TFA en
aigua, 25 °C, 1 h'i 30 min) i la reacci6 és quantitativa. Es dissol una petita aliquota del producte final en
una solucié aquosa d'AcOH al 10 %, s'analitza per HPLC i per AAA, i es realitza una quantificacio

aproximada.

62 Ballio,A.; Collina,A.;Di Nola,A.; Manetti,C.; Paci,M.; Segre,A., Determination of structure and conformation in solution of
syringotoxin, a lipodepsipeptide from Pseudomonas Syringae pv. Syringae by 2D NMR and molecular dynamics,Stru. Chem.,
1999, 5, 43-50.

63 Hutchison, M.L.; Tester, M.A.; Gross, D.C., Role of biosurfactant and ion channel-forming activities of syringomycin in
transmembrane ion flux: @ model for the mechanism of action in the plant-pathogen interaction, Mol. Plant. Microbe Ineract.,
1995, 8, 610-620.
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Figura 1.26 Analisis per HPLC de a) cru del lipodepsipéptid lineal protegit. Condicions: C1s, gradient lineal de
8:2 a 0:10 en 30 min. b) cru de la reaccid de ciclacid del lipodepsipéptid lineal protegit; condicions: Ca,
gradient lineal de 65:35 a 0:100 en 30 min. c) cru de la reaccié de desproteccio del lipodepsipéptid ciclic
protegit, d) lipodepsipéptid ciclic protegit purificat; €) cru de la reaccidé de desproteccid del lipodepsipeptid
ciclic; f) lipodepsipéptid ciclic final. Condicions HPLC: gradient de 7:3 a 0:10 en 30 min per a-c i de 65:35 a
0:100 en 30 min per d-f (H20 amb 0.045 % deTFA : MeCN amb 0.036 % de TFA)
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S'obtenen 2 mg de peptid amb una puresa del 90 % (Figura 1.29, e i Figura 1.29, f) i amb un
rendiment global de sintesi del 3 %. Aixi, s'aconsegueix el péptid [MST, D-Sert, Thré, Asp?, Thr9]
sirengotoxina pur, tot i no ser totalment soluble.

1.5 ACTIVITAT COM ANTI-LEISHMANIA

S'avalua l'activitat anti-Leishmania del péptid final front el promastigot Leishmania donovani. Per
determinar l'activitat es mesura I'activitat de la deshidrogenasa mitocondrial, capag de reduir un substrat
addicionat préviament al medi en un producte insoluble i detectable per ultraviolat. Els assaigs biologics
son realitzats pel grup del Dr. Luis Rivas del Centro de Investigaciones Biologicas (CSIC-Madrid).

El lipononadepsipéptid sintétic mostra només una lleugera activitat leishmanicida. El valor de la dosi
letal 50 (LDso), que és la concentracié que redueix al 50 % la proliferacié del parasit (95 % interval de
confianga), per el péptid natural sintetic és de 3.9 (14.8-3.1) uM i augmenta fins a 19.4 (51.2-0.13) uM
en el compost sintétic. L’estudi de la mostra pel microscopic optic a una concentracié de 25 uM, primer
mostra els parasits inflats i després d’una hora mostra la seva lisi, comportament que revela un efecte
de xoc osmotic similar al descrit per a la sirengotoxina.

El descens de l'activitat Leishmanicida respecte el peptid natural es pot explicar per aproximacions
no excloents. La primera, és que degut a les condicions acides fortes emprades en la desproteccié del
péptid es poden formar agregats, una possibilitat que és consistent amb la poca solubilitat que presenta
el producte sintetic en el medi aqués. El tractament acid sofert pel producte pot dificultar la formacié dels
agregats amb una estequiometria dptima per a la seva intrusio a la membrana del parasit. En qualsevol
cas, el resultat deriva cap a una reduccié de la concentracio efectiva del compost.

La segona aproximacio esta relacionada amb les modificacions introduides a I'estructura del péptid
natural. La inclusié de I'aminoacid natural L-treonina en comptes de I'analeg 4-clorat pot ser parcialment
responsable de la pérdua d’activitat. No hi ha una explicacié general clara sobre el paper dels ions clorur
en els péptids bioactius. Els atoms de clor augmentarien la hidrofobicitat de [l'estructura i,
conseqlientment, la seva habilitat per introduir-se a les membranes. Per altra banda, al ser atoms
voluminosos, podrien imposar restriccions estériques que afectarien la poblacid de molécules en la
conformacio activa. S’ha fet créixer la Pseudomonas Sy. Sy. en un cultiu absent de clor i s’ha obtingut el



compost desclorosirengotoxina. Aquest analeg redueix tres vegades I'activitat antifingica respecte el
péptid natural .64

La substitucio de I'acid 3-hidroximiristic per la cadena alifatica no sembla que afecti en gran mesura
la hidrofobicitat o I'amfipacitat global del compost. L'acilacio dels acids grassos comporta, sovint, un
augment de la seva activitat antibiotica.%5% Les diferencies d’activitats leishmanicides sén menys
pronunciades per a les cadenes de més de 12 C.%5 Tot i aixi, el grup hidroxil és comu a tots els peptids
de la familia de la sirengotoxina a diferéncia de la llargaria de la cadena alifatica. Fet que indica que
segurament té un paper especific independentment de la variacié dels parametres fisico-quimics.

A priori, no es pensaria que la substitucié dels aminoacids D-Hse i L-alloThr pels proteionogénics
D-Ser i L-Thr fos significativa si I'activitat antileishmania es degués a la pertorbacié de la membrana.
L'activitat antifingica del peptid Sirengomicina (péptid molt similar a la sirengotoxina) necessita
d’ergosterol i d’esfingolipids amb cadenes llargues d’acids grassos o-hidroxilades a les membranes dels
organismes hostes.5” Actualment no esta clar si els lipodepsipeptids actuen per alteracié de les
propietats fisiques de la membrana o per interaccions especifiques amb determinants components de la
membrana. Si la segona hipotesi és certa, a I'analeg sintetitzat li mancarien trets de reconeixement
necessaris per a la seva interaccié. A més, tot i que l'estructura ciclica amb l'acid gras a I'extrem
N-terminal podria relentir l'activitat degradativa de les exonucleasas,® la insercid d’aminoacids
proteinogénics podria debilitar I'estructura del depsipéptid i fer-lo més vulnerable a la degradacié de les
endopeptidasas. Una de les proteines més abundants en la membrana plasmatica del promastigot
Leishmania és la leishmaniolisin,®® una endopeptidasa amb un ampli espectre de especificitat de
substrat que podria degradar 'activitat de la sirengotoxina i de I'analeg sintétic.
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