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Abreviatures

AA aminoacid

AAA analisi d'aminoacids

AARI aminoacid de referéncia interna

ACN acetonitril

Ac acetil

Al alil

Alloc al-liloxicarbonil

AMP antibiotic peptidic

ATCC American type culture collection

BAL acid 4-(4-formil-3,5-dimetoxyfenoxi) butanoic
Boc tert-butoxicarbonil

'‘Bu tert-butil

Bz benzil

CL cardiolipina

CI-Trt resina clorur de 2-clorotritilpoliestiré

cuMi concentracié minima inhibitoria

DCC N,N’-diciclohexilcarbodiimida

DCM diclormeta

Dde 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohex-1-iliden)etil
DHB acid 2,5-dihidroxibenzoic

DIEA N, N-diisopropiletilamina

DIPCDI N,N’-diisopropilcarbodiimida

DMAP N,N’-dimetil-4-aminopiridina

DMF dimetilformamida

DMSO dimetilsulfoxid

DSC carbonat de N,N’-disuccinimidil

DOC deoxicolat

EM ESI espectrometria de masses d’ionitzacié per electrosprai
MMALDITOR  SEPECIOMel de masses do desrl e i
eq equivalent

f funcionalitzacié de la resina
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FA
Fmoc
FRET
h

HATU

HOBt
HPLC
I
RP-HPLC
LUV
MBHA
MDR
ME
MHB
Mi
min
MLV
MRSA

m/z
NBD-PE

Pbf
PE
PG
PM
POPG
PS
PTFE
p/v
PxB
PxBN

PyBOP

PyrPG

fluorescéncia

acid gras (fatty acid)
9-fluorenilmetoxicarbonil

fluorescence resonance energy transfer

hora
hexafluorofosfat de N-Oxid N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-

triazolo-[4,5-b]piridin-1-il-metilen]-N-metilmetanaminio]
1-hidroxibenzotriazol

cromatografia liquida de alta eficacia

intensitat

cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa
liposoma unilamel-lar gran

metilbenzhidrilamina

multidrug resistant

membrana externa

medi de cultiu Mueller Hinton

membrana interna o citoplasmatica

minut

liposoma multilamel-lar

Staphylococcus aureus resistent a meticilina

relaci6 massa/carrega
N-(7-nitro-2-1,3-benzodiazol-4il-)
dipalmitoilfosfatidiletanolamina
2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonil
fosfatidiletanolamina

fosfatidilglicerol

pes molecular
1-palmitoil-2oleoilglicero-sn-3-fosfoglicerol
poliestiré o fosfatidilserina
politetrafluoroetilé (tefld)

pes/volum

polimixina B

nonapeéptid de polimixina B
hexafluorofosfat de benzotriazol-1-il-N-oxi-
tris(pirrolidin)fosfoni

1-hexadecanoil-2-(pirendecanoil)glicerol-sn-3-
fosfoglicerol



rpm revolucions per minut

s segons
sP analeg sintétic de polimixina

SPPS sintesi de peptids en fase solida

Suv liposomes unilamel-lars petits

T temperatura

t temps

t.a. temperatura ambient

TES trietilsila

TESBr bromotrietilsila

TFA Acid trifluoroacétic

TFE 2,2,2-trifluoroetanol

TFMSA acid trifluorometansulfonic

THF tetrahidrofura

TIS Triisopropilsila

TMSBr bromotrimetilsila

TMSCI clorotrimetilsila

TMSOTf trifluorometansulfonat de trimetilsilil

tr temps de retencié

TRIS tris(hidroximetil)Jaminometa

Trt tritil

TSA medi de cultiu: tripticasa soy agar
TSB medi de cultiu: tripticasa soy broth
UV-Vis ultravioleta-visible

viv volum/volum

VRE enterococcus resistent a vancomicina
VRSA staphlylococcus aureus resistent a vancomicina
WST-1 sal de tetrazole

Z benziloxicarbonil
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Annex 1 Aminoacids. Codi de tres lletres, una lletra i estructura.

Aminoacid Estructura Aminoacid Estructura
A . . o .
Acid aspartic on Isoleucina
Asp lle OH
D HN O | HoN
0 (0]
. O._OH
Acid glutamic T Leucina
Glu ' Leu OH
E HZN/E’(OH L HoN
o (0]
_NH,
Alanina Lisina
Ala H,N OH Lys
A o K OH
HoN
0
Arginine N Nk, Metionina 7
Arg . OH NH Met
R =0 M HoN OH
o}
O .
Asparagina Prolina
Asn g:z Pro N OH
N HoN P Hoo
0
Cisteina SH Serina OH
Cys HZN/@(OH Ser HaN OH
C o S o
OH
Fenilalanina Tirosina
Phe on Tyr on
F HoN Y HaN
0 o}
Glicina OH Treonina OH
Gly HN" Thr HoN OH
G o) T o
H
OsNH, N
Glutamina Triptofan \
a HoN OH -I;/:/p OH
Q =1 HoN
0
- N=A\ .
Histidina «NH Valina iI;{
His Val OH
H HoN OH v H,N I
0

xiil




Annex 2: Aminoacids especi

codi de tres lletres i estructura

als.

Aminoacid Estructura
NH,
Acid diaminobutiric
Dab H
HoN ©
(@]
. NH,
Acid diaminopropionic
OH
Dap HoN
o]

Annex 3: grups protectors en I’estratégia Fmoc/Bu

Aminoacid Protector Estructura
oA
N-terminal de tots els aminoacids Fmoc . 0/”\.9‘:
i
Arginina, Arg, R —
ginina, Arg Pbf i :
o)
L - (0]
Acid diaminobutiric, Dab
. Boc )J\
Acid diaminopropionic, Dap o fé
Treonina, Thr, T 'Bu §

Xiv




Annex 4: grups protectors en I’estratégia Boc/Bzl

Aminoacid Protector Estructura
O
N-terminal de tots els )]\
aminoacids
Boc o ‘fé
Il
Mts S—é
Il
Arginina, Arg, R
i
Mtr |S|—§
o)
Treonina, Thr, T
Bzl

Per a la cisteina s’ha emprat un grup protector ortogonal a Fmoc/tBu i Boc/BzI

Aminoacid Protector Estructura
o)
Cisteina Acm )j\
PN
N7

XV



Annex 5: suports solids i espiadors bifuncionals emprats en la
sintesis en fase solida

Nom Estructura

CHO

L ) H3CO OCH3
Acid 4-(4-formil-3,5-

dimetoxifenoxi)butiric,

BAL linker
o)

o]
OH
HO
Acid 3-(4- i
hidroxifenoxi)propionic /\)J\
0 OH

(¢}
Resina Rink amida A

HoN
Resina aminometil, AM \—Q—O

H,N
Resina para-
metilbenzhidrilamina, MBHA O

XVi



Annex 6: Agents acoblants i additius emprats en la sintesis en
fase solida

Abreviacié Estructura Nom
DIPCDI > < N,N’-diisopropilcarbodiimida
N=C=N
\N/
DMAP N,N’-dimetilaminopiridina
® p
/
N

Ne, ]
NN Hexafluorofosfat de N-oxid de N-
HATU AN [(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazolo-
N\ _ [4,5b]piridin-1-il-metilen]-N-
, N PF6 metilmetanamini
+/
N
\
o
N
N\
HOBt /N 1-hidroxi-benzotriazole
N
\
OH
AN
e
N b Hexafluorofosfat de benzotriazol-
PF6 N
PyBOP \o\ﬁ/\ 1-il-N-oxi-tris(pirrolidin)fosfoni
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Annex 7: Estructura dels péptids presents en el treball

Péptid Codi seqiiéncia Estructura
HZNK/\OK Q
N (o]
OH o N1 M
PxB PP PO
IS B o B H b .
l\gz NH, O'—%»NK\';\L«O\/\NH
HoA M
NH,
HZNL(\?\ _/@
‘O
N
1 nonanoil-Dab-Thr-Dab- R R H/:(
ciclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe- /\/\/\/YHJDY“%N\ OI\(
sP-B Leu-Dab-Dab-Cys I NYT N NH
[} HNWNHZ
NH, NH, &N)\j Y
. H
O/\NHQ \
NH,
HQNK/\OK
2 nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S- o b H/:ﬁo
S)[Cys-Dab-DPhe-Leu-Arg- Lo IOrHH Y ﬂ
sP-2Arg Dab-Cys] e NV
o o .S N NH,
J/ NH, t S HN‘Q\ NH
HN 2 MN)\§ o
s H
HN*NHZ S, e
/
H2N, ‘
o
K/LN/\(O
3 nonanoil-Dap-Thr-Dab- on OTNH Ao
ciclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe- w9 I"/H ? ] I\(
sP-2Dap Leu-Dap-Dab-Cys] A T
O “NH, o) ?
NH; N HN‘<O‘V
o= "
NH; NH,
HaN
5
(o]
N
4 nonanoil-His-Thr-Dab-ciclo(S- oH O._NH H/:(
S)[Cys-Dab-DPhe-Leu-His- e IFHJ)L T
sP-2His Dab-Cys] /\/\W H I H ‘s O “NH
o e s o HNW
NNH  NH &N o [
o= "
NH, NH,

xviii




5
sP-2Asn

nonanoil-Asn-Thr-Dab-
ciclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-
Leu-Asn-Dab-Cys]

6

sP-
2Arg(NO2)

nonanoil-Arg(NO2)-Thr-Dab-
ciclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-
Leu-Arg(NO2)-Dab-Cys]

7

retro-sP-B

ciclo(S-S)[DCys-DDab-DDab-
DLeu-Phe-DDab-DCys]-
DDab-DThr-DDab-octilamida

8
retro sP-2Arg

ciclo(S-S)[DCys-DDab-DArg-
DLeu-Phe-DDab-DCys]-
DDab-DThr-DArg-octilamida

Xix




9

conjugat
PxB-

espermina

nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-
S)[Cys-Dab-DPhe-Leu-Arg-
Dab-Cys]-Gly-espermida

XX
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1.1.ELS PEPTIDS COM FARMACS

Els péptids s6n biomolécules presents arreu dels sistemes vius. Sén substancies
de vital importancia que desenvolupen innumerables funcions a nivell fisioldgic i
cel-lular, principalment senyalitzaci6 i regulacidé de processos fisiologics com ara
com immunitat i defensa, estrés, creixement cel-lular, homedstasi, i reproduccio.’

Aquestes molécules presenten la particularitat de ser altament selectives,
interaccionen especificament amb la seva diana bioldgica concreta, de manera
que no provoquen reaccions no desitjades amb altres dianes. També tenen un
ventall d’actuacié molt ampli i intervenen a nivell de molts processos bioquimics i
moltes dianes diferents. Presenten a més una molt baixa toxicitat, ja que els
subproductes metabolics que generen s6n els aminoacids, les seves unitats
monomeériques, components naturals i imprescindibles en tots els organismes.

Malauradament, presenten una série d’inconvenients a nivell fisiologic. Sén
relativament poc estables: les prop de 600 proteasesz’3 que conté el cos huma hi
actuen de seguida i hidrolitzen rapidament el péptid, a nivell oral es forca
important aquesta situacidé ja que fa que la seva biodisponibilitat sigui molt
limitada. Un altre desavantatge és la poca permeabilitat a nivell de membrana que
presenten aquestes molécules. Aquests inconvenients, juntament amb uns
elevats costos de producci6, degut a la quimica particular que requereixen per a
la seva sintesis, constituien motius suficients per a no considerar els peptids com
a bons candidats terapéutics en el llarg procés de recerca de nous farmacs.

Malgrat aix0, en els darrers anys, amb els nous recursos biotecnoldgics, s’han
trobat maneres d’abordar aquests problemes. En la Figura 1.1 es mostren els
diferents tipus de sintesis de péptids a nivell industrial.

Figura 1.1. Esquema dels diferents tipus de sintesi
de péptids a nivell industrial. Es poden obtenir per
sintesis quimica, en solucio o en fase solida, o en
una combinacié d’ambdues estratégies. També per
meétodes de microbiologia recombinant, i finalment
ﬁ} Y 4 per extraccio directa de la font natural. Font Uhlig
%(; p 2014
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A partir de la invencié de la sintesis de peptids en fase solida (SPPS) per
Merrifield I'any 1963 * la sintesis dels péptids es va veure simplificada
enormement. Les tedioses estratégies de proteccié i desproteccié de grups
funcionals, van esdevenir més senzilles, cosa que va facilitar la mecanitzaci6 i
escalat del procés sintétic, sobretot de péptids llargs i complicats. | la investigacio
a nivell galénic de noves formes d’administracié i dosificaci6 han permés
solucionar alguns dels problemes farmacocinétics de baixa estabilitat i protedlisi.
En l'actualitat, hi ha uns 60 farmacs de naturalesa peptidica aprovats per la FDA i
ja comercialitzats, i s’espera que vagin en augment donat que hi ha uns 140 en
assajos clinics, i uns 500 en fase pre-clinica.

En termes generals, el mercat global de farmacs peptidics registrava moviments
de 14.1 bilions de dodlars el 2011, i la previsié és que augmenti fins els 25.4 bilions
de dolars el 2018.°

El 2011 el Lupron® (leuprolide acetate) indicat per al tractament de cancer de
prostata i de pit, entre altres indicacions, va registrar unes ventes d’uns 2,3 bilions
de dolars, ® en el mateix any el Zoladex® (goserelin acetate) també indicat per
cancers de prostata i mama, també va suposar uns ingressos de 1,2bilions de
dolars a I'empresa Zoladex Worldwide; i al 2013, amb el Copaxone® (glatiramer
acetate) , immunomodulador en casos d’esclerosis multiple, es van arribar als 4
milions de dolars. Lantus TM, de Sanofi, insulina per a la diabetis, va suposar
unes ventes de 7.9 bilions de dolars al 2013.

A la seguent taula es mostren alguns dels farmacs aprovats per la FDA en els
dltims anys:

Taula 1.1. Llistat de farmacs peptidics recentment aprovats per la FDA’

Nom Nom geneéric Empresa Indicacié terapéutica Any
comercial
Lyxumia® Lixisenatide Sanofi Diabetis mellitus tipus Il | 2013
Surfaxyn® Lucinactant Discovery labs sindrome d’estres 2012

respiratori en nens
prematurs

Omontys® | Pegynesatide Afymax Anémia 2012
Signifor® Pasireotide Novartis Malaltia de Cushing 2012
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Kyprolis® carfilzomib Onyx Mieloma multiple 2012
pharmaceuticals
Jetrea® Ocriplasmin Thrombogenics Adhesié vitreomacular | 2012
Revestive® | Teduglutide NPS Sindrome de lintesti 2012
Pharmaceuticals curt
Victrelis® Boceprevir Merck Hepatitis C 2011
Incivek® Telaprevir Vertex Hepatitis C 2011
Pharmaceuticals

Font: Joao 20157

Es pot observar que una gran majoria dels péptids que es troben al mercat sén
hormones o derivats peptidics que simulen I'accié de les hormones; pero cal
destacar l'existéencia d’'un nombre forca destacable de farmacs antibiotics de
naturalesa peptidica. En els darrers anys, amb l'increment de les infeccions per
bactéries resistents als antibidtics convencionals, i la urgent necessitat de trobar
nous compostos antibacterians, els péptids antimicrobians han ressorgit i han
anat guanyat terreny en aquest camp. En la segient taula es mostren alguns dels
farmacs antibidtics de naturalesa peptidics més rellevants, que ja estan
comercialitzats 0 que encara estan en fases cliniques d’estudi.

Taula 1.2. Llistat d’alguns dels farmacs peptidics antimicrobians, en fases cliniques o ja
comercialitzats

Nom Tipus Activitat Fase
Polimixina B Lipopeptid 10 aa Gram - Mercat
(Pochgnﬁg(tilgaa E) Lipopeptid 10 aa Gram - Mercat
Daptomicina Lipopeptid 13 aa Gram+ Mercat
Telavancina Lipopeptid 10 aa Gram+ Mercat
Nisina Péptid ciclic 34 aa Gram+ Mercat
PGLa Péptid ciclic 21 aa | Ampli espectre Mercat
Dalbavancina Lipoglicopeptid Gram+ Fase Il
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Surotomicina Lipopéptid 11 aa Gram+ Fase Il

37 aa (subunitat de

LL-37 la catelicidina)

Ampli espectre Fase Il

3 aa, peptid de

LTX-109 S
sintesis

Ampli espectre Fase Il

Font: (Butler et al 8; Fjell et al 9; Hancock & Sahl, 10).

1.2. EL PROBLEMA DE LA RESISTENCIA BACTERIANA ALS
ANTIBIOTICS

Un antibidtic és una substancia quimica generalment produida per un
microorganisme, que es caracteritza per tenir la propietat d’interferir en els
processos vitals de determinades bactéries, impedint el seu creixement
(bacteriostatics) o eliminant-los (bactericides). Actualment molts d’ells es poden
obtenir també per sintesis quimica, o per modificacions semi-sintétiques dels
productes naturals.

El terme d’antibidtic va ser introduit el 1942 per Selman Waksmam i
col-laboradors ', concepte que es referia a substancia que inhibia el creixement
bacteria, perd que excloia a compostos que matessin els bacteris i també els
compostos de sintesis. Perd ja s’havien descobert abans alguns compostos que

presentaven aquesta activitat antibidtica, com les sulfonamides i la gramicidina S
12

L'any 1928, Alexander Flemming va descobrir accidentalment la Penicilina,
compost produit per un bacteri del génere Penicillium, perd no va poder aillar-lo ni
descriure la seva estructura. Al 1942 Florey i Chain® van ser capagos daillar i
purificar la primera penicil-lina g, i al 1945, Dorothy Crowfoot Hodgkin va poder
determinar la seva estructura '° Per aquest descobriment, al 1945, van guanyar
conjuntament el premi Nobel de Medicina Flemming, Florey i Chain.

A partir de I'aparici6 de la penicil-lina, la industria farmacéutica va viure el que es
pot anomenar “golden era”, on es van dedicar grans esforcos en la recerca i
produccié de nous productes antibiodtics. (Figura 1.2) Es pot observar que a partir
dels anys 60 i fins el 2000, no es va desenvolupar cap classe nova d’antibiotics.

En aquesta etapa es van dur a terme modificacions sintétiques dels farmacs ja
existents, donant lloc a noves molécules a partir d’esquelets ja coneguts. No és
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fins a partir del 2000 que han aparegut nous compostos antibacterians com el
linezolid, la daptomicina, la retapamulina, entre altres.

S’ha de tenir en compte també que la majoria d’aquests antibidtics sén actius per
a bacteris Gram+, de manera que la recerca en el camp dels Gram- esdevé una
necessitat urgent.

1940
1950
1960
1970
1980
1990
2000
2010

Quinolones, estreptogramines Diarilquinolones
Glicopéptids Fidaxomicina
Macrolids

Aminoglicosids Mutilines

Cloramfenicol, tetraciclines

Polimixines
B-lactames

Sulfonamides

Daptomicina
Oxazolidinones

Figura 1.2. Quadre-esquema de I'aparicié de nous antibiotics en el temps

Flemming ja va advertir que un abus en la utilitzacié de la penicil-lina podria donar
lloc a l'aparicié de soques resistents. Efectivament, al cap de pocs anys ja es van
detectar microorganismes que ja no eren sensibles a la penicil-lina.14 De fet, es
pot observar un paral-lelisme entre I'aparici6 de nous antibiotics, i al cap d’un
temps I'aparicié de soques resistents a aquests nous compostos.

Les malalties infeccioses son la segona causa de mort en paisos en vies de
desenvolupament, i la tercera en els paisos desenvolupats15. Tot i que la
resisténcia bacteriana s’ha observat tant en bacteris Gram-positius com en
bacteris Gram-negatius, dos tercos de les morts a causa d’infeccions bacterianes
es deuen a bacteris gram-negatius '°.

Als EUA, de 2 milions de persones infectades cada any, aproximadament un 10%
mor a causa de les infeccions.? Actualment moren mes persones per infeccions
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causades per MRSA que de SIDA. | al mateix temps, I'aparicié de nous antibiotics
ha disminuit considerablement: la FDA va aprovar 7 nous antibidtics des del 2003
al 2012 (essent nomes 2 noves classes des del 1998), la majoria d’ells actius

nomes contra bacteris Gram-positius "7 *

Es per aixd que aquest problema de resisténcia bacteriana ha esdevingut un
problema de salut publica global, pels llargs i costosos tractaments que es
requereixen i per les pérdues humanes que suposa.

A nivell microbioldgic es parla d’organismes patdgens multi resistents (MDR) als
microorganismes que han desenvolupat resisténcia com a minim a tres antibiotics
que es troben en el mercat. Actualment quasi dos tercos dels antibidtics coneguts
han vist compromesa la seva activitat deguda a l'aparicié6 de microorganismes
que en son resistents. Tant els bacteris Gram-positius com els Gram-negatius
han desenvolupat resisténcies als agents antibacterians, com per exemple el
Staphylococcus aureus resistent a meticilina (MRSA) i el Enterococcus faecium
resistent a vancomicina (VRE), pero és especialment preocupant’'emergéncia de
bacteris Gram-negatius multiresistents, en particular Ia25‘26Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii i Klebsiella pneumoniae . La societat
Americana de malalties infeccioses IDSA, Infectious Diseases Society of America)
va publicar una llista en la qual aquests bacteris es trobaven entre els sis primers
microorganismes multiresistents mes perillosos, i ha llencat un programa
anomenat “ESKAPE” en el que s’han proposat trobar noves classes d’antibidtics
capagos de vencer aquests microorganismes que s’acaben de citar. Z A més, al
2012, el IMI (Innovative Medicines Initiative) va posar en marxa també un
programa anomenat New Drugs for Bad Bugs (ND4BB) per promoure la recerca
en nous antibiotics. '?*%. | a nivell europeu es va crear també al febrer del 2012
el programa “COMBACTE” , un programa de 7 anys que reuneix a 20 membres
participant, i amb una inversi6 de 195 milions d’euros, amb la que es pretén
treballar per combatre la resisténcia bacteriana a Europa.*

Es fonamental i urgent la recerca de nous compostos antibiotics que permetin
combatre selectivament aquests microorganismes multiresistents, si és possible a
través de nous mecanismes que impedeixin o dificultin I'aparici6é de resisténcia.

Per abordar aquest problema s’ha d’analitzar quin mecanisme ha desenvolupat
cada bacteri per evitar I'accié de I'antibidtic. Generalment aquest procés passa
per la modificaci6 i/o alteracié de la diana a la que va dirigida el farmac, aixi
doncs es tracta de buscar maneres d’atacar aquestes noves dianes, o de cercar
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unes altres, contra les quals el propi bacteri no pugui desenvolupar resisténcia.

Com s’exposa a continuacid, els peptids antimicrobians presenten unes
particularitats que son avantatjoses per a abordar aquest problema, i és que
degut al seu particular mecanisme d’accid (en primera instancia actuen a nivell de
membrana del bacteri) als microorganismes els és més dificil crear resisténcia.

1.3. ANTIBIOTICS PEPTIDICS (AMP)

Els péptids antimicrobians sén un grup molt ampli i variat de molécules de
naturalesa peptidica amb un origen molt divers. També anomenats host defense
peptides (HDP), péptids de defensa de I'hoste, per la seva participacié en els

31,32 els

mecanismes de defensa dels diferents organismes que els sintetitzaven
podem trobar en practicament tot tipus d’organisme: ja sigui en procariotes
(bacteris) o en eucariotes (protozous, fongs, plantes, insectes i animals) **** En
animals, els trobem generalment en els teixits més exposats a I'exterior, fet que
corrobora que sén els components que intervenen en primera instancia en la
defensa de l'organisme front a I'atac de bacteris, fongs i virus. Per exemple, a la
pell de la granota es poden trobar fins a 300 tipus de péptids antimicrobians

diferents.*®

Des del 2003, podem trobar els AMP catalogats a la base de dades “The
Antimicrobial Peptide Database”, http://aps.unmc.edu/AP/main.php, creada i
mantinguda per investigadors de la Universitat de Nebraska.

Es poden classificar els péptids antimicrobians segons la seva composicié en
aminoacids i segons la seva estructura: *
1. Péptids anidnics: péptids petits rics en acid glutamic i acid aspartic. Per
exemple, la daptomicina 3738 |a dermicidina dels humans.*
2. Péptids cationics lineals hélix-a. Péptids relativament curts (menys de
40 aminoacids) que no contenen cisteina. En soluci6 aquosa no
presenten una estructura definida, perd en preséncia de trifluoroetanol
(TFE), micel-les de dodecilsulfat de sodi (SDS) o vesicules de fosfolipids
o Lipid A, adquireixen estructura d’a-hélix. Aquesta helicitat els hi
confereix amfipaticitat a la molécula, condicié necessaria per a tenir certa
capacitat antimicrobiana.®® En son exemples, entre altres, la melitina
dels insectes, la magainina dels amfibis, plasmina seminal de bous,
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ovelles i porcs.

3. Péptids catidnics enriquits amb aminoacids especifics. Com per exemple
la histidina, (histatines de la saliva humana®'), la prolina (apidaecines de
les abelles)*, I'acid diaminobutiric de les polimixines, entre altres.

4. Péptids anionics i catidnics que contenen residus de cisteina i formen
ponts disulfur, que els permet adoptar conformaci6 de fulla B. Es el grup
més nombrds. En sbén exemples, entre altres, la defensina A dels
insectes®, les defensines dels humans** i la plectasina, la primera
defensina aillada d’un fong.*.

5. Fragments anidnics i catidnics de proteines més grans. Per exemple, els
dominis antimicrobians de I’'hemoglobina humana, i els péptids derivats
de la lactoferrina, com la lactoferricina i la Kaliocina-1.

1.3.1. Mecanisme d’acci6 dels AMP cationics

Com ja s’havia esmentat, el creixent interés pels péeptids antimicrobians rau en el
seu particular mecanisme d’accié. Actuen a nivell de membrana del bacteri, i aixo
és d’especial importancia donat que els diferencia dels antibiotics tradicionals, i
els afavoreix respecte aquests, en el sentit que presenten més dificultats a I'hora
de que els bacteris hi crein resisténcia.

Els antibidtics peptidics catidnics actuen principalment a nivell de la membrana
del bacteris Gram-negatius, alterant les propietats de barrera d’aquesta i
comprometent ’lhomeodstasi i per tant la viabilitat del bacteri.

Es fonamental, doncs, conéixer les caracteristiques que presenten les
membranes dels bacteris, tant els Gram-positius com els Gram-negatius i aixi
veure’n les diferéncies. Figura 1.3.

La diferencia fonamental entre bacteris Gram positius i Gram negatius és que els
primers presenten una paret bacteriana gruixuda i compacta, composada per una
matriu de peptidoglica amb acids teicoic i lipoteicoic entrellagats, mentre que els
segons presenten una paret de peptidoglica significativament més estreta i una
membrana externa addicional en forma de bicapa lipidica. Aquesta bicapa lipidica
esta formada per lipopolisacarids (LPS) en la seva capa externa que contenen
grups fosfats, i fosfolipids anionics i zwitteridnics en la seva capa interna.
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Figura 1.3. Representacioé esquematica de les membranes dels bacteris Gram-positius i
Gram-negatius.
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Aquesta particular composicié lipidica del Gram-negatius, confereix al bacteri una
elevada carrega negativa superficial, permet als péptids catidnics antimicrobians
que interaccionin electrostaticament amb ells. Les cél-lules humanes en presentar
carrega neta neutra, no es veuen tant afectades. Aquesta especificitat és clau per
a la seva activitat com a antimicrobians. (Figura 1.4)

Antimicrobial peptide
+

Hydrophobic interactions Electrostatlc and

“reine Sl

Prototypic plasma membrane of a  Bacterial cytoplasmic membrane
multicellular animal (erythrocyte)

0 R A

Cholesterol Zwitterionic phospholipids

Acidic phospholipids

Figura 1.4. Representacio esquematica de l'especificitat péptids cationics per les
membranes bacterianes.*
El mecanisme d'acci6 més acceptat dels péptids cationics sobre els bacteris
Gram-negatius consta de tres passos. Inicialment el péptid entra en contacte amb
la membrana bacteriana per interaccions electrostatiques amb els grups fosfat del
LPS de la membrana externa dels bacteris, desplagant els cations ca™ i Mg2+
que estabilitzen aquesta membrana, ja que presenten una major afinitat d'unié de
tres ordres de magnitud superior respecte aquests cations. Aix0 provoca una
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pertorbacié en l'empaquetament de la membrana, i a través d'un mecanisme
anomenat self-promoted uptake o entrada autoinduida els péptids poden entrar a
I'espai periplasmatic, des d'on poden interaccionar amb la membrana interna.

A partir d’aqui hi ha diferents propostes de mecanismes pels qual el péptid podria
provocar la mort bacteriana, com ara la despolaritzacio total de les membranes i
pérdua de la seva funcio, la formacié de porus i canals pels quals es pot vessar el

33,3

contingut cel-lular, ***®*® I'activacio de cadenes enzimatiques fatals pel bacteri, o

la inhibicio de sintesis proteica i d'acids nucleics.* ™
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Figura 1.5'®. A) Mecanisme proposat per a la interaccié dels péptids cationics
antimicrobians amb la membrana dels bacteris Gram-negatius. El péptid desplaca
competitivament els ions Ca2+ o Mg2+ de la superficie anionica del LPS, provocant una
pertorbacio en 'empaquetament de la membrana externa.i per un mecanisme anomenat
“self-promoted uptake” o entrada autoinduida, arriba a I'espai periplasmatic. Alla s’uneix a
la monocapa externa de la membrana interna o citoplasmatica i travessar la membrana
sense alterar la seva estructura mitiangant un moviment flip-flop, o bé pot formar agregats
que donen lloc a canals que faciliten el moviment d’ions i de molecules solubles en aigua
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a través de la membrana. B) Representacié esquematica de les diferents situacions que
poden lloc a la formacié de porus, que varien segons com el péptid es col-loca recobrint la
bicapa de lipid.

Aquest treball es centra en un grup en concret d'antibidtics peptidics cationics,
anomenat polimixines.

1.3.2. Les polimixines

Les primera polimixina, la polimixina B, va ser descoberta l'any 1947 i la
polimixina E (colistina) al 1950. En els seglents anys es van aillar, estudiar i
caracteritzar diferents polimixines, i van ser utilitzades en terapeutica, perd van

caure en el desUs degut a la nefro- i neurotoxicitat que presentaven. *°*

Des de mitjans dels anys 90, donada la manca d’antibidtics per combatre les
malalties provocades pels microorganismes multiresistents, especialment els
Gram-negatius, com ara P.aeruginosa, A.baumanii i K.pneumoniae, s'han
redescobert i tornat a estudiar. Degut a la bona activitat i la relativament baixa
prevalengca de resisténcia, la recerca d’analegs de polimixina amb millors
propietats antibiotiques, farmacoldgiques i toxicoldgiques, ha esdevingut un tema
de recerca d’actualitat.

1.3.2.1. Estructura de les polimixines

Les polimixines s6n un grups de péptids policationics produits pel bacteri Bacillus
polymyxa. Sén lipodecapéptids d'un pes aproximat de 1.2kD que presenten la
particularitat de tenir un alt percentatge d'un aminoacid natural no codificat, el
Dab, I'acid L-2,4-diaminobutiric, que a pH fisiologic presenta el grup amino de la
cadena lateral protonat, conferint-li el caracter policationic.

L'estructura general d’aquests péptids és la que es mostra a la figura 1.6.
Presenten un cicle de set aminoacids unit a una cua lineal de tres aminoacids
acilada en I'extrem N-terminal per un acid gras de cadena mitja, I'acid (S)-6-
metiloctanoic o acid 6-metilheptaoic. L’heptapéptid es tanca per mitja d’un enllag
amida entre el grup y-NH, amino del Dab-4, i el grup a-COOH del residu Thr-10 i
s’uneix al tripéptid a través del grup a- NH, del Dab-4.

Es coneixen diferents tipus de polimixines: Polimixina A, By, By, C, Dy, Dy, E
(colistina), F, M (matacina), Si T, perd les més estudiades i utilitzades han estat
la Polimixina B i la Polimixina E(colistina). L'estructura d'aquestes polimixines es
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mostra a la figura 1.4, on es pot observar que la diferencia entre les dues formes
es troba a la posici6 6, on la Polimixina B presenta una D-fenilalanina, b-Phe, i en
la Colistina trobem una D-Leucina, DLeu.

HoN
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N~O
0~ OH Ooj/NH H HNI\(
: H H
MNJLHI'rN\)LH J o NH
= O -
o  HNT O gy NH
NH2 NH2 1e) N (@)
Ho- H
NH,

Polimixina B1, Rg= —HZCQ
CH3

Colisitina, Rg=  —H,C~ CHs

Figura 1.6. Estructura quimica de la polimixina B i la colisitina

Poden presentar indistintament com a acid gras I'acid (S)-6-metiloctanoic donant
lloc a la polimixina B i colistina A, o també I'acid 6-metilheptanoic, donant lloc a la
polimixina B; i a la colistina B.

1.3.2.2. Activitat i aplicacions cliniques de les polimixines

Les polimixines s6n actives front a la majoria de bacteris Gram-negatius, com ara:
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter sp, Acinetobacter
baumanni, Shigella spp, Salmonella spp, Klebsiella spp, Haemophilus influenzae,
Bordatella pertussis, Legionella pneumophila. *°

Hi ha pero algunes especies de Gram-negatius que sén resistents, com ara
Burkholderia spp, Proteus spp, Providencia spp, Morganella morganii, Serratia

marcescens, Neisseria spp. °®°’

En canvi no sbn actives front a cocs Gram-negatius, ni microorganismes
anaerobis, fongs, ni bacteris Gram-positius.

Com ja s’ha avancat abans, aquesta especificitat és deguda a la afinitat
electrostatica que presenten aquestes molécules catidniques, amb els
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components lipidics de caracter anionic de les membranes bacterianes. La
diferent composici6 lipidica d’aquestes membranes és la que marca la diferéncia
en susceptibilitats a la polimixina.

Com ja s'ha comentat les més utilitzades en clinica sén la polimixina B i la
colistina. Les podem trobar en preparacions per via tdpica, injectables per a via
intravenosa o intramuscular, i també en aerosols per a via inhalatoria.

La polimixina B es presenta en forma de sulfat de polimixina i la colisitina en
forma de sulfat o metansulfonat de colistina, farmacs en els que els grups amino
dels residus de Dab estan protegits en forma de sulfat o metansulfonat, i que un
cop en l'organisme s'hidrolitzen donant lloc al farmac lliure.

Ambdues polimixines s’empren com antibidtics d'Ultim recurs, administrades per
via parenteral, que s'utilitzen quan els habituals no han fet el seu efecte,
principalment per a infeccions causades per microorganismes multi-resistents ara
P.aeruginosa, A.baumanii o Acinetobacter spp, per exemple infeccions de les vies
urinaries, pneumonies, i en casos més greu infeccions sistémiques.

En aplicacions topiques és un antibiotic més habitual donada la poca absorcié
que presenta i per tant la poca toxicitat associada. Sén exemples les pomades
Neobacitrin® i Dermisone Triantibidtica®, oftalmoldgiques, per exemple.
Oftalmowell® i, i gotes otiques. Per via inhalatoria es frequent el tractament amb

PxB en el tractament de fibrosis quistica. *>*°

Com s'ha comentat, el principal problema que presenten és la toxicitat que
presenten. Provoquen insuficiencia renal que s'observa per un augment de les
concentracions de creatinina, i també es pot observar hematdria, proteindria i
cilindraria o oliguria. Pel que fa a la neurotoxicitat, deguda a la capacitat de
travessar la barrera hematoencefdlica, es manifesta en forma de nausees,
vomits, vertigen i paralisi facial. En casos extrems es podia observar bloqueig
neuromuscular, que podia provocar parada respiratoria.

Per tots aquests motius, les polimixines van caure en desus cap als anys 80.
D’aqui les poques dades que es tenen sobre farmacocinética i farmacodinamica
d'aquests antibiotics, i les que es tenen son relativament antigues. *°

Com ja s’ha comentat, donada la creixent i preocupant aparici6 de soques
resistents als antibidtics existents, juntament amb l'abséncia de noves classes
d'antibidtics ha fet reconsiderar les polimixines com a agents terapéutics. La bona
activitat antimicrobiana i la baixa resisténcia que presenten ha impulsat I'estudi i
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recerca de les ja existents i de noves molécules que puguin millorar els index
terapéutics de les polimixines.

1.3.2.3. Mecanisme d'accio de les polimixines

El fonament de [l'activitat antimicrobiana de les polimixines és la interacci6é
d'aquestes molécules amb les membranes dels bacteris Gram-negatius. Es
important doncs veure quines caracteristiques concretes presenten aquestes
membranes i quins sbn els punts claus d'aquesta interaccié. En aquest apartat
s’ampliara una mica més el que ja s'ha comentat amb anterioritat sobre les
membranes i els péptids antimicrobians.

1.3.2.4. Estructura de les membranes del bacteris Gram-negatius

Ja haviem vist en I'apartat 1.2.1. la diferéncia entre les membranes dels bacteris
Gram-positius i Gram-negatius: la preséncia d'una membrana externa que esta
composada basicament per lipopolisacarid (LPS), fosfolipids, i proteines
especifiques (porines). Els tres components son vitals per a la integritat i viabilitat
del bacteri, perd és el LPS el principal implicat en la interacci6.

En la figura 1.7 es mostra més detalladament I'estructura de la membrana d’un
bacteri Gram-negatiu, que esta constituida per la membrana externa, la paret
celllular formada pel peptidoglica, I'espai periplasmic i la membrana
citoplasmatica:

O-polysaccharide Core polysaccharide

4 Protein Out

Lipopoly-
saccharide
(LPS)

Outer -
Cell | membrane

. = g Iél’hospholipid
Periplasm |
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Figura 1.7. Esquema de l'estructura de la membrana d’un bacteri Gram-negatiu.
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La membrana externa, ME, exclusiva dels Gram-negatius, es troba ancorada a
la paret bacteriana mitjancant la lipoproteina de Braun i la seva funcié principal és
actuar com a barrera de permeabilitat impedint I'entrada de substancies a la

cél-lula que podrien destruir o malmetre el bacteri. °*°"

A més, la ME regula I'entrada de substancies a través de les porines, i alguns
transportadors especifics com el de la vitamina B12, i al mateix temps impedeix la
pérdua de constituents essencials dels bacteri.

La ME esta constituida majoritariament per lipopolisacarids (LPS), i en menys

proporci6 per fosfolipids i proteines, sent el primer, el més implicat en la interaccio

amb la PxB. Per aix0 el coneixement de I'estructura d’aquest LPS és fonamental
per entendre la interaccié amb la PxB.

El lipopolisacarid (LPS) esta format per tres dominis units covalentment: el lipid A,

el cor d'oligosacarid, i I'O-antigen (figura 1.8).

0-specific polysaccharide Core polysaccharide Lipid A

® @ /Amineester
ED D@ @ 6

Figure 4-34 Brock Biology of Microorganisms 11/e
©2006 Pearson Prentice Hall, Inc.

Figura 1.8. Representacié esquematica del LPS bacteria.

El lipid A és la part del LPS que es troba ancorada a la membrana externa. La
seva composicié varia d'una espécie a una altra, perd la seva estructura comu
consisteix en un disacarid format per dues unitats de D-glucosamina (GIcN)
unides en B-1'- 6 i fosforilat en les posicions 1 i 4'. El lipid A normalment conté 6
cadenes d'acid gras (A-F), quatre de les quals es troben unides directament a les
glucosamines i sén B-hidroxiacids d'una llargada d'entre 12 i 14 carbonis, i les
altres dos cadenes d'acid gras s'uneixen a aquests hidroxils en posicié 3. El lipid
A actua com a ancoratge hidrofdbic on les cadenes d'acid gras fortament
empaquetades contribueixen al correcte empaquetament i estabilitzacié de la
membrana externa.®’

Unit al les glucosamines es troba el cor oligosacarid que és una regi6 molt
conservada d'acid 2-ceto-3-desoxioctonoic (Kdo). | finalment es troba la part
variable del LPS que és I' O-antigen, un polisacarid format per unitats repetitives
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d'hetero-oligosacarids que es despleguen en forma de filaments des de la
superficie de la ME.

Tant el lipid A com el cor oligosacarid content grups carregats, la majoria
anionics, que sbén els que li confereixen la carrega negativa a la superficie
bacteriana.

Els fosfolipids, es troben situats en la monocapa interna de la membrana externa,
i dirigits cap a l'espai periplasmatic. La seva composicié és rica en fosfolipids
anionics com fosfatidilglicerol (PG) i cardiolipina (CL), i també fosfolipids
zwitterioncs com la fosfatidiletanolamina (PE).

En quant a proteines, destaca la preséncia de porines, proteines que s'agrupen
en trimers per a formar porus transmembrana que permeten la difusi6 de
substancies hidrofiliques de menys de 700 D.%*

La preséncia de cations de Ca® i Mg2+ és primordial ja que amb la formaci6 de
ponts entre els grups fosfats, neutralitzen la repulsi6 electrostatica entre les
carregues del lipid A i del cor d’oligosacarid i permeten mantenir I'estabilitat de la
ME. 62-64

La membrana citoplasmatica o membrana interna, MI, actua de barrera del
contingut cel-lular, i és la responsable de la regulacié del flux de nutrients i de
productes de rebuig de l'interior a l'exterior de la cél-lula.

Consisteix en una bicapa lipidica constituida per fosfolipids i proteines. La
composicid en fosfolipids varia una mica respecte a la membrana externa,
contenint majoritariament fosfatidiletanolamina (PE, 70-80%), fosfatidilglicerol
(PG, 15-20%) i cardiolipina (CL, 5-10%). Es poden trobar també petites quantitats

d'acid fosfatidic (PA), fosfatidilserina (PS), lisofosfolipids i dialcilglicerol.63"55‘66

Una diferéncia important respecte les cél-lules eucariotes és l'abséncia de
colesterol, fet que implica una major fluidesa d'aquestes membranes
bacterianes.®’

1.3.2.5. Mecanisme d'accié6 de la polimixina B: Interacci6 amb les

membranes bacterianes

La teoria més plausible i acceptada, com ja s’ha comentat en I'apartat 1.3.1, és
’acci6 sobre les membranes que provoca una disrupcié d’aquestes, i un
desequilibri homeostatic en el bacteri que compromet la seva viabilitat.
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El primer pas d’aquest procés, és la interacci6 electrostatica entre els grups fosfat
(HPOy) carregats negativament, del lipid A del LPS i els grups amino (NHz")
carregats positivament, de les cadenes laterals dels cinc residus de Dab presents
a la Polimixina. Aquesta interaccidé desplaca els cations ca™ i Mg2+ en ser una
interacci6 més forta que la que aquests presenten amb els grups fosfats, de
manera que es comencga a debilitar 'empaquetament de la membrana externa i
per tant comencga a desestabilitzar-se.

Aquesta atracci6 electrostatica permet que els dominis hidrofobics de la
polimixina B, la regi6 de l'acid gras N-terminal i la regié b-Phe6-Leu7, s'apropin a
les cadenes d'acids grassos del LPS, establint també interaccions hidrofobiques,
que debiliten I'empaquetament de la membrana i provoquen una expansid
d’aquesta membrana externa.

El conjunt d'aquestes interaccions electrostatiques i hidrofdbiques provoquen un
trastorn en I'empaquetament de la membrana, i per tant una major permeabilitat,
que permet, gracies a un mecanisme d’entrada autoinduida, que la polimixina

. . . . . . 47
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Figura 1.9. Representacié esquematica de la interaccio de la PxB amb la membrana
externa dels bacteris G+. Font Deris "
El fet que la polimixina nonapéptid (PxBN, polimixina sense I'acid gras terminal i
el Dab-1) s'uneixi a la membrana perd no tingui activitat antimicrobiana ressalta la
importancia de les interaccions hidrofobiques, tant com les electrostatiques.

Tal i com s’ha comentat per al cas general dels AMP, apartat 1.3.1, a partir d’aqui
es creu que polimixina s'acumula a la superficie de la membrana i s’hi insereix,”’
de manera que es creen uns porus transitoris en la bicapa que condueixen a un
col-lapse de la membrana. No obstant, molts d'aquests estudis es van realitzar a
concentracions molt superiors a la concentraci6 minima inhibitoria (CMI) de la
PxB, on la polimixina té un efecte de detergent sobre les membranes lipidiques
anioniques. A més, el fet de que la PxB sigui inndcua per als bacteris que la
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produeixen es contradiu amb aquest mecanisme inespecific de lisis cel-lular per
un efecte detergent.

Fa uns anys es va posar en evidéncia un altre fenomen biofisic que explicaria el
caracter antibiotic de la PxB mitjancant un altre mecanisme. Es van realitzar
estudis amb vesicules lipidiques com a models de membrana (liposomes), i van
demostrar que la PxB permet establir contactes moleculars estables entre les
membranes de dues vesicules fosfolipidiques, i facilita I'intercanvi directe, rapid i

selectiu de fosfolipids monoanionics.”*"*

Aquest procés té lloc sense que es
produeixi hemifusi6, permeabilitzacié ni solubilitzacié de les vesicules (figura

1.10).

Bescanvi de fosfolipids monoanionics

Sense bescanvi de fosfolipids
dianionics o zwiterionics

Figura. 1.10. Model dels contactes entre membranes mediats per PxB 7"

El mecanisme proposa una primera fase d'unié de la PxB a les vesicules amb
elevada afinitat, seguit d'una agregaci6é de les vesicules, i finalment I'establiment
dels contactes moleculars entre vesicules agregades que permet l'intercanvi dels
fosfolipids de les vesicules agregades.

Es important el fet que els contactes que s'estableixen sén estables, que es
manté I'estructura de bicapa de les vesicules i que l'intercanvi només es dbéna
entre les monocapes externes.

Aquest intercanvi de lipids, que en la membrana bacteriana es donaria entre
lipids de la monocapa interna de la ME i la monocapa externa de la MI, suposaria
una alteracié de la composici6 lipidica de les membranes que conduiria a un
desequilibri osmatic i finalment mort cel-lular.

Recentment s’ha descrit un altre mecanisme per a 'acci6 de la polimixina,70 que
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es basa en l'efecte que presenta la polimixina B i la colistina d’inhibir I'enzim
NDH-2 oxidorreductasa de la membrana interna del bacteri. Aquest enzim forma
part de la cadena respiratdria de la bacteria, de manera que s’impediria la
respiracid ce-lular i portaria a la mort cel-lular.

1.3.2.6. Mecanisme de resisténcia a les polimixines

S'han observat ja en algunes soques bacterianes com E.coli, S.tiphymurium,
K.pneumoniae i P.aeruginosa algunes modificacions en la composici6 del LPS, de
manera que han esdevingut resistents a la polimixina. El que s’ha pogut observar,
figura 1.11, és la substituci6 dels fosfats del lipid A per grups 4-amino-4-desoxi-L-
arabinosa, carregats positivament, i/o grups fosfoetanolamina, que redueixen la
carrega negativa neta del lipid A. De manera que la interacci6 electrostatica inicial
entre els residus Dab de la PxB i els fosfats el LPS no es pot donar.
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Figura 1.11. Estuctura del lipid A amb el grup fosfat 4’ modificat amb 4-amino-4-desoxi-L-
arabinosa, observat en bacteris resistents a les polimixines.””

1.3.2.7. Complex LPS - Polimixina

Donat que la polimixina interacciona directament amb el lipid A del LPS, per a
entendre millor el seu mecanisme d'accid, les interaccions que s'hi estableixen, i
poder estudiar les relacions estructura-activitat de les diferents polimixines i

47



analegs que es vulguin sintetitzar, és necessari estudiar i entendre com es
produeix aquesta interaccié.

Utilitzant diferents técniques biofisiques, diferents autors han proposat el que es
poden resumir en dos models d'interaccié.

En el primer model, Cajal i col-laboradors °*"* van trobar per dicroisme circular
que tan la PxB com la PxBN presentaven espectres similars quan estaven en
medi TFE/H.O que quan treballaven amb vesicules de fosfolipids, de manera que
el dissolvent actuava imitant el model de membrana. Van estudiar les diferents
regions dels péptids observant que la polimixina presentava unes posicions més
fixes D-Phe[6], Leu[7] i Thr[10], mentre que les altres presentaven major mobilitat.

La regi6 lineal presentava una mobilitat forca major en comparacié a l'anell
heptapeptidic en ambdues polimixines (PxB i PxBN), aixi com també les cadenes
laterals dels residus de l'anell. Aixd permet que les cadenes laterals dels Dabs
s'ancorin i interaccionin millor amb els fosfats, i que la cua d'acid gras tingui un
accés facil i rapid a través de la membrana externa.

Els experiments amb I'analeg nonapéptid mostraren que aquest era molt més
flexible i presentava una mobilitat major, cosa que indicava que tot i ser prou
flexible l'acid gras, restringia d'alguna manera el moviment del péptid. Perd
aquesta flexibilitat no era el factor més important per que la PxBN no presenta
activitat antibiotica.

Mitjancant experiments de RMN en una i dos dimensions de la PxB en TFE/H.0,
van trobar distancies i angles diedres que van introduir com a restriccions ens els
assajos de docking per trobar la conformacié de minima energia, i van obtenir que
’estructura més probable que podria establir els contactes entre vesicules
presenta una conformaci6 practicament plana.

Van realitzar també calculs de docking de l'estructura de minima energia de la
PxB amb diferents grups fosfodiéster i van mostrar que la PxB efectivament tenia
dos llocs d'unié als grups fosfats (figura 1.12) : el lloc A format pels grups amino
carregats positivament dels residus Dab-1, Dab-3 i Dab-5, i el lloc B localitzat en
I’heptapéptid ciclic i format pels grups amino dels residus Dab-8 i Dab-9, i per les
contribucions dels ponts d’hidrogen dels grups NH-a i OH del residu Thr-10.
L’enllag amida de la posici6 4-10 és el que els manté units aquests dos llocs
d’unié perd al mateix temps confereix la flexibilitat necessaria per a que es pugui
unir a dos grups fosfat del LPS simultaniament.
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Lloc unio A

Dab-8

Lloc unié B

Figura 1.12. Estructura de laPxB en la que s’indiquen els dos possibles llocs d’unié als
grups fosfats del LPS.%

877 van proposar un altre model per a explicar la

Pristovsek i col-laboradors
interaccié entre la PxB i el LPS. Mitjancant experiments de RMN en solucié van
determinar que la PxB es disposa en forma de sobre plegat, on els residus polars
i els hidrofobics es disposen en cares oposades de la molécula, conferint-li

I’estructura amfipatica necessaria per a la seva activitat antibiotica.

El model proposa que I'anell d'heptapéptid cobreix el disacarid de GIcN del lipid
A, i es produeixen els seglents de contactes entre la PxB i el LPS (figura 1.13.):

Hydrophobic interactions
with lipid A fatty acyl chains

to the aqueous mileu
6 L-Phe

1L.0AB.NH, ¢ 3L-DAS-NH,y
L-D%B(a)

UpdAOMlayer  Innor oigosaccharido OM layor

Polymyxin B

Figura 1.13. Diagrama on s’observen els contactes que s’estableixen entre la PxB i el lipid
A del LPS bacteria. Font Velkov 2010 7
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- La regi6 hidrofobica de la PxB (l'acid gras N-terminal , i el segment
DPhe[6]-Leu[7]) interacciona i s'hi insereix en la regi6 hidrofdbica del lipid
A.

- Les cadenes laterals dels grups polars Thr[2], Dab[3] i Thr[10] es troben
orientades cap a la regi6 hidrofilica on es troben els grups Kdo, és a dir,
orientades cap a l'exterior cel-lular.

- Els grups amino de les cadenes laterals dels residus Dab[1] i Dab[5]
interacciones electrostaticament amb el grup fosfat en 4' del lipid A.

- | els grups amino dels residus de Dab[8] i Dab[9] interaccionen
electrostaticament amb el grup fosfat en 1' del lipid A.

- A més els complex s'estabilitza per contactes hidrofobics addicionals
entre: entre la cadena d'acid gras N-terminal de la PxB i les cadenes A i B
d'acids grassos del lipid A, entre la DPhe[6] i les cadenes A i C, i entre la
Leu[7]iles cadenes Ci F.

- Els protons amida dels residus Dab[4] i Dab[8] participen en enllagos pont
d'hidrogen que estabilitzen el cicle peptidic.

- En l'estructura 3D, els residus Dab[1] i Dab[5] es troben a prop de I'acid
gras N-terminal i I'ajuden a inserir-se en el lipid A.

Més recentment aquest model va ser corroborat pels experiments de RMN que
van dur a terme Mares i col-laboradors,”® amb la Gnica diferéncia que aquests
Ultims van determinar contactes polars entre el grup Kdo-C del cor oligosacarid, i
la Thr[10].

Com es pot observar la diferéncia amb el model proposat per Cajal i col. és que el
el residu Dab[3] no participa en la interacci6 electrostatica amb els fosfats, i es
manté exposat al medi hidrofilic.

Bhattacharjya et al.®

van estudiar I'estructura de la polimixina nonapéptid (PxBN)
en soluci6 aquosa, tant lliure com unida al LPS i van proposar un model
d'interacci6 PxBN-LPS que presenta una topologia lleugerament diferent al de
PxB-LPS. Tot i que el péeptid es situa recobrint el lipid A, sembla que no presenta
les interaccions hidrofobiques que presenta la PxB. En la primer fase, si que hi ha
interacci6 electrostatica i desplagament dels cations divalents, perd en no tenir
I'acid gras N-terminal, no es pot utilitzar aquest com a ancoratge per a introduir-se

ell mateix en la membrana externa, i per tant perd la capacitat antibacteriana.
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Amb aquest model es podria explicar el fet que la PxB tingui accié
permeabilitzadora de la membrana, i també activitat antibidtica, i la PxBN només
tingui acci6 permeabilitzadora.

Mitjangant recents estudis de dinamica molecular®’, s’ha pogut caracteritzar
aquesta interaccié entre la PxB i les membranes bacterianes. S’ha simulat de
manera molt acurada la membrana externa i la interna de E.coli i s’han obtinguts
detalls com els que es mostren a la figura 1.15, on es pot observar com és la cua
hidrofobica la que s’insereix en la membrana

Figura 1.15. Representacio de I'estudi de les interaccions de la PxB amb tres models de
membrana. A, C i E abans de la interaccio6. | B, D i F, després de la interaccio. A i B
representen la interaccié amb una membrana externa asimetrica de LPS, C i D amb una
membrana externa simplificada que consta nomes d’una bicapa lipidica de lipid A, i
finalment E i F representen la interaccié amb una membrana interna composada per una
barreja de lipids. Les linies blaves representen les regions de la PxB que no soén la cua,
“non tail regions”, les esferes blaves representen les regions de la cua de la PxB, que
com es pot observar son les que s’insereixen en les bicapes lipidiques. Les linies grogues
representen el lipid A; les esferes taronges representen els grups fosfat del LPS; les linies
taronges representen els fosfolipids del LPS. Font: Berglund et al 81,
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Aixi doncs, en resum, tots aquests estudis recolzen la proposta d'una interacci6é
entre PxB i LPS en dos etapes. La primera etapa és una interaccio electrostatica
entre els grups amino carregats positivament de la PxB i els grups fosfats del lipid
A carregats negativament. | en una segona etapa, les interaccions hidrofobiques
entre els dominis hidrofdbics d'ambdés molécules, permeten la inserci6 del péeptid
en la membrana externa del bacteri.

Els experiments de RMN sobre el complex PxB-LPS posen en evidéncia que la
PxB adopta una conformacio en la que separa els dominis hidrofobics i polars de
la moléecula, proporcionant I'amfipaticitat estructural necessaria per a l'activitat
antibacteriana.

A més, el model demostra un mode d'accié6 que desestabilitzaria I'estructura
supramolecular d'empaquetament del LPS en la membrana bacteriana, conduint
finalment a la mort cel-lular.
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2. OBJECTIUS
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Els objectius que es van plantejar en aquest treball van ser els seguents:

El disseny i la sintesis de nous péptids antibidtics derivats de la
polimixina, que presentin una estructura accessible per tal de facilitar la
seva sintesi i escalat, amb activitat antimicrobiana i amb potencial
reduccio6 de la seva toxicitat.

Avaluacié de [lactivitat biologica dels analegs sintetitzats, mesurant
I’activitat antimicrobiana in vitro i la citotoxicitat.

Estudi de l'activitat biofisica; analisi del comportament dels analegs en
contacte amb les membranes lipidiques bacterianes, mitjangant models
de membrana dels bacteris, que permeti correlacionar [I'activitat
antibidtica dels compostos, amb el seu comportament biofisic.
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3. RESULTATS I DISCUSSIO
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3.1. ANTECEDENTS SOBRE LA SINTESI DE POLIMIXINES

Pocs anys després del descobriment de la polimixina, cap als anys 60, Vogler i
col-laboradors van dur a terme la primera sintesis total de la polimixina. Perd no
va ser fins a finals dels anys 90, quan per la necessitat d'obtenir noves molécules
antibiotiques, que es va revaloritzar la polimixina, va esdevenir fruit d’estudi, i es
van proposar noves sintesis.

En aquest apartat es recullen les diferents sintesis i estratégies que s'han emprat
per a sintetitzar la polimixina i analegs d'ella.

La polimixina és una molécula que presenta algunes particularitats respecte a
altres molécules de naturalesa peptidica. La cadena d'acid gras en N-terminal, la
multiple preséncia d'un aminoacid no proteinogénic, el Dab, i el tancament del
cicle d'heptapéptid per mitja d'un enllag lactamic entre el grup amino de la cadena
lateral d'un Dab i el grup carboxilic de la Thr[10] fan que la seva sintesis no sigui
una sintesis facil d'aconsequir.

Vogler i col-laboradors® %

van descriure l'any 1964 la primera sintesis total de la
polimixina. Es tractava d'una aproximacié de condensacié de fragments en
solucid, on la ciclacié es duia a terme al final, un cop s'havia obtingut el péptid

lineal.

Es va veure, perd, que per aconseguir noves sintesis i nous analegs de la
polimixina, es requeria un desenvolupament paral-lel de les técniques de sintesi,
per exemple en fase solida, com també un desenvolupament de noves
estratégies de proteccié dels aminoacids. Es tractava d'obtenir sistemes de
protecci6é ortogonal que permetessin obtenir un precursor protegit apte per a la
ciclacio. Aquest fet va limitar el progrés en aquesta linia, ja que protegir els
residus de Dab no era facil, perd mica en mica es van arribar a obtenir diferents
opcions comercials del Dab convenientment protegit: Fmoc-L-Dab (Boc)-OHY,
Fmoc-L-Dab (Dde)-OH*, Fmoc-L-Dab (ivDde)-OH,* Fmoc-L-Dab (Mtt)-OH* i
Fmoc-L-Dab (2-ClZ)-OH ¥

La primera sintesis en fase sodlida va ser descrita per Sharma i col-laboradors
llany 1999, en la que empraven una estratégia Fmoc/tBu sobre una resina
SASRIN®, (super acid sensitive resin) Figura 1.16. El grup Dde va ser l'escollit per
a protegir la cadena lateral del Dab[4], que s'eliminava selectivament per
tractament amb 2% d'hidrazina. Per desancorar el péptid de la resina es va
tractar amb 1% TFA, unes condicions acides molt suaus que deixaven intactes
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els altres grups proptectors, i un cop es tenia el péptid parcialment protegit en
solucid, es va ciclar en preséncia de difenilfosforilazida, DPPA. Finalment es va
desprotegit totalment per tractament acidolitic amb 95% TFA.

Boc Boc Boc Boc Bu
T I | | |
aciI-Dab-Whr-Dab-liab-Dab-DPhe—Leu-Dab-liab—Thr Q

tBu de oC

1. 2% hidrazina
2.1% TFA

‘Boc I?oc I?oc l?oc ‘l?u
acil-Dab-Thr»Dab-Qab-Dab-DPhe-Leu-Dab-ﬁ)ab-Thr—OH

tBu NH, Boc

3.DPPA

l‘300 ?oc ?oc l‘30c ‘I‘Bu
aciI-Dab-Thr-Dab-Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab- ab-Thr

tBu J ‘

4. 95%TFA

acil-Dab-Thr-Dab-Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Thr

Figura 3.1. Esquema de la sintesis de la PxB descrita per Sharma i col %

Tsubery i col-laboradors *° van sintetitzar la polimixina nonapéptid, PxBN, d'una
manera similar, en aquest cas utilizant la resina clorotritil, CI-Trt, també Iabil a
acids suaus, i el grup protector del Dab-4 va ser el metoxitritil, Mtt. Per un
tractament amb 1% TFA es va obtenir el péptid parcialment protegit en solucio, la
ciclacio es soluci6 es va realitzar amb PyBOP com a agent acoblant, i finalment el
tractament amb 95% TFA va permetre obtenir el péptid final.

En aquest mateix grup van optimitzar una sintesis una mica diferent, utilitzant
I'estratégia Fmoc/tBu sobre la resina Wanggz, el grup protector Boc per a la
cadena lateral del Dab-4, i per als altres residus de Dab van utilitzar el protector
2-ClZ, que és estable al TFA. Per tractament amb 95%TFA van eliminar el grup
Boc i escindir el péptid de la resina simultaniament, obtenint doncs el péptid
parcialment protegit, el van ciclar amb PyBop o DPPA en solucid, i finalment per
hidrogenaci6 catalitica es van eliminar els altres grups protectors.

Recentment, els grups de Sakura® i Vaara®™ també han realitzat sintesis seguint
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la mateixa estratégia Fmoc/tBu sobre resina Wang, desproteccid i escisi6 amb
TFA 95%, ciclaci6 amb DPPA o PyBOP i finalment hidrogenaci6 catalitica o
acidolisis amb HF per la desprotecci6 total dels grups protectors.

Tots aquest meétodes es caracteritzen per dur a terme la ciclacié del péptid
parcialment protegit en solucié. La dificultat de realitzar la ciclacié sobre el suport
poliméric venia donada per la necessitat de tenir el C-terminal lliure, perd de
Visser i col-laboradors® van aplicar el anomenat "safety-catch". Es basava en
seguir una estratégia Fmoc/tBu sobre una resina sulfonamida "safety-catch" de
Kenner”', el grup Dab-4 es protegia amb el grup ivDde per a I'elongaci6é de la
cadena peptidica, i posteriorment es canviava pel grup Mmt per a l'activacié de
l'acilsulfonamida. La ciclacié intramolecular amb DIEA alliberava simultaniament
el péptid de la resina. Finalment s'aconseguia la desproteccié total amb acidolisi
en TFA 95% .

Aiximateix, Tsubery i col-laboradors® van descriure una ciclacié en resina,
utilitzant un enllag carbamat amb la resina a través de la cadena lateral del Dab-9.

En el nostre grup, al principi d’aquest projecte, també es va emprar una estratégia
similar, en la que s’ancorava el Dab-9 a la resina per la seva seva cadena lateral
via un enlla¢ carbamat benzilic (figura 3.2). La resina, funcionalitzada en forma de
hidroximetilfenoxipropionamida, s'activava en forma de carbonat actiu Biblio
master (DSC i DMAP), i s'hi acoblava lI'aminoacid Fmoc-Dab-OAl, préviament
sintetitzat. A continuacié, s'eliminava I'ester allilic (Pd(PPh3)4 i Ph3Si) i
s'acoblava la Thr-10, en sentit invers (H-Thr(tBu)-OAl). La sintesis es continuava
eliminant el Fmoc del Dab-9 i s'elongava la cadena fins al Dab-4, protegit en
forma de Fmoc-Dab(alloc)-OH. Un cop es tenia I'heptapeptid lineal, s'eliminaven
els grups protectors al-lilics i es ciclava amb PyBop/DIEA. Finalement s'hi
acoblaven els tres aminoacids de la cua lineal i I'acid (S)-6-metiloctanoic.

Recentment, s’ha publicat una sintesi similar®®: sobre una resina 2-clorotritil
s’ancora el Dab-9, en forma de Fmoc-Dab-OAl, per la seva cadena lateral,
s’elimina el grup Fmoc i es construeix I'esquelet peptidic fins a I'acid gras. El Dab-
4 es troba protegit amb un grup Dde (N-(1-(4,4-dimethil-2,6-dioxociclohexiliden)
ethil) en la seva cadena lateral, de manera que pot ser eliminat selectivament
amb hidrazina, i sobre aquesta cadena lateral s’hi acobla la Thr-10, en forma de
Fmoc-Thr('Bu)-OH. S’elimina aquest grup Fmoc, i el grup OAI del Dab-4 i es cicle
el peéptid en resina mitjancant PyOAP/DIEA. Una aciddlisi estandar final
proporciona la polimixina desitjada.
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Figura 3.2. Esquema de sintesis de la PxB que es va realitzar en el grup.

Donada la relativa complexitat de la sintesis de les polimixines, és ldgic pensar en
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la substituci6 de l'enllag lactama per un altre tipus d'enlla¢ sintéticament mes facil
de dur a terme. S'ha de tenir en compte, perd, la implicacié que aquest canvi pot
suposar pel que fa a una possible disminucié de l'activitat antimicrobiana dels
analegs obtinguts.

Rustici i col-laboradors®® van sintetitzar una série d’analegs de PxBN, on el
tancament del cicle era per un enllag disulfur entre dues cisteines que substituien
el Dab-9 i la Thr 10. En el nostre grup (master experimental Maria Garcia) es van

sintetitzar també uns analegs seguint aquesta estrategia.””*®

La sintesis sota aquestes condicions era més senzilla de concepci6: sintesi
normal Fmoc/tBu (sense altres protectors), es sintetitza el péptid lineal i es cicla
espontaneament per oxidaci6 al aire, cosa que en permet obtenir rendiments molt
més alts i purificacié senzilla i amb altes rendiments de recuperacio.

3.2.ESTUDI DE LES RELACIONS ESTRUCTURA ACTIVITAT EN
POLIMIXINES

Des de que les polimixines han pres novament rellevancia, s'han desenvolupat
diferents estudis amb la finalitat d'obtenir informacié estructura-activitat i
modificacions possibles per millorar la seva activitat i disminuir la seva toxicitat.”®
S’han estudiat variacions en la llargada de la cadena d'acid gras, en els residus
de Dab, en la regi6 hidrofdbica DPhe[6]-Leu[7], en la mida de l'anell peptidic, i en
la llargada del segment lineal. (Figura 3.3) També s'han assajat altres
modificacions com la linealitzaci6 de la seqiéncia, la conjugacio, i la generaci6 de
compostos mimétics.

Dab-5
D-Phe-6
] [
R
Thr-2 Dab-4 | N~ Leu-7
O_NH M HN

J~"TNH,

Dab-8

Dab-9

Thr-10
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Figura 3.3. Estructura de la Polimixina B1. Detall de les zones que s’han estudiat les
modificacions. Vermell: acid gras terminal; groc: tripeptid lineal; verd: residus Dab; blau:
motiu hidrofobic; blau turquesa: anell peptidic.

A continuacié es detallen aquests resultats

3.2.1 Substitucions dels residus Dab i modificacions de la cadena lateral

Com ja s'havia determinat, les carregues positives associades als grups amino de
les cadenes laterals dels residus de Dab sén importants i necessaries per a la
interacci6 electrostatica amb les membranes, i per a la seva activitat
antimicrobiana. De fet, si es bloquegen aquestes cinc carregues, per exemple
amb grups metanosulfonat, s'obté un compost inactiu. *°

Els primers intents d'obtenci6 d'analegs, els trobem descrits pels grups de
Srinvinasamo, Teuber ' , Witzke 192§ Schindler ' cap a finals dels anys 70. Van

dur a terme modificacions sobre els grups y-amino dels residus de Dab, que

incloien l'acetilacio'®'®', la desaminacio'®, la formilacio '®

100,102

, la dinitrofenilaci6
, la guanidilacio'®, la carbamilaci6'® i reaccions amb 5-amino-2,4-
dinitrofluorobenze'®, fosfat de piridoxal100 o dimetilaminonaftalen-5-sulfonil
(dansil)'®. Cap d'aquestes modificacions va donar cap analeg actiu. Només uns
derivat poli-formilats van donar una activitat similar (triformil[1,3,8]-PxB) o inclis

superior (diformil[1,3]-PxB) a la de la PxB'®

, i uns altres derivats N-y-benzilats
que es van mostrar actius front el Gram-positiu Staphylococcus aureus'®.
Sembla que la reducci6é del caracter cationic, i la preséncia de grups lipofilics

augmenta l'activitat front a bacteris Gram-positius."’z’104

Weinstein i col-laboradors ' van sintetitzar una série d'analegs modificats en la
cadena lateral dels residus Dab-1 i Dab-9, amb diferents Ny acilacions i Ny
alquilacions, observant que només els analegs amb substituents carregats
positivament, o substituents polars, mostraven millor activitat que la PxB,
destacant I'analeg L-arginiI-Dabg-PxB. Al llarg de tota la serie, es va observar que
el Dab-9 era el més important quant a I'activitat microbiana, ja que els analegs
que el duien modificat, presentaven en general, activitats 4 vegades menors
respecte als analegs que presentaven la mateixa modificacio en el Dab1.

Es va observar també que introduir en posicié6 Ny grups lipofils, com en els
analegs Ny-etil-PxB, Ny-propil-PxB, Ny-6-metiloctanoil-PxB i Ny-a-aminooctanoil-
PxB, s'amplia l'espectre d'acci6, mostrant una potent activitat contra bacteris
Gram-positius'%*.
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També s’ha estudiat la substitucié dels Dab per altres aminoacids proteinogénics

neutres o basics. Kurihara et al '®

van fer un analeg de colistina amb tots els
residus Dab substituits per Lys, obtenint activitats similars a la de la colistina.
Rustici i col-laboradors * van substituir els diferents Dab per Lys, i a més van
canviar la DPhe per la LPhe, i van ciclar I'heptapéptid ser per formaci6é d'un enllag
disulfur intramolecular. Els analegs resultants van mostrar poca activitat
antimicrobiana, tot i que alguns mostraven molta afinitat pel LPS, demostrant una
vegada més que una uni6 forta al LPS no implica una bona activitat antibidtica.

Porro i col-laboradors '%¢'%

van observar que la substitucié dels Dabs per Lys,
Arg o His donava lloc a péptids que s'unien fortament al LPS, de fet alguns inclus
millor que la PxB, perd per ells sols no mostraven activitat antimicrobiana, si no
que tenien capacitat de sensibilitzar la membrana en preséncia d'altres antibiotics

hidrofobics.

Més recentment, Sakura °' i col-laboradors, per estudiar la contribucié6 de cada
Dab en la interacci6 amb el LPS i l'activitat antimicrobiana van realitzar
substitucions dels diferents residus de Dab per alanines, Ala. Del seu estudi es
desprén que els Dab de I'anell d'heptapéptid (Dab 5,8,9) sébn més importants per
a l'activitat antimicrobiana que els de la cadena lineal (Dab 1,3). Tots els analegs
sintetitzats amb alanines van mostrar menys afinitat pel LPS, i el que presentava
els 5Dabs substituits va ser el que presentava la major reducci6 d'activitat.

En un intent de reduir la nefrotoxicitat associada a les polimixines, en el grup de

Vaara *

es van sintetitzar analegs que contenien només les tres carregues
positives de l'anell d'heptapéptid. En les posicions dels Dab1 i Dab3 es van
introduir aminoacids neutres tals com Thr, Ser, Abu (acid aminobutiric). Els
analegs obtinguts van mostrar una potent activitat, fins i tot més gran que la de la
PxB. En canvi, en la substituci6 dels Dab de l'anell per Abu, es perd del tot
I'activitat, remarcant una vegada més la importancia d'aquests tres aminoacids de

I'anell.

En altres estudis SAR, Tsubery i col-laboradors *° van substituir els diferents Dab
per altres aminoacids de caracter basic, i amb cadenes laterals més llargues, com
ara Lys, ornitina (Orn), 0 més curtes com ara 2-amino-4-guanidinobutiric i 2,3-
diaminopropionic. Es va poder comprovar que a part del caracter cationic dels
residus, es requeria una llargada optima de la cadena lateral, que havia de ser de
dos grups metilenics, com en el Dab. Les altres substitucions donaven una
disminuci6 de l'activitat antibacteriana.
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En resum, els trets principals dels residus de Dab que s6n importants per a
l'activitat i la afinitat pel LPS so6n:

» S'ha de complir el caracter cationic de la seva cadena lateral.

* La longitud optima d'aquesta cadena és de dos grups metilens.

* La posicié dels residus Dab en la sequéncia peptidica és important ja
que confereix a la molécula la distribuci6 espacial correcta de les
carregues per a una eficient interaccié electrostatica amb els fosfats del
lipid A.

Fins al moment, els analegs que s'han sintetitzat substituint els Dab per altres
residus han tingut un éxit variable. En general, els residus de Dab, i especialment
els de I'anell d'heptapeptid, sén indispensables per a l'activitat antimicrobiana.

3.2.2. Modificacions de les regions hidrofobiques

La molécula de PxB presenta dues regions hidrofdbiques: la formada per I'acid
gras de I'extrem N-terminal, i la que formen els aminoacids de les posicions 6 i 7.
Ambdues regions estableixen interaccions hidrofobiques amb el LPS, i permeten

la inserci6 del péptid en la pared cel-lular bacteriana.”®”’

En primer lloc es tractaran en les modificacions en la cadena d’pacid gras, i
seguidament en la regi6 hidrofobica de I'anell peptidic

Ja s'ha vist que la preséncia de l'acid gras és necessaria per a l'activitat
antimicrobiana de la polimixina donat que aquest és el que s'insereix en la
membrana externa, pertorba I'empaquetament dels acids grassos del lipid A i

permet la entrada auto induida del péptid . "’

A més, com s'ha pogut comprobar, els analegs als quals se’ls ha eliminat I'acid
gras i 'aminoacid en posicié 1, i que anomenem nonapeéptids, perden la seva
capacitat antibiotica, perd conserven la capacitat d'unir-se al LPS.'® De fet,
conserven la propietat de desestabilitzar i permeabilitzar la membrana externa, de
manera que si s’administren conjuntament amb altres antibidtics que no poden
penetrar la ME, s’observa I'efecte sinérgic en que col-laboren i finalment si que
s'observa activitat antimicrobiana.

Es va observar que els nonapéptids de colistina i polimixina presentaven un perfil
toxicologic significativament més reduit.”*'*""° De manera que la toxicitat de les
polimixines es va atribuir en part a I'acid gras N-terminal.

66



Les polimixines que es troben en la natura presenten com a acid gras N-terminal
I'acid (S)-6-metiloctanoic en la PxB;, 6-metilheptanoic en la PxB,, octanoic en la
PxB3;, heptanoic en la PxB,4, nonanoic en la PxBs i 3-hidroxi-6-metiloctanoic en la
PxBe. '%"""""*També s'han trobat en la natura analegs de la colistina amb acids
6- i 7-metiloctanoic. ** pero s’ha observat que la variacié de del grup metil de la
posicié 6 a la 7 no comporta diferéncies significatives d'activitat antimicrobiana
entre els diferents analegs (tots ells sintetitzats per separat mitjangant sintesis en

88,114
)

fase solida . En canvi si que es va observar que s'unien amb més afinitat al

LPS les polimixines que tenien substituents més hidrofobics, com el nonanoil
(PxBs), que no pas l'octanoil (PxBj) o I'neptanoil ( PxB,).""*11°

116,117 115,118

Chihara i col'laboradors cap als anys 70. . | Sakura més recentment
han estudiat més detalladament aquestes relacions N°-SAR, observant que
analegs amb els grups ciclohexilbutanoil, 4-bifenilacetil i 1-adamantanacetil
presentaven activitats comparables a la PxB i la colistina, i amb una uni6 al LPS
lleugerament més forta. En canvi, la introduccié d'un grup piré va disminuir

l'activitat antimicrobiana respecte a la polimixina.

El grup Pfizer "% van dur a terme estudis partint de la polimixina nonapéptid, i
introduint diferents cadenes d'acids grassos, de llargades variables (C8, C9,
C10), lineals i amb ramificacions, observant que les cadenes de més de 8
carbonis, i amb ramificacions (com ara el grup 6-metil) reduien l'activitat respecte
a la PxB. Cal tenir en compte, perd, que eren derivats del nonapeéptid de la
polimixina, i per tant, la reduccié observada en quant a I'activitat es pot associar
també a la manca del Dab-1, que ja s'havia vist que era important per a la
interaccié amb LPS i I'activitat antimicrobiana.

La substituci6é per acids grassos de cadena més curta ( <C7) i no ramificades van
donar analegs menys actius,®* Es va observar que el substituent hexanoil
presentava activitat, encara que menor respecte a la polimixina, i en canvi els
substituents pentanoil i butanoil presentaven una activitat 10 i 20 vegades menor,
respectivament.

Tsubery i col-laboradors'®, van substituir la cadena d'acid gras per una sequiéncia
hidrofobica d'aminoacids. A la polimixina nonapéptid se li va afegir una cua de 3 i
6 alanines, que no va comportar un augment de I'activitat respecte a la PxBN. Es
va assajar el grup hidrofobic Fmoc, obtenint un augment de l'activitat i una
disminucié de la toxicitat, en assajos in vitro amb ratolins, essent el compost
Fmoc-PxB decapéptid més actiu que el seu analeg nonapéptid, Fmoc-PxBN.
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En definitiva, una bona activitat antimicrobiana ve donada per una relacié optima
entre la llargada de la cadena i el volum en l'espai dels seus substituents. Aixi,
segons el que es despren de la bibliografia, una llargada optima seria entre 7 i 9
carbonis, tal i com es troba en la natura. Cadenes més llargues 0 més curtes
presenten disminucié de l'activitat. Els substituents llargs o molt voluminosos,
presenten un impediment estéric que dificulta la inserci6 del péptid en la
membrana de manera que no es pertorba 'empaquetament de la membrana i no
hi ha activitat antibidtica

Pel que fa als aminoacids en posicions 6 i 7 observem que, en les polimixines
naturals, la posici6 6 normalment esta ocupada per DPhe (PxB) o DLeu
(colistina), i la posicié 7 esta ocupada per Leu tant per la PxB com per la colistina.
Es poden trobar, perd, en algunes polimixines naturals minoritaries, aminoacids
diferents en posicié 7 com ara la isoleucina (lle), treonina (Thr), norvalina (NorVal)
i valina (Val), sense afectar significativament a la seva activitat

antibacteriana.''*'?’

Tsubery i col-laboradors'??, van mesurar la capacitat de sensibilitzar la membrana
bacteriana d’analegs de la PxBN. | es va veure que les substitucions per
aminoacids més polars, reduien la capacitat de permeabilitzar la membrana, i
substituint la DPhe pel seu enantidomer, la LPhe provocava una pérdua total de la
permeabilitzacié. La Unica substitucié que donava una mica d'activitat era la de
DPhe per DTrp, donada la naturalesa conservativa de la substituci6.

Més recentment, Sakura i col.”’ han reexaminat aquestes substitucions a partir de
la PxB. Van obtenir que els analegs obtinguts per les substitucions de la DPhe-6
per DTrp, DAla i LPhe , com de la Leu-7 per Ala o Trp donaven tant bones
activitats com bones afinitats d'uni6 al LPS, donant a entendre que tant la pérdua
d'hidrofobicitat com el canvi de configuracié6 de la DPhe no eren tan importants
com s'havia cregut fins al moment. Se suposa doncs que l'acid gras N-terminal es
capag de compensar la pérdua d'hidrofobicitat en aquesta regi6.

Cal remarcar que si la pérdua del motiu hidrofobic és total, com en el cas de
l'analeg Gly[6,7]-PxB, es perdia totalment l'activitat antimicrobiana.

En el nostre grup es va sintetitzar un analeg de PxB, ciclat per enlla¢ disulfur
entre dos residus de cisteina,®” on es va permutar la Leu7 pel Dab8, de manera
que ara el motiu hidrofdbic quedava trencat per la preséncia d'un Dab (DPhe6-
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Dab7-Leu8). No es van realitzar assajos microbioldgics, perd si es va determinar
una pérdua de selectivitat pels lipids que es bescanvien en els contactes
vesicula-vesicula i també una disminuci6 de la capacitat de permeabilitzar els les
vesicules que s'empraven com a model de membranes. En canvi, I'analeg que es
va sintetitzar on es va substituir la D-Phe per D-Trp si que va mostrar bona unié a
les vesicules, i formaci6 dels contactes entre elles.

De Visser™ i col-laboradors van substituir aquest segment DPhe6-Leu7 per
dipéptids mimeétics, com ara l'acid &-aminovaléric, la  4-fenil-4-
carboximetilpiperidina, I'acid m-aminometilbenzoic, la (S)-3-amino-1-
carboximetilcaprolactama, la  N-carboximetilpiperazina i el trans-4-
aminometilciclohexa. Malauradament cap d'aquests analegs va donar activitat
front a E.coli.

Resumint, s'ha pogut observar que aquest fragment hidrofobic és un segment
altament conservat entre les polimixines i que sembla que ser important, tot i que
no és indispensable per a l'activitat antibacteriana ni la unié al LPS.

3.2.3. Analegs de polimixina: modificacions de I'esquelet peptidic

En I'estructura de la polimixina trobem com a element principal un cicle de set
aminoacids, tancat per un enlla¢ amida entre el grup NH»-y del residu Dab-4 i el
grup COOH-a del residu Thr-10. El cicle resultant és de 23 baules, i sembla ser,
pels models moleculars del complex PxB-LPS que s'han obtingut, que aquest
tamany és I'd0ptim per a una bona interacci6 electrostatica i hidrofobica amb el
LPS.86'90'123

Es troben descrits en la bibliografia diferents intents de modificar I'anell, bé sigui
agrandint-lo o fent-lo més petit.

|84,86

Vogler i co van addicionar un nou residu de Dab obtenint un compost que era

menys actiu en comparacié a la PxB. Tsubery i col %

partien de la PxBN: van
substituir els Dab per Lys i per Orn, de manera que es tancava el cicle pel residu
de Lys o Orn, que tenien 2 i 3 metilens més en la cadena lateral, de manera que
el cicle passava de 23 a 25 i 26 atoms respectivament. També van ciclar la PxBN
Dab-3 (augmentant en un aminoacid el cicle) o pel Dab-5, disminuint en un
aminoacid el cicle. En cap cas es va obtenir una capacitat permeabilitzadora de

membrana comparable a la de la PxBN.

En definitiva, sembla que l'anell peptidic ha de complir aquest requisit dels 23
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atoms, per a poder mostrar bona uni6 al LPS i bona activitat antibiotica.

3.2.4. Analegs de polimixina: modificacions en el tripéptid lineal

El segment lineal que uneix el cicle heptapeptidic a la cua d'acid gras esta format
per tres aminodacid, dos d'ells Dab i una treonina. Tot i que aquest segment N-
terminal (N-acil-Dab1-Thr2-Dab3) s'ha comprovat que no té ni activitat

24 65 un dels elements estructurals

antimicrobiana, ni afinitat d'unié pel LPS,
importants de la PxB. Aporta dues carregues positives a la carrega total de la
PxB, i amb els enllacos d'hidrogen que pot establir amb altres residus de la
molécula, contribueix a mantenir la correcta estructura amfipatica necessaria per

a la seva activitat.

Es troben en la natura polimixines que presenten substitucions en el tripéptid
lineal, per exemple la Thr2 per Ser (Polimixina E,;), o el Dab3 per Ser (Polimixina
Dy, Do i $1)'® ', Totes aquestes substitucions conservatives no afecten a
I'activitat antimicrobiana.

Al llarg d'aquests anys s'han realitzat diversos estudis de delecions o

"4 van sintetitzar una

substitucions d'aminoacids d'aquesta regi6. Sakura i col
serie d'analegs escurgant la cadena del tripéptid. Es va observar que eliminant el
Dab1, I'octanoil-PxB nonapeéptid tenia una activitat comparable a la PxB; eliminant
el Dab1 i la Thr2, l'octanoil- PxB octapéptid reduia 6 vegades la seva activitat
respecte la PxB; i eliminant sencer el tripéptid, I'octanoil-PxB heptapeéptid no
presentava activitat antimicrobiana. Van sintetitzar també els analegs deacilats,
amb el tripéptid intacte i amb dos i un aminoacid, observant que només I'analeg

amb el tripéptid intacte era actiu.

En aquest mateix grups es va substituir cada aminoacid d'aquest segment per
alanina, i van constatar que la Thr-2 era més important per a la activitat, que no
pas els Dab1 i Dab3, ja que l'analeg Ala[2]-PxB era forca menys actiu que els
altres dos analegs Ala[1]-PxB i Ala[3]-PxB.*’

Es va poder extreure d'aquests estudis SAR, que el Dab1, tot i que estava
implicat en la interaccié electrostatica, no era un element indispensable per a
I'activitat antimicrobiana.

S'han descrit altres analegs deacilats de la PxB, on es va substituir el Dab-1 per
altres aminoacids tant polars com hidrofobics com Arg, Dap, Ser, Phe i Trp,'®

obtenint-se analegs que presentaven una activitat comparable a la del compost
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de partida, des-FA-Dab1-PxB. En canvi, els anadlegs amb Lys, Ala o Leu en
posici6 1, tenien I'activitat reduida respecte al compost de referéncia.

També van estudiar el comportament dels analegs deacilats, amb el tripéptid
substituit per [Dab-Dab-Dab] i [Arg-Arg-Arg] observant disminucié d'activitat
antimicrobiana, perd mantenint I'afinitat pel LPS. En canvi, substituint el tripéptid
per [Ala-Ala-Ala] es perdia tota activitat.

Per altra banda, Tsubery i col van descriure la sintesis d'anadlegs de PxB i

colistina amb el tripéptid [Met-Leu-Phe] unit a la Thr2,'®°

i tot i que es perdia
l'activitat, es mantenia la capacitat d'uni6é al LPS i de sensibilitzar els bacteris front

a altres antibiotics hidrofobics.

En conclusié, es pot extreure de les dades que trobem a la bibliografia, que
només es pot eliminar un aminoacid de la sequéncia del tripéptid N-terminal,
essent el Dab1 el que menys afecta a l'activitat. | també que per a mantenir les
propietats de les polimixines, només sén valides les substitucions d'aminoacids
de caracter conservatiu.

3.2.5. Altres analegs de polimixina

Per concloure amb els estudis de SAR que s’han fet fins al moment, trobem a la
bibliografia diferents autors que han intentat obtenir analegs de PxB mitjangcant
linealitzaci6 de la sequéncia, conjugacié o per obtencié de compostos mimetics.

Rustici®, Vaara''®, i Kurihara'® descriuen en els seus articles com obtenir
analegs lineals de la polimixina, perd sense obtenir resultats positius. De manera
que l'heptapéptid ciclic esdevé un requeriment estructural imprescindible per a
l'activitat antimicrobiana i permeabilitzadora de membrana.

Altres, han intentat conjugar dos o més polimixines, a través d'enllagos covalents
amb molécules que fan de pont entre elles, amb la finalitat de neutralitzar els
efectes del shock séptic provocat pel LPS.”*' No es tenen, perd, dades
microbioldgiques ni toxicoldgiques d'aquests compostos.

| finalment, altres grups han estudiat l'obtencié de compostos que imitin no
I'esquelet de la polimixina, sind les seves propietats fisicoquimiques. Segons aixo,
Frecer i col.'"® descriuen una serie de compostos peptidics on alternen
aminoacids cationics com la Lys, amb aminoacids apolars, com Val o Phe,
intentant simular I'estructura ciclica amfipatica de la PxB. Aquests compostos van
mostrar una potent activitat i una alta afinitat pel LPS.
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Altres compostos mimétics inclouen derivats de l'espermina '*® i de l'acid

134,135

colic , i resulten també molt actius.

3.3. DISSENY NOUS ANALEGS

En aquest treball ens vam plantejar com a objectius preparar noves molécules
derivades de la polimixina, que igualéssin o milloréssin la seva capacitat
antibidtica, i presentessin menys toxicitat. Al mateix temps que es planejava
ampliar la capacitat antimicrobiana front a bacteris multi-resistents i estudiar el
potencial contra els Gram-positius.

Com ja s'ha comentat amb anterioritat, la polimixina presenta una seérie
d'elements estructurals que determinen que la seva sintesis no sigui trivial, i
impedeix que es pugui sintetitzar a gran escala amb bons rendiments i encara
més si pretenen fer diferents analegs d’ella. Es per aixd que uns dels objectius
que es van plantejar quan es va comengar aquest projecte va ser trobar una
manera de simplificar la seva estructura, i per tant la seva sintesis, de manera
que aconseguint un esquelet peptidic menys complexe, sense que aix0
comportés una pérdua en l'activitat de les molécules resultants.

En el disseny dels analegs es van plantejar les seglents modificacions:

En la polimixina, el cicle de set aminoacids es tanca per un enllag lactamic entre
el grup carboxilic de la Thr-10, i el grup y-amino del Dab-9. Aquest enlla¢ implica
haver d'utilitzar un sistema de grups protectors que fa la sintesis complexa i amb
risc de baixos rendiments. S’havia descrit ja a la literatura algun analeg del
nonapeéptid de polimixina que presentava un enllag disulfur per tancar el cicle com
ara els de Rustici et al, que treballaven amb compostos capagos d’unir-se al
LPS." També s’ha trobat en la natura compostos com la ranalexina, esculentina
i pipinina (tots tres provinents de diferents tipus de granotes) que presenten cicles

tancat per enllac disulfur.'®’

Altres molécules que ja es comercialitzen com a
farmacs, i a gran escala, com els derivats de la somatostatina, octreotide,
lanreotide i vapreotide, que sb6n farmacs peptidics per al tractament de
lacromegalia i alguns tumors endocrins, presenten un esquelet heptapeptidic
molt similar al de les polimixines, amb un enlla¢ disulfur tancant el cicle., com es

pot observar a la figura 3.4.

72



08

o NH HN/>\
Q NH

HoN °©
S’S HN
o CHD
o\
il
HoN

Figura 3.4. Estructura del Lanreotide, farmac peptidic amb enllag disulfur que presenta
similituds amb I'esquelet simplificat de polimixina que s’ha dissenyat. Veure Figura 3.5.
En aquest projecte es va decidir doncs tancar el cicle a través d'un enllag disulfur,
de manera que tant el Dab-9 i la Thr-10 es substituirien per Cys, i es podria tancar
el cicle mitjancant una oxidacié dels grups tiols per a donar un enllag¢ disulfur.
Aquest nou cicle té la particularitat de mantenir la mida requerida i necessaria per
a mantenir I'activitat, com es va trobar en els estudis SAR que hem comentat en

I'apartat anterior: 23 baules.

A més, aquesta substitucié presentava també un avantatge pel que fa a la
farmacologia de les polimixines: com ja s’ha esmentat, les polimixines, degut a la
seva alta estabilitat proteolitica, poden acumular-se al ronyd, essent per tant

nefrotoxiques'*®'%°

. Una hipodtesi de treball és que aquests, si s’acumulessin a
linterior cel-lular del ronyd, en trobar-se amb el medi reductor intracel-lular,
provocat per la preséncia del glutati6 i les oxidorreductasses, podrien facilitar la
reduccié de I'enllag disulfur i la corresponent apertura del cicle, facilitant doncs la

degradaci6 proteolitica de la sequiéncia peptidica.'®'*

En substituir la Thr-10 per Cys, queda com a extrem C-terminal el grup COOH en
comptes de la cadena lateral de la treonina. Aquest grup carboxilic, aportaria una
carrega negativa a la molécula que no ens interessa, ja que provocaria repulsions
amb els fosfats del lipid A, per aixd es va decidir que estigués en forma de
carboxamida. D'aquesta manera, es mantenien els enllagos per pont d'hidrogen
que Cajal i col. van proposar que intervenien en la interaccié de la PxB amb el
lipid A.%°

L'obtencié de la carboxamida vindra donada pel tipus d'enlla¢ que es formi entre
la Cys i 'espaiador bifuncional i el tractament d'acidolisi final.

L'dltim canvi que es va proposar a I'esquelet de la polimixina va ser decidir
substituir I'acid (S)-6-metiloctanoic per I'acid nonanoic. Aquest, és comercialment
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assequible, i a més també es troba, minoritariament, a la natura en la PxBs de
manera que no s'introdueix un canvi vital en I'estructura, és tracta d’'un canvi
conservador. L'acid nonanoic acomplia també els requisits estructurals per a la
Optima activitat de la PxB, que dicten que la cadena d'acid gras ha de tenir una
llargada d'entre set i nou atoms de carboni, i en aquest cas, I’acid nonanoic manté
el numero de carbonis que presenta també I'acid (S)-6-metiloctanoic, 9 atoms de
carboni.

Aixi doncs, un cop realitzades aquestes modificacions sobre I'estructura de la
PxB, obtenim el que anomenem l'analeg candnic sPB, que sera l'analeg de
partida a partir del qual farem altres modificacions:

N o}
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( " HNT o H,\P\(‘\ANH2
NH, NHy oA o
A) Ho-{ H
NH;

~OH O, NH HN
H o) . H 1) j\/\(
/\/\/\/ﬁ]/N\-)J\NjW/N\-)]\Nj\; 0 N\\H
o) z H o) z H s
c 0

NH
o) HN{V )
NH, NH, X

N

(0]

S H
B) oA

NH
2 NH,

Figura 3.5. A) Estructura de la PxB, B) estructura de I'analeg sPB, en colors s'han
ressaltat els canvis realitzats: verd: canvi en l'acid gras N-terminal; vermell: tancament del
cicle per enlla¢ disulfur; blau: extrem C-terminal en forma de carboxamida.

Com es pot observar, les modificacions aplicades a aquest esquelet simplificat de
polimixina, a més de rebaixar la complexitat estructural i sintética, li confereixen
unes potencials propietats farmacoldgiques que el fan interessant per a posteriors
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processos de sintesi a gran escala. Cal destacar la presencia d’'un aminoacids D,
la DPhe, en l'estructura, que li confereixen estabilitat proteolitica a la molécula,
aixi com la ja esmentada ciclacié per enllag disulfur, que li proporciona estabilitat
extracel-lular, i també la preséncia de regions hidrofiliques i hidrofobiques,
necessaries per a una interacciéo amb les dianes biologiques.

3.3.1. Disseny d’analegs de polimixina per substitucié: modificacié de la

basicitat dels residus 1i 8

Segons el model proposat per Cajal i col-laboradors, hi ha dos llocs d'unié en
I'estructura de la polimixina, que interactuen electrostaticament amb el lipid A
(apartat 1.3.2.7, figura 1.12). Es va decidir fer modificacions conservadores en els
dos llocs d’unié simultaniament, i aixi es van agafar el Dab-1 del lloc A i el Dab-8
del lloc B com a residus que serien modificats. D'aquesta manera s'agafava un
residu del cicle d'heptapeéptid, i un residu de la regié lineal.

Es va decidir fer un estudi de com afectava la variacié de la basicitat dels residus
1 i 8 a l'activitat microbiana dels analegs obtinguts. Aixi doncs es van triar residus
que anessin des dels més basics com larginina, Arg, a residus neutres con
l'asparagina, Asn, fins a residus poc basics com la histidina, His. Passant pel
diaminopropionic, que rebaixa lleugerament la basicitat respecte al Dab. En la
seguent taula es mostren els aminoacids que s'utilitzaran en la sintesis dels
analegs, amb els seus valors de pKa dels grups funcionals de les cadenes
laterals.

Taula 3.1. Aminoacids emprats en els analegs de polimixina i valors de pKa dels grups
funcionals de les seves cadenes laterals. * pKa simulat amb el programa Marvin beans.

pKa cadena lateral

Asn aa neutre

His 6,8 Menys basic

Arg(NO,) 7.65*

Dap 9,74
Dab 10,8
Arg 12,5 Més basic
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La substitucié dels Dab per Arg, és una substitucié de caracter conservador, on
es passa de tenir un grup y-amino, a un grup guanidini, que també és basic i
proporciona caracter cationic, a més d’allargar un grup metile la cadena lateral.
Aquest lligand ambidentat permet deslocalitzar la carrega negativa entre els tres
atoms de N, fet que provoca que la interaccid electrostatica amb els grups fosfats
del lipid A pugui ser més forta que la que s'estableix entre els grups y-amino del
Dab.

La nitro arginina es va escollir per ser menys basica que l'argininia: es preten
veure I'efecte d’aquest canvi en I'activitat de I'analeg resultant.

| finalment es va decidir assajar amb I'asparagina, Asn, per tal de verificar si el
canvi per un residu neutre, que pot formar ponts d’hidrogen perd no interaccions
electrostatiques ja que no esta carregat, feia disminuir I'activitat com s’havia
previst.

Aixi doncs els analegs que es van dissenyar van ser:

Taula 3.2. Analegs de la polimixina amb les seves corresponents seqliencies

Péptid Sequéncia
PxB (S)-6-metiloctanoil-Dab-Thr-Dab-ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Thr]

1, sP-B nonanoil-Dab-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Cys]
2, sP-2Arg nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-Leu-Arg-Dab-Cys]
3, sP-2Dap nonanoil-Dap-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-Leu-Dap-Dab-Cys]
4, sP-2Asn nonanoil-Asn-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-Leu-Asn-Dab-Cys]
5, sP-2His nonanoil-His-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-Leu-His-Dab-Cys]

6

nonanoil-Arg(NO2)-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-Leu-Arg(NO2)-Dab-Cys]
sP-2Arg(NO2)
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3.3.2. Disseny dels analegs retroenantiomérics de polimixina: aproximacio

retroinverso.

Per a avaluar la implicacié de I'esquelet peptidic de la polimixina en la seva
activitat antibidtica, es va pensar en utilitzar 'estratégia retro-enantio.'*®

Aquesta estratégia descriu que, en una determinada sequéncia peptidica, si
invertim I'ordre dels aminoacids en la seqléncia, i utilitzem els seus enantidmers,
el péptid que s'obté presenta dues caracteristiques importants (figura 3.6):

- la topologia de les cadenes laterals queda inalterada, és a dir, presenten la
mateixa disposicioé que en la seqléncia de partida.

- la direccionalitat de I'enlla¢g amida canvia, és la inversa.

Aquestes caracteristiques, han de permetre estudiar quina influeéncia pot tenir
I'esquelet peptidic. En un principi és d'esperar que no hi hagi variacions
importants pel que fa a l'activitat antimicrobiana, ja que aquesta principalment ve
donada per la interaccié electrostatica i hidrofobica que experimenten les cadenes
laterals dels aminoacids, en contacte amb el lipid A de les membranes
bacterianes. Perd com alguns dels protons dels enllagos amida podrien intervenir
en enllagcos de pont d'hidrogen, es va creure convenient observar el
comportament d’aquests analegs.

(0]

2 e

7 invertir 'ordre de la seqiéncia "\le
= OH -
o o W o J;{H 0
H H
N N
" N\-)\NI(N\)I\OH o o
¢} ( i o 5
NH

H,N-Ala-Thr-Dab-Phe-COOH
H,N-Phe-Dab-Thr-Ala-COOH

canvi per D-aminoacids

& \\I\ NH, II\JHZ
S o HO. P

H Q Oy Oy d; P H < oH
HO. N)K/NT NS NH: Ho)g/NT NJK,/N\[H\NHZ e NNy N on
o H o H ; H A_0 o) g0

4 S
NH,

HOOC-DPhe-DDab-DThr-DAla-NH,
H,N-DAla-DThr-DDab-DPhe-COOH

Figura 3.6. Representacioé esquematica de la aproximacio retroenantio en la sintesis de
péptids.
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A més, com es treballa amb aminoacids D, excepte la LPhe, es minimitza el
problema de la proteolisis, degradacié que experimenten inevitablement els
péptids L quan entren en contacte amb les proteases del cos huma.

Aixi doncs, amb aquestes premises de la utilitzacié de D-aminoacids, inversié de
'ordre de la sequéncia, i les que ja s’havien establert com a modificacions en
I'estructura de la PxB descrites en I'apartat anterior, ciclacidé per enllag disulfur i
simplificacié6 de l'acid gras terminal, es van dissenyar els seglents analegs:
’analeg retroenantio del sP-B, i I'analeg retroenantio del sP-2Arg, que fins el
moment era I'analeg que millor activitat havia donat.

Com es pot observar, en invertir la sequéncia, la cadena hidrofdbica de I'acid
gras, es veu transformada en una amina alifatica, en aquest cas 'octilamina.

T
N
NH
T LH%‘”)’LH 0 © oy
/\/\/\/\“ N , HN
N N o
© 0._sS o)
--------- (" r S H NH2
NH, NH, N N
H.N O
NH,

Figura 3.7. Estructura de I'analeg retroenantiomeéric del sP-B, on és destaca 'amina
alifatica de I'extrem C-terminal.

Taula 3.3. Analegs retroenantiomers de polimixina amb les seves corresponents

seqliencies.
Péptid Seqliéncia
7 ciclo(S-S)[DCys-DDab-DDab-DLeu-Phe-DDab-DCys]-DDab-DThr-DDab-
retro sP-B octilamida
8 ciclo(S-S)[DCys-DDab-DArg-DLeu-Phe-DDab-DCys]-DDab-DThr-DArg-
retro sP-2Arg octilamida

78



3.3.3. Disseny d’un analeg conjugat de polimixina amb espermina.

Donada la importancia del caracter cationic d’aquests péptids antimicrobians
derivats de polimixina, es va pensar en sintetitzar un analeg que presentés
encara un nimero major de carregues positives, un analeg de polimixina conjugat
amb una poliamina.

S'ha trobat descrit a la literatura que I'espermina, una poliamina de cadena llarga
(figura 3.8) presenta propietats antibiotiques per ella mateixa, i en administraci6

133,144 E5 va decidir

conjunta amb un altre antibidtic, augmenta I'efectivitat d'aquest.
explorar aquests conjugats, acoblant aquesta molécula a un dels analegs, al sP-
2Arg, el que fins al moment havia donat millors resultats. Per a conferir-li certa
flexibilitat conformacional a l'analeg resultant, es va pensar en incorporar una
glicina, Gly, entre la polimixina i I'espermina. La sequéncia de I'analeg resultant

és la que es mostra a la taula 3.4. i annexe 6.
A)

H
H2N\/\/N\/\/\N/\/\NH2
H

2
fo
HN NH, _\NH NH,
S o
HN
\_\;H
N\/\/\H/\/\NHZ

Figura 3.8. A) Estructura de I'espermina. B) estructura de I'analeg conjugat de polimixina i
espermina
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Taula 3.4. Seqliencia de 'analeg conjugat de polimixina i espermina.

Péptid Seqliéncia
9
nonanoil-Arg-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-Leu-Arg-Dab-Cys]-Gly-
sP-2Arg-G- espermida
espermida

3.4. SINTESIS DELS ANALEGS DE POLIMIXINA

3.4.1. Sintesi dels primers analegs de polimixina

En una primera etapa d'aquest projecte, durant la realitzaci6 del master
experimental previ al present treball, es van sintetitzar els analegs de PxB que es
mostren a la taula 3.5. Aplicant les simplificacions de I'estructura que s'esmenten
en l'apartat anterior (enllag disulfur, acid nonanoic i extrem C-terminal en forma de
carboxamida) es va dissenyar I'andleg de la PxB sense cap modificacio, I'analeg
sP-B. A continuaci6é l'analeg sP-D, on es permuta la Leu7 pel Dab8 per tal de
disposar d’'un model d’alternancia d’aa hidrofobic/hidrofilic al cicle; I'analeg sP-Trp
on es substitueix la DPhe per DTrp, un aminoacid també hidrofobic i aromatic, i
finalment un analeg on l'acid gras alquilic es va substituir per I'acid pirenbutiric,
que proporcionava una sonda fluorescent molt Gtil per als estudis de seguiment
per fluorescéncia dels experiments biofisics amb lipososmes que s'havien de

realitzar posteriorment. %%

Taula 3.5. Anélegs sintetitzats durant el master experimental. La primera entrada
correspon a la PxB per a poder comparar les seqiiencies.

Péptid Seqliéncia
PxB (S)-6-metiloctanoil-Dab-Thr-Dab-ciclo[Dab-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Thr]
sP-B nonanoil-Dab-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Cys]
sP-D nonanoil-Dab-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-Dab-Leu-Dab-Cys]
sP-Trp nonanoil-Dab-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-DTrp-Leu-Dab-Dab-Cys]
sP-w pirenbutanoil-Dab-Thr-Dab-ciclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-Leu-Dab-Dab-Cys]
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La sintesis es va realitzar manualment en fase solida, seguint I'estratégia
estandard Fmoc/tBu, sobre una MBHA funcionalitzada amb un espaiador
bifuncional de tipus Rink,i amb escissié del péptid i eliminacié de tots els grups
protectors per tractament acidolitic amb TFA:TIS:H20(95:3:2). (Figura 3.9) La
formaci6 de I'enlla¢ disulfur es va dur a terme, prévia purificacié dels péptids, per
oxidaci6 amb l'oxigen atmosféric en medi basic (solucié tampé de bicarbonat
d'amoni 20mM a pH10).

Q)

o)
O)\NH 20%piperidina en DMF NH,

b
- MeO oMe~ 0" Q)

MeO omMe~ 0" Q ©

Fmoc Rink amida
elongacioé seqléncia peptidica
Fmoc-AA-OH 3eq.
DIPCDI 3eq.
HOBT 3eq.

'Bu Boc Boc Boc o_Q
R N—Dab—Thr—Dab—Cys—Dab—AAG—AA7—AA8—Dab—Cst<NH O

\ﬂ/
e} rt rt
O OMe

Acidolisi OMe
TFAITIS/H,0

H
RT]/N——Dab-Thr-Dab-Cys-Dab-AAs—AATAAg-Dab-Cys

sP-B SH SH

R=acid nonanoic; AA6= DPhe; AA7= Leu; AA8= Dab (o)

sP-D
R=acid nonanoic; AA6= DPhe; AA7= Dab; AA8= Leu
(NH4)HCO3

sP-Trp alta dilucio
R=acid nonanoic; AA6= DTrp; AA7= Leu; AA8= Dab

sP-
R=acid pirenbutiric; AA=6 DPhe; AA7= Leu; AA8= Dab

Figura 3.9. Esquema de sintesis dels primers analegs de polimixina
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3.4.2. Sintesi dels analegs de polimixina per substitucié (1-6)

En una segona etapa, es va decidir explorar la ciclaci6 oxidativa en resina
aprofitant I'efecte de pseudo-dilucié'®®. En el grup, s’havia posat a punt una
metodologia que permetia ciclar el péptid en resina, de manera que s’evitava la
ciclaci6 en alta diluci6 i els llargs temps de liofilitzacid, i un reactiu d'acidolisis que
estalviava I'Us d'un grup espaiador bifuncional, de manera que la sintesis es podia
dur a terme integrament en fase solida i en menys passos, cosa que repercutia
positivament tant en el temps com en els rendiments de sintesis. (tesi doctoral

147
)

Montse Rodriguez ™). Aixi doncs quan va ser possible, es va utilitzar aquesta

nova metodologia en la sintesis dels nous analegs dissenyats.

Els analegs es van sintetitzar manualment en fase sodlida seguint una estratégia
de proteccié Fmoc/tBu, emprant una resina MBHA, per a poder obtenir I'extrem C-
terminal en forma de carboxamida. El grup protector dels residus de cisteina va
ser l'acetamidometil, Acm, que en ser ortogonal als de I'estratégia Fmoc/tBu,
permetia eliminar-lo sense afectar a la resta dels aminoacids. Per a els altres
aminoacids de la sequeéncia, els grups protectors emprats van ser: Boc per al
Dab, Pbf per Arg, 'Bu per Thr, Trt per His i Boc per Dap.

A meitat de la sintesi, per comprovar que els rendiments dels acoblaments i
desproteccions soén els esperats i que la seqiiéncia esta creixent correctament, es
va realitzar una acidolisi a petita escala. S'agafa una petita mostra de la peptidil-
resina i realitzant un tractament acidolitic es comprova que es tingui el producte
de massa esperada i un bon perfil cromatografic que indiqui una sintesis
adequada. Per acabar, s'elimina l'Ultim grup Fmoc, i s'hi introdueix I'acid
nonanoic.

El seguent pas és la ciclacié del péptid en fase solida. L'eliminacié dels grups
Acm i la formacié simultania de l'enllag disulfur té lloc en una sola etapa de
sintesi. Es pot dur a terme de dues maneres: o bé pel tractament de la resina
amb una dissolucié de iode en DMF o bé per tractament amb trifluoroacetat de
tal-li (1ll) en DMF-anisole. En ambdés casos es deixa reaccionar 2h a temperatura
ambient, i posteriorment es neteja la peptidil-resina. En cas d'haver utilitzat el
trifluoroacetat de talli (Ill) , cal un rentat addicional amb dietilditiocarbamat de
sodi en DMF. En la figura 3.11. es mostra un esquema del mecanisme d’aquesta
oxidacio en resina.
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L'esquema general de l'estratégia de sintesis es mostra a la seglent figura:

Fmoc-Cys(Acm)-OH, 3eq. N CH3

DIPCDI, 3eq.

Ny
HOBT, 3eq. = S,© O
\ V4 (0] Lﬂ/
Q)
9y / CHg
N\H/CHP,

20% piperidina en DMF

elongacio sequéncia
SPPS

GP tBl.l BOC BOC GP BOC
H 1 8
S)J\ 3

A/\M(N AA;- -Thr-Dab- -Cys- -Dab-DPhe- Leu-AAg- Dab- -Cy
Acm Acm

O

eliminacié Acm i formacié de I'enllag disulfur en resina

4 GP{!Bu Boc  Boc GPg Boc s)OL
N-Q

/\/\/\/\H/N AA-Thr-Dab-Cys-Dab-DPhe-Leu-AAg-Dab-Cy:

(0]
S

eliminacié dels grups protectors i
escissio de la resina

-
I
>
Z
(@)

Figura 3.10. Esquema de sintesis dels analegs de polimixina 1-5.
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Figura 3.9. Mecanisme proposat per a la eliminacio dels grups Acm i formacié simultania
de I'enllaca disulfur. A) per oxidacio amb iode. ’4'3'5’:9 B) per oxidacié amb trifluoroacetat de
talli ().

Per finalitzar la sintesis s'havien de desancorar els péptids de les resines. Es van
realitzar assajos amb petites mostres de peptidilresina per veure quin era el
reactiu d'acidolisis que donava millor perfil cromatografic i posteriorment es va
procedir a l'acidolisis total de la resina. Es va realitzar la caracterizacié dels crus
peptidics per RP-HPLC i EM MALDI-TOF.
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A) . C)

B)

Figura 3.12. Caracteritzaci6 dels analegs. Es mostra 'exemple de I'analeg 3, sP-2Dap. A)
cromatograma del cru peptidic, B) espectre de masses del cru i C) cromatograma del
producte purificat.

En la seguent taula, 3.6, es mostren els resultats obtinguts, amb les
corresponents condicions de formacié de l'enlla¢ disulfur i de desancoratge del
peptid. Es van purificar els crus per HPLC en fase reversa a escala semi-
preparativa, obtenint els péptids amb bones pureses i rendiments acceptables. Es
van caracteritzar els productes finals per HPLC i EM MALDI-TOF.

Taula 3.6. Resultats i condicions de formacio de l'enlla¢ disulfur i de desancoratge dels
diferents analegs de la Polimixina. a) Trifluoroacetat de talli en DMF: anisole. b)
TFA/TMSCI/TES/HBr 33% en AcOH. c) TFA/TMSCI/TES

Analeg Reactiu Reactiu cru Puresa R Rendiment | Peéptid
PxB | oxidaci6 | acidolisis | peptidic | (%) EM MALDI-TOF global our

[M+H]*=1223,94,
sP-B a b 133mg | 80% | [M+Na]'=124593 17% 24 mg
[M+K]*= 1261,90

[M+H]"=1336,01,

255 ) a b 208mg | 80% | [M+Na]'=1358,00 15% 32 mg
9 [M+K]*= 1373,98

<p- [M+H]*=1196,27

2Dap a c 335 mg 85% [M+Na]'=1218,41 23% 54 mg

[M+K]'= 1234,35
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<p- [M+H]*=1297,59,

2Asn a c 305 mg 75% [M+Na]*=1319,57 18% 49 mg
[M+K]*= 1335,49

<p- [M+H]*= 1251,66,

oHis a c 278 mg | 64% [M+Na]*=1273,64 10% 25 mg
[M+K]*= 1289,0

Sintesis I'analeg de polimixina 6, sP-2Arg(NO,)

La sintesis d’aquest analeg s’explica a part perque es va dur a terme seguint una
metodologia lleugerament diferent, ja que va ser dels primers analegs que es van

sintetitzar.'®"'?

Es va treballar amb una resina MBHA, a la que se li incorporava el grup
espaiador bifuncional de tipus Rink. Es va seguir una estratégia Fmoc/tBu i es va
es va construir tota la sequéncia peptidica. Es va treballar amb el grup
acetamidometil per a protegir el grup tiol de les cisteines. Un cop s’ha incorporat
I'acid nonanoic, es va procedir a la formacié de I'enlla¢ disulfur en resina, per
oxidacié dels grups Acm amb iode en DMF. | finalment es va realitzar una
acidolisi, donat que es va treballar amb el Rink linker, es va poder realitzar en les
condicions estandar TFA:TIS:H20, tal i com es mostra en la figura 3.13.

Taula 3.7 Resultats de la sintesi de I'analeg 6.

Analeg Reactiu Reactiu cru Puresa EM ESI Rendiment | Péptid
PxB oxidacio acidolisis peptidic (%) global pur
: [M+2H]** /2
12 714.0
sP- DMF:anisol TFA:TIS:H,0 | 133 mg 80% [M+3H]3+ 3 22% 64 mg
2Arg(NO2) 476.5
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Figura 3.13. Esquema de la ruta sintética utilitzada per a l'obtencio de l'analeg 6, sP-
2Arg(NO).
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3.4.3. Sintesis dels analegs retroenantiomérics de polimixina.

Tal i com ja s’ha descrit en I'apartat de disseny dels analegs, es va proposar
sintetitzar dos analegs retroenantiomérics de polimixina. Aquests analegs
presentaven una disposicié de les cadenes laterals dels aminoacids idéntica a la
dels seus analegs, perd que mostraven la direccionalitat de I’enlla¢ amida invertit,
és a dir, I'enlla¢c amida es formava entre el grup amino del aminoacid AA i el grup
carboxilic de I'aminoacid AA+1, tal i com es pot observar a la figura 3.14.

NSNS N HN
TR 0 N To( s o /Eoﬁ
@ @ S 1 ey NH,
b) 2 2 \ H
HN O
NH,

Figura 3.14. Esquema de l'analeg sP-B (a) i I'analeg retro-sP-B(b), on es pot comprovar ,
en vermell, la direccionalitat de I'enlla¢ amida. Les fletxes indiquen el sentit de la sintesi.
Aquesta diferéncia estructural és la que ens marca la diferent ruta sintética que
s’ha de seguir per a aquests analegs, on el punt clau és el tipus d’espaiador
bifuncional (“linker”), i el tipus de tractament que sera necessari per a la seva

escissio.
Aixi doncs es van pensar dues rutes sintétiques diferents per a abordar la sintesi
d’aquests analegs, que es detallen a continuacioé
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Estratégia 1: sintesi d’analegs retroenantiomeérics per desplacament

nucleofil amb octilamina

La sintesis de péptids amb modificacions en I'extrem C-terminal ofereix versatilitat
i amplia el ventall de possibilitats de sintesi, perd al mateix temps requereix d’'una
quimica lleugerament diferent a la utilitzada fins ara. Principalment la diferéncia
rau en el tipus d’espaiador bifuncional que es necessita, depenent del tipus de
modificacié que es vulgui en aquest extrem C-terminal es triara un o altre grup
espaiador. En aquest cas dels analegs retroenantiomérics, es necessita que es
pugui formar un enllag amida entre 'aminoacid ancorat a la resina i I'alquilamina
que es vol introduir.

En aquesta primera aproximaci6é sintética, es va decidir treballar amb un
espaiador bifuncional de tipus fendlic, que ens proporcionava un enllag entre la
resina i la sequiéncia peptidica de tipus ester, i que permetia alliberar el producte

final per aminolisi amb I'amina escollida, en aquest cas I'octilamina (figura 3.15).
153,154

El grup protector dels residus de cisteina va ser novament I'acetamidometil, Acm,
que continuava sent ortogonal als de I'estratégia Boc/Bzl, i es podia eliminar
sense afectar a la resta dels aminoacids. Per als altres aminoacids de la
seqléncia, els grups protectors emprats van ser: benziloxicarbonil (Z) per al Dab i
Arg i benzil (Bzl) per Thr.

Els analegs es van sintetitzar manualment en fase sodlida seguint una estratégia
de proteccié Boc/Bzl, emprant una resina MBHA, a la que se li incorporava en
primer lloc un aminoacid de referéncia interna, en aquest cas la Fmoc-Gly-OH. A
continuacié s’hi incorpora el grup espaidaor bifuncional acid 3-(4-
hidroxifenil)propionic, i tot seguit s’'incorpora el primer aminoacid de la sequéncia,
Boc-D-Arg(Z,)-OH o Boc-DDab(Z)-OH, segons l'analeg. Aquesta reaccio
d’esterificaciéo es va dur a terme dues vegades, per assegurar un acoblament
quantitatiu. Les condicions van ser Boc-AA-OH, 3eq, DIPCDI 3eq i quantitats
catalitiques de DMAP, 0,3eq. Es procedeix a la eliminacié el grup Boc, i a
continuacié es continuen acoblant els segiients aminoacids fins arribar a I'Gltim, la
Boc-D-Cys(Acm)-OH de la posicié 10 seguint les condicions estandard.

Un cop finalitzada la seqliéncia, es porta a terme la ciclacié de I’heptapéptid, per
formacié de I'enllag disulfur entre les dues cisteines, mitjancant oxidacié amb iode
(I 4eq. en DMF).
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Per alliberar el peptid de la resina es van assajar diferents condicions, i finalment
es va observar que passades 12 hores ja s’havia escindit completament tot el
peptid de la resina. Es va filtrar, i eliminar per evaporacié el dissolvent en excés, i
I’oli obtingut es va fer precipitar amb acetonitril.

CHj CHj;

o
HN BN o) __HN o
o) Py X . Nl
RZA@EJ;/ "o 7 - RZAN Ri HO "o b
>

Figura 3.15. Esquema del mecanisme d’aminolisi per alliberar el péptid de la resina. R1
és la seqliéncia peptidica, R2 és la cadena alifatica de la amina.

Per finalitzar amb la sintesi, calia eliminar els grups protectors de tipus benzilic de
la seqUéncia. Aixi doncs, per tractament acidoliic amb TFA:HBr(33%en
AcOH):tioanisol (85:5:10) durant 3 hores a 35°C es va obtenir el péptid final.

En la figura 3.16 es mostra com a exemple un dels analisi per HPLC i EM del
péptids sintetitzat amb aquesta metodologia.

10000
xxxxxx B)
wo T e
......
0
10000 w
©
It 1 20 s
...... .
mAU
S
¥
X
125 C) §
wl L
757
504 ﬁ
25 N
o]
25]
oo 50 1do 150 20.0 280 " min

Figura 3.16. Detall dels perfils cromatografics del cru (A) i del péptid purificat (B) i de
l'espectre de masses MALDI-TOF de l'analeg 7, retro sp-B (C).
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El procediment que s’ha seguit es troba representat en la figura seglent:

., HN
Boc-Gly-OH + Fmoc Gly” ™ |
o

1. eliminacié Fmoc 20%piperidina en DMF
2. Acoblament grup espaiador bifuncional
o

S OH
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o (MH T
R O i L
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DMAP CH

o
H R
3 L YO
® = Y \)#N . =
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elongacié seqiiéncia peptidica

CHs
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Boc-DCys(Acm)-DDab(Z)-DAAg(GPg)-DLeu-Phe-DDab(Z)-DCys(Acm)-DDab(Z)-DThr(Boc)-AA (GP; )Ao—®—®

ciclaci6 en resina
|, en DMF
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aminolisi
/\/\/\/\NHQ
o)
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s s
s s
acidolisi
1
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Figura 3.17. Esquema de l'estratégia sintética per als analegs retroenantio.

| en la seglent taula es mostren els resultats obtinguts, amb les corresponents
condicions de formacié de I'enlla¢ disulfur i de desancoratge del péptid.
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Es van purificar els crus per HPLC en fase reversa a escala semi-preparativa,
obtenint els péptids amb bones pureses i rendiments moderats. Es van
caracteritzar els productes finals per HPLC i EM MALDI-TOF. Es mostren els
resultats a la seglent taula:

Taula 3.8. Resultats de la sintesi dels analegs retroenantiomeérics de polimixina pel
meétode de desplagament nucledfil amb octilamina.

Analeg Reactiu cru R Rendiment | Péptid
PxB oxidacio peptidic puresa | EMMALDI-TOF sintesi pur
7
l2 o [M+H]*=1195.58, o
Retro | DMFaanisol | 100M9 | 49% | imyNar=12176 | 3% 8mg
sP-B
8
| [M+H]*=1308.5
Retro 2 % ) %
sP- DMF:anisol 90mg 40% [M+Na]*=1330.6 3% 10mg
2Arg

Estratégia 2: sintesis dels analegs retroenantiomérics de polimixina amb un

espaiador bifuncional tipus BAL i escissié per acidolisi

Un altre tipus de grup espaiador bifuncional que permetés modificar I'extrem C-
terminal dels péptids sintetitzats era el BAL, Backbone Amide Linker, o acid 4-(4-
formil-3,5-dimetoxyfenoxi)butanoic.'®® Aquest linker, que s’ancora a la resina pel
seu grup acid, presenta un grup aldehid sobre el qual es podra incorporar la
amina desitjada via aminaci6 reductiva.

Es va acoblar aquest acid sobre la resina aminometil-poliestire, a la que
préviament s’hi havia incorporat un aminoacid de referencia interna que ens
servira com a control de la sintesis. Es va incorporar I'acid per activacié amb
HOBt i DIPCDI. | donat que aquest espaiador bifuncional és labil a condicions
acides, la sintesi es va dur a terme segons una estratégia Fmoc/tBu.

Un cop incorporat I'espaiador, s’ha de realitzar la incorporacié de I'octilamina,
sobre el grup aldehid, mitjangant una aminacié reductiva amb NaBH3;CN. Després
d’un tractament de 12h (overnight) es va procedir a incorporar el primer
aminoacid de la seqiéncia. Com es realitzava I'acoblament sobre una amina
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secundaria, les condicions havien de ser una mica més eneérgiques: es va
realitzar I'activacié de I'aminoacid mitjangant una sal d’'uroni més reactiva, com és
’HATU. Per a comprovar l'eficacia de I'acoblament es realitza el test de cloranil,
que ens mostrara si hi ha encara preséncia d’amines secundaries lliures. Un cop
comprovat que efectivament no hi ha amines lliures, es va decidir fer una
quantificacié de Fmoc, per quantificar I'extensié de I'acoblament i per tant també
de la incorporacio de la octilamina. Es va obtenir que segons la quantificacié del
grup Fmoc, la funcionalitzacié de la resina era de 0,3-0,4 mmol/g, s’havia reduit
practicament a la meitat.

Es va considerar que, tot i la probable disminucié de rendiment, la reducci6 de
funcionalitzaci6 podria facilitar la sintesi car és d’esperar que les amines
ancorades siguin més accessibles i reactives. Un cop es tenia tota la seqiiéncia
incorporada, es va realitzar una altra quantificaci6 de Fmoc i es va observar que
es mantenia el grau de funcionalitzacié6 de la resina. També es va comprovar
realitzant una acidolisi a petita escala que el creixement de la seqiéncia havia
estat correcte realitzant una acidolisi a petita escala, obtenint les masses
esperades i uns perfils cromatografics correctes.

Com a ultims passos de la sintesi es va procedir a ciclar el péptid en resina, com
ja s’havia realitzat anteriorment, amb iode en DMF i tioanisol. | finalment el
tractament acidolitic final ens proporcionava els dos analegs esperats.

mAU ~ B e I Voyager Spec #1[BP = 1307.8, 12864]
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Figura 3.18. Detall dels perfils cromatografics del cru (A) i del péptid purificat (B) i de
I'espectre de masses MALDI-TOF de I'analeg 8, retro sp-2Arg (C).
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Figura 3.19. Esquema de la ruta sintética que s’ha seguit per a la sintesi dels analegs
retroenantio, seguint l'estratégia amb el grup espaiador bifuncional de tipus BAL.
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3.4.4. Sintesis de I'analeg conjugat PxB-espermina

Per a la sintesis d’aquest analeg, es va decidir dur a terme la mateixa estratégia
sintética que per als analegs retroenantiomeérics, la utilitzacié d’un espaiador de
tipus fendlic i una aminolisi final amb I'amina desitjada per alliberar el peptid d la
resina i incorporar 'amina a la sequéncia. Es va seguir un esquema de sintesi
similar, tal i com es pot observar en la figura 3. 13, utilitzant en aquest cas
aminoacids L, i construint I'esquelet peptidic des de la Cys10 a I'acid nonanoic en

I’'extrem N-terminal.

Un cop es disponia de la seqliéncia peptidica en resina, es va dur a terme
I'oxidaci6 en resina per a tancar el cicle, seguit de 'amindlisi amb I'espermina. Es
va procedir a una acidolisi final per a eliminar els grups protectors.

Es van obtenir 191 mg de cru peptidic, de 50% de puresa, que es va purificar
quedant 7 mg de péptid pur,que representa un rendiment global 4%.
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Figura 3.20. Detall dels perfils cromatografics del cru (A) i del péptid purificat (B) i de
I'espectre de masses MALDI-TOF de I'analeg 9, conjugat PxB-espermida (C).
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Figura 3.21. Esquema de la ruta sintética que s’ha seguit per a la sintesis de I'analeg
conjugat PxB-espermina.
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3.5. AVALUACIO BIOLOGICA DELS ANALEGS DE PXB

3.5.1. Estudi de I'activitat antimicrobiana dels analegs de la PxB

Un cop dissenyats i sintetitzats els péptids analegs de la polimixina, s'havia
d'avaluar la seva capacitat antibidtica, per tal de comprovar si s’havia millorat
respecte la PxB o si pel contrari havia disminuit.

Aquests assajos es van dur a terme al laboratori de microbiologia de la Dra.
Angels Manresa, de la facultat de farmécia.

Per avaluar l'activitat antibidtica es van realitzar assajos de concentraci6 minima
inhibitoria, CMI, on es determina la concentracié de péptid més baixa a partir de
la qual no hi ha creixement bacteria.

La CMI es va determinar pel métode de les dilucions seriades de Jorgensen i
Turnidge'® seguint el protocol descrit a I'apartat 5.1.7 de materials i métodes.
Breument, aquest métode consisteix en el segient: es preparen dilucions dels
peptids en aigua a partir d'una dissoluci6 mare (636 mg/mL) préviament
quantificada per analisis d'aminoacids. A continuacié, a partir d'aquestes es
preparen dilucions dels peptids en el medi de cultiu (Mueller Hinton Broth, MHB)
de manera que s'obté un ventall de dilucions de 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125
i 0.06 pg/mL. En plaques estérils de 96 pouets s'addicionen 200 pL de cada
dilucié dels péptids, i s'hi inocula el bacteri corresponent, en una concentracié de
10’ UFC/mL (unitats formadores de colonies per mL, ajustada per un patré de
McFArland 0.5). En cada placa es deixa una columna com a control positiu (indcul
de bacteris sense péptid, de manera que ha de ser un patré6 de correcte
creixement bacteria) i una altra columna com a control negatiu (només medi de
cultiu, on no s'hauria d'observar cap tipus de creixement). S'incuben les plaques
entre 18-24h a 37°C i transcorregut aquest temps la lectura de la CMI es realitza
de visu mitjangant un amplificador (Figura 3.22).

Els assajos es realitzen per duplicat, i es comparen sempre amb la polimixina
natural, de manera que es puguin detectar irregularitats en I'assaig.

97



Figura 3.22. A) Preparacio de les plaques en cabina de flux laminar. B) Detall de la placa
de 96 pouets en la que es realitza l'assaig de CMI. Cada fila correspon a un
microorganisme diferent; a cada columna una concentracio diferent de péptid: de la més
concentrada, columna 1, a la més diluida, columna 10. La columna 11 és un control de
creixement positiu, on només hi ha bacteri i no péptid, i la columna 12 és un control
negatiu, on nomeés hi ha medi de cultiu. C) Lupa que s'utilitza per a llegir les plaques

Els bacteris que es van utilitzar van ser:

- Gram negatius: Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

- Gram positius: Enterococcus hirae ATCC 10541, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Mycobacterium phlei ATCC 41423, Micrococcus luteus ATCC 9341.

Tot i sabent que la polimixina actua sobre els bacteris Gram negatius, es van triar
també alguns Gram positius per veure si en alguna de les modificacions
realitzades, es podia ampliar o modificar I'espectre d'acci6. S'han escollit aquest
bacteris i aquestes soques per ser models estandard molt utilitzats en aquests
tipus d'assajos de manera que no suposen cap risc de seguretat, i els podem
manipular nosaltres mateixos, i per a poder contrastar els resultats amb el que ja
esta descrit en la literatura. Cada un d'ells s'ha triat ja sigui per la seva rellevancia
clinica i patologica o per les seves caracteristiques estructurals:

- L'Escherichia coli és el model més utilitzat de bacteris Gram-negatius. Es una
enterobacteria que forma part de la flora intestinal de la majoria de mamifers.
Fora del seu ambit intestinal és la responsable de més del 80% de les infeccions
del tracte urinari. A més, pot causar diarrea, meningitis, peritonitis, mastitis,
septicémia i pneumonia. En els Ultims anys s'ha vist incrementada notablement la
resisténcia de la E.coli als antibiotics.

- La Salmonella typhimurium es tracta d'un model de microorganisme alimentari,
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causant d'infeccions del tracte gastrointestinal que cursen amb diarrees i vomits
abundants (salmonel-losi).

- La Pseudomonas aeruginosa es tracta d'un bacteri Gram-negatiu, causant de
moltes de les infeccions adquirides en l'ambient hospitalari. Pot provocar
infeccions del tracte urinari, infeccions de ferides quirGrgiques, pneumonia, i
bacterémia en pacients hospitalitzats. Degut a la seva baixa susceptibilitat als
antibiotics representa un greu problema de salut pablica.

- El Micrococcus luteus és un exemple de coc Gram-positiu. Es pot trobar en la
pell dels animals, i no és patogen.

- L' Staphylococcus aureus és el principal causant de les infeccions
nosocomials. Pot causar infeccions molt diverses que van des d'infeccions
cutanies a malalties greus com meningitis, endocarditis, pneumonia o sepsis.
Algunes soques d’aquest microorganisme presenten resisténcia a la penicil-lina, i
en els darrers anys, ha aparegut una soca resistent a la meticilina, MRSA, molt
perillosa ja que provoca infeccions nosocomials greus i cada vegada existeixen
menys antibiotics per a combatre'l, ja que ha desenvolupat rapidament resisténcia
als antibidtics que s'utilitzaven: B-lactamics, vancomicina.

- El Mycobacterium phlei s'ha escollit perqué és el microorganisme que, sent
inocu, s'assembla més al Mycobacterium tuberculosis, agent causant de la
tuberculosi. Té la particularitat de presentar una membrana externa més gruixuda,
i molt més hidrofdbica degut a la preséncia d'acids micdlics (acids grassos de
cadena llarga, 30-40 carbonis). Aquest embolcall oposa dificultat als tractaments
antibiotics.

Aquest bacteri, presenta certa dificultat en el seu creixement, de manera que s'ha
de deixar incubar fins a 48 hores per a poder observar creixement bacteria en les
plaques en els pouets corresponents.

- L' Enterococcus hirae, és important des del punt de vista estructural perqué
presenta antigens especials en la seva superficie externa.

Les mesures de CMI, com el seu nom indica, representen la minima quantitat de
substancia que inhibeix el creixement bacteria, de manera que com més petit
sigui el valor, més activa és la substancia.

S6n mesures qualitatives, ja que el qué es mesura és si hi ha hagut creixement o
no, no es determina quant ha disminuit aquest creixement. A més, tant l'ajust de
l'indbcul com la lectura de les plaques es fa de visu.
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Es van realitzar els experiments per duplicat, dues plaques per a cada péptid, i es
van repetir els experiments en dies diferents per a confirmar resultats. En cas de
dubte es van repetir fins a una tercera vegada. Quan la diferéncia és només d'un
pouet, no es significativa, si ha més diferéncia, vol indicar normalment que no
s'ha realitzat bé l'inocul. Els controls tant positiu com negatiu en cada placa, ens
permeten observar problemes com ara problemes de creixement bacteria o la
contaminaci6 de les plaques.

Els valors de CMI obtinguts dels analegs sintetitzats es mostren en les segiients
taules, expressats en pug/mL que son les unitats amb la que se sol treballar en
microbiologia.

A la taula 3.9 es mostren els resultats de la primera série d'analegs, on s'ha
modificat la basicitat dels residus 1 i 8. En la primera fila s'indiquen els valors de
la Polimixina B, que es prenen com a referéncia.

Taula 3.9. Resultats de CMI dels analegs canonics de polimixina

6
PxB sllB 2 Az\rg 2 gap 2 :Iis 2 :sn 2NArg
0.
Bacteris | P.aeruginosa 1 2 4 4 4 32 16-32
Gram S.tiphymurium 2 16 16 16 32 >32 16-32
negatius E. coli 1 8 8 8 16 32 4-8

Bacteris S. aureus >32 | >32 32 >32 >32 >32 >32

Gram M. luteus 32 32 8-16 8 >32 >32 16-32

positius M. phlei 32 16- 4 32 32 >32 8-32

E. hirae >32 | >32 >32 >32 >32 >32 >32

D'aquests valors, podem destacar diferents aspectes:

- en primer lloc, tot i no millorar I'activitat de la Polimixina B, l'analeg sP-B
presenta una activitat del mateix ordre de magnitud, indicant que les
modificacions que s'havien plantejat en el disseny d'aquests analegs no
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interfereixen negativament en I'activitat de la polimixina. Aixi doncs és una bona
estratégia de disseny, ja que per una banda s'ha simplificat la sintesis i per altra
no ha disminuit significativament l'activitat.

- Si es compara l'activitat del sP-B amb el seu analeg sP-2Dap, veiem que el fet
d'escurcar la cadena dels residus 1 i 8 no afecta a l'activitat, obtenint fins i tot un
valor de CMI front a M.luteus for¢a millor (8 pg/mL).

- El fet de substituir els Dab de les posicions 1 i 8 per per arginines (sP-2Arg) no
millora especialment I'activitat front a els Grams negatius, perd si lleugerament
front als Gram-positius, com el cas del M.phlei amb una CMI de 4 pg/mL, i 8-16

Hg/mL per al M.luteus. De fet, en altres treballs del grup'*’

s'ha comprovat que el
fet de substituir els Dabs de la sequéncia per Arg, amplia I'espectre d’accié dels
analegs, observant que els analegs sP-3Arg[1,3,8] i sP-5Arg[1,3,5,8,9] presenten
bones activitats front a bacteris Gram-positius. | en canvi, disminueix en el mateix
sentit l'activitat front als bacteris Gram-negatius, observant que l'analeg sP-

5Arg[1,3,5,8,9] practicament no és actiu contra P.aeruginosa.

- L'analeg sP-2Arg(NO2) presenta una activitat menor respecte al seu homoleg
sense grup nitro. Aixd es pot explicar perqueé el caracter de lligand bidentat que té
el grup guanidini de l'arginina, queda bloquejat per la preséncia del grup nitro, de
manera que la capacitat de coordinar-se als grups fosfats del lipid A queda
minvada. A més, disminueix el caracter cationic de la molécula. En canvi,
presenta una millora molt lleu front als Gram-positius, particularment front a
M.luteus i M.phlei.

- Pel que fa a l'analeg sP-2His, sorprenentment s'observa que front als bacteris
Gram-negatius mostra certa activitat genys menyspreable. Era d’esperar que en
substituir dues carregues positives, les del grups amino dels Dab 1 i 8, per grups
menys basics com els imidazol de l'histidina es perdés l'activitat, perd s’ha
observat que conserven una mica. Respecte als Gram-positius no s’observa cap
mena d’activitat antimicrobiana.

- Finalment, i com era d'esperar, el fet d'introduir grups neutres com en
l'asparagina (sP-2Asn) elimina completament l'activitat. De manera que es fa
evident la preséncia necessaria de grups catidnics en les posicions 1i 8.

Per a la série d’analegs retroenantio de la polimixina es van obtenir els segiients
resultats de CMI, taula 3.10. Es comparen els resultats amb la polimixina natural i
els analegs sP-B i el sP-2Arg.
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Sorprenentment al que s'esperava, no hi ha una correspondéncia entre les
activitats dels analegs sP-B i sP-2Arg i els seus homolegs retroenantio. Com es
pot observar a la taula tant sPB com sP2Arg mostren activitats lleugerament
superiors a la de la PxB, pero retro-sPB i retro-sP2Arg no donen bons resultats.
Encara és mes sorprenent que front als bacteris Gram positius s'observi certa
millora respecte la Polimixina, i els analegs de la primera série, sobretot en
M.Luteus i M.phlei.

Taula 3.10. Resultats de CMI dels analegs retroenantiomers de polimixina. S’inclouen a la
taula la polimixina i els seus homolegs, per a poder comparar els resultats

1 Y 3 8
PxB sPB ;ept-r; 2 Arg re;r:rzp-
Bacteris P.aeruginosa 1 2 >32 4 32
Gram S.tiphymurium 2 16 32 16 16-32
negatius E. coli 1 8 16 8 8-16
Bacteris S. aureus >32 >32 16-32 32 8732
Gram M. luteus 32 32 8-16 8-16 8
positius M. phlei 32 16 8 4 8
E. hirae >32 >32 >32 >32 >32

Pel que fa a I'analeg policationic, amb I'espermina, podem observar que amb
P.aeruginosa i E.coli mostra activitat, perd no amb S.typhimurium. | en canvi, amb
els Gram positius presenta forca activitat. Aixd concorda amb els resultats
obtinguts amb I'analeg sP2-Arg, on un augment de la carrega positiva neta,
amplia I'espectre d'acci6 del péptid. (biblio)
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Taula 3.11. Resultats de CMI de I'analeg conjugat de polimixina amb espermina , sP-

2Arg-G-espermida, comparat amb la PxB1natural, i els analegs sPB i sP-2Arg.

PxB sPB 2 Arg 2 Arg-G-spermine
Bacteris P.aeruginosa 1 2 4 4-8
Gram S.tiphymurium 2 16 16 32
negatius E. coli 1 8 8 8-16
Bacteris S. aureus >32 >32 32 2-8-16
Gram M. luteus 32 32 8-16 4-8
positius M. phlei 32 16 4 4-8
E. hirae >32 >32 >32 >32

3.5.2. Avaluaci6 de la toxicitat dels analegs de polimixina

Un cop s'havia avaluat I'activitat antimicrobiana, es va voler analitzar la toxicitat
d'alguns dels analegs, per veure si s'aconseguia disminuir-la respecte a la
polimixina, o en qualsevol cas, no augmentar-la.

Es va triar el compost de sP-2Arg que era el que fins al moment havia donat
millors resultats.

L'estudi de citotoxicitat el van dur a terme a l'empresa Celltec-UB, del Parc
Cientific de Barcelona.

Es van triar els seglients models cel-lulars per a realitzar l'estudi:

- hDF (Human Dermal Fibroblasts): Fibroblasts de la dermis humana (Homo
sapiens) com a model de les cél-lules de la pell humana.

- MDCK (NBL-2) (ATCC CCL-34): es tracta d'un model de cél-lules renals geu
provenen del rony6 d'un gos adult de raca cocker spaniel.

- PC12 (ATCC CRL-1721): es tracta d'un model de cél-lules del sistema nervios
central geu provenen d'una rata . Aquestes cél-lules es van sotmetre a un procés
de diferenciacié amb el factor de creixement nervios. (NGF).
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Es va realitzar un assaig in vitro amb les cél-lules que s'han comentat mitjancant
un assaig de viabilitat WST-1. Aquest assaig es basa en la mesura de l'activitat
d'un enzim, la succinat deshidrogenasa mitocondrial, que és un indicador de la
viabilitat cel-lular. Al cultiu cel-lular se li afegeix com a substrat de I'enzim una sal
de tetrazole (WST-1, figura 3.23) que en ser metabolitzat genera un metabolit
soluble de color vermell fosc. Aquest metabolit es quantifica per mesures
d'absorbancia a 450nm en un lector Elisa. Uns valors elevats d'aquest metabolit
indiquen una taxa d'activitat enzimatica elevada, i per tant una menor toxicitat del
peptid que s'hi ha afegit a les cél-lules.

| ON\0® Oe
=/ RS | Neg?
/- NAD* NADH @ Q’
,,N@N /U\ -
N__N EC-H EC N_ N
.0 .0
\/ ® \\/ S\/
%0 Na %0 Na
O=IS=O 0=8=0
0n @ 0y @
© Na © Na
WST-1 Formazan
(vermell pal-lid) (vermell fosc)

Figura 3.23. Representacié esquematica del funcionament del test de viabilitat WST-1.
Reduccié de la sal de tetrazole WST-1 a formazan per accié de l'enzim succinat
deshidrogenasa mitocondrial. RS: sistema mitocondrial succinat-tetrazole-reductasa; EC:
electro reactiu d'acoblament.

La citotoxicitat es va expressar en valors de 1Csy, que es defineix com la
concentracié de substancia a la que l'activitat reductora cel-lular es redueix a la
meitat. De manera que un valor elevat de IC50 indica que es necessita molta
quantitat de peptid per a fer disminuir I'activitat cel-lular, i per tant la substancia és
poc toxica. Tot el contrari si el valor de IC50 és baix, que representa que amb
poca quantitat de substancia ja disminueix l'activitat cel-lular.

El protocol que es va seguir va ser el segiient: en plaques estérils de 96 pouets
es sembren les diferents cél-lules de les tres linies cel-lulars escollides (hDF,
MDCK i PC12). Passades 24 hores d'incubacié s'addicionen els péptids (en el
nostre cas, la polimixina B de control, i l'analeg sP-2Arg) a 8 concentracions
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diferents, i realitzant triplicats i quadruplicats de cada concentraci6. Es deixa
incubar a 37°C, i passades 24 hores, es determina la viabilitat cel-lular amb el kit
WST-1. Els valors obtinguts de IC5 per als dos péptids, assajats en les tres linies
cel-lulars es mostren en la taula 3.12.

Taula 3.12. Valors de IC5, obtinguts de l'analeg sP-2Arg i la PxB mitjangant I'assaig de
viabilitat WST-1. Els resultats s'expressen en ug/mL i entre paréentesis en uM.

PxB sP-2Arg[1,8]
Linea cel-lular
(ng/mL) (uM) (ng/mL) (uM)
hDK 981 (815) 534 (400)
MDCK 973 (808) 548 (410)
PC12 908 (754) 629 (471)

Com es pot observar, els valors de ICs, de I'analeg son lleugerament inferiors, és
a dir, que l'analeg sP-2Arg és lleugerament més toxic que la polimixina natural.
Malgrat aixd, si comparem aquests valors (de l'ordre de 100 pg/mL) amb els
valors d'activitat antibacteriana, CMI, que oscil-laven entre 2-8 ug/mL, s'obté una
relacié aproximada de 1:100, que indica que aquest compost té una selectivitat de
1 a 100, és a dir, que és 100 vegades més actiu sobre un bacteri que sobre una
cél-lula eucariota sana.
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3.6. ESTUDI BIOFiSIC DELS ANALEGS DE LA POLIMIXINA B

Un cop s'havien estudiat I'activitat microbioldgica i la citotoxicitat es va procedir
a l'estudi biofisic d'aquests analegs per tal de determinar el seu mecanise
d’accié.

Se sap que l'acci6 antibidtica de la Polimixina B és deguda a la interaccié amb
el component lipidic de la membrana bacteriana. Es pretenia, doncs, estudiar el
comportament dels péptids que s’havien sintetitzat, en entrar en contacte amb
les membranes.

Les membranes dels bacteris presenten una gran diversitat estructural i de
composicid, associada a la gran varietat de families, espécies i soques
existents. Aquest fet suposa que la reproducci6é d'una membrana bacteriana a

7 Una de les alternatives

nivell de laboratori sigui complicada i feixuga.
ampliament utilitzada és la utilitzaci6 de fosfolipids geu es troben disponibles
comercialment ja siguin naturals o sintétics, per formar membranes model.
Aquests lipids, components majoritaris de les membranes, es poden disposar
de manera que formin una pel-licula d’'una molécula de gruix (monocapes
)158—161

lipidiques , 0 si es sotmeten a uns determinats tractaments poden adquirir

disposicio de bicapa lipidica (liposomes)'® "% D’aquesta manera es pot
disposar d’'un model de membrana a nivell de laboratori amb el qual es pot

treballar.

A continuaci6 es descriuran els dos models de membrana que es van emprar
en aquest treball.

3.6.1. Liposomes com a model de membrana

Els liposomes, decrits per primer vegada l'any 1961 per Bangham i
col-laboradors'®, son vesicules submicroscopiques tancades formades per una
0 més d’una bicapa lipidica, i que engloben al seu interior un espai aqués. Les
mides poden anar dels 20nm a alguns micrometres de diametre.

Els components principals dels liposomes sén els fosfolipids, molécules
amfipatiques que en entrar en contacte amb el medi aqubés s’organitzen i
agrupen de manera espontania en forma esférica, de manera que els caps
polars resten exposats al medi aquds, i les cues apolars dels acids grassos
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queden cap a l'interior. Figura 3.24.

Medi aqués
intern
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Figura 3.24. Representacio esquematica d’un liposoma, on es pot observar l'estructura
de bicapa lipidica.

Inicialment es van utilitzar com a models de membrana, perd en els ultims
anys, donades les particulars caracteristiques estructurals, s’ha estés
ampliament la seva utilitzaci6 per a l'alliberament de farmacs, “ drug delivery”.
Es a dir, es poden incorporar substancies hidrofobiques entre els fosfolipids de
la bicapa lipidica, o substancies hidrosolubles que quedarien encapsulades a
interior del liposoma amb el medi aquds, i es transporten aquestes
substancies cap a l'interior cel-lular. Es poden incorporar també marcadors de
superficie en la capa externa, de manera que es pugui dirigir el liposoma vers
una diana concreta.

En aquest treball, perd, es treballara amb els liposomes com a model de
membrana, per estudiar com interaccionen les molécules sintetitzades amb les
membranes lipidiques.

3.6.1.1. Tipus de liposomes

Existeixen diferents tipus de liposomes, que es poden classificar segons la
seva grandaria, i el nombre de bicapes que els formen.

Aixi, trobem els liposomes unilamel-lars, com el seu nom indica, formats per
una unica lamel-la o bicapa lipidica, dintre dels quals podem trobar els petits,
grans o0 gegants; i els liposomes multilamel-lars constituits per varies lamel-les
o bicapes lipidiques. (Figura 3.25) '’
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Luv

MLV MVV

Figura 3.25. Representacié esquematica dels diferents tipus de liposomes.

Els SUV’s (Small Unilamellar Vesicles), liposomes unilamel-lars petits tenen
unes dimensions que oscil-len entre els 15 i els 50 nm.

Els LUV’s (Large Unilamellar Vesicles), liposomes unil-lamelars grans, oscil-len
entre els 50 i 500nm. Sén els que presenten una composici6 més similar en
ambdues capes de la bicapa, i els que presenten una pressié superficial més
similar a la de les membranes bioldgiques, 30-32mN/m. Per aixd sén els més
utilitzats per a estudis com a models de membrana.

Degut a les seves majors dimensions respecte els SUV, presenten una major
estabilitat, i sén dels més emprats en encapsulaci6 de substancies
hidrosolubles.

Els GUV’s (Giant Unilamellar Vesicles), liposomes unilamel-lars gegants, com
el propi nom indica s6n els de mida més gran, i poden anar des de 1 um fins a
més de 20 um.

La bicapa lipidica generalment té un gruix de I'ordre del doble de la llargada del
fosfolipid més llarg present en la seva composicid, i si hi ha la preséncia
abundant de proteines, pot augmentar lleugerament, no sobrepassant
generalment els 10 nm.

Finalment, els MLV (Multilamellar Vesicles) son els liposomes que estan
formats per més d'una bicapa lipidica (o lamel-les), normalment entre 7 i 19, i
generalment concéntriques. La seva grandaria oscil-la entre 100 i 1000 nm.
Existeixen també els MVV, Multivesicular Vesicles, que son liposomes que
engloben a altres liposomes al seu interior.
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3.6.1.2. Preparacio de liposomes

Existeixen diferents metodes per a la preparaci6 de liposomes. El més
comunment utilitzat és el de la rehidrataci6 dels fosfolipids. Aquest metode
consisteix en deixar assecar la solucié de lipids que comercialment es troben
en un dissolvent organic, i rehidratar aquest film que es forma amb un
dissolvent aquéds i aplicant agitaci6 (vortex). D'aguesta manera s'obtenen
liposomes multilamelars, MLV. El procés de rehidratacié resulta de vital
importancia per a l'obtencié d'uns liposomes ben formats.'”

A partir d'aquests MLVs i mitjangcant diferents tractaments fisics, es poden
obtenir els liposomes unilamel-lars més petits, figura 3.26.

dry lipid film water swelling

Figura 3.26. Representacié esquematica de la preparacio dels liposomes. Extret de
www.avantilipid.com

A la seguent taula es resumeixen les caracteristiques principals dels diferents
processos de preparaci6 de liposomes:
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Taula 3.13. Resum dels principals métodes per a I'obtencié de liposomes unilamel-lars

Métode

Fonament

Sonicacié'”®

Extrusié'’®

Electroformacié'”’

Evaporaci6 invertida'’®

Injeccio de solvent

Aplicacié d'un bany d'ultrasons a la mostra de
MLVs. No s'obtenen alts percentatges
d’encapsulament de compostos, ja que el
procés pot malmetre les substancies a
encapsular.

Aplicar pressi6o per fer passar la mostra de
MLVs a través de filtres de membrana de
policarbonat. Es controla la mida final dels
liposomes modificant la mida dels porus dels
filtres, aixi com el nombre de vegades que
s’extrueix la preparacio.

Es diposita una fina capa de lipid sobre un
eléectrode. S'hidrata i s'hi aplica un determinat
voltatge, per a formar les vesicules.

Es prepara una emulsi6 O/W per sonicacié de
fosfolipids en un dissolvent organic i un tampd
aquéds. | a continuaci6 s'evapora a pressio
reduida el dissolvent organic, donant lloc a un
gel viscdés que per evaporacié continuada del
dissolvent déna lloc als liposomes amb un alt
percentatge d'encapsulament, per0 no una
elevada homogeneitat de la mostra.

S'injecta el lipid dissolt en un dissolvent com ara
alcohol, o éter, a una solucié aquosa que conté
el material que es vol encapsular. La posterior
eliminaci6 del dissolvent organic a pressio
reduida, déna lloc als liposomes. No
s'aconsegueix una mostra homogeénia tampoc.

En aquest estudi es van treballar amb liposomes petits, SUV, obtinguts per

sonicacio en un bany d'ultrasons d'alta poténcia
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Hem d'esmentar que aquest métode de sonicacio és dels més utilitzats per la
seva simplicitat, perd presenta inconvenients quan es volen encapsular
determinades substancies, ja que podrien resultar alterades.

Existeixen diferents teécniques biofisiques que permeten estudiar les
interaccions péptid-lipid, ja sigui amb membranes model o bé amb cél-lules. Els
antibidtics peptidics cationics poden induir diferents tipus d’alteracions en les
membranes bacterianes, com ara agregacié, formacié de contactes moleculars
i intercanvi de fosfolipids, hemifusié o fusi6 de membranes, permeabilitzacié o
solubilitzacié. Segons el que es pretén observar, les técniques que s'utilitzaran
seran unes o altres. En la taula 3.14 es mostren les técniques més utilitzades
segons el procés que es vol estudiar.

En aquest treball, per a estudiar la interacci6é entre els péptids i els liposomes
es va treballar amb técniques d'espectroscopia UV-Vis, i de fluorescéncia, que
combinades entre elles, ens permeten entendre una mica més el mecanisme a
través del qual actuen aquests tipus de péeptids policatidnics. Concretament es
van realitzar experiments de:

* determinacié de la llum dispersada a 90° .

» fluorescéncia associada a lipids marcats amb piré

* disminuci6 de fluorescéncia de NDB associat a fosfolipids, per adicié
de diotionit

Taula 3.14. Resum de les técniques més utilitzades en la caracteritzacio i I'estudi
biofisic dels liposomes.

Procés Esquema Metode de determinacio

Agregacio
- Dispersi6 de la llum
- FRET.

- sense barreja lipidica

- sense permeabilitzacio.

Contactes funcionals - FRET (NBD-Rh),
vesicules simeétriques i

- intercanvi selectiu de asimétriques.

monocapes externes
- Fluorescencia de piré
(selectivitat).

- sense permeabilitzacio

- sense flip-flop

111




Hemifusio

- Mescla inespecifica de
capes externes.

- Sense permeabilitzacié

- FRET (NBD-Rh),
vesicules simétriques.

- ANTS/DPX

Fusid

- Mescla inespecifica
total.

- Amb/sense
permeabilitzacio.

- FRET (NBD-Rh).
- ANTS/DPX.

Lisi

- Efecte detergent

- Permeabilitzaci6

- Dispersi6 de la llum.
-3'P- RMN.
- ANTS/DPX.
- NBD/Ditionit.

- Microscopia confocal.

Canals

- Permeabilitzaci6

- Sense mescla de lipids

- ANTS/DPX.

-Microscopia confocal
(GUV's+calceina).

- Despolaritzacié de

permeabilitzacio.

- Sense fusio.

- Sense agregacio membrana.
Flip-Flop
- Moviment
transmem’br.anal de - NBD/Ditionit
fosfolipids.
- Sense

Translocalitzacio

- Sense
permeabilitzacio.

- Sense lisi.

- Sense flip-flop.

- FRET amb vesicules
asimétriques (Trp-lisoMC)

- Microscopia confocal de
fluorescéncia (peptids
marcats)
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3.6.2. Monocapes com a models de membrana

Les monocapes lipidiques, o pel-licules monomolecul-lars lipidiques, sén un
dels models de membrana més senzills que trobem per a estudiar el
comportament de les membranes.

Aguestes monocapes, es formen en extendre sobre una solucié6 aquosa una
fina capa de lipid. En ser immiscible amb la fase aquosa, resta a la superficie
disposant-se en forma de film, amb els caps polars dels lipids dirigits vers el
medi aqués, i les cues apolars dirigides vers l'aire. Tenen el gruix que
correspon a una molécula individual de fosfolipid, i representa la meitat d’'una

membrana biologica. Figura 3.27."%%'"°

1982)

Air

Figure 11 : Monocouche

Figura 3.27. Representacio esquematica de la disposicié d'una monocapa de fosfolipid
en medi aquos.
Es un model senzill, perd que presenta l'avantatge que permet controlar la
composici6 dels lipids que es dipositen, com també el grau d'empaquetament
de la monocapa segons la quantitat de lipid que s'hi afegeix, variant per tant la
pressio superficial de la monocapa. També permet modificar la composicié de
la subfase aquosa (pH, forgca ionica), aixi com controlar la temperatura del
sistema. Totes aquestes variables, permeten analitzar i obtenir informacié
sobre les interaccions lipid-lipid, lipid-subfase i lipid-substancia

bioactiva1 58,180,181

Podem distingir dos tipus de monocapes segons el procés de formacio
d’aquesta. Aixi doncs, tenim: monocapes d’absorcié de Gibbs i monocapes

d’extensio '

- Monocapes d'absorcio de Gibbs: s'anomenen aixi les monocapes formades
per molécules amfipatiques que s'introdueixen parcialment en la fase aquosa
deixant la part apolar a I'exterior, de manera que queden adsorbides en la
interficie aigua/aire. Aquest fet provoca una disminuci6 de la tensié superficial
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del solvent, i s'hi estableix un equilibri dinamic entre les molécules de la
superficie i la resta de la solucid, intercanviant-se continuament entre elles.

- Monocapes d'extensi6 o de Langmuir: Les monocapes d'extensié es
produeixen quan molécules amfipatiques insolubles en aigua, i no volatils, com
els lipids de membrana, es dipositen sobre la superficie d'un liquid polar, en
forma pura solida o liquida, o bé en soluci6é diluida en un dissolvent volatil,
formant una pellicula superficial 0 monocapa d’extensi6. La part apolar és la
responsable de que la molécula no es solubilitzi en el medi aqués i la part polar
determina l'orientacié de la molécula respecte la subfase, i és la responsable
de que es produeixi I'extensio.

El caracter amfipatic dels péptids antimicrobians els converteix en molécules
amb una significativa activitat superficial, i com que la seva acci6 bioldogica
requereix de la interacci6 amb les interficies de les membranes lipidiques, la
técnica de les monocapes resulta molt convenient per a estudiar les seves
propietats fisicoquimiques i bioldgiques, ja que els experiments realitzats en la
interficie aire/aigua proporcionen informacié de sobre la flexibilitat i I'activitat

superficial de les molécules que s'estudien'®” 16" 179183,

L'estudi de la variacié de la tensié superficial en funcié de la quantitat de lipid
i/o de la quantitat de substancia bioactiva afegida ens permetra analitzar el
comportament dels lipids que formen la monocapa, i per extensio, extrapolarem
a la interaccié que podria tenir lloc amb les membranes bioldgiques.

Concretament en aquest treball s’han realitzat experiments de seguiment de la
cinética de penetracié a area constant. Aquesta técnica es basa en la mesura
de la pressi6 superficial pel métode Wilhemy. El métode de Wilhemy consisteix
en introduir parcialment en la interficie aire/aigua una lamina de plati rugosa,
connectada a una electrobalanca que mesura la forca que la superficie del
liquid exerceix sobre ella. Figura 3.28.
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Surface Tension Measurement - Wilhelmy Plate Method

T F = Force, mN

L = Wetted
£ Length, mm

Plate made
of roughened Pt

Liquid

Figura 3.28. Esquema d’una balanca de Wilhemy

La balanga experimenta tres forces al mateix temps: la gravitacional, la que
exerceix la pressid superficial cap a l'aigua, i la flotabilitat, que desplaca la
lamina cap a dalt. Si es coneixen les dimensions de la lamina i es calibra
I’electrobalanca amb un pes conegut, la forca que la superficie exerceix sobre
la lamina, es pot convertir en unitats de tensié superficial (mN‘m'1)

La naturalesa d’aquestes monocapa ens permet assolir diferents pressions
superficials modificant el grau d’empaquetament de la monocapa, és a dir,
modulant la quantitat de lipid que hi depositem. En aquest tipus d’experiments,
es tracta d’estendre una monocapa de lipid sobre la superficie d’un liquid polar,
i un cop s’hagi assolit la pressio superficial desitjada, s’introdueix en la subfase
aquosa una soluci6 del péptid a estudiar. A mesura que passa el temps
s’observa si les molécules de peéptid s’inserten a la monocapa, cosa que es
traduira per una variacié de la pressi6 superficial.

Aixi doncs, les cinétiques de penetracié a area constant consisteixen en el
seguiment dels canvis produits en la pressidé superficial en funcié del temps
d’interaccié i mantenint constant I'area superficial. Figura 3.29.

La magnitud d’aquests canvis es pot utilitzar per a comparar el grau d’interaccié
dels diferents péptids objecte d’estudi.
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Figura 3.29. A) Esquema d’una balanga de Langmuir per a realitzar les cinétiques de
penetracid. B) imatge d’una electrobalangca de Whilhemy, amb la placa de plati rugds.
C) Detall de la xeringa amb la que s’injecta el péptid en la subfase aquosa.

3.6.3. Estudi biofisic de la PxB i els seus analegs

Un cop sintetitzats els péptids analegs de la PxB i havent determinat la seva
capacitat antibiotica, el seglent objectiu d’aquest treball era estudiar i
caracteritzar el comportament d’aquests péptids en contacte amb les
membranes. Com ja s’ha comentat es va treballar amb liposomes i monocapes
moleculars com a models de membrana.

Els liposomes que es van emprar com a model de membrana interna dels
bacteris Gram-negatius eren vesicules unilamellars petites (SUV’s) de
fosfatidiletanolamina (PE) i fosfatidilglicerol (PG) (taula 3.15) que sén els
components majoritaris de les membranes bacterianes, juntament amb la
cardiolipina (CL).

Per a la preparacié de les monocapes lipidigues com a model de membrana
externa dels bacteris Gram-negatius es va emprar lipopolisacarid (LPS ) de
Salmonella enterica sv. Minnesota Re 595 (Re mutant)
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Taula 3.15. Taula on es mostren els lipids utilitzats en aquests assajos.

POPG

it i
P
/\/\/\/\/\/\/\)ko/ o 1™ O/\l/\OH
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/\/\/\/\:/\/\/\/Yo OH

Pyr-PG

NBD-PE

Finalment es pretén correlacionar el tipus d’interaccidé biofisica que s’ha

observat amb aquests experiments, i la seva activitat antibidtica observada

front als diferents microorganismes.

Els péptids analegs de PxB que s’han sintetitzat haurien de ser capacgos de :

- Interaccionar selectivament amb les membranes anidniques i presentar

una alta afinitat amb el LPS.

- Formar contactes moleculars entre membranes, tal i com s’havia descrit

per

Aquests contactes donen lloc a un intercanvi de

fosfolipids que provoca la pérdua de la composicié especifica de la

membrana, imprescindible per a mantenir ’'homeostasis, i per tant la

viabilitat ce-lular. Aquest és el mecanisme biofisic que es proposa com a

base de 'acci6 antibidtica de la PxB.

- No induir la lisi de la membrana a concentracions proximes a la

concentracié minima inhibitoria (CMI), és a dir, no han de presentar un

efecte detergent inespecific.

A continuacié es detallen els experiments que es van dur a terme per a realitzar

aquest estudi biofisic.
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3.6.3.1. Determinacié de I’agregacio6 de vesicules per dispersié de la llum

Amb aquest experiment es vol determinar quin és l'efecte d’afegir diferents
péptids a una soluci6é de vesicules lipidiques. El que es vol observar és si les
molécules sintetitzades permeten la formacié de contactes entre vesicules i si
com a conseqiéncia provoquen un augment del tamany de particula, o si pel
contrari, presenten un efecte detergent o litic.

Els canvis en la distribuci6 de mides en les poblacions de vesicules de lipids
sintetics es determinaran per canvis de terbolesa de la solucié: si aquestes han
agregat, i per tant, han adquirit una mida més gran, la terbolesa de la solucié
augmenta, ja que les particules més grans dispersen més la llum.

Si pel contrari hi ha efecte detergent, i les vesicules es trenquen, té lloc una
disminucié de la mida de particula, i per tant, es redueix la dispersié de la
llum'®°,

Es van preparar vesicules unilamel-lars petites (SUV’s) de POPG (1-palmitoil-2-
oleoilglicero-sn-3-fosfoglicerol) en tampé TRIS a 10mM a pH8.0 a una
concentracié 10mM.

El canvi en la terbolesa es va mesurar com el canvi en la intensitat de la llum
dispersada a un angle de 90° en un espectrofluorimetre AMINCO-Bowman
Series 2. Per a aquest fi, es van situar els monocromadors tant d’excitacié com
d’emissi6, a 360 nm, i els amples de banda van fixar-se en 1 nm. A una cubeta
que conté tamp6 TRIS 10mM a pH8 s’addiciona una aliquota de liposomes de
POPG 10mM. Un cop tenim una lectura estable de la intensitat de la llum
dispersada (valor que es pren com a lp, que correspon a la intensitat en
abséncia de péptid) es van afegint aliquotes d’'una soluci6 dels péptids en
aigua, préviament quantificada per analisis d’aminoacids (0.5mM) amb agitacio
constant i a 25°C. (Experimental apartat 5.1.8.3). A mida geu es va afegint
péptid es va observant com varia la intensitat de la llum dispersada (I).

Es van assajar la PxB i els diferents analegs sintetitzats, i es van representar
els resultats obtinguts com a el canvi en la intensitat de la llum dispersada , que
es defineix com a I-lp, en funcié de la fraccié molar de péptid addicionat a les
vesicules de POPG (péptid/POPG (mol:mol)), tal i com es pot observar a la
figura 3.30.
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Figura 3.30. Representacio grafica dels canvis en la intensitat de la llum dispersada a
90° de les vesicules de POPG causats per I'addicio de la PxB i els analegs sintetitzats.
Es pot observar en primer lloc que, en tots els casos, en produeix un increment
en la intensitat de la llum dispersada que depén de la concentracié del péptid,
aixi doncs, tots els péptids indueixen una agregacié de les vesicules, obtenint
per tant vesicules de mida mes gran.

Aquesta agregacio, pero, no te lloc en la mateixa mesura: s’observa que el
peptid més actiu és la PxB, i cap dels analegs sintetitzats millora I'activitat
d’aquesta. En segon lloc es situa I'analeg conjugat d’espermina, 9 (sp-2Arg-G-
espermina), que presenta una activitat forca similar a la PxB a concentracions
altes.

Els que presenten menys activitat sén els analegs on s’havien substituit els
residus de Dab per Dap, His o Asn, aixi com també el que presenta el grup
guanidini de la arginina protegit amb el grup NO,. Aquest fet confirma que es
necessita més carrega positiva per a promoure la interaccié amb el lipid.

L’analeg sP-B presenta una capacitat d’agregacié menor de la que s’esperava,
i sorprenentment forca menor que la del seu analeg retroenantidmers, que
esperavem que fossin similars Segons la teoria retro-enantio, aquest analeg
mantenia la topologia de les cadenes laterals, que de fet sén les que
interaccionen més amb els caps polars dels fosfolipids del LPS. Una possible
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explicacié és que en canviar la direccionalitat de I’enllag amida, es perdi alguna
interacci6 de pont d’hidrogen.

En canvi, amb els analegs sP-2Arg[1,8] i retro sP-2Arg[1,8] no s’observa la
mateixa correlaci6. L’analeg retro sP-2Arg indueix més agregacié de vesicules
que el seu analeg de sequéncia sense invertir.

3.6.3.2. Determinaci6 de la mescla de lipids entre membranes per

fluorescéncia

Per a estudiar el bescanvi de lipids entre vesicules s’aplicara una técnica de
fluorimétrica basada en la fuorescéncia del grup pire, que es detalla a
continuacié. En certes ocasions, una molécula excitada pot formar un complex
amb una altra molécula idéntica perd no excitada i formar un complex estable
que perdura fins que es separa i emet fluorescéncia a una longitud d’ona
diferent a la de la molécula sola. La molécula excitada és la que anomenem
monOmer, i la molécula dimeérica és la que anomenem excimer.

A + fot6 — A* (compost excitat: monomer)
A + A* — B* (dimer excitat : excimer)
B* — A + A + fotd (fluorescéncia del dimer)

Aquesta propietat de presentar diferents espectres d’emissi6é de fluorescéncia
permet quantificar la proporci6 de les dues espécies.

El complex B* es caracteritza per presentar una banda de fluorescéncia a una
longitud d’ona superior respecte a la banda que s’observa a l'espectre
d’emissié normal del monomer.

Aixi doncs s’aprofita aquesta caracteristica del grup piré per a estudiar si hi ha
intercanvi de lipids. Es barregen liposomes amb una elevada proporcié de
fosfolipids marcats amb el grup piré (en les que predomina la banda de
fluorescéncia de I'excimer a 480nm), amb liposomes sense marcar. Si els
péptids indueixen intercanvi de lipids entre vesicules, es produira una dilucié
superficial de I'excimer, i per tant s’ha d’observar que la intensitat de la banda
d’emissié de I'excimer disminueix, al mateix temps que augmenta la banda a
395 nm corresponent al monomer. Figura 3.31.
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Figura 3.31. Representacié esquematica d’un experiment d’intercanvi de lipids basat en
la fluorescéncia de I'excimer/monomer del pire. A) Barreja de liposomes marcats amb
el grup pire, formant I'excimer, amb liposomes sense marcar. B) S’observa com
disminueix la banda de I'excimer i augmenta la del monomer. Extret de
http://www.thermofisher.com/

Es van preparar liposomes de POPG marcats amb un 30% de pyr-PG (1-
hexadecanoil-2-(1-pirendecanoil)glicero-sn-3-fosfoglicerol) (taula 3.15) en
tampd TRIS 10mM a pH8.0 a una concentracid final de lipid de 0.25mM.

En una cubeta que conté tamp6 TRIS es va addicionar una aliquota de
liposomes marcats POPG/30% pyr-PG i una aliquota de liposomes sense
marcar POPG (la concentraci6é d’aquests és 100 vegades superior). Es va anar
afegint progressivament volums determinats de la soluci6 de péptid. Després
de cada addicié, s’enregistra I'espectre d’emissidé de fluorescéncia, anotant les
intensitats de fluorescéncia d’emissié a 395 nm (mondmer) i 480 nm (excimer).
La longitud d’'ona d’excitaci6 és 346nm.

Els resultats obtinguts es mostren en la figura 3.32, on es representa el canvi
relatiu en la fluorescéncia d’emissio, F-Fo, on Fo és la fluorescéncia d’emissi6
en abséncia de péptid, i F en presencia de péptid, en funci6é de la fraccié molar
de péptid addicionat a la mescla de vesicules.
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Figura 3.32. Representacio grafica de lintercanvi de lipids entre vesicules, que ve
representat pels canvis en la fluorescéncia d’emissié del monémer a 395nm

Cal destacar que l'intercanvi de lipids és molt rapid: es va observar que pocs
segons un cop afegit el péeptid ja s’havia donat lintercanvi de lipids i la
fluorescéncia del monomer havia augmentat. També s’observa que el bescanvi
de lipids es dona fins i tot que a fraccions molars petites de péptid addicionat.

Es pot observar que tant la PxB com els analegs assajats, indueixen l'intercanvi
de lipids dels liposomes, sent la PxB la que presenta més activitat, seguida de
'analeg policatidonic que conté la unitat d’espermina, com ja s’havia observat en
I’experiment anterior d’agregaci6 de vesicules.

Els analegs que presenten una menor activitat inductora de mescla de lipids
son 4, 5 6 (sP-2His, 2Asn i sP-2Arg(NOy)). En canvi, el péptid que presenta la
substitucié de Dab per Dap presenta una activitat major, per sobre fins i tot de
'analeg sP-B.

Els analegs de la série retroenantio presenten una activitat intermitja entre la
PxB i el sP-B, on cal remarcar que el perfil que presenten I'andleg 2, sP-2Arg,
és forca similar al del seu analeg retro 9, retro sP-2Arg; al contrari que I'analeg
8, retro sP-B, que presenta una activitat forca diferent a la del seu analeg sP-B.
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3.6.3.3. Determinacié de fendomens de permeabilitzacié i/o flip-flop en

vesicules unilamel-lars per fluorescéncia

Un altre experiment basat en técniques espectroscopiques de fluorescéncia
ens servira per estudiar si els liposomes esdevenen permeables en preséncia
dels péptids sintétics, o si els seus lipids experimenten el fenomen de flip-flop,
que consisteix en el moviment de lipids entre les dues monocapes geu formen
la membrana

Vesicules unilamel-lars petites (SUV’'s) que contenen lipids marcats amb el
grup NBD (7-nitro-2-1,3-benzodiazol) es fan reaccionar amb un agent reductor,
el ditionit de sodi, de manera que els grups NDB de la cara externa del
liposoma es redueixen i s’observa una disminuci6 de la senyal

186,187

fluorescent .En canvi els lipids de la capa interna no resulten afectats ja

que el ditionit no pot penetrar la membrana.

La mateixa reacci6 en preséncia de péptid ens permetra observar si la
disminuci6 de fluorescéncia és major o no. Si el péptid ha induit la
permeabilitzacié de la vesicula, i per tant ha permés que el ditionit hagi arribat a
reduir els grups NDB de la cara interna del liposoma, o bé si ha facilitat que es
doni un intercanvi de posici6 dels lipids, flip-flop, i ara els grups NBD interns
estiguin exposats a I'exterior, s’hauria d’observar una pérdua de fluorescéncia
que pot arribar a ser total. (Figura 3.33)
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Figura 3.33. Representacio esquematica del la reduccié del grup NDB en presencia del
diotionit.

Es van preparar vesicules unilamel-lars petites de POPG amb un 2,5% de
NBD-PE (POPG/2,5%NBD-PE) en tamp6 TRIS 10mM a pH 8.0. (experimental
5.1.8.2). En una cubeta que conté tamp6é6 TRIS afegim una aliquota dels
liposomes marcats. Un cop estabilitzada la lectura de fluorescéncia, s’afegeix
una aliquota del péptid, i també deixem estabilitzar(F,). Tot seguit afegim una
aliquota de la dissoluci6 de ditionit de sodi en tamp6 bicarbonat, que tenim
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conservada en gel i en atmosfera de nitrogen. Es va mesurar la fluorescencia
del grup NBD a 535 nm (excitaci6 a 460nm) durant 1000s (F). Finalment
s’addiciona deoxicolat (DOC), un agent detergent que provoca la lisis dels
liposomes de manera que el NBD que restava intacte, acaba reduint-se i per
tant esgotant la senyal fluorescent (F;)

Cal destacar que la reacci6 de reducci6 comengca immediatament quan
s’afegeix el ditionit, reduint rapidament els grups NBD més accessibles, que
sbn els de la monocapa externa, i després, més lentament, es van reduint els
de l'interior del liposoma degut a la permeabilitzacié que pot haver provocat el

187

péptid.

Es va calcular el percentatge de fosfolipid NBD-PE present en la monocapa
externa de la seglient manera:

F-F
%NBD-PE=| 1 - F—; x 100
0"t

En el primer assaig, sense afegir cap péeptid, es va determinar que per a les
vesicules que s’havien preparat, el percentatge de fosfolipid marcat en la cara
externa era d’un 68% de NBD-PE.

Els resultats es van representar en grafics de barres, on s’indica el % de NBD-
PE reduit, en funci6 de la fraccié molar de péptid addicionat, figura 3.34.
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Figura 3.34. Representacio grafica de la quantitat de NBD-PE reduit en funcié de la
fraccio molar de péptid afegit a les vesicules de POPG/2,5% NBD-PE. La linia
discontinua horitzontal indica el % de NBD-PE en la monocapa externa de les
vesicules.

A grans trets el que s’observa és que a fraccions molars petites de péptid, per
sota de 0,2, no se supera la barrera del 68% que havia sortit en el control
sense péptid. Es a dir, que no s’ha induit significativament una permeabilitzacio
de les vesicules. Només superen aquesta barrera I'analeg 4 (sP-2His) i I'analeg
6 (sP-2Arg(NOy)).

A major concentracié de peéptid, fracci6 molar 0,2, si que s’observa que la
proporcié de NBD que s’ha reduit és major, perd d’un ordre similar al de la PxB
en quasi tots els casos. El que destaca més és l'analeg 9, (conjugat amb
espermina), amb una activitat lleugerament superior a la de la PxB, i també
sorprenentment I'analeg que conté dos histidines. Podria ser per que en tenir
dos grups imidazol en les cadenes laterals, faci mes interaccions de caracter
hidrofobic amb el lipid de les vesicules.

3.6.3.4. Determinacié de la unio dels péptids al LPS: cinétiques

d’absorcio a area constant

Les monocapes lipidiques, com ja s’ha esmentat en I'apartat anterior (apartat
3.6.2), s6n un bon model per a estudiar el comportament dels analegs de
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polimixina amb la membrana exterior dels bacteris Gram-negatius.

Es van realitzar cinétiques de penetraci6 a area constant, en una
electrobalanca NIMA Technology, utilitzant com a fosfolipid el LPS extret de
Salmonella enterica sv. Minnesota, varietat R595'® figura 3.35.
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Figura 3.35. Estructura del LPS extret de extret de Salmonella entérica sv. Minnesota,
varietat R595
Es va dipositar en la cubeta de tefl6 (5cm de diametre 0 19.6 cm? d’area) que
conté 30 mL de tamp6d TRIS, una monocapa del LPS dissolt en
cloroform/metanol. El lipid s’ha d’anar addicionant en petites aliquotes fins
assolir la pressio inicial adequada, 32mN-m™, que és la pressi6é superficial de
les membranes bioldgiques. Un cop estabilitzada aquesta pressio, i evaporat el
dissolvent, s’afegeix en la subfase la soluci6 del péptid en aigua, i es va
registrant I'evoluci6 de la pressié superficial en funci6é del temps. Els resultats
que es van obtenir es mostren en la segiient grafica, on es representa la
variacié de la pressié superficial TT —TTy, on T és la pressi6 superficial en un
moment donat i Tl és la pressié superficial inicial, abans d’addicionar el péptid,
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respecte el temps, al que se li ha de restar el temps t, que és quan s’afegeix el
péptid.
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Figura 3.36. Representacié grafica de les cinetiques de penetracié a area constant, on
es representa el canvi en la pressio superficial després de la injeccio de la PxB i dels
analegs sintetitzats.

Es pot observar que tots els péptids interaccionen amb la monocapa de LPS i
s’hi insereixen, fent augmentar la pressié superficial. Perd s’observen diferents
comportaments, aixi, 'analeg amb 2Arg, és el que presenta una afinitat major
pel LPS, major que la propia PxB, perd la resta d’analegs presenten afinitats
menors. L’analeg 8 (retro-sP-2Arg) presenta una afinitat comparable a la de
PxB, en canvi I'analeg 7 (retro sP-B) presenta una afinitat forca menor, encara
que per sobre de sP-B, que mostra molt poca capacitat d’insercié en la
monocapa de LPS.

L’analeg 3 (sP-2Dap) presenta una afinitat intermédia, aixi com I'analeg 4 (sP-

2His) i 'analeg 5 (sP-2Asn).

Destaca la poca capacitat d’insercidé que presenta l'analeg 9, conjugat de
polimixina i espermina (sP-2Arg-G-espermina), que tant bons resultats havia
donat en els anteriors experiments amb liposomes. Es pot haver donat la
situaci6 de que en ser un analeg més voluminds que els altres, presenti mes
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impediment estéric, i tot i tenir més carrega positiva, aquesta no sigui
accessible per a interaccionar amb els fosfats del lipid A.

3.7. DISCUSSIO: RELACIO ENTRE ACTIVITAT
ANTIMICROBIANA | COMPORTAMENT BIOFiSIC

Un cop realitzats els experiments d’activitat antimicrobiana (CMI) i interacci6
amb models de membrana, es pot observar que efectivament, en la majoria
dels casos, s’estableix una bona correlacid entre els resultats que s’han
obtingut de concentraci6 minima inhibitoria i els resultats d’activitat biofisica
amb models de membrana.

Tal i com es pot observar a la taula 3.9, cap dels analegs sintetitzats va superar
en activitat a la PxB, pero0 tot i aixd alguns van donar bons resultats: els péptids
que van donar millor capacitat antimicrobiana en bacteris Gram-negatius, van
ser els analegs 2 i 6 (sP-2Arg, i sP-2Arg(NQO.,)), els analegs 3i 1 ( sP-2Dap i
sP-B), seguit de l'analeg conjugat 9 (sP-2Arg-G-espermina). Dels analegs
retroenantio, només va donar certa activitat I'analeg 8 (el retro sP-2Arg).

En canvi, 'analeg 8 (retro sP-B), si que va mostrar activitat contra els bacteris
Gram-positius que es van assajar, aixi com el seu analeg sP-2Arg, i I'analeg 9,
(sP-2Arg-G-espermina).

Pel que fa als estudis biofisics, es va observar la mateixa tendéncia: no se
supera quasi en cap cas l'activitat de la PxB, perd alguns dels péptids mostren
comportament forca similars.

Destaquem en primer lloc lactivitat de I'analeg conjugat amb espermina,
’'analeg 9 (sP-2Arg-Gly-spermine), que és el que presenta més interaccié amb
els lipids del liposomes: després de la PxB, és el que presenta més capacitat
d’induir agregacié dels liposomes (figura 3.30), com també capacitat de produir
intercanvi de lipids entre membranes (figura 3.32) i de permeabilitzar la
membrana (figura 3.34) El fet de presentar més carrega positiva probablement
afavoreix les interaccions electrostatiques amb els fosfats del POPG. En canvi,
en I'experiment d’insercié a la monocapa de LPS és el que dbna pitjor resultat.
S’hi insereix perd en molta menor intensitat que la PxB i la resta d’analegs. Es
pot suposar que en ser una molécula més voluminosa, I'impediment estéric
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dificulti la seva insercié entre els grups del LPS que es troben fortament
empaquetats. Aix0 permetria explicar també perqué presenta certa activitat
antibidtica front a bacteris Gram-positius, ja que aquests en no presentar la
paret de LPS, no es trobaria amb aquest impediment estéric. | com ja hem
comentat, s’ha observat en altres analegs sintetitzats al grup'’, que un
augment de carrega positiva, amplia I'espectre d’acci6é dels analegs.

S’ha de tenir en compte que els models que s’utilitzen presenten limitacions, i
tot i que ens van bé com a simil de membrana bacteriana, no podem oblidar
gque sén models molt simplificats.

En primer lloc s’ha treballat amb liposomes simétrics de POPG, quan en la
composicié de les membranes bacterianes trobem que hi ha altres fosfolipids
també importants com la cardiolipina i fosfatidiletanolamina. Sense oblidar la
paret de peptidoglica i les proteines de membrana.

| en segon lloc cal recordar que l'activitat de la polimixina es deu principalment
a la seva acci6é sobre les membranes, perd no és el seu mecanisme exclusiu,
s’han descrit altres mecanismes alternatius que no tenen la membrana com a
diana per a la seva acci6.”

Si continuem analtitzant els resultats, seguidament trobem I'analeg 2 (sP-2Arg),
que presenta una insercié més forta que la PxB a la monocapa de LPS, i en els
assajos d’agregaci6 i intercanvi de lipids mostra una activitat lleugerament
inferior a la PxB. Aquest fet correlaciona perfectament amb I’activitat biologica,
lleugerament menor que la de la PxB en Gram-negatius i lleugerament major
en Gram-positius.

Pel que fa a l'analeg 3 (sP-2Dap), s’observa que presenta un comportament
molt similar al de I'analeg 2 (sP-2Arg) pel que fa a activitat antimicrobiana, i un
comportament biofisic també similar, en menor ordre d’intensitat, perd similar al
del seu homoleg amb arginines.

També hi ha bona correlacié entre activitat antibiotica i biofisica en el cas dels
analegs 6 (sP-2Arg(NQO,)) i 4 (sP-2His). No mostren una activitat antibiotica
especialment destacable, i mostren menys capacitat d’interacci6 amb els
liposomes de POPG i amb la monocapa de LPS que la resta d’analegs. Sén
analegs que presenten menys caracter cationic que la resta d’analegs, cosa
que explica una menor interaccié electrostatica amb la membrana bacteriana.
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L'analeg 5 (sP-2Asn) conté residus neutres d’asparagina, i és per tant el que
presenta una menor carrega positiva de tots els sintetitzats. En les proves
microbiologiques, aquest analeg ha mostrat una baixa activitat, amb una CMI
de 32 0 més de 32 ug/mL tant per bacteris Gram-negatius i Gram-positius. La
interacci6 d’aquest analeg liposomes esta d’acord amb aquest resultat en
bacteris i mostra una baixa capacitat desestabilitizadora de la membrana
anionica, corroborant aixi la importancia del component electrostatic en la
interacci6 lipid-péptid a nivell de membrana interna dels bacteris. El fet que sP-
2Asn mostri un bon nivell d’insercié en la monocapa de LPS suggereix que el
component hidrofobic és important per assegurar la insercié sempre i quan el
péptid tingui un minim de carrega negativa per a assegurar la uni6é als grups
fosfat. Tanmateix la penetraci6 a la membrana externa no és suficient per
presentar una bona activitat antimicrobiana com ja s’ha demostrat amb el
nonapéptid de la polimixina (PxBN).

Fixant-nos en els analegs preparats a partir de la teoria retroenantio, on es
volia estudiar la implicaci6 de l'esquelet peptidic, cal destacar que tot i
presentar una certa activitat, s’esperava que hi hagués més similitud amb els
seus homolegs retroenantidomers. L’analeg retro sP-B, 8, mostra menys activitat
microbiologica que el sP-B, i tot al contrari, mostra més interacci6 amb els
liposomes de POPG. En l'assaig d’insercié en la monocapa de LPS si que
mostren un comportament similar, sén els dos analegs que pitjor s’insereixen a
la monocapa.

En canvi, I'analeg retro sP-2Arg, 9, presenta un perfil més similar al del seu
analeg sP-2Arg, amb bona afinitat pels liposomes de POPG i per la monocapa
de LPS. L’activitat antimicrobiana és similar també a la del seu analeg.

Aquest comportament és I'esperat en el cas de molécules que no actuen en un
receptor especific, com seria una proteina de membrana, ja que en aquest cas
'analeg retroenantioméric no hauria de mostrar activitat. En canvi si la diana és
la matriu lipidica, produint una desestabilitzaci6 de la membrana, no s’ha de
trobar diferéncies significatives entre el péptid i el seu retroenantiomer.

Amb els assajos realitzats, podem concloure que tots els analegs presenten un
comportament similar a la PxB, encara que la majoria presenten menor
intensitat en la interacci6 amb els models de membrana, tant liposomes com
monocapa. Aixd es correlaciona amb la menor activitat antimicrobiana que han
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presentat els analegs. Cal destacar que, respecte a la PxB, en alguns casos tot
i rebaixar l'activitat front a Gram-negatius, s’ha millorat la activitat front a Gram-
positius.
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4. CONCLUSIONS
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Les conclusions d’aquesta tesi sén:
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Els elements de disseny que es van plantejar per a simplificar la sintesi
dels analegs de polimixina (la substitucié de I'enlla¢ lactamic que tanca
anell de la polimixina, per un enlla¢ disulfur, amb les corresponents
substitucions de la Thr-10 i el Dab-4 per dues cisteines, i la substituci6 de
acid natural majoritari per I'acid nonanoic) han resultat perfectament
valids per a la sintesi dels analegs de polimixina que s’han proposat.
D’aquesta manera s’han pogut sintetitzar satisfactoriament els 6 analegs
per substituci6 del model canodnic dissenyats, els 2 analegs
retroenantiomers, i finalment I'analeg conjugat de polimixina i espermina.

S’ha pogut avaluar I'activitat bioldgica d’aquests analegs, per assajos de
concentraci6 minima inhibitoria, i s’ha pogut observar com, tot i no
superar l'activitat antibacteriana de la PxB, en alguns casos s’ha
aconseguit una activitat del mateix ordre, pel que fa a bacteris Gram-
negatius, i en algun cas, s’ho aconseguit un certa activitat front a bacteris
Gram-positius, el que es indicatiu d’una potencial ampliacié de I'espectre
d’activitat.

S’ha pogut avaluar l'activitat biofisica dels compostos sintetitzats en
models de membrana bacteriana, i s’han comparat amb la de la PxB com
a patrd. S’ha determinat que tots ells presenten un mecanisme d’accié
similar a la PxB, tot i que la majoria ha mostrat interaccions més febles
amb els models de membrana que s’han assajat: liposomes i monocapes
lipidiques.



5. PART EXPERIMENTAL
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5.1. MATERIALS | METODES

5.1.1. Dissolvents i reactius

Dissolvents
Nom Marca comercial
Acetona, Scharlau
ACN, qualitat HPLC VWR
CHCI3 Scharlau
CCl4 Scharlau
DCM Scharlau
DCM, qualitat sintesi de péptids SDS
DMF*, qualitat sintesi de péptids  SDS
Et,O ** Scharlau
EtOH Panreac
H O™ Milli-Q
MeOH, qualitat HPLC VWR

* La DMF es guarda sobre tamis molecular de 4A i es passa corrent de N, abans

de la seva utilitzacié per eliminar contaminants volatils.

** L’Et,0O sec es conserva sobre Na i atmosfera de N,

*** L’ H,O préviament desionitzada, es filira en un sistema Millipore MilliQ,

0.45mm.
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Reactius-Sintesi Quimica

Nom Marca comercial
Resines, aminoacids i espaiadors ) .

. . Novabiochem, Fluka, Polypetides
bifuncionals

Acid acetic, AcOH
Acid nonanoic
Anhidrid aceétic, Ac20
Anisole

Bry ?

Cloranil

DBU ?

DIEA

DIPCDI

DMAP

DMSO

HBr, 33% en AcOH
HCI, soluci6 aquosa 37%
HOBT

I2

N, N-dietilditiocarbamat de sodi
Ninhidrina

Octilamina
Pd[(PPhg)]s

PhSiH;

Piperidina

Piridina

PyBOP
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Scharlau

Fluka

Across organics
Merck

Acros Organics
Fluka

Fluka
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Acros Organics
Fluka

Scharlau

Fluka

Fluka
Sigma-Aldrich
Merck

Fluka

Strem Chemicals
Fluka
Sigma-Aldrich
Panreac

Novabiochem



TES

TFA
Tioanisole
TIS
TI(CF5C00)3

TMSCI

Fluka

Sigma-Aldrich

Fluka

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Fluka

Reactius assajos biologics

Nom

Marca comercial

Ditionit de sodi
DOC

LPS

MHB

Na2CO3
NBD-PE°
POPG

PxB

pyr-PG

TRIS
Trypticase Soy Agar, TSA

Trypticase Soy Broth, TSB

Fl

uka

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Oxoid

Panreac

Avanti Polar Lipids, Inc.

Avanti Polar Lipids, Inc.

Sigma-Aldrich

Avanti Polar Lipids, Inc.

Sigma-Aldrich

Pronadisa

Pronadisa

5.1.2. Instrumentacio

Instrument Casa comercial, model

Agitador orbital IKA, model Labortechnik KS250 basic

Balances Mettler Toledo, models PJ360, AG245 i
AB204-5
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Bany d’ultrasons J.P.Selecta, model Ultrasons Medi Il

Centrifuga Beckman, model GS-15R
Equip d’aigua Milli-Q Millipore, Milli-Q Plus
Espectrometre UV-Vis Uvikon XS Secomam

Estufa Jouan, model EU55 class 0.
Liofilitzador Virtis Freezemobile, 12L
Pipetes automatiques Brand P1000, P250, P200, P10

Mettler Toledo, P5000, P200
Rotavapors Bichi R-200

Heidolph, Laborota 4000

Fluorimetre SLM-Aminco, AB-2 spectrofluorimetre

Balanca de Langmuir NIMA tecnhology

Espectropolarimetre UV-Vis Jasco model J810

Sonicador de liposomes Lab supplies, Hickesville, NY, Model
G112SPIT

5.1.3. Métodes en la sintesi de péptids en fase solida

5.1.3.1.Consideracions generals

La sintesis en fase solida s’ha realitzat manualment en xeringues de polipropilé
de diferents mides segons la quantitat de resina utilitzada, amb un filtre de
polietileé pords. Els volums afegits de de reactius han de ser suficients per
permetre la solvatacié optima de la resina. L’agitaci6 manual es va realitzar amb
una vareta de teflo, i l'agitaci6 mecanica mitjangant un agitador orbital. Els
excessos de reactius, dissolvents i subproductes s’eliminen per filtraci6.

5.1.3.2. Métodes analitics

Assaig de ninhidrina qualitatiu (o test de Kaiser) '*°

L’assaig de ninhidrina permet detectar de forma qualitativa la preséncia de grups
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amino primaris en una resina, controlant aixi que l'acoblament ha sigut
satisfactori.

Es posa una punta d’espatula de resina seca en un tub adient, i s’afegeixen 6
gotes del reactiu A i 2 gotes del reactiu B. S’escalfa la mescla a I'estufa 110°C
durant 3 minuts. Una coloracié blau-verdosa de la resina o del sobrenedant indica
la preséncia d’amines primaries (assaig positiu); una coloracié groga indica
’abséncia d’amines primaries (assaig negatiu), és a dir, un percentatge
d’acoblament superior al 99.5%. Paral-lelament es realitza una prova en blanc per
confirmar I'abséncia de contaminacié de reactius.

Reactiu A: es prepara una dissolucié en calent de fenol (40g) en EtOH absolut (10
ml). Per una altra banda es prepara una dissolucié de KCN (65 mg) en H20 (100
ml). Es dilueixen 2 ml d’aquesta dissoluci6 en 100 ml de piridina acabada de
destil-lar sobre ninhidrina. Aquestes dues dissolucions s’agiten per separat durant
45 minuts amb resina Amberlite MB-3 (4 g). Una vegada filtrades es mesclen.

Reactiu B: es prepara una dissolucié de ninhidrina (2.5 g) en EtOH absolut (50
ml). Es manté protegida de la llum i preferentment sota atmosfera de N2.

Assaig de cloranil'®

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

Test de fenols sobre resina

El test de fenols ens permet avaluar I'efectivitat dels acoblaments sobre un grup
fendlic. Per a realitzar aquest assaig, es diposita en un tub de vidre una mostra
seca de peptidil-resina (0.5-2 mg), s’hi afegeixen 10 gotes d’una soluci6é de FeCI3
0.5M en DCM i 5 gotes de piridina. Es deixa uns minuts a temperatura ambient.
Una coloraci6 verd fosc de la resina indica la preséncia de grups hidroxil fenolics i
per tant un acoblament incomplert.
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Hidrolisi i analisi d’aminoacids
El contingut i la proporcié de d’aminoacids presents en una mostra peptidics es
determinen per analisi cromatografic, prévia hidrolisi de la mostra.

El protocol d’hidrolisi es lleguremanet diferent segons es tracti d’'una peptidil-
resina o d’un péptid en soluci6.

Per a la hidrolisi de la peptidil-resina es pesen entre 2-10 mg de la peptidil-resina
seca en un tub de vidre i s’afegeixen 200-400 mL de la mescla HCI (12N):
propionic (1:1, v/v). Es tanca el tub a la flama i s’escalfa a 155°C durant 90 min.
Posteriorment s’evaporen els acids a pressio reduida fins a sequedat. El residu es
redissol en un volum conegut de d’acid clorhidiric 20mM per tal que la
concentracié dels aminoacids a analitzar sigui aproximadament 0,1mM, i es filtra
amb un filtre de nylon de 0.45um.

Les hidrolisis de peéptids lliures es realitzen amb HCI 6M. La reacci6é té lloc a
150°C durant 60 minuts. Es continua de la mateixa manera que en el cas anterior.

Els aminoacids es derivatitzen amb 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil
carbamat (ACQ) seguin el protocol de AccQ-Tag de Waters. | s’analitza per HPLC
en un sistema que consisteix en un controlador Waters 600, una bomba Waters
Delta 600, un detector d’absorci6 UV model Waters 2487 (dual absorbance
detector) i un injector automatic model Waters 717. La columna, (NovaPak 3,9 x
150mm, C18, 4 um) es manté a 37°C dins d’un forn de columnes amb termostat,
model Waters temperature control module 1.

Les mostres s’elueixen a un flux d’ImL/min emprant un gradient lineals dels
eluents A i B, on A: soluci6 amortidora comercial de fosfat i acetat (Waters) i B:
ACN. La detecci6 es realitza a 254 nm.

Cromatografia liquida d’alta ressolucié

La cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC) s’ha realitzat en dos aparells
diferents:

A escala analitica s’ha emprat un aparell Shimadzu de dos bombes model LC-
20AD Prominence, un detector de fotodiode array model SPD-M20A i un
controlador model CBML-20A.

La columna utilitzada ha estat una Nucleosil 120 C18 , d’acer inoxidable, de
dimensions 25 x 0.4 cm i de mida de particula de 5 ym.
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Les condicions cromatografiques es poden resumir com: flux 1ml/min emprant
gradients lineals o isocratics dels eluents A i B, on A: H20/ TFA 0.045% i
B:ACN/TFA 0.036%. L’ACN és de qualitat HPLC i I'aigua és de qualitat Milli-Q.

La deteccib es realitza per UV, en el rang de longituds d’ona desitjat.

A escala preparativa, per a la purificacié dels diferents péptids s’ha emprat un
aparell Waters Delta Prep 3000, amb un controlador Waters model 600E i un
detector de longitud d’ona variable Waters model 484.

La columna en aquest cas ha estat una Phenomenex C18 (250 x 10.0 mm) de
mida de particula de 5um. Les mostres s’elueixen a un flux de 3mL/min emprant
gradients lineals o isocratics dels eluents A i B, on A: H20 /TFA 0.1% i B:
ACN/TFA 0.1%. La detecci6 es realitza a 220 nm.

Espectrometria de masses

Espectrometria de masses MALDI-TOF

La massa molecular dels péptids sintetitzats s’ha determinat per espectrometria
de masses MALDI-TOF emprant un instrument Perspeptive Biosystems Voyager
DE-RP. Es mescla 1uL de solucié de péptid (1-2 mg/mL) amb 1uL de matriu. La
mescla resultant s’aplica sobre la placa de MALDI i es deixa assecar a
temperatura ambient. La matriu que s’ha emprat normalment ha estat la d’acid
dihidroxibenzoic (DHB), preparada a una concentraci6 de 10 mg/mL en una
mescla MeCN:H20 1:1 amb un 0.1% de TFA. La soluci6é de matriu es pot guardar
al congelador.

Cromatografia liqguida d’alta eficacia a escala analitica amb detector

d’espectrometria de masses

S’ha utilitzat un equip Waters Alliance 2695 constituit per una bomba
quaternaria,amb detector d’UV/Vis de fotodiode array model Waters 2996,
sistema d’ESI-MS model Micromass ZQ i programa de control Masslynx versio
4.0. La columna emprada ha estat la mateixa que el I'apartat anterior.

Les mostres s’elueixen a un flux d’1 mL/min emprant gradients lineals dels
solvents A i B (A:H2O/acid formic 0.1% i B:ACN/ acid formic 0.07%). Les
condicions per a la detecci6 amb ESI-MS (voltatge de con i rang de masses) han
estat optimitzades per a cada mostra.

S’ha utilitzat aquest aparell també per a determinar masses moleculars de
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manera directe (injeccidé directa) sense emprar columna ni deteccié UV/Vis. En
aquest cas s’injectaven de 10uL de la mostra, i s’eluia a un flux de 0.1-0.3
mL/min, en una mescla 1:1 dels mateixos eluents. Per a cada mostra s’optimitaza
el voltatge de conus i el rang de masses.

5.1.3.3. Protocols de sintesi emprant I’estratégia de proteccié Boc/Bzl

A continuaci6 es resumeixen els protocols de les diferents etapes que tenen lloc
durant la sintesis en fase solida quan s'utilitza l'estratégia Boc/Bzl. Les
proporcions indicades en % estan expressades en v/v.

Acondicionament de la resina

En la seguent taula s’indica el protocol d’acondicionament de la resina.

Taula 5.1. Protocol d’acondicionament de la resina MBHA.

Etapa Reactiu Operacié Tractaments Temps
1 DCM rentat 5 30s
2 40% TFA en DCM pre-equilibrat 1 1 min
3 40% TFA en DCM rentat i solvatacié 2 10 min
4 DCM rentat 5 30s
5 5% DIEA en DCM neutralitzacié 3 2 min
6 DCM rentat 5 30s

Acoblament de I’aminoacid de referéncia interna AARI , altres aminoacids i
grup espaiador bifuncional

S’incorpora a la resina un aminoacid de referéncia que ens serveixi per a avaluar i
quantificar I'eficacia tant de la sintesi com de la escisci6 del peptid de la resina.
Ha de ser un aminoacid que no estigui present en la seqiéncia del péptid, en
aquesta tesi s’han emprat la glicina i I'alanina.

El protocol estandard a seguir és el que es mostra a la taula 5.2:

Un cop finalitzat el cicle d’acoblament, es realitza el test de ninhidrina. Si surt
postiu es repeteix 'acoblament una o més vegades. En els casos on després de
diversos acoblaments segueix donant ninhidrina positiva es procedeix a
I'acetilacié de les amines lliures.
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En el cas d’altres aminoacids de la seqUéncia i també del grup espaiador
bifuncional, es realitza el mateix protocol.

Taula 5.2. Protocol per a 'acoblament d’un aminoacid estandard.

Etapa Reactiu Operacid Tractaments Temps
1 DMF rentat 5 30s
5 Boc-AA-QH/HOBt/DIPCDI acoblament 1 1h
3:3:3 equivalents en DMF
3 DMF rentat 5 30s
4 DCM rentat 5 30s

Acoblament del primer aminoacid mitjancant un enllac de tipus éster.4

En el cas que I'enllag amb el suport poliméric sigui de tipus ester, s’empra en
’acoblament la 4,4-dimetilamiopiridina (DMAP) com a catalaitzador. Es fan
acoblaments de 45 minuts per a evitar la racemitzaci6. Per monitoritzar
'acoblament s’empra el test d’hidroxils (apartat 6.4.2.3).

Taula 5.3. Protocol per a I'acoblament d’un aminoacid sobre I'espaiador fendlic.

Etapa Reactiu Operacid Tractaments Temps

1 DMF rentat 5 30s

Boc-AA-OH/DIPCDI/DMAP
5:5:0.5 equivalents en DMF

3 DMF rentat 5 30s

2 acoblament 2 45 min

Acetilacié del N-terminal (capping)

A la segiient taula s’indica el protocol a seguir per a la acetilaci6 de I'extrem N-
terminal:

Taula 5.4. Protocol d’acetilacio de I'extrem N-terminal.

Etapa Reactiu Operacid Tractaments Temps
1 DMF rentat 5 30s
Ac20/piridina .

2 50:50 eq. acoblament 1 30 min
3 DMF rentat 5 30s
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Eliminacié grup protector Boc

Per a la eliminacié del grup protector Boc se segueix el seguent protocol:

Taula 5.5. Protocol d’eliminacio del grup Boc.

Etapa Reactiu Operacié Tractaments Temps
1 DCM rentat 5 30s
2 40% TFA en DCM pre-equilibrat 1 1 min
3 40% TFA en DCM rentat i solvatacié 2 10 min
4 DCM rentat 5 30s
5 5% DIEA en DCM neutralitzacié 3 2 min
6 DCM rentat 5 30s

Acoblament d’aminoacids emprant PyBOP amb neutralitzacié in situ.

En determinats casos no s’ha neutralitzat la resina despres de I'elimiaci6 del grup
Boc, i en el moment de 'acoblament és quan es neutralitza. El protocol que se
segueix és el que es mostra a la taula:

Taula 5.6. Protocol d’acetilacio de I'extrem N-terminal.

Etapa Reactiu Operacid Tractaments Temps
1 DMF rentat 5 30s
Boc-AA-OH/PyBOP/DIEA
2 3:3:9 equivalents en DMF acoblament ! 1h
4 DMF rentat 5 30s
3 DMC rentat 5 30s

5.1.3.4. Protocols de sintesi emprant I’estratégia de proteccié Fmoc/tBu

Acondicionament de la resina

Quan sigui possible, I'acondicionament de la resina es realitza de la mateixa
manera que s’explica en la taula 5.1.

Acoblament del grup espaiador bifuncional linker

Es realitza I'acoblament d’aquest espaiador bifuncional en les mateixes
condicions que si fos un aminoacid, linker:HOBT:DIPCDI (3 eq. de cadascun) en
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DMF, 1 hora. (taula 5.8). Per controlar I'eficacia de I'acoblament es fa un test de
ninhidrina.

Acoblament de I’octilamina sobre el BAL linker per aminacié reductiva

Es dissol I'amina (10 eq) en una una soluci6 de DMF al 1% d’acid acetic i
s’afegeix a la resina préviament soltvatada amb DMF. A continuacié s’afegeix el
NaBH3;CN (10eq.) i si és necessari, una mica mes de DMF per tenir una bona
mobilitat de la resina. La mescla es deixa reaccionar tota la nit, amb agitacié

mecanica.
Taula 5.7. Protocol d’acoblament per aminacio reductiva
Etapa Reactiu Operacib Tractaments Temps
1 DMF solvatacio 5
. Octilamina
10 eq. en DMF al 1%AcOH L .
2 - NaBH.CN aminacio reductiva 1 15h
10 eq. en DMF
3 AcOH:DMF (1:99) rentat 5 30s
4 DMF rentat 5 30s
5 DIEA:DMF (5:95) rentat 5 30s
6 DMF rentat 5 30s
7 DCM rentat 5 30s

Acoblament d’aminoacids

En la seglent taula s’indica el protocol estandard a seguir per a la incorporaci6é
dels aminoacids:

Taula 5.8. Protocol d’acoblament d’aminoacids en l'estratégia Fmoc/tBu.

Etapa Reactiu Operacid Tractaments Temps
1 DMF rentat 5 30s
5 Fmoc-AA-OH/HOBt/DIPCDI acoblament 1 1h
3:3:3 equivalents
3 DMF rentat 5 30s
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Eliminacié del grup Fmoc

En la seglent taula s’indica el protocol estandard a seguir per a I’eliminacié del
grup Fmoc:

Taula 5.9. Protocol d’eliminacié del grup Fmoc.

Etapa Reactiu Operacid Tractaments Temps
1 DMF rentat 5 30s
2 20%piperidina en DMF  Pre-tractament 1 1 min
3 20%piperidina en DMF desproteccid 2 10 min
4 DMF rentat 5 30s
5 DCM rentat 5 30s

Quantificacié del grup Fmoc

Es tracta una petitat part, o bé la totalitat de la peptidil-resina amb una de les
mescles descrites a I'apartat anterior per a eliminar el grup Fmoc. Es recullen els
filtrats en un matras aforat. S’enrassa fins volum indicat amb DCM, i es fan les
dilucions adients de manera que la absorbancia teorica sigui entre 0.5 i 1.
Paral-lelament es prepara un blanc en les mateixes condicions que la mostra.

Es mesura I'absorbancia a 301 nm i es calcula la funcionalitzacié aplicant la
formula seglent:

F=AX/ el p
on
A: absorbancia

X: factor de dilucio (volum final dilucié x volum inicial de la soluci6 mare/aliquota
que se’n treu per a fer la dilucié), mL

€: coeficient d’absorcié molar = 7800 (L-mol-1-cm-1)
p: pes de resina (g)
I: longitud de la cubeta (cm)

F: funcionalitzacié de la resina (mmol/g)
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Ciclacié del péptid per formacié d’un pont disulfur.

Per a la ciclaci6 dels péptids s’han utilitzat dos métodes. S’han fet proves amb 10
mg de peptidil resina, i s’ha fet el tractament final amb el que ha donat millor
resultat.

Oxidacié amb iode

Es dissolen 4 eq. de iode en DMF:anisol (95:5) i la solucié s’addiciona sobre la
peptidil-resina. Es deixa reaccionar 2 hores a temperatura ambient. Seguidament
es renta amb DMF fins a la total eliminacié del iode (fins que la DMF de rentar
sigui transparent).

Taula 5.10. Protocol d’eliminacio del grup Fmoc.

Etapa Reactiu Operacié Tractaments  Temps
1 DMF rentat 5 30 s
2 (4 eq) en o
2 DMF:anisol (95:5) Oxidacio 1 oh
3 DMF rentat 5 30 s

Oxidacié amb tal-li

Es dissolen 2.4 eq. de TITf3 en DMF:anisol (95:5) i la soluci6 s’addiciona sobre la
peptidil-resina. Es deixa reaccionar 2 hores a temperatura ambient. Seguidament
es renta amb DMF (8x5mL), i a continuacié es renta amb una solucié de
dietilditiocarbamat de sodi 0.5M en DMF per a elimminar el talli. Finalment es
renta amb DMF 8x5mL.

Taula 5.11. Protocol per a realitzar la oxidacio amb TI(CF3C0OQ)3;

Etapa Reactiu Operacid Tractaments  Temps
1 DMF rentat 5 30s
5 TITf; (2.4eq) en o 1 on

DMF:anisol (95:5) Oxidacio

3 DMF rentat 5 30s
4 Dletllscggci)(::\]r%al\;lnlzat de rentat 2 5 min
5 DMF rentat 5 30s
6 DCM rentat 5 30s
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Escissio del péptid de la resina

S’han utilitzat diferents métodes per a alliberar el péptid de la resina, segons el
tipus d’enllag existent entre el péptid i el suport poliméric:

Acidolisi en condicions estandard

Es disposa la resina en una xeringa provista de filtre. A continuacié s’afegeix la
mescla d’acidodlisi TFA:TIS:H20 (95:3:2, v/v/v). Es deixa a temperatura ambient
durant 90 minuts amb agitaci6 manual esporadica. Es filtra i s’evapora el
dissolvent del filtrat amb corrent de N2. Es fa precipitar el péptid amb Et,O sec i
per decantaci6 s’elimina el dissolvent (3 vegades).

En alguns casos s’ha substutuit el triisopropilsila, TIS, per trietilsila, TES.

Acidolisi en condicions enérgiques

A)Es disposa la resina en un vial de vidre i s’hi afegeix la mescla d’acidolisi
TFA:TMSCITES (69,25:25,57:5; v/iviv). Es deixa reaccionar 2h a 35 °C amb
agitaci6 manual esporadica. Es filtra i s’evapora el dissolvent del filtrat amb
corrent de N2. Es fa precipitar el péptid amb Et20 sec i per decantaci6 s’elimina
el dissolvent (3 vegades).

B)Es disposa la resina en un vial de vidre i s’hi afegeix la mescla d’acidolisi
TFA:TMSCI:-TES:HBr (33% en AcOH) (64.1:25:8.5:5, v/v/v/v). Es deixa reaccionar
2h a 35 °C amb agitacié manual esporadica. Es filtra i s’evapora el dissolvent del
filtrat amb corrent de N2. Es fa precipitar el péptid amb Et20 sec i per decantaci6é
s’elimina el dissolvent (3 vegades).

C)Es disposa la resina en un vial de vidre i s’hi afegeix la mescla d’acidolisi
TFA:HBr:Tioanisole (90:5:5,v:v:v). Es deixa reaccionar 2h a 35 °C amb agitaci6é
manual esporadica. Es filtra i s’evapora el dissolvent del filirat amb corrent de N2.
Es fa precipitar el peptid amb Et20 sec i per decantacié s’elimina el dissolvent (3
vegades).

En alguns casos es va utilitzar anisole per substituir el tioanisole.

Aminolisis: espermina o octilamina

En els péptids ens els que s’ha utilitzat el linker de tipus fendlic, I'alliberament del
peptid es du aterme per atac nucledfil amb I'amina escollida (espermina o
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octilamina). Es dissol I'amina en questi6 en la minima quantitat de DMF i
s’addiciona sobre la peptidil-resina. Es deixa reaccionar 12hores amb agitacio
orbital. Seguidament es filtra, i s’evapora el dissolvent a pressi6 reduida fins a
sequetat i es realitzen coevaporacions amb acetonitril fins a obtenir un solid
blanc.

En el cas de l'octilamina, en ser una amina volatil es poden utilitzar excessos, 5 o
10 equivalents. Per a I'espermina, en ser un solid, s’ajusten més les quantitats, i
amb 1.5 equivalents ja s’obté un desancorament quantitatiu.

Purificacié dels péptids

Els crus peptidics es purifiquen per cromatografia liquida d’alta eficacia a escala
semipreparativa, en unes condicions cromatografiques préviament optimitzades a
escala analitica. Una vegada purificat i es localitzen les fraccions pures,
analitzant-les per HPLC i MALDI-TOF, es junten, i es liofilitzen.

5.1.7 Avaluacié de I’'activitat biologica: determinacié de la concentracio

minima inhibitoria (CMI)

En plaques esterils de 96 pouets (Stero-Wel microtiter-plates, Sterilin) es
disposen aliquotes de 200 L de dilucié de péptid (preparades segons el métode
de les dilucions seriades)191 -a cada columna una dilucié diferent- i a continuaci6é
s’afegeixen 10uL d’una suspensidé de bacteris ajustada a McFarland 0.5, per a
obtenir una concentracié final de 10° unitats formadores de colonies'mL ™
(UFC/mL) en medi de cultiu Mueller Hinton. Es preparen 2 plaques per a cada

péptid que es vol assajar.

La inhibicié del creixement bacteria es va determinar de visu després d’una
incubacié a 37°C durant 18-20 hores. L’activitat antibacteriana s’expressa com
CMI (concentraci6 minima inhibitdria), concentracié a la qual no es detecta
creixement després de les 18-20 hores d’incubacié. Es va comparar I'activitat
antibidtica dels péptids sintétics amb I'activitat de la Polimixina B comercial

Els microorganismes que es van utilitzar van ser: Gram negatius: Salmonella
tiphymurium ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Escherichia
coli ATCC 8739. Gram positius: Enterococcus hirae ATCC 10541,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Micrococcus Iluteus ATCC 9341,
Mycobacterium phlei ATCC 41423.

Manteniment dels microorganismes i preparacio de I'indcul:
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Les soques, que es mantenen congelades en crioboles a -80°C (EAS laboratoire),
es recuperen sembrant-les sobre Trypticase Soy Broth, TSB, incubant-los a 37°C
fins observar creixement bacteria. A continuacid, es sembren en Tryptcase Soy
Agar, TSA ( s’'incuben a 37°C fins observar la formaci6 de colonies. El dia anterior
a la realitzacié de I'assaig es sembren els microorganismes en medi MH, i el dia
de I'assaig es fa una resembra també en medi MH per a obtenir un cultiu en fase
de creixement exponencial, el qual s’ajusta a McFarland 0.5 per a poder-lo
inocular.

Preparacié de les dilucions seriades dels péptids: Es preparar una dissolucié
inicial de péptid en aigua (636 mg/miL), préviament quantificada per analisi
d’aminoacids, i es preparen dilucions seriades d’aquest, de manera que cada
concentraci6 sigui la meitat de I'anterior (figura XX). A continuaci6 es traspassen
a tubs de vidre Pyrex que contenen 5ml de medi MH estéril de manera que la
concentracio final sigui 32, 16, 8,....fins a 0.0625 pg/mL.

1
250 L de 1
. 636 pg/mL 250 pL de 1

250 pL de H,0 *

750 pL de H,0
2 3
318 pg/mL 250 uL de 3 159 pg/mL 250 uL de3

250 pL de H,0
17 L H
250 uL de3 S0 L de a0
750 yL de H,0
4
9,5 ug/mL| 19. 88 /mL
5 250 uL det 250 HL de®
39.75 pg/mL
250 pL de H,0 1750 pL de H,0
250 pL de 6
750 uL de H,0
9.94 ,ug/mL l 248 pg/mL

\
8 250 L de 9
4,97 pg/mL +
250 pL de H,0
10
1.24 pg/mL

Figura 5.1. Arbre de dilucions dels peptids en aigua. La soluci6 mare, 1, es quantifica
préviament per analisi d’aminoacids.

Preparaci6é del medi de cultiu: EI medi de cultiu es prepara segons les indicacions
del proveidor (en aquest cas 21.5 g/L) i es disposa en tubs de vidre Pyrex de
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14*110 mm i s’esterilitza en autoclau (15 min a 120°C i 1 atmosfera de pressio).

Es preparen 10 tubs per a cada péptid, 7 tubs per als microorganismes, i uns 10-
15 tubs en excés, per si fan falta.

5.1.8 Estudi biofisic

5.1.8.1. Preparacio del tampo TRIS, 1M pH8.0

En tota aquesta série d’experiments biofisics, es treballa amb tampé TRIS. Es
dissolen 121.1mg en H,O milliQ, ajustant el pH si és necessari a 8.0. Es
trasvassa la dissolucidé a un matras aforat d’1L, s’enrassa amb aigua milli-Q i es
filtra la dissolucié al buit amb un filtre de membrana de 0,22 um. A partir daquesta
solucié mare es prepara el tamp6é 10mM agafant una aliquota de 5mL i es porta a
un volum de 500mL. Es filtra la nova soluci6é de la mateixa manera.

Per preparar la solucié tamp6 TRIS 50mM s’agafa una aliquota de 25 mL de la
soluci6 tampé 1M i es porta a un volum de 500mL. Es filira novament amb al buit
a través d’un filtre de membrana de 0,22 um.

5.1.8.2. Preparacio dels liposomes

Preparacio dels liposomes de POPG

Es pesa i es resuspén el POPG amb la quantitat corresponent de tamp6é TRIS
10mM pH8 per a obtenir una concentraci6 de 10mM. Es sonica en un bany
d’'ultrasons d’alta potencia seguint el cicle 2min sonicacié+2min repos, repetint
aquest procés 4 vegades. Després de I'Ultima tanda de sonicacié es deixen
reposar els liposomes un minim de 10 minuts abans de la seva utilitzacié. La
soluci6 ha de ser transparent.

Preparacio dels liposomes POPG-30%PyPG

Es preparen separadament dissolucions d’ambdoés lipids, POPG i PyPG en CHCl;
(1mg/mL) i se n’agafen les aliquotes corresponents (135 uL POPG i 64.2 uL
PyPG ) per a preparar la barreja al 30% de PyPG, 0.25mM. S’evapora el CHCl;
amb corrent de N, i es deixa unes hores en un dessecador per a assegurar la
total eliminacié del dissolvent. L'oli format s’hidrata amb 1mL de tampé TRIS
10mM, a pHS8, i es sonica per a formar els liposomes, tal com s’ha descrit
anteriorment, fins a obtenir una solucié transparent.
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Preparacio dels liposomes POPG-2.5%NBD-PE

Es preparen separadament dissolucions d’ambdés lipids POPG i NBD-PE a una
concentracié d’'1mg/mLi se n’agafen les aliquotes corresponents (75 yuL POPG i
113.6 yL de NBD-PE) per a preparar la barreja al 2.5% de NBD-PE. S’evapora el
CHCI; amb corrent de N.i es deixa unes hores en un dessecador per a assegurar
la total eliminaci6 del dissolvent. L’oli format s’hidrata amb 0.5 mL de tampd TRIS
10mM, a pH8, i es sonica per a formar els liposomes, tal com s’ha descrit
anteriorment, fins a obtenir una solucié transparent.

5.1.8.3. Determinacio de I'agregacio de vesicules per dispersioé de la llum a
90°

El canvi en la terbolesa de la mostra es mesurar com el canvi en la llum
dispersada a 90°, a una longitud d’ona de 360 nm. A una cubeta de quars (3 mL x
1 cm), termostatitzada a 25°C i amb agitacié constant, s’afegeixen 1.5mL de
tampd TRIS 10mM pH8, i una aliquota (20uL) de la solucié de liposomes POPG,
préviament preparada. A continuacié es van afegint volums determinats del
peptid, d’'una dissoluci6 de concentraci6 coneguda (0,5mM) ambuna xeringa
Hamilton. Es va mesurant el canvi en la llum dispersada, a 90°, a mida que
augmenta la concentraci6 del péptid.

Es representa la diferéncia d’intensitats (l-lo, essent lo i | les intensitats en
abséncia i preséncia de péptid respectivament), en funcié de la relaci6 molar
entre el péptid afegit i el lipid.

Parametres: A excitacié: 360 nm; A emissi6: 360 nm; sensibilitat: 600 V; resolucio6:
1 s; amplada de banda: 4 nm.

5.1.8.4. Determinacié6 de la mescla de lipids entre membranes per

fluorescéncia del pire

A una cubeta de quars termostatitzada a 25°C i amb agitacié constant,
s’afegeixen 1.5mL de tamp6é TRIS 10mM pH8, 5uL de la solucidé de liposomes
30%PyPG en POPG i 16uL de la solucié de liposomes de POPG, préviament
preparades. A continuacié es va afegint volums determinats d’'una dissolucié de
concentracié coneguda del péptid, amb una xeringa Hamilton: d’'1 en 1uL fins a
10pL, i a partir de 10, de 2 en 2uL. Un cop addicionat el péptid, es deixa
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estabilitzar la llectura durant 2 min i passat aquest temps es registra I'espectre
d’emissi6 de fluorescéncia en el rang de 355 a 550 nm, anotant les fluorescéncies
d’emissi6 del mondmer a 395nm i la fluorescéncia d’emissié de I'excimer a
480nm.

Es representa la diferéncia d’intensitats de fluorescéncia mesurades a 395 nm (F-
Fo, essent Fo i F les fluorescéncies en abséncia i preséncia de peéptid
respectivament), en funcid de la relacié molar entre el péptid afegit i el lipid.

Parametres: A excitacio: 346 nm; A emissio: 395 nm; sensibilitat: 650V; ressolucio
1.0; espectre d’emissio: 355-550nm, velocitat d’escombratge 4nm/s.

5.1.8.5. Determinacié de I’accessibilitat dels fosfolipids per fluorescencia en

liposomes marcats amb el grup NBD

Preparaci6 de la solucié de ditionit de sodi

S’ha de preparar una dissolucié de ditionit 1.44M en tampé carbonat 0.5M a
pH11. En primer lloc es prepara el tampd pesant la quantitat necessaria de
Na,COj3, dissolent en H,O milliQ, ajustant el pH si és necessari, i finalment filtrant
la soluci6. S’ha de desgassar durant una bona estona amb bombolleig de corrent
de N, just abans de la seva utliltzaci6.

La soluci6 de ditionit es guarda en gel, i s'utilitza en ’hora segient a la seva
preparacio. Es convenient tenir preparats diferent vials amb la quantitat ja pesada
de ditionit (25 mg aprox.) i en el moment de la realitzaci6 de I'experiment, es
dissolen amb el tampéd (100 pL aprox.)

Mesures de fluorescéncia

En una cubeta de quars termostatitzada a 25°C i amb agitaci6 magnética
constant, s’afegeixen 1.5mL de tamp6 TRIS 10mM pH8, préviament desgassat
per bombolleig amb corrent de No. A continuacié s’afegeix una aliquota (1uL) de
la solucié de liposomes 2.5 %NBD-PE en POPG préviament preparada, i tot
seguit una aliquota de solucié de péptid (XuL ) amb una xeribga Hamilton. Un cop
tenim una lectura estable de fluorescéncia, s’afegeixen 10uL de la solucié 1.44 M
de ditionit i s’observa com la fluorescéncia disminueix fins a assolir un valor
estable. En aquest moment s’afegeix un detergent, DOC 100uL o trité 10uL, i
s’observa que la fluorescéncia cau fins a valors propers a zero.
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De la grafica obtinguda on es representa la fluorescéncia en funcié del temps,
s’extreuen els valors de lo (intensitat de fluorescéncia inicial, en preséncia de
péptid), | (intensitat de fluorescéncia un cop s’han reduit els grups NBD
accessibles per la preséncia del ditionit), i I (intensitat final, quan s’ha afegit el
detergent).

Es realitza aquest assaig a diferents relacions molars peptid:lipid=0.05, 0.1 i 0.2).

Es representa el % de NBD que s’ha reduit per I'efecte del ditionit, per a cada

o F-F,
%NBD-PE =| 1 - X 100
Fo-Fy

Parametres: A excitaci6: 460 nm; A emissi6: 535 nm; sensibilitat: 720-750V *;

concentracio diferent).

resoluci6:1; amplada de banda: 4nm.

* la senyal augmenta considerablement en afegir el péptid, de manera que s’ha
d’ajustar el voltatge per a que no se surti d’escala, reduint-lo fins i tot en alguns
casos. Es recomenable fer cada série d’experiments de les tres concentracions
diferents amb el mateix voltatge.

5.1.8.6. Cinétiques d’insercid dels péptids en monocapes de Ips

En primer lloc s’han de rentar la cubeta cilindrica de tefld, la lamina de Wilhemy
de plati, i el nucli magnétic amb aigua milliQ calenta (>75°C) per a evitar
contaminacions amb restes de lipid i/o péptid.

S’omple la cubeta cilindrica de teflé (J:5 cm, A:19,6 cm®) amb 30 mL de tampd
TRIS 10mM pH8, i s’hi col-loca la lamina de plati de manera que quedi submergit
1/3 de la lamina en el tamp6. S’ha d’observar la formacié d’un menisc quan el
liquid entra en contacte amb la lamina.

A continuacié es diposita la monocapa de LPS: es prepara una dissolucio6 del lipid
LPS en CHCI3:MeOH (9:1) (1mg/mL) i s’hi afegeix, amb agitacié constant, gota a
gota a la superficie del TRIS fins assolir la pressié superficial desitjada 32mN/m.

Un cop la lectura de pressié és estable, s’afegeix per lorifici lateral, amb una
xeringa Hamilton, i sense provocar cap distorsié en el sistema, una aliquota de
soluci6 de péptid (30pyL de concentraci6 0.05mM). S’enregistra la variacio
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(augment) de la pressi6 superficial amb el temps.

5.2. EXPERIMENTAL

5.2.1. Sintesi d’analegs per substitucié de polimixina (analegs 1-5)

La sintesi d’aquests peéptids s’ha realitzat de forma manual, amb un esquema de
proteccio Fmoc/Bu. S’ha treballat amb la resina MBHA de funcionalitzacié 0.98
mmol/g, acoblant directament sobre ella el primer aminoacid Fmoc-Cys(Acm)-OH.
Els aminoacids de la seqiiéncia es van introduir seguint el protocol descrit a la
taula 5.8 de materials i metodes(apartat 5.1.3.3), utilitzant HOBt i DIPCDI.
L’eficiencia dels acoblaments es va comprovar mitjancant un test de ninhidrina
despres de cada acoblament. En cas que fos necessari es repeteix 'acoblament.
Després de I'elongacié de la cadena peptidica, s’elimina el grup Fmoc amb una
solucié al 20% de piperidina en DMF (taula 5.9). A continuaci6 es realitza la
ciclacio del péptid en resina. Es fan proves a petita escala per observar quin
meétode funciona millor i proporciona un cru de major puresa, i a continuacié es
realitza I'oxidaci6é de tota la peptidil-resina. (taules 5.10 i 5.11). Per finalitzar, es
realitza el tractament acidolitic per a alliberar el péptid de la resina, i eliminar els
grups protectors de les cadenes laterals dels aminoacids segons es descriu a les
taules El protocol especific aplicat a cada péptid es descriu en lapartat
corresponent a cada producte.

S’analitza el cru per HPLC i espectrometria de masses MALDI-TOF, i finalment es
purifica per HPLC a escala semi-preparativa i es liofilitzen les fraccions més
pures.

Sintesi de Il'analeg 1, sp-B: nonanoil-Dab-Thr-Dab-cyclo(S-S)[Cys-Dab-
DPhe-Leu-Dab-Dab-Cys]

Sintesi

Aminoacids protegits: Fmoc-Cys(Acm)-OH, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-
OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-bDPhe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Dap(Boc)-OH.
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Resina inicial: 114 mg, f= 0.98 mmol/g

Formacié enllag disulfur en resina: oxidacié TI(CF3COO)s, 2.4 eq en DMF:anisol
(95:5, 4mL)

Acidolisi: TFA:TMSCI.TES:HBr (33% en AcOH) (64.1:25:8.5:5, v/iviviv)
MW= 1194.63 g/mol
Resultats

Quantitat obtinguda: 133 mg de producte cru (rendiment de desancoratge 95%,
puresa cru peptidic 80%)

Rendiment global: 17 %, 24 mg de producte purificat

Condiciones de purificaci6: Gradient lineal de 20-35 % de B durant 30 min a un
flux de 3 mL/min; detecci6 por UV a 220 nm.

Puresa: >95 %.

RP-HPLC (tg)= 20.6 min (gradient lineal del 20 al 35 % de B en 30 min; flux 1
mL/min; deteccié por UV a 220 nm).

Analisis de aminoacids [experimental (calculat)]: Thr 1.05 (1), Leu: 1.09 (1), Phe:
1.27 (1), Thr: 1.1 (1)

MALDI-TOF: [M+H]*=1223,94, [M+Na]"= 1245.93; [M+K]"'=1261.90

Sintesi de I'analeg 2, sp-2Arg: nonanoil-Arg-Thr-Dab-cyclo(S-S)[Cys-Dab-
DPhe-Leu-Arg-Dab-Cys]

Sintesi

Aminoacids protegits: Fmoc-Cys(Acm)-OH, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-
OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-DPhe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH.

Resina inicial: 144 mg MBHA, f=0.98 mmol/g,

Formacié enllag disulfur en resina: oxidaci6 amb TI(CF;COQ);. 2.4 eq en
DMF:anisol (95:5, 4mL)

Acidolisi: TFA:TMSCI:TES:HBr (33% en AcOH) (64.1:25:8.5:5, v/iviviv)
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MW= 1334.74 g/mol
Resultats

Quantitat obtinguda: 208 mg de producte cru (rendiment desancoratge 100%),
péptid pur 32mg

Condiciones de purificaci6: Gradient lineal de 20-35 % de B durant 30 min a un
flux de 3 mL/min; detecci6 por UV a 220 nm.

Rendiment global: 15 %.
Puresa: >90 %.

RP-HPLC (tg)= 22,5 min (gradient lineal del 20 a 35 % de B en 30 min; flux 1
mL/min; deteccié por UV a 220 nm).

Analisis de aminoacids [experimental (calculat)]: Thr 1.18 (1), Leu: 1.02 (1), Phe:
1.16 (1)

MALDI-TOF: [M+H]*=1336.01, [M+Na]"=1358.00; [M+K]*= 1373.98

Sintesi analeg 3: sp-2Dap, nonanoil-Dap-Thr-Dab-cyclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-
Leu-Dap-Dab-Cys]

Sintesi

Aminoacids protegits: Fmoc-Cys(Acm)-OH, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-Dap(Boc)-
OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-bDPhe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH.

Resina inicial: 200 mg MBHA, f=0.98 mmol/g

Formaci6é enllag disulfur en resina: oxidaci6 amb TI(CFsCOO)s, 2.4 eq en
DMF:anisol (95:5, 4mL)

Acidolisi: TFA:HBr:anisol (90:5:5, v:iviv)
MW= 1194.63 g/mol
Resultats

Quantitat obtinguda: 335,8 mg de producte cru (rendiment desancoratge:
quantitatiu, puresa cru 85%), 54,5 mg de producte purificat

Rendiment global: 23 %.

Condiciones de purificaci6: Gradient lineal de 24-34 % de B durant 30 min a un

159



flux de 3 mL/min; detecci6 por UV a 220 nm.
Puresa: >98 %.

RP-HPLC (tg)= 21.6 min (gradient lineal de 20 a 35 % de B en 30 min; flux 1
mL/min; deteccié por UV a 220 nm).

Analisis de aminoacids [experimental (calculat)]: Leu: 1.01 (1), Phe: 0.98 (1), Thr:
1.01 (1).

MALDI-TOF: [M+H]*=1196.27, [M+Na]"=1218.41; [M+K]*= 1234.35

ESI (10V) m/z: [M+2]*/2 = 598.53, [M+3]*/3 = 399.29, [M+4]*/4 = 299.71

Sintesi analeg 4, sp-2His : nonanoil-His-Thr-Dab-cyclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-
Leu-His-Dab-Cys]

Sintesi

Aminoacids protegits: Fmoc-Cys(Acm)-OH, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-His(Trt)-
OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-bDPhe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH.

Resina inicial: 200 mg MBHA, f=0.98 mmol/g

Formaci6é enllag disulfur en resina: oxidaci6 amb TI(CFsCOO)s, 2.4 eq en
DMF:anisol (95:5, 4mL)

Acidolisi: TFA:HBr:anisol (90:5:5, v:iviv)
MW= 1296.65 g/mol
Resultats

Quantitat obtinguda: 305 mg de producte cru (rendiment desancoratge:
quantitatiu, puresa 75%), 49 mg de producte purificat

Rendiment global: 18 %.

Condiciones de purificaci6: Gradient lineal de 23-32 % de B durant 30 min a un
flux de 3 mL/min; detecci6 por UV a 220 nm.

Puresa: >98 %.

RP-HPLC (tg)= 19.08 min (gradient lineal de 22 a 32 % de B en 30 min; flux 1
mL/min; deteccié por UV a 220 nm).

Analisis de aminoacids [experimental (calculat)]: His: 1.95 (2), Leu: 1.10 (1), Phe:
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1.0 (1), Thr: 0.95(1).
MALDI-TOF: [M+H]*=1297.59, [M+Na]*=1319.57; [M+K]'= 1335.49

ESI (10V) m/z: [M+2]*/2 = 649.58, [M+3]*/3 = 433.35, [M+4]*/4 = 325.25

Sintesi analeg 5, sp-2Asn : nonanoil-Asn-Thr-Dab-cyclo(S-S)[Cys-Dab-DPhe-
Leu-Asn-Dab-Cys]

Sintesi

Aminoacids protegits: Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Cys(Acm)-OH, Fmoc-Dab(Boc)-
OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-DPhe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH.

Resina inicial: 200 mg MBHA, f=0.98 mmol/g

Formaci6é enllag disulfur en resina: oxidaci6 amb TI(CFsCOO)s, 2.4 eq en
DMF:anisol (95:5, 4mL)

Acidolisi: TFA:HBr:anisol (90:5:5, v:iviv)
MW= 1250.62 g/mol
Resultats

Quantitat obtinguda: 278 mg de producte cru (rendiment desancoratge:
quantitatiu, puresa: 64%) , 25 mg de producte purificat

Rendiment global: 10 %.

Condiciones de purificaci6: Gradient lineal de 28-35 % de B durant 30 min a un
flux de 3 mL/min; detecci6 por UV a 220 nm.

Puresa: >95 %.

RP-HPLC (tg)= 19.1 min (gradient lineal de 26 a 36 % de B en 30 min; flux 1
mL/min; deteccié por UV a 220 nm).

Analisis de aminoacids [experimental (calculat)]: Asn: 2.02 (2), Leu: 1.06 (1), Phe:
0.95 (1), Thr:0.97(1)

MALDI-TOF: [M+H]*= 1251.66, [M+Na]'=1273.64; [M+K]'= 1289.0

ESI (10V) m/z: [M+2]*/2 = 626.55, [M+3]*/3 = 417.93
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Sintesi de I'analeg 6, sp-2Arg(NO,): nonanoil-Arg(NO,)-Thr-Dab-cyclo(S-
S)[Cys-Dab-DPhe-Leu-Arg(NO,)-Dab-Cys]

Aquest analeg. Com ja s’ha comentat en I'apartat de resultats i discussio, es va
realitzar seguint un protocol diferent ja que va ser dels que es van sintetitzar al
principi del projecte. Es va dur a terme la sintesis seguint una estratégia
Fmoc/tBu, sobre una resina MBHA a la que se lo incorporava I'espaiador
bifuncional de tipus Rink. Es va sintetitzar la sequéncia peptidica de manera
estandard, realitzant els acoblaments amb HOBt i DICPDI, i seguint I'eficacia de
les reaccions d’acoblament mitjangant el test de ninhidrina.

Un cop finalitzada la sequéncia peptidica, s’elimina el grup Fmoc i s’acobla I'acid
nonanoic.

Es va realitzar la ciclaci6 en resina per oxidaci6 amb iode, i es va a dur una
acidolisi estandard per a escindir el péptid de la resina i eliminar els grups
protectors de les cadenes laterals. Es va evaporar la mescla acidolitica amb
corrent de nitrogen, i l'oli resultant es va fer precipitar amb éter etilic sec. El
peéptid resultant es va analitzar per HPLC i EM, i posteriorment es va purificar i
lioiflitzar.

Sintesi

Aminoacids protegits: Fmoc-Cys(Acm)-OH, Fmoc-Dab(Boc)-OH, Fmoc-Arg(NO,)-
OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-DPhe-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH.

Resina inicial: 209 mg MBHA, f=0.98 mmol/g, a la qual se li incorpora el grup
espaiador bifuncional Rink, seguint el protocol d’acoblament estandard
d’aminoacids

Formacid enllag disulfur en resina: oxidaciéo amb iode, 4eq en DMF

Acidolisi: TFA:TES:H,0 (95:3:2, viviv)

MW= 1424.71 g/mol

Resultats

Quantitat obtinguda: 245 mg de producte cru (rendiment desancoratge: 84%,
puresa 85%), 64 mg peptid pur

Rendiment global: 22 %.
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Condiciones de purificaci6: Gradient lineal de 25-35 % de B durant 30 min a un
flux de 3 mL/min; detecci6 por UV a 220 nm.

Puresa: >98 %.

RP-HPLC (tg)= 14.8 min (gradient lineal del 10 al 50 % de B en 30 min; flux 1
mL/min; deteccié por UV a 220 nm).

Analisis de aminoacids [experimental (calculat)]: Leu: 1.02 (1), Phe: 1.01 (1), Thr
0.97 (1)

ESl+: m/z 476.5 [M+3H]** /3; m/z 714.0 [M+2H]** /2

Sintesi d’analegs retroenantiomers de polimixina: atac nucleofil amb

octilamina

La sintesi d’aquests peéptids s’ha realitzat de forma manual, amb un esquema de
proteccié Boc/Bzl, emprant el protocol de PyBOP amb neutralitzacié in situ, sobre
la resina MBHA de funcionalitzaci6 0.98 mmol/g. En primer lloc es realitza
'acoblament d’'un aminoacid de referéncia, Fmoc-Gly-OH, protocol 6.4.4.2.
S’elimina el grup protector Fmoc per tractament amb 20% de piperidina en DMF
(taula 5.9) i sobre aquest s’incorpora el grup espaiador bifuncional, I'acid 3-(4-
hidroxifenil)propionic. A continuacié s’hi acobla mitjancant un enllag ester el
primer aminoacid, Boc-D-Arg (Z,)-OH, segons el protocol descrit a la taula 5.3.
Seguidament s’incorporen tots els aminoacids de la sequéncia peptidica.

Es cicla el péptid per formacié de I'enlla¢ disulfur seguint el protocol 5.10. i
seguidament el tractament d’amindlisi amb I'octilamina per a escindir el péptid de
la resina. Per acabar es realitza el tractament acidolitic per eliminar els grups
protectors de les cadenes laterals dels aminoacids en TFA:HBr(33% en AcOH)
durant 3 hores a 35°C.

S’analitza el cru per HPLC i espectrometria de masses MALDI-TOF, i finalment es
purifica i es liofilitzen les fraccions mes pures.
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Sintesi de I'analeg 7, retro-sP-B: cyclo(S-S)[DCys-DDab-DDab-DLeu-Phe-
pDab-DCys]-DThr-DDab-octilamida pel métode 1

Sintesi

Aminoacids protegits: Boc-DCys(Acm)-OH, Boc-bDDab(Z)-OH, Boc-bLeu-OH, Boc-
Phe-OH, Boc-DThr(Bzl)-OH. Fmoc-Gly-OH com a aminoacid de referéncia.

Resina inicial: 200 mg, f=0.98 mmol/g

Formacid enllag disulfur en resina: oxidaciéo amb iode, 4eq en DMF
Acidolisi: TFA:HBr:anisol (90:5:5, v:iviv)

MW= 1194.67 g/mol

Resultats

Quantitat obtinguda: 190 mg de cru (rendiment desancoratge: 60%, puresa 50%),
8 mg de producte purificat

Rendiment global: 3.3 %

Condiciones de purificaci6: Gradient lineal de 20-35 % de B durant 30 min a un
flux de 3mL/min; detecci6 por UV a 220 nm.

Puresa: >95 %.

RP-HPLC (tg)= 13.4 min (gradient lineal del 20 al 60 % de B en 30 min; flux 1
mL/min; deteccié por UV a 220 nm).

Analisis de aminoacids [experimental (calculat)]: Leu: 1.02 (1), Phe: 1.05 (1), Thr:
0.97 (1).

MALDI-TOF: [M+H]*= 1195,58, [M+Na]*=1217.60

Sintesi de I'analeg 8, sPB-retroenantio 2ARG: cyclo(S-S)[DCys-DDab-DArg-
DLeu-Phe-DDab-DCys]-DThr- DArg- octilamida pel métode 1

Sintesi

Aminoacids protegits: Boc-D-Arg(Z,)-OH, Boc-D-Cys(Acm)-OH, Boc-b-Dab(Z)-OH,
Boc-D-Leu-OH, Boc-Phe-OH, Boc-DThr(Bzl)-OH. Fmoc-Gly-OH com a aminoacid
de referéncia.

Resina inicial: 200 mg, f=0.98 mmol/g
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Formacié enllag disulfur en resina: oxidacié amb tal-li,
Acidolisi: TFA:HBr:anisol (90:5:5, v:iviv)

MW= 1306.74 g/mol

Resultats

Quantitat obtinguda: 90 mg de cru (rendiment desancoratge: 50%, puresa: 40%),
10 mg de producte purificat

Rendiment global: 3%

Condiciones de purificaci6: Gradient lineal de 22-30 % de B durant 30 min a un
flux de 3 mL/min; detecci6 por UV a 220 nm.

Puresa: >98 %.

RP-HPLC (tg)= 22.3 min (gradient lineal del 20 al 50 % de B en 30 min; flux 1
mL/min; deteccié por UV a 220 nm).

Analisis de aminoacids [experimental (calculat)]: Arg: 2.09 (2), Leu: 0.91 (1), Phe:
0.96 (1), Thr:1.04(1)

MALDI-TOF: [M+H]*=1308.15, [M+Na]*=1330,14

Sintesi d’analegs retroenantiomers de polimixina: sintesi sobre bal linker i

resina am.

La sintesi d’aquests peptids s’ha realitzat de forma manual, amb un esquema de
proteccié Fmoc/Bu. S’ha treballat amb la resina aminometil, a la qual se li ha
incorporat I'espaiador funcional BAL linker sobre el qual, per aminacié reductiva,
s’hi acobla I'octilamina (protocols descrits en I'apartat 5.1.3.4).

A continuaci6 es procedeix a la incorporacié del primer aminoacid i es verifica la
funcionalitzacié de la peptidil-resina per quantificaci6 del grup Fmoc alliberat
després del tractament amb piperidina. Després de I'elongacié de la cadena
peptidica , s’ha realitzat la ciclaci6 del péptid per formacié de I'enllag disulfur
seguint el protocol i finalment, per acidolisi amb TFA:TIS:H,0, protocol, s’obté el
cru peptidic que s’analitza per HPLC i espectrometria de masses MALDI-TOF.
Posteriorment es purifica, i es liofilitza.
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Sintesi de I'analeg 7, retro sP-B: cyclo(S-S)[DCys-DDab-DDab-DLeu-Phe-
DDab-DCys] DThr- DDab- octilamida pel métode 2

Sintesi

Aminoacids protegits: Fmoc-D-Cys(Acm)-OH, Fmoc-D-Dab(Boc)-OH, Fmoc-D-
Arg(Pbf)-OH, Fmoc-D-Leu-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-D-Thr(tBu)-OH.

Resina inicial: 216 mg, f=0.88 mmol/g

Formacié enllag disulfur en resina: oxidacié amb iode, 4eq en DMF:anisol (95:5).
Acidolisi: TFA:TIS:H,O (95:3:2, viviv)

MW= 1194.67 g/mol

Resultats

Quantitat obtinguda: 52 mg de producte cru (rendiment desancoratge: 34%
puresa 40%), 7,7 mg de producte purificat

Rendiment global: 5 %.

Condiciones de purificacio: gradient lineal de 25-35 % de B durant 35 min a un flux
de 3 mL/min; detecci6 por UV a 220 nm.

Puresa: >98 %.

RP-HPLC (tg)= 11.9 min (gradient lineal de 25 a 35 % de B en 30 min; flux 1
mL/min; deteccié por UV a 220 nm).

Analisis de aminoacids [experimental (calculat)]: Leu: 0.98 (1), Phe:1.06 (1), Thr:
0.96 (1).

ESI m/z: [M+2]*/2 = 598.53, [M+3]"/3 = 399.42, [M+4]"/4 = 299.77

Sintesi de I'analeg 8, retro sP-2Arg: cyclo(S-S)[DCys-DDab-DArg-DLeu-Phe-
DDab-DCys] DThr- DArg- octilamida pel métode 2

Sintesi

Aminoacids protegits: Fmoc-DArg(Pbf)-OH, Fmoc-DCys(Acm)-OH, Fmoc-
DDab(Boc)-OH, Fmoc-DArg(Pbf)-OH, Fmoc-DLeu-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-
DThr(tBu)-OH.

Resina inicial: 216 mg, f=0.88 mmol/g
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Formacié enllag disulfur en resina: oxidacié amb iode
Aciddlisi: : TFA:TIS:H,0 (95:3:2, v:viv)

MW= 1306.74 g/mol

Resultats

Quantitat obtinguda: 32 mg de producte cru (rendiment desancoratge: 28%
puresa 50% ), 6 mg de producte purificat

Rendiment global: 4 %.

Condiciones de purificacio: gradient lineal de 23-33 % de B durant 30 min a un flux
de 3 mL/min; detecci6 por UV a 220 nm.

Puresa: >98 %.

RP-HPLC (tg)= 14.26 min (gradient lineal de 25 a 35 % de B en 30 min; flux 1
mL/min; deteccié por UV a 220 nm).

Analisis de aminoacids [experimental (calculat)]: Arg+Thr: 3.06 (3), Leu: 0.98 (1),
Phe: 0.96 (1)

MALDI-TOF: [M+H]"= 1307.74

Sintesi de I'analeg 9, conjugat de polimixina i espermina, sP-2Arg-G-

espermida

La sintesi d’aquest péptid s’ha realitzat de la mateixa manera que els analegs
retroenantio de la PxB1, descrits anteriorment, utilitzant en aquest cas els
aminoacids natural, L, excepte la fenilalanina. L’amindlisi en aquest cas s’ha
realitzat amb 1.5 equivalents d’espermina.

Sintesi

Aminoacids protegits: Boc-Arg(Z,)-OH, Boc-Cys(Acm)-OH, Boc-Dab(Z)-OH, Boc-
Leu-OH, Boc-D-Phe-OH, Boc-Thr(Bzl)-OH i Boc-Gly-OH. Fmoc-Ala-OH com a
aminoacid de referéncia.

Resina inicial: 113 mg, f=0.98 mmol/g
Formacid enllag disulfur en resina: oxidaciéo amb iode, 4eq en DMF

Acidolisi: TFA:HBr:anisol (90:5:5, v:iviv)
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MW= 1576.96 g/mol
Resultats

Quantitat obtinguda: 191 mg de producte cru (rendiment sintesis: quantitatiu,
puresa 50% ), 7 mg de producte purificat

Rendiment global: 4%

Condiciones de purificaci6: Gradient lineal de 22-32 % de B durant 30 min a un
flux de 3 mL/min; detecci6 por UV a 220 nm.

Puresa: >98 %.

RP-HPLC (tg)= 15.25 min (gradient lineal del 20 al 50 % de B en 30 min; flux 1
mL/min; deteccié por UV a 220 nm).

Analisis de aminoacids [experimental (calculat)]: Arg+Thr: 2.98 (3), Gly: 1.06 (1),
Leu: 1.01 (1), Phe:0.95 (1), Ala: 0.94 (1)

MALDI-TOF: [M+H]*=1577.92, [M+Na]'=1599.86
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